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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Der medizinische Hintergrund

Die Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind ein wichtiger Teilaspekt der Inneren
Medizin. Sie sind die Todesursache Nr.1 in modernen Industrienationen; weltweit werden
etwa 30 % der Todesfélle dieser Erkrankung zugeschrieben (Beaglehole, R. et al., 2004).
Fast 90 % bis 95 % aller arteriellen Erkrankungen entstehen durch eine Atherosklerose mit
Ausbildung von Engstellen (Stenosen) oder Verschlissen. Dazu zahlt die koronare
Herzkrankheit (KHK), die mit einer kathetervermittelten Dilatation von intraarteriellen
Stenosen therapiert werden kann. Die minimalinvasiven MalRnahmen zur Revaskularisierung
sind jedoch durch einen hohen Prozentsatz von Wiederverschlissen der betroffenen GefalRe
gekennzeichnet. Bei 30 % bis 50 % der Patienten, die eine perkutane transluminale
Koronarangioplastie (PTCA) erhalten haben, kommt es bereits in den ersten Monaten nach
dem Eingriff zur Restenose der dilatierten GefaRe (Nobuyoshi, M. et al., 1988); (Serruys, P.
W. et al., 1988). Die deswegen entwickelten GefaR3prothesen (Stents) verhindern zwar das
unmittelbare Wiederzusammenziehen des GefalRes nach Angioplastie (elastisches Recoil).
Sie verstarken jedoch die Zellvermehrung (Proliferation) und Zellwanderung (Migration)
medialer glatter Muskelzellen (SMC) in die Intima. Somit sind sie immer noch mit einer
inakzeptablen hohen Anzahl an Restenoseraten (~30 %) behaftet (Kuntz, R. E. et al., 2000).
Durch die klinische Einfihrung von drug eluting stents (DES) konnte das Restenoserisiko
beim Durchschnittspatientengut verbessert
werden (Liistro, F. et al.,, 2010). DES sind
implantierbare Gefal3stutzen die
antiproliferativ wirkende Arzneistoffe wie den
MTOR-Inhibitor Sirolimus (Rapamycin) oder
das Zytostatikum Paclitaxel freisetzen. Neben
diesen Patienten fallen Risikopatienten auf,
wie z.B. Diabetes mellitus Patienten. Diese
weisen trotz der Verwendung von DES eine

erhohte Rate an Restenosen auf.

Abb. 1: Drug eluting stents (DES)

Die Metallréhrchen sind mit einem Polymer beschichtet, welches kontrolliert antiproliferative
und/oder antientziindliche Wirkstoffe freisetzt

(Boston Scientific, Deutsches Arzteblatt, Jg. 104, Heft 3, 19. Januar 2007).



EINLEITUNG

1.2. Der Aufbau der arteriellen Blutgefal3e

Die Wand einer Arterie besteht aus drei konzentrischen Schichten. Innen befindet sich die
Tunica intima (Intima), deren Hauptbestandteile das an das Lumen grenzende Endothel,
eine zarte subendotheliale Bindegewebsschicht sowie die Membrana elastica interna sind. In
der Wandmitte liegt die Tunica media (Media), die vor allem aus Uberwiegend zirkular
angeordneten glatten Muskelzellen und Bindegewebsfasern besteht. Auf3en befindet sich die
Tunica adventitia (Adventitia, Tunica externa), die Uberwiegend aus langs verlaufenden
Kollagenfibrillen, zahlreichen elastischen Fasern sowie Fibroblasten besteht und die ohne
scharfe Grenze in das benachbarte lockere Bindegewebe ubergeht (Welsch, Lehrbuch
Histologie).

Bei den Arterien unterscheidet man zwei Gefal3typen; den elastischen Typ, zu dem z.B. die
Aorta gehort, und den muskuléaren Typ. Im herznahen Kreislaufbereich befinden sich Arterien
vom elastischen Typ, welche zahlreiche Elastinlamellen aufweisen, die vorwiegend in der
Media zu finden sind. Diese Lamellen sind durch Licken unterbrochen, was zu einer
vermehrten Elastizitat fihrt. Da es aufgrund des Wechsels von Systole und Diastole zu
grol3en Druckschwankungen kommt, sind diese besonders wichtig. Die Media weist dartber
hinaus eine geringere Zahl an glatten Muskelzellen auf (Welsch, Lehrbuch Histologie). Bei
den Arterien des muskularen Typs dagegen findet man eine sehr ausgepréagte Media mit
vielen glatten Muskelzellen. Diese dienen nicht nur als kontraktile Elemente zur Regulation
des Blutdrucks und der Blutverteilung,
sondern spielen ebenfalls eine
entscheidende Rolle in der Produktion
von Kollagenfasern, des Elastins und der
Proteoglykane (Welsch, Lehrbuch
Histologie).

Der Ubergang allerdings zwischen den

s Arterientypen ist flieBend. So nimmt die A.

vasorum

carotis eine Intermediarstellung
—vegetativer  hinsichtlich ihrer Wandstruktur ein. Die
Anzahl der Elastinlamellen ist geringer als

Bindegewebe

der Intima S 1% in der Aorta, die Auspragung der glatten

Muskelzellen hingegen ist hoher als in

!
Basalmeémbran

)
Elastica
interna

) anderen mittelgroRen oder Kkleineren
Elastica
e GefaRken.
Abb. 2: Wandaufbau der Arterie

Schematische Darstellung einer Arterie vom muskularen Typ
(Welsch, Lehrbuch Histologie, Minchen 2003, Seite 212).
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1.3. Die Atherosklerose

.Bei der Atherosklerose handelt es sich um eine krankhafte Veranderung der Arterien,
welche mit Verhartung, Verdickung und Elastizitdtsverlust der Arterienwand einhergeht
(Pschyrembel - klinisches Warterbuch 1998, de Gruyter).”

Mit der Entstehung der Atherosklerose werden verschiedenste Erkrankungen und
Pradispositionen in  Verbindung gebracht. Einer der Risikofaktoren ist die
Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus (Baynes, J. W. et al., 1999). Er ist gekennzeichnet
durch Hyperglykdmie und im Falle eines Typ-2-Diabetes einer Insulinresistenz; beide kdnnen
zu arteriellen Dysfunktionen flihren. Unter anderem inhibiert eine Hyperglykamie die
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) durch Blockade der endothelialen NO-
Synthaseaktivitat (De Vriese, A. S. et al., 2001). NO ist ein Vasodilatator, der unter anderem
auch die Plattchenaktivierung oder inflammatorische Reaktionen hemmt.

Im Rahmen eines sogenannten metabolischen Syndroms treten zuséatzlich zum Diabetes
mellitus Typ 2 eine arterielle Hypertonie, eine Hyperlipoproteinamie und eine Hyperurikédmie
auf. Sie stellen weitere Risikofaktoren der Atherosklerose dar, wie auch Tabakkonsum,
Ubergewicht und Bewegungsmangel (Burke, L. E. et al., 1997). Diese Faktoren fiihren zur
Schadigung oder zur Dysfunktion des Endothels, zur Thrombozytenaktivierung, zur
chronischen Entzundungsreaktion mit Einwanderung von Leukozyten und zur Aktivierung
und Proliferation glatter GefalRmuskelzellen (SMC). Eine Komplikation stellt die Ausbildung

von Stenosen und gegebenenfalls Verschlissen dar.

1.4. Die Ballonangioplastie (PTA)

Die Ballonangioplastie ist heute der Standard der Behandlung von arteriellen
GefalRverengungen oder Gefallverschliissen. Es handelt sich dabei um ein minimalinvasives
Verfahren, das auch als Perkutane Transluminale Angioplastie, kurz PTA, bezeichnet wird.
Dabei kommt es zur Erweiterung oder Wiederertffnung der GefalRe mittels Ballondilatation.
Andreas Roland Grintzig, ein deutscher Angiologe und Kardiologe, fihrte 1977 erstmals
eine erfolgreiche Ballondilatation zur Aufdehnung verengter Herzkranzgeféal3e in Zurich durch
(Gruntzig, A. R. et al, 1979). Im Jahre 2008 wurden in Deutschland bereits 303.832
Patienten mit einer perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) behandelt, davon
erhielten 271.329 Patienten eine Stentimplantation (25. Bericht Uiber die Leistungszahlen der
Herzkatheterlabore). Die Methode zahlt damit mittlerweile zu den kardiologischen
Routineeingriffen. Bei der PTCA wird die Erweiterung des GefalRlumens mit Hilfe eines
Ballonkatheters durchgefiihrt, der durch die Applikation eines intraluminalen Drucks von bis

zu 15 bar dilatiert wird.
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Die Erweiterung wird durch das EinreiRen der atherosklerotischen Plaques, eine
Uberdehnung der GefalRwand einschlieRlich der
Media und der Adventitia sowie der Kompression
von eventuell vorhandenem atherothrombischen
Material erreicht. Neben akuten Komplikationen bei
der PTCA st die wichtigste chronische
Komplikation die Restenose. Sie stellt nach wie vor
eine der Hauptprobleme der perkutanen koronaren
Revaskularisationstherapie dar (Califf, R. M. et al.,
1991); (Gruberg, L. et al., 2000). Sie entwickelt sich
ohne weitere Therapie innerhalb der ersten 6
Monate in 30 % bis 40 % der Félle.

Abb. 3: perkutane transluminale Angioplastie (PTA)
Bei einer perkutanen transluminalen Angioplastie (PTA) durchgefiihrte Katherisierung (1) mit
anschliel3ender Ballondilatation (2) und Stentimplantation (3) (www.pd-dr-herrman.de).

1.5. Die Restenose in Arterien nach Ballondilatation

Eine Restenose ist eine Wiedereinengung im Bereich einer zuvor behandelten Stenose
eines BlutgefalRes oder eines anderen Hohlorgans. So gibt es Restenosen beispielsweise
nach Angioplastie von Koronarstenosen oder im Rahmen einer pAVK (periphere arterielle
Verschlusskrankheit) in Becken- oder BeingefalRen. Es liegt per definitionem eine Restenose
vor, wenn ein Lumenverlust von = 50 % der urspriinglichen durch die Angioplastie erreichten
Zunahme des GefalRdurchmessers besteht bzw. eine Stenose von Uber 50 % bei einer
nachfolgenden Angiographie vorliegt (Bennett, M. R. et al., 2001).
Die Pathophysiologie der Restenose ist komplex und noch nicht endgiltig geklart. Folgende
Mechanismen werden diskutiert, die zu ihrer Ausbildung flhren:
> das elastische Recoil des GefalRes (Block, P.C., 1990)
> die Neointimaformation aufgrund von Proliferation und Migration von glatten
Muskelzellen (SMC) und Myofibroblasten sowie der Produktion von
extrazellularer Matrix — sogenanntes arterielles Remodeling
Das elastische Recoil des Gefal3es stellt das unmittelbare Zusammenziehen der elastischen
Fasern des Gefalies nach Angioplastie dar. Es kann zu einem Lumenverlust von bis zu 50%
der maximal erreichbaren Flache direkt nach der Ballondeflation kommen (Rensing, B. J. et
al., 1991). Dies kann durch die Implantation von Stents verhindert werden. Allerdings kdnnen

Stents aufgrund des chronischen Reizes die Entziindungsreaktion in der GefalBwand sowie
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die Proliferation von medialen glatten Gefalimuskelzellen verstarken (Kuntz, R. E. et al.,
2000).

Unter arteriellem Remodeling versteht man strukturelle und morphologische Veranderungen
eines arteriellen GefalBes innerhalb der Lamina elastica externa. Es werden zwei
Hauptformen des arteriellen Remodelings unterschieden. Das positive arterielle Remodeling
geht mit einer GroBenzunahme des GefalBes einher, wahrend das negative arterielle
Remodeling eine Reduktion der Gefal3groRe beinhaltet (Ward, M. R. et al., 2000). Das
negative arterielle Remodeling kann bei pathologischen Prozessen bis zum Verschluss
fuhren. Als wichtige Pathomechanismen sind hier Intimahyperplasie, Mediahyperplasie oder
Thrombusbildung nach Plaqueruptur sowie eine andauernde Vasokonstriktion zu nennen
(Ward, M. R. et al.,, 2000); (Zubilewicz, T. et al., 2001). Die intimale Hyperplasie oder
Neointimabildung, die als wichtigste Ursache fir die Restenose gilt, wird initiiert durch die
Verletzung der GefalRwand wahrend des Eingriffs, z.B. bei einer Ballonangioplastie. Dadurch
werden zellulare Mediatoren und Wachstumsfaktoren freigesetzt, die eine Migration glatter
Muskelzellen von der Media in die Intima bewirken und ihre Proliferation férdern. Zu diesen
Wachstumsfaktoren z&hlt der platelet derived growth factor (PDGF) (Grotendorst, G. R. et
al., 1981); (Blank, R. S. et al., 1990); (Majesky, M. W. et al., 1990); (Jawien, A. et al., 1992).
Sowohl die Plattchen als auch die Thrombusformation sind in den Prozess der Restenose
verwickelt (Ip, J. H. et al.,, 1991). Eine wichtige Rolle spielt auch die Inflammation. Im
Menschen erfolgt circa 15 min. nach einer PTCA ein Anstieg von Neutrophilen-, Monozyten-,
und Plattchenadhasionsmolekilen (Serrano, C. V., Jr. et al., 1997). Inflammatorische Zellen
sind wichtige Mediatoren im Prozess der Restenose nach Gefal3verletzung (Welt, F. G. et
al.,, 2000). Wahrend dieses Vorgangs dedifferenzieren die glatten Muskelzellen (SMC) vom
kontraktilen zum sogenannten synthetisierenden (sekretorischen) Phanotyp, was mit dem
Verlust von Markermolekiilen der VSMC, wie z.B. a-Aktin, verstarkter Proliferation und der
Mdglichkeit zur Migration verbunden ist (Thyberg, J. et al.,, 1997). Allerdings haben die
VSMC in der Neointima nicht nur ihren Ursprung in der Media des GefalRes. Sowohl im
murinen als auch im humanen System konnten h&matopoetische Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark nachgewiesen werden, die nach Verletzung der GefalRwand im geschadigten
Bereich adhérieren und dort phanotypisch zu glatten Muskelzellen und Endothelzellen
differenzieren (Sata, M. et al., 2002); (Simper, D. et al., 2002).

1.6. Die Restenose beim Diabetes mellitus Patienten:

- eine besondere Herausforderung

Der Diabetes mellitus stellt eine der héaufigsten chronischen Erkrankungen dar. In

Deutschland ist heute schatzungsweise jeder 13. Einwohner an Diabetes erkrankt. Weltweit
5
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gab es im Jahr 2010 nach IDF-Angaben (international diabetes federation) 285 Millionen
Menschen im Alter von 20 bis 79 Jahren mit Diabetes, das sind 6,6 % der Weltbevélkerung
(www.dzd.ev.de/diabetes-die-krankheit/zahlen/index.html, abgerufen Mai 2013).

Der Begriff Diabetes mellitus umfasst verschiedene Formen  chronischer
Stoffwechselerkrankungen, die mit einer verminderten Insulinbildung oder Insulinwirkung
einhergehen. Gemeinsames Leitsymptom bei unbehandelten Patienten ist die
Hyperglykédmie. Diabetes mellitus Typ 1 und 2 sind die beiden Hauptformen dieser
Erkrankung. Dem Diabetes mellitus Typ 1 liegt ein Insulinmangel zugrunde. Dies ist eine
Folge der Zerstérung der insulinproduzierenden Betazellen des Pankreas. Sie wird in der
Regel durch Autoimmunprozesse ausgeldst, denen haufig ein Virusinfekt vorausgeht. Bei
circa 95 % aller Diabeteserkrankungen handelt es sich jedoch um den Diabetes mellitus Typ
2, der durch eine gestorte Insulinantwort am Erfolgsorgan entsteht. In der Pathogenese des
Diabetes mellitus Typ 2 spielen die periphere Insulinresistenz und die Dysfunktion der
insulinproduzierenden Betazellen des Pankreas eine entscheidende Rolle (Reaven, G. M.,
1984). Es handelt sich dabei zunachst um einen relativen Insulinmangel durch die periphere
Insulinresistenz, welcher zu Beginn mit einer gesteigerten korpereigenen Insulinproduktion
ausgeglichen werden kann. Ist dieser Kompensationsmechanismus erschdpft, manifestiert
sich die Erkrankung im Rahmen einer chronischen Hyperglykamie.

Personen mit gestorter Glukosetoleranz und vor allem solche mit manifestem Diabetes
mellitus Typ 2 weisen ein zwei- bis vierfach erhthtes kardiovaskulares Risiko (Haffner, S. M.
et al, 1992) und ein deutlich erhdhtes Restenoserisiko nach erfolgter Therapie der
koronaren Herzkrankheit auf (Kastrati, A. et al., 1997). Welche Wirkung die Hyperinsulindmie
bzw. Insulinresistenz auf glatte GefalBmuskelzellen hat und inwieweit sie damit zur
vermehrten Ausbildung einer Restenose in Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ 2

beitragt, ist nicht bekannt.

1.7. Der Stand der Forschung zur Neointimabildung

Die bisher publizierten Ergebnisse der Grundlagenforschung legen unter anderem eine
wichtige Rolle des platelet derived growth factor (PDGF) nahe (Grotendorst, G. R. et al.,
1981); (Blank, R. S. et al., 1990); (Majesky, M. W. et al., 1990); (Jawien, A. et al., 1992).
PDGF ist ein Wachstumsfaktor, der die Neointimabildung verstarkt und die Migration der
glatten GefalBmuskelzellen aus der Media in die Intima fordert. Des Weiteren sind
metabolische Faktoren von besonderem Interesse. So kann Insulin die PDGF-Wirkung
verstarken und somit auch die Neointimabildung (Pu, Q. et al., 2009); (Zhuang, D. et al.,
2008). Andererseits weisen Versuchstiere mit einer Insulinresistenz ebenso eine im

Vergleich zu Kontrolltieren verbreiterte  Neointima nach dilatationsinduziertem
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Endothelschaden auf (Jonas, M. et al., 2005). Ferner foérdern der insulin-like growth factor 1
(IGF-1) (Bayes-Genis, A. et al., 2000); (Khorsandi, M. J. et al., 1992); (Zhu, B. et al., 2001)
sowie Erythropoetin (Epo) (Reddy, M. K. et al.,, 2007); (Janmaat, M. L. et al., 2010) die
Neointimabildung. Die bisherigen Erkenntnisse deuten auf eine Schlisselposition der
Insulinrezeptorsubstrate (IRS, unter 1.8.1. ndher erlautert) in der Pathophysiologie der
Restenose: Sie integrieren die Signale des Insulinrezeptors (IR), des IGF-1-Rezeptors und
des Epo-Rezeptors und regulieren den MAPK-Weg und den PI3K-Weg (White, M. F., 2003);
(Verdier, F. et al., 1997). Beide letztgenannten Signalwege, die unter den Punkten 1.8.2.
bzw. 1.8.3. naher beschrieben werden, spielen eine wichtige Rolle bei der
Neointimaformation (Proctor, B. M. et al., 2008); (Shi, Z. D. et al., 2010); (Duan, C. et al.,
2000); (Furgeson, S. B. et al.,, 2010). Sie filhren beide zu einer Aktivierung von mTOR
(Oudit, G. Y. et al., 2004); (Astrinidis, A. et al., 2005), dessen Hemmung mittels DES derzeit
mit die besten klinischen Ergebnisse bei der Vermeidung von Restenosen erzielt (Moses, J.
W. et al., 2003).

Kubota et al. beschrieben eine vermehrte Neointimabildung in IRS-17- und IRS-2"- Mausen.
Es handelte sich jeweils um einen konventionellen Knockout. Dies fiihrte zu metabolischen
Auffalligkeiten. Beide Mausstamme zeigten zum Zeitpunkt des Experimentes (Mause sind 8

A. 8 weeks oder 20 Wochen alt) eine Insulinresistenz,

eine Hyperlipidamie sowie einen erhdhten
arteriellen systolischen Blutdruck,

wobei die IRS-2"- Mause starker betroffen
waren (Kubota, T. et al., 2003). Dies sind

bekannte Risikofaktoren der Restenose

v und somit ist nicht eindeutig bestimmt, was
:,.';“ s 2 B
SR QI K

B. 20 weeks Eine genaue Kenntnis der in die

die verstarkte Neointimabildung bedingt.

Neointimabildung involvierten
pathophysiologischen Zusammenhénge
bzw. der Rolle von IRS-2-Protein in diesem
Zusammenhang kénnte besser
abgestimmte Therapiemdéglichkeiten, z.B.

mit neuen DES, ermdglichen.

g
Cuff-induzierte Neointimabildung der Arteria femoralis in IRS-1"- und IRS-2"- Knockout-
Mausen im Vergleich zur Wildtyp-Maus (WT) (Kubota, T. et al., 2003).
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1.8. Die Signaltransduktionswege des Insulin- und des IGF-1-

Rezeptors
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Abb. 5: Signaltransduktionsweg des IR und des IGF-1R

Schematische Darstellung der Signaltransduktionswege des Insulin- (IR) und des Insulin-
like-growth-factor-1 Rezeptors (IGF-1R). (Freude S. & Schubert M.: Insulin receptor signaling
in the central nervous system. Nova Science Publishers Inc. New York)

Der Insulin- bzw. der IGF-1-Rezeptor ist ein transmembranares Glykoprotein, das aus je
zwei sogenannten a- und B- Untereinheiten besteht. Die zwei a-Untereinheiten stellen die
extrazellulare Bindungsstelle des Insulins bzw. des IGF-1 dar, die zwei B-Untereinheiten
beinhalten die intrazellulare Rezeptortyrosinkinase (Rosen, O. M., 1987); (Kahn, C. R. et al,,
1985). Die Bindung von IGF-1 bzw. Insulin induziert eine Konformationsanderung des
Rezeptors und aktiviert die Tyrosinkinaseaktivitdt der B-Untereinheiten, was wiederum zu
einer gegenseitigen Phosphorylierung der intrazellularen B-Untereinheiten fuhrt (Kahn, C. R.
et al., 1985). Die tyrosinphosphorylierten (3-Untereinheiten des IR/IGF-1R rekrutieren bzw.

phosphorylieren Tyrosinreste der intrazellular lokalisierten Insulinrezeptorsubstrate (IRS).
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1.8.1. Die IRS-Proteine

Die Familie der IRS-Proteine besteht aus mindestens vier verschiedenen Proteinen, IRS-1
bis IRS-4, wobei 3 der 4 IRS-Proteine in der Maus sowie im Menschen gefunden wurden. Zu
diesen zahlen IRS-1 und IRS-2, welche ubiquitar im Organismus exprimiert werden und IRS-
4, welches limitiert im Thymus, Gehirn und Niere und wahrscheinlich in den B-Zellen des
Pankreas exprimiert wird (White, M. F., 2002). Bei Nagetieren findet man zusatzlich IRS-3,
welches im Wesentlichen nur im Fettgewebe nachgewiesen werden konnte (Sciacchitano, S.
et al., 1997). Charakteristisch flir alle IRS-Proteine ist eine pleckstrin homology (PH-)
Domaéane. An die PH-Domaéne schlief3t sich eine phosphotyrosinbindende (PTB-) Doméane an,
der eine regulatorische Einheit am c-terminalen Ende folgt. Diese ist bei allen IRS-Proteinen
unterschiedlich lang. Dort befinden sich an mehreren, variablen Stellen Serin und Tyrosin,
die jeweils phosphoryliert werden kdnnen. Die Phosphorylierung von Serin  wirkt
regulatorisch, wahrend phosphorylierte Tyrosinstellen mit der SH2-Doméane von
Effektorproteinen wie der p85-Untereinheit der PI3K, Grb2 oder SHP-2 aktivierend wirken
(White, M. F., 2002). IRS-3 fehlt die Grb2- und IRS-4 die SHP2- Bindestelle. IRS-1 und IRS-
2 sind weitgehend homolog. IRS-2 verfiugt im Gegensatz zu IRS-1 Uber die sogenannte
KRLB (kinase regulatory loop binding) Domé&ne welche die Kinasefunktion des

Insulinrezeptors blockieren kann (Sawka-Verhelle, D. et al., 1997).
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Abb. 6: Vergleich der IRS-Proteine

Potentielle Tyrosinstellen des C-terminalen Endes sind mit Y gekennzeichnet. Bekannte
Phosphorylierungsstellen sind anhand der Aminosduresequenz dargestellt, die zur
Aktivierung bestimmter Enzyme (PI3K, Grb2 oder SHP2) fuhrt (White, M. F., 2002).
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Zusatzlich wurden zwei weitere, der IRS-Familie zu schreibbare Proteine identifiziert: IRS-
5/DOK4 und IRS-6/DOK5 (Cai, D. et al, 2003). Sie weisen eine geringere
Sequenzhomologie zu IRS-1 auf als IRS-2, IRS-3 und IRS-4. Eine Funktion in der

Insulinsignalkaskade wird bezweifelt (Versteyhe, S. et al., 2010).

1.8.2. Der Phosphatidylinositol-3 (PI13) Kinase Sighalweg

Phosphatidylinositol-3 Kinasen (PI3 Kinasen) sind Lipidkinasen und werden in drei Klassen
(I, I und 1) eingeteilt. Diese bestehen aus insgesamt acht Isoformen. Sie phosphorylieren
die 3‘-OH-Position des Inositolrings von Inositol-Phospolipiden in der Plasmamembran. Die
Produkte der PI-3 Kinasen fungieren als ,second messenger®, indem sie zellulare
Zielproteine binden und/oder aktivieren. Diese Ereignisse bilden den Start einer
Signalkaskade. Die Klasse | A besteht aus einer katalytischen Untereinheit p110 und der
regulatorischen Untereinheit p85.

Nach der Aktivierung der IRS-Proteine durch Phosphorylierung binden sie unter anderem an
die p85-Untereinheit der Klasse | A PI-3 Kinasen. Die PI3 Kinase aktiviert Uber
phosphoinositide-dependent protein kinase (PDK-1/2) die Proteinkinase B (PKB = AKT)
(Toker, A. et al., 2000). AKT wiederum phosphoryliert glycogen synthase kinase 3 8 (GSK-
3B), Tuberin (TSC-2) (Oudit, G. Y. et al., 2004) sowie die forkhead box transcription factors
(FoxO) (Burgering, B. M., 2008). GSK-3B ist eine konstitutiv aktive Kinase, die durch
Phosphorylierung inaktiviert wird. Sie reguliert die Transkription von Genen und die
Proteinsynthese negativ; ihre Inaktivierung ist mit Proliferation und Hypertrophie verknupft.
FoxO-Transkriptionsfaktoren fihren zu einem Proliferationsstop sowie zur Apoptose und
werden nach Phosphorylierung durch AKT aus dem Nukleus ausgeschleust (Accili, D. et al.,
2004). TSC-2 (Tuberin) formt mit TSC-1 (Hamartin) einen Komplex, der Rheb (RAS homolog
enriched in brain) inhibiert. Dieser Komplex wird durch die Phosphorylierung von TSC-2
durch AKT instabil. Rheb seinerseits aktiviert das mechanistic target of Rapamycin (nTOR),
das Uber die Phosphorylierung von p70S6-Kinase und das eukaryotic translation initiation
factor 4E-1A-binding protein (4E-BP) zur Steigerung der Proteinsynthese, zur Hypertrophie
und zur Proliferation fuhrt (Astrinidis, A. et al., 2005). AuRerdem vermittelt die Aktivierung
von AKT die insulinabhéngige Glykogensynthese sowie die insulinabhangige Translokation
des Glukosetransporters 4 (GLUT-4) an die Plasmamembran, was zur Aufnahme von
Glukose in die Zelle fuihrt (Whiteman, E. L. et al., 2002).

10
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1.8.3. Der Mitogen-aktivierten Protein (MAP) Kinase Signalweg

Nach Stimulation mit Insulin oder IGF-1 binden die IRS-Proteine auch an SH-2-Domé&nen
verschiedener Adapterproteine wie das growth factor receptor binding protein 2 (GRB-2)
(Myers, M. G. Jr et al., 1993); (Hanke, S. et al. 2008). Es folgt eine Interaktion mit dem
GDP/GTP-Austauschfaktor SOS (son of sevenless), welche zu einer Aktivierung des G-
Proteins RAS (rat sarcoma protein) fihrt (Molina, J. R. et al., 2006). Dies wiederum flihrt
dazu, dass RAF sich an die Plasmamembran anlagert. RAF gehdrt ebenfalls zur Familie der
Serin/Threoninkinasen und seine Aktivierung fuhrt zu einer Phosphorylierung letztendlich der
ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase-1/-2), was sie aktiviert. ERK1/2
phosphorylieren und aktivieren eine Vielzahl von Zelltranskriptionsfaktoren und férdern die
Translation (Molina, J. R. et al., 2006). ERK1/2 phosphorylieren wie AKT TSC-2, so dass
auch auf diesem Weg mTOR aktiviert wird (Astrinidis, A. et al., 2005). Die Aktivierung von
ERK1/2 ist mit verstarkter Proliferation und Neointimabildung verkntpft (McCubrey, J. A. et
al., 2007).

1.8.4. mTOR

Beide beschriebenen Signalwege aktivieren unter anderem mTOR (mechanistic target of
Rapamycin). mTOR liegt in zwei Komplexen mit anderen Proteinen vor: Zum einen ist das
der mTOR complex 1 (mMTORCL1), welcher aus mTOR, Raptor (regulatory associated protein
of mMTOR), mLST8/GBL (mammalian LST8/G-protein B-subunit like protein) und LST8 (lethal
with sec thirteen 8) besteht (Loewith, R. et al., 2002). Er vermittelt Proliferation und ist
downstream vieler Rezeptortyrosinkinasen verortet, unter anderem des bereits erwahnten
Insulinrezeptors, des IGF-1 Rezeptors und des PDGFR. Die Aktivierung von mTOR erfolgt
durch die Aktivierung von AKT und ERK1/2, was wiederum die Phosphorylierung von TSC-2
zur Folge hat. TSC-2 formt mit TSC-1 einen Komplex der Rheb inhibiert. Durch die
Phosphorylierung von TSC-2 durch AKT wird dieser Komplex instabil und Rheb kann den
MTORC1 aktivieren. mTORC1 wiederum phosphoryliert zwei Schllsselproteine, welche die
Translation von Proteinen positiv regulieren: 4E-BP (eukaryotic translation factor 4E-1A-
binding protein) und p70S6K. Beide steigern die Proteinsynthese, filhren zur Hypertrophie
und zur Proliferation (Astrinidis, A. et al., 2005). Der mTORC1 wird durch Rapamycin
gehemmt.

Zum anderen bildet mMTOR den mTOR complex 2 (mTORC2) vor, welcher aus mTOR, Rictor
(rapamycin-insensitive companion of mMTOR), GBL und mSIN1 (mammalian stress-activated
protein kinase interacting protein 1) besteht (Loewith, R. et al., 2002). mTORC-2 wird nicht

bei kurzzeitiger, sondern nur bei langerfristiger Exposition durch Rapamycin gehemmt

11



EINLEITUNG

(Lamming, D. W. et al.,, 2012). Dieser Komplex wird durch Insulin PI3K-abhangig aktiviert
(Sarbassov, D. D. et al., 2011), vermittelt Gber die Acetylierung von Rictor (Glidden, E. J. et
al., 2012). Er phosphoryliert AKT an der Phosphorylierungsstelle Ser473, was einen der
beiden notwendigen Schritte zur vollstandigen Aktivierung von AKT darstellt (Humphrey, S.
J. et al., 2013). PDK-1 phosphoryliert AKT an Thr308 was wiederum zur Phosphorylierung
des mTORC2 an mSIN1 Thr86 und dies letztendlich zur Phosphorylierung von AKT an
Ser473 fuhrt. Es gibt somit eine AKT-abhangige positive Ruckkopplung (Humphrey, S. J. et
al., 2013), die die vollstandige Aktivierung von AKT bewirkt. Die Relevanz von mTORC?2 bei
der Ausbildung einer VSMC-getragenen Pathologie ist am Beispiel der pulmonalarteriellen
Hypertonie vor Kurzem gezeigt worden (Goncharov, D. A. et al., 2014); (Krymskaya, V. P. et
al., 2011). Somit fihrt die Aktivierung von mTORC1 zu einer direkten Steigerung der
Proteinsynthese, welche sich in Proliferation und Hyperthrophie auf3ert und die Aktivierung
von mTORC2 zu einer Phosphorylierung von AKT, welches sich indirekt ebenfalls in einer
Steigerung der Proteinsynthese zeigen kann.

Des Weiteren regulieren sowohl mTORCL1 als auch mTORC?2 die Zellmigration. mTORC1 hat
Uber die S6-Kinase Einfluss auf eine Neuausrichtung von F-Aktin und die Ausbildung von
Adhasionspunkten, die die Zelle mit der Umgebung interagieren lassen, und mTORC2 ist
notwendig zur polaren Ausrichtung des Zytoskeletts, um eine gerichtete Fortbewegung
moglich zu machen (Liu, L. et al., 2011).

Es gibt DES, die mit Rapamycin beschichtet sind, und die klinisch eine gute Wirksamkeit bei
der Verhinderung einer Neointimabildung zeigen. Dieser Effekt ist bedingt durch die
Proliferationshemmung der glatten Gefalimuskelzellen (Liistro, F. et al., 2010); (Lavigne, M.
C. et al, 2012). Rapamycin hemmt, wie oben beschrieben, mMTORC1 - aber bei
langerfristiger Einwirkung auch mTORC2 (Lamming, D. W. et al., 2012). Des Weiteren gibt
es negative Rlckkopplungsmechanismen zu IRS-1. Diese fllhren bei einem starken
MTORC1/S6K1 Signal zu multiplen Phosphorylierungen an IRS-1 (Zhande, R. et al., 2002);
(Tzatsos, A. 2009) und somit zu dessen Degradation. In pathologischem Ausmal® kann das
eine Insulinresistenz bewirken (Um, S. H. et al.,, 2004). Auch fir mTORC2 gibt es
beschriebene negative Ruckkopplungsmechanismen, die zur Degradation von IRS-1 und
somit zur Schwachung des Insulin-Signales fuhren (Kim, S. J. et al., 2012); (Destefano, M. A.
et al., 2013). Ahnliche Mechanismen sind laut Literatur fir IRS-2 bisher unbekannt (Tzatsos,
A. 2009). Die zitierten Publikationen legen in ihrer Gesamtheit nahe, dass eine
Uberexpression von IRS-2, die zu einer verstarkten Aktivierung sowohl von mTORCL1 als
auch von mTORC2 fuhren sollte, eine vermehrte Proliferation der VSMC und damit eine

Zunahme der Neointimabildung nach sich ziehen sollte.
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EINLEITUNG

1.9. Die Fragestellung

IRS-2 aktiviert, soweit in der Literatur bekannt (Pu, Q. et al., 2009); (Zhuang, D. et al., 2008);
(Bayes-Genis, A. et al.,, 2000); (Khorsandi, M. J. et al.,, 1992); (Zhu, B. et al.,, 2001),
Signalwege, die eine Neointimabildung férdern. Andererseits wurde in der IRS-2 Knockout-
Maus vermehrt Neointima beschrieben (Kubota, T. et al. 2003) und Patienten mit einer
Insulinresistenz erleiden verstarkt Restenosen nach Dilatationen. Eine Schlusselrolle in
diesem Prozess stellt das Protein IRS-2 dar.

Kann IRS-2 im vorliegenden Modell einer transgenen Maus in glatten Gefal3muskelzellen
Uberexprimiert werden? Und zeigt sich lokal in den GefdRen somit eine dauerhafte
Stimulation des Insulin-Signalweges? Welche Auswirkungen hatte dann eine Ubermafige
Expression von IRS-2 in den Arterien auf den gesamten Organismus und insbesondere auf

die Gefalle? Konnte eine starkere Konzentration von IRS-2 die Neointimabildung férdern?
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MATERIAL

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerat

= BioTek™ PowerWave 340
o BioTek™ Bad Friedrichshall, Deutschland
»= Biowizard Golden Line Sterilbank
o KOJAIR® TECH QY Vilppula, Finnland
= Blotting Kammer Trans-Blot® Semi-Dry Transfer Cell
o Bio-Rad Laboratories GmbH Munchen, Deutschland
» Fluoreszenzmikroskop Fluorescence Microscope Eclipse ES00
o Nikon Instech Co., Ltd. Kanagawa, Japan
» Fotofilmentwickler, Curix 60
o AGFA Mortsel, Belgien
= Fully Enclosed Tissue Processor Leica ASP300 S
= Heated Paraffin Embedding Module Leica EG1150 H
= Cold Plate for Modular Tissue Embedding System Leica EG1150 C
= Fully Automated Rotary Microtome Leica RM2255
o Leica Microsystems Wetzlar, Deutschland
= Gewebe-Homogenisator
= Glaszylinder (manueller Gewebehomogenisator), Zylinder aus Borosilikatglas
= PTFE-Pistill mit Edelstahl-Schatft
o VWR® International GmbH Darmstadt, Deutschland
»  GlucoMen® (Blutzuckermessgerat)
o A. Menarini diagnostics Berlin-Chemie Neuss, Deutschland
= iCycler Thermocycler
o Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen, Deutschland
= Minigel-Twin Gel Electrophoresis Apparatus, Minigel-Twin
o Biometra GmbH Gottingen, Deutschland
= Microplate reader Mithras LB 940 multimode microplate reader
o Berthold Technologies GmbH & Co. KG Bad Wildbad, Deutschland
= NanoDrop NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000
o Thermo Fischer Scientific Bonn, Deutschland
» Philips iE33 Ultraschall Gerat

= L15-i07-Sonde (15 MHz Linear Array mit einer Bildrate von 270 Hz)
14



2.1.2.

MATERIAL

o Royal Philips Electronics Amsterdam, Niederlande
Powerpac Biometra Standard Power Pack P25

o Biometra GmbH Goettingen, Deutschland
Research Microscope Olympus BX51
Research Microscope Olympus CKX41

o Olympus Deutschland GmbH Hamburg, Deutschland
Sanyo CO; Inkubator

o LMS Consult GmbH & Co. KG Brigachtal, Deutschland
SteREO Discovery.V8 Mikroskop
Kaltlichtquelle CL1500 ECO

o Carl Zeiss Microlmaging GmbH Géttingen, Deutschland
Thermomixer

o Eppendorf Hamburg, Deutschland
Tischzentrifuge Heraeus Biofuge, Fresco

o Thermo Fischer Scientific Bonn, Deutschland
Wasserbad Modell WNB22

o Memmert GmbH & Co. KG Schwabach, Deutschland

Pharmaka

Actrapid® Penfill® 100 I.E. ml Injektionslésung, Insulin human (r-DNS)

o Novo Nordisk A/S Bagsveerd, Danemark
Ampho-Moronal® Suspension 30 ml (Amphotericin B)

o Dermapharm AG Grinwald, Deutschland
Avertin (2,2,2-Tribromoethanol) T48402 — 97 %

o Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland
Bepanthen® Augen- und Nasensalbe 5 g (5 % Dexpanthenol)

o Bayer Vital Leverkusen, Deutschland
Diazepam-ratiopharm 10 mg/2 ml Injektionslésung

o Ratiopharm® GmbH Ulm, Deutschland
Glucose-L6sung 20 % Infusionslésung

o DeltaSelect GmbH Dreieich, Deutschland
Isotone Natriumchlorid-L6sung 0,9 % Injektionslésung

o Berlin-Chemie AG Berlin, Deutschland
Ketanest®S 25 mg/ml Injektionslésung

o Pfizer Pharma GmbH Berlin, Deutschland
Metamizol-Natrium 1 H,O 500 mg/20 Tropfen
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2.1.3.

2.1.4.

MATERIAL

o HEXAL® Holzkirchen, Deutschland
Penicillin-Streptomycin 100 x Solution (10000 Units)
o Life Technologies GmbH Darmstadt, Deutschland
Plica Enthaarungscreme
o DMV - Diedrichs Markenvertrieb GmbH & Co. KG Bad Pyrmont, Deutschland
Refobacin®80 mg Injektionslésung (Gentamicinsulfat)
o Merck Pharma GmbH Darmstadt, Deutschland
Rompun®2 % Injektionsldsung (Xylazin)

o Bayer Vital GmbH Leverkusen, Deutschland

Operationsbesteck

Abbott Vascular Santa Clara, CA USA

o 20/30 Indeflator®
ETHICON a Johnson & Johnson Medical GmbH Norderstedt, Deutschland

o Prolene, Polypropylen 6-0, C-1, 8706 H
F S T® (Fine Science Tools) Heidelberg, Deutschland

o lIris Scissors - Large Loops gerade 14040-10

o Iris Scissors - Delicate Pattern Sharp/Blunt gerade 14028-10

o Colibri Retractor 17000-03

o Dumont #45 Forceps - Dumoxel 11245-30

o Vannas Spring Scissors — 2,5 mm Blades abgewinkelt zur Seite 15002-08

o Non-Sterile Silk Suture Thread 18020-60 6/0

o Non-Sterile Silk Suture Thread 18020-30 3/0

o Castroviejo Needle Holder - with Lock Tungsten Carbide 14 cm 12565-14
SCHWAGER MEDICA Winterthur, Schweiz

o Ballonkatheter mit 0,85 mm Durchmesser und 5 mm Lange 085-005-015
VYGON Ecouen, Frankreich

o Fuhrungsdraht des Arterienkatheters nach Seldinger mit 0,9 mm Durchmesser

115.798

Verbrauchsmaterialien

3M Medica Durapore™ Silkpflaster
o 3M Deutschland GmbH, 3M Medica Neuss, Deutschland
BD Plastipak™ 1 ml Spritzen

BD Microlance™ 3 Einmalkaniilen
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http://www.finescience.de/artikeldetails.asp?currblock=&suchtyp=Kat&suchbegr=&suchkatalog=0064100000&positionsart=A&artikelnummer=17000%2D03&artikelhersteller=7010000000&artikelkatalog=0064100000&artikelbezeichnung=Colibri+Retractor+%2D+1%2E5cm+Spread+3cm
http://www.finescience.de/artikeldetails.asp?currblock=&suchtyp=Kat&suchbegr=&suchkatalog=0050600000&positionsart=A&artikelnummer=11245%2D30&artikelhersteller=7020000000&artikelkatalog=0050600000&artikelbezeichnung=Dumont+%2345+Forceps+%2D+Dumoxel
http://www.finescience.de/artikeldetails.asp?currblock=&suchtyp=Kat&suchbegr=&suchkatalog=0012700000&positionsart=A&artikelnummer=15002%2D08&artikelhersteller=7000000000&artikelkatalog=0012700000&artikelbezeichnung=Vannas+Spring+Scissors+%2D+2%2E5mm+Blades
http://www.finescience.de/artikeldetails.asp?currblock=&suchtyp=Kat&suchbegr=&suchkatalog=0061000000&positionsart=A&artikelnummer=12565%2D14&artikelhersteller=7010000000&artikelkatalog=0061000000&artikelbezeichnung=Castroviejo+Needle+Holder+%2D+w%2FLock

2.1.5.

Aceton

MATERIAL

o BD Medical Heidelberg, Deutschland
Blotting Membran Immun-Blot PVDF Membrane fiir Protein Blotting
o Bio-Rad Laboratories GmbH Minchen, Deutschland
Blotting Papier Whatman® Gel Blotting Paper
Trockenblock 556 (50 Blatt)
o Schleicher & Schuell MicroScience Dassel, Deutschland
Cell Scraper® 25LL
o Sarstedt GmbH Sarstedt, Deutschland
Deckglaser 24 x 50 mm
o VWR® International GmbH Darmstadt, Deutschland
Gewebekulturschalen 145 mm, 100 mm, 60 mm
o Greiner Bio One Frickenhausen, Deutschland
Histosette 2 M493-2
o Simport Beloeil, Kanada
Leica-Paraplast PLUS, 8 x 1 kg/cs 39602004
o Leica Microsystems Wetzlar, Deutschland
Molding Trays, 12 x 16 x 5 mm 27306
o PLANO GmbH Wetzlar, Deutschland
Neolus 26 G x ¥z Einmalkanilen
o Terumo® Leuven, Belgien
Objekttrager ca. 76 x 26 mm geputzt/gebrauchsfertig, geschnitten, Mattrand
o Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH Edermiinde, Deutschland
Photopapier Amersham Hyperfim™ ECL
o GE Healthcare UK Ltd, England
Venofix® Safety 21 G
o Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland
Zellkulturtestplatte 96F
o TPP Techno Plastic Products AG Trasadingen, Schweiz

Chemikalien

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland

Acrylamid/Bis-acrylamid (30 %) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland
Rotiphorese® Gel 30 (37,5/1)

Agarose Invitrogen Corporation Carlsbad CA, USA
Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem GmbH Darmstadt, Deutschland
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland
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Benzamidin
Bradfordreagenz

Bromophenolblau

MATERIAL

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

96 % Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland

D-Mannitol

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Entellan®

Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA)

Ethanol 99,9 %

Ethidiumbromid

Glukoseldsung 20 %

Glycerin

Glycin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland
Delta Select Dreieich, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland

-ethansulfonsdure (HEPES)

Isopropanol 99,7 %

Methanol 99 %

Natriumchlorid (NacCl)

Natriumfluorid (NaF)

Nonidet® P40 Substitute

Paraformaldehyd (PFA)

Phenylmethylsulphonylfluorid
(PMSF)

Phosphatgepufferte Salzlésung
(10 x PBS)

Salzsaure (HCI)

(3-Aminopropyl)triethoxysilane

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sodium orthovanadate (NazVO,)

Tris-Acetat-EDTA (TAE)

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylen-
Diamin (TEMED)

Tris

TritonX-100

TWEEN 20°

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA Darmstadt, Deutschland

FLUKA Chemie AG Buchs, Schweiz

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen Corporation Carlsbad CA, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland
AppliChem GmbH Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Caesar and Lorentz GmbH Bonn, Deutschland
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Vectashield® (incl. DAPI)
Xylol

2.1.6. Puffer und Losungen

Organlysepuffer

Sammelgelpuffer 4 x (SP)

SDS-PAGE-Laufpuffer (pH 8,3)

6 x SDS-Probenpuffer

Strippinglésung

Taillysepuffer

MATERIAL

VECTOR Laboratories Burlingame CA, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

50 mM HEPES (pH 7,4)

50 mM NacCl

1 % Triton X-100

10 mM EDTA + 0,1 M NaF

17 pg/ml Aprotinin

2 mM Benzamidin

0,1 % SDS

1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
10 mM NaszVO,

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,8 % SDS

194 mM Glycin
25 mM Tris
0,1 % SDS

250 mM Tris-HCL (pH 6,8)
200 MM DTT

40 % Glycerol

12 % SDS

0,01 % Bromophenolblau

62,5 mM Tris-HCL (pH 6,8)
100 mM B-Mercaptoethanol
2 % SDS

100 mM Tris-HCI (pH 8,5)
5mM EDTA

0,2 % (w/v) SDS

0,2 M NaCl

500 mg/ml Proteinase K
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TBS-Puffer (pH 7,6)

TBS-T-Puffer (pH 7,6)

Trenngelpuffer 4 x (TP)

Western Blot Antikorperldésung

Western Blot Blockinglésung

Western Blot Transferpuffer

Zelllysepuffer

2.1.7. (Farbe-) Losungen

MATERIAL

137 mM NacCl
20 mM Tris

137 mM NacCl
20 mM Tris
0,1 % Tween 20°

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
0,8 % SDS

137 mM NaCl
20 mM Tris
5 % Western Blocking Reagent

137 mM NacCl
20 mM Tris
10 % Western Blocking Reagent

194 mM Glycin

25 mM Tris

20 % Methanol (99 %)
0,05 % SDS

50 mM NacCl

50 mM Tris-HCL (pH 7,4)
5mM EDTA

1 % Nonidet® P40 Substitute

= DMEM High Glucose (4,5 g/l) + |-Glutamine E15-810
o PAA Laboratories GmbH Pasching, Osterreich

» ECL, Amersham ECL™ Western Blotting Detection Reagents
o GE Healthcare UK Ltd, England
= Eosin, gelblich, wasserldslich 100 g 1B-425
o Waldeck GmbH & Co. KG Miinster, Deutschland
» 0,5 % Eosin in Aqua dest. / pro 100 ml 1 Tropfen Essigsaure
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2.1.8.

MATERIAL

Fetales Kélberserum (FCS)

o Invitrogen GmbH Darmstadt, Deutschland
Hamalaunldsung sauer nach Mayer 2,5 | T865.3

o Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Kernechtrot-Aluminiumsulfatiésung N069.1

o Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
PageRuler™ Prestained Protein Ladder

o Fermentas GmbH St.Leon-Rot, Deutschland
Pikro-Fuchsin Losung van Gieson 2E-050

o Waldeck GmbH & Co. KG Miunster, Deutschland
Resorcin-Fuchsin Lésung nach Weigert X877.1

o Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Rhodamine Wheat Germ Agglutinin RL-1022

o VECTOR Laboratories Burlingame CA, USA
Western Blocking Reagent

o Roche Diagnostik GmbH, Deutschland

Primer, Enzyme, Inhibitoren und Zubehor

Aprotinin Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland

Kollagenase Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland
from Clostridium histolyticum

DNase Invitrogen Corporation, Carlsbad CA, USA

dNTPs Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Elastase from porcine pancreas SERVA Electrophoresis Heidelberg, Deutschland

GoTaq® Hot Start Polymerase Promega Corporation, Madison, USA

GoTag® reaction buffer Promega Corporation, Madison, USA

LY 294002 5 mg #vV1201 Promega Mannheim, Deutschland

MgCl, Promega Corporation, Madison, USA

PD 98,059 P215 Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland

Proteinase K Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Trysin Roche Mannheim, Deutschland

Trypsininhibitor Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland

from Glycine max (soybean)
Primer (diverse Sequenzen, Eurofins MWG Operon Ebersberg, Deutschland
siehe PCR-Protokolle)
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MATERIAL

2.1.9. Antikorper

2.1.9.1. Primarantikérper

o Smooth Muscle Monoclonal Anti-Actin Antikdrper; Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA,;

# A 5228; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

AKT Antikdrper; polyclonal rabbit antibody; Cell Signaling Technology, Inc., USA;

# 9272; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

ERK Antikorper; polyclonal rabbit antibody; Cell Signaling Technology, Inc., USA;

#9102; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

GAPDH (14C10) Antikérper; monoclonal rabbit antibody; Cell Signaling Technology, Inc.,
USA,; # 2118; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

GFP (D5.1) Antikdrper; monoclonal rabbit antibody; Cell Signaling Technology, Inc., USA;

# 2956; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

GSK-3-B Antikorper; monoclonal rabbit antibody; Cell Signaling Technology, Inc., USA;

# 9315; Western Blot: Verdinnung 1:1000

IRS-1 Antikdrper; polyclonal rabbit antibody; Cell Signaling Solutions, USA;

# 06-248; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

IRS-2 Antikdrper; polyclonal rabbit antibody; Cell Signaling Technology, Inc., USA,;

# 4502; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

Phospho-AKT (Ser473) Antikorper; polyclonal rabbit antibody; Cell Signaling Technology,
Inc., USA; # 9271; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

Phospho-ERK (Thr202/Tyr204) Antikorper, polyclonal rabbit antibody; Cell Signaling
Technology, Inc., USA; # 4377; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

Phospho-GSK-3a/B (Ser21)/(Ser9) Antikérper; polyclonal rabbit antibody; Cell Signaling
Technology, Inc., USA; # 9327; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

PTEN Ab-3 Antikdrper; polyclonal mouse antibody; NeoMarkers Fremont, USA;

# MS-1250-PD; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

RASGAP (171) Antikorper; polyclonal rabbit antibody; Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA;
# sc-425; Western Blot: Verdiinnung 1:1000

2.1.9.2. Sekundarantikorper

Anti Mouse IgG; Sigma-Aldrich, USA; Item # A9917; Western Blot: Verdiinnung 1:10000
Anti Rabbit IgG; Sigma-Aldrich, USA; Item # A6154; Western Blot: Verdiinnung 1:1000
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MATERIAL

2.1.10. Kits

= Cell proliferation ELISA BrdU (colorimetric), Roche Applied Science Mannheim,
Deutschland

2.1.11. Software

= Cell"D Programm — Olympus, Lichtmikroskop

= CellSens Dimension XV Image Processing — Olympus, Fluoreszensmikroskop
= Imaged — Computerprogramm

= KC,4;— Programm — Proliferationsmessung

= Philips DICOM Viewer Echokardiografie — Computerprogramm

= Qlab Cardiac Analysis — Ultraschall

= GraphPad PRISM - Datenauswertung
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METHODEN

2.2. Methoden

2.2.1. Mauslinie

Die Tierhaltung der Méause erfolgte unter klimatisierten Raumbedingungen (Lufttemperatur:
22 bis 24 °C) bei zwolfstundigem Tag-Nacht-Rhythmus. Wasser und standardisiertes
Nagerdiatfutter wurde ad libitum bereitgestellt. Die Haltung und der Tierversuch wurden von
der zustandigen Behorde (Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-
Westfalen, 45659 Recklinghausen) genehmigt und nach den Bestimmungen des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

Die Mausezucht wurde mit heterozygoten IRS-2 transgenen Mausen und SM22-Cre Mausen
angesetzt. Zieltiere dieser Arbeit waren Mause, die mithilfe des Cre/LoxP-Systems selektiv in

glatten GefaRmuskelzellen IRS-2 iiberexprimierten (IRS-2°F

-Mause). Kontrolltiere waren die
Mause, die IRS-2 transgen negativ waren aber trotzdem positiv in der SM22-Cre Expression
(CO®E-Mause).

Die IRS-2 transgenen Knock-In Mause wurden von Dr. rer. nat. Michael Udelhoven
entworfen und diesem Projekt zur freien Verfiigung gestellt. Das IRS-2 Konstrukt (siehe Abb.
7), bestehend unter anderem aus dem Insulinrezeptorsubstrat 2, der Stopkassette und der
IRES (internal ribosomal entry site) befand sich im ROSA26-Genlokus (reverse orientation
splice acceptor —gal), der auf dem Chromosom 6 der Maus liegt. Er wurde 1997 erstmals
von der Gruppe um Philippe Soriano beschrieben, die nach unterschiedlich regulierten
Genen wahrend der Embryonalentwicklung der Maus gesucht hatten. Sie hatten einen
Genort gefunden, der unter allen untersuchten Bedingungen abgelesen wurde. Obwohl drei
verschiedene ROSA26-Transkripte beschrieben wurden, filhrte die Unterbrechung der
ROSA26-Wildtypsequenz durch den Knock-In eines Transgens nicht zu phéanotypischen
Veranderungen in diesen Mausen (Zambrowicz, B. P. et al. 1997). In dem vorliegenden
Genkonstrukt wurde die Expression des Transgens durch die Verwendung des chicken (3-
actin- CMV- Hybridpromoters (CAG) verstarkt (Alexopoulou, A. N. et al. 2008). Zwischen
dem Promoter und der proteincodierenden Sequenz ist eine loxP sites flankierte Westphal-
Stop-Kassette (WSS) eingefugt. Diese besteht unter anderem aus der SV40-
Polyadenylierungssequenz, die einen Abbruch der Transkription bewirkt, Splice-Stellen, die
zu verstimmelten mRNA'’s fihren und einem aberrant platzierten Translations-Start-Codon,
das eine fehlerhafte Proteinbildung zur Folge hat (Lakso, M. et al. 1992). In Zellen, in denen
die Cre-Rekombinase exprimiert wird, wird die Westphal-Stop-Kassette ausgeschnitten und
es kommt zur ungehinderten Expression der vom Transgen codierten Proteine. Diese sind
im vorliegenden Fall IRS-2 und als Markerprotein eGFP (enhanced green fluorescent
protein). Beide sind durch eine internal ribosomal entry site (IRES) getrennt, so dass auf
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einem gemeinsamen Transkript jeweils ein eigener Translationsstartpunkt fur IRS-2 und
eGFP vorliegt. Es werden von den Ribosomen also zwei voneinander getrennte Proteine
gebildet.
Das Genotypisierungsprotokoll stammt von Frau Dr. rer. nat. Jessika Drake (Dissertation
Drake, 2013).

IRS-2 Konstrukt

EcoR|
EcoRI
J—|—€®| CAG HfNeotJvss| 1Rs2  |iRES[ecFP } I
ROSA26 1 T T 2
LoxP sites FRT sites

IRS-2: Insulinrezeptorsubstrat 2; SA: splice acceptor; CAG Hybridpromoter: CMV/chicken -
actin promoter; Neo: Neomycin Resistenzgen; WSS: Westphal Stopsequenz; IRES: internal

ribosomal entry site; eGFP: enhanced green fluorescent protein

Abb. 7: IRS-2 Konstrukt, eingefligt in den ROSA26 Lokus

Die SM22-Cre Mause, sowie das Genotypisierungsprotokoll stammen von Jackson
Laboratories, Bar Harbor, ME, USA. Der SM22a Promoter ist spezifisch fur die Expression in
glatten Muskelzellen sowie in Herzmuskelzellen. Dies wurde mittels einer lac-Z Farbung von
SM22-Cre/RosaR26 B-gal Maus von Malhowski, et al. gezeigt. Auf der Abb. 8 sieht man eine
deutliche Blaufarbung der Gefal3e in den einzelnen Organen. Das Herz stellt sich komplett
blau dar.

Die beiden genannten Mauslinien wurden miteinander verpaart. Nachkommen, die sowohl
das IRS-2-Transgen als auch das SM22-Cre-Gen trugen, exprimierten das IRS-2-Transgen
in glatten GefalRmuskelzellen (VSMC).
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Aorta &
Heart

Abb. 8: LacZ-Farbung
LacZ-Farbung von einzelnen Organen (Aorta, Herz, Gehirn, Niere und Lunge) der SM22-
Cre/RosaR26 B-gal Maus, (Malhowski, A. J. et al., 2011).

2.2.2. Genotypisierung

Die Versuchstiere wurden in einem Alter von 4 Wochen von den Muttertieren getrennt,
mittels Ohrlochsystem markiert und anhand einer Schwanzspitzenbiopsie genotypisiert.
Diese Schwanzspitze wurde mit 500 pl Taillysepuffer sowie mit 5 ul Proteinase K versetzt.
Sie inkubierte Uber Nacht bei 55 °C im Thermomixer bei leichter Schittelbewegung. Die
freigesetzte DNA wurde dann mit 500 pl Isopropanol geféllt und 15 min. bei 13000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet und der Bodensatz mit 150 pl 70 % Ethanol
versetzt. Wieder wurde 15 min. bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgeschittet und
Uber Nacht verdampfte das restliche Ethanol bei 55 °C. AnschlieBend wurde die DNA in 30
pl 100 mM Tris-HCI (pH 8) resuspendiert. Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des
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Nanodrop® ND-100 UV Spektrophotometer bei 260 nm gemessen. Die DNA-Replikation
wurde im iCycler® (Thermocycler) durchgefiihrt. Fir die Reaktion benétigte man 100 ng
Proben-DNA, 25 pmol von dem jeweiligen Primer, 25 puM dNTP Mix, 4 mM MgCl,, 10 %
DMSO, 1 x goTaq Reaktionspuffer und 1 Unit der goTag-DNA-Polymerase in 50 pl

Gesamtvolumen.

IRS-2TG
Primer Name Primersequenz (5°-3") WT 1kb IRS'
Ladder
IRS2-revl ggtgtagtgggcgatcaggtacttgtg ' i -
FLAG-fwd gactacaaagatgacgacgataa e
ROSA rev3 ggttagcctttaagcctgcccagaa : ‘
ROSA fwd3 aatacctttctgggagttctctgctg . .
Programm
Cycle 1 (1 x): Step 1: 95 °C fir 5 min.
Cycle 2 (35 x): Step 1: 95 °C fur 1 min.
Step 2: 60 °C fur 90 sec.
Step 3: 72 °C fiur 30 sec.
Cycle 3 (1 x): Step 1: 72 °C fur 10 min.
Cycle 4 (1 x): Step1: 4°Cflr=
SM22-Cre CRE WT
Primer Name Primersequenz (5°-3")
0IMR1084 gcggtctggcagtaaaaactatc
0IMR1085 gtgaaacagcattgctgtcactt
Programm
Cycle 1 (1 x): Step 1: 94 °C fur 3 min.
Cycle 2 (12 x): Step 1: 94 °C fur 20 sec.

Step 2: 64 °C fir 30 sec.
Step 3: 72 °C fur 35 sec.
Cycle 3 (25 x) Step 1: 94 °C fur 20 sec.
Step 2: 58 °C fur 30 sec.
Step 3: 72 °C fur 35 sec.
Cycle 4 (1 x): Step1: 4°Cflr
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Die entstandenen DNA-Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese in einem 2 % Agarose
Gel (1 x TAE, 0,5 pg/ml Ethidiumbromid) aufgetragen und bei 120 V separiert.

2.2.3. Metabolische Charakterisierung

Fur die metabolische Charakterisierung dieses Genotyps wurden ein Glukosetoleranztest
sowie ein Insulintoleranztest durchgefiihrt. Die ausgewahlten Versuchstiere wurden dazu fir
16 h nilchtern gesetzt. Fir den Glukosetoleranztest wurde den Tieren 2 g/kg KG
(Korpergewicht) Glukoselésung i.p. (intra peritoneal) injiziert und im Verlauf des Versuches
jeweils Messungen vor und 15, 30, 60 sowie 120 min. nach der Injektion durchgefiihrt. Dabei
wurde der Blutzuckergehalt mittels Blutprobe aus der Schwanzvene und mit Hilfe des
Blutzuckermessgerates GlucoMen® gemessen. Fiir den Insulintoleranztest wurde den Tieren
0,75 U/kg KG Insulin i.p. injiziert und ebenfalls vor der Injektion bzw. 15, 30 und 60 min.

danach der Blutzuckerwert ermittelt.
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2.2.4. Echokardiografie

Fur die Echokardiografie wurden die Tiere mit 5 mg/kg KG Diazepam und 100 mg/kg KG
Ketamin leicht sediert (http://vsc.stanford.edu/policies/mice.html). AnschlieRend wurde die
linke thorakale Seite mittels Enthaarungscreme enthaart, Ultraschallgel aufgetragen und das
Herz sonographiert. Die Bilder wurden sowohl im 2D-Mode als auch im M-Mode dargestellt
und konnten dann mit dem Philips DICOM Viewer bearbeitet werden. Die Vermessung der

Hinter- und Vorderwand erfolgte wahrend der Diastole des Herzens.

2D-Echtzeitmodus —(2D-realtime)

Hier  wird ein zweidimensionales
Schnittbild des Mauseherzens (langs)
dargestellt.

M-Mode oder TM-Mode (englisch fiir (time) motion)

Der linke Ventrikel ist in der kurzen Achse, also parallel zur Klappenebene, angeschnitten
(siehe Bild links). Dabei markiert der weil3e Strich den Ausschnitt des Bildes links, dessen
zeitliche Veranderung im rechten Bild von links nach rechts dargestellt wird.

Abb. 9: Sonographiebilder des Mauseherzens

2.2.5. Invivo Signaling

Die ausgewahlten Versuchstiere wurden fiir 16 h niichtern gesetzt und anschlieRend jeweils
mit Insulin (0,75 U/kg KG) oder NaCl (0,01 ml/g KG) stimuliert. Die Substanzen wurden i.p.
injiziert und nach 10 min. wurde das Versuchstier euthanasiert. Es folgte die Praparation von
Aorta, Herz und Gehirn sowie die Entnahme der Schwanzspitze fir eine

Nachgenotypisierung. Die Gewebeproben wurden in flissigem Stickstoff bei -196 °C
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schockgefroren. Anschlieiend wurden die praparierten Organe im Tiefkihlschrank bei -80

°C bis zur weiteren Verarbeitung der Probe zwischengelagert.

2.2.6. Organlyse

Zur Proteingewinnung wurden die Organproben auf Eis langsam aufgetaut. Ein Teilstlick
brauchbarer GroRe wurde abgeschnitten. Dieses Teilstick wurde mit 1000 ul
Organlysepuffer versetzt und mittels eines elektrischen Homogenisators lysiert. Eine
Ausnahme stellten hier die kleinen Proben der Aorta dar, die manuell mittels
Glaszylinderhomogenisator und einem geringerem Organlysepuffervolumen (250 pl) lysiert
wurden. Anschlie3end inkubierte die Probe 30 min. auf Eis. Die Probe wurde komplett in ein
Eppendorf-Gefald umgefillt und 30 min. bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der

entstandene Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR uberfiihrt.

Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford®

Die Bradford®-Probe dient der Proteinkonzentrationsbestimmung. Die Proben wurden auf Eis
gelagert und jeweils dreifach je 1 ul pro Loch auf eine 96 Lochplatte pipettiert. Zur
Kalibrierung wurde eine BSA-Standardreihe angesetzt. Es wurde jeweils O ul, 1 ul, 2,5 ul, 5
pl und 10 pl der 1:10 verdinnten BSA — Stocklosung aufgetragen. Das Bradfordreagenz
wurde 1:5 verdinnt und dann jeweils pro Loch auf 100 pl aufgefillt. Es wurde ein
Farbumschlag von braun zu blau sichtbar. Die Extinktion bei 600 nm konnte photometrisch

mittels BioTek ™

PowerWave 340 bestimmt werden und ist proportional zur
Proteinkonzentration. Die Daten wurden in dem KC, Programm angegeben, danach in
Microsoft Exel exportiert und anschlie3end die Proteinkonzentration anhand der Eichkurve

bestimmt.

2.2.7. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um die in den Lysaten vorhandenen Proteine nach ihrer Gro3e aufzutrennen, wurde eine
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefuhrt. Damit
kénnen Proteingemische getrennt und die relativen Molekularmassen bestimmt werden.
Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergens, das stark an Proteine bindet und
sie gleichzeitig denaturiert. Im Uberschuss an SDS binden etwa 1,4 g Detergens pro 1 g
Protein, so dass alle Proteine eine bestandige negative Ladung pro Masseneinheit tragen;
deshalb wandern wahrend der Elektrophorese alle Protein-SDS-Komplexe zur Anode.
Infolge der Molekularsiebeigenschaften des Gels sind die Beweglichkeiten dem log;, der

relativen Molekularmasse (Mr) umgekehrt proportional. Die relative Molekularmasse der zu
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untersuchenden Proteine kann dann durch Vergleich mit Wanderungsgeschwindigkeiten von
Proteinen mit bekannter GréRe bestimmt werden (Laemmli, U.K., 1970).

100 pg Proteinmenge (50 pug Proteinmenge bei der Aorta) der Organlysate wurden mit 5 pl
SDS-Probenpuffer versetzt, 3 min. bei 95 °C erhitzt und anschlie3end bei 13000 rpm 1 min.

zentrifugiert. Die jeweils verwendeten Gele wurden nach folgendem Schema erstellt:

Trenngel 8 % 10% 12% 15 % Sammelgel 4%
H,O 29ml 25ml 2,1ml 1,75 ml H,O 1,85 ml
PAA 30 % 1.6ml 2ml 2,4 ml 2,6 ml PAA 30 % 0,4 ml
4xTP 1,5ml 4 x SP 0,75 ml
APS 10 % 60 pl APS10% 30yl
TEMED 6 ul TEMED 3ul

Die verschiedenen Konzentrationen der Gele sind abhangig von der molekularen GroRRe der
zur untersuchenden Proteine. Ein 8 % Gel wird bei Proteinen mit einem groRen molekularen
Gewicht benutzt, im Gegensatz dazu ein 15 % Gel bei kleinen Proteinen. Die einzelnen
Proben und 10 ul PageRuler™ Proteinleiter kamen in die einzelnen Taschen des SDS-
Sammelgels. In der Minigel-Twin Gel Electrophorese Apperatur wurden die Proben bei 80 V

aufgetrennt.

2.2.8. Western Blot

Unter einem Western Blot versteht man die Ubertragung von separierten Proteinen auf eine
Tragermembran (PVDF(Polyvinylidenfluorid) Membran). Es wird ein senkrecht zum
Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt. Somit wandern die Proteine aus
dem Gel auf die Membran. Die Proteine bleiben aufgrund hydrophober Wechselwirkungen
an der Membranoberflache haften, das Muster bleibt bei der elektrophoretischen
Auftrennung (Semidry-Blot-System) erhalten.

Zuerst legte man drei Whatman® Papiere (7 x 9 cm) in den Transferpuffer und platzierte sie
dann in die Blotting Kammer (Trans-Blot®). Darauf legte man die in 99 %igen Methanol
getauchte PVDF-Membran (7 x 9 cm) und darauf das SDS-Gel. Als letztes platzierte man
wieder drei mit Transferpuffer getrankte Whatman® Papiere (7 x 9 cm) auf das SDS-Gel.
Mittels einer Plastikpipette wurden die Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen durch
rollenden Druck entfernt. Anschlielend wurde die Blotting Kammer fest verschlossen und
der Transfer fand bei 200 Milliampere (mA) statt. Die Dauer des Transfers richtet sich nach
der Proteingré3e. Der Transfer von Proteinen bis zu einer Gréfl3e von 100 kDA dauert 1 h.

Dagegen werden groRere Proteine 1 h 30 min. transferiert. Nach dem Transfer kam die
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PVDF-Membran kurz in 99 %igen Methanol und anschlieRend in Blockinglésung (10 %
Western Blocking Losung in 1 x TBS) Uber Nacht bei 4 °C bei leichter Schittelbewegung.
Hier wurden unspezifische Proteinbindestellen gesattigt. AnschlieRend kam die Membran in
den Primérantikorper der Wahl (Antikérper in 5 % Western Blocking Losung in 1 x TBS)
wieder Uber Nacht bei 4 °C bei leichter Schittelbewegung. Danach wurde der Gberschissige
Primarantikorper entfernt und die Membran 3 x 15 min. mit 1 x TBS mit 0,1 % TWEEN 20°
(TBS-T) gewaschen. Der passende Sekundarantikdrper wurde dann fiur 2 h dazugegeben
und anschlieBend wieder 3 x 15 min. mit TBS-T gewaschen. Dies geschah alles bei
Raumtemperatur und leichter Schittelbewegung. Um die Antikorper, die an die jeweiligen
Proteine gebunden hatten, jetzt visuell sichtbar zu machen, wurde das enhanced
chemiluminesence (ECL) von Amersham ECL™ Protokoll benutzt. Dabei inkubierte die
Lésung 1 min. auf der Membran und wurde dann in eine Entwicklerkassette mittels
Plastikfolie gelegt. In der Dunkelkammer wurde Fotopapier (Amersham Hyperfilm™ ECL)
aufgelegt und fur 10 min. belichtet, bis es im Fotofilmentwickler (Curix 60) entwickelt werden
konnte. AnschlieRend konnte die Membran nach 3 x 15 min. waschen in TBS-T gestrippt
werden. Hier wurden alle Antikérper von den Proteinen entfernt. Die Membran kam fir 20
min. bei 60 °C in ein leicht schittelndes Warmebad in den Strippingpuffer. Dieser musste
wieder 3 x 15 min. mit TBS-T entfernt werden. Anschliel3end konnte die Membran erneut
verwendet werden, wobei zu beachten war, dass die Phosphorylierung von Proteinen durch

den Strippingvorgang zerstort wurde.

2.2.9. Perkutane Transluminale Angioplastie (PTA) der ACC

2.2.9.1. mittels Ballonkatheter

Far den Versuch wurden 10 bis 12 Wochen alte, ca. 25 g schwere, mannliche Mause

verwendet. Es gab 4 verschiedene Gruppen zu je 5 Tieren.

1. Gruppe : Zieltiere (IRS-2°5-Mé&use) — Ballonkatheter
2. Gruppe : Kontrolltiere (CO°®-Mause) — Ballonkatheter
3. Gruppe : Zieltiere (IRS-2°5-Mé&use) — sham-OP

4. Gruppe : Kontrolltiere (CO°F-Mé&use) — sham-OP
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@$0.8mwm at 10bar

Smm

Guide Wire @ 0.2 mm

Abb. 10: schematische Darstellung des Katheters sowie der Operation (Matter, C. M. et
al., 2006)

Die zu operierende Maus wurde in Narkose gelegt (10 mg/kg
Xylazin, 84 mg/kg Ketamin, verdinnt durch NacCl, i.p. injiziert) und

bis zum Ausfall des Zwischenzehenreflexes in ihrem Kéfig

belassen. Zur Operationsvorbereitung gehorten die Fixation des

Balloon
dilatation

Tieres mittels Heftpflaster auf die Operationsunterlage, die
Enthaarung der ventralen Halsseite bis zum Sternum mit
Enthaarungscreme (Plica Enthaarungscreme), die Verabreichung
der Augensalbe und das Uberspannen des Kopfes und dessen

Fixierung mittels eines Fadens an den oberen Incisivi. Die

enthaarte Hautstelle wurde mit 70 %igem Ethanol desinfiziert. Der
Catheter

o " insertion Hauteinschnitt begann am oberen Sternumansatz. Das
EC Unterhautgewebe wurde stumpf bis zum Kinn freiprapariert und
somit konnte der Hautschnitt bis kurz vor das Kinn fortgefihrt werden. Die
Operationsunterlage wurde jetzt unter das Mikroskop (Research Microscope Olympus
CKX41) verlegt. Mit Hilfe von zwei Pinzetten wurden die zwei Lappen der Schilddrise stumpf
voneinander getrennt. Der Isthmus der Schilddrise wurde durchgeschnitten. Der M.
sternocleidomastoideus dexter wurde zur Seite mobilisiert. Ein Wundspreizer hielt die
Schilddrisenlappen, das Muskelgewebe und die Haut aus dem Operationsfeld. Die Arteria
carotis communis (ACC) wurde auf der rechten Halsseite von dem N. vagus und dem
Venengeflecht der V. jugularis stumpf freiprépariert. Um das proximale Ende der ACC wurde
eine temporéare Schlaufe gelegt. So weit wie mdglich am distalen Ende der A. carotis externa
wurde eine permanente Ligatur gelegt und damit die komplette A. carotis in diesem Stiick
gespannt. Eine weitere permanente Ligatur wurde um den Seitenast der A. carotis externa
gebunden. An der A. carotis interna wurde der Blutfluss temporar durch Anlegen einer
Schlaufe und Verdrehung des Fadens unterbrochen (siehe Abb. 11).

Eine Ligatur wurde am proximalen Ende um die A. carotis externa vorbereitet, aber noch
nicht verschlossen. Es folgte die Inzision der A. carotis externa und die Insertion des
Ballonkatheters. Er wurde bis zur proximalen Schlaufe der ACC vorgeschoben, die Schlaufe
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wurde gedffnet, und er konnte weiter bis in den Aortenbogen vorgeschoben werden, so dass
der Ballon in der ACC zu liegen kam. Er wurde fiir 1 min. auf 10 bar mittels eines Indeflator®s
dilatiert (siehe Abb. 12).

Die Entfernung des Ballonkatheters erfolgte schrittweise. Zuerst zog man ihn Gber die
geléste Schlaufe der ACC zurlick, verschloss diese wieder und fihrte dann den Katheter
komplett aus der ACC. Die vorgefertigte proximale Ligatur der A. carotis externa wurde
verschlossen. AnschlieRend konnten beide temporaren Schlaufen gedffnet werden und der
Blutfluss Uber die ACC und die A. carotis interna wurde sichtbar. Die Haut und das
Unterhautgewebe wurden durch Einzelknopfnahte verschlossen.

Der Vorgang fur die sham-OP war identisch, bis zur Insertion des Ballonkatheters. Diese

wurde hier nicht durchgefiihrt.

2.2.9.2. mittels Fihrungsdrahtes

Hierzu wurde der Fuhrungsdraht eines Arterienkatheters nach Seldinger anstatt des
Ballonkatheters in die A. carotis communis eingeftihrt. Die Entfernung erfolgte auf dem
gleichen Wege wie die Entfernung des Ballonkatheters. Die Benutzung eines
Fuhrungsdrahtes fiihrt durch die Reibung zu einer stéarkeren Verletzung der Intima eventuell

sogar der Media im Vergleich zur schonenderen Ballonkatheterisierung.

Fur die Nachsorge der Tiere wurden diese separiert und in einstreufreien Kafigen auf
Zellulose gehalten. Fur die ersten 24 h wurden die Kéfige unter Rotlicht (1 m Abstand)
gestellt. Dem Trinkwasser wurde fir 3 Tage Metamizol-Natrium (10 Tropfen auf 250 ml)
zugefuhrt (Unsdld, B. et al., 2013).
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Abb. 11: Operationsfeld in situ
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Abb. 12: Operationsfeld mit Insertion des Ballonkatheter

35



METHODEN

2.2.10. Transkardiale Perfusion

Die transkardiale Perfusion dient der optimalen Gewebefixierung fur morphologische
Untersuchungen. So bleiben durch die Fixierung die Gewebeverbande erhalten und kénnen
mittels Farbungen optisch dargestellt werden.

Die operierten Tiere wurden nach Ablauf der Beobachtungszeit perfundiert. Zur Einleitung
der Narkose wurde den Tieren 240 mg/kg KG 2,2,2-Tribromoethanol (Avertin) i.p. injiziert
(Papaioannou, V. E. et al.,, 1993) und diese wurden bis zur vélligen Ausschaltung des
Zwischenzehenreflexes im Kéfig belassen. Anschlielend wurde die Maus mittels Heftpflaster
auf den Perfusionsplatz fixiert und mit 70 %igem Ethanol bespriht. Zuerst erfolgte die
Eroffnung des Abdomens medial tber der Blase. Mittels v - férmigem Einschnitt wurde
Richtung Diaphragma die Bauchdecke durchtrennt. Durch die Inzidierung des Diaphragmas
auf der rechten und linken Seite des Thorax sowie der Rippendurchtrennung Richtung
VordergliedmalRen wurde ein Pneumothorax gesetzt. Am freipréparierten Herz wurde das
rechte Herzohr entfernt und der linke Ventrikel wurde mit der Perfusionskanile perforiert.
Durch hydrostatischen-Perfusionsdruck (ca. 2 m Wassersaule) wurde Phosphatlésung (pH
6,8) bis zur Anamie durch den Kdorper gespilt. AnschlieBend wurde die Maus mit 4 %iger

PFA-L6sung 20 min. perfundiert.

2.2.11. Praparation der Arteria Carotis Communis sowie anderer Organe

Bei der Praparation wurden beide Carotiden entnommen, sowohl die operierte als auch die
linke nicht operierte zur Kontrolle. Die nach obigem Schema perfundierten Tiere wurden auf
einer Korkunterlage fixiert und das Thoraxschild entfernt. Der Hals wurde ventral eréffnet und
die Haut zu beiden Seiten aufgeklappt. Die Schilddrise wurde entfernt, ebenso das
umliegende Bindegewebe. Oberhalb des Herzens wurden der Aortenbogen sowie der
Abgang der Carotiden sichtbar. Rostral des Abganges konnte man die Clavicula mittels einer
Schere durchtrennen und leicht zur Seite praparieren. Nun sind beide Carotiden deutlich
erkennbar. Sie wurden kurz hinter dem Abgang vom Aortenbogen durchtrennt sowie rostral
hinter der letzten Ligatur auf der operierten Seite oder auf der Kontrollseite so weit wie
madglich rostral.

Nach der Praparation der Carotiden wurden die folgenden Organe entnommen: Leber,

Pankreas, Milz, Nieren, Lunge, Herz, Aorta, Gehirn und Skelettmuskulatur.
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2.2.12. Nachfixierung

Nach der Praparation der Organe incl. der Carotiden wurden diese in 4 %iger PFA-L6sung
bei 4 °C fir 24 h nachfixiert. AnschlieBend erfolgte die Umbettung des Gewebes in
Histosetten®. Diese wurden in 70 %igen Ethanol umgelagert. Um ein Abschwimmen der
Kleinstteile wahrend der Paraffinierung zu verhindern, wurden die Histosetten® bei den

Carotiden mit einem Filterpapier (Trockenblock 556) ausgelegt.
2.2.13. Histologie
2.2.13.1. Paraffineinbettung
Bei der Paraffinierung, d.h. bei der Durchtrankung mit Paraffin wurden die PFA fixierten
Praparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert und anschlieend mit Paraffin

durchtrankt.

Leica Gewebeinfiltration Gber Nacht (13 h und 25 min)

1. Formalin 4 % 15 min. 45 °C
2. Ethanol 70 % 30 min. 45 °C
3. Isopropanol 100 % 30 min. 45 °C
4, Isopropanol 100 % 30 min. 45 °C
5. Isopropanol 100 % 30 min. 45 °C
6. Isopropanol 100 % 30 min. 45 °C
7. Isopropanol 100 % 60 min. 45 °C
8. Isopropanol 100 % 60 min. 45 °C
9. Isopropanol 100 % 60 min. 45 °C
10. Isopropanol 100 % 60 min. 45 °C
11. Paraffin 120 min. 65 °C
12. Paraffin 120 min. 65 °C
13. Paraffin 120 min. 65 °C

AnschlieRend wurden die paraffinierten Praparate aus den Histosetten® entnommen. Dabei
wurden die Organe in Metallférmchen eingebettet und die Carotiden in Férmchen (Molding
Trays) mit Paraplast (65 °C) liegend eingebettet. Auf der Kihlplatte (4 °C) kihlte das
Paraplast mit dem Praparat aus und erhartete sich. Dann konnte man den Paraplastblock

aus dem Formchen entfernen. Um Querschnitte der Carotiden zu erhalten, wurde der Block
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auf vorgefertigte Holzblocke aufgestellt, kurz am unteren Ende erhitzt und umgebettet. Die

Carotiden standen nun senkrecht und konnten geschnitten werden.

2.2.13.2. Silanisierung der Objekttrager

Bevor man die einzelnen Schnitte der Carotiden anfertigen konnte, wurden die
handelsiiblichen Objekttrager silanisiert. Durch die Silanisierung der Objekttrager kommt es
zur Beschichtung der Oberflache und damit zur Haftvermittlung durch die verwendeten

Silane. Dadurch werden die Préaparate nicht in weiteren Farbeverfahren abgeschwemmt.

1. 100 % Aceton 10 min.
2. 2 % Silan in Aceton 10 min.
3. 100 % Aceton 10 min.
4. Aqua dest 10 min.
5. trocknen (abgedeckelt) 24 h

2.2.13.3. Anfertigen der Schnitte

Die Schnitte wurden mit einem Rotationsmikrotom angefertigt. Bei allen Praparaten sind sie
10 um dick. Bei den Carotiden wurden Serienschnitte angefertigt. Die einzelnen Schnitte
wurden auf die Oberfliche eines Warmebades (55 °C) zur Entfaltung gegeben und
anschlielend auf die silanisierten Objekttrager gezogen. Zur Trocknung kamen die
angefertigten Schnitte fiir 24 h in einen Inkubator bei 37 °C.

2.2.13.4. Entparaffinierung

Alle zuvor hergestellten Paraffinschnitte mussten vor einer Farbung entparaffiniert werden.
Erfolgt dies nicht vollstdndig, kann es zur Artefaktbildung kommen. Im ersten Schritt wurden
sie 20 min. entparaffiniert und in den weiteren Schritten durch eine absteigende Alkoholreihe
rehydratisiert. Der Grad der Rehydratisierung héangt von der nachfolgenden Farbemethode
ab.

1. Xylol, 10 min.
2. Xylol, 10 min.
3. 100 % Ethanol 5 min.
4. 96 % Ethanol 5 min.
5. 80 % Ethanol 5 min.
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6. 70 % Ethanol 5 min.
7. 40 % Ethanol 5 min.
8. Aqua dest. 5 min.

2.2.13.5. Farbungen

2.2.13.5.1.Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung, kurz H.E.-Farbung genannt ist eine Ubersichtsfarbung. Sie
ist eine Routinefarbemethode flr morphologische Untersuchungen und farbt mittels zwei
Farbkomponenten jede Zelle spezifisch an. Das Hamatoxylin nach Mayer farbt basophile
Strukturen, wie z.B. die DNA der Zellkerne oder das endoplasmatische Retikulum violett-blau
an. Das Eosin farbt die azidophilen Strukturen, wie z.B. Zellplasmaproteine rot an. Nach der
Farbung wurden die Schnitte entwéssert, um anschlieBend mit Entellan® eingebettet zu

werden. Bei dieser Farbemethode wird eine vollstandige Entparaffinierung durchgefuhrt.

1. Hamatoxylin nach Mayer 7 min.
2. Aqua dest. 30 sec.
3. Leitungswasser (flie3end) 15 min.
4, Aqua dest. 30 sec.
5. Eosin 2 min.
6. Aqua dest. 30 sec.
7. 70 % Ethanol 30 sec.
8. 96 % Ethanol 30 sec.
9. 100 % Ethanol 30 sec.
10. Xylol; 5 min.
11. Xylol, 2 min.
12. Entellan® + Deckglas 12 - 24 h trocknen lassen

2.2.13.5.2.Resorcinfuchsinfarbung nach Weigert

Die Resorcinfuchsinfarbung nach Weigert ist eine Speziallfarbung. Sie farbt mittels des
Resorcin-Fuchsins die elastischen Fasern in den Geweben blau-violett an. Als
Gegenfarbung wird das Kernechtrot benutzt, welches die Kerne rot anfarbt. Bei dieser
Farbung wurde die Entparaffinierung nur bis zum 80 %igen Ethanol durchgefihrt, da das
Resorcin-Fuchsin den basisch und positiv geladenen Farbstoff Diamantfuchsin in

alkoholischer Losung enthélt.
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1. Resorcin-Fuchsin (nach Weigert) 1hbeid42-°C

2. Leitungswasser 1 min.

3. Kernechtrot 10 min.

4. Aqua dest. 2 x kurz

5. 96 % Ethanol 2 x kurz

6. 100 % Ethanol 30 sec.

7. Xylol, 5 min.

8. Xylol, 2 min.

9. Entellan® + Deckglas 12 - 24 h trocknen lassen

2.2.13.5.3.van-Gieson-Ldsung (Pikrofuchsin)

Die van-Gieson-Losung besteht aus zwei Farbstoffen: zum einen die feindisperse
Pikrinsaure, die in alle Gewebestrukturen eindringen kann und eine Gelbfarbung hervorruft,
zum anderen aus grobdispersen Saurefuchsin, welches aufgrund der Struktur und der
kurzen Einwirkzeit nur in grobstrukturierte Fasern eindringen kann. Es farbt kollagenes

Bindegewebe rot an. Bei dieser Farbemethode wurde eine vollstdndige Entparaffinierung

durchgefunhrt.
1. van-Gieson—-Ldsung 30 sec.
2. Aqua dest. 30 sec.
3. 70 % Ethanol 30 sec.
4. 96 % Ethanol 30 sec.
5. 100 % Ethanol 30 sec.
6. Xyloly 5 min.
7. Xylol, 2 min.
8. Entellan® + Deckglas 12 - 24 h trocknen lassen

2.2.13.5.4.Rhodamine Wheat Germ Agglutinin Farbung

Bei der Farbung mit Rhodamine Wheat Germ Agglutinin, kurz WGA-Farbung genannt,
wurden die Paraffinschnitte vollstandig entparaffiniert. Das R-WGA bindet an N-
Acetylglycosaminstrukturen auf der Plasmamembran. Das Exzitationsmaximum liegt bei 550
nm, das Emissionsmaximum bei 575 nm. Kerne wurden mit 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol

(DAPI, Emissionsmaximum 461 nm) angefarbt.
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1. Blocking (Blocking Solution) 1lh

2. R-WGA 1:100 Uiber Nacht, lichtgeschiitzt, 4 °C
3. waschen mit PBS 3 x5 min.

4. Vectashield® (incl. DAPI) + Deckglas

2.2.14. Isolierung von Primérzellen

Fur die enzymatische VSMC (vascular smooth muscle cells — glatte GefalBmuskelzellen)

Isolation aus der Aorta der Maus bendétigte man folgende Ldsungen:

1. Enzymldsung fur 8 bis 10 Aorten (37 °C):24 mg Kollagenase Typ 1
8 mg Elastase
8 mg Trypsininhibitor
24 ml DMEM (incl. 20 % FCS)
2. DMEM (20 % FCS, 1 % P/S, 1 % Gentamycin, 1 % Amphotericin B) (37 °C)
3.1xPBSmitl % P/S (4 °C)

Die ausgewahlten Versuchstiere (weiblich, zwischen 2 bis 6 Monate alt) wurden euthanasiert
und auf einer Praparationsunterlage fixiert. Die Maus wurde mit 70 %igen Ethanol bespruht
und zigig das Abdomen sowie der Thorax, wie im Perfusionsprotokoll beschrieben, eroffnet.
Das Diaphragma wurde auf der linken anliegenden Rippenseite von den Rippen
freiprapariert bis zur Aorta. Die Bauchorgane wurden zur rechten Seite umgelagert. Nun
wurde die Aorta stumpf von der Wirbelsaule getrennt und am Aortenbogen sowie an der
abdominalen Aufzweigung durchtrennt. Sofort nach der Enthahme der Aorta wurde diese in
gekihltes PBS uberfuhrt und unter dem Mikroskop mittels zweier Pinzetten stumpf vom
umliegenden Bindegewebe freiprapariert. Die Aorta wurde nun in 1 ml Enzymldsung
Uberfuhrt und fur ca. 20 min. bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurde sie
wieder in geklhltes PBS Uberfuhrt, weitere bindegewebige Reste und Blut wurden entfernt
und die Aorta wurde mit der Schere klein geschnitten. Erneut wurden die Kleinteile der Aorta
in 1 ml Enzymldsung gegeben und fur 1 h 15 min. im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Danach
wurde die Enzymldésung incl. der Aortenzellen bei 5000 rpm, 2 min. zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und der Bodensatz in 1 ml DMEM (20 % FCS, 1 % P/S, 1 %
Gentamycin, 1 % Amphotericin B) resuspendiert. Diese Losung wurde nun in einer 3 cm
groBen Zellkulturschale ausgeséat. Die Behandlung der Zellen erfolgte unter sterilen
Bedingungen. Nach in der Regel 6 bis 8 Tagen war die Schale konfluent bewachsen und

konnte zur weiteren Passagierung trypsiniert werden.
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2.2.15. Zelllyse

Fur die Gewinnung eines Zelllysates benotigte man pro Genotyp jeweils eine 80 %ige
konfluent bewachsene 15 cm Petrischale. Diese wurde fir 16 h serumfrei gesetzt
(Nahrmedium mit P/S ohne FCS) und dann fur weitere 24 h mit 20 % FCS, P/S Nahrmedium
anstimuliert.

Die weitere Gewinnung der Zelllysate wurde nun unter unsterilen Bedingungen auf Eis
durchgefiihrt. Das Nahrmedium wurde entfernt und die Petrischale 2 x mit PBS gespiilt.
AnschlieRend wurden 100 pl Zelllysepuffer dazugegeben und mittels Cell Scraper® die
adharenten Zellen von der Petrischalenoberflache abgeldst und in ein Eppendorf Gefal
Uberfihrt. Dort wurden die Zellen mittels einer Pipette mit dem Puffer resuspendiert und 5
min. auf Eis stehen gelassen. AnschlieBend wurden die Lysate 5 min., bei 13000 rpm, bei 4
°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR iiberfiihrt. Die Lysate
wurden in flissigem Stickstoff bei -196 °C schockgefroren. Die entstandenen Zelllysate
wurden im Tiefkiihischrank bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung der Probe

zwischengelagert.

2.2.16. Western Blot (siehe oben)

Die Behandlung von Zelllysaten ist identisch zu der Behandlung von Organlysaten.

2.2.17. Proliferationsassay

Fur den Proliferationsassay wurde pro Genotyp jeweils eine 15 cm groRRe Zellkulturschale
verwendet. Diese Schale wurde zweimal mit PBS gewaschen, trypsiniert, in ein Falcon
uberfihrt und anschlieBend bei 900 rpm fur 4 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Pellet mit 5 ml Nahrmedium (10 % FCS, P/S) resuspendiert. Diese
erhaltenen Zellen wurden in einer Neubauer-Zahlkammer nach Anfarben mit Trypanblau
ausgezahlt. Es wurden 10* Zellen pro Loch in einer 96 Lochplatte ausgesét. Die Zellen
wuchsen 24 h im Inkubator (37 °C) an und wurden dann fir 16 h serumfrei gesetzt, um die
Zellproliferation zu stoppen (Nahrmedium mit P/S ohne FCS). Anschlielend wurden die
Zellen fir weitere 24 h mit 100 pl Nahrmedium (mit 20 % FCS und P/S) pro Loch stimuliert.
Nach 8 h wurde je 10 pl 10-fach konzentriertes BrdU pro Loch hinzu pipettiert. Das
Thymidinanalogon 2-Bromo-5-desoxyuridin (BrdU) wird wahrend der S-Phase des Zellzyklus
in die DNA sich teilender Zellen eingebaut. Um das BrdU makroskopisch mittels

gekoppeltem Sekundarantikdrper sowie dem TMB (Tetramethylbenzidin) Substrat sichtbar
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zu machen, wurde nach der Gebrauchsanweisung des Kits vorgegangen (Cell proliferation
ELISA BrdU, Roche).

In einem Teil der Versuche wurden Inhibitoren der PI3-Kinase (LY 294002) bzw. der MAP-
Kinase (PD 98,095) eingesetzt. Da beide in DMSO gelést sind, wurden
Lésungsmittelkontrollen mit einem &aquivalenten DMSO-Anteil mitgefihrt. Die Zugabe

erfolgte zusammen mit dem Stimulationsmedium mit 20 % FCS.

2.2.18. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte bei ausreichend grof3em Stichprobenumfang mit dem t-
Test. Zur Auswertung der Neointimadaten wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

durchgefuhrt. Dargestellt sind jeweils der Mittelwert und der Standardfehler (SEM standard

error of mean). Verwendet wurde die Software GraphPad PRISM.
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis der Expression des Transgens

3.1.1. eGFP und IRS-2 in ausgewahlten Organen

Die ersten Versuche dienten dem Nachweis, dass das Transgen in diesem Mausmodell
selektiv in den erwarteten Organen exprimiert wird. Die lacZ-Expression unter dem SM22-
Promoter ist mehrfach beschrieben worden (Malhowski, A. J. et al., 2011); (Hassane, S. et
al., 2011); (Holtwick, R. et al., 2002); (Milton, I. et al., 2012); (EI-Bizri, N. et al., 2008);
(Umans, L. et al., 2007). Es wurde gezeigt, dass SM22-Promoter-gesteuerte Expression in
glatten GefaBmuskelzellen sowie in Herzmuskelzellen vorliegt. Widerspriuchliche Angaben
finden wir in der Literatur beziglich des Gehirns. Umans et al. zeigten eine lacZ-markierende
Blaufarbung, EI-Bizri et al. dagegen nicht. In unserem Modell konnte gezeigt werden, dass
das Transgen, bestehend aus dem IRS-2- und dem eGFP-Gen, nach Rekombination in Cre-
bildenden Zellen exprimiert wurde. Hierfur sind Western Blot Analysen durchgefiihrt worden.
Einzelne Organe, darunter die Aorta, das Herz, die Lunge und das Gehirn von CO°E- und
IRS-2°5-Mausen wurden hinsichtlich der Konzentration an IRS-2-Protein als auch eGFP
untersucht. eGFP ist ein Protein, welches unter physiologischen Bedingungen nicht in einer
Saugetierzelle vorliegt und kann somit zuerst mal als Expressionsmarker eingesetzt werden.
Das IRS-2 Konstrukt (siehe Abb. 7) besteht unter anderem aus dem Promoter, dem IRS-2-
und dem eGFP- Gen. Die Translation erfolgt wegen der IRES (internal ribosomal entry site),
die zwischen den beiden Genen liegt, getrennt. Mehrfach wurde eGFP im selben System als
Expressionsmarker genutzt (Mesaros, A. et al, 2008); (Tovar, S. et al, 2013); (Zemva, J. et al

2012). Somit kann es als Expressionsmarker des IRS-2 Transgens eingesetzt werden.

eGFP (siehe Abb. 13) konnte nicht in Gehirnlysaten sowohl bei den IRS-2°*-Mausen als
auch bei den CO°®-Mausen nachgewiesen werden. Im Herzen und in der Aorta lag dagegen
eine starke Konzentration bei den IRS-2°-M&usen im Gegensatz zu den CO°5-Mausen vor.
In der Lunge der IRS-2°-Mause zeigte sich, entsprechend dem geringen Anteil von glatten
Muskelzellen, nur eine geringe Konzentration von eGFP. Die oberen Banden bei den IRS-
2°-Mausen als auch bei den CO°-Mé&usen in Herz-, Aorten- und Lungenlysaten sind

unspezifische Signale des GFP-Antikdrpers und stellen nicht eGFP dar.
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RAS GAP

130 - RAS GAP

Gehirn

RAS GAP
Aorta Lunge

Abb. 13: eGFP in Organlysaten
Nachweis von eGFP (26 kDa) mittels Western Blot aus Organlysaten von Gehirn, Herz,

Aorta und der Lunge. (n = 3)

In der Aorta von IRS-2°¢-M&usen konnten
hoéhere Konzentrationen von IRS-2-Protein (170
kDa) dargestellt werden im Vergleich zu CO®E-

Mausen.

Abb. 14: IRS-2 in der Aorta
Nachweis von IRS-2-Protein mittels Western Blot aus Aortenlysat. (n = 5)
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3.1.2. Invivo Signaling

Es stellte sich die Frage, ob diese Uberexpression in VSMC funktionell wirksam ist, d.h. dass
ein Insulin-/IGF-1-Signal verstarkt intrazellular vermittelt wird.

Um dies untersuchen zu kdnnen, wurden ca. 3 Monate alte, mannliche Mause fir 16 h
ndchtern gesetzt. AnschlieRend wurde physiologische Kochsalzlésung (Kontrolle) oder
Insulin intraperitoneal injiziert. Nach 10 min. wurde die Aorta enthommen und zur
Proteinanalyse mittels Western Blot vorbereitet. In der folgenden Grafik (siehe Abb. 15)
wechseln sich Aortenlysate von CO°5-Mausen mit Aortenlysaten von IRS-2°5-Mé&usen ab.
Die ersten vier Proben waren von Tieren, die physiologische Kochsalzlosung erhalten hatten,
d.h. der Signaltransduktionsweg von IGF-1 und Insulin wurde nicht angeregt. Die restlichen
vier Proben stammten von insulinstimulierten Tieren. Bei dem IRS-2-Proteinnachweis sieht
man deutlich die Uberexpression von IRS-2-Protein. eGFP stellt eine erneute

Genotypkontrolle der Mause dar und nur IRS-2°5-Méause zeigen eGFP.

NaCl (0,01 ml/g) Insulin (0,75 U/kg)

Abb. 15: in vivo Signaling

Western Blot Analyse von Aortenlysat nach physiologischer Kochsalzldsung oder Insulin
Gabe von IRS-2°F-Mausen sowie von CO°5-Mausen: Darstellung von IRS-2 (170 kDa), IRS-
1 (170 kDa) und eGFP (26 kDa).
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Die IRS-Proteine stellen die ersten intrazellularen Proteine in der Zelle dar, die auf eine
Stimulation des IGF-1- oder |Insulinrezeptors reagieren. Verfolgt man die
Signaltransduktionskette in der Zelle weiter, gibt es nachgeschaltet wichtige Kinasen, die
bezuglich ihrer Phosphorylierung untersucht wurden. Dazu zahlen AKT (Proteinkinase B)
und ERK (extracellular signal-regulated kinase). AKT ist ein Teil des PI3-Kinase-Weges und
ERK ein Teil des MAPK-Weges. Die phosphorylierten Proteine (pAKTS®*"4/pERKT202/Tyr204)
stellen in diesem Fall die aktivierte Form des Proteins dar.

Auffallend war (siehe Abb. 16) die basal verstarkte Phosphorylierung von AKT und ERK in
den IRS-2°-Méausen. Nach der Insulingabe lag in Aorten von CO°E-Mausen, aber nicht von
IRS-2°F-Mausen, ein verstarktes pAKT- und pERK-Signal vor. Die Gesamtmenge von AKT

_9OE

ist in allen acht Proben vergleichbar, die von ERK ist in IRS -M&ausen vermehrt.
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§ & ¢ & ¢ & ¢ ¢
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&€ F&ELELE
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NaCl (0,01 ml/g) Insulin (0,75 U/kg)

Abb. 16: in vivo Signaling

Western Blot Analyse aus Aortenlysat nach physiologischer Kochsalzldsung oder Insulin
Gabe von IRS-2°-Mausen sowie von CO%-Méausen: Darstellung von pAKT®*"® und AKT
sowie pERK 2021204 yndq ERK.

Dieses Experiment zeigt deutlich, dass Aorten in vivo Insulin-stimulierbar sind und somit

glatte Gefallmuskelzellen (VSMC) zu den Insulin-sensitiven Zellen gehdren.
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3.1.3. eGFP und IRS-2 in Zelllysaten

&
c% & In den IRS-2°5-VSMC zeigte sich ein eindeutiges
& OO eGFP Signal, welches den CO°*-VSMC fehlt. a-
26 - |- GFP smooth muscle actin diente als Ladekontrolle und

ist zum anderen ein  Marker glatter

42 - a-Smooth GefaRmuskelzellen (siehe Abb. 17).
Muscle Actin

Lelllysate

Abb. 17: eGFP in Zelllysaten
Nachweis von eGFP (26 kDa) mittels Western Blot in IRS-2°%- aber nicht CO°5-VSMC.

[ P p———-" RAS GAP

Zelllysate

Abb. 18: IRS-2 in Zelllysaten
Nachweis von IRS-2-Protein (170 kDa) mittels Western Blot in IRS-2°%- und in CO°5-VSMC
sowie in IRS-2-KO-VSMC und deren Wildtyp (WTK-2) Kontrolle (siehe 3.5.). (n =5)

In den IRS-2-KO-VSMC zeigte sich keine IRS-2-Proteinbande im Vergleich zu den jeweiligen

Kontrollzellen (WTK-2). Dagegen wurde in den Zellysaten der IRS-2°-VSMC eine

eindeutige Uberexpression dargestellt.
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3.2. Charakterisierung der IRS-2°5-Maus im Vergleich zur CO°®-Maus

Im téglichen Umgang konnte man die IRS-2°-M&ause nicht von den CO®t-Mausen

unterscheiden. Sie verhielten und entwickelten sich unauffallig.
3.2.1. Korpergewicht

Das Korpergewicht wurde bei den weiblichen und mannlichen Mausen im Alter von 2 bis 4
Monaten ermittelt. Je Gruppe gab es 8 Tiere. Im Kdrpergewicht fanden sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den IRS-2°E-M&usen, ob mannlich oder weiblich, zu
den CO%®-Mausen (t-Test).

Kdérpergewicht (Q)

30

2 20,956 21,143 19,491

T
20 1

19,142

15

(9)

10

IRS-2°F 3 COOE 3 |RS-20EQ COCEQ

Abb. 19: Korpergewicht der Mause
Kdrpergewicht (g) der 2 bis 4 Monate alten Mause. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte +/-
Standardfehler der Gruppe (n = 8 pro Gruppe).
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3.2.2. Die histologische Untersuchung ausgewabhlter innerer Organe

Wahrend der Praparation der einzelnen Organe waren diese makroskopisch nicht
unterscheidbar, nur das Herz der IRS-2°5-Mause stellte sich im Vergleich zu dem Herzen der
CO%E-Méause vergroRert dar. Deswegen wird es weiter unten gesondert behandelt.

Es wurden die Niere, die Milz und die Lunge, da diese viele Blutgefal3e besitzen, aber auch
Pankreas, Leber und Skelettmuskulatur als insulinsensitive Organe sowie das Gehirn (hier
ist das Cerebellum reprasentativ dargestellt) prapariert. Hamatoxylin-Eosin-gefarbte
Paraffinschnitte von den einzelnen Organen der IRS-2°-Maus und der CO°®-Maus wurden
lichtmikroskopisch untersucht. Es zeigten sich keine morphologischen Unterschiede (siehe
Abb. 20).

CO°E _IRS-2°¢

Abb. 20: Hamatoxylin-Eosin-gefarbte reprasentative Schnitte verschiedener Organe
von IRS-29- und CO%-Mausen
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3.2.3. Die Uberpriifung der Glukose- und Insulintoleranz

Bei dem Glukose- und Insulintoleranztest wurden sowohl weibliche, als auch méannliche
Mause getestet. Die GruppengréRe schwankte zwischen 10 bis 15 Mausen je Geschlecht
und Genotyp. Der Glukosetoleranztest zeigte nicht unterscheidbare Kurven, sowohl bei den
mannlichen, wie auch bei den weiblichen Tieren. Auch beim Insulintoleranztest fanden sich

keine (geschlechtsunabhéngig) signifikanten Unterschiede.
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Abb. 21: Glukose- und Insulintoleranztest

Glukose- (a & c) und Insulintoleranztest (b & d) von weiblichen (c & d) und mannlichen (a &
b) IRS-2°¢-Mausen, sowie den CO°:-Mausen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte +/-
Standardfehler der Gruppe (n = 10 bis 15 pro Gruppe).
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3.2.4. Der Nachweis eines vergroRerten Herzens in IRS-2°-Mausen

Da der SM22-Promoter bekannterweise in Herzmuskelzellen aktiv ist, ist von einer
Expression des Transgens in diesen auszugehen. Es wurde auch eGFP im Herzen
nachgewiesen (siehe 3.1.1., Abb. 13). Bei der Organpraparation fiel ein makroskopisch
vergroRertes Herz auf. Um dies besser beurteilen zu kdnnen, wurde bei mannlichen Mausen
der linke Ventrikel des Herzens prapariert und gewogen. Dieses Gewicht wurde in Relation
zum Korpergewicht (siehe Abb. 22) bzw. zur Tibialange (siehe Abb. 23) gesetzt und
anschlieBend die IRS-2°5-M&use mit den CO°F-Mé&usen verglichen. Dabei zeigten die IRS-

2°F-Mause einen schwereren linken Ventrikel im Vergleich zu den CO°®-Mé&usen.

6 LVIKG LV/TL
4'?34 10 7,8221
5 [¢] y
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Abb. 22: LVIKG

Verhaltnis des linken Ventrikels (mg)
zum Korpergewicht (g) der & Maus.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte +/-
Standardfehler der Gruppe (n = 5 pro
Gruppe). (p =0,121)

Abb. 23: LV/TL

Verhaltnis des linken Ventrikels (mg)
zur Lange der Tibia (mm) der & Maus.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte +/-
Standardfehler der Gruppe (n = 5 pro
Gruppe). (p =0,013)

Die physiologischen oder pathologischen Auswirkungen eines schwereren linken Ventrikels
sowie die Ausmal3e der VergrolRerung wurden mittels Echokardiografie ndher bestimmt. So
zeigt Abb. 24 Sonographiebilder des Herzens von einer IRS-2°-Maus im Vergleich zu einer
CO%-Maus. Die Bewegungsablaufe des Herzens stellen sich im M-Mode eindimensional
dar. Bei den IRS-2°®-Mausen zeigte sich im Vergleich zu den CO®t-Mausen in der
Echokardiografie eine verdickte Myokardschicht, die auch ausgemessen werden konnte. Die
Bewegungsablaufe des Herzens stellten sich bei den IRS-2°5-Mausen unauffllig

physiologisch dar. Hinweise auf eine Herzinsuffizienz ergaben sich nicht.
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Icm

lcm

Abb. 24: Sonographiebilder (M-Mode) des Mauseherzens
im Vergleich zwischen einer J IRS-2°6-Maus zur & CO°5-Maus (n = 5 pro Gruppe).

Enddiastolische Myokarddicke

1,4
1,176
1,2 1.1

0,903

0,8
IRS-20F

COvE

mm

0.6

0.4

02

Vorderwand Hinterwand

Abb. 25: Enddiastolische Myokarddicke

von & IRS-2°6-Mausen und & CO®t-Mausen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte +/-

Standardfehler der Gruppe (n =5 pro Gruppe).
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Histologische Farbungen des Herzgewebes

Eine Herzhypertrophie ist oft mit einer Einlagerung von Kollagen oder Bindegewebe
verknlpft. Unter physiologischen Bedingungen findet man kaum Kollagen im Herzgewebe,
nur um die Koronararterien ist eine dinne Schicht Bindegewebe ausgebildet. Um dies
beurteilen zu konnen, wurden paraffinierte Herzschnitte mit Pikrofuchsin gefarbt und
lichtmikroskopisch beurteilt. Das Pikrofuchsin farbt Kollagen oder Bindegewebe stark rot an.
Auf beiden Bildern (siehe Abb. 26 und Abb. 27) ist mikroskopisch betrachtet kein
Unterschied zu sehen. Die starke Rotfarbung beschrankt sich auf die Umgebung der

Koronararterien sowie auf das Epicardium. Dies ist physiologisch fur das Herzgewebe.

Abb. 26: Pikrofuchsin Farbung des Herzgewebes einer IRS-2°*-Maus
(reprasentativer Ausschnitt) n = 38

Abb. 27: Pikrofuchsin Farbung des Herzgewebes einer CO°-Maus
(reprasentativer Ausschnitt) n =3 &
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Ein méglicher Grund fiir die Zunahme des Herzgewichtes von IRS-2°5-Mausen ist die
VergrolRerung der Myokardzelle an sich. Diese sogenannte Hypertrophie zeigt sich durch die
Volumenzunahme der einzelnen Myokardzellen. Mit Rhodamine Wheat Germ Agglutinin
(hier rot) der Myokardzellen markiert und mittels eines Fluoreszenzmikroskops wurde die
Flache der Anschnitte der Kardiomyozyten als Surrogatparameter ihrer Gré3e beurteilt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (hier blau) sichtbar gemacht. In Abb. 28 (IRS-2°-Maus) und in
Abb. 29 (CO°-Maus) kann man keinen signifikanten Unterschied in der ZellgréRe mit Hilfe

des Fluoreszenzmikroskops erkennen.

Abb. 28: WGA-Farbung des Herzgewebes einer IRS-2°¢-Maus
Rhodamine Wheat Germ Agglutinin & DAPI Farbung (reprasentativer Ausschnitt) des
Herzgewebes einer & IRS-2°5-Maus. (n = 3)

Abb. 29: WGA-Farbung des Herzgewebes einer CO°®-Maus
Rhodamine Wheat Germ Agglutinin & DAPI Farbung (reprasentativer Ausschnitt) des
Herzgewebes einer 3 CO°5-Maus. (n = 3)
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Ein weiterer Grund fur die Zunahme des Herzgewichtes wére eine Hyperplasie, d.h. eine
VergroRerung des Myokards durch eine Vermehrung der Myokardzellen. Die Gesamtzahl
der Kardiomyozyten ist aber nur sehr schwer zu quantifizieren. Da andere Veranderungen,
wie die Einlagerung von Kollagen oder die Hypertrophie, die die Grof3enzunahme des

20E

Herzens in IRS-2-=-Mausen erklaren kénnten, nicht gefunden wurden, ist es méglich, dass in

diesem Falle eine Hyperplasie vorliegen kénnte.

3.2.5. Die Morphologie der Arterien

In den Validierungsschritten ist gezeigt worden, dass vermehrt IRS-2-Protein wie intendiert in
den Arterien — reprasentiert durch die Aorta — sowie in isolierten VSMC vorliegt. Die
Auswirkungen auf die morphologische Struktur der GefalRe sind nicht bekannt. Deswegen
wurden histologische Paraffinpraparate der Aorta und der A. carotis communis (ACC)
angefertigt, um dieses beurteilen zu kdénnen. Beide wurden mit Resorcinfuchsin und der
Gegenfarbung Kernechtrot angefarbt (siehe Abb. 30).

Die elastischen Fasern stellen sich dunkel-violett dar und man kann ca. 5 bis 6 konzentrische
Ringe in der Aorta und 3 bis 4 Ringe in der ACC erkennen. Lichtmikroskopisch kann man
keine morphologischen Unterschiede zwischen den J1IRS-2%E-Tieren zu den JCO°E-Tieren

erkennen.

COCE Aorta |IRS-2°E Aorta

Abb. 30: Elastika-Farbung der Aorta und der A. carotis communis
von JCO%E-Méausen und J1RS-2°F-Mausen. (n = 5 pro Gruppe)
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Um diesen lichtmikroskopischen Eindruck zu objektivieren, wurde die Wandstarke der
GefalRe ausgemessen (siehe Abb. 31). Weder bei der Aorta noch bei der A. carotis
communis zeigten sich GréRenunterschiede in der Wandstérke zwischen den IRS-2°F-Tieren

zu den CO®E-Tieren.

Wandstarke Durchschnitt
35

0 _MOE
30 IRS-2

B covE
25

20

Hm

15

10

ACC Aorta

Abb. 31: Wandstarkendurchschnitt der Aorta und der ACC
Messdaten (Mittelwerte n = 4) von der Wandstarke (um) der Aorta und der A. carotis
communis (ACC) von JCO°E-Mausen und J1RS-2°-Mausen mit deren +/-Standardfehler.

Neben der Aorta und der A. carotis communis wurden weitere, kleinere Arterien untersucht.
Die Koronararterien (H.E.-Farbung), die Nierenarterien sowie die Pulmonalarterien (jeweils
mit Resorcinfuchsin gefarbt) stellen sich jeweils unaufféllig dar (siehe Abb. 32).

Entgegen den Vermutungen, die sich aus den veréffentlichten (Cruzado, M. et al., 1998);
(Desouza, C. V. et al., 2006) und den eigenen Daten (basale Erhéhung von pAKT und pERK
— siehe 3.1.2.) ergeben, weisen damit die groRen und kleinen Arterien der IRS-2°5-M&use im

Vergleich zu den Kontrollmausen keine fassbaren morphologischen Unterschiede auf.
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Koronararterien Nierenarterien Pulmonalarterien

= —

Abb. 32: Histologische Bilder von Arterien
Der Koronararterien (H.E.-Férbung), der Nierenarterien (Elastika-Féarbung) sowie der
Pulmonalarterien (Elastika-Farbung) von JIRS-2°5-Méausen und §CO°-Méausen.

3.3. Die Auswirkung einer Ballondilatation auf die ACC von IRS-2°F-

und CO°E-Mausen nach 2 Wochen

Wie oben beschrieben, hatte eine vermehrte IRS-2 Produktion keinen Einfluss auf die
Morphologie der Arterien. Allerdings lieRen die in der Literatur verfligbaren Informationen
sowie die basale Erhdéhung von pAKT und pERK (siehe 3.1.2.) vermuten, dass die
Uberexpression von IRS-2 in VSMC zu einer verstarkten Neointimabildung nach einer
GefalRwandverletzung, wie sie im Rahmen einer Ballondilatation vorkommt, fuhrt. Um dies
beurteilen zu kdnnen, wurde ein Ballonkatheter in die A. carotis communis von 10 bis 12
Wochen alten mannlichen Mausen eingefihrt, dilatiert und wieder entfernt. Nach 14 Tagen
wurde die A. carotis communis (ACC) entnommen und histologisch aufgearbeitet. Alle
paraffinierten Carotiden wurden mit Resorcinfuchsin angefarbt, um die elastischen Fasern
klar darstellen zu kénnen. Es wurde jeweils die operierte Seite (ACC re OP) mit der nicht
operierten (ACC li KO) als interne Kontrolle und mit ACC’s nach Sham-OP von M&ausen
einer Kontrollgruppe sowie die IRS-2°5-Mause mit den CO%-Mausen verglichen, um
Auswirkungen einer vermehrten IRS-2 Produktion zu erkennen. Wider Erwarten zeigte sich
trotz der Erstellung von seriellen Carotidenschnitten eine nur sehr geringe Neointimabildung.

Es werden jeweils reprasentative Abbildungen gezeigt.
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ACC i KO IRS-2°¢F ACC re OP IRS-2C¢
Abb. 33: Kontroll-ACC einer IRS-2% Abb. 34: operierte ACC einer IRS-2°-
Maus Maus

Die beiden Abbildungen zeigen die A. carotis communis (ACC). Auf der linken Seite stellt
sich die nicht operierte Kontrollseite dar. Dieses Bild zeigt die typischen 3 elastischen Fasern
sowie eine Wandstarke von ca.12 um (siehe auch Abb. 30).

Auf der rechten Seite stellt sich die operierte Carotide einer IRS-2°6-Maus dar. Bei gleicher
VergroRRerung ist diese stark dilatiert und die elastischen Fasern innerhalb der Gefawand
haben zugenommen. Die Wandstérke ist leicht verdickt. Es kam allerdings zu keiner
Neointimabildung.
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ACC li KO WToE ACC re OP WT©E
Abb. 35: Kontroll-ACC einer CO°t-Maus Abb. 36: operierte ACC einer CO°*-
Maus

Auf der linken Seite sieht man die nicht operierte Kontrollseite einer CO°®-Maus. Die A.
carotis communis stellt sich physiologisch dar. Auf der rechten Abbildung sieht man die
operierte A. carotis communis einer CO°®-Maus. Auch hier fallt die starke Dilatation auf, die
leicht verdickte Wandstérke sowie die Zunahme der elastischen Fasern. Allerdings zeigt sich
bei dieser Carotide eine Neointima (siehe Pfeil). Es kam zu einer wenn auch geringen, aber

reproduzierbaren Neointimabildung nach GefalRwandverletzung.

Auch die folgenden Abbildungen (siehe Abb. 37 und Abb. 38) zeigen alle operierten
Carotiden von IRS-2°5-Mausen (1. OP bis 5. OP) und CO°5-Mé&usen (6. OP bis 10. OP).
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Zuerst werden die IRS-2°%-Mause dargestellt.
Auffallend ist hier das outward remodeling der
vierten OP. Da die gleiche Reaktion auch nach
einer Sham-OP beobachtet werden konnte, ist
sie am ehesten der Operationstechnik, aber
nicht der Dilatation zuzurechnen (siehe Abb.
37). In der ACC 5.0P fand sich nach Dilatation
ein Thrombus. Allerdings kann man bei keiner

Operation eine Neointimabildung feststellen.
1. OP ACCOPre

2.0P ACCOPre 3.0PACCOPre

4. 0P ACCOPre 5.0P ACCOPre

Abb. 37: operierte A. carotis communis (ACC) von IRS-2°6-Mausen (1. OP bis 5. OP)
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In den folgenden Grafiken werden die CO%F-
Mause dargestellt (6. OP bis 10. OP). Die
Pfeile markieren jeweils die Reaktion des
GefalRes auf die Ballondilatation. Es kam zu
einer unterschiedlich starken Auspragung der
Neointima. Das Endothel stellte sich immer
verandert dar. In der achten Operation konnte
keine Neointima festgestellt werden. Das Bild
zeigte lediglich einen GefalRabgang von der A.

carotis communis.

-
£-

9. OP ACCOPre 10. OP ACCOP re

Abb. 38: operierte A. carotis communis (ACC) von CO°®-Mausen (6. OP bis 10. OP)
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S

o S

1. S-OP IRS-20E 3. S-OP |RS-20¢

6. S-OP CO©¢ 4.S-OP COCE

Abb. 39: Sham- operierte A. carotis communis (ACC)
von & IRS-2°E-Méausen (reprasentativ 1. & 3.) sowie von & CO°E- Mausen (reprasentativ 6. &
4.). (n =5 pro Gruppe) siehe 2.2.9.1.

Neointimabildung 14 Tage nach OP

IRS-2CE CQOCE

- OP 1

- OP2

- OP3

- OP 4

- OP5
+ OP 6
+ OoP7
- OP8
+ OP9
+ OP 10

Abb. 40: tabellarische Aufzeichnung der OP-Tiere mit Beurteilung der
Neointimabildung
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3.4. Die Auswirkung einer GefalRwandverletzung mittels eines
Fihrungsdrahtes auf die ACC von IRS-2°%- und CO®t-Mausen

nach 4 Wochen

Aufgrund der geringen Neointimabildung der ACC nach 2 Wochen wurde bei zehn
mannlichen Tieren (jeweils fiunf IRS-2°-Mause und finf CO°:-Mause) eine
GefalRwandverletzung mittels eines Fihrungsdrahtes durchgefiihrt. Die Carotiden wurden
nach 4 Wochen prépariert, H.E. gefarbt, histologisch verglichen (siehe Abb. 41) und mit Hilfe
des ImageJ ausgewertet (siehe Abb. 42). Hier wurde das Flachenverhéltnis mittels eines

Wilcoxon-Mann-Whitney-Testes zwischen Intima und Media im Schnitt berechnet.
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Abb. 41: 4 Wochen alte operierte A. carotis communis (ACC) einer & IRS-2°5-Maus
sowie einer § CO%-Maus

Auf der linken Seite sieht man eine mittels Flihrungsdrahtes operierte A. carotis communis

einer IRS-2°¢

-Maus, beispielhaft fir insgesamt vier Carotiden (eine von finf war aufgrund
einer Entziindungsreaktion nicht auswertbar). Auch nach vier Wochen lasst sich kaum
Neointima darstellen. Auf der rechten Abbildung sieht man eine operierte ACC einer CO°"-
Maus. Hier kam es erneut zu einer reproduzierbaren Neointimabildung nach

GefalRwandverletzung.
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16 Intima-Media-Ratio , ,,

1,4 -
0.8 -

0.4 -

02 - 0,11

IRS-20E CQOE

Abb. 42: Intima-Media-Ratio von ACC 4 Wochen nach Operation

Messdaten (Mittelwerte n = 4) von dem Flachenverhéltnis zwischen Intima und Media der
operierten ACC von & IRS-2°E-Mausen und & CO°E-Mausen mit deren +/-Standardfehler
(p< 0,05).

3.5. Charakterisierung von isolierten VSMC

Um die Bedeutung von IRS-2 in den VSMC zu untersuchen, wurden VSMC aus der Aorta
der Maus isoliert und in Kultur genommen. Die jeweiligen dazugehdrigen Kontrollzellen

kommen aus derselben Zuchtlinie. Die 6 folgenden VSMC-Linien wurden etabliert:
1. - IRS-2°E-Zellen und CO°E-Kontrollzellen

2. - VSMC aus IRS-1" - und IRS-1"* -Mausen (IRS-1-KO- und WTK-1-VSMC)
3. -VSMC aus IRS-2" - und IRS-2"* -Mausen (IRS-2-KO - und WTK-2-VSMC)
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3.5.1. Proliferationsassay

Die Proliferation von VSMC ist fiir die Neointimabildung ein notwendiger Mechanismus. Die
Grafik (siehe Abb. 43) zeigt einen BrdU-basierten Proliferationsassay mit IRS-2°%-Zellen und
CO®E-Zellen. Sie wurden fiir 16 h serumfrei gesetzt und anschlieRend mit 20% FCS-haltigem
Medium stimuliert. Gleichzeitig wurden Inhibitoren der PI3-Kinase bzw. der MAP-Kinase

-2%E.Zellen signifikant schneller als die CO®-Zellen. Es

zugegeben. Dabei wachsen die IRS
kam durch die Zugabe von 20 uM LY 294002, einem PI3K-Inhibitor, zu einer geringen aber
signifikanten Hemmung der Proliferation in den IRS-2°%-Zellen nach 24 h. Die CO°®-Zellen
zeigten fast keinen Rickgang der Proliferation durch die Zugabe von LY 294002. Die
Zugabe von 50 pM PD 98,059 dagegen, einem MAPK-Inhibitor, verursachte einen
signifikanten Riickgang (p<0,05) des Zellwachstums in IRS-2°%-Zellen und weniger

ausgepragt in CO°E-Zellen.

0,7000 - * LY = LY 294002

PD = PD 98,059
0,6000 -

0,5000 -

—_—

0,4000 -

H—

0,3000 A

0,2000 -

HH

0,1000 A

0,0000

IRS-29F COOE |IRS-2°F IRS-29F COCE COQCE
LY PD LY PD

Abb. 43: Proliferationsassay mit IRS-2°%-Zellen
und CO®E-Zellen, sowie zweier Inhibitoren (20 pM LY und 50 uM PD). Gezeigt werden
Mittelwerte +/- Standardfehler sowie signifikante * Unterschiede p<0,05.
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Parallel wurden die Proliferationsraten von IRS-1-KO- und IRS-2-KO-VSMC im Vergleich zu
den jeweiligen Kontroll-VSMC untersucht. Beide Zelllinien der KO Zellen verhielten sich sehr
ahnlich und zeigten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zu den WTK-Zellen. Die

Proliferationsrate war bei beiden stark herabgesetzt.

1,4000 -
1,2000 - 1
1,0000 -
0,8000 1 0,511

0,0000
WTK-1 IRS-1 KO WTK-2 IRS-2KO

Abb. 44: Proliferationsassay mit KO-VSMC

IRS-1-KO-VSMC und WTK-1-VSMC, sowie IRS-2-KO-VSMC und WTK-2-VSMC

Dargestellt werden Mittelwerte der relativen Proliferationsraten, normiert auf die jeweiligen
Kontrollzellen +/- Standardfehler sowie signifikante * Unterschiede p<0,05.
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3.5.2. Western Blot Analysen

Neben dem Proliferationsverhalten wurden auch damit in Verbindung stehende Proteine der
Zellen wahrend der Proliferationsphase mittels Western Blot analysiert. Dieser Western Blot
(siehe Abb. 45) diente ebenfalls zur Validierung der Zellen. Der erste Western Blot zeigte
das IRS-2-Protein in den verschiedenen Zelllinien. So zeigten IRS-1-KO-Zellen keinen
Unterschied im IRS-2 Proteingehalt zu den WTK-1-Zellen. Dagegen sah man in den IRS-2-
KO-Zellen kein IRS-2-Protein und in den IRS-2°%-Zellen ein deutliches Signal, welches um
ein Vielfaches starker war als in den CO°F-Zellen. In dem darauf folgendem IRS-1 Western
Blot sah man keine IRS-1 Bande in den IRS-1-KO-Zellen, eine Bande in den IRS-2-KO-
Zellen und eine Doppelbande in den IRS-2°%-Zellen. Dies liegt méglicherweise an einer
Antikorper-Kreuzreaktion durch die Uberexpression von IRS-2 in diesen Zellen. Fast kein

IRS-1-Protein konnte detektiert werden in den jeweiligen WTK- und CO°E-Zellen.

el

Abb. 45: IRS-1/IRS-2 Western Blot
Western Blot Analyse von Zelllysaten der sechs verschiedenen Zelllinien (siehe 3.6.) von
IRS-2-Protein (IRS-2) und IRS-1-Protein (IRS-1). (n =5)
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Die intrazellulare Signalkaskade verzweigt sich nach den IRS-Proteinen in zwei
verschiedene Wege, den MAP-Kinase Weg und den PI3-Kinase Weg. Wie schon bei den
Versuchen des in vivo Signalings erwahnt, ist AKT unter anderem ein Zielprotein des PI3-

_20E

Kinase Weges. In der folgenden Abb. 46 zeigte sich pAKT in den IRS -Zellen unverandert

zu den CO%-Zellen. IRS-1-KO-Zellen zeigten dagegen mehr pAKT im Vergleich zu den
WTK-1-Zellen und die IRS-2-KO-Zellen zeigten eine verringerte Phosphorylierung von pAKT
zur Kontrolle der WTK-2-Zellen. Die IRS-1-KO-Zellen verhielten sich somit komplementéar zu
den IRS-2-KO-Zellen. Die Gesamtmenge von AKT stellte sich in allen sechs Proben
unverandert dar. Bei dem MAP-Kinase Weg ist ERK unter anderem ein Zielprotein. Dieses

verhielt sich in der phosphorylierten Form etwas abgeschwacht ahnlich wie pAKT.

55 | — — - a— G — PAKTSer473

55— ——— o AKT

34 - WD S S S S s CAPDH

3 SR e T S ERKM0Ty0s

© EREE =
34 - W - GAPDH

Abb. 46: pAK TS 73 IpERK T""202/Y1204 \\jestern Blot
Western Blot Analyse von Zelllysaten der sechs verschiedenen Zelllinien (siehe 3.6.) von
PAKTS**"3 ynd AKT sowie pERK 22204 nd ERK. (n = 3)
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Unter Stimulation mit 20 % FCS zeigten sich allenfalls geringe Unterschiede an pAKT und
PERK zwischen IRS-2°%- und CO°®-VSMC. Unter diesen Bedingungen sind die Zellen
bereits maximal stimuliert. Deswegen wurde der Teil des Versuches mit serumfrei gesetzter
Probe wiederholt (Abb. 47). Hier zeigten sich stirkere pAKT bzw. pERK Signale in IRS-2°5-

VSMC.

S‘? 06
‘éo@

pERKTh202/Tyr204 ” F PAKTSer73

Abb. 47: pAKTS*"#3|pERK 202204 \\jestern Blot
Western Blot Analyse von serumfreien Zelllysaten von IRS-2°5- und CO°=-Zellen. (n = 3)
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In den folgenden Western Blots wurde nur der PI13-Kinase Weg untersucht. Die Phosphatase
PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) dephosphoryliert Pl; 45P zu Pl,sP. Dieser Schritt
inaktiviert den PI3-Kinase Weg. Somit steht PTEN fir einen Inhibitor des P13-Kinase Weges.
Das pGSK3a/pe?¥se® (phosphoryliertes Glycogen Synthase Kinase 3) wird von AKT
phosphoryliert und damit inaktiviert. Es reguliert die Proliferation negativ, d.h. wenn es
gehemmt wird, erfolgt mehr Proliferation. Die einmalig entwickelten Western Blots dieser

Enzyme zeigten keine Unterschiede (siehe Abb. 48).

Abb. 48: pGSK3a/BS*"?YS¢")/PTEN Western Blot
Western Blot Analyse von Zelllysaten der sechs verschiedenen Zelllinien (siehe 3.6.) von
pPGSK3a/BSe?5¢® ynd GSK3B sowie PTEN.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse

Die Restenose ist eine der haufigsten Komplikationen nach einer perkutanen transluminalen
Angioplastie (PTA). Ziel der Arbeit war es, die Auswirkungen von IRS-2-Protein auf die
Neointimabildung nach einer Ballondilatation zu beschreiben, da die bisher verfliigbaren
Ergebnisse der Grundlagenforschung auf eine besondere Rolle dieses Proteins hindeuten
und dem Insulin-/IGF-1-Signalweg eine wichtige pathophysiologische Bedeutung bei
Patienten mit einem Diabetes mellitus und dessen Folgeerkrankungen zukommt.

Um die Bedeutung von IRS-2 fir die Neointimabildung zu charakterisieren, wurden Mause,
die IRS-2 in glatten Muskelzellen tberexprimieren, erzeugt. Diese unterschieden sich bis auf
ein vergroflRertes Herz nicht von den Kontrollmausen. Insbesondere waren die Insulin- und
Glukosetoleranz und die Morphologie der BlutgefalRe nicht verandert, obwohl sowohl in
Aortenlysaten (Abb.: 16) als auch in isolierten serumfreien Zelllysaten von VSMC (Abb.: 47)
ein verstarktes pAKT- und pERK- Signal nachgewiesen werden konnte. Isolierte IRS-2°F-
VSMC proliferierten schneller als die Kontrollzellen (CO®5-VSMC). Nach Verletzung der ACC
bildeten IRS-2°-Mause jedoch weder nach 2 noch nach 4 Wochen eine relevante
Neointima. Die in vivo Befunde stehen im Gegensatz zu den in vitro erhobenen und

verlangen nach neuen Ansétzen und Modellen zur Klarung.

4.2. Die Auswahl des Tiermodells: Vorteile und Grenzen

Die Auswahl eines Tierversuchsmodells wird in Abh&ngigkeit von der Fragestellung und
bereits bekannten, veroffentlichten Daten vorgenommen (Malhowski, A. J. et al.,, 2011);
(Hassane, S. et al., 2011); (Holtwick, R. et al., 2002); (Milton, I. et al., 2012); (El-Bizri, N. et
al., 2008); (Umans, L. et al., 2007); (Mesaros, A. et al., 2008); (Tovar, S. et al., 2013);
(Zemva, J. et al.,, 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung einer VSMC-
spezifische Uberexpression von IRS-2 auf die Neointimabildung in der ACC nach Dilatation
untersucht. Thematischer Hintergrund sind die erhohten Raten an Restenosen, die Typ-2-
Diabetiker nach Koronarinterventionen im klinischen Alltag entwickeln (Piatti, P. M. et al.,
2013). Die Neointimabildung wurde unter den Bedingungen einer Insulinresistenz bzw. einer
Hyperinsulindmie bereits in der Literatur beschrieben. In insulinresistenten Tieren war sie
stets vermehrt (Desouza, C. V. et al., 2006); allerdings ist dies mit multiplen Verdnderungen
wie einer Hyperglykdmie und einer Hyperlipidamie, aber eben auch mit einer
Hyperinsulinamie verknipft, so dass relevante Mechanismen nicht eindeutig zuzuordnen

sind. Umgekehrt fihrte Metformin, das eine Insulinresistenz mildert, in Ratten zu weniger
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Neointima (Lu, J. et al.,, 2013). Auch die Hyperinsulindmie, deren Auswirkungen auf die
Neointimabildung sich in der Literatur als sowohl hemmend als auch férdernd finden (Breen,
D. M. et al., 2009); (Foster, E. et al., 2006), beeinflusst zumindest verschiedene Zelltypen; so
wurde eine Reduktion der Neointima (Breen, D. M. et al., 2009) mit einer schnelleren
Reendothelialisierung des verletzten Arterienbereichs in Verbindung gebracht. Da auch
VSMC wie Endothelzellen zu den Insulin stimulierbaren Zelltypen gehoren, ist nicht
auszuschlieRen, dass die sich scheinbar widersprechenden Tierversuchsdaten auf eine
durch Insulin verstarkte Proliferation zurtickfihren lassen. Diese ware in dem einen
Tiermodell bevorzugt in Endothelzellen, in anderen eher in VSMC anzunehmen. Da die
entsprechende Praferenz der proliferativen Wirkung von Insulin vom genetischen
Hintergrund des gewahlten Tiermodells abhangt und sich dementsprechend nicht
kontrollieren lasst, sind zelltypspezifische Verdnderungen wie z.B. ein konditionaler Knockout
hinsichtlich eines méglichen Mechanismus sehr viel aufschlussreicher.

Der VSMC-spezifische Knockout von PTEN, einer Lipidphosphatase, die PIP3 inaktiviert,
fuhrte zu einem erhdhten pAKT-Signal und zu verdickten Arterienwanden ohne weiteren
Stimulus (Nemenoff, R. A. et al., 2008). Die Uberexpression von PTEN (Koide, S. et al.,
2007) und ein Kockdown von AKT (Stabile, E. et al, 2003) unterdriicken eine
Neointimabildung, wahrend eine Uberexpression von konstitutiv aktivem AKT zu einer
Hyperplasie von glatten Muskelzellen in Bronchien fuhrte (Ma, L. et al., 2011). AKT und
PTEN gehoren zum PI3K-Signalweg. Dieser ist nur ein Teil des Insulin-/IGF-1/IRS-Signals,
das Uber weitere Signalwege wie den MAPK-Weg ubertragen wird (Skolnik, E. Y. et al.,
1993). Zudem kann die PI3-Kinase auch von anderen Rezeptortyrosinkinasen (z.B. PDGF
oder VEGF) aktiviert werden (Hirsch, E. et al., 2007). Damit bilden die oben genannten
Modelle die Insulinwirkung auf die Neointimabildung nur in einem eingeschrankten Sinn ab,
wenn sie auch nahelegen, dass das AKT-stimulierende Insulin- bzw. IGF-1-Signal die
Neointima verstarkt.

Eine Insulinresistenz bzw. eine herabgesetzte Glukosetoleranz sind bekannte Risikofaktoren
fur die Bildung von Neointima, wenn auch der zugrundeliegende Mechanismus nicht klar ist.
Auch Kubota et al. (Kubota, T. et al., 2003) beschreiben in den IRS-1- und IRS-2-KO-
Mausen zu einem Zeitpunkt von 8 und 20 Wochen eine Insulinresistenz, Dyslipidamie sowie
eine Hypertonie, wobei die IRS-2-KO-Mause stérker betroffen waren. Fir die verstarkte
Neointimabildung in diesen Mausen sind damit mindestens zwei Erklarungsmodelle, namlich
eine direkt die glatten GefaBmuskelzellen betreffende Auswirkung des jeweiligen Knockout
bzw. ein Gber die Risikofaktoren entstehender indirekter Effekt, denkbar. Zusétzlich sind in
den IRS-Knockout-Mausen Kompensationseffekte durch das jeweils andere IRS-Protein
nicht ausgeschlossen. Um diese Einschrankungen der Aussagekraft zu vermeiden wurde

eine Maus, die ein IRS-2-Transgen in glatten Muskelzellen vor allem der Blutgefal3e (und
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promoterbedingt in Herzmuskelzellen) exprimiert, erzeugt. Sowohl das damit intendierte
vermehrte Vorkommen von |IRS-2-Protein als auch dessen funktionelle Bedeutsamkeit,
markiert durch eine basal erhdohte Phosphorylierung von AKT und ERK, konnte in
Mausaorten gezeigt werden. Damit stellt diese Maus ein Modell fur eine gesteigerte oder
dauerhafte Insulin-/IGF-1-Wirkung dar. Sowohl IRS-1 als auch IRS-2 werden in
verschiedenen Geweben vom Insulin- bzw. IGF-1-Rezeptor aktiviert (Copps, K. D. et al.,,
2012). Beide Proteine sind strukturell &hnlich und haben dieselben Bindungspartner (Hanke,
S. et al., 2008). Deshalb kdnnen sie den Knockout des jeweils anderen zumindest teilweise
kompensieren. Die hier gewahlte SM22-Cre-gesteuerte Uberexpression vermeidet diese
experimentelle Probleme, wobei zu beachten ist, dass daftir unphysiologische Interaktionen
mit anderen Proteinen vorkommen koénnen. So ware denkbar, dass in groRer Menge
vorliegendes IRS-2 nicht nur mit dem Insulin- und IGF-1-Rezeptor, sondern auch mit
anderen (Rezeptor-) Tyrosinkinasen interagiert, wie z.B. dem EGF-Rezeptor oder ABL oder
auch andere Interleukinrezeptoren wie die physiologischerweise bindenden IL-4-Rezeptoren
(Pernis, A. et al., 1995); (Yin, T. et al., 1994).

Die Verwendung eines Cre-loxP-Systems kann ebenfalls Probleme bereiten, da das
Saugetiergenom Pseudo-loxP-sites enthalt (Thyagarajan, B. et al., 2000). Deshalb wurde
darauf geachtet, dass Kontroll- und Zieltiere aus derselben Zucht stammten und dass die

Kontrolltiere die Cre-Rekombinase exprimierten.

4.3. Das Verhalten isolierter IRS-2-tGiberexprimierender VSMC

Bei den in vitro - Versuchen fihrte die Uberexpression von IRS-2-Protein in glatten
Muskelzellen (VSMC) zu einer verstarkten Proliferation der isolierten VSMC unter
Stimulation mit 20 % FCS. Im Gegensatz dazu zeigten die beiden Knockout-Zelllinien (IRS-
1-KO/ IRS-2-KO) eine verminderte Proliferation. In den Western Blot Analysen wiesen IRS-
2°E.VSMC unter Serumentzug ein starkeres pAKT- und pERK-Signal auf. Dies konnte
allerdings unter Stimulation mit FCS nicht festgestellt werden, was am ehesten an der wohl
bereits maximalen Stimulation auch der Kontrollzellen durch FCS liegt. Die IRS-1-KO-Zellen
zeigten sowohl ein verstarktes pAKT-Signal als auch ein verstarktes pERK-Signal. Im
Gegensatz zu den IRS-2-KO-Zellen die ein abgeschwéachtes pAKT- und pERK-Signal
zeigten. Die  Ergebnisse der Proliferationsversuche liegen innerhalb  des
Erwartungshorizontes, da Insulin die Proliferation von VSMC in vitro anregt (Cruzado, M. et
al., 1998); (Pfeifle, B. et al.,, 1981). Da in IRS-1-KO-VSMC der AKT- und der ERK-Weg
verstarkt aktiviert sind, dies jedoch nicht mit vermehrten Proliferationsraten einhergeht, liegt
jedoch nahe, dass IRS-Proteine — und damit IRS-2 - seine proliferative Wirkung nicht nur

Uber AKT und ERK vermittelt. Interessanterweise wurde bereits beschrieben, dass IRS-1
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und IRS-2 funktionell nicht redundant sind; so konnte eine IRS-2-Uberexpression in IRS-1-
KO-Zellen zwar die PI3K-Aktivierung normalisieren, jedoch nicht die durch den IRS-1-KO
verringerten Proliferationsraten (Briining, J. C. et al., 1997).

Als weiterer Signaltransduktionsweg kommt méglicherweise die PhospholipaseCy (PLCy) in
Frage. IRS-2 bindet PLCy (Hanke, S. et al., 2008). Die Phospholipase C hydrolysiert
Phosphoinositolbisphosphat zu Diacylglycerin, das unter anderen die ,klassischen® Vertreter
der PKC-Familie aktiviert (Fukami, K. et al., 2010) und Inositoltrisphosphat, das einen
Calciumeinstrom und letztendlich die Aktivierung des Calcineurin/NFAT-Weges bewirkt
(Boss, V. et al, 1998); (Rao, A. et al., 1997). Die Phospholipase C und die von ihr
angesteuerten Signalwege sind mit Proliferation in VSMC verknipft (Lymn, J. S. et al.,
2000); (House, S. J. et al., 2008). In der Pathogenese der Restenose spielt nicht nur die
Proliferation der VSMC eine wichtige Rolle, sondern auch die Migrationsfahigkeit und eine
Abschwachung der Apoptoseraten.

Nicht verdffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe legen jedoch nahe, dass beide

-2°E-Mausen wohl

Mechanismen fur die Erklarung der verminderten Neointimabildung in IRS
keine Bedeutung haben. Ein Screening weiterer Proteine wie GSK-3p3 oder PTEN, die in der
Regulation des IRS-Signalwegs eine Rolle spielen, ergab keinen eindeutigen Hinweis auf
eine mdgliche zugrundeliegende Pathophysiologie. Deshalb muss diese Frage weiter offen

bleiben.

4.4. Invivo Ergebnisse

Die IRS-2°5-Mause entwickelten sich unauffallig. Das Kdérpergewicht unterschied sich nicht
von den jeweiligen Kontrollmausen (CO°®-Mause). Das Herz der IRS-2°F-Méause stellte sich
wahrend der Echokardiographie im Vergleich zu den CO°-Mausen vergroRert dar,
allerdings war die Funktion soweit ersichtlich nicht eingeschrankt. Die IRS-2°F-Méause
zeigten keine Glukosetoleranzstérung oder eine Verdnderung der Insulinsensitivitat im
Vergleich zu den CO%®-Mausen. Das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell wurde
gewahlt, um die Auswirkungen einer IRS-2-Uberexpression in VSMC auf die
Neointimabildung zu eruieren. Potentiell die Neointimabildung beeinflussende Faktoren wie
ein veranderter Blutzuckerspiegel sollten nach Mdglichkeit vermieden werden; soweit

getestet, ist diese Voraussetzung fur die weitergehenden Versuche erfiillt.
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4.4.1. Die Histologie ausgewahlter Organe

Gehirn, Leber, Nieren, Lungen, Skelettmuskel, Pankreas und Milz von IRS-2°E-Mausen
waren in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung von den Organen der CO°t-Mause nicht zu
unterscheiden. Diese Ergebnisse waren zu erwarten, da die Uberexpression von IRS-2 sich
promoterbedingt auf VSMC sowie auf Kardiomyozyten beschrankte. Auffallig war ein

vergroRRertes Herz.

44.1.1. Kardialer Phanotyp

Der angeschaltete SM22-Promoter und somit die Uberexpression von IRS-2 zeigte sich nicht
nur in VSMC, sondern auch in kardialen Myozyten (Malhowski, A. J. et al., 2011). So haben
IRS-2°5-M4use im Gegensatz zu den CO°5-Mausen ein vergréRertes und schwereres Herz
(siehe Abb. 22 und 23). Eine interstitielle Fibrose oder eine Hypertrophie der Kardiomyozyten
konnten nicht nachgewiesen werden (siehe Abb. 26 - 29). So flhrte eine vermehrte IRS-2-
Produktion zu einer Hyperplasie der Myozyten. Allerding kam es bis zu einem Alter von 6
Monaten zu keinen sichtbaren Symptomen. Die sonographische Untersuchung der Herzen
(siehe Abb. 24) zeigte abgesehen von verdickten Ventrikelwdnden ebenfalls keine

-2°6_Mausen konnte durch die

Aufféalligkeiten. Eine schlechtere Herzfunktion in den IRS
durchgefiihrten Tests nicht erfasst werden.

Durch den konventionellen Knockout des IR in Kardiomyozyten entwickelte sich ein kleineres
und leichteres Herz im Gegensatz zu Wildtypmausen (Kim, J. et al., 2008). Der doppelte
Knockout von IRS-1 und IRS-2 in Kardiomyozyten flihrte zu einer Reduzierung des
ventrikularen Gewichtes. Die Herzen zeigten vermehrt apoptotische Zellen, Fibrose bis hin
zum Versagen der physiologischen Herztatigkeit ab einem Alter von 10 Wochen. Auf
Proteinebene war AKT vermindert und an beiden Phosphorylierungsstellen Thr308 und
Ser473 konnte keine Phosphorylierung festgestellt werden. Desweiteren fand keine
Phosphorylierung an FOXO statt und auch p70S6K war vermindert (Guo, S. et al., 2014). Bei
der spezifischeren Deletion von IRS-1 in Kardiomyozyten zeigte sich ebenfalls eine
Verminderung der Herzgro3e (Abel, E. D. et al., 2014). Im Gegensatz dazu fuhrte der IRS-2
Knockout zu einer Hypertrophie der Kardiomyozyten (Abel, E. D. et al., 2014). Hyperplasie
und Hypertrophie fihren beide zu schwererem Ventrikelmyokard und kénnen prinzipiell
durch dieselben molekularen Mechanismen vermittelt werden, stellen jedoch zwei
unterschiedliche Entitaten dar: Die Hyperplasie griindet in einer vermehrten Proliferation von
Zellen, die Hypertrophie nicht.

Zunachst kommt deshalb ein unterschiedlicher Zeitpunkt der Cre-Expression und damit der

Rekombination als Erklarung in Frage: Sollte der a-MHC-Promoter erst nach der Geburt
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angeschaltet werden, dann kénnten die Kardiomyozyten nicht mehr proliferieren und eine
Hypertrophie wére Folge eines verstarkten Signals. Die a-MHC-Promoter-gesteuerte lacZ-
Expression trat praktisch erst nach der Geburt der Mause auf (Palermo, J. et al., 1996), ein
Befund, der diese Hypothese stitzen wirde. Trotzdem erscheint diese Erklarung nicht
unbedingt Uberzeugend, da erstens Berichte existieren, die eine a-MHC-Expression bereits
im Embryonalstadium der Maus gezeigt haben (Zammit, P. S. et al., 2000); (Maltsev, V. A. et
al., 1994) und da zweitens nicht erklart ist, warum es in IRS-2°5-Herzen post natum nicht zu
einer Hypertrophie kommt. Plausibler erscheint die Annahme, dass es sich auch molekular
um zwei distinkte Mechanismen handelt: Das IRS-2-Signal im einen, einen noch
unbekannten Kompensationsmechanismus im anderen Fall.

Interessant ist dabei, dass sowohl beim KO als auch bei der Uberexpression kein Hinweis
auf eine vermehrte Fibrose des Herzmuskels beschrieben wurde. IRS-2 scheint in Bezug
darauf keine Rolle zu spielen. Eine Expression einer konstitutiv-aktiven AKT-1-Variante
fuhrte zu einer Hypertrophie und einer verbesserten Kontraktilitdt (Condorelli, G. et al.,
2002). Eine konstitutive ERK-Aktivierung, bedingt durch eine MEK1-Uberexpression, hatte
eine Herzhypertrophie, jedoch keine Zeichen eines maladaptiven Remodelings zur Folge
(Bueno, O. F. et al., 2000). In beiden Modellen wurde keine relevante Myokardfibrose
beschrieben. Dementsprechend kdnnten AKT und ERK die oben beschriebenen Effekte
vermitteln; die im Gegensatz zum KO fiir die IRS-2-Uberexpression postulierte Hyperplasie
ist damit noch nicht erklart. Welche weiteren Signaltransduktionswege beteiligt sind, lasst

sich beim derzeitigen Kenntnisstand nicht sagen.

4.4.2. Der Aufbau von Aorta und Carotiden in IRS-2°5-Mausen

Obwohl in den glatten Muskelzellen der Arterien die Uberexpression von IRS-2 zu einem
konstitutiv aktiven AKT- und ERK-Signal fuhrte, war, wie erwahnt, deren Aufbau — im
Gegensatz zum Herzen — nicht verandert. Die gezielte Inaktivierung von PTEN in VSMC
(Nemenoff, R. A. et al., 2008) fuhrte zu einem erhéhten pAKT-Signal und sogar zu einem
spontanen arteriellen Remodeling. Berticksichtigt man, dass im hier untersuchten Modell in
vivo das pAKT-Signal in der Aorta selbst unter maximaler Insulinstimulation nicht weiter
gesteigert werden konnte, und dass das ebenfalls als proliferationsfordernd geltende pERK-
Signal auch verstarkt ist (Fahrenholz, M. et al.,, 2009), Uberrascht die unverédnderte
GefaRarchitektur. Durch den KO des Tumorsuppressorgens PTEN kommt es nicht mehr zur
Dephosphorylierung von Pl34sP zu Pl sP und somit wird vermehrt PDK-1 aktiviert, die AKT
am Thr308 phosphoryliert. Interessanterweise messen die Autoren Nemenoff et al. die AKT-
Aktivierung an der Phosphorylierung von Serd73 — auch diese ist in PTEN-KO-VSMC

verstarkt. Es wird berichtet, dass Ser4d73 sowohl durch die PI3K selbst nach
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Insulinstimulation (Tsuchiya, A. et al., 2013) bzw. durch mTORC2 phosphoryliert werden
kann (Koide, H. et al.,, 2011), jedoch nicht durch PDK-1. pSer473 potenziert die durch
pThr308 bewirkte Aktivierung von AKT (Frodin, M. et al., 2002). Da im vorliegenden Modell
der IRS-2-Uberexpresssion ebenfalls eine verstarkte AKT-Phosphorylierung am Ser473
sowohl in vivo als auch in vitro nachgewiesen wurde, liegt der Analogieschluss nahe, dass
ebenfalls ein spontanes arterielles Remodeling in IRS-2°5-M&usen vorliegen sollte. Dies
konnte nicht gezeigt werden. Da die Aktivierung von ERK — die in IRS-2°5-VSMC und in
Aorten von IRS-2°-Mausen wie hier beschrieben vorliegt — (Graf, K. et al., 1997); (George,
J. et al,, 2004) als auch die Aktivierung von PLCy sind mit verstarkter Neointimabildung oder
zumindest mit vermehrter Proliferation von VSMC in vitro in Verbindung gebracht worden
(House, S. J. et al., 2008); (Lymn, J. S. et al., 2000). Damit ergibt sich aus diesen Befunden
ein erster Anhaltspunkt, dass die Auswirkung des IRS-2-Signals nicht durch die bekannten,
von IRS-2 abhangigen Signalwege erklart werden kann.

Die verfugbare Literatur bietet einige Publikationen, die die verstarkte Neointimabildung erst
nach Manipulation als wahrscheinlich erscheinen lassen: Einige beschreiben eine vermehrte
Neointimabildung in Arterien nach Ballondilatation oder ahnlicher Manipulation des Geféalies,
wenn man den IGF-1- bzw. den Insulin-Rezeptorsignalweg aktiviert (Pu, Q. et al., 2009);
(Zhuang, D. et al., 2008); (Puzik, A. et al., 2012). Insulin selbst verstéarkt die Proliferation der
VSMC in vitro (Cruzado, M. et al., 1998); (Pfeifle, B. et al., 1981). Aber auch Erythropoetin,
dessen Signalwege ebenfalls die IRS-Proteine aktivieren (Verdier, F. et al., 1997), fuhrt zu
einer verbreiterten Neointimabildung nach dilatationsinduziertem Endothelschaden (Reddy,
M. K. et al., 2007); (Janmaat, M. L. et al., 2010). Letztendlich miinden alle Wege in einer
Aktivierung von mTOR (Oudit, G. Y. et al.,, 2004), welche zu einer Steigerung der
Proteinsynthese, Hypertrophie sowie Proliferation fuhrt und somit nehmen IRS-Proteine
mitunter eine Schllsselposition in der Neointimabildung ein. Durch die Hemmung von mTOR
(Moses, J. W. et al., 2003) durch Rapamycin werden derzeit die besten klinischen
Ergebnisse bei der Vermeidung von Restenosen erzielt (Sousa, J. E. et al., 2001).

2°E_.Mausen

4.4.3. Die Auswirkungen einer Arteriendilatation in IRS-
Ausgehend von den obigen Uberlegungen und dem in der Literatur beschriebenen zeitlichen
Verlauf der Neointimabildung (Daniel, J. M. et al, 2010) wurde zundchst eine
Beobachtungszeit von 14 Tagen nach GefalBmanipulation festgelegt. Bei langerer
Beobachtung wére unter Umsténden ein vollstandiger Verschluss auch in den Kontrolltieren
zu erwarten gewesen. Damit ware eine verstarkte Neointimabildung in den Zieltieren nicht

erfasst worden. Anfanglich wurde mit einem Ballonkatheter die ACC dilatiert um eine im
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Wesentlichen durch Druck erzeugte Lasion zu erzielen; ein Vorgehen, das dem klinischen
Prozedere moglichst nahe ist.

Bei den Versuchen in vivo konnte bei allen operierten IRS-2°-Mausen keine
Neointimabildung nach 14 Tagen trotz Erstellung serieller Schnitte festgestellt werden. Die
operierte Arteria carotis communis lie sich zwar deutlich dilatiert darstellen im Gegensatz
zur Kontrollseite. Sie zeigte zudem eine Reaktion in Form von outward remodeling auf die
Operationstechnik — vergleichend mit dem outward remodeling einer sham-OP —, allerdings
zeigte sie keine Bildung von Neointima. Dagegen zeigten die CO°®-Mause neben der
Dilatation die Bildung einer schwach ausgepragten Neointima, wie es laut Literatur zu
erwarten war (Matter, C. et al., 2006). Um diesen Befund zu sichern wurde eine zweite Serie
Tiere operiert. Die ACC wurde mit einem Fuhrungsdraht, der eine starkere Verletzung der
Intima durch Reibung hervorruft als ein Ballonkatheter (Auskunft Olli Leppanen, Kuopio-
Finnland) dilatiert. Die Carotiden wurden 28 Tage nach Verletzung enthommen. Wiederum

2°€-Mausen, wahrend CO°E-Mause

fand sich keine relevante Neointimabildung in IRS-
deutlich Neointima aufwiesen.

Dieses Ergebnis widerspricht der anfanglichen, durch die verfligbare Literatur gestitzten
Annahme, das IRS-2-Signal fihre zu mehr Neointima. Es legt eher eine protektive Funktion
von IRS-2-Protein hinsichtlich der Restenosebildung der Maus in vivo nahe.

Unter den Bedingungen einer Insulinresistenz wird in der verfligbaren Literatur sowohl in
Tierversuchen als auch in Beobachtungen an Menschen durchgehend von einer vermehrten
Neointimabildung berichtet (Park, S. H. et al, 2001); (Kornowski, R. et al., 1997).
Versuchsanordnungen, in denen entweder Insulin bzw. IGF-1 verabreicht wurde oder die mit
genetischen Verdnderungen arbeiteten, kommen zu einander auf den ersten Blick
widersprechenden Ergebnissen: Sowohl eine Steigerung der Neointimabildung als auch ihre
Abschwachung werden berichtet (Niu, X. L. et al., 2007); (Resch, Z. T. et al., 2006); (Zhu, B.
et al.,, 2001); (Cittadini, A. et al., 2009); (Pu, Q et al., 2008); (Zhuang, D. et al., 2008);
(Foster, E. et al., 2006); (Jonas, M. et al., 2005); (Desouza, C. V. et al., 2006); (Shelton, J. et
al.,, 2003); (Park, S. H. et al., 2001). Diese Diskrepanz zwischen den Ergebnissen von
Projekten mit sehr &hnlichem Design konnte ein Hinweis darauf sein, das Insulin-/IGF1-
Signal nicht ein Risikofaktor, sondern nur ein Risikoindikator ist. Einen Hinweis darauf gibt
der Artikel von Kubota und Mitarbeitern. Die Neointimabildung war einerseits in IRS-1-KO-
Mausen, aber noch starker in IRS-2-KO-Mausen augmentiert. Alle getesteten Risikofaktoren,
namlich Blutdruck, Nuchternblutglukosespiegel, Nichterninsulinspiegel und Blutfette waren
in IRS-2-KO-Mausen starker als in IRS-1-KO-Mausen, jedoch im Vergleich zu den
Wildtypkontrollen in beiden erhght, wobei — wie in der vorliegenden Arbeit — nur ménnliche
Versuchstiere hinsichtlich der Neointimabildung untersucht wurden. Nicht beschrieben

wurden in dieser Arbeit Leptin- und Adiponectinspiegel. Der Leptinspiegel ist typischerweise
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in insulinresistenten Individuen erhéht (Lana, Al et al., 2014); (Trovati, M. et al., 2014), die in
Adipdsen beschriebene Leptinresistenz ist nur fiir das ZNS eindeutig gesichert (Benomar, Y.
et al., 2005). Umgekehrt gibt es ein einziges Modell des Metabolischen Syndroms, das eine
Insulinresistenz mit beinhaltet, in dem eine verminderte Neointimabildung beschrieben
wurde: Die db/db-Maus, welche homozygot eine Spontanmutation des Leptinrezeptorgens
tragt — und damit keine funktionellen Leptinrezeptoren bilden kann (Stephenson, K. et al.,
2003). Der Leptinrezeptor in seinen diversen Unterformen gehort zu den Cytokinrezeptoren.
Er aktiviert unter anderem die Tyrosinkinase JAK-2, welche einerseits IRS-2 und
andererseits STAT-3 phosphoryliert (Szanto, I. et al., 2000). Der JAK-STAT-Sighalweg
wurde mit Neointimabildung in Verbindung gebracht; seine Unterbrechung verhinderte diese
(Seki, Y. et al.,, 2000). Die Bedeutung von STAT-3 ist nicht explizit untersucht worden.
Unterstellt man, dass eine STAT-3-Aktivierung einen notwendigen Schritt in der
Neointimaformation darstellt, dann konnte ein Exzess an IRS-2, wie er durch eine
Uberexpression mit einem sehr starken Promoter wie in der vorliegenden Arbeit erzeugt
wird, STAT-3 aus der Interaktion mit JAK-2 verdrangen. Damit ware ein Teil des fur die
Neointimabildung notwendigen Signalkomplexes ausgeschaltet. In insulinresistenten
Individuen liegt vermehrt Leptin vor, und die Leptinresistenz ist fiir periphere Gewebe nicht
gezeigt worden. Ferner moduliert das Leptin- das Insulinsignal (Cohen, B1 et al., 1996);
(Kellerer, M1 et al., 1997). Deshalb erscheint es als mdglich, dass das Leptinsignal, welches
in den Veroffentlichungen zur Neointimabildung unter Insulinresistenz, Insulin- oder IGF-1-
Einwirkung nicht untersucht wurde, die eigentliche treibende Kraft hinter der unter den
Bedingungen einer Insulinresistenz vermehrten Neointimabildung ist.

Die Assoziation von kardiovaskularen Erkrankungen und erniedrigten Adiponectinspiegeln in
Patienten mit einem Diabetes mellitus ist kirzlich in einer Metaanalyse etabliert worden (Wu,
Z1 et al., 2013). Adiponectin wird von Fettzellen sezerniert und verbessert die
Insulinsensivitdt. Die 2 Adiponectinrezeptoren bilden wohl eine eigene Rezeptorklasse
(Kadowaki, T1 et al, 2005), da sie zwar wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 7
Transmembrandoméanen besitzen, sich jedoch anders als diese mit dem N-Terminus nach
Intrazellular orientieren. Adiponectinrezeptoren aktivieren unter anderem die AMPK, und
Adiponectin kann in VSMC das mTORC-1-Signal unterdriicken (Ding, M. et al., 2011), eine
physiologische Abmilderung der Neointimabildung durch Adiponectin bzw. eine vermehrte
Neointimabildung bei Fehlen dieser Hemmung sind zumindest denkbar.

Von den zitierten Arbeiten, die sich nicht in erster Linie mit den Auswirkungen einer
Insulinresistenz auf das GefaRsystem befassen, haben nur drei diese experimentell
dokumentiert: In der Arbeit von Chiang (Chiang, S. et al., 2013), die sich mit einer lokalen
Insulinapplikation um eine dilatierte Arterie befasst, ist diese protektiv, wéhrend keine

Veranderungen der systemischen Insulin- und Glukosespiegel dokumentiert werden
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konnten. In der Arbeit von Foster (Foster, E. et al.,, 2006) wirkte sich eine systemische
Hyperinsulinamie bei gleichbleibenden Glukosespiegeln, die einem erhohten HOMA-Index
und damit einer Insulinresistenz zuzuordnen sind, neointimafdrdernd aus. Dem scheint die
Arbeit von Niu (Niu, X. L. et al., 2007) zu widersprechen. In ihr wurde ein Knockout von
leukocyte antigen-related (LAR) protein, einem Inhibitor des Insulin- bzw. IGF-1-Rezeptors,
untersucht. Hier wurde eine verbesserte Insulin- und IGF-1-Sensitivitat in LAR-KO-Tieren
dokumentiert. Diese aber bildeten mehr Neointima aus als die Wildtyptiere. Der
Leptinsignalweg, im Besonderen STAT-3, wurden nicht untersucht. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass LAR auch den Leptinrezeptor inhibiert, womit in den LAR-KO-Tieren
auch ein verstarktes Leptinsignal vorliegen wiirde. Diese Uberlegungen harren jedoch einer
umfassenden experimentellen Klarung, die den Rahmen dieser Untersuchung sprengen

wirde.

4.5. Die Diskrepanz zwischen den in vivo und den in vitro Befunden

— mogliche Erklarungen

IRS-2 aktiviert den PI3-Kinase-Weg und fordert damit die Proliferation der isolierten glatten
Gefamuskelzellen. Der PI3-Kinase-Weg (und der MAPK-Signalweg) reguliert ebenso die
Migration und wirkt antiapoptotisch, so dass die Ergebnisse der in vitro Versuche an
isolierten VSMC die Befunde in vivo nicht erklaren.

Vantler et al. (Vantler, M. et al., 2005) zeigten, dass PI3Kalpha in VSMC die Proliferation, die
Migration sowie das Zelliberleben fordert. Ausschlaggebend fir die Neointimabildung ist
unter anderem die Migration der glatten GefalBmuskelzellen aus der Media in die Neointima
der Arterienwand. Huang et al. (Huang, J. et al., 2002) konnten zeigen, dass eine
Uberexpression von PTEN die Migration von VSMC inhibiert. PTEN (phosphatase and tensin
homolog deleted on chromosom 10) ist eine PI-3-Phosphatase, die die fettléslichen Produkte
der PI1-3-Kinase hydrolysiert und somit abbaut. Hier ist der komplette PI-3-Kinase-Weg durch
die Uberexpression von PTEN gehemmt. Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass es
bei einer Aktivierung des PI3K/AKT Signalweges in verschiedenen Zelltypen zu einer
Hemmung der Apoptose kommt (Khwaja, A. et al., 1997); (Kennedy, S. G. et al., 1997);
(Datta, K. et al., 1996); (Kulik, G. et al., 1997). Nicht verotffentlichte Daten unserer
Arbeitsgruppe legen jedoch nahe, dass beide Mechanismen fir die Erklarung der

verminderten Neointimabildung in IRS-2°F

-Méausen wohl keine Bedeutung haben.

Die in der Literatur zu findenden Ergebnisse bzgl. Migration sind nicht eindeutig: Einerseits
wird eine Verstarkung der Migration durch hohe Insulinkonzentrationen beschrieben,
andererseits soll eine Insulinresistenz oder ein Ausfall des Insulinsignals die Migration von

VSMC ebenfalls férdern (Lightell, D. J. Jr. et al., 2010); (Cersosimo, E. et al., 2014); (Abhijit,
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S. et al,, 2013); Yang, M. et al., 2005). IGF-1 seinerseits induziert Migration in VSMC (Meng,
D. et al, 2008); (Radhakrishnan, Y. et al., 2008). Die einzige Arbeit, die IRS-2 im
Zusammenhang mit der Migration von VSMC uberhaupt untersucht hat, beschreibt keinen
Zusammenhang von IRS-2 und IGF-1-induzierter Migration (Duan, C. et al., 2000). Eine
Untersuchung der Wirkung von IRS-Proteinen auf die Migration von VSMC ist nicht
verotffentlicht. Allerdings wurden sowohl IRS-1 als auch IRS-2 mit der Verstarkung der
Migration von Karzinomzellen in Verbindung gebracht (White, S. R. et al.,, 2009); (de
Blaquiére, G. E. et al., 2009); (Ibrahim, Y. H. et al., 2008); (Jackson, J. G. et al., 2001);
(zhang, X. et al., 2005). Unveroffentlichte Daten von Andreas Markl zeigen, dass unter allen
von ihm getesteten Bedingungen IRS-2°5-VSMC eine Migrationsrate aufwiesen, die
mindestens der der CO°-VSMC entsprach oder héher lag. Damit erscheint eine verminderte
Migration von VSMC in IRS-2°5-Mé&usen als Erklarung fiir die geringere Neointimabildung als
wenig wahrscheinlich.

Die IRS-2°®-Maus zeigt keine mit den gewahlten Methoden fassbaren metabolischen
Veranderungen, allerdings kénnen auch hier unspezifische Effekte durch die Uberexpression
des Proteins auftreten. Proteine haben in Zellen meist eine besondere Lokalisation, die tber
die raumliche Néhe zu moglichen Interaktionspartnern die biologische Funktion mitbestimmt
(subzellulare Kompartimentierung). Die starke Uberexpression konnte die Verteilung von
IRS-2 Uber die physiologischen subzellularen Raume hinaus ausdehnen und somit artifiziell
bedingte Interaktionen mit sonst nicht involvierten Bindungspartnern erzeugen (Kriauciunas,
K. M. et al., 2000). Des Weiteren provozieren starke Signale Kompensationsmechanismen,
die nicht erfasst werden. Hier wére in erster Linie an die Expression von Phosphatasen wie
PTP1b und SHP-2 zu denken, die das Insulin-/IGF-1-Signal unterdriicken kénnen (Hayashi,
K. et al., 2004); (Goldstein, B. J. et al., 1998). Ein Cre-bedingter Phénotyp erklart die durch
IRS-2 Uberexpression verminderte Neointimabildung nicht, da nach 28 Tagen die
Kontrollmause (CO°E-Mause), die Cre exprimieren, Neointima entwickelten.

Nicht nur in vivo kdnnen unspezifische Effekte auftreten. Auch isolierte VSMC koénnen sich in
vitro verandern, da in der Regel isolierte VSMC aus Mausen mehrere Passagen bendétigen,
um eine genlgende Zellanzahl fir Versuche zu erreichen. In vitro stellen sich die
Bedingungen fur Wachstum und Proliferation anders dar als in vivo. Der Glukosespiegel im
Nahrmedium ist mit 4 g/l hoch gegeniber den in vivo als gesund angesehenen 1 g/l (100
mg/dl). FCS ist ein Mix aus nicht definierten, von Kalbern stammenden Faktoren. Lokal
gebildete Wachstumsfaktoren — im Falle von Neointima u.a. PDGF - oder
Entzindungsmediatoren werden nicht zusatzlich dem Nahrmedium beigeflgt. Auch fehlen
mechanische Reize wie der durch den Blutfluss hervorgerufene Scherstress oder die
Dehnung des Pulses. Ebenso fehlt die Interaktion mit anderen Zelltypen (Makrophagen,
Fibroblasten) wie es in vivo der Fall wéare (Tomasek, J. J. et al., 2002).
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Die Interaktion der verschiedenen Zellen in einem Organismus, die in vitro durch die
Monokultur nicht gegeben ist, nimmt in diesem Fall eine Schlisselrolle ein. Im
Zusammenhang mit der Neointimabildung ist hierbei sehr wenig bekannt. Neben den VSMC
existieren im Organismus weitere Zellen, unter anderem Blutzellen, zu denen die Monozyten
gehdren, die durch die Inflammation bestimmte Chemokine freisetzen, die wiederum mit den
VSMC interagieren (Li, X. D. et al., 2012). Es gibt Publikationen, die eine besondere Rolle
den Monozyten zusprechen, weil ihre Auswanderung aus der Zirkulation durch die
Endothelschicht in die Intima als erster Schritt zur Bildung von Schaumzellen notwendig ist
und damit den Boden fir einen atherosklerotischen Plaque bereitet (Glass, C. K. et al,,
2001); (Hansson, G. K. et al., 2006). Inwieweit dies auch fur die Neointimabildung in Frage
kommt, ist nicht bekannt. In Tiermodellen ist es dabei gelungen zu zeigen, dass Chemokine
wie GRO- (MCP-1) bzw. ihre Rezeptoren auf der Oberflache von Monozyten entscheidend
an der GefaRinfiltration beteiligt sind (Boring, L. et al., 1998); (Boisvert, W. A. et al., 1998);
(Lu, B. et al., 1998) und ihre Blockierung atherosklerotische Lasionen vermindern kann.

Des Weiteren kommt es nach der Ballondilatation zu einer Inflammation im geschadigten
Gewebe und zur Ausschittung unter anderem von MCP-1 und/oder CXCL12, die
Progenitorzellen im Normalfall rekrutieren koénnen (Subramanian, P. et al., 2010).
Nachweislich konnten erhéhte Werte von Chemokinen in den arteriellen Zellen wéhrend des
Remodelings gemessen werden. Die Hemmung der Entzindungsreaktion kann die
Neointimabildung unterdriicken. Dies flhrt zur Rekrutierung von Leukozyten an die
Endotheldenudation (Raines, E. W. et al., 2005). Ebenfalls entscheidend fur die Inflammation
ist die Akkumulation von Leukozytenarten an den Ort einer Entzindung oder Verletzung.
Dafiir sind die Prozesse der Adhasion an das Endothel und der nachfolgende Schritt der
Transmigration unabdingbar. Viele unterschiedliche Signalmolekile sind an diesem
mehrstufigen Vorgang der Zelladhésionskaskade beteiligt. Die Uberproduktion von IRS-2-
Protein konnte Einfluss auf die Wirkungsweise der Chemokine haben, und es koénnte zur
Hemmung der Rekrutierung von Progenitorzellen kommen. Eine entziindungshemmende
Wirkung von Insulin ist im Rahmen von Myokardinfarkten gezeigt worden (Chaudhuri, A. et
al., 2004 ).
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Progressive Aktivierung

Chenwkine - 2
Integrine I

Abb. 49: Die Zelladh&asionskaskade
(modifiziert nach K. Ley in A Web-Based Research Tool for Functional Genomics of the
Microcirculation: The Leukocyte Adhesion Cascade Microcirculation 1999)

4.6. Die mogliche klinische Relevanz

In dieser Arbeit war eine Verstarkung des Insulinsignals in VSMC durch die Uberexpression
von IRS-2 mit einer Unterdriickung der Neointimaformation nach Dilatation der ACC in der
Maus verknipft. Patienten mit einer Insulinresistenz entwickeln mit tGberdurchschnittlicher
Haufigkeit eine Restenose nach Ballondilatation (Piatti, P. M. et al., 2013) und zeigen auch
ohne weiteren Ausloser ein Remodeling der Arterien (Rizzoni, D. et al., 2001). Typ-2-
Diabetiker haben ein erhohtes Risiko, eine Restenose nach einer Ballondilatation bzw. einer
Stentimplantation zu entwickeln (Kornowski, R. et al.,, 1997); (Kip, K. E. et al.,, 1996);
(Asakura, Y. et al.,, 1998). Die dahinterstehenden Mechanismen sind nicht klar; zumindest
ein Teil des Phanomens ist wohl durch das in Diabetikern in der Regel starker ausgepragte
kardiovaskulare Risikoprofil, zu dem Dyslipidamie und eine arterielle Hypertonie gehdéren, zu
erklaren. Ob es dartber hinaus Faktoren gibt, wird derzeit diskutiert; ein Ergebnis ist nicht
abzusehen.

Metformin, das eine Insulinresistenz verbessert, ist ein bewahrtes Antidiabetikum bei einem
nicht insulinpflichtigen Diabetes. Metformin und Thiazolidinedione, die beide eine

Insulinresistenz bessern, vermindern klinisch die Restenoseraten nach
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Koronarinterventionen. Metformin verringert die Neointimabildung in insulinresistenten
Ratten (Lu, J. et al.,, 2013). Metformin vermindert die bei Typ-2-Diabetikern auftretende
Wandverdickung der Arteria carotis communis (ACC) (Matsumoto, K. et al., 2003). Die BARI
2D investigators zeigten die protektive Wirkung von Metformin in Bezug auf kardiovaskulare
Risikofaktoren (Sobel, B. E. et al.,, 2011). Machado und Mitarbeiter demonstrieren die
positiven Effekte von Metformin auf die ACC (Machado, H. A. et al., 2012) im Vergleich zu
Glimepirid. Beide Therapieformen erzielten eine Absenkung des Blutzuckerspiegels und
weitere Verbesserungen des kardiovaskularen Risikoprofils in @hnlichem Ausmal3.

Auch die United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) zeigt eine Senkung des
kardiovaskularen Risikos durch Metformin (UKPDS — United Kingdom Prospective Diabetes
Study 2008). Ein Risikofaktor, der unter Metformintherapie verringert wurde, war das
remnant lipoprotein cholesterol. Alle anderen getesteten Risikofaktoren zeigten keine
Verbesserung (Abbasi, F. et al., 2004). Die Arbeit von Matsumoto et al. beschreibt eine
direkte Wirkung von Metformin auf die Arterien von OLETF-Ratten (Otsuka Long-Evans
Tokushima fatty rats), einem Modell fiir Typ-2-Diabetes (Matsumoto, T. et al., 2008), ex vivo.
Unter akuter Stimulation mit Metformin waren die Unterschiede, die Arterien von OLETF-
Ratten im Vergleich zu denen von nicht-diabetischen Kontrollratten in Kontraktionsstudien
aufwiesen, normalisiert. Die Gruppe schreibt die von ihr gefundenen Metforminwirkungen auf
Arterien dem Endothel zu, flihrte aber alle Experimente mit Proben aus, die auch die Media
der Arterien und damit VSMC enthielten.

Die protektive Wirkung von Metformin kann der Aktivierung der AMP-aktivierten
Proteinkinase (AMPK) zugeschrieben werden. Allerdings senken auch chirurgische Eingriffe,
die eine verminderte Nahrungsaufnahme und damit Kérpergewichtsreduktion zum Ziel haben
(,bariatric surgery“), das kardiovaskulare Risiko der so behandelten insulinresistenten
Patienten (Ruderman, N. B. et al., 2013). Bariatric surgery verbessert eine Insulinresistenz
(Castagneto, M. et al., 2012).

Nicht nur metabolische Veranderungen fihren zu einer Verstarkung des Restenose-Risikos.
Auch auf Molekularebene filhrt eine Hemmung des m-TOR-Pathways als Teil des PI3-
Kinaseweges zu einer Verminderung der Restenoserate. Durch die Hemmung von m-TOR
kann es nicht mehr zu einer Phosphorylierung der p70S6 Kinase kommen, dessen
Aktivierung proliferative Wirkung zeigt. Ebenso tragt eine erhdhte Apoptose in medialen
Zellen, z.B. nach GefaRRverletzung, zur Bildung einer inflammatorischen und
proliferatorischen Gefalireaktion bei. Eine erhthte Apoptoserate in glatten Muskelzellen nach
Gefalverletzung wurde bereits nachgewiesen (Sata, M. et al., 2000); (Zernecke, A. et al.,
2005). Die Aktivierung des mTORC1-Komplexes ist nicht nur an der Regulation von
proliferativen Prozessen beteiligt, sie steuert auch die Apoptose von vaskuléaren Zellen. Eine

Hemmung des mTORCL1-Signaltransduktiosweges durch Rapamycin reduziert signifikant die
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Apoptoseaktivierung in glatten Muskelzellen (Zohinhofer, D. et al., 2004). AuRerdem zeigen
kurzlich verdffentlichte Daten aus einem Mausmodell, dass die Blockierung des mTORC1-
Signalweges durch ein anderes Rapamycin-Analog, Everolimus, nicht nur in einer
Verminderung der intimalen Hyperplasie resultiert, sondern auch signifikant die Apoptose
von intimalen Zellen verhindert (NtUhrenberg, T. G. et al., 2007).

Da mTORC-1 vom Insulin-/IGF-1-Signal und abhangig von AKT und ERK aktiviert wird, die
beide wie gezeigt in IRS-2-Uberexprimierenden VSMC vermehrt aktiv sind, kann
angenommen werden, dass zumindest dieser Teil des Insulin-/IGF-1-Signals eine
neointimaverstarkende Wirkung hat. Das IRS-2-Signal jedoch reguliert nicht nur mTORC1,
sondern eine Vielzahl an Signalwegen. Da das IRS-2-Signal insgesamt offensichtlich eine
protektive Wirkung gegeniiber einer Neointimabildung aufweist, jedoch die Hemmung von
MTORC1 diese ebenfalls vermindert, erscheint mTORC1 als lediglich ein Zweig des Insulin-
/IGF-1-Signals. Neben dem gut untersuchten und die Neointimabildung fordernden
MTORC1-Signal muss der IRS-2-Weg also Uber weitere, unter Umstdnden noch nicht

bekannte Verzweigungen verfligen, die die Neointimabildung unterdriicken kénnen.

Die zitierten Verotffentlichungen legen, zusammen mit den in dieser Arbeit erzielten
Ergebnissen, den Schluss nahe, dass die Insulinresistenz per se das grundlegende Problem
darstellt, das betroffene Patienten das Risiko, an Herz-Kreislauferkrankungen zu leiden und
zu sterben, erhoht. Damit wéare die Insulinresistenz nicht mehr als ein reines
Stoffwechselphdanomen anzusehen, sondern als eine Stérung, welche in die Regulation
grundlegender zellularer (wie z.B. der Proliferation) oder zelltypspezifischer Funktionen
eingreift. In vitro wurde an isolierten VSMC gezeigt, dass Insulin sowohl den Phéanotyp
(gemessen an smooth muscle cell actin Expression) als auch die Migration beeinflusst
(Wang, C. C. et al., 2003). Dieses Konzept gibt es bereits in anderem Zusammenhang,
namlich bei der Assoziation von Insulinresistenz und Erkrankungen des Zentralen
Nervensystems wie der Alzheimer'schen Erkrankung (Zemva, J. et al., 2011); (Talbot, K. et
al.,, 2012). Insulin férdert die Phosphorylierung des Tau-Proteins (Freude, S. et al., 2005)
wahrend IGF-1 den Amyloid-B-Stoffwechsel mitreguliert (Cohen, E. et al., 2009). — Befunde,
die die Bedeutung der Insulin-/IGF-1-Signale jenseits der Stoffwechselkontrolle

unterstreichen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen vor allem in Zusammenschau mit den Befunden, die
Kubota et al. (Kubota, T. et al., 2003) erhoben haben, eine protektive Rolle von IRS-2-
Protein im Rahmen der Neointimabildung in glatten Gefal3muskelzellen. Der Mechanismus
muss derzeit offen bleiben. Er Iasst sich in der Zellkultur unter Standardbedingungen nicht
erfassen, sondern besteht wohl in einem Zusammenspiel verschiedener Zelltypen. Da
unterschiedliche  Veroffentlichungen unter der Verwendung von verschiedenen
experimentellen Protokollen teils eine neointimafdrdernde, teils eine neointimahemmende
Wirkung (Sedding, D. G. et al, 2009) des Insulin-/IGF-1-Signaltransduktionsweges
beschreiben, ist ein komplexes Geschehen anzunehmen. Die Arbeit soll einen Beitrag zu
dessen Aufklarung dadurch leisten, dass die Bedeutung des Insulin-/IGF-1-Signalweges in

glatten GefalBmuskelzellen gezeigt werden konnte.

87



ZUSAMMENFASSUNG

5. Zusammenfassung

Die Restenose ist eine der haufigsten Komplikationen nach einer perkutanen transluminalen
Angioplastie (PTA). Vor allem Diabetes mellitus Patienten leiden an einem erhthten Risiko
an einer Restenose zu erkranken. Dabei ist nicht klar, inwieweit ein zumindest intermittierend
auftretendes verstarktes Insulin-/IGF-1-Signal pathophysiologisch bedeutsam ist. Da IRS-
Proteine sowohl den PI3K-Weg als auch den MAPK-Weg aktivieren und beide Wege in eine
Aktivierung von mTOR miinden, stellen IRS-Proteine mdglicherweise eine Schlusselrolle in
der Pathogenese der Restenosebildung dar. Deswegen wurde eine Maus generiert, die in
glatten GefaRmuskelzellen eine Uberexpression von IRS-2-Protein zeigte, indem eine Maus
mit einem IRS-2-Transgen und einer vorangehenden loxP-flankierten Stopkassette und eine
Maus, die die Cre-Rekombinase unter dem SM22-Promoter exprimiert, gekreuzt wurden.
Eine basal verstarkte Insulin-/IGF-1-Signaltransduktion konnte sowohl in Aorten als auch in

isolierten glatten GefalRmuskelzellen gezeigt werden.

Phanotypisch entwickelten sich die IRS-2-Uberexprimierenden Mause bis auf eine
Vergrof3erung des Herzens, die durch die dort promoterbedingt ebenfalls auftretende IRS-2-
Uberexpression erklart werden kann, wie die Kontrolltiere. Insbesondere der histologische
Aufbau der Arterien und die Glukose- bzw. Insulintoleranztests zeigten keine Auffalligkeiten.
Durch eine Ballondilatation wurde ein arterielles Remodeling in der Arteria carotis communis
induziert. Die Starke der Neointimabildung wurde durch serielle histologische Schnitte
ausgewertet und konnte in den CO®°t-Mausen deutlich dargestellt werden. Die IRS-2°F-
Mause zeigten allerdings keine Neointimabildung trotz sichtbarer Dilatation des GefalRes. In
vitro proliferierten IRS-2-lUberexprimierende isolierte glatte GefaBmuskelzellen schneller als
die entsprechenden Kontrollzellen, sowohl IRS-1-Knock-out- als auch IRS-2-Knock-out-
Zellen, diese jedoch langsamer. Da laut verfiigbarer Literatur Proliferation, Migration und
Zelliberleben durch den PI3-Kinase Signalweg gleichsinnig reguliert werden, muss
angenommen werden, dass die Zellkultur die Situation in vivo nur sehr eingeschrénkt

darstellen kann.

Die Uberexpression von IRS-2-Protein in glatten GefaRmuskelzellen schiitzt vor der Bildung
einer Neointima. Der Mechanismus ist am ehesten im Zusammenspiel verschiedener
Zelltypen zu sehen, wie z.B. der in diesem Rahmen vorkommenden Entziindungsreaktion,

und bedarf weiterer Klarung anhand neuer experimenteller Modelle.
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6. SUMMARY

Restenosis is a major complication after percutaneous transluminal angioplasty (PTA).
Diabetes mellitus patients in particular have an increased risk of developing restenosis. It is
not clear how a least intermittently reinforced Insulin-/IGF-1-signaling is pathophysiologically
significant. Since IRS proteins activate both the PI3K pathway and the MAPK pathway and o
both ways result in the activation of mMTOR, IRS proteins potentially represent a key role in
the pathogenesis of restenosis formation. Therefore a mouse with a vascular smooth muscle
cell-specific overexpression of IRS-2 was created by crossing a mouse with an IRS-2
transgene and a preceding loxP flanked stop cassette with a mouse that expresses the Cre
recombinase under the SM22 promoter. An increased basal Insulin-/IGF-1-signal was shown

in aortic and isolated vascular smooth muscle cells.

Phenotypically the IRS-2-overexpressing mice developed similar to the control animals,
except for an enlargement of the heart, which can be explained by the promoter that is
reportedly active in smooth muscle cells and cardiomyocytes. In particular, the histological
structure of the arteries and the glucose and insulin tolerance tests showed no abnormalities.
An arterial remodeling in the common carotid artery was induced by balloon dilatation. The
thickness of neointima formation was evaluated by serial histological sections and could be
clearly shown in the CO°E mice. The IRS-2°E mice showed, however, no neointima despite
visible dilatation of the vessel. IRS-2-overexpressing isolated vascular smooth muscle cells
proliferated faster in vitro than the corresponding control cells, but both IRS-1-knockout as
well as IRS-2-knockout cells proliferated slower. According to the literature, proliferation,
migration and cell survival are regulated by the PI3-kinase pathway concordantly, it must be
assumed that monocultures of isolated smooth muscle cells may not reflect the in vivo

situation.

Overexpression of IRS-2 in vascular smooth muscle cells protects against the formation of a
neointima. The mechanism lies most likely in the interaction of different cell types, such as
the inflammatory reaction occurring in this context, and requires further clarification on the

basis of new experimental models.
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