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1 Einleitung

Vaskuloproliferative Erkrankungen, wie die Atherosklerose und die
Restenose nach Ballonangioplastie sind Hauptursache fiir die Entstehung
des Herzinfarktes und anderer Erkrankungen des kardio- und
zerebrovaskuldren Systems. Dabei beginnt die Atherosklerose bereits im
Jugendalter' und ist so stark, wie wenige andere Erkrankungen, durch die
Lebensgewohnheiten der betroffenen Personen beeinflusst’.
Vaskuloproliferative Erkrankungen stellen mit einem Anteil von {iber
50% an der Gesamtmortalitit (zerebrovaskuldre Ereignisse 14,3%,
periphere GefdBBverschliisse 17,5% und kardiale Ereignisse 18,1%)
immer noch die Haupttodesursache in der westlichen Welt dar. Etwa 1,5
Millionen Bundesbiirger haben chronische Arterienverschliisse. Das
spiegelt sich im Ergebnis mehrerer groBangelegter Studien zum Herz-
Kreislauf-System, wie zum Beispiel der "MONItoring Trends and
Determinants in Cardiovascular Disease"- (MONICA-) Studie der
Weltgesundheitsbehorde (WHO) wieder”.

1.1 Atherosklerose

Im Laufe der Zeit hat sich das Verstindnis fiir den Begriff der
Atherosklerose als Gefillerkrankung stark weiterentwickelt. Wurde sie
am Anfang fiir eine blande Lipid-Speicherkrankheit gehalten, so
verstehen wir die Atherosklerose heute als vielschichtige Erkrankung mit
einer groen Verflechtung entziindlicher, inter-, intra- und extrazellulirer
molekularer Mechanismen™®.

Initialer Ausloser der Atherosklerose ist wahrscheinlich eine
Endothelzellldsion, die durch einen atherogenen Stimulus, das heif3t
einen dauerhaften Reiz, mechanischer oder chemischer Art, verursacht
wird. Der auslosende Reiz ist zum Beispiel eine verstirkte Druck- oder
Dehnungsbelastung des Endothels” ® bei einem arteriellen Hypertonus
oder eine persistierende Hyperglykdmie mit konsekutiver Glykosilierung
von Eiweillen auf der Zellmembran, im Rahmen eines Diabetes

mellitus® > '

. Weiterhin bekannt als atherogene Risikofaktoren sind der
Tabakrauch, die Hypercholesterindmie, die stammbetonte Adipositas und

der Bewegungsmangel.



Durch die entstechenden Verinderungen am Endothel, kommt es zu
dessen Dysfunktion und der Hochregulierung und Ausbildung von
bestimmten Adhésivrezeptoren an der Zelloberfliche (z.B. ICAM-I,
VCAM-1)*. Das Endothel wird zunehmend fiir im Blut befindliche
Zellen und Molekiile, wie zum Beispiel fiir oxidiertes LDL, durchléssig.
Durch die strukturellen Verdanderungen der Endothelzellen gerdt sowohl
die Balance zwischen der Ausschiittung vasodilatativer und
vasokonstriktorischer, als auch die zwischen der Freisetzung pro- und
antikoagulatorischer ~ Substanzen  durcheinander''.  Endothelzellen
schiitten zudem chemotaktische Substanzen, sowie Zytokine aus. Diese
fiihren zur Aktivierung von zirkulierenden Leukozyten (Monozyten) und
vaskuldren Vorlduferzellen (Progenitorzellen) aus der Blutbahn, die an
das Endothel adhirieren und es per Diapedese durchwandern
(Chemoattraktion)®.

Angeregt durch chemotaktische Stoffe (z.B. M-CSF) akkumulieren T-
Lymphozyten (CD8+) und Monozyten (CD4+). Letztere differenzieren
sich zu Makrophagen. Beide Zellen konnen sich gegenseitig stimulieren
und produzieren und sezernieren Wachstums- und Entziindungsfaktoren
(z.B. IFy, TNFB und MCP-1). Die Stimulation geschieht auf parakrinem

- 2,7, 12
und autokrinem Wege™ "

. Zum anderen werden Makrophagen durch
die Aufnahme von LDL zur Produktion und Freisetzung von Zytokinen
angeregt, die wiederum fiir die Expression von Adhéisionsmolekiilen auf
deren Oberfliche verantwortlich sind. Die von den Monozyten
sezernierten Mediatorsubstanzen’ fithren im Weiteren zur Einwanderung
und Proliferation von vaskuldren, glatten GefaBmuskelzellen (VSMC)
aus der Media und der Adventitia, sowie zur Akkumulation von
zirkulierenden VSMC-Progenitorzellen>"°, die zusammen mit den
mononukledren Zellen im subendothelialen Bereich der Gefaflintima
akkumulieren. Durch die mononukledren Zellen kommt es zu einer
chronischen Entziindungsreaktion, deren Bedeutung bei der Entstehung
der Atherosklerose in neueren Studien zunehmend unterstrichen

gr4s

wir . Mononukleére Zellen stellen somit einen Hauptmediator fiir die

Entstehung der Atherosklerose dar.



In Folge der Aufnahme von oxidertem low density lipoprotein (LDL)
entwickeln sich eingewanderte Makrophagen zu so genannten
Schaumzellen, die sich in den Intimaldsionen in grofer Zahl ansammeln
konnen. Es entstehen fettige Streifen und Degenerationen, in denen sich
lipidgefiillte Makrophagen und T-Lymphozyten befinden®. Durch das
Ausschiitten von Wachstumsfaktoren und Zytokinen kommt es im
weiteren Verlauf zu Umbauprozessen in der GefiBwand, wobei
eingewanderte Muskelzellen mit der Bildung einer bindegewebigen,
extrazelluliren Matrix (ECM) beginnen und selbst Wachstumsfaktoren
(PDGF, M-CSF, IGF-1 usw.) sezernieren'®. Diese Muskelzellen
unterscheiden sich von den so genannten kontraktilen, ortsstindigen
SMC der Media zum einen durch einen groferen Zellkorper, der
vermehrt sekretorische und synthetisierende Organellen enthdlt. Zum
anderen exprimieren sie vermehrt Integrine auf ihrer Oberfldche, die sie
sensibler fiir chemotaktische Reize machen'> ",

Mit weiterem Fortschreiten der Atherosklerose wandern mehr und mehr
glatte GefaBmuskelzellen in die Intima ein und produzieren, angeregt
durch  Wachstums- und  Entziindungsfaktoren,  extrazellulédre
Matrixproteine, wie Kollagenfibrillen und Proteoglykane. Letztendlich
kommt es zur Ausbildung einer dichten Kappe aus fibrosem
Bindegewebe, die die atherosklerotischen Lasionen umhiillt und ihnen, je
nach ihrer Dicke, Stabilitiit verleiht’.

Durch den chronisch entziindlichen Reiz sezernieren vor allem
Makrophagen proteolytische Enzyme, die die stabilisierende Deckkappe
ausdiinnen und zu Nekrosen innerhalb des Gewebes fithren konnen. Ist
die fibrose Deckkappe diinn, was hiufig an den seitlichen Begrenzungen
der Plaques, den so genannten Schultern vorkommt, besteht durch
rheologische Krifte die Gefahr eines Intimaeinrisses” °. An den nicht mit
Endothelzellen bedeckten Rissstellen adhirieren Thrombozyten, die
einen gefdhrlichen, das Gefdll obliterierenden, Thrombus bilden
kénnen'®. Die entstechenden Plaques konnen kalzifizieren und

exulzerieren.



Im nunmehr instabilen Gewebe entstehen groBere Einrisse der Intima,
weitere Thromben lagern sich an und engen das Gefdll durch
fortdauernde Umbauprozesse der Arterienwand ein. Die Umbauprozesse
werden als Remodeling des Gefifies bezeichnet'”.

Zusammengefasst entsteht, urspriinglich ausgelost durch einen
dauerhaften atherogenen Reiz, ein fortlaufender, sich immer
wiederholender Kreislauf von Zellattraktion, -migration, -akkumulation
und —proliferation, Freisetzung von Mediatorsubstanzen und Bildung von
extrazelluldirer =~ Matrix, mit der Folge eines chronischen
Entziindungsprozesses, der das Gefdil immer mehr verengt und

letztendlich verschlie3t, wenn dieser Kreislauf nicht durchbrochen wird.

Abbildung 1 nach Michael J. Davies, MD

Die Abbildung =zeigt zwei Stadien der Entstehung einer intraarteriellen

Thrombose eines atherosklerotisch veranderten Gefalkes. 1. Ausdiinnung der
fibrésen Deckkappe (schwarzer Pfeil). 2. Einriss des Endothels (Plaqueruptur)
mit konsekutiver Thrombogenitadt der GefalRwand durch die freiliegende

atherosklerotische Fettschicht (weilBer Pfeil).



1.2 Pravention und Stufentherapie der Atheroskler ose

Am Anfang der Atherosklerosetherapie stehen eine Reihe von
AllgemeinmaBnahmen, wie die Gewichtsreduktion, eine mediterrane
Ernihrung, Raucharrest und kérperliche Bewegung?.

Diese mehr prophylaktischen, als Lebensstilinderung bezeichneten
MaBnahmen, zielen auf einen bewussteren Umgang mit der eigenen
Gesundheit und verlangen vom Patienten ein gewisses MaB an
Eigenverantwortung und Disziplin. Sie werden jedoch leider oft zu spét
oder gar nicht ergriffen.

Meist bleibt der Einsatz von Pharmaka nicht aus, sollte aber im besten
Falle die oben erwidhnten AllgemeinmaBnahmen nur unterstiitzen. Die
gegenwirtigen medikamentdsen Strategien konzentrieren sich dabei auf
eine Reduktion von sich im Blut befindlichen, atherogenen Substanzen.
Zu hohe Cholesterinwerte werden zum Beispiel mit HMG-CoA-
Reduktase Hemmern (Statinen), zu hohe Blutdruckwerte mit -Blockern
bzw. ACE-Hemmern und zu hohe Blutzuckerwerte mit oralen,
blutzuckersenkenden Medikamenten oder Insulin behandelt.

22,2
>3 neben

Hierbei fillt auf, dass besonders ACE-Hemmer®' und Statine
thren eigentlichen Aufgaben, noch antiinflammatorische, pleiotrope
Effekte aufweisen, die deren antiatherogene Eigenschaften
unterstiitzen™>*,

Die FlieBeigenschaften des Blutes im Rahmen der Atherosklerose und
die Prognose nach akutem Koronarsyndrom, mit oder ohne
therapeutischer Koronarangioplastie, koénnen durch Inhibitoren der
Thrombozytenaggregation, wie zum Beispiel ASS* oder Clopidogrel®®
verbessert werden®’.

Ist die Atherosklerose und damit die Stenosierung der betroffenen
Arterien weit fortgeschritten, helfen die medikamentosen MaBnahmen
alleine nicht mehr, um den Blutfluss in den verengten Gefdflen aufrecht
zu erhalten. Hier kommen minimalinvasive Verfahren, wie die Perkutane
Transluminale (Koronar-) Angioplastie (PTA oder PTCA) mit oder ohne
Stentimplantation, zum Einsatz”®. Als Letztes steht die operative

Therapie, in Form einer chirurgischen Revaskularisation oder einer

Bypass-Operation.
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Abbildung 2 zeigt die aufeinander folgenden Stadien der Entstehung
atherosklerotischer Lasionen.

1.3 Pathophysiologie der Restenose

Invasive revaskularisierende MaBnahmen sind durch einen hohen
Prozentsatz von Wiederverschliissen des Dbetroffenen  Gefif3es
gekennzeichnet. Bei der perkutanen transluminalen Koronarangioplastie
(PTCA) sind die Moglichkeiten des Vorgehens (nur Ballonangioplastie
versus Ballonangioplastie mit Stenting) und der vom Verfahren
ausgehende Stimulus auf das Gefil und den Organismus

unterschiedlich?®.



Zum Beispiel persisitiert der Entziindungsreiz, der von einem Stent
ausgeht und ist nicht einmalig, wie bei alleiniger Ballonangioplastie des
GefiBes”. Die ablaufenden molekularen und zelluldren Prozesse, die
zum Wiederverschluss fiihren. sind jedoch sehr &hnlich.

Die Restenose kann man als eine (Uber-)Reaktion des Organismus auf
die mechanische Verletzung der Arterien, im Zuge des
Heilungsprozesses betrachten. Zwei wesentliche Faktoren tragen zur
Restenose bei: Die Neointimabildung und das GefaBremodeling® *'.

Die Restenose ist, wie die Atherosklerose, eine vaskuloproliferative
Erkrankung mit dem Unterschied, dass der Prozess, ausgelost durch die
mechanische Dehnung und Verletzung des Gefédfes, schneller ablduft als
bei der sich iiber Jahrzehnte entwickelnden Atherosklerose®.

Auslosende Faktoren der Restenose nach Ballonangioplastie sind die
Zerstorung des Endothels, das Eindriicken der Plaquestruktur und die
Dehnung des gesamten betroffenen Gefaflabschnittes.

Durch den Wegfall der intakten endothelialen Oberflache, kommt es zur
Anlagerung  von  aktivierten = Thrombozyten, die  verstérkt
Adhisionsmolekiile ~ (P-Selektine)  exprimieren®”.  Zirkulierende
Leukozyten adhdrieren im Sinne einer Entziindungsreaktion, iiber ihre
Oberflachenintegrine (z.B. Mac-1) an das entstandene Geflecht aus
Thrombozyten und Fibrin. Die Leukozyten migrieren, angelockt durch
einen chemotaktischen Gradienten durch das thrombotische Geflecht,
durchwandern das zerstorte Endothel, infiltrieren tiefere Schichten des
Gefilles und differenzieren sich hauptsidchlich zu Makrophagen. Der von
den eingewanderten mononukledren Zellen vermittelte
Entziindungsprozess ist entscheidend fiir den weiteren Verlauf der
Neointimabildung und damit den Grad der Restenose™ ****.

Alle bisher beteiligten Zellen setzten Zytokine frei. Dadurch migrieren
SMC aus der Media und Adventitia® in die Innenschicht des Geféfes
und proliferieren dort. Die entstehende Neointima besteht aus
ortsstindigen Makrophagen, den eingewanderten SMC und einer ECM,

die von letzteren synthetisiert wird.



Sata et al. und andere Forschungsgruppen konnten in verschiedenen
Studien zeigen, dass ein entscheidender Beitrag zur Bildung der
Neointima auch von zirkulierenden Vorlduferzellen (Progenitorzellen)
kommt, die an die geschddigte Intima adhérieren und sich zu glatten

1 . .
73637 Dags diese Prozesse beim

GefaBmuskelzellen differenzieren
Menschen und auch im Rahmen der Atherosklerose dhnlich ablaufen, ist
noch nicht bewiesen, aber ebenfalls wahrscheinlich®® *. Der Anteil
dieser Zellen an allen Zellen der Neointima betrigt in Tierversuchen bis

zu 50%*

1.4 Remodeling

Gefille unterliegen wie andere Gewebe dauernden Umbauprozessen. Der
gesunde Korper vermag durch seine Fahigkeit der Regeneration ein
Gleichgewicht von Zellen zur Aufrechterhaltung der Homdostase zu
schaffen. Im Falle von persistierenden Umbauprozessen sind Geféalle bis
zu einem gewissen Grade in der Lage, sich an die gednderte und
verdickte Intima anzupassen und den Blutfluss aufrecht zu erhalten®'.
Hierbei stehen sich Faktoren gegeniiber, die sich positiv auf das
Gefafllumen und damit den Durchfluss des Blutes auswirken (positives
Remodeling). Dazu zihlt die Apoptose von glatten GefdaBmuskelzellen in
Neointima und Media, sowie bis zu einem gewissen Grad, der durch
mononukledre  Zellen  verursachte proteolytische Abbau der
extrazelluldren Matrix. Die Apoptose fiihrt Zellen in den programmierten
Zelltod und verhindert eine zu starke Vermehrung des Gewebes**.
Dagegen storen Faktoren, wie der Aufbau extrazelluldrer Matrixproteine
und eine iiberméBige Proliferation und Migration von glatten
Gefalimuskelzellen, durch einen Wiedereintritt der Zellen in den
Zellzyklus, das Gleichgewicht (negatives Remodeling)". Solche durch
chronische Inflammation getriggerten Umbauprozesse finden im Rahmen
der Atherosklerose oder nach massiver mechanischer Verletzung durch
Ballonangioplastie (mit oder ohne Stenting) statt™*.

Letztendlich entsteht im fortgeschrittenen Verlauf von negativen
Remodelingprozessen eine Stenosierung des GefdBes, mit negativen

Folgen fiir die Aufrechterhaltung des Blutflusses im betroffenen Organ.



Lipid core

Procoaqgulant

Abbildung 3 zeigt die Entstehung und das Remodeling der fibrésen Deckkappe
atherosklerotischer Plaques. Der Aufbau der extrazellularen Matrix geschieht
durch Proteinsynthese glatter Gefalkmuskelzellen (rote Zelle), der Abbau durch
Sekretion von Proteinasen von Makrophagen (gelbe Zelle), die die fibrose
Deckkappe ausdinnen (Abb. nach Libby P., Circulation 1995; 91: 2844-2850).

1.5 Erfolgund Misserfolg revaskularisierender M al3nahmen

Wird das verengte Gefdll durch eine PTA bzw. PCTA, mittels eines in das
Gefil} eingefiihrten Katheterballons wieder revaskularisiert, so liegt die
primére Erfolgsquote zwar bei iiber 90%, es kommt aber gleichzeitig, in
Folge des Dehnungsreizes und der Verletzung der Arterie, zu
reflektorischen  GefdlBkontraktionen (Elastisches Recoil) und zur
Proliferation glatter Gefamuskelzellen. Innerhalb des ersten halben
Jahres nach Intervention, erfolgt so in 30-40% der Fille eine Restenose
des GefiBes*™*.

Das Elastische Recoil wird durch den Einsatz von Stents zwar verhindert,
jedoch ldsst sich damit noch nicht eine Adhision und Proliferation von
Zellen am Stent verhindern, die diesen in 20-30% der Fille wieder
verschlieBen (,in-stent Restenose)**. 20% der Patienten mit einer
Restenose eines dilatierten GefdBles, benédtigen letztlich eine
Bypassoperation.

Auch hier kommt es jdhrlich in 10-30% der Félle zu einem
Transplantatversagen aufgrund einer Stenosierung der verpflanzten
GefiBe'’” **. Nach Implantation eines vendsen Bypasses entsteht in 10-
20% der Fille eine Restenose. Nach 10 Jahren sind 50% aller vendsen

o . 4
Bypisse wieder verschlossen™.



Der Grund hierfiir liegt wohl in der mangelnden Adaptation der Venen an
das Hochdrucksystem, in dem sie einem viel hoheren Druck und
Dehnungsreiz ausgesetzt sind. Arterielle Bypdsse verschlieen deswegen
viel seltener und werden, falls moglich, bevorzugt als GefédBersatz
eingesetzt. Die genauen pathophysiologischen Zusammenhéinge sind

jedoch noch weitgehend ungeklart.

1.6 Strategien zur Verhinderung der Restenose

Die Forschung hat im Laufe der Zeit zahlreiche Strategien entwickelt, um
die Restenose nach Gefillverletzung zu minimieren oder gar zu
verhindern. Es wurden MaBnahmen eingesetzt, die den Entzlindungsreiz

unterdriicken oder eine bessere Reendothelialisierung fordern sollten® *.

Stents wurden dazu mit Antikérpern’', Glukokortikoiden™, Ostrogenen™
5% oder NO-Donatoren™ beschichtet. Wachstumsfaktoren fiir das Endothel

und zytostatische Substanzen wurden appliziert’® .

Aufgrund
verschiedener Ursachen, z.B. zu geringer Freisetzung der Stoffe oder zu
geringer Wirksamkeit schlugen diese Strategien aber fehl.

Als erfolgversprechendster Ansatz zur Verhinderung der Restenose,
werden solche Verfahren gesehen, die den Wiedereintritt von Zellen in
den Zellzyklus und dadurch deren Proliferation verhindern®. Zu diesen
Verfahren zihlen gentherapeutische Ansitze'’, Strahlentherapie™ und
medikamentdse Stoffe wie Flavopiridol®, CVT-313°', Rapamycin® und

Paclitaxel® .

Letztere zwei werden inzwischen mit Erfolg zur
Beschichtung von Stents eingesetzt, die den Wirkstoff dann nach und
nach an das verletzte Gefdl abgeben. Solche, einen Wirkstoff
freisetzenden Stents oder drug eluting stents (DES), sind eine
Weiterentwicklung der herkdmmlichen, unbeschichteten bare metal stents
(BMS).

Bei strahlentherapeutischen Verfahren konnte zwar primir die

Restenoserate vermindert werden.
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Es stellte sich jedoch heraus, dass der FEinsatz von Strahlen zu
gefahrlichen Nebenwirkungen, wie der Bildung von in-stent Thromben
oder in Beziehung zum bestrahlten Gebiet zu proximalen und distalen

59, 65, 66

Stenosen (candy-wrapper-effect) fithren kann . Aufgrund der
groBBeren klinischen Erfolge und der besseren Vertraglichkeit von
Rapamycin- und Paclitaxel-freisetzenden Stents, werden diese Verfahren
nicht mehr angewandt.

Gentherapeutische Ansitze reichen von ,antisense’-
Oligodesoxynukleotiden (AS-ODN) iiber Transkriptionsfaktor-decoy-
Konstrukte bis hin zur Uberexprimierung proliferationshemmender Gene,
um einen zytostatischen Effekt in den Zellen zu erzielen. In den ersten
kiirzlich veroffentlichten Gentherapiestudien zur Reduktion der Restenose
konnte gezeigt werden, dass ,decoy’-ODN gegen das Zellzyklusprotein
E2F die Neointimabildung in peripheren und koronaren Bypissen
signifikant verringern kann®® ®. Die einzige randomisierte Restenose-
Studie am Menschen mit antisense-ODN, die gegen das nukledre
Protoonkogen c-myc gerichtet war, zeigte aber keine Reduktion der
Restenose nach Stentimplantation® ¢

Der derzeit erfolgreichste klinische Ansatz ist der FEinsatz von
Rapamycin- und Paclitaxel-freisetzenden Stents’’. Durch mit Rapamycin
(Sirolimus®) oder Paclitaxel (Taxol®) beschichtete Stents wird
erfolgreich die Zellzyklusprogression und die Zellproliferation verhindert
und somit der Anteil der in-stent Restenosen verringert. Kiirzlich konnte
gezeigt werden, dass durch den Einsatz von Sirolimus Stents, vier Jahre
nach Implantation, eine geringere Anzahl an Restenosen, sowie eine
signifikant geringere Zahl von kardiovaskuldren Ereignissen zu erwarten
ist’'. Nichtsdestoweniger kommt es auch nach der Anwendung von DES
zu Restenosen, besonders bei Patienten mit atherogenen
Vorerkrankungen, wie Diabetes mellitus. Der Anteil ndtiger
Revaskularisationen oder schwerer kardialer Zwischenféille nach

Paclitaxel- oder Rapamycin-Stent Implantation liegt je nach Studie und

Zeitpunkt des ,,follow-up“ zwischen 8%-16%"2.
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Eine geflirchtete Nebenwirkung nach primir erfolgreicher Anwendung
von DES ist die Stent-Thrombose, so dass ein optimaler Ansatz auch bei
beschichteten Stents noch nicht gefunden ist’.

Neben der Migration glatter GefaBmuskelzellen und deren Proliferation
innerhalb der Neointima, wird in letzter Zeit auch zunehmend die
Bedeutung der Rekrutierung von Entziindungs- und Progenitorzellen, die
sich zu VSMC differenzieren, fiir die Entstehung der Restenose erkannt.
Es wird diskutiert, ob der Misserfolg nach dem Einsatz bisheriger DES
moglicherweise an der fehlenden Hemmung der Adhédsion zirkulierender

Zellen an das verletzte GefiB liegt.”® 7.

1.7 Kininogen - bekannte Funktionen und molekularer Aufbau
Hochmolekulares Kininogen (HK) ist ein korpereigenes, aus 626
Aminoséuren bestehendes Einzelstrang- Plasma- Glykoprotein mit einem
vom Glykosilierungsgrad abhiangigen Molekulargewicht von 88-120 kDa.
Das Molekiil besteht aus 6 Doménen, die im Folgenden mit D1 bis D6
bezeichnet werden und unterschiedliche Eigenschaften und Funktionen
einnechmen’®. HK wird auch bezeichnet als alpha2-thiol-Proteinase-
Inhibitor und gehort zur Superfamilie der Cystatine, die Cystein-
Proteinase Inhibitoren sind. Es wurde zunéchst als Vorldufermolekiil des
bioaktiven  Peptides  Bradykinin identifiziert und hat eine
durchschnittliche Plasmakonzentration von 0,67 uM”".

HK ist auch bekannt als William-Fitzgerald-Flaujeac Faktor oder einfach
Fitzgerald Faktor des intrinsischen Pfades der Blutgerinnung und fungiert
hier als aktivierender, nicht-enzymatischer Kofaktor fiir Faktor XII
(Hagemann Faktor) und XI’®. Diese aktivierende Funktion hat HK auch
fir Prikallikrein im Kinin-Kallikrein System’®. Es spielt somit eine
wichtige Rolle bei vielen pathophysiologischen Prozessen, wie der

Fibrinolyse, Thromboseentstehung und bei Entziindungsprozessen.
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Ein Mangel an Kininogen wird nicht nur mit einer verlingerten aPTT-
Gerinnungszeit in Verbindung gebracht, sondern soll laut neueren Studien
auch die Ausbildung von Bauchaortenaneurysmen bei Brown Norway
Ratten begiinstigen und innere Organe fiir Fettdegeneration anfillig
machen’’,

Durch proteolytische Spaltung von hochmolekularem Kininogen mittels
Kallikrein, entsteht durch Herauslosen des kurzlebigen Bradykinins, das
Grofiteile der Doméne 4 enthilt, das so genannte aktivierte Kininogen
(HKa). Bei Bradykinin handelt es sich um einen potenten Vasodilatator,
mit Einfluss auf den Blutdruck, die Permeabilitit kleiner Blutgefdfle und
die Schmerzwahrnehmung. Zusitzlich fordert es noch die Angiogenese™.
Bei HKa handelt es sich um ein durch Konformationsinderung
entstandenes Doppelstrangmolekiil, bestehend aus einer schweren Kette
mit den Doménen 1, 2 und 3, sowie einer leichten Kette, die die Doménen
5 und 6 enthilt. Beide Ketten sind tiber eine einzelne Disulfidbriicke
miteinander verkniipft. Im HKa ist im Vergleich zu HK an der Oberfliche

. . . . . 6, 81
ein grosserer Bereich der Doméne 5 exponiert’® ®'.

1.8 Kininogen - Bindungspartner und Rezeptoren

Die Folgen des beschriebenen Umfaltungsprozesses nach Spaltung von
HK sind weitreichend. Gespaltenes Kininogen (HKa) kann nun an
anionische Oberflichen, Zink und Heparin binden®"- **.

HKa bindet spezifisch und reversibel in Abhédngigkeit von Zink an
Endothelzellen und vermittelt dabei stirker als HK einen antiadhésiven
Effekt. HKa entsteht dabei hauptsdchlich durch Kontaktaktivierung aus
HK auf Endothelzellen®. Die endotheliale Zelloberflidche ist somit ein
wichtiger Ort fiir die Bildung und Wirkung von HKa und Bradykinin®.
HKa und dessen Doméne 5 konnen dariiber hinaus an das B2-Integrin
Mac-1 auf Leukozyten binden und es blockieren®. Mac-1 wird als
entscheidendes Integrin bei der Adhdsion von mononukledren Zellen und
zirkulierenden  Progenitorzellen an das Endothel sowie zur

Transmigration durch das Endothel benotigt®® ®'.
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Es konnte gezeigt werden, dass mit dem urokinase-type plasminogen
activator receptor (uPAR), bei dem es sich um einen
glycophosphatidylinositol verankerten Zelloberflichenrezeptor handelt,
ein Bindungspartner von HKa und dessen Doméne 5 (D5), nicht aber von
HK, auf der endothelialen Zelloberfliche existiert™. uPAR spielt eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion und Adhésion von Zellen an die
extrazellulire = Matrix, an mononukledre Zellen sowie von
Progenitorzellen™. Uber die Bindung von HKa und D5 an uPAR werden
Wege der zelluldiren Kommunikation unterbrochen. Auf diese Weise wird
der antiadhisive, proapoptotische Effekt von HKa und D5 vermittelt®® *°.
Vermittelt {iber diese Mechanismen haben HKa und im speziellen die
Doméne 5 die Féhigkeit, genauso wie der Plasminogen Aktivator
Inhibitor 1 (PAI-1) die Proliferation und Migration glatter
GefaBmuskelzellen zu inhibieren’' . Dies geschieht hauptsichlich iiber
eine Bindung an uPAR".

Der antiadhédsive und proapoptotische Effekt von HKa und D5 ist an das
Vorhandensein und die Bindung der Zellen an extrazelluldre
Matrixproteine, besonders Vitronectin (VN), gekniipft’*. HKa und
besonders die Doméne 5 binden direkt an VN und konkurrieren damit um
die uPAR-abhingige Adhédsion von monozytiren Zellen und
Endothelzellen an VN®°. In diesem Zusammenhang wird nur die VN- und
nicht die Fibronectin—abhingige, avf*-integrin mediierte Adhésion durch
HKa und Domine 5 blockiert™. Der Plasminogen Aktivator Inhibitor
PAI-1 hebt deswegen die proadhdsive Funktion von Urokinase
Plasminogen Aktivator (uPA), der genauso wie HKa, Domine 5 oder VN
an uPAR bindet, auf’®. Da VN und HK / HKa besonders in Abschnitten
atherosklerotisch verdnderter Koronararterien lokalisiert wurden, ist
anzunehmen, dass die beschriebenen Interaktionen auch in vivo
stattfinden und bei der Pathogenese vaskuloproliferativer Erkrankungen

eine Rolle spielen.”’
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1.9 Kininogen - Bedeutung und eventueller ther apeutischer Einsatz

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass HKa und D5 die
Apoptose induzieren. Der Grund fiir den apoptotischen Effekt auf
verschiedene Zellreihen ist im Zusammenhang mit den antiadhdsiven
FEigenschaften von HKa und D5, durch die Blockierung von
Adhisivrezeptoren (z.B. [2-Integrine) auf Leukozytenoberflichen,
Endothelzellen und VSMC zu sehen. Dadurch kommt es zur
Unterbrechung der fiir die Rekrutierung z.B. von mononukledren Zellen
und deren Adhésion an Fibrinogen, Vitronectin und Endothelzellen im
entziindeten Gewebe erforderlichen, chemotaktischen Prozesse®> 8 9092,
Dadurch, dass HKa und die Domine 5 die Fihigkeit besitzen, die
Apoptose von VSMC zu induzieren, ergibt sich als Konsequenz, dass
beide Stoffe, kontrdr zum ebenfalls bei der Proteolyse von HK
entstehendem Bradykinin, effektiv die Angiogenese hemmen koénnen
(Kinostatin)’"*°.

Innerhalb des HKa Molekiils gibt es bestimmte Regionen, die fiir die
Blockierung besagter Adhésivrezeptoren verantwortlich sind. Diese
Regionen (H475-G497) liegen vorwiegend auf der Domine 5 des
Molekiils, die besonders viele der Aminosduren Histidin, Glycin und
Lysin enthilt*. Daraus lisst sich die besondere Bedeutung der Domine 5
innerhalb des Makromolekiils ableiten.

Durch die multiplen Interaktionen mit Rezeptoren auf Zelloberfldchen
hemmen HKa und D5 die Proliferation und Migration glatter
Gefdlmuskelzellen und induzieren deren Apoptose.

Als weitere Konsequenz ergibt sich, dass HKa und die Doméne 5 des
Kininogens, durch die hemmenden Einfliisse auf die uPAR- und Integrin-
vermittelte Zelladhdsion von Endothelzellen, mononukledren Zellen und
Progenitorzellen an VN, den Umbauprozess von Gefdllen positiv
beeinflussen kénnen®”.

Bei den genannten Prozessen stellt sich gespaltenes hochmolekulares
Kininogen (HKa), als klassischer nicht-enzymatischer Kofakter in der
“Kontaktphase* als ein wichtiger endogener Hamostasefaktor mit neuer
Funktion als antiadhdsives und antiproliferatives Protein im

Entziindungsgeschehen dar®.

15



Im Korper aktiviertes Kininogen und insbesondere die Doméne 5
blockieren durch deren Bindung an VN die uPAR-abhidngige
Leukozytenadhésion.

Aufgrund der beschriebenen Bindungsepitope in der Doméne 5 fiir das
B2-Integrin Mac-1 konnen HKa und die isolierte Domine 5 auch die Mac-
1-abhdngige Leukozytenadhision an Fibrinogen und das Endothel in vitro
und in vivo blockieren™ *®.

Die genannten zelluldren Funktionen definieren den uPAR Liganden
Kininogen und die von der Doméne 5 abgeleiteten Mac-1 Inhibitoren als
neue physiologische Regulatoren von adhédsiven und proliferativen
Prozessen, deren antiadhésive und antiinflammatorische Eigenschaften
einen moglichen spiteren Einsatz zur therapeutischen Intervention bzw.

Priavention im Rahmen vaskuloproliferativer Erkrankungen, insbesondere

der Restenose, erlauben konnten.
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2 Fragestellung

Nach Ballonangioplastie tritt in vielen Féllen das Problem der Restenose
auf.

Neuere Studien haben gezeigt, dass der Anteil an Zellen aus der
Blutbahn, die an der Bildung der Neointima nach GefdBlverletzung
beteiligt sind, bis zu 50% betrdgt. Bei der vorliegenden Arbeit soll daher
die Rolle von Kininogen und dessen Fragmenten auf die Monozyten- und
Progenitorzell-Rekrutierung und die Rolle von diesen endogenen,
antiinflammatorischen Komponenten auf die Extravasation und
Akkumulation von monozytiren Zellen und Progenitorzellen untersucht
werden.

Zusatzlich will die Arbeit eine Antwort auf die Frage geben, ob
Kininogen einen Einfluss auf die Proliferation und Migration von glatten
GefaBmuskelzellen hat.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit, ist es festzustellen, ob durch den Einsatz
von Kininogen und dessen Interaktion mit bestimmten Rezeptoren eine
Reduktion der GefdBantwort auf den Dehnungsreiz zu erzielen ist. Davon
abgeleitet sollen eventuell mogliche neue Therapiekonzepte in vivo zur
Intervention vaskuldrer Erkrankungen, insbesondere der Restenose

gepriift werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Oper ationsbesteck

Produkt: Hersteller:

Feine ophthalmologische Schere nach | Aesculap® AG & Co. KG

Vannas, gerade, OC 498 R D-78532 Tuttlingen, Deutschland

Arterienklemme BH 111 Aesculap® AG & Co. KG
D-78532 Tuttlingen, Deutschland

Schere gebogen BC 61 Aesculap® AG & Co. KG,

D-78532 Tuttlingen, Deutschland

Pinzette, gebogen, armiert OC 22 R Aesculap® AG & Co. KG,
D-78532 Tuttlingen, Deutschland

Schere gerade BC 30 Aesculap® AG & Co. KG,
D-78532 Tuttlingen, Deutschland

Feine anatomische Pinzette OC 21R | Aesculap® AG & Co. KG,
D-78532 Tuttlingen, Deutschland

Standardfiihrungsdraht fiir Katheter William Cook®, Europe
C-SF-15-20, gerade DK-4632 Bjaeverskov

Kauter ZIK- Medizintechnik, Marktheidenfeld

3.2 Reagenzien

Produkt: Hersteller:

Dulbecco‘s phosphate buffered saline | PAA Laboratories GmbH, A-4061, Pasching

Antibody Diluent Reagent Solution Zymed® Laboratories Inc.,
CA-94080 San Francisco, USA

10% Non-immune goat serum Zymed® Laboratories Inc.,

CA-94080 San Francisco, USA

Vectashield® mounting medium Vector Laboratories,

H 1000 for fluorescence CA-94010 Burlington, USA

Aqua ad iniectabilia Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleiheim

Isotone NaCl-Losung 0,9% B. Braun AG, D-34209 Melsungen

Isotone NaCl-Lésung zum Spiilen Baxter S.A., B-7860 Lessines
Und Befeuchten

Aceton 99,8% Merck AG, D-64271 Darmstadt

Formaldehyd 2% Carl Roth GmbH & Co. KG,
D-76185 Karlsruhe




TritonX-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89522 Steinheim

Gills Hematoxylin III

Merck AG, D-64271 Darmstadt

2-Propanol, reinst

Merck AG, D-64271 Darmstadt

Methanol 100%

Merck AG, D-64271 Darmstadt

Eosin'Y Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89522 Steinheim

Phloxin B Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89522 Steinheim

Natriumcitrat Carl Roth GmbH, D-76185 Karlsruhe

Natriumacetat Fluka Chemie GmbH, CH-9471 Buchs

Wasserstoffperoxid 30%

Merck AG, D-64271 Darmstadt

3.3 Medikamente und Narkotika

Produkt:

Hersteller:

Isofluran-Baxter

Baxter Deutschland GmbH

Rompun 2%

Bayer AG, Leverkusen

Ketamin Inresa 50 mg/ml

Inresa, Freiburg

Atropinsulfat 0,5 mg/ml

Fresenius Kabi, Bad Homburg

3.4 Weitere Materialien

Produkt:

Hersteller:

Pipetten 1000 pul /200 ul /
100 pl/ 10 pl

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
D-50389 Wesseling-Betzdorf

Einmalspritzen 1ml , Injekt F,

Tuberkulin

B. Braun AG, D-34209 Melsungen

Einmalspritzen 5ml , Injekt Solo

B. Braun AG, D-34209 Melsungen

Sterile Nadel, BD Microlance ™
26 Gau, 0,45x13mm

BD Drogheda, Ireland

Sterile Nadel, 20 Gau, 0,9 x 70 mm

Terumo® Euope, 3001 Leuven, Belgien

Perfusionsbesteck mit Fliigeln

Micro Flo™, 0,5 x 20 mm (25 Gau)

Ind. Biomedica, Spa, Italy

Ethilon® 7-0 Faden schwarz, monofil

Polyamid, nicht resorbierbar

Ethicon®, Johnson & Johnson,
BE-1932 St.Stevens-Woluwe

Ethilon® 6-0 Faden schwarz, monofil,

Polyamid, nicht resorbierbar

Ethicon®, Johnson & Johnson,
BE-1932 St.Stevens-Woluwe

Fix-o-gum, Rubber-cement

Marabuwerke GmbH & Co. KG,
D-71732 Tamm
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Objekttriager Super Frost® Plus

Menzel GmbH & Co. KG,
D-38116 Braunschweig

Deckglaser fiir Objekttrager

Menzel GmbH & Co. KG,
D-38116 Braunschweig

Tissue Tek® OCT ™ Compound

Sakura Finetek Europe B.V.,Netherlands

Safe Seal Microcentrifuge Tubes

0.65 ml/2 ml

Sorenson ™ Bioscience, Inc.,

Utah, 84107 USA

Diamand® D10/100/200 Certified Quality

Gilson™ International B.V., Laan vans-

Tips Gravenmade 80, 2495 AS Den Haag,
10ul//100u1/200u1 Netherlands
Dako® Pen DakoCytomation, DK-2600 Glostrup

Softasept®, alkoholische Losung zum

B. Braun AG, D-34209 Melsungen

Aufspriihen
Parafilm® American National Can™, Neenah,
Wi-54956, USA
3.5 Verwendete Ger ate

Fluoreszenzmikroskop: Leica DMRB

mit UV-Licht und Fluoreszenzfiltern

Leica Microsystems,. Ernst-Leitz-Str. 17-37
D-35578 Wetzlar

Mikroskop Leica S4E Leica Microsystems,. Ernst-Leitz-Str. 17-37
D-35578 Wetzlar
MST Minishaker IKA® Works Inc., NC 28405 Wilmington

Biofuge pico, Heraeus®

Kendro® Labor Products, D-37520 Osterode

IKA® Vibrax VXR

IKA® Works Inc., NC 28405 Wilmington

Kryostat CM 1900

Leica Microsystems, Ernst-Leitz-Str.

17-37, D-35578 Wetzlar

3.6 Grundsubstanz fur die Herstellung des Gels

Grundsubstanz

Pluronic F-127

Verwendete Konzentration

25 % wt/vol

Produktnummer

P2443

Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-82054 Taufkirchen
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3.7 Verwendete M duse

Inzuchtméiuse Cs7/BL-6N, ménnlich

Haplotyp H-2b

Farbe Schwarz

Gewicht 22-25¢g

Lieferant Charles River Wiga, GmbH,
Sandhofer Weg 7,D-97633 Sulzfeld

3.8 Verwendete Antikorper und Farbe-Kits

3.8.1 Resor ptionsnachweis des applizierten Kininogens ins Gefal3

Antikorper gegen Kininogen

K 1800 Kininogen, heavy chain, HMW

Wirt rat
Isotyp monoclonal IgG, anti human
Konzentration 500 mg/1

Verwendete Verdiinnung

1:10, 1:20 und 1:100

Hersteller

US Biological

Sekundarantikor per

Alexa Fluor 488 nm, griin

Wirt Goat

Isotyp polyclonal IgG, anti-rat
Konzentration 2 mg/ml

Verwendete Verdiinnung 1:150

Hersteller

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

3.8.2 Farbung von glatten Gefal3muskelzellen (VSMC)
Primarantikorper gekoppelt mit Far bstoff

Monoclonal Anti-Actin, a-Smooth

Muscle-Cy3 antibody

Clone 1A4 Product No. C6198

Wirt Rat
Isotyp monoclonal IgG 2a, anti-mouse
Konzentration Solution in 0,01 M phosphate buffered saline

Verwendete Verdiinnung

1:500

Hersteller:

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-82024 Taufkirchen
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3.8.3 Proliferationsmarker

PCNA Staining Kit, Lot No.30476714

Zymed® Laboratories Inc.,
CA-94080 San Francisco, USA

3.8.4 Monozyten und Makrophagen Farbung

Primarantik or per

Rat Anti Mouse Macrophages/Monocytes

Clone number: MOMAZ2, IgG

Wirt

Rat

Isotyp

IgG anti-mouse

Konzentration

0,5 mg/ml

Verwendete Verdiinnung

1:10

Hersteller

Serotec GmbH, D-40210 Diisseldorf

Sekundarantikor per

Alexa Flour® 546 nm, rot

Wirt Goat

Isotyp polyclonal IgG, anti-rat

Konzentration 2 mg/ml

Verwendete Verdiinnung 1:200

Hersteller Molecular Probes, Eugene, Oregon,
USA

3.8.6 Apoptose Farbung

In Situ Cell Death Detection Kit
C 2156793 TMR red

Roche Diagnostics GmbH,
D-68305 Mannheim

3.9 Versuchsschema

Fiir das Experiment wurden vier Versuchsgruppen mit je nach Versuch
vier bzw. sechs C57/BL-6 Méusen gebildet. Ziel des Experimentes war
es, die Resorption und die Wirkung des im Gel gelosten Kininogens und
der Doméne 5 des Kininogens auf die Bildung, der durch Denudation der
A. femoralis entstehenden Neointima, zu testen.

Um eine Abgrenzung der aus dem Knochenmark und dann spiter aus der
Zirkulation stammenden mononukledren Zellen in der GefaBwand
(Endothel- und glatte GefdBmuskelzellen) von anderen nicht
zirkulierenden Zellen vornehmen zu konnen, wurden die Untersuchungen

nach Denudation der A. femoralis an Maédusen durchgefiihrt, denen
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Knochenmark aus ,,green fluorescent protein® (GFP) exprimierenden
Maiusen transplantiert wurde.

Als in vivo Modell dienten hier mit 11 Gy, myeloablativ bestrahlte
C57/BL-6 Inzuchtmiuse, die nach der Bestrahlung Knochenmark von
transgenen ,green fluorescent protein®“ (GFP) {iberexprimierenden
Maiusen transplantiert bekamen. Aufgrund der griin markierten
Spenderzellen lieen sich die Zellen, die urspriinglich dem Knochenmark
entstammten und an der Neointimaentstehung im Empféngertier beteiligt
waren, im Fluoreszenzlicht leicht identifizieren. 4 Wochen nach
erfolgreicher Knochenmarkstransplantation (Bone marrow tranplantation
- BTX) wurde das GefdBl denudiert und weitere 3 Wochen spiter
entnommen. Die erste Gruppe bekam nach der Operation weder Gel noch
Kininogen/Doméne 5. Die zweite Gruppe fungierte als Kontrollgruppe
und bekam nur Gel mit dem entsprechenden Losungspuffer fiir
Kininogen/D5 appliziert. Die dritte Gruppe bekam Gel mit aktiviertem
Kininogen (HKa) und die vierte Gruppe Gel mit der Doméne 5 des

Kininogens appliziert.

Tabelle 1: Angewandte Versuchsgruppenaufteilung

Versuchsgruppe Verabreichter Stoff

- 1: 4 GFP Mause - ohne Gel

- 2: 6 GFP Mduse - Nur Gel mit Puffer

- 3. 6 GFP Méuse - Gel mit Kininogen

- 4: 6 GFP Mause - Gel mit Doméne 5 des Kininogens

3.10 Bestrahlung und Transplantation

3.10.1 Modell zur Transplantation GFP positiver
Knochenmarkszellen in M dusen

Als Spender- und Empfingermduse dienten Wildtypméuse bzw.
transgene Méuse der Reihe C57/BL-6 der Firma Charles River.

Die Spendermiuse, die uns freundlicherweise von Dr. R. Voswinckel,
Abteilung fiir Innere Medizin II, am Universitdtsklinikum Gielen und
Marburg zur Verfiigung gestellt wurden, exprimierten ubiquitdr das

»green flourescent protein® (GFP).



Die acht Wochen alten Empfangerméuse wurden mit einer letalen Dosis
von 11 Gy bestrahlt, um deren Knochenmark zu zerstoren.

Direkt nach Bestrahlung wurden den Empfingermiusen unfraktionierte
Knochenmarkszellen der GFP-positiven Spendermiuse in das vendse
Blutsystem  injiziert. =~ Weitere = sechs =~ Wochen  nach  der
Knochenmarkstransplantation war das Knochenmark der
Empfangermiuse mit GFP-positiven Zellen repopularisiert. Die mittels
Durchflusszytomertrie gemessene Repopulationsrate lag im Durchschnitt

bei mehr als 85 %. Damit waren die Mause bereit zur Operation.

4 Wochen

w
s

6 Wochen

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

Knochenmarkstransplantation.
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3.10.2 Herstellung und Transplantation von GFP-positiven
Knochenmarkszellen

Die GFP positiven Spendermiuse wurden zur Gewinnung ihrer
Knochenmarkszellen mit einer Uberdosis Isofluran getdtet. AnschlieBend
wurden Femur und Tibia entnommen.

Zur Gewinnung des Knochenmarks wurde die Knochenmarkshohle
mehrmals mittels einer 25 gauge Injektionsnadel, mit calcium- und
magnesiumfreier “Hanks Balanced salt solution* (HBSS) gespiilt und die
Suspension in einer sterilen Schale aufgefangen.

AnschlieBend wurden die Suspensionen mit einem Nylonsieb (40um)
filtriert und die aufgefangenen Zellen noch etwa zwei- bis dreimal mit
HBSS gewaschen.

Die gewonnenen Knochenmarkszellen wurden in einer Neubauerkammer
gezahlt und anschliefend in RPMI 1640 resuspendiert.

Jede der Mause erhielt nun 0,1 ml der hergestellten
Knochenmarkssuspension in die Schwanzvene injiziert, was etwa 3 x 10°

Knochenmarkszellen entsprach.

Modell

\11Gy

KM Transplantation

(GFP™) Dilatation
A. femoralis
&y,
C57BL/B Ochey,
Gruppen 1/2 Gruppen 3/4
(ohne Gel { Kininogen
bzw. nur Gel) bzw. Domane 5)
Entnahme nach Enthahme nach
jeweils: jeweils:
- 3 Wochen - 3 Wochen
n=4 fiir Gruppe 1 Gruppe 3 und 4
n=6 fiir Gruppe 2 jeweils n=6

Abbildung 5: Verwendetes Arbeitsmodell und Aufteilung der Versuchsgruppen.
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3.11 Betaubung und Operation der Maus
Die nachfolgend beschriebenen Tierversuche erfolgten nach
entsprechender Genehmigung durch das Regierungsprasidium Giefen

und wurden unter Beachtung der Richtlinien fiir Tierversuche

durchgefiihrt.

3.11.1 Narkose

Um die Narkose einzuleiten, lieB man die Méiuse kurzzeitig, bis zur
Bewusstlosigkeit, Isofluran inhalieren. Dazu trinkte man ein Stiick Stoff
mit dem Inhalationsnarkotikum und setzte die Maus zusammen mit dem
Stoff in eine Inhalationskammer. Die Wirkung der Narkose lieB3 sich an
der Atemfrequenz der Maus ablesen.

Zur darauf folgenden Dauernarkose der Méuse wurde folgendes Schema

verwendet:

Tabelle 2: Verwendetes Narkose- und Dosierungsschema.

Verwendete Phar maka: Angewendetes Mischungsver haltnis:

- Rompun® 2% 4 ml Ketamin + 1 ml Rompun® + 5 ml NaCl
- Ketamin Inresa

- NaCl 0,9 %

Dosierungsschema:

- 0,05-0,1 ml des oben genannten Mischungsverhéltnisses i.m,

1:1 verdiinnt mit NaCl.

4 ml Ketamin Inresa® wurden mit 1 ml Rompun® 2% vermischt. Das
Gemisch wurde anschlieend 1:1 mit Kochsalzlosung (NaCl) verdiinnt.
Von dieser Losung, die nochmals 1:1 mit NaCl verdiinnt wurde, spritzte
man den Mausen, abhidngig vom Gewicht, 0,05-0,1 ml intramuskuldr in
ein Bein. In dieser Dosierung hielt die Narkose aus Erfahrung etwa ein
bis zwei Stunden.

Um vagale Reize durch die Narkose zu eliminieren, bekamen die Méuse
noch 0,1 ml Atropinsulfat intramuskulér, in der Verdiinnung 1:10, in das

zur ersten Injektion kontralaterale Bein.
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3.11.2 Operation

Die fiir die Operation verwendeten Instrumente und Pharmaka wurden
bereitgelegt.

Die narkotisierte Maus wurde auf dem Riicken liegend, mit Klebestreifen
iiber den vorderen und hinteren unteren Extremitidten, unter dem
Gesichtsfeld des Mikroskops so befestigt, dass in der kleinsten
Vergroflerung der gesamte Operationsbereich am Oberschenkel sichtbar
war.

Als nichstes wurden mit einer gebogenen Schere die Haare im
Operationsbereich abgeschnitten und das Bein mit Desinfektionsmittel
abgespriiht.

Mit einer geraden Schere wurde entlang des vermuteten Verlaufs der A.
femoralis, von distal nach proximal, ein Hautschnitt gesetzt.

Spétestens jetzt wurde das GefdB-Nerven-Paket am Oberschenkel
sichtbar.

Mit zwei stumpfen Pinzetten wurde das iiber den Gefdflen befindliche
Bindegewebe grof3ziigig entfernt oder zur Seite gedringt.

Als néchstes trennte man den N. femoralis von den Gefillen, ohne diesen
dabei zu verletzen.

Das Bindegewebe zwischen Nerv und Arterie wurde abgelost: Mit einer
Branche der Pinzette fuhr man unter den Nerv und hob diesen leicht an.
Mit der zweiten Pinzette schob man das gespannte Bindegewebe stumpf
zur Seite und 16st es somit ab. Die Lange, iiber die der Nerv freigelegt
werden sollte, richtete sich nach der Lage und der Lénge der
begleitenden A. femoralis. Als Orientierung diente die Léinge vom
Abgang der A. profunda femoris bis zum Ubergang der A. femoralis
communis in die A. iliaca externa. War der Nerv abgeldst, wurde er nach
lateral weggelegt.

Im folgenden Schritt trennte man die Arteria von der Vena femoralis und
zwar noch etwas weiter nach distal als den Nerv. Man hob mit einer
stumpfen Pinzette die Arterie vorsichtig an und fuhr mit einer Branche
der anderen Pinzette zuerst zwischen Arterie und Vene und dann unter
dem Gefdl hindurch. Nun konnte man mit beiden Pinzetten das

Bindegewebe wieder stumpf zur Seite dringen.
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Als nichstes suchte man die A. profunda femoris und 16ste diese ebenso
von der Vene.

Im Folgenden bendtigte man drei Fdden mit einer Lénge von etwa 10 cm
und der Starke 7-0 zum Anschlingen der freigelegten Gefal3e.

Mit diesen Faden wurde zunichst die A. femoralis, distal des Abgangs
der A. profunda femoris angeschlungen (Ligatur II auf der Abbildung 6),
dann die Arteria profunda selbst (Ligatur I)und zuletzt die A. iliaca
externa, proximal des Ubergangs zur A. femoralis (Ligatur III). Dazu
filhrte man den Faden unter dem Gefa3 hindurch und iiberkreuzte ihn
einmal. Die Fiden fixierte man mit Klebestreifen am FuBl des
Mikroskops.

Vor der Denudation wurde Lidocain (Xylocain®) auf die Gefi3e
getropft, um sie zu erweitern. Die Faden der angeschlungenen Gefifle
wurden nun straff gezogen, um den Blutfluss kurzzeitig, wihrend der
Denudation, zu unterbrechen. An der A. profunda femoris wurde, etwas
distal von deren Abgang, mit einer feinen Schere nach Vannas, ein
kleiner Schnitt quer zur Verlaufsrichtung des Gefdles gesetzt.

Mittels einer kleinen, zuvor hakenformig abgebogenen Injektionsnadel
erweiterte man das im Gefdl3 entstandene Loch, indem man die Arterie

zur Seite zog.

Ligatur I1I

v A. femoralis
e ommunis

L

Dilatationsdraht

\

=~ Ligatur

A. femoralis
profunda

A. femoralis

Ligatur 11 superficialis

Abbildung 6: Operationschema vor Einfiihrung des Drahtes
(Abbildung modifiziert nach Sata et al.)
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Der Fiihrungsdraht zur Denudation des Gefdlles wurde mit einer vorne
gummierten Pinzette in das erweiterte Loch in der A. profunda femoris
eingefiihrt und etwas vorgeschoben. Der Faden an der A. iliaca externa
wurde leicht gelockert und der Draht bis zur A. iliaca externa

vorgeschoben. Dort verblieb er eine Minute.

A. femoralis A. femoralis
communis mit communis
Dilatationsdraht nach Dilatation .
bleibende
\ Dilatationsdraht Ligatur
.l e

o
e M v ey

A. femoralis
A. femoralis profunda
profunda
A. femoralis

superficialis

A. femoralis
superficialis

Abbildung 7: Schema wéahrend Abbildung 8: Schema nach

der Denudation der Denudation

(Abbildungen modifiziert nach Sata et al.)

Bevor man den Draht entfernte, tropfte man erneut etwas Lidocain auf
die Arterie und zog den gelockerten Faden wieder fest. Der Draht wurde
entfernt.

Um eine Blutung zu verhindern wurde die A. profunda proximal und
distal des Einschnittes mit Faden ligiert (Ethilon® 7-0, siche oben).
Danach entfernte man die zum Anschlingen verwendeten Féden in
umgekehrter Reihenfolge.

Die A. femoralis sollte nach dem Eingriff wieder komplett perfundiert
sein. Dies konnte an der Farbung und der Pulsation des Geféf3es
kontrolliert werden. Jetzt konnte das Gel verabreicht werden.

Nach der Applikation des Gels wurde der operierte Situs wieder
verschlossen, dass heifit die Haut iiber der denudierten Arterie mit
Einzelknopfnihten zugenédht. Nach der Operation wurde die Maus bis
zum Erwachen unter eine Wirmelampe gelegt, um ein weiteres
Auskiihlen des Korpers zu vermeiden.

Gleichzeitig bekam sie iiber einen Schlauch Sauerstoff (2 1/min per

inhalationem) appliziert.
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Abbildung 9: Operationssitus wéhrend der Denudation, mit Draht in der
A. femoralis communis

Abbildung 10: Operationssitus nach abgeschlossener Operation mit Ligatur
der A. profunda femoris
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3.12 Verwendetes Kininogen, Zubereitung und Applikation des Gels
Das 2-chain high molecular weight kininogen (HKa) wurde von Enzyme
Research Laboratories; South Bend, IN, USA bezogen. Das aufgereinigte
HKa zeigte eine Bande bei 110 kDa in nicht reduziertem sodium dodecyl
sulphate (SDS) Gelen und zwei Banden von 62 und 46 kDa in
reduzierten SDS Gelen. Gluthatione-S-transferase (GST) Fusionspeptide
der Domine 5 des Kininogens wurden uns freundlicherweise von Dr. T.
Chavakis, Universititsklinikum Giessen-Marburg, zur Verfiigung
gestellt. Es wurde hergestellt, indem GST N-terminal mit den Sequenzen
K 420 to S513 fusioniert wurde. Die Mutanten wurden {iiber eine
Glutathion Seule mit einer Reinheit von >95 % aufgereinigt. Die
Peptidsynthese und die die HPLC Aufreinigung wurden von Dr J.
Lambris (University of Pennsylvania, Philadelphia, PA) durchgefiihrt.
Die Riickfaltung zur entsprechenden Tertidrstruktur von Cystein-haltigen
Peptiden wurde mittels Oxidation fiir 3 Tage bei 4 °C unter
kontinuierlicher Bewegung durchgefiihrt. Der Puffer hierfiir bestand aus
50 mM Ammonium-Bicarbonat, pH 8,5 bei einer Endkonzentration von

100 mg/ml. Anschlieend wurden die Peptide gefriergetrocknet.

Das thermosensible Gel musste erst zubereitet werden und wurde in
Pulverform geliefert. Es wurde in einem Eppendorfgefal in PBS bei 0 °C
gelost und in einem mit Eiswasser befiillten Topf aufbewahrt. Dem
flissigen Gel mengte man fiir die Versuchsgruppe drei 500 pmol/l
aktiviertes Kininogen und fiir Versuchsgruppe vier Doméne 5, ebenfalls
in der Konzentration 500 pmol/1 bei.

Bei Raumtemperatur wurde das Gel fest und konnte verabreicht werden.
Von dem Gel wurden in jeder Versuchsgruppe pro Maus 0,1ml um die
denudierte Arterie gespritzt:

Eine groBe Injektionsnadel wurde an der Spitze stumpf geschliffen. Vom
noch fliissigen Gel zog man 0,1 ml in eine Spritze auf und wartete, bis es
bei Raumtemperatur fest wurde.

Bei der Applikation des Gels war darauf zu achten, dass die Arterie im

denudierten Bereich komplett vom Gel umschlossen war.
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Die abgeschliffene Injektionsnadel wurde unter das denudierte Gefal3
geschoben, so dass die Spitze unter dem Gefdl zum Liegen kam. Jetzt
wurde das Gel appliziert. So quoll es zu beiden Seiten der Arterie hervor

und bedeckte sie rundherum.

3.13 Fixierung und Entnahme der Gefalle

3.13.1 Fixierung

Zur Gefdflentnahme musste die Maus getdtet werden, indem man sie eine
Uberdosis Isofluran® Inhalationsnarkotikum inhalieren lieB3.

Bevor das denudierte Gefald nach 3 Wochen entnommen werden konnte,
wurde es in PBS gelostem und auf pH 7,4 gepuffertem, 2%
Paraformaldehyd (PFA) von intraluminal fixiert. Dies geschah
systemisch durch linksventrikuldre Injektion iiber eine feine
Injektionsnadel. Dazu wurde der Thorax der Maus er6ffnet, mit einer
feinen Injektionsnadel der linke Ventrikel punktiert und das PFA
langsam appliziert. Durch den Druck der sich {iber dem Herzen
befindlichen Wassersdule, wurde trotz Asystolie das GefdBsystem
perfundiert. Dieser Vorgang sollte mindestens fiinf Minuten dauern, um
eine ausreichende Inkubation des gesamten Gefilles mit PFA zu
gewihrleisten.

Gleichzeitig wurde das noch im Gefasystem der Maus vorhandene Blut
entfernt. Das passierte durch Setzen einer kleinen Inzision im rechten

Vorhof, iiber die das Blut abfloss.

3.13.2 GefalRentnahme

Nach der Fixation wurde durch einen Hautschnitt das ehemalige
Operationsgebiet erdffnet und die denudierte A. femoralis communis
aufgesucht.

Das gelang, indem man von den vormals gesetzten Ligaturen an der A.
profunda femoris dem Gefélverlauf nach proximal folgte.

Nun wurde das iiber dem GefdBsystem befindliche Bindegewebe mit
zwei stumpfen Pinzetten erneut entfernt und die denudierte Arterie so
weit wie moglich freigelegt. Dabei war darauf zu achten, das Gefdl3

moglichst nicht zu verletzen.
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AnschlieBend wurde die Arterie zuerst am Ubergang der A. femoralis
communis zur A. iliaca und dann am Abgang der A. profunda femoris
herausgetrennt, in einer Petrischale mit PBS von Blutresten gereinigt und
fiir iiber nacht in 2% PFA zur Verbesserung der Fixierung eingelegt.

War dies geschehen, wurde ein 0,65 ml Eppendorfgefal mit Tissue Tek®
befiillt und die fixierte Arterie der Lidnge nach darin eingebettet.

Zeigte das proximale Ende der Arterie in Richtung Offnung des GeféBes,
wurde beim spéteren Schneiden des Gefdaes das denudierte, distale Ende
zuerst bearbeitet (siche Schneiden des Gefales).

Als nichstes kam die fixierte und -eingebettete Arterie im
Eppendorfgefa3, zum Einfrieren in fliissigen Stickstoff (N).

Das gefrorene Eppendorfgefdl wurde zur Konservierung in einem

Tietkiihlschrank bei einer Temperatur von —80 °C aufbewabhrt.

3.14 Anfertigen der Gefal3schnitte

Zum Schneiden der Arterien diente ein Kryostat® CM 1900 der Firma
Leica.

Die gefrorenen GefdB3blocke wurden mit einer Zange vorsichtig aus dem
Eppendorfgefdl gedriickt. Beim Schneiden wurde jeweils ein
Gefiallblock, mit der flachen Seite nach unten, bei —24 °C im Inneren des
Gerites mit Tissue Tek® befestigt. Der Stempel mit dem Gefdllblock
wurde eingespannt und konnte nun ebenfalls bei —24 °C bearbeitet
werden.

Als Schichtdicke wurden 6—7 um gewdihlt.

Jeweils drei Schnitte kamen auf einen beschichteten Objekttrager (Super
Frost® Plus; Menzel Glaser).

Die Lagerung der Schnitte auf den Objekttragern geschah wiederum bei
—80 °C.

33



3.15 Morphometrie der Gefal3schnitte

Fir die Morphometrie, zum Ausmessen der Dicke der Neointima,
wurden pro Arterie jeweils fiinf Objekttrdger mit je drei Schnitten
bestiickt. Von den drei Schnitten auf jedem Objekttrager wurden zwei
ausgewertet.

Jeweils zwei Schnitte, vom Anfang, der Mitte und dem Ende der
entnommenen Arterie, wurden morphologisch ausgemessen, um die
Neointimaentwicklung in ihrem gesamten Verlauf beurteilen zu kénnen.
Fiir eine bessere Abgrenzung der einzelnen Gefaf3schichten voneinander,
wurden die GefaBschnitte vor der Ausmessung mit Hiamatoxylin-Eosin

angefarbt.

Tabelle 3: Verwendetes Schema fir die Hdmatoxylin-Eosin Farbung

Herstellung der Eosinldsung:
100 ml EosinY gelost in Aqua dest. (10 g/1)
10 ml Phloxin gelost in Aqua dest. (10 g/l)
780 ml 95% Alkohol

4 ml Eisessig

Farbung: Inkubationszeit:
1. Kryoschnitte in 4% PFA fixieren. 10 min
2. Schnitte in PBS rehydrieren. 15 min

3. Schnitte mit Gills Himatoxylin III

-Losung inkubieren lassen (Merck

Nr. 5173). 6 min
4. Schnitte in Eisessig, verdiinnt mit

PBS (1:100) geben. 1,5 min
5. Schnitte wissern in flieBendem

lauwarmem Wasser. 10 min
6. Schnitte mit Eosinlosung inkubieren. 3 min

7. Schnitte erneut fixieren (94ml 96%
Propanol auf 6ml Eisessig). 2 min

8. Schnitte in 100% Propanol. 2 x 2 min

9. Schnitte mit mounting medium eindeckeln.

10. Befestigen der Deckglédser mit

Fix-o-gum.




Zunichst stellte man eine Eosinlosung aus in destilliertem Wasser
gelostem Eosin, Phloxin, Alkohol und Eisessig her.

Die Kryoschnitte wurden zunéchst 10 min in 4 °C kaltem PFA fixiert und
15 min mit PBS rehydriert. Danach liel man die Schnitte 6 min mit der
Héamatoxylin Losung inkubieren und fixierte die Farbung 1,5 min in
Eisessig. Zur weiteren Fiarbung wurden die Schnitte 3 min unter
indirektem Kontakt mit flieBendem Wasser im Féarbebehilter gewaschen.
Im nichsten Schritt farbte man die Schnitte 2 min mit der hergestellten
Eosinlosung, fixierte erneut 2 x 2 min mit einer Mischung aus Alkohol
und Eisessig und danach 3 min mit Propanol. Zum Schluss wurden die
Schnitte mit Eindeckmedium und Glas eingedeckelt.

Das Ausmessen der GefdBschichten geschah histomorphometrisch mit
dem Fotoprogramm KS 300/3.0 Windows release® 1997 der Firma Carl
Zeiss Vision GmbH und einem an den Computer angeschlossenem Leica
Fluoreszenz-Mikroskop.

Dabei sollte die arterielle Antwort auf den Dehnungsreiz und die
Verletzung anhand der Bildung und Dicke der Neointima gemessen
werden.

Unter dem Mikroskop wurde der GefaBschnitt eingestellt. Auf dem
Bildschirm umfuhr man nun mit Hilfe des Fotoprogramms und des
Cursors zundchst das Lumen, dann die Lamina elastica interna und zum
Schluss die Lamina elastica externa der Arterie.

Aus der Anzahl der fiir das Umfahren der genannten Strukturen
verbrauchten Bildpixel lieBen sich die Dicke der Neointima und der
Media sowie das fiir die Untersuchung wichtige Verhiltnis von

Neointima zu Media berechnen (Neointima/Media-Ratio).
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3.16 Farbungen

3.16.1 PCNA Farbung alsMarker fur proliferierende Zellen

Fiir den Nachweis proliferierender Zellen wurde ein PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) Fiarbe-Kit der Firma Zymed, das auf einem
Streptavidin-Biotin System basiert, verwendet.

Die Kryoschnitte wurden 10 min in 4 °C kaltem Aceton fixiert, 15 min
mit PBS rehydriert und 10 min mit non-immune goat serum
(Ziegenserum) geblockt.

Jetzt kam der fertig zu verwendende, biotinylierte PCNA-Antikorper, der
nicht weiter verdinnt wurde, fiir 60 min auf die zu farbenden Schnitte.
Die Schnitte wurden danach 3 x 2 min mit PBS gewaschen.
Anschliefend kam die fertige Mischung der Streptavidin-Peroxidase fiir
10 min auf die Schnitte, die danach wieder 3 x 2 min mit PBS gewaschen
wurden.

Die mitgelieferten Bestandteile der Farbstoffmischung aus drei
Komponenten, bestechend aus einem Tropfen Substratpuffer, einem
Tropfen DAB-Farbstoff und einem Tropfen 0.6%
Wasserstoffperoxidlosung, wurden in 1 ml destilliertem Wasser aufgeldst
und fiir 4 min unter Lichtschutz auf die Schnitte aufgebracht.
AnschlieBend wurden die Schnitte 3 x 2 min mit destilliertem Wasser
gewaschen, abgeklopft und mit FEindeckmedium und DAPI, als
Gegenfarbung eingedeckelt. Die PCNA-gefirbten, proliferierenden

Zellen erschienen braun.
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Tabelle 4: Arbeitsschritte der PCNA Farbung mit dem PCNA Farbe-Kit

Eal

9]

10.
11.

Arbeitsschritte:

Inkubationszeit:

Schnitte in Aceton fixieren

Schnitte mit PBS rehydrieren

Schnitte mit Ziegenserum blocken
Fertigen biotinylierten PCNA-Antikorper
auf die Schnitte aufbringen

Schnitte mit PBS waschen

Fertige Mischung der Streptavidin-
Peroxidase auf die Schnitte

Waschen der Schnitte mit PBS
Herstellung des DAB-Farbstoffgemisches
Auftragen des Farbstoffgemisches auf die
Schnitte

Waschen mit Aqua dest.

Eindeckeln mit DAPI und mounting-

medium

10 min
15 min

10 min

45 min

3 x 2 min

10 min

3 x 2 min

4 min

2 X 2 min

37



3.16.2 Immunfluor eszenzfar bung der Kryoschnitte

Das unten gezeigte Schema diente als Vorlage fiir alle
Immunfloureszensfarbungen, wobei die verwendeten Primirantikorper
und deren Dosierung differierten. Eine kurze Zusammenfassung und die

Besonderheiten jeder Farbung sind gesondert beschrieben.

Tabelle 5: Verwendete Vorlage, im Sinne eines allgemeinen Schemas fur die

immunhistochemische Farbung von Kryoschnitten

Arbeitsschritte: Inkubationszeit:

1. Schnitte mit Aceton oder 2% PFA
(jeweils bei 4 °C) fixieren 10 min
2. Schnitte in PBS bei Raumtemperatur
rehydrieren 15 min
3. Schnitte mit Ziegenserum blocken 10 min
4. Schnitte mit Primédrantikdrper der
jeweiligen Verdiinnung, bei
Raumtemperatur bedecken. 45-60 min
5. Schnitte mit PBS waschen 2 x 5 min
6. Schnitte mit Sekundérantikorper, der
jeweiligen Verdiinnung unter Lichtschutz,
bei Raumtemperatur bedecken 10-60 min
8. Schnitte mit PBS waschen 3 x 2 min
9. Objekttrager mit mounting. Medium
eindeckeln

10 Deckgléser mit Fix-o-gum® versiegeln

Die gefrorenen Schnitte wurden dem -80 ©°C Tiefkiihlschrank
entnommen und sofort fiir 10 min in 4 °C kaltem Aceton 99,8% oder 2%
Paraformaldehyd fixiert. AnschlieBend umfuhr man mit einem
Diamantstift oder einem Fettstift (z.B. Dako Pen®) die Schnitte, um sie
zu markieren. Von den 3 GefidBschnitten diente jeweils einer als
Negativkontrolle, wobei in diesem Fall jeweils nur die
Antikorperverdiinnungslosung bzw. ein nicht spezifischer Antikorper,
anstatt des Primérantikorpers, auf den Schnitt gegeben wurde.

Alle weiteren Schritte verliefen gleich.
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Die Schnitte wurden nun 15 min in PBS rehydriert und sollten ab hier
nicht mehr austrocknen. Nun blockte man die Schnitte 10 min mit 10%
Ziegenserum, das nach der Einwirkzeit nur abgeklopft wurde.

Der primdre Antikorper wurde in Féarbepuffer (antibody diluent reagent
solution; Zymed™), entsprechend der jeweiligen Farbung verdiinnt. Auf
jeweils einen Schnitt kam, wie beschrieben, nur der Farbepuffer oder der
unspezifische Antikorper. Man lie damit die Schnitte 45-60 min, je nach
Antikorper, bei Raumtemperatur inkubieren.

AnschlieBend wurden die Schnitte 2 x 5 min in PBS gewaschen. Dies
passierte, indem man die Objekttrager in ein Farbegefdl stellte, dieses
mit PBS-Waschpuffer fiillte und auf eine Schiittelplatte (Minishaker)
stellte. Somit wurden die Gefédl3schnitte unablidssig mit PBS gewaschen.
Nun kam der sekundédre Antikdrper mit Fluoreszenzfarbstoff zum
Einsatz. Er wurde wieder entsprechend der jeweiligen Farbung in
Féarbepuffer verdiinnt, geschiittelt und fiir 15 Sekunden bei 14000/min
zentrifugiert. Unter Lichtschutz lief man ihn 10-60 min auf die Schnitte
einwirken. Die Schnitte wurden danach 3 x 2 min in PBS gewaschen
(siche oben).

Als Gegenfarbung, zur Darstellung der Zellkerne, mischte man das
Eindeckmedium (Vectashield® mounting medium) mit DAPI.

Pro 1 ml Eindeckmedium wurden 2-3 ul DAPI zugegeben und je ein
Tropfen des Gemisches auf die Schnitte gefiigt. Die Farbung war nun
fertig und die Objekttrager wurden mit Deckgldsern versehen. Um ein
Austrocknen zu verhindern, versiegelte man die eingedeckten
Objekttrager noch mit Fix-o-gum®. Unter Lichtschutz wurden die
Objekttrager bis zur weiteren Verwendung tiefgekiihlt, bei —20 °C,
gelagert.
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3.16.3 Farbung glatter Gefalimuskelzellen (VSMC)

Die Féarbung wies glatte GefdBmuskelzellen in der Media und anderen
Schichten des Gefédfles nach.

Die Gefidfschnitte wurden 10 min mit Aceton fixiert, anschlielend 15
min mit PBS rehydriert und 10 min mit Ziegenserum geblockt.

Bei der Farbung der glatten GefaBmuskelzellen war der rote Farbstoff zur
Féarbung des Muskelaktins bereits an den primédren Antikorper gekoppelt,
weswegen unmittelbar nach dem Blocken der Férbevorgang beginnen
konnte. Der Antikdrper gegen das o-Muskel-Aktin  glatter
Gefamuskelzellen wurde mit Antikorperverdiinnungslosung 1:500
verdiinnt und auf die Schnitte gegeben.

Unter Lichtschutz wurde der Antikorper in feuchtem Milieu eine Stunde
lang belassen und dann mehrmals mit PBS gewaschen. Die so gefirbten
Schnitte wurden nun mit DAPI enthaltendem Eindeckmedium und mit

einem Deckglas versehen.

3.16.4 Farbung von M onozyten und M akrophagen (MOMA)

Der Féarbung diente zum Nachweis mononukledrer Zellen, die entweder
aus der Blutbahn kamen oder schon linger im Gewebe ansdssig waren.
Die Kryoschnitte wurden, nach dem Entfernen aus dem Tiefkiihlschrank
sofort 10 min in 2% PFA fixiert, 15 min mit PBS rehydriert und 10 min
mit Ziegenserum geblockt.

Nun wurde der Primérantikdrper gegen Monozyten und Makrophagen
1:10 verdiinnt und auf die Schnitte aufgetragen. Dort wurde er in
feuchtem Milieu im Inkubator 60 min belassen.

Die Schnitte wurden 3 x 2 Minuten mit PBS gewaschen. Nun kam der
sekundire Antikorper mit rotem Farbstoff (546 nm) in der Verdiinnung
1:200 fiir 40 min auf die Schnitte. Die Schnitte wurden wieder mehrmals

mit PBS gewaschen und mit DAPI und Eindeckmedium bedeckt.
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3.16.5 Nachweis apoptotischer Zellen (TUNEL-Markierung)

Zum Nachweis apoptotischer Zellen kam ein ,,in situ cell death detection
kit® TMR red“ der Firma Roche™ zum Finsatz. Der Nachweis
verwendete die sogenannte TUNEL-Reaktion (TdT-mediatet dUTP-X
nick-end-labeling).

Dabei wurden apoptoseabhingige DNA-Einzelstrangbriiche (nicks) und
Doppelstrangbriiche, unabhidngig von einer Vorlage, an den entstehenden
freien 3’-OH Enden durch eine Enzymreaktion [, terminal
deoxynucleotidyl transferase” (TdT)] mit dUTP markiert. An die dUTP
Enden waren TMR (Tetramethylrodamin red) und Fluorescein gebunden,

um die Reaktion unter dem Mikroskop sichtbar zu machen.

Vor Beginn des eigentlichen Fiarbevorgangs mussten mehrere Losungen
vorbereitet werden.

Mit PBS wurde eine 4% PFA-Losung als Fixierungslosung, die auf pH
7,4 gepuffert war, frisch hergestellt.

Des Weiteren stellte man aus Triton-X-100, Natriumcitrat und PBS ecine
Permeabilisierungslosung frisch her (siche Tabelle Vorbereitungen), mit
der die Zellwand und die Kernmembran der apoptotischen Zellen fiir die
Markierung durchlissig gemacht wurden.

Zundchst wurden die Kryoschnitte 20 min mit der Fixierungslosung
fixiert und anschlieBend 30 min mit PBS gewaschen. In einem Behélter
mit Eiswasser wurde inzwischen die Permeabilisierungslosung auf 2 °C
abgekiihlt. Nach dem Waschen kamen die Schnitte fiir 2 min in die kalte
Permeabilisierungslosung und wurden anschlieBend 2 x 3 min mit PBS

gewaschen.
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Fir die TUNEL-Reaktion sollte die Mischung erst unmittelbar vor
Gebrauch hergestellt werden. Dazu wurden aus der im Kit enthaltenen
Markierungslosung (dUTP-TMR label solution) 100 pl abgezogen,
aserviert, und spiter als Negativkontrolle verwendet.

Die ebenfalls mitgelieferte Enzymlosung (TdT-enzyme solution) wurde
in den Rest der Markierungslosung pipettiert und ergab nun die TUNEL-
Reaktionslosung.

Nachdem die Zellen permeabilisiert und gewaschen worden waren, gab
man wenig TUNEL-Reagenz auf die Schnitte, bedeckte sie mit Parafilm
und lie} die Losung eine Stunde bei 37 °C, in feuchter Umgebung, in
einem Wiarmeschrank einwirken.

Danach wurden die Schnitte 3 x 2 min mit Waschpuffer gewaschen und

mit DAPI und Eindeckmedium bedeckt und versiegelt.

Tabelle 6: Herzustellende Losungen, als Vorbereitung des unten

beschriebenen Markierungsvorgangs.

Vorbereitung:

Fixierungslésung:
80% PFA mit PBS auf 4 % verdiinnen und auf pH 7,4 puffern.

Benotigt wurden etwa 100 ml.

Permeabilisierungslésung (fur 100 ml):
0,1 g Triton—X-100 + 0,1 g Natriumcitrat + 99,8 ml PBS
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Tabelle 7 zeigt das Protokoll fiir die Markierung apoptotischer Zellen.

M ar kier ungsvor gang:

Arbeitsschritte:

1. Schnitte bei Raumtemperatur in die
Fixierungslosung geben

2. Schnitte mit PBS waschen

3. Wihrend Schritt 2 lauft, Herstellung
der TUNEL-LG6sung

4. Schnitte in die auf 2 °C abgekiihlte
Permeabilisierungslosung stellen

5. Schnitte mit PBS waschen

6. Wenig TUNEL-LGosung, bzw.
Negativlgsung (label solution) auf
die Schnitte geben, mit Parafilm bedecken
und bei 37 °C, im Wirmeschrank in
feuchter Umgebung lagern

7. Schnitte in PBS waschen

8. Schnitte mit DAPI und mounting-

medium eindeckeln

Inkubationszeit:

20 min

30 min

2 min

2 X 3 min

60 min

3 x 2 min
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3.16.6 Resor ptionsnachweis des Kininogens

Im Folgenden ist der Nachweis der Aufnahme des Kininogens, aus dem
nach der Operation verabreichten Gel, in das Gefa3 beschrieben.
C57/BL-6 Maiusen wurde 12, 24 und 48 Stunden nach Operation und
Applikation des Kininogen enthaltenden Gels, die denudierte A.
femoralis, wie beschrieben, entnommen, in Tissue Tek® eingebettet,
gefroren, geschnitten und auf einen Objekttrdager aufgebracht.

Die geschnittenen Arterien wurden zundchst 10 min mit 4%
Acetonlosung fixiert, 15 min rehydriert und 10 min mit Ziegenserum
geblockt.

Der primére Antikorper gegen Kininogen wurde uns freundlicherweise
von Herrn Prof. Dr. Klaus T. Preissner, Institut fiir Biochemie der
Universitdt Marburg-Giessen, Standort Giessen, zur Verfiigung gestellt.
Der Primérantikorper wurde mit Antikdrperverdiinnungslosung 1:10,
1:20 und 1:100 verdiinnt und unter Lichtschutz fiir eine Stunde auf die
Schnitte aufgetragen. Danach wurden die Schnitte 3 x 2 min mit PBS
gewaschen. Als Sekundirantikdrper diente ein griiner (488 nm) ,.goat
anti-rabbit“-Antikorper, in der Verdiinnung 1:150. Gleichzeitig wurden
glatte GefdBmuskelzellen mit anti-a-smooth muscle actine in der
Verdiinnung 1:1000 eingefarbt, um die Griinfairbung besser zu
diskriminieren. Beide Antikdrper wurden entsprechend ihrer Verdiinnung
gemischt und verblieben wieder eine Stunde, unter Lichtschutz, auf den
Schnitten.

Danach wurden die Objekttriger zum Waschen in einem Gefa3 auf eine
Schiittelplatte, 2 x 3 min in PBS gestellt, abgeklopft und mit DAPI und

Eindeckmedium versiegelt.
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3.17 Bewertung und Auszahlung der gefarbten Schnitte

Alle Zellkerne innerhalb der Gefdl3schnitte waren mit DAPI angefarbt
und leuchteten unter der Fluoreszenzlampe, mit dem Blaufilter blau. Die
mittels Immunhistochemie gefarbten Zellen, die unter der
Fluoreszenzlampe mit Griinfilter rot leuchteten (PCNA Firbung braun),
waren fiir die jeweilige Farbung positiv.

Zellen, die dem Knochenmark entstammten und in der Neointima oder
anderen GefaBschichten akkumulierten, leuchteten durch das GFP griin.
Gezdhlt wurden alle immunmarkierten roten, griinen (GFP+) und blauen
(DAPI) Zellen. Fiir bestimmte Farbungen (Muskelzellen, Monozyten-
Makrophagen und Apoptosezellen) waren auch Zellen interessant, die
doppelt fluoreszierten (griin und rot), um bestimmte Aussagen treffen zu

konnen.

3.18. Statistik

Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte +/- der mittleren
Standardabweichung dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mit
Hilfe der ,,SigmaStat Software, Systat, Richmond, CA, USA mittels
ANOVA.

Die Post-hoc Analysen wurden nach der Methode von Holm-Sidak
durchgefiihrt. Ein P-Wert <0,05 wurde als signifikanter Unterschied

zwischen den jeweiligen Gruppen interpretiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Per Gdl appliziertes Kininogen wird in GefaRe aufgenommen

Den Méusen wurde nach Denudation der Femoralarterie Kininogen oder
Domédne 5 {ber ein Gel (Pluronic F-127) appliziert, das als
Trégersubstanz diente.

Zunichst sollte nachgewiesen werden, dass das verwendete
Operationsschema und die Art der Applikation zu einer Resorption des
Wirkstoffes in die Arterie fiihrte.

Nach der Denudation der Arterie und der Applikation des Gels mit dem
darin befindlichen Kininogen, wurden bei C57/BL-6 Mausen, 12, 24 und
48 Stunden nach Operation das Gefdll entnommen und die Schnitte mit
Antikorper gegen Kininogen inkubiert. Anschlieend farbte man mit
einem antikdrpergekoppelten, fluoreszierenden Farbstoff gegen den
ersten Antikorper. Es zeigte sich, dass Kininogen bereits nach 6 Stunden
vom Gefdll resorbiert wurde und bis in das verletzte Gefdl hinein
diffundierte. Das Maximum der Akkumulation im Gefdll war nach 24
Stunden erreicht und auch nach 48 Stunden noch nachweisbar.

Es konnte somit gezeigt werden, dass die sich in dem Gel befindliche
Wirksubstanz durch die Art, mit der sie verabreicht wurde, in das Gefdl3
aufgenommen wurde und somit ihre potentielle Wirkung zu entfalten

vermochte.
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Kontrolle Kininogen

Abbildung 11: Per Gel appliziertes Kininogen wird in das Gefafl
aufgenommen.

Gezeigt sind zwei reprasentative GefalRschnitte von Gefallen, die 24 h
nach Drahtdenudation entnommen und geschnitten wurden. Nach
durchgeflihrter Operation wurde zuvor, wie beschrieben rund um die
Arterien Gel gespritzt. Bei der rechten Arterie wurde zusatzlich
Kininogen in der fur alle Versuchsreihen verwendeten Konzentration im
Gel gelost.

Nach Markierung des Kininogens mit einem spezifischen Antikorper,
wurde das Kininogen mit einem antikérpergekoppelten (griinen)
Fluoreszenzfarbstoff sichtbar gemacht.

Im Vergleich zur Kontrolle (linkes Bild) erkennt man rund um das Gefal
und im Lumen das Gel, das durch die Farbung des Kininogens griinlich

schimmert.
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4.2 Kininogen und Domaéne 5 ver hinder n die Neointima-Bildung

Um den Effekt des Kininogens und der Doméne 5 auf die Reduktion der
Neointima zu untersuchen, wurden vier Versuchsgruppen gebildet.

Die 1. Gruppe bekam nach der Denudation weder Gel noch andere Stoffe
verabreicht. Um die Auswirkungen des Gels alleine zu priifen, bekam die
Gruppe 2, als Kontrollgruppe, nur das Gel mit dem Puffer in dem HKa
bzw. D5 gelost waren, Gruppe 3 bekam Gel mit HKa und die Gruppe 4
Gel mit Doméne 5 appliziert.

3 Wochen nach Denudation wurde das Gefdl entnommen und
geschnitten. Das durch Histomorphometrie bestimmte Neointima/Media-
Verhiltnis (I/M Ratio) wurde mit der Kontrollgruppe, in der nur Gel
appliziert wurde, verglichen. Die Kontrollgruppe zeigte, dhnlich wie die
Gruppe ohne Gel, nach 3 Wochen in nahezu allen GefdBabschnitten eine
ausgeprigte Neointima-Bildung, die das Lumen der Arterie bis auf einen
kleinen Bruchteil des Lumens der nicht dilatierten, kontralateralen (nicht
gezeigt) Arterie einengte.

Das Verhiltnis von Neointima zu Media betrug in der Gruppe 1 ohne Gel
1,625 + 0,168 und in der Kontrollgruppe 2, die nur Gel verabreicht
bekam 1,540 + 0,150. Das in der Gruppe 2 verabreichte Gel alleine hatte
demnach keinen signifikanten FEinfluss auf die Ausbildung der
Neointima.

Anders war die Situation in den beiden anderen Gruppen. In der Gruppe
3, die HKa mit dem Gel verabreicht bekam, zeigte sich eine signifikante
Reduktion der Neointima Bildung auf ein Verhéltnis von 0,981 + 0,174.
In der Gruppe 4, der Gel mit Domine 5 appliziert wurde, war die Bildung
der Neointima noch stirker, auf ein Neointima/Media-Verhiltnis von
0,549 + 0,076 reduziert, so dass in einigen Schnitten, luminal der Lamina
elastica interna, kaum noch Zellen oder neointimales Gewebe zu
erkennen waren.

Die Bildung der Neointima liel sich somit mit aktiviertem Kininogen

(HKa) und noch stirker mit Doméne 5 verringern.

48



v o /i i ."-
Ry | N ”-*{
2 _ *
i T i
9 1,5 1
©
r g [
=
o~
05 - =
0
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Abbildung 12: Kininogen und die Doméane 5 verhindern die
Neointimabildung in der A. femoralis der Maus.

Oben sind reprasentative Schnitte der Femoralarterien der Maus 21
Tage nach Denudation der Gefalle gezeigt, denen in der Gruppe 1,
nach Operation, weder Gel noch eine anderer Substanz appliziert wurde
(Kontrolle). Gruppe 2 bekam nur das Gel als Tragersubstanz appliziert
(nur Gel). Der Gruppe 3 wurde zusatzlich tber das Gel Kininogen, der
Gruppe 4 die Domane 5 (D5) verabreicht.

Das darunter liegende Balkendiagramm zeigt die morphometrische
Quantifizierung der denudierten Femoralarterien in den einzelnen
Gruppen (n = 4 fur Gruppe 1, n = 6 flir die anderen 3 Gruppen,
*P<0.01). Gemessen wurde das Verhaltnis von gebildeter Neointima zu
Media (I/M Ratio). Dazu wurde die Flache der Media errechnet, indem
man die umfahrene Flache entlang der Lamina elastica interna von der
umfahrenen Flache entlang der Lamina elastica externa subtrahierte.
Die Flache der Neointima ergab sich entsprechend durch Umfahren der
Flache zwischen Lamina elastica interna und der Linie entlang des
verbleibenden Lumens des Gefalles. Das gezeigte Neointima/Media-
Verhaltnis errechnete sich durch Division der Flache der Neointima

durch die, wie vorher beschrieben, berechnete Flache der Media.
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4.3 Kininogen und Doméne 5 reduzieren die Proliferation glatter
Gefalmuskelzellen in der Neointima und Media verletzter

Gefaie

Fir die Entstthung der Neointima sind einerseits glatte
GefiaBBmuskelzellen aus der Media und Adventitia verantwortlich, die in
den verletzten Bereich migrieren und dort proliferieren. Andererseits
adhérieren dort zirkulierende Zellen aus der Blutbahn, die sich zu glatten
Gefilmuskelzellen differenzieren konnen und ebenfalls zur Bildung der
Neointima beitragen®® "* 7

Um eine Aussage lber die fiir die Entstehung der Neointima
entscheidende Proliferation von VSMC und anderer Zellgruppen machen
zu konnen, wurden die 4 Versuchsgruppen auf die Proliferation
vaskuldrer Zellen hin untersucht. Hierfiir wurden die Gefdlschnitte mit
einem Antikorper gegen das ,,proliferating nuclear cell antigen® (PCNA),
einem Proliferationsmarker, immunhistochemisch geféarbt und der Anteil
proliferierender Zellen in der Neointima und Media (Daten nicht gezeigt)
bestimmt.

In der Kontrollgruppe 2, die nur das Gel verabreicht bekam und in der
Gruppe 1 ohne Gel war eine starke Proliferationsaktivitidt zu erkennen.
Der Anteil proliferierender Zellen in der Neointima lag dabei bei 11,9%
+ 1,9% in der Gruppe 2, die nur Gel appliziert bekam und bei 11,3% +
2,2% in der Gruppe 1.

Demgegeniiber nahm die Anzahl proliferierender Zellen in der Gruppe 3,
der Kininogen verabreicht wurde, stark ab (7,5% =+ 1,9%), jedoch
weniger stark, als in der Gruppe 4, die Doméne 5 appliziert bekam (4,6%
+ 1,9%).

Damit konnte gezeigt werden, dass Kininogen und noch stirker die
Domine 5, die Proliferation glatter GefaBBmuskelzellen hemmten. Gel

alleine wirkte sich nicht nachweisbar auf die Proliferation aus.
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Abbildung 13: Kininogen und die Domé&ne 5 verhindern die
Proliferation glatter Gefallmuskelzellen in der Neointima der
denudierten Gefale.

Oben werden fiir die 4 Versuchsgruppen reprasentative Gefalischnitte
der verletzten Femoralarterien 3 Wochen nach Operation gezeigt, bei
denen alle Zellen die positiv fur das PCNA waren, immunhistochemisch
gefarbt wurden (braun gefarbte Zellen). Bei PCNA handelt es sich um
einen Marker fur proliferierende Zellen. Als Gegenfarbung diente DAPI,
womit alle Zellkerne innerhalb der Gefal3schnitte markiert wurden (blaue
Farbung).

Das darunter liegende Diagramm zeigt den Anteil der markierten,
proliferierenden Zellen der Neointima in den 4 Versuchsgruppen (n = 4
fur Gruppe 1, n = 6 flir die 3 anderen Gruppen, * P<0.01). Dazu wurden
3 Wochen nach Denudation der Femoralarterien alle proliferierenden
Zellen in der Neointima gezahlt (braune Zellen) und durch alle in der

Neointima vorhandenen ausgezahlten Zellen (blaue Zellkerne) dividiert.
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4.4 Kininogen und Doméane 5 induzieren die Apoptose glatter
Gefalmuskelzellen in der Neointima und Media

HKa und Doméne 5 induzierten in verschiedenen Studien, im
Zusammenhang mit einer Hemmung der Adhidsion von zirkulierenden
Zellen an Endothelzellen und einer Hemmung der Adhésion von VSMC
an die extrazellulire Matrix, den programmierten Zelltod (Apoptose)’” *%.
Um iberpriifen zu konnen, ob HKa und D5 auch in vivo zu einer
verstirkten Apoptose neointimaler Zellen fiihrten, wurde mittels der
TUNEL-Reaktion ein Nachweisverfahren fiir apoptotische Zellen
angewendet.

Damit sollten die Auswirkungen von beiden Stoffen im Zusammenhang
mit der Apoptose, auf die Ausbildung der Neointima und somit indirekt
auf die Akkumulation neointimaler Zellen untersucht werden.

Wiéhrend in der Kontrollgruppe (Gruppe 2) mit Gel nur eine geringer
Anteil apoptotischer Zellen zu finden war (1,3% =+ 0,7%), nahm der
Anteil in der Versuchsgruppe 3, mit Kininogen auf 4,9% + 1,4% zu und
war mit 5,1% £ 1,3% am hochsten in der Gruppe 4, die Domine 5
verabreicht bekam. In der Gruppe 1 ohne Gel lag der Anteil
apoptotischer Zellen bei 1,8% + 0,7% und war damit dhnlich niedrig wie
in der Kontrollgruppe.

Somit induzieren bzw. verstirken HKa und noch stirker Domine 5 die
Apoptose von neointimalen Zellen, die sich sowohl aus Zellen lokalen
Ursprungs als auch aus Zellen der Zirkulation zusammensetzten. Das
applizierte Gel alleine hatte in unserem Versuch keine Auswirkungen auf

die Induktion der Apoptose.
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Abbildung 14: Kininogen und die Domane 5 induzieren die
Apoptose glatter GefaBmuskelzellen in der Neointima.

Die oben gezeigten Gefallschnitte der operierten Mause sind
reprasentativ flr die 4 Versuchsgruppen. 3 Wochen nach Denudation
wurden apoptotische Zellen der Femoralarterien mittels der TUNEL-
Reaktion rot gefarbt (siehe oben). Zellen die dem Knochenmark
entstammten waren GFP positiv (griin). Alle Zellkerne im Bereich der
Gefalschnitte wurden mit DAPI dargestellt (blau).

Das darunter liegende Diagramm zeigt den Anteil der apoptotischen
Zellen (rot) an allen Zellen der Neointima (n =4 fur Gruppe 1, n = 6 flr
alle anderen Versuchsgruppen, * P<0.05). Dazu wurde in den
Gefalschnitten die Anzahl aller apoptotischen Zellen der Neointima
durch die Anzahl aller im Bereich der Neointima vorhandenen Zellen
(blaue Zellkerne) dividiert.
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4.5 Zirkulierende Zellen aus dem Knochenmark tragen zur Bildung
des neointimalen Gewebes bei und lassen sich durch den Einsatz von
Kininogen und Doméne 5 reduzieren

Um eine Aussage iiber die Herkunft der an der Entstehung der Neointima
beteiligten Zellen machen zu kdnnen, wurden im Vorfeld der Operation
C57/BL-6 Miusen nach myeloablativer Bestrahlung Knochenmark von
Spenderméusen injiziert, die ubiquitir GFP exprimierten. Somit lie sich
erkennen, welche Zellen, die in der Neointima oder anderen Abschnitten
des GefiBles zu finden waren, dem Knochenmark entstammten und
primdr iber die Blutbahn in das geschiddigte Gefdll gelangt waren.
Analog zu vorausgegangenen Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen’® ™ 7>
konnte beobachtet werden, dass ein erheblicher Teil der Zellen der
Neointima und anderer Gefdf3abschnitte griin fluoreszierten (GFP positiv)
und damit dem Knochenmark entstammen mussten. Der Anteil griin
fluoreszierender Zellen im gesamten GefdBabschnitt lag dabei in den
ersten beiden Gruppen bei etwa 40% und stimmte damit vom Zahlenwert
mit den Ergebnissen oben genannter Forschergruppen iiberein. Durch den
Einsatz von Kininogen und Doméne 5 konnte der Anteil dieser Zellen
reduziert werden (Gruppe 3 und 4).

In der nicht denudierten kontralateralen Arterie fanden sich keine GFP-

positive Zellen (siche Abbildung).
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Abbildung 15: Zirkulierende Zellen des Knochenmarks
akkumulieren in den verletzten Gefdl3abschnitten und tragen zur
Bildung der Neointima bei.

Durch den Einsatz von Kininogen und Doméne 5 lie sich der Anteil
dieser Zellen reduzieren (n = 4 fiur Gruppe 1, n = 6 fur die anderen 3
Gruppen, * P<0.05). Im Diagramm wird der Anteil von aus dem
Knochenmark stammenden, GFP positiven Zellen (griin) an allen Zellen
der Gefalischnitte (blaue Zellkerne, gefarbt mit DAPI) gezeigt. Das
dargestellte Ergebnis entsteht durch Division aller griinen Zellen durch

alle blau gefarbten Zellkerne.
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Abbildung 16: Abhéangigkeit der Akkumulation von GFP-positiven
Zellen von einer GefalRverletzung.

Gezeigt wird ein Gefalschnitt der kontralateralen (nicht denudierten)
Femoralarterie einer operierten, ubiquitdr GFP-exprimierenden Maus. Es
ist zu erkennen, dass im Gegensatz zu dilatierten Arterien luminal des

Endothels keine GFP-positiven (griinen) Zellen akkumulieren.

4.6 HKa und Doméane 5 hemmen die Akkumulation zirkulierender
V SM C-Progenitor zellen

Zur genaueren Differenzierung neointimaler Zellen wurden diese mit a-
SMA, einem Marker fiir glatte GefdaBmuskelzellen gefarbt. Dadurch lief3
sich zusitzlich zur Frage, ob die Zellen dem Knochenmark entstammten,
(GFP positiv) kldren, ob die Zellen der Neointima und der Media GFP
und gleichzeitig a-SMA exprimierten, also primér zirkulierende Zellen
mit Ursprung aus dem Knochenmark waren, die sich zu glatten
Gefilmuskelzellen differenziert hatten.

Der Anteils dieser doppelt fluoreszierender Zellen (a-SMA und parallel
GFP positiv) in der Neointima und Media, also der Anteil zirkulierender
Knochenmarkszellen, die sich zu VSMC differenzierten, an allen glatten
GefaBmuskelzellen (a-SMA positiv), wurde durch die Applikation von
HKa oder Doméne 5 signifikant reduziert. So nahm der Anteil von 28,3%
+ 3,2% fiir Gruppe 1 und 25,4% =+ 3,4% fiir Gruppe 2, auf 16,1% =+ 4,7%
in der Gruppe 3 und 6,6% = 8,8% fiir die Gruppe 4 ab.

Gel alleine hatte keinen hemmenden Einfluss auf die Rekrutierung und

Differenzierung von Knochenmarkszellen.
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Abbildung 17: Exemplarische Darstellung der Farbung glatter

GefaBmuskelzellen (VSMC) in einer Femoralarterie  mit
verschiedenen Fluoreszenzfiltern, 3 Wochen nach Denudation.

A: Die GefaRschnitte wurden mit a-SMA, einem Antikérper gegen das
Muskelaktin glatter Muskelzellen behandelt, an den ein roter
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war. Alle glatten Muskelzellen im Bereich
der Schnitte stellten sich rot dar.

B: Das gleiche Gefall wie in A wird nun durch einen anderen
FluoreszenZfilter gezeigt. Dabei stellten sich alle GFP positiven Zellen
die dem Knochenmark entstammten griin dar.

C: Uberlagerung der Bilder A und B des identischen GefaRes. Zellen,
die mit a-SMA gefarbt wurden (rote Zellen) und gleichzeitig dem
Knochenmark entstammten (griine Zellen), erschienen gelb.

D: Zusatzlich zum Bild C wurden nun alle Zellkerne im Bereich der
Gefalschnitte mit DAPI blau gefarbt.

E: Ausschnittsvergroflerung von Bild C zur Darstellung der

Kolokalisation von a-SMA- und GFP positiven Zellen.
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Abbildung 18: Kininogen und die Doméane 5 hemmen die
Akkumulation  zirkulierender VSMC-Progenitorzellen in der
Neointima.

A: 3 Wochen nach Gefalkdenudation der Femoralarterien wurden die
Gefalle enthommen, geschnitten und wie in Abbildung 15 beschrieben,
mit a-SMA (rot) und DAPI (blau) markiert und gefarbt.

Gezeigt werden 4 reprasentative Schnitte fir die einzelnen
Versuchsgruppen.

B: Das Diagramm zeigt fur die 4 Versuchsgruppen den Anteil der Zellen,
die fur a-SMA und gleichzeitig fir GFP positiv waren (n = 4 fir Gruppe
1, n = 6 fur die anderen 3 Versuchsgruppen, * P<0.05). Es handelte sich
somit um Zellen, die urspringlich dem Knochenmark entstammten und
sich zu glatten Gefalmuskelzellen differenzierten. Die gezeigten
Ergebnisse entstanden durch Division aller grin und gleichzeitig rot

(doppelt) fluoreszierenden Zellen durch alle blauen Zellkerne.
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4.7 Kininogen und Doméne 5 reduzieren die Anzahl von aus dem
Knochenmark stammenden Monozyten und Makrophagen in
neointimalem und medialem Gewebe

Zur weiteren Charakterisierung der Zellen, die an der Bildung der
Neointima beteiligt waren, wurden die Zellen der GefaBBschnitte zunichst
mit einem Antikorper gegen Monozyten und Makrophagen markiert und
danach angefarbt.

Am hochsten war der Anteil dieser Zellen mit 16,3% =+ 1,3% in der
Gruppe 1 ohne Gel und damit dhnlich hoch, wie in der Gruppe 2
(Kontrollgruppe) mit Gel (14,4% + 1,6%). Am niedrigsten war der Anteil
von monozytdren Zellen und Makrophagen mit 4,7% + 1,4% in der
Gruppe 4 mit Doméne 5, gefolgt von der Gruppe 3, der Kininogen
verabreicht wurde (9,8% + 1,6%).

Diese Ergebnisse zeigten somit, dass HKa und besonders Doméne 5 die
Adhision von zirkulierenden Knochenmarkszellen und Progenitorzellen
hemmten. Da Monozyten und Makrophagen besonders in
inflammatorisch verdndertem Gewebe ansédssig sind und HKa und
Domine 5 die Adhdsion von zirkulierenden Leukozyten hemmten,
supprimmierten HKa und D5 damit die inflammatorische Antwort auf die

Verletzung des Gefif3es.
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Abbildung 19: Kininogen und die Domane 5 reduzieren die
Akkumulation von Entzindungszellen in den durch Denudation
verletzten Gefaf3abschnitten.

A: gezeigt werden reprasentative Gefalischnitte der 4 Versuchsgruppen.
3 Wochen nach Dilatation der Femoralarterien wurden die Arterien
entnommen, geschnitten und mit MOMA-2, einem Antikdrper gegen
Monozyten und Makrophagen und einem rot fluoreszierenden Farbstoff
markiert und gefarbt (rote Zellen).

Zellen die dem Knochenmark entstammten waren GFP positiv (griine
Zellen). Alle Zellkerne im Bereich der Gefalischnitte wurden mit DAPI

angefarbt (blaue Farbung).
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B: gezeigt werden vergroRerte Ausschnitte der in A beschriebenen
Gefalschnitte fur die 4 Versuchsgruppen. Zu erkennen sind die Zellen in
den verschiedenen Farbungen. Entziindungszellen (rot), Zellen die dem
Knochenmark entstammen (GFP positive Zellen) sind grin. Alle
Zellkerne sind mit DAPI blau markiert.

C: das dazugehodrige Balkendiagramm zeigt den Anteil der
Entziindungszellen (markierte Monozyten und Makrophagen) in der
Neointima an allen im Bereich des Gefafischnittes vorhandenen (DAPI-
positiven) Zellkernen. Gezahlt wurden alle Entziindungszellen (rote
Zellen) und alle blauen Zellkerne. Der Anteil der Entziindungszellen
ergab sich aus der Division aller roten Zellen durch alle blauen Zellkerne

(n =4 fur Gruppe 1, n = 6 fir die anderen 3 Gruppen, * P<0.01).
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5 Diskussion

5.1 Gegenwartige Strategien zur Therapie vaskuloproliferativer
Erkrankungen

Die Atherosklerose basiert auf einer chronischen Entziindungsreaktion,
ausgelost durch einen jahrelang persistierenden Reiz auf die
GefaBwandzellen. Wird die Erkrankung nicht durch verschiedene
MaBnahmen therapiert, entstehen eine Vielzahl an Folgekrankheiten, die
zum Teil letal enden kénnen®. Die Erkenntnisse iiber die Entstehung und
Entwicklung der Atherosklerose haben sich im Laufe der Zeit verdndert
und weiterentwickelt, so dass wir heute ein relativ genaues Bild {iber die
ablaufenden zelluldren und molekularen Mechanismen zeichnen kénnen
256,10

Da stindig neue Erkenntnisse hinzukommen, entwickelt die
Wissenschaft weitere Therapiekonzepte, die viel versprechend sind, den
Verlauf vaskuloproliferativer Erkrankungen zu verzogern, oder die
Folgen zu bekidmpfen”. Durch die Komplexitit der ablaufenden
Reaktionen im menschlichen Korper ist das Ziel, diese Erkrankungen
endgiiltig therapieren zu konnen, noch léngst nicht erreicht und bedarf
weiterer Forschungsarbeit.

Bei der Restenose nach Ballonangioplastie laufen die Mechanismen im
GefaB, die zum Verschluss oder zur Stenosierung fiihren, schneller ab.
Der Grund hierfiir mag an der initialen Denudation, mit kompletter
Zerstorung des Endothels im Bereich des eingesetzten Katheters liegen.
Es kommt dadurch viel schneller zur Anlagerung von Thrombozyten und
zitkulierenden Zellen der Blutbahn, mit dem Beginn einer
Entziindungsreaktion® ',

Dies gibt Anlass dariiber nachzudenken, wie man im Falle einer
Ballonangioplastie den Reiz auf die GefaBwand reduzieren konnte.

Seit Neuerem wird mit Erfolg versucht, durch direktes Stenting, das heil3t
gleichzeitiges Platzieren eines Stents und Denudation des stenosierten
Gefilles ohne vorherige Dilatation, die Verletzungen am Gefdl zu
minimieren. Das vom Ballon gesetzte Gefdl3trauma ist hier also nur

einmalig.
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Gleichwohl dieses Verfahren die GefiaBwandentziindung um iiber 80%
reduziert und die Neointimadicke verringert, kommt es immer noch zu

1 Der vom Stent auf

spaterem ,,Lumenverlust“ im Bereich des Stents
das Gefdl ausgeiibte Reiz ist dabei wiederum Ausldser fiir eine
persistierende Entziindungsreaktion mit der Folge eines negativen Gefal3-
Remodeling Prozesses.

Die gegenwirtige Standardtherapie benutzt im Falle von komplexen
GefidBverschliissen und bei Restenosen im Bereich normaler Metallstents
Geflechte, die mit Rapamycin oder Paclitaxel beschichtet sind. Die
Freisetzung dieser beiden Substanzen fiihrt durch deren antiproliferative
Eigenschaften zu einer wesentlich geringeren Restenoserate als bei

63. 6470 Dennoch wird auch beim Einsatz

herkdmmlichen Metallstents
solcher Stents in 8%-15% ein Wiederverschluss beobachtet”, der nicht
zu vernachldssigen ist und die Grenzen dieses Verfahrens markiert.
Dartiber  hinaus hemmen  Rapamycin und  Paclitaxel die
Reendothelialisierung denudierter Gefde und damit den raschen
Heilungsprozess. Zusétzlich kommt es in seltenen Fillen zu gefiirchteten
in-stent Thrombosen, mit der Notwendigkeit einer Langzeithemmung der
Thrombozytenaggregation (mit ASS und Clopidogrel) und einem
konsekutiv erhohten Blutungsrisiko. Die beschichteten Stents sind zudem
sehr teuer und durch den Verbleib im Korper mit potentiellen
Nebenwirkungen belastet. Ebenso sind die Langzeitwirkungen von DES
auf den menschlichen Organismus noch nicht absehbar’* *°.

Neueste Strategien setzen entweder auf den Einsatz viel diinnerer
Drahtgeflechte aus einer Kobalt- oder Magnesiumlegierung'® oder auf
so genannte biodegradierbare Stents. Bei letzteren handelt es sich um
Geflechte aus Materialien (z.B. Milchsdurepolymere), die sich nach einer

. . . 103
gewissen Zeit auflosen

. Damit erfiillen diese Stents gleich mehrere
Eigenschaften. Sie verhindern das elastische Recoil, stabilisieren das
Gefill nach Angioplastie und losen sich nach erfiilltem Zweck wieder
auf. Hat der Stent auch noch die Eigenschaft wéhrend seiner begrenzten
Verweildauer eine intraluminale Adhésion von Zellen zu verhindern,

wire zumindest im Falle der Ballonangioplastie ein ideales

Behandlungskonzept zur Verhinderung der Restenose gefunden.
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Der Conor Stent beispielsweise, der schon in klinischer Erprobung ist,
hat verschiedene Polymer-Inlays, die als Substanzreservoir dienen und

104 . e .
. Die Toxizitat dieser

zeitlich versetzt Stoffe freisetzen konnen
biodegradierbaren Stents flir das Gefa3, durch so genannte biologische
Korrosion, limitiert aber noch den breiten klinischen Einsatz und stellt

19 Dariiber hinaus ist der Einsatz

die Zukunft dieses Verfahrens in Frage
von Stents auch auf bestimmte, spezielle Indikationen, wie kurzstreckige
Stenosierungen ohne Beteiligung des koronaren Hauptstammes
beschriinkt und st6Bt auch bei kleineren GefiBen an seine Grenzen’”,
Neuere Studien betonen immer wieder den Beitrag vaskulérer
Progenitorzellen bei der Entstehung von negativen Remodeling-
Prozessen nach Gefilltraumata. Zellen aus dem Knochenmark sollen
dabei, angelockt durch Zytokine von ortsstindigen Muskel- und
Entziindungszellen an die verletzte Intima adhérieren, dort akkumulieren
und sich letztendlich zu glatten GefdaBmuskelzellen oder vaskuldren
Endothelzellen (VEC) differenzieren®™ .

Ein mogliches Behandlungsziel nach GefdBBverletzung wire also die
Verhinderung der Rekrutierung dieser Vorlauferzellen, die neben ihrer,
fiir das Gefdl kurativen Potenz, genannte negative Eigenschaften
besitzen.

Fiir die vorliegende Arbeit sollte daher mit Kininogen eine Substanz
untersucht werden, die im Gegensatz zu den bisher erforschten, durchaus
erfolgreich eingesetzten Stoffen, neben der antiproliferativen auch eine
antiadhésive und proapoptotische Komponente aufweist® "% 1%,
Kininogen ist deshalb von besonderem Interesse, weil es in einer
bestimmten Konzentration in jedem Menschen vorhanden und somit
korpereigen ist’’. Daher sollte es gut vertrdglich und mit wenigen
Nebenwirkungen behaftet sein. Darliber hinaus sollte die Studie einen
ersten Anhalt fiir die Funktion des physiologischerweise im Korper

zirkulierenden Kininogens auf die Entstehung und Progression

vaskuloproliferativer Erkrankungen geben.
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In verschiedenen Studien wurde bereits nachgewiesen, dass durch
Kallikrein  gespaltenes, hochmolekulares Kininogen und dessen
Fragmente antiadhidsive Eigenschaften besitzen und die Apoptose von

. . 81, 83, 106
Zellen induzieren®” °

. Es stellte sich daher die Frage, ob man diese
Eigenschaften nutzen konnte, um sie zur Verhinderung der Restenose
einzusetzen.

Es wurde ein etabliertes in-vivo Modell bei der Maus verwendet, das eine
reproduzierbare, neointimale Hyperplasie als Korrelat fiir die Restenose
nach GefiBtrauma, induziert'®.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass sowohl das auf das Gefdl3
applizierte, aktivierte Kininogen, als auch ein Fragment dieses Stoffes,
die Doméne 5 in den Versuchen in das Gefall aufgenommen wurden.

Wir untersuchten 3 Wochen nach Drahtdenudation, morphometrisch die
Neointimabildung im Verhidltnis zur Media. In der Tat konnte die
Neointimabildung nach der verursachten Gefalverletzung durch beide
Stoffe stark reduziert werden.

Wir beobachteten, dass die Zellen, die die Neointima bildeten, zum Teil
aus der Zirkulation rekrutiert wurden. Damit konnten wir die Ergebnisse
von Forschergruppen bestitigen, die eine Beteiligung von aus dem
Knochenmark stammenden Zellen an der Bildung der Neointima neben
den aus dem verletzten GefdBabschnitten rekrutierten glatten
GefiBmuskelzellen, fanden®” "> ' 17" Gleichzeitig gab es Zellen, die
gleichzeitig zum GFP, a-SMA exprimierten. Damit konnten wir zeigen,
dass in unseren Versuchen die aus dem Knochenmark rekrutierten Zellen
in der Lage waren, sich zu glatten GefaBmuskelzellen zu differenzieren.
Der Anteil doppelt fluoreszierender Zellen konnte durch den Einsatz von
HKa und D5 signifikant reduziert werden. Die Akkumulation von
zirkulierenden Zellen aus dem Knochenmark in der Neointima, die zu
VSMC differenzierten, wurde also durch HKa und D5 vermindert.
Unsere Ergebnisse belegen ebenso, dass der Anteil mononukledrer Zellen
(Monozyten und Makrophagen) in der Neointima und subendothelialen
Schichten und damit der durch diese Zellen verursachte Entziindungsreiz

durch den Einsatz von HKa und D5 signifikant reduziert werden konnte.
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5.2 Proliferationshemmung durch Kininogen und dessen Doméne 5
Wir untersuchten mit einem Marker fiir PCNA den Anteil
proliferierender Zellen in der Neointima und Media der verletzten
Gefidlle. Wir stellten fest, dass die mit HKa und noch mehr die mit
Doméne 5 behandelten Gefalle, eine starke Reduktion fiir PCNA-positive
Zellen in beiden GefaBabschnitten zeigten.

Der Kontakt zwischen der Zelloberflache und der extrazelluldren Matrix
(ECM) dient nicht nur der mechanischen Stabilisierung, die die
Gewebearchitektur kontrolliert, sondern initilert auch bestimmte
intrazelluldre Signale, die fiir die Funktion und das Fortbestehen der
Zelle von Bedeutung sind. Die Zelladhdsion zur ECM wird fiir viele
zelluldre Prozesse, wie fiir die Migration und Differenzierung, benétigt.
Die Zelladhision ist auch essentiell fiir die Proliferation von Zellen***°.
Schon seit lingerem ist bekannt, dass gespaltenes hochmolekulares
Kininogen durch die Interaktion mit Rezeptoren auf verschiedenen
Zellen, wie beispielsweise dem Urokinase-System auf EC antiadhidsive
Effekte aufweist® '%°. Dadurch reduziert Kininogen Zell-Zell und Zell-
Matrix Kontakte und veranlasst Zellen zur Apoptose®™ ** *°. Durch die
Hinderung von Endothelzellen und VSMC, Kontakte zur ECM zu
kniipfen einerseits und durch die durch Apoptose entstehende
Reduzierung neointimaler Zellen andererseits, gelingt es im Falle der
Applikation von HKa und D5, wenigeren Zellen an der Proliferation und
damit dem GefalBumbau zu partizipieren. Guo et al. konnten zeigen, dass
in Endothelzellen, die auf VN wuchsen und mit HKa und D5 behandelt
wurden, kaum Anzeichen fiir Zellausbreitung (,,cell spreading®) in der
Architektur des Zytoskeletts erkennbar waren. Diese Zellen haben somit
keine Moglichkeit mehr sich zu vermehren oder zur Synthese der ECM
beizutragen”. Cao et al. konnten kiirzlich belegen, dass HKa eine
Signalkaskade aus VN-uPAR-avp3-Caveolin-SRC-FAK-Paxillin
unterbricht, die fiir Zelladhésion, Proliferation und Zelliiberleben von EC

und VSMC verantwortlich ist®®.
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Da auch vorausgegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe die
essentielle Bedeutung dieses Signaltransduktionsweges fiir die
Proliferation von VSMC belegen konnten, ist davon auszugehen, dass
HKa und D5 auch iiber die Hemmung der VN-uPAR-avp3-Caveolin-
SRC-FAK-Paxillin Signalkaskade einen antiproliferativen Effekt auf
VSMC und EC ausiibt'®'"°. Zusammen mit den zuvor genannten
Ergebnissen liefert das eine Erkldrung fiir den geringeren Anteil
proliferierender Zellen in der Neointima.

In der vorliegenden Arbeit wird damit ein Nachweis fiir den
antiproliferativen Effekt von HKa und D5 erbracht, mit positiven

Auswirkungen auf die Reduktion der Neointima nach Geféfverletzung.

5.3 Mechanismen der Apoptoseinduktion durch HKa und D5

Bei der Apoptose handelt es sich um eine besondere Form des
programmierten Zelltodes*, der von verschiedenen Mechanismen, unter
anderem verschiedenen proteolytischen Systemen wie dem Plasminogen-
Aktivierungs-System (PA-System), beeinflusst wird'''. Die Apoptose hat
wichtige Kontrollfunktionen beim Gewebeumbau und Remodeling, bei
der Zellregulierung und bei bestimmten Krankheitszustinden, wie der
Wundheilung'"?. Unsere Ergebnisse belegen, dass die Applikation der
antiadhdsiven Molekiile, HKa und Doméne 5, nach Drahtdenudation zu
einer verstirkten Apoptoseinduktion neointimaler Zellen fiihrte.

Wie ist das nun zu bewerten?

Das Zelliiberleben ortsstandiger Zellen, wie SMC oder EC, ist an das
Vorhandensein von Kontakten dieser Zellen zu anderen Zellen oder zu
extrazelluldiren Matrixproteinen gebunden. Die Zellen adhédrieren iiber
Oberflachenintegrine vom afv3-Typ an VN, FN, Fibrinogen (FBG) und

113

andere Matrixproteine ~. Wurden die Oberflichenintegrine blockiert,

kam es zur Apoptose der Zellen, wohingegen Apoptose durch

Integrinbindung mit der Matrixkomponente VN verhindert werden

114

konnte Diese gegensitzliche Beziehung von Zelladhdsion und

programmiertem Zelltod mit der entscheidenden Rolle der avp3-Integrin-
vermittelten Signalgebung konnte von Fukai et al. nachgewiesen

11
werden' ">,
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Al-Fakhri et al. konnten kiirzlich zeigen, dass eine VN-abhingige
Hemmung der Adhdsion von Endothelzellen und VSMC durch PAI-1
und HKa, positiv mit einer verstirkten Apoptoseaktivitit dieser Zellen
korrelierte. Dieses Phdnomen, bei dem es durch Unterbrechung zellulédrer
Kontakte zum programmierten Zelltod kommt, wird als Anoikose
bezeichnet'".

Unterstiitzt werden diese Beobachtungen von verschiedenen
Forschungsgruppen, die den apoptoseinduzierenden Effekt von HKa und
D5 auf Endothelzellen beschrieben’™ ''°,

Wie Guo et al kiirzlich demonstrieren konnten, flihrt die Applikation von
HKa und D5 zu einer Hemmung der Phosphorylierung und damit der
Aktivierung der fokalen Adhésions-Kinase (FAK) und Paxillin bei EC,
die auf VN oder Gelatine wuchsen. Bei beiden Proteinen handelt es sich
um antiapoptotische Signalmolekiile, die fiir die Zelladhdsion und das
Zelliiberleben von Bedeutung sind''’. Die mit HKa und D5 behandelten
Zellen konnten auf einen Bruchteil der urspriinglichen Zellzahl reduziert
werden. Einige der restlichen, iliberlebenden Zellen zeigten die, fiir
Apoptose iibliche Morphologie. Daraus wurde geschlossen, dass die
antiadhdsive Aktivitdit von HKa und D5 verantwortlich fiir deren
apoptotischen Effekt ist und dass VN wahrscheinlich eine der ECM-
Komponenten ist, die den antiadhdsiven Effekt von HKa und D5
vermittelt’’. Weiterhin wurde berichtet, dass PAI-1 und HKa die

Zelladhision und Migration bei der Atherosklerose modulieren® ®- °%,

aber auch den apoptotischen Zelltod vermitteln kénnen' 2.

Es ist jedoch fraglich, ob diese Phdnomene auch in vivo stattfinden.

In vorausgegangenen Arbeiten wurden humane, atherosklerotisch
verdnderte Iliacal- und Carotisarterien untersucht, in denen eine
ausgeprigte Neointimabildung zu erkennen war. Es zeigte sich, dass in
dem Gewebe entlang einer Grenze, in der sich Schaumzellen aus SMC
und Makrophagen ansammelten, eine gesteigerte Apoptoseaktivitit

stattfand. AuBlerhalb dieser Linie und in gesundem Gewebe war kaum

oder keine Apoptose erkennbar®.
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Zusitzlich zu den apoptotischen Zellen beobachtete man in selbigen
Bereichen kongruente Ansammlungen von VN, HK, PAI-1, uPAR und
uPA. Dies ist ein Indiz fiir eine Interaktion dieser verschiedenen
Komponenten, auch beim Menschen®.

Es bleibt nun noch zu diskutieren, wie sich die, durch HKa und D5
verstarkte Apoptose, auf das Fortschreiten von Gefa3defekten auswirkt:
Gefidllremodeling verlangt nach einem Gleichgewicht von Faktoren, die
die Zelladhdsion, die Proliferation und die Migration fordern, als auch
nach Faktoren, wie der Apoptose, die der Hyperplasie von Zellen

entgegenwirken''®

. Die Apoptose verringert, wie beschrieben, die Anzahl
neointimaler Zellen und den von diesen Zellen ausgehenden Beitrag auf
das Fortschreiten des GefiBumbaus''%.

Dass die, durch die antiadhdsiven Komponenten HKa und D5, verstérkte
Apoptoseaktivitit das Gefdremodeling positiv beeinflussen, das
Fortschreiten von GefiaBBdefekten verzégern und zu einer, wie in der
vorliegenden Arbeit beobachteten, verringerten Neointimabildung
beitragen kann, ist somit wahrscheinlich. Das Nebeneinander von
apoptotischen Zellen und antiadhdsiven Komponenten bei der
Atherosklerose humaner Gefidlle zeigt jedenfalls die Wichtigkeit dieser
Prozesse beim Gewebeumbau, zum Beispiel im Rahmen der
Neointimabildung nach GefaBverletzung’. Daher erscheint es schliissig,
dass tiiber die Hemmung antiapoptotischer Mechanismen und die
Hemmung der zelluliren Adhésion die Apoptose gefordert wird. Die
bisher beschriebenen proapoptotischen Effekte von HKa und D5 wurden
hier bestdtigt. HKa und D5 scheinen somit, unterstiitzt durch die
beobachteten Ergebnisse, die entscheidenden Substanzen zu sein, die zur

Apoptoseinduktion und zur verminderten Neointimabildung beitragen.
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5.4 Effekt von Kininogen auf die Akkumulation von Progenitor zellen
in neointimalem Gewebe

Wie unsere Ergebnisse belegen, rekrutiert sich ein Teil neointimaler
Zellen aus zirkulierenden Zellen des Knochenmarks. Diese Zellen haben
die Potenz sich zu glatten GefaBmuskelzellen zu differenzieren und
tragen auf diese Weise zur Verengung des zuvor denudierten Gefal3es
bei. Durch den Einsatz von HKa und D5 konnte der Anteil dieser aus
dem Knochenmark stammenden VSMC signifikant reduziert werden. Es
stellt sich nun die Frage, wie dieses Phanomen zu erkléren ist?

Zahlreiche Versuchsgruppen fanden in verschiedenen Tiermodellen
Beweise fiir die Beteiligung von Zellen aus dem Knochenmark an der
Bildung von Neointimagewebe nach verschiedenen, die Gefille
schidigenden MaBnahmen®® ** ™ 7> Obwohl die Rolle, von aus dem
Knochenmark stammenden Zellen bei der Reparatur und dem
Remodeling von Gefa3en beim Menschen noch nicht endgiiltig bewiesen
ist, hdufen sich die Hinweise, dass hdmatopoetische Stammzellen oder
Vorlduferzellen aus dem Knochenmark in der Lage sind, sich zu
vaskuldren Endothelzellen (VEC) oder glatten GefaBBmuskelzellen zu
differenzieren'” %7 11°,

Es wird vermutet, dass auch beim Menschen nach schweren
GefaBverletzungen, Progenitorzellen aus dem Knochenmark oder
anderen Blutkompartimenten eine Rolle spielen, um die zerstorten
GefaBwandzellen durch funktionale Zellen zu ersetzen. Schober et al.
konnten kiirzlich beim Menschen eine positive Korrelation zwischen der
Anzahl peripherer CD34-Zellen (Vorlduferzellen) und der Restenose
nach koronarem Stenting beobachten. Die Restenoserate und der
,Lumenverlust® 8 Monate nach der Intervention war in der Gruppe, die
kurz nach dem Eingriff eine vermehrte Anzahl an peripheren CD34-
Zellen im Blut hatte, signifikant erhoht””. Unterstiitzung fiir diese
Ergebnisse liefern zahlreiche Tiermodelle, die mit GefdaBverletzungen,
Allografts und atherogenen Diidten arbeiteten und bei denen sich in den
atherosklerotisch  verdnderten Geweben aus dem Knochenmark

stammende Zellen wieder fanden, die sich zu VSMC differenzierten.
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Die initiale Adhdsion von Progenitorzellen an die ECM oder EC wird
dabei durch HKa iiber die Blockade der Oberflichenintegrine gehemmt'*
36,120

Dabei ist die Art der Gefdllverletzung wohl entscheidend fiir die Stirke
der Rekrutierung. Wie Tanaka et al. kiirzlich in einem Modell, das
verschiedene Verletzungen bei ein und derselben Maus induziert,
berichten konnten, wurden durch Drahtdilatation besonders viele
zirkulierende  Vorlduferzellen rekrutiert. Nach  Setzen eines
perivaskuldren Cuff fanden sich dagegen kaum Zellen aus dem
Knochenmark in neointimalem Gewebe, aber dafiir in der Adventitia des
GefaBes™.

Es war daher interessant, welche Zellen in der Neointima der Mausarterie
vorkamen und woher sie ihren Ursprung nahmen.

Als erstes wurde o-SMA, ein Marker fiir glatte GefaBmuskelzellen,
verwendet. Zusétzlich zu den fir a-SMA positiven Zellen konnten
Zellen, die aus dem Knochenmark stammten, durch die Exprimierung
von GFP unter dem Fluoreszenzlicht sichtbar gemacht werden.

Wir stellten fest, dass ein erheblicher Teil der neointimalen Zellen fiir a-
SMA positiv waren und es sich somit um glatte GefaBBmuskelzellen
handeln musste. Schon lidnger ist bekannt, dass VSMC den Hauptteil
neointimaler Zellen ausmachen und fiir die Bildung der extrazelluldren
Matrix verantwortlich sind®”. Die beteiligten VSMC rekrutieren sich
dabei aus der Media und sogar der Adventitia der betroffenen
GefiBabschnitte®. Um im Folgenden die Herkunft dieser VSMC genauer
zu untersuchen, betrachteten wir den Anteil doppelt fluoreszierender
Zellen (GFP und a-SMA positiv) in den gefarbten Gefdfschnitten. Dies
sind also Zellen, die ihren Ursprung im Knochenmark haben (GFP
positiv) und trotzdem fiir a-SMA positiv sind. Es stellte sich zunichst
heraus, dass tatsdchlich ein erheblicher Teil der Zellen in der Neointima
fiir GFP positiv waren. Unter diesen griin fluoreszierenden Zellen war
wiederum ein Teil, der sowohl rot (a-SMA), als auch griin (GFP)
fluoreszierte. Es musste sich hierbei also um Zellen handeln, die trotz
ihrer Herkunft die Potenz hatten, sich zu glatten GefdBmuskelzellen

differenzieren zu konnen.
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Solche als vaskuldre Progenitorzellen bezeichnete Zellen konnten schon
in verschiedenen Studien als wesentlicher Beitrag zur neointimalen

75, 100 . .
» 7. Damit erbrachten wir erstens den

Hyperplasie identifiziert werden
Nachweis, dass an der Bildung der Neointima, Zellen aus dem
Knochenmark beteiligt waren. Zweitens, dass diese Zellen zusitzlich a-
SMA exprimierten und somit die Potenz hatten sich, wie auch in anderen

Studien belegt®® 7>

, zu glatten GefdBmuskelzellen zu differenzieren. Es
konnte gezeigt werden, dass HKa und mehr noch Domine 5, den Anteil
solcher, aus dem Knochenmark stammender Zellen in der Neointima
verminderten.

Vermutlich findet die Reduzierung der Progenitorzellen in der Neointima
sowohl iiber die Hemmung der Adhision dieser Zellen an die Gefialwand
als auch tiber eine gesteigerte Apoptose dieser Zellen statt. Durch die
Ergebnisse dieser Arbeit konnte diese These an einem in-vivo Modell
unterstiitzt werden. Die Ergebnisse liefern zudem eine weitere Erkldrung

fiir den positiven Effekt von HKa und D5 auf das Remodeling nach

GefiBverletzung.
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5.5 Kininogen vermindert die Akkumulation von mononukleéren
Zelen im Entziindungsgebiet

Durch immunhistochemische Farbung von Monozyten und Makrophagen
3 Wochen nach Gefia3denudation, konnten wir den Anteil dieser Zellen
in der gebildeten Neointima und der Media beobachten. Wie unsere
Ergebnisse belegen, fithrte die Applikation von HKa und D5 zu einer
signifikanten Abnahme dieser Zellen in beiden Gefédl3schichten. Es stellt
sich nun die Frage, wie die Beobachtung mit der Applikation von HKa
und D5 zusammenhédngt und welche Folgen dies fiir die Bildung der
Neointima hat.

Leukozytenaktivierung und -adhdsion ans Endothel und die folgende
transendotheliale Migration sind die entscheidenden Schritte bei der
Rekrutierung  von  Zellen ins entziindete Gewebe. Dieser
hochkoordinierte, mehrschrittige Prozess verlangt nach einer straffen
Regulierung adhisiver Ereignisse'?'. Unkontrollierte Aktivierung von
Leukozyten und Endothelzellen fithren zu pathologischen Entziindungen,
die zum Beispiel Atherosklerose, Rheumatoide Arthritis oder andere
chronisch entziindliche Erkrankungen verursachen®. Bei der akuten
Entziindung sind die f2-Integrine Mac-1 und LFA-1 die herausragenden
Rezeptoren auf Leukozyten, die die Adhidsion dieser Zellen iiber den
Gegenrezeptor ICAM-1 ans Endothel vermitteln. Mac-1 wird auf
Neutrophilen und Monozyten exprimiert, wohingegen LFA-1 sich
vorwiegend auf Lymphozyten befindet. Mac-1 ist auch Rezeptor fiir FBG
und VN und vermittelt dadurch die Adhdsion und Migration von
Neutrophilen und Monozyten an die extrazellulire Matrix in
entziindetem oder verwundetem Gewebe®> '*2.

Die Ergebnisse verschiedener Studien belegen, dass HKa und D5 an
Mac-1 auf Leukozyten binden und mit diesen Zellen um die Bindung an
FBG konkurrieren®” *®. In einer Studie von Chavakis et al. konnte
weiterhin gezeigt werden, dass HKa und D5 die Mac-1-abhéngige (nicht
die LFA-1-abhingige) Leukozytenadhision an FBG und Endothelzellen

invitro und in vivo blockieren.
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Genauso, wie die Bindung von Mac-1 an FBG konnte durch HK, HKa
und D5 (weniger durch D3) die zinkabhédngige Bindung zu 16slichem
ICAM-1 auf Endothelzellen gehemmt werden. HK, HKa und D5
(weniger D3) inhibierten dosisabhéngig die Adhdsion von U937 Zellen
und humanen, peripheren Blutmonozyten zu FBG und Endothelzellen.
Der antiadhidsive Effekt wurde dabei durch direkte Interaktion der
Kininogen-Abkémmlinge mit Mac-1 vermittelt und nicht iiber uPAR.
Die Peptidsequenzen, die diese antiadhédsiven Eigenschaften vermittelten,
konnten identifiziert werden und lagen auf der Domine 5 von HKa. Dies
ist ein weiterer Beleg flir die herausragende Stellung der Doméne 5 fiir
die antiadhdsiven Eigenschaften von HKa. Dass die Prozesse auch in vivo
stattfinden wurde anhand eines Mausmodells gezeigt, bei dem durch
Thioglykolapplikation eine Peritonitis erzeugt wurde. Nach Vorinjektion
von D5 ins Peritoneum sank die Anzahl rekrutierter neutrophiler
Granulozyten um 70%, ein Wert, der dem Gebrauch eines Antikorpers
gegen Mac-1 glich™.

Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass
ein Patient mit HK-Defizienz (Fitzgerald-Defizienz) in einem
Hautfenster (vermutlich durch die fehlende antiadhdsive Wirkung des
Kininogens) eine exzessive Leukozytenmigration zeigte' .

Ein persistierender Entziindungsreiz, ausgelost durch adhérierende
Leukozyten nach Gefdflschadigung, gilt als entscheidender Faktor bei der
Entstehung vaskuloproliferativer Erkrankungen® **. Der Entziindungsreiz
wird von Entziindungszellen (Monozyten und Makrophagen) vermittelt,
die einmal am Ort des GefdaBdefektes angekommen, eine Vielzahl an
Zytokinen (TNFa, IL-1f und IFy) sezernieren und somit die
GefiBschadigung noch weiter vorantreiben® *°. Die Adhision der
rekrutierten Monozyten und Makrophagen an EC und provisorische
Matrixproteine, wie VN und FBG, kann also durch die Verabreichung
von HKa und D5 reduziert werden. Logische Folge ist eine parallele

Verminderung des von diesen Zellen ausgehenden Entziindungsreizes.
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Damit liefern wir in unserem Modell einen starken Hinweis darauf, dass
durch FEinsatz der antiadhdsiven und antiinflammatorischen
Komponenten HKa und D5 eine Reduzierung von Entziindungszellen in
den verletzten Gefdabschnitten stattfand.

Damit unmittelbar verbunden lésst sich die geringere Neointimabildung
erkldaren, mit weitreichenden, positiven Folgen fiir die Aufrechterhaltung

der GefalBhomoostase.

5.6 Vergleich der Wirksamkeit von HKa und Domane 5

In unseren Versuchen zeigte sich, dass D5 effektiver die
Neointimabildung, die Proliferation und die Entziindungsreaktion
hemmte und zu einer stirkeren Apoptoseinduktion fiihrte als HKa.

Dies steht zum Teil im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer
Forschergruppen, bei denen HKa effektiver bei der Vermittlung des
antiadhisiven Effektes und der Apoptoseinduktion war als D5** '**. Wie
lasst sich das erkldren?

Zunichst ist zu erwihnen, dass es bis dato noch keine Untersuchungen in
einem in-vivo Modell gab, die HKa und Doméne 5 hinsichtlich ihrer
antiadhésiven Eigenschaften auf das GefaBBremodeling, verglichen. Die
bisher genannten Arbeiten untersuchten die Auswirkungen von HKa und
D5 auf die Adhésion von Zellen und auf verschiedene Komponenten der
ECM vorwiegend in vitro. Zhang et al stellten fest, dass D5 zwar die
antiadhédsiven Eigenschaften von HKa vermittelte und dass D5 der
entscheidende Abschnitt innerhalb des Molekiils war, der die Apoptose
induzierte''®. Dennoch war HKa effektiver. Die gleiche Beobachtung
machten Guo et al. und Chavakis et al.*> °> . Letztere hoben in einer
Studie zusitzlich noch die antiadhésiven Eigenschaften von D5 bei der
Rekrutierung von Leukozyten hervor. Sie konnten sogar die Abschnitte
innerhalb der Domine 5 bestimmen, die fiir die Hemmung der Adhésion
verantwortlich waren®. Was dabei nicht beriicksichtigt werden konnte

waren jedoch die Diffusionseigenschaften beider Molekiile in vivo.
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In unserem verwendeten Modell mussten HKa und D5 nach Applikation
des Gels auf das Gefdl zunichst in das Gefa3 gelangen, um dort wirken
zu koénnen. Eine mogliche Erklirung wére somit, dass D5 aufgrund
seiner geringeren MolekiilgroBe und seiner vorwiegend neutralen
Aminosiuren®® leichter durch das Gewebe diffundieren kann und in loco
einen groBBeren Wirkstoffspiegel erreicht.

Um jedoch genauere Aussagen iiber die Effektivitit von HKa und D5
treffen zu konnen miissen weitere Untersuchungen folgen, die die
Wirkungsmechanismen beider Substanzen kldren und eventuell den
genauen intravasalen Wirkstoffspiegel an einem in vivo Modell klaren.
Die positiven Effekte auf die, fir die Verminderung der
Neointimabildung ndétigen Eigenschaften, waren in dieser Arbeit
jedenfalls fiir beide Substanzen eindeutig zu belegen, obgleich Doméne 5

effektiver war.

5.7 Wirkung des Kininogens auf die neointimale Hyperplasie

Wie unsere Ergebnisse verdeutlichen entstand durch den Einsatz von
aktiviertem Kininogen und noch mehr durch D5 eine signifikante
Reduktion der Neointimabildung nach dem durch Drahtdenudation
verursachten Gefdftrauma. Es stellt sich nunmehr die Frage, wie diese
Beobachtungen mit den bereits beschriebenen Wirkungen von
aktiviertem  Kininogen und D5 auf das Gefafremodeling
zusammenhdngen und wie diese Beobachtungen zu bewerten sind.

Zell zu Zell-Interaktionen und Zellinteraktionen mit der ECM bestimmen
morphogenetische Prozesse wihrend des Gefafremodelings und den
Ablauf inflammatorischer Prozesse, auch im Rahmen von
Umbauvorgdngen innerhalb von Gefden und bei der Bildung der

83, 125, 126

Neointima nach Gefdfverletzungen . Fur die Akkumulation von

Zellen innerhalb der Neointima miissen diese zunidchst aus anderen

5, 30

Teilen des GefiBes dorthin migrieren® oder an das Endothel

adhérieren, sofern sie aus der Blutbahn, respektive dem Knochenmark,

75, 82
kommen'” *“.
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Unter diesen rekrutierten Zellen sind Myofibroblasten, SMC,
mononukledre Zellen (Monozyten und Makrophagen) und EC> 7. Im
Weiteren proliferieren die an die Stelle der Verletzung rekrutierten Zellen

2, 72 .
> 72 Diese

und synthetisieren Proteine, die letztendlich die ECM bilden
Mechanismen tragen alle zum negativen Remodeling und damit zur
Verengung des verletzten Gefal3es bei.

Die Apoptose ist ein Mechanismus, der dem negativen Remodeling

42, 82,92 Zellen, denen der Kontakt zu anderen Zellen oder

entgegenwirkt
zu Proteinen der ECM fehlt, treten in den programmierten Zelltod ein
(Anoikose)'”®. Wie unsere Ergebnisse und die obigen Ausfiihrungen
zeigen, haben das endogene HKa und die Doméne 5 dieses Molekiils,
durch ihre multiplen Interaktionen mit Rezeptoren und Signalmolekiilen,
auf verschiedenen Zelloberflichen sowie durch die Unterbrechung von
Signalkaskaden™ * > 128 Einfluss auf alle genannten Prozesse, die das
Gefaflremodeling negativ beeinflussen. Kininogen und D5 hemmen die
initiale Adhédsion von Entziindungszellen und Progenitorzellen aus der
Blutbahn sowie die Migration von SMC an den Ort der

. 1 4
GefiBverletzung'> % 7

. Durch die herausragenden antiadhisiven
Eigenschaften und die Hemmung von Zellinteraktionen unterbinden HKa
und D5 im Folgenden die Proliferation der beteiligten Zellen, die
Entziindungsreaktion® und induzieren die Apoptose der rekrutierten
Zellen” *.

Zusammen mit den Untersuchungen anderer Forschungsgruppen und
belegt durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hemmen HKa und
D5 die neointimale Hyperplasie durch ihre vielfachen Interaktionen
wiahrend des  Heilungs- und  Entziindungsprozesses  nach
Gefafldenudation. Sie sollten aufgrund ihrer besonderen Stellung als
endogene Proteine besonders gut vertrdglich und mit wenigen
Nebenwirkungen belastet sein und erscheinen deshalb eventuell auch fiir
die Therapie vaskuloproliferativer Erkrankungen, besonders geeignet.
Zusammengenommen liefern die Ergebnisse dieser Arbeit eine
Bestitigung fiir die Wirkung der Kininogene, auch in vivo und bilden die
Grundlage fiir weitere Forschungsarbeiten zum Einsatz endogener

Substanzen in der Therapie vaskuloproliferativer Erkrankungen.
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5.8 Problematik des verwendeten Models und Vergleichbarkeit mit
dem Menschen

Bevor die Maiuse operiert wurden, bekamen sie eine, das gesamte
Knochenmark zerstorende, Dosis Rontgenstrahlen appliziert und danach
GFP-positives Knochenmark anderer Miuse transplantiert. Aus Griinden
der Vergleichbarkeit mit dem Menschen koénnte man nun fragen, ob in
diesem bestimmten Fall die Bestrahlung der Mause dazu beigetragen hat,
dass Progenitorzellen aus der Blutbahn iiberhaupt erst adhérieren und
dadurch zur Neointimabildung beitragen. Wie Sata et al. zeigen konnten
ist jedoch der Anteil von Progenitorzellen in neointimalem Gewebe
bestrahlter Méduse ebenso hoch, wie der, in nicht bestrahlten.

Des Weiteren fanden sich keine Zellen mit Ursprung aus dem
Knochenmark in GefdBBen bestrahlter Méuse ohne Verletzung (eigene
Ergebnisse siche oben)’®.

Das zeigt, dass die Bestrahlung einen zu vernachlidssigenden Einfluss auf
die Rekrutierung von Zellen aus dem Knochenmark als Beitrag zur

neointimalen Hyperplasie hat.

Dennoch kommen weitere Fragen auf:

1. Sind die ablaufenden molekularen und zelluldren Mechanismen der
Maus oder anderer Versuchstiere mit denen beim Menschen vergleichbar
oder zumindest so dhnlich, dass sich Ergebnisse mit der entsprechenden
Vorsicht iibertragen lassen?

2. Simuliert eine Drahtdenudation die Situation einer Ballonangioplastie?
Die erste Frage wird jetzt noch nicht endgiiltig zufrieden stellend
beantwortbar sein. Der Beitrag und die Bedeutung zirkulierender Zellen
aus dem Knochenmark bei der Neointimabildung menschlicher Gefal3e
sind noch weitgehend unbewiesen. Jedoch fand man in Koronararterien
von transplantierten Herzen, bei denen das Geschlecht des Grafts anders
als das des Empfangers war, dass glatte GefiaBmuskelzellen, die

intraluminales Gewebe bildeten, zum Teil vom Empfinger stammten.
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Dies wiirde mit dem mutmaBlichen Ursprung dieser Zellen von
Progenitorzellen aus dem  Knochenmark des  Empfiangers
iibereinstimmen'”. Das gleiche Phdnomen zeigte sich nach
Nierentransplantationen' .

Caplice et al. konnten in atherosklerotischen Lisionen bei Menschen
nach Knochenmarktransplantation, Spenderzellen finden'>'. Weiterhin
mehren sich die Hinweise, dass beim Menschen nicht nur Zellen aus dem
Knochenmark zu Umbauprozessen in GefdBlen beitragen, sondern dass
dhnlich, wie bei Tiermodellen, die Art der Verletzung entscheidend fiir
den Umbau des GefiBes ist” 2. Auf die zweite Frage kann man
antworten, dass der wahrscheinlich entscheidende Ausloser der
Restenose, ndmlich die Denudation mit Zerstdrung der Intima und
Endothelzellverlust sowohl bei der Ballonangioplastie des Menschen, als
auch bei der Drahtdilatation der Mausarterien, gegeben ist' .

In jedem Falle erhoht das von Sata etablierte und von uns verwendete
Tiermodell, obwohl es niemals der genauen Situation beim Menschen
gleicht, das Verstindnis fiir die ablaufende zelluliren Prozesse und
ermOglicht in vielen Féllen die Untersuchung von Stoffen mit potentiell
positiver Auswirkung auf eine neointimale Hyperplasie auch fiir den

eventuellen spiteren humanen Einsatz.

5.9 Ausblick

Erfolg und Misserfolg beim Einsatz revaskularisierender Maflnahmen
und das Versagen therapeutischer Strategien zeigt, dass ein endgiiltiges
Konzept zur Behandlung vaskuloproliferativer Erkrankungen noch nicht
gefunden ist. In unseren Untersuchungen konzentrierten wir uns deshalb
auf den korpereigenen Stoff Kininogen und dessen Domine 5, um die
Auswirkungen dieser beiden antiadhdsiv und antiinflammatorisch
wirkenden Komponenten, in einem in vivo Mausmodell zu testen.

Die ablaufenden Interaktionen definieren HKa nicht nur als einen
intrinsischen Regulator des Fibrinolysesystems, sondern durch seine
Funktion als antiadhdsive Komponente, auch als Regulator der Angio-

und Atherogenese®.
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Abhingig von seiner lokalen Konzentration im entziindeten und
verletzten Gewebe konnte Kininogen durch die Interaktionen mit den
dort vorhandenen Rezeptorsystemen auf Zellen und seinen Interaktionen

3% und antiadhisiven

mit der ECM seine antithrombotischen'**
Eigenschaften ausspielen. Dass die beschriebenen Effekte des
Kininogens und seiner Fragmente nicht nur in vitro stattfanden, konnte in
der vorliegenden Arbeit und durch andere Forschergruppen belegt
werden”” ',

HKa und D5 verminderten wie in dieser Arbeit gezeigt, vergleichbar mit
anderen in vitro und in vivo Modellen® *" 8 die Adhision von
Monozyten und anderen Entziindungszellen. Die antiadhdsiven und
antiinflammatorischen Mechanismen von HKa und seiner Fragmente
konnten unter Beriicksichtigung ihrer hohen Plasmakonzentration von
enormer Wichtigkeit sein, um exzessive Leukozytenrekrutierung zu
regulieren oder zu verhindern.

Die von HKa stammenden Peptidsequenzen, die in die dazu notige
Inhibierung der Mac-1 Funktion verwickelt waren, liegen auf der
Domine 5% und wiren eine mogliche Grundlage fiir neue therapeutische
Substanzen, die die Leukozytenrekrutierung und Extravasation ins
entziindete oder verletzte Gewebe inhibieren, auch im Rahmen einer
Ballonangioplastie nach GefdBverengung. Eine lokale Injektion von
diesen von HKa abgeleiteten Komponenten wére somit eine mogliche
Behandlungsstrategie, um den, durch die Dehnung des Gefélles
ausgehenden Entziindungsreiz und das folgende Gefdlremodeling,
einzuddmmen.

Das korpereigene Kininogen stellt im Behandlungskonzept der Restenose
und Atherosklerose bisher eine Ausnahme dar, da es mit einem
bestimmten, wahrscheinlich von Mensch zu Mensch unterschiedlichen

Spiegel bereits im Korper vorhanden und so vermutlich mit geringen

Nebenwirkungen verbunden ist’’.
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Dariiber hinaus stellt sich die Frage, ob die Spiegelbestimmung des
Kininogens eventuell auch als diagnostischer bzw. prognostischer
Marker eine Bedeutung erlangen konnte.

Unsere Ergebnisse zusammen mit den FErkenntnissen anderer
Forschergruppen belegen die moglichen Erfolge, die mit der Applikation
von HKa und D5 im Zusammenhang mit vaskuloproliferativen
Erkrankungen zu erzielen sind. Auch wenn der Weg bis zu einem
therapeutischen Einsatz von Kininogen und dessen Fragmenten noch
weit ist, so erhellen unsere Ergebnisse ein wenig die Zusammenhénge der
komplexen Interaktionen der Stoffe am lebenden Objekt und sollten die
Grundlage fiir weitere Forschungsarbeit sein, um vaskuloproliferative
Erkrankungen zu bekdmpfen. Korpereigenes Kininogen und davon
abgeleitete Substanzen konnten in diesem Zusammenhang sowohl zur
Prognoseabschitzung, zur Prévention, als auch zur spéteren Therapie

einen einflussreichen Beitrag liefern.
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6 Zusammenfassung

Die Atherosklerose und die Restenose (Wiederverengung) von Gefillen
nach Ballonangioplastie sind vaskuloproliferative Erkrankungen.

Bei der Restenose fiihren die Zerstorung des Endothels und der dadurch
ausgeloste Entziindungsreiz zur Rekrutierung verschiedener Zellen an
den Ort der durch Dehnung verletzten Arterie. Dies geschieht durch eine
gesteigerte  Auswanderung ~ (Migration) und  Zellvermehrung
(Proliferation) primér ortsstandiger, glatter GefaBmuskelzellen (VSMC)
aus der Media und Adventitia des verletzten Gefafles. Es wird vermutet,
dass an der Restenose des GefiaBles, auch beim Menschen,
Vorlauferzellen (Progenitorzellen) beteiligt sind, die dem Knochenmark
entstammen, an das denudierte Gefal3 adhérieren und sich zu VSMC oder
vaskuldren Endothelzellen (VEC) differenzieren kdnnen.

Zusatzlich adhédrieren zirkulierende, mononukledre Zellen an die
verletzte GefdBwand. Der durch die rekrutierten Zellen verursachte
chronische Umbau (Remodeling) des Gefifles miindet letztendlich in
eine Neointimabildung mit Wiederverengung der Arterie, die den Erfolg
revaskularisierender MaBnahmen limitiert. Die bis dato gewonnenen
Erkenntnisse iiber die Mechanismen der Restenose ermoglichen
zahlreiche  Strategien zur  Verhinderung der  iiberméBigen
Zellrekrutierung.

Die an der Bildung der Neointima beteiligten Zellen folgen im Laufe der
Entstehung  vaskuloproliferativer ~ Erkrankungen  chemotaktischen
Mediatoren, die von den beteiligten Zellen sezerniert werden, sobald sie
am Ort der GefdaBBverletzung angelangt sind. 4 Faktoren bestimmen im
Weiteren den Prozess der Neointimabildung. Die freigesetzten Zytokine
filhren erstens zu weiterer Proliferation von VSMC und mononukleéren
Zellen sowie zweitens zu fortgesetzter zelluldrer Migration. Drittens
kommt es zu vermehrter Adhésion zirkulierender Zellen an das Endothel
und viertens treten einige der beteiligten Zellen in den programmierten
Zelltod (Apoptose) ein. Die Proliferation, die Migration und die
Adhésion fithren zur Progression der Neointimabildung (negatives

Remodeling). Die Apoptose wirkt dem entgegen (positives Remodeling).
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Die rekrutierten Zellen produzieren zudem Proteine, die eine
extrazellulire Matrix (ECM) formen, die wiederum einen entscheidenden
Beitrag zur Neointimabildung liefert.

Bei der Akkumulation von Zellen in der Neointima spielen verschiedene
Integrin-Rezeptoren fiir die Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten,
Zellkontakten zur ECM und {iber diese Integrine initiierte
Signalkaskaden eine entscheidende Rolle. Die Blockierung der Integrine
stellt somit einen wirkungsvollen Mechanismus zur Therapie
vaskuloproliferativer Erkrankungen dar.

Es ist bekannt, dass das am Gerinnungssystem beteiligte, korpereigene
Kininogen antiadhésive Eigenschaften besitzt. Im Organismus wird es
durch Kallikrein gespalten. Zuriick bleibt, neben dem vasoaktiven
Bradykinin das doppelstringige, aktivierte Kininogen (HKa). HKa und
ein Fragment dieser Substanz, die Doméne 5 (DS5), interagieren mit
unterschiedlichen Integrin-Rezeptoren auf Zellen, die zur Entstehung
vaskuloproliferativer Erkrankungen beitragen. Das war der Anlass, in der
vorliegenden Arbeit die Wirkung von HKa und D5 auf das
GefaBremodeling zu untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass das endogene HKa und D5 die
Proliferation von VSMC und mononukledren Zellen in der Neointima
und Media hemmen. Wird HKa oder D5 in einem in vivo Modell auf ein
Gefill gegeben, das zuvor mit einem Draht {iberdehnt wurde, verringert
dies den Anteil von Entziindungszellen (Monozyten und Makrophagen)
im verletzten GefdBabschnitt. Die Untersuchungen belegen, dass die
Applikation von HKa und D5 zusidtzlich zur Induktion der Apoptose
neointimaler Zellen fiihrt.

In der vorliegenden Arbeit konnte, in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen anderer Forschungsgruppen die Beteiligung von
Knochenmarkszellen am Remodeling bestétigt werden. Weiterhin wird
zum ersten Mal in einem in vivo Modell gezeigt, dass HKa und D5 die
Rekrutierung von Progenitorzellen in die Neointima hemmen.

Die vorgestellten Daten belegen, dass die beschriebenen Mechanismen
durch die Applikation von HKa oder D5 zu einer Reduzierung der

Neointimabildung fiihren.
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Die prisentierten Ergebnisse {iiber die Wirkung der endogenen
Komponente HKa und dessen Doméne 5 im Rahmen einer durch
Denudation entstandenen Gefdlverletzung erhdhen das Versténdnis
dieser antiadhisiven Substanzen bei der Verhinderung gefa3verengender
Prozesse.

Somit kénnen diese neu gewonnenen Erkenntnisse die Grundlage fiir die
Entwicklung neuer Strategien und effektiverer Therapien zur Behandlung

vaskuloproliferativer Erkrankungen darstellen.
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7 Summary

Two Chain High Molecular Weight Kininogen Prevents
Vascular Smooth Muscle Progenitor Cell Accumulation to
Sites of Vascular Injury and Prevents Neointima

Formation

Background: We previously described the anti-adhesive properties of
endogenous two chain high molecular weight kininogen (HKa) and its
peptide domain 5 (D5) during inflammatory cell recruitment. Since bone
marrow-derived vascular progenitor cells substantially contribute to the
pathogenesis of vasculoproliferative diseases, this study was aimed to
evaluate the effect of HKa and D5 on the accumulation of circulating
cells, the function of resident cells, and the vascular remodeling in a

mouse model of femoral artery injury.

M ethods and Results: 6 weeks after lethal irradiation and bone marrow

transplantation from GFP-transgenic into C57/BL-6 background mice,
the left femoral artery was dilated. Local peri-arterial application of HKa
or D5 in a thermoresponsive polymer-gel to the injured artery reduced
the accumulation of monocytes / macrophages (HKa: 9.8% + 1.6%; D5:
4.7% + 1.4% vs. control: 14.4% + 1.6%) and prevented the accumulation
of bone marrow-derived VSMC (GFP+/SMA+) in the neointima (HK:
16.1% + 4.7%; DS5: 6.6% + 8.8% vs. control: 25.4% + 3.4%). HKa and
D5 also significantly reduced the number of proliferating (PCNA+) cells
(HKa: 7.5% =+ 1.9%; D5: 4.6% + 1.9% vs. 11.9% + 1.9%) and
significantly increased the number of apoptotic neointimal VSMC (HKa:
2.5% £ 2%; D5: 4.2% £ 2.2% vs. 1.6% + 1.3%) resulting in a significant
reduction of neointimal thickening 21 days after vascular injury,
(neointima/media ratio HKa: 0.981 + 0.174; D5: 0.549 £ 0.076 vs. 1.54 £+
0.150; n=6; P<0.05).
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Conclusion: Our data indicate that HKa and D5 due to their antiadhesive
properties decrease the inflammatory response, the accumulation of bone
marrow-derived cells and proliferation of local neointimal cells, resulting
in reduced neointima formation. Thus, these data add substantially to the
understanding of the role of endogenous HKa, and therapeutic
application of HKa may represent a novel approach to prevent vascular

proliferative disease.
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