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Einleitung

1. Einleitung

Vaskuloproliferative Erkrankungen stellen auch heute noch eine der Haupttodesursachen
in der westlichen Welt dar.! Die momentanen préaventiven oder therapeutischen Strategien
konzentrieren sich auf eine Reduktion der Risikofaktoren (u.a.: Diabetes mellitus,
Hypercholesterinamie, Hyperlipidamie, Bluthochdruck) oder eine Wiederherstellung des
Blutflusses mittels Angioplastie oder chirurgischer Revaskularisation (Bypass-Operation).
Der Erfolg der invasiven Therapien wird allerdings durch einen hohen Prozentsatz von
Wiederverschllissen gemindert. Nach den anfanglich sehr positiven Ergebnissen der Ende
der 1970er Jahre eingefthrten Ballondilatation (PTCA) zeichneten sich schnell die
Limitationen dieser Methode ab. Nicht selten kam es direkt nach Dilatation zu akuten
GefaRverschllissen, auch zeigte sich in den ersten Monaten nach PTCA in 30-50 % der
Falle eine Restenose der erweiterten Gefale.”*

Mit der Entwicklung von Stents, die nach Dilatation in den gedehnten Gefal3bereich
eingesetzt werden (heute bei circa 80 % der Interventionen), sollte diese inakzeptabel hohe
Rate von Wiederverschlissen reduziert werden. Allerdings kommt es auch bei Einsatz
dieser Stents in 30 % zu Restenosen. Die Stents sind zwar in der Lage das unmittelbare
Wiederzusammenziehen des Gefal3es nach Angioplastie (elastisches Recoil) zu verhindern,
allerdings verstérken sie noch die Proliferation der intimalen glatten Gefa3muskelzellen.*
Folgeist ein bis heute bestehendes Problem: die Instent-Restenose.

Ein aktueller Ansatz ist die Beschichtung von Stents mit zellzyklushemmenden,
antiproliferativen Substanzen. Die grofdten Erfahrungen liegen zurzeit fur Paclitaxel und
Rapamycin (Sirolimus) vor.

Doch auch nach Einlage dieser beschichteten Stents kann eine Restenosierung nicht
vollstandig verhindert werden.® Zusétzlich besteht das Problem der spéten Stentthrombose,
so dass trotz der anfanglich sehr positiven Studien mit diesen Substanzen die Suche nach
neuen, besseren Substanzen erforderlich ist.

20 % der Patienten mit Restenose bendtigen letztendlich eine Bypassoperation. Doch auch
danach kommt es jahrlich bei 10- 30 % der Patienten zu einem Transplantatversagen

aufgrund einer Stenosierung der vendisen Bypésse.®
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1.1. Pathogenese der Atherosklerose und Restenose

Die Atherosklerose ist eine chronische, multifaktorielle Erkrankung, deren Entstehung in
einem standig andauernden Reiz auf die Geféfdwand verstanden wird. Wichtige
Risikofaktoren sind u.a. Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Hyperlipidamie und Rauchen.
Ihr sténdiges Einwirken fuhrt zur Dysfunktion oder Schadigung des Endothels. Folge ist
eine chronische Entzindungsreaktion des Gefél3es mit Einwanderung von Leukozyten,
Aktivierung und Proliferation glatter Gefal3muskelzellen sowie Aktivierung von
Thrombozyten mit Thrombusbildung. Die eingewanderten Leukozyten akkumulieren in
den entstehenden atherosklerotischen Lasionen und sezernieren zusammen mit den
geschadigten  Endothelzellen,  Entziindungszellen, Thrombozyten und glatten
Gefarmuskel zellen multiple Wachstumsfaktoren und Zytokine. Diese vermitteln dann die
Chemotaxis, die Migration und Proliferation oder Apopptose glatter Gefalimuskelzellen
sowie die Synthese extrazellulérer Matrixproteine.” In der Folge kommt es zu chronischen
Umbauprozessen in der Gefélwand mit Akkumulation von atherosklerotischem Gewebe
und einer Hyperplasie der Intima.

Viele Studien betonen die Schltsselrolle einer Entziindungsreaktion in allen Phasen der
Atherosklerose von der Entstehung der Plague bis hin  zu thrombotischen
Komplikationen®® Zusitzlich zur Entziindung stellt die Proliferation von glatten
Gefaldmuskel zellen einen Schltisselprozess sowohl in der Entstehung der Atherosklerose
als auch bei restenotischen Prozessen dar.”*®'! Ein Vorlaufer der sich entwickelnden
Lasionen scheint die Akkumulation von glatten Gefal3muskelzellen in der Intima zu sein,
welche sich beim Menschen bereitsim Kindesalter entwickelt und im Alter verdickt.*"*?
Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Migration von glatten Gefal3muskelzellen. Diese sind
namlich in der Lage aus der Media oder sogar Adventitia in die entstehende Neointima
einzuwandern.*®

Auch eine Herkunft neointimaler glatter Gefaldmuskelzellen aus Endothelzellen scheint
denkbar. In Studien konnte gezeigt werden, dass sich embryonale Endothelzellen zu
mesenchymalen Zellen transdifferenzieren und ,,smooth muscle cell actin® exprimieren
konnen.®*** Tierstudien zeigen, dass neointimale glatte Gefamuskel zellen ihren Ursprung
auch aus Progenitorzellen, die aus dem Knochenmark stammen, oder anderen
zirkulierenden Zellpols haben knnen.*>*® Zirkulierende Glattmuskelzell- Progenitorzellen
konnten auch aus humanem peripheren Blut isoliert werden.™® Ungeachtet ihres Ursprungs

sind diese Zellen maligeblich an der Entwicklung der intimalen Hyperplasie und an der
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Entstehung der fibrosen Deckkappe (fibrous cap) der atherosklerotischen L&sionen
beteiligt.

In weiter fortgeschrittenen L&sionen formen glatte Gefaldmuskelzellen zusammen mit
Fibroblasten und extrazellularer Kalzifikation eine stabile, fibrokalzifizierte Lasion.

Die Faktoren, die zu einer Restenose fuhren sind im Wesentlichen elastisches Recoil
(unmittelbares Zusammenziehen des Gefaldes nach Angioplastie), Intimahyperplasie und
vaskul &res Remodelling. 2%

Das akute Geféfdtrauma fuhrt zu einer Verletzung der GeféalRwand mit Abscherung des
Endothels. An der jetzt offen liegenden GeféRwand lagern sich Thrombozyten an. Durch
diese Thrombozytenaggregation kommt es zur Adhasion, Akkumulation und Aktivierung
inflammatorischer Zellen. Folge ist eine Entziindungsreaktion? in der GefaRwand. Dies
fuhrt zu einer Freisetzung von Entziindungsmeditoren (z.B.: Interleukine, TNF, MCP-1)
und Wachstumsfaktoren (z.B.. PDGF, bFGF), die den Zdlzykluseintritt glatter
Gefamuskel zellen aktivieren. Dadurch kommt es zur Proliferation und Migration glatter
Gefamuskelzellen sowie zu chronischen Umbauprozessen in der Gefél3wand (negatives
Remodeling), die zu einer Hyperplasie der Intima fihren.

Das unmittelbare elastische Recoil des Gefél3es kann durch den Einsatz von Stents
verhindert werden. Allerdings verstérken die Stents die Proliferation der intimalen glatten
Gefalimuskelzellen* und auch die Entziindungsreaktion in der Gefalwand scheint nach
Einlage von Stents ausgepragter zu sein.
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1.2.  Therapie vaskuloproliferativer Erkrankungen

Mit wachsendem Verstdndnis Uber die molekularen Mechanismen von proliferativen
GeféaiRerkrankungen wurden einige Ansdtze untersucht, um die Proliferation von glatten
Gefamuskelzellen zu hemmen. Zahlreiche antiproliferative Medikamente wie Heparine,
ACE-Hemmer, Antagonisten gegen Wachstumsfaktoren wie Terbinafin oder Trapidil,
Angiopeptin, zytostatische Agenzien wie Etoposide oder Doxorubicin wurden getestet,
brachten aber nicht den erhofften Erfolg.?® Dies kann zum einem auf Speziesunterschiede
zum anderen auf falsche Dosierungen zurtickzufihren sein.

Es zeigt sich darin aber auch, dass multifaktorielle Prozesse wie die Atherosklerose oder
Restenose nicht durch die Hemmung eines einzelnen proliferativen oder
inflammatorischen Stimulus zu beeinflussen sind. Aus diesem Grund liegt der Fokus des
Interesses seit einigen Jahren in der Beeinflussung des Zellzyklus als gemeinsame
Endstrecke multipler proliferativer Stimuli.

Die Hemmung des Zellzyklus kann durch pharmakologische Substanzen,
gentherapeutische Ansétze oder Strahlentherapie erreicht werden.

Die zurzeit vielversprechendste Substanz ist das Makrolidantibiotikum Rapamycin
(Sirolimus). Weitere Substanzen sind Paclitaxel (Taxol), das die Ausbildung von
Mikrotubuli hemmt®*, Flavopiridol, das die ATP- bindende Seite der Zyklin-abhangigen
Kinasen blockiert”® oder CVT-313, das die Zyklin- abhéngige Kinase 2 hemmt.?® Ein
maoglicher Einsatz dieser Substanzen liegt, wie oben bereits fir Rapamycin und Paclitaxel
beschrieben, in der lokalen Anwendung z.B.: in der Beschichtung von Stents.

Ein weiterer Ansatz zur Reduktion der Restenoserate sind strahlentherapeutische
Methoden.””* Diese Strahlentherapie erfolgt entweder mit Hilfe radioaktiver Drahte, sog.
»Seeds’ oder radioaktiven Losungen, mit denen die dilatierten Gefél3e Uber einen Zeitraum
von wenigen Minuten bestrahlt werden. Auch die direkte Implantation von radioaktiven
Stents ist moglich. Allerdings kommt es zum Auftreten von Nebenwirkungen wie der
spéten In- Stent-Thrombose oder der Ausbildung von Stenosen an den Enden der Stents
(,candy- wrapper*-Stenosen).

Die gentherapeutischen Ansdtze reichen von ,antisense”-Oligodesoxynukleotiden (AS-
ODN) uber Transkriptionsfaktor-, decoy“-Konstrukte bis hin zur Uberexprimierung
proliferationshemmender Gene.”® So konnte gezeigt werden, dass,, decoy-ODN“ gegen das
Zellzyklusprotein E2F die Neointimabildung in peripheren und koronaren Bypéassen

signifikant verringern kann.®*
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Die Zellzyklushemmung stellt somit den erfolgversprechendsten und effektivsten Ansatz
zur Verhinderung vaskul oproliferativer Erkrankungen dar.

1.3.  Zellzyklus

Ruhende Zellen (GO) treten in die erste ,gap* Phase ein (Gl), in der die
Zellzyklusproteinsynthese und- aktivierung stettfindet. In der nachfolgenden S-Phase
findet die Replikation der DNA statt. Nach dem diese vollstandig abgeschlossen wurde,
treten die Zellen in eine weitere ,, gap“-Phase ein (G2), wo sie fir die Mitose vorbereitet
werden. Restriktionspunkte am Ubergang der G1-Phase in die S-Phase und der G2 in die
Mitose-Phase kontrollieren den geordneten Ubergang von einer Phase des Zellzyklusin die
néchste.

1.3.1. Zellzykluseintritt und frihe Zellzyklusprogression

Zellzykluseintritt und —progression sind abhangig von der geordneten Expression und
Aktivierung der ,, Cyclin-dependent* Kinasen, die mit ihren regulatorischen Untereinheiten,
den Zyklinen, Holoenzyme bilden. In der friihen G1-Phase akkumulieren die D-Zykline
(D1, D2 und D3) und bestimmte Cdks (Cdk4 und Cdk6). Der Spiegel des PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) steigt. PCNA stimuliert die Aktivitédt der DNA-
Polymerase § ** und assoziiert mit dem ZyklinD/Cdk4-K omplex.3*3*

Die simultane erhéhte Expression der Zykline D, E und A in Zusammenarbeit mit PCNA
koordiniert die DNA-Replikation, indem sie die Progression von der G1- in die S-Phase
des Zellzyklus regulieren.®

Der koordinierte Ablauf des Zellzyklus wird auf3erdem durch Cdk-Inhibitoren reguliert,
wie p21°P* und p27X""*. Diese binden an Zyklin-abhangige Kinasen und verhindern so
deren Aktivierung.®

p275""* bindet an die G1-Phase-Zyklin/ Cdk-Komplexe und hemmt deren Aktivierung. Es
ist in ruhenden Zellen stark exprimiert und wird nach mitogener Stimulation schnell
herunterreguliert. 3¢

Dessen Herunterregulation und stochiometrische Bindung an die ZyklinD/ Cdk4/ PCNA-
Komplexe fuhrt zur Aktivierung eines weiteren G1-Phase Cdks, dem Cdk2. Dies formt mit

den spéter in der G1-Phase exprimierten Zyklinen E und A Komplexe. ZyklinD/Cdk4 und
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ZyklinE/Cdk2 sind an der Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (Rb) am R-Punkt
beteiligt. Unter ruhenden Bedingungen liegen die verschiedenen Isoformen des
Transkriptionsfaktors E2F als inaktiver Komplex gebunden an das hypophosphorylierte
Retinoblastom-Protein vor. Nach mitogener Stimulation fuhrt der ZyklinD/Cdk4-Komplex
zu einer Hyperphosphorylierung von Rb, wodurch es zur Dissoziation vom E2F kommt.
Freigewordene E2Fs kontrollieren die Expression von Genen, die fur die weitere
Zellzyklusprogression durch die S-, G2-und M-Phase bendtigt werden (z.B.: Zyklin E,
Zyklin A, Cdk1).*’

Als weiteres Zellzyklus-inhibierendes Protein ist p21°"* bekannt. Mehrere dieser Proteine
hemmen die Zyklin/Cdk-Komplexe ahnlich wie p275"*. Es wird jedoch erst am Ende der
G1-Phase hochreguliert.®>%

Die Zellzyklusprogression wird auf3erdem durch Transkriptionsfaktoren moduliert, die die
Expresson von Cdk und Cdk-Inhibitoren aktivieren®* So aktivieren z.B. das
Tumorsupressorprotein p53, GAX und GATA 6 die Expression der Zellzyklusinhibitors
p21Cipl.42—44

Auch NO kann zum Zellzyklusarrest fuhren, indem es CDK2 und Zyklin A
herrunterreguliert und p21 hochreguliert.*

1.3.2. Spate Zellzyklusprogression

Nach vollstdndiger DNA- Replikation steigt der Proteingehalt des Zyklin B an. Nach
Komplexbildung mit Cdk1 formen sie zusammen den ,,Mitosis promoting factor* (MPF).
Um MPF aktivieren zu konnen, muss zuerst Cdkl am Threonin 161 durch die Cdk
aktivierende Kinase (CAK) phosphoryliert und am Thyrosin (Tyrl5) durch die Cdc 25
Phosphatase dephosphoryliert werden.*® Aktivierter MPF initiiert die Prophase und leitet
gleichzeitig den proteolytischen Abbau von Zyklin B ein. Dadurch kommt es zur
Anaphase.*” Anschliefend wird Cdk1 durch Dephosphorylierung am Thr161 inaktiviert
und der Zellzyklus kann von vorn beginnen.
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1.4.  Die Rolle der Signaltransduktion tber Ras in der Pathogenese

vaskuloproliferativer Erkrankungen

1.4.1. Struktur und Funktion der Ras- Proteine

Die Ras- Proteine gehtren zur Familie der Guaninnukleotid-bindenden Proteine (G-
Proteine). Sie funktionieren wie en Schater zwischen 2 verschiedenen
Konformitétszustanden. Aktiv, wenn sie GTP gebunden haben, inaktiv, as GDP
gebundene Form.”® Bei der Aktivierung, z.B. durch Wachstumsfaktoren, wird GDP durch
GTP ausgetauscht, wodurch das Protein aktiviert wird. Ras selbst besitzt eine GTPase,
wodurch GTP zu GDP hydrolisiert wird und Ras wieder in einen inaktiven Zustand
tiberfihrt wird.*

Es sind 3 Ras Proto-Onkogene bekannt: H-Ras, N-Ras und K-Ras, die 4 Ras Proteine
codieren H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B und N-Ras.

An die Membran gebundenes aktiviertes Ras ist in der Lage Signale von aul3erhalb der
Zelle (wie z.B. von Wachstumsfaktoren) zum Zellkern weiterzuleiten. Es ist an der
Regulation von Proliferation, Zelldifferenzierung, Migration und Apoptose beteiligt.
Durch Mutationen aktiviertes Ras ist bei circa 30 % der menschlichen Tumoren zu finden.
In den letzten Jahren gab es darliber hinaus zunehmende Hinweise auf eine zentrale Rolle
der Ras-abhangigen Signaltransduktionswege in der Entstehung kardiovaskulérer
Erkrankungen.

1.4.2. Posttranslationale Modifikation von Ras

Damit Ras aktiviert werden kann, muss es an der Zellmembran verankert werden.**® Ras-
Proteine kénnen jedoch erst nach einer Reihe von posttranslationalen Modifikationen an
ihrem carboxyterminalen Ende mit der Zellmembran assoziieren.™

Das C-terminale Ende besteht aus dem sog. CAAX-Motiv (C= Cystein, A= aliphatische
As, A= diphatische As, X= beliebige As).”’ Dieses Motiv dient als Signal fir die
folgenden Modifikationen:

1. Farnesylierung des Cysteins des CAAX-Motivs
2. Abspaltung der 3 Aminosauren (AAX) nach Farnesylierung
3. Methylierung des farnesylierten Cysteins
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Zellmembran

Zytosol
[ {inaktiv)

Methyltransferase

AAX-protease

Famesyltransferase

Abb. 1: posttranslationale Modifikation von Ras

Der erste Schritt ist die Farnesylierung des Cysteins mit Hilfe einer Farnesyltransferase.
Dabel wird ein 15Carbonpolyisoprenlipid Uber eine stabile Thioesterbindung an das
Cystein angehangt.>®

Anschlieflend werden mit Hilfe einer Rcelprotease die AAX Aminosauren von dem
farnesylierten Cystein  abgespaten® Das jetzt freigelegte carboxyterminale
Farnesylcystein dient as Substrat fur die Isoprenylcysteincarboxylmethyltransferase
(ICMT), die das farnesylierte Cystein methyliert. Als Methylgruppendonator dient S-
adenosylmethionin (SAM).*

Der Sinn dieser Modifizierungen besteht darin, dass C-terminale Ende des Ras-Proteins in
eine hydrophobe Doméane zu verwandeln, um so die Assoziation mit der Zellmembran zu

ermoglichen.®
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1.4.3. Einfluss von Methylierungsreaktionen auf die Aktivierung von Ras

Biologische Methylierungsreaktionen spielen eine unentbehrliche Rolle in zelluldren
Funktionen.

Die zwel hauptsachlichen Methylgruppendonatoren sind Folate und SAM.

Zelluldre Methylierungsreaktionen sind beteiligt an der Synthese von Phospholipiden,
Nukleinsduren und Aminosauren, sie regulieren die Expression von Genen und kdnnen
Proteine modifizieren. So spielt die DNA-Methylierung eine kritische Rolle in der
Genregulation und der Karzinogenese® Fir den geordneten Ablauf von
Methylierungsreaktionen werden Methyltransferasen bendtigt, die die Methylgruppe vom

SAM auf einen Akzeptor Ubertragen kénnen.

Der letzte Schritt in der Modifizierung des carboxyterminalen Endes der Ras-Proteine ist
die Methylierung des farnesylierten Cysteins. DafUr benétigt die Zelle Methyltransferasen,
insbesondere die spezifisch Ras methylierende ICMT. Diese katalysiert die reversible
Carboxymethylveresterung des farnesylierten Cysteins. Als Methylgruppendonor dient
dabei SAM. Eine Hemmung der ICMT fuhrt folglich zu einer verminderten Methylierung

und somit Aktivierung der Ras-Proteine.*



Einleitung

Abb. 2: Wirkung von c3Ado auf den Methylierungszyklus

Bel Methylierungsreaktionen dient SAM as Methylgruppendonor. Die Methylgruppe wird mit Hilfe einer
Methyltransferase (ICMT) auf den Akzeptor Ubertragen. Als weiteres Produkt entsteht S
adenosylhomocystein (SAH). SAH wird durch die S-adenosylhomocysteinhydrolase (SAH-hydrolase) in
Adenosin und Homocystein gespalten. Homocystein wird sofort remethyliert, wodurch Methionin entsteht.
Als Methylgruppendonator dient bei dieser Reaktion 5 -Methyltetrahydrofolat.®? 3-Deazaadenosin hemmt die
SAH-hydrolase, wodurch das Reaktionsgleichgewicht zum SAH verschoben wird. Dies hemmt zellulére
Methyltransferasen und somit Methylierungsreaktionen.
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1.4.4. Intrazellulare Signaltransduktion Gber Ras

Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und bioaktiven Peptiden, z.B.: PDGF,
bFGF, Endothelin-1 (ET-1) und Angiotensin Il ist an der Proliferation von glatten
GefaBmuskelzellen beteiligt.?*% Alle diese mitogenen Stimuli laufen letztendlich im
Zellzyklus zusammen. Ras ist eine zentrale Komponente dieser Signaltransduktionswege.
Die Zellen kénnen so die ruhende GO-Phase verlassen und in den Zellzyklus eintreten.®®®’
Aktiviertes Ras stimuliert eine Vielzahl an nachfolgenden Signaltransduktionskaskaden,
zum Beispiel Uber Raf, die PI3- Kinase, RalGDS und Rho.®®

Einer der am besten charakterisierten Signawege unterhalb des Ras ist der MAP-Kinase
Signaltransduktionsweg.

Ras-GTP bindet Raf (MAP kinase-kinase-kinase), wodurch dieses aus dem Zytosol an die
Zellmembran transloziert. Dort wird Raf dann phosphoryliert und somit aktiviert. Raf
interagiert dann mit MEK (MAP-kinase-kinase) und phosphoryliert diese. MEK wiederum
bindet an ERK (MAP-Kinase) und phosphoryliert diese. Die Phosphorylierung fuhrt dabei
zur Aktivierung dieser Kinasen.

Die Aktivierung der MAP-Kinase fuhrt dann zu einer Reihe nachfolgender Reaktionen.
Uber eine Aktivierung der Cyclin-abhéngigen Kinasen ist die MAP-Kinase beispielsweise
unmittelbar an der Zellzyklusprogression beteiligt. Cdk formen mit ihren regulatorischen
Untereinheiten, den Zyklinen, Holoenzyme, was schliefdlich in einer Phosphorylierung des
Tumorsuppressorproteins Rb und nachfolgenden Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus
resultiert. °"%°

Der Signalstransduktionsweg Uber ERK1/2 ist auerdem wichtig fur die
Herunterregulation der CDK-Inhibitoren, wie p21°""@ und p27¢""* wodurch ihre
hemmende Aktivitét auf den Zellzyklus verhindert wird. "2

Ras vermittelt Gber den Ras/ Raf/ MEK/ ERK 1/2 Signaltransduktionsweg die Proliferation
und Migration von VSMC und ist somit auch an der Restenose nach PTCA beteiligt.”

Ein anderer Ras-Effektor ist die PI3-Kinase. Eine Hauptaufgabe dieser Kinase ist die
Konversion von Phosphatidylinositol(4,5)-bisphophat zu Phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphophat (Ptdins(3,4,5)Ps). Erhdhte zellulére Spiegel an Ptdins(3,4,5)Ps fihren zu einer
Aktivierung von Akt/PKB®. Akt ist tiber eine Vielzahl nachgeordneter Signalmolekiile an
der Regulation multipler Prozesse wie dem Zellmetabolismus, der Proteinsynthese, der
Proliferation oder der Apoptose beteiligt.”* So kann aktiviertes Akt zum Beispiel die
Forkhead- Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und dadurch inaktivieren.” In ruhenden
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Zellen sind die Forkhead-Transkriptionsfaktoren nicht phosphoryliert. Sie binden an den
Promotor des p27<P* 7877 aktivieren diesen und gewahrleisten dadurch eine konstante
Transkription der p27°'™ mRNA und somit einen konstanten Proteinspiegel dieses
Zéllzyklusinhibitors. Werden die Forkhead-Transkriptionsfaktoren nun durch aktivierte

KiPL_promotor und filhren zu einer

Akt/PKB phosphoryliert, so dissoziieren sie vom p27
Hemmung der Transkription von p27<""*. Dies ist eine Voraussetzung fiir den Eintritt
glatter GefaBmuskelzellen in den Zellzyklus.”® Auch konnte gezeigt werden, dass Akt in

1ci p/wafl

vitro p2 phosphoryliert und dadurch dessen zellzyklushemmende Wirkung

vermindern kann.

1.5. 3-Deazaadenosin

3-Deazaadenosin (c3Ado) ist ein Strukturanalogon von Adenosin, dessen Wirkung nicht

tiber den Adenosinrezeptor vermittelt wird.%

NH2

HO

OH OH

Abb. 3: Strukturformel von c3Ado

Strukturformel Gbernommen von www.sigmaaldrich.com

Esist einer der stérksten Inhibitoren der SAH-hydrolase, was zu einer Akkumulation von
SAH und SAM in der Zele fuhrt. SAH ist ein potenter Hemmstoff fir zelluldre
Methyltransferasen.®® 3-Deazaadenosin ist somit ein Hemmstoff fir zelluldre

M ethylierungsreaktionen.
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In in vitro Zdlkulturversuchen zeigten sich  antiinflammatorische  und
immunmodul atorische Fahigkeiten dieser Substanz. So konnte gezeigt werden, dass c3Ado
die Leukozytenadhasion und ICAM-1 Biosynthese in TNF-a stimulierten humanen
Endothelzellen hemmt.?? AuRerdem schwéchte c3Ado das chemotaktische Potenzial von
Polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten und die Phagozytosefdhigkeit von
Monozyten und Makrophagen.®

Dailber hinaus hemmt es die Lipopolysaccharid-(LPS) induzierte TNF-a und Interleukin 113

8485 und verhindert die zellulare Produktion von

induzierte Liberation von Leukozyten
Arachidonséure und ROS.2%%
Aufgrund seiner antiinflammatorischen Fahigkeiten wurde es in klinischen Studien bel
Patienten mit rheumatoider Arthritis getestet % und seine antivirale Aktivitat gegentiber
dem HIV untersucht.®

In vorausgegangenen in vivo Studien unserer Arbeitsgruppe konnten Walker et a ®
zeigen, dass c3Ado die frihe Plagueentstehung und die Neointimabildung in der
absteigenden Aorta in C57BL/J6 Mausen unter 9-wochiger atherogener Didt hemmt.
Aul3erdem zeigten sie, dass es zu einer deutlichen Abnahme der endothelialen VCAM-1
und ICAM-1 Expression und Monocytenadhasion an die Gefal3wand kommt.

Die Aktivitét der Gene fur ICAM-1 und auch VCAM-1 wird durch den nuklegren Faktor
NF-kB reguliert.

C3Ado beeinflusst auch die Expression weiterer Molekile, die an der Entstehung der
Atherosklerose beteiligt sind. So kann es z.B. die Thrombin- stimulierte Expression von
Platelet- derived growth factor und die Expression von endothelialen Leukozyten-
Adhasionsmolekiil-1 in humanen Endothelzellen verhindern.

In einer weiteren in vivo Studie unserer Arbeitsgruppe nutzen Langheinrich et a % apoE-
knockout Mause, da bel diesen die atherosklerotische Plagueentstehung eher der des
Menschen gleicht. Auch in dieser Studie zeigte sich, dass Zugabe von c3Ado zu einer
atherosklerotischen Diét Uber 12 und 24 Wochen im Gegensatz zur atherosklerotischen
Dié alein die Plagueentstehung hemmt. Dies war assoziiert mit einem signifikant
erniedrigten Blut-Homocysteinspiegel.

Erhohte Homocysteinwerte gelten als ein wichtiger Risikofaktor fur die Atherosklerose in
koronaren, zerebralen und peripheren GefaRen.”® AuRerdem konnten sie erneut zeigen,
dass die endotheliale ICAM-1 und VCAM-1 Expression sowie die Anzahl CD11b-
positiver Monocyten/ Makrophagen am Endothel und in der Neointima unter c3Ado-Gabe

reduziert wird.
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Aufgrund seiner antiinflammatorischen Eigenschaften wurde c3Ado von unserer
Arbeitsgruppe in einem Ratten- Modell getestet ®, bei dem durch Gabe von
Lipopolysaccharid eine septische Kardiomyopathie induziert wurde. Intraperitoneale Gabe
von c3Ado 30 min vor Endotoxin-Stimulation und 4h nach LPS-Gabe konnte die
Einschrankung der myokardialen Dysfunktion verhindern. Dies war assoziiert mit einer
verminderten ICAM-1 und VCAM-1 Expression und daraus folgender Einwanderung von
PMN und Makrophagen in die Myozyten. Dies resultierte in einer verminderten lokalen
Freisetzung von ROS und NO. AufRerdem konnte Behandlung mit c3Ado den Endotoxin
vermittelten Anstieg der plasmatischen Konzentration an TNF-a signifikant verringern.
Des Weiteren konnte ein hemmender Effekt von c3Ado auf die Aktivitat von nF-xB
gezeigt werden. Jeong et al ** hatten diesen hemmenden EinfluR von c3Ado auf die nF-kB
Aktivitét schon in vitro an einer Makrophagenzellinie zeigen kénnen.

Die Arbeitsgruppe von Ciang et a ® konnte zeigen, dass der Zusatz von c3Ado zur
University of Wisconsin Losung zu einem vermindertem Ischédmie- und
Reperfusionsschaden in einem isolierten Lungenmodell fuhrt.

In einem vollstandig allogenen Herztransplantationsmodell der Ratte wurde der Einfluss
von c3Ado auf die zellulére Infiltration des Transplantates untersucht, was einen Impuls
fir die friihe AbstoRung nach Transplantation darstellt.%

Durch die 2mal tégliche Gabe von c3Ado konnte ein Einwandern von MCHII positiven
Zellen, T-Zell-Rezeptor- positiven Zellen (R73) sowie ED1 positiven Monozyten und
Makrophagen reduziert werden. Dies war assoziiert mit einer fast vollsténdigen Hemmung
der ICAM-1 und VCAM-1 Expression am 1. und 3. postoperativen Tag. Allerdings konnte
durch die Gabe von c3Ado die Apoptose nicht verhindern werden und auch die

Uberlebenszeit des  Transplantates konnte nicht verlangert werden.
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2.  Fragestellung

3-Deazaadenosin ist ein potenter Hemmstoff der SAH-hydrolase und somit ein Inhibitor
zellulérer Methylierungsreaktionen.

Vorangegangene Studien unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass c3Ado die
Ausbildung chronischer atherosklerotischer Lasionen verhindern kann. Die genauen
zelluldren Effekte und der molekulare Wirkmechanismus dieser durch c3Ado vermittelten
Effekte sind allerdings weitesgehend unbekannt.

Ziel dieser Arbeit wa daher die Charakteriserung des molekularen
Wirkungsmechanismus des c3Ados. Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob c3Ado
auch einen Effekt auf die Restenoseentstehung nach akuten Geféldlésionen hat und somit
ggf. ein interessantes Molekil zur Hemmung unterschiedlicher vaskuloproliferativer

Erkrankungen darstellt.
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3. Material und Methoden

3.1. Gerate

Adobe Photoshop 4.0 LE
Akku Pipettierhilfe

Biofuge Fresco und Pico
Blockthermostat 1302
Chamber Slide 4 well
Cellstar® Zellkulturflaschen

Combitips

Deckglaser (24x50mm)
Elektrophoresekammer

Elisa- Platte (96 Loch Platte)
FACS cell sorter EPICs Altra
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
LeicaDMRB

Grobwaage
Hamatocytometer

High Voltage Power Pack P30
Hyperfilm ECL

Inkubator 1000

K S 300 Imagine System
Release 3.0

Kunststoff Pipetten, steril

Kryostat LeicaCM 1900

MA Cselect sdlections-Kit

MACselect Magnet und Saulen
Magnetruhrer |kamag

ADOBE SYSTEMSINC,, San Jose, USA
HIRSCHMANN, Eberstadt
HERAEUS INSTRUMENTS, Hanau

HAEP LABOR CONSULT, Bovenden

NALGE NUNC INTERNATIONAL; Naperville
GREINER BIO- ONE GmbH;

Frickenhausen

EPPENDORF, Hamburg

MENZEL GLASER

BIO-RAD, Minchen

GREINER BIO- ONE GmbH; Frickenhausen
BECKMAN COULTER, Miami, USA
SARTORIUS, Géttingen

LEICA MICROSY STEMS WETZLAR;Wetzlar
SARTORIUS, Géttingen

BIOMETRA, Gottingen
AMERSHAM PHARMACIA, Braunschweig
HEIDOLPH, Kehlheim

CARL ZEISS VISION GmbH; Hallbergmoos
FALCON BECTON DICKINSON LABWARE;
Franklin Lakes, NJUSA

LEICA MICROSY STEMS NUSSLOCH GmbH;
Nussloch

Miltenyi-Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi-Biotec, Bergisch Gladbach

IKA LABORTECHNIK, Staufen
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Mikroskop LeicaDMIL

Mikrotiterplatte
Mini-Blot Gelapparatur
Multiwell Zellkulturplatten

Nitrozellulose Blot-Membran
(Hybond ECL)

PC Pentium 600

Photometer SLT Spectra
Pipetten

Pipettenspitzen, steril

Polypropylen Réhrchen 15ml/50ml

Reaktionsgefalde 0,65/1,5/2ml
Rontgenkassette

Scanner (Scan Maker I11)
Schittler Duomax 1030
Serologische Einmal pipetten
Sterile Zellkultur-Arbeitsbank
SuperFrost®Plus Objekttrager
Transwell- Platten
Whatman-Filterpapier
Zéellschaber

Zentrifuge Hettrich Roxita/RP

LEICA MICROSY STEMSWETZLAR GmbH;
Wetzlar

GREINER, Frickenhausen

BIO-RAD, Minchen

GREINER BIO- ONE GmbH;

Frickenhausen

AMERSHAM PHARMACIA,

Braunschweig

UNI-COMP, Giessen

SLT LABINSTRUMENTS, Crailsheim
GILSON, Viliers-le-Bel, Frankreich
GREINER BIO- ONE GmbH;

Frickenhausen

GREINER BIO- ONE GmbH;

Frickenhausen

EPPENDORF, Hamburg

AMERSHAM PHARMACIA, Braunschweig
MICROTEK, Ratingen

HEIDOLPH, Kehlheim

BECKTON DICKINSON, Heidelberg
HERAEUS INSTRUMENTS, Hanau
R.LANGENBRINK; Emmendingen
CORNING INCORPORATED; Corning NY USA
SCHLEICHER& SCHULL, Dassel
GREINER BIO- ONE GmbH; Frickenhausen
HETTRICH ZENRIFUGEN; Tuttlingen
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3.2.  Chemikalien

30% Acrylamidstammlsung
(8% Bisacrylamid)
Ammoniumpersulfat

Antibody diluent reagent solution

Aprotinin

Aqua dest.

BSA

(Bovines Serum Albumin)
Bromphenolblau
Dulbecco’s 1x PBS
(Phosphate buffered saline)
ECL Plus

(Western blotting detection reagent)
Ethanol

Fugene

Goat Serum

Glycerol

Glycin

HCL 37,3% (rauchend)
I sotone Kochsal zldsung 0,9 %
L eupeptin

Methanol
2-Mercaptomethanol
Milchpulver

NaCl

Natrium Deoxycholat
Natrium Orthovanadat
NPA40 (Igepal Ca-630)
Ocadaic acid

Para- Formaldehyd

ROTH, Karlsruhe

SIGMA, Steinheim

ZYMED LABORATORIESINC.
San Francisco, USA

SIGMA, Steinheim

BRAUN, Melsungen

BIO-RAD, Minchen
ROTH, Karlsruhe

PAA LABOR. Linz, Osterreich

AMERSHAM PHARMACIA, Braunschweig
RIEDEL-DE HAEN, Seelze

ROCHE, Basel; Schweiz

ZYMED LABORATORIESINC.,

San Francisco, USA

SIGMA, Steinheim

ROTH, Karlsruhe

SIGMA, Steinheim

B. BRAUN MELSUNGEN AG, Melsungen
SIGMA, Steinheim

RIEDEL DE HAEN, Seelze

SIGMA, Steinheim

BIO-RAD, Minchen

ROTH, Karlsruhe

SIGMA, Steinheim

ACROS, Gedl, Belgien

SIGMA, Steinheim

SIGMA, Steinheim

SIGMA, Steinheim
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PCNA Staining Kit

PMSF

(Phenylmethylsulfunylfluorid)

Protein Assay (A,B,C)

Rainbow marker

Ras activation assay kit

SOLUTIONS,

Restore™ Western Blot Stripping Buffer

Salzséure 37,3 % rauchend

SDS ultra pure

(Sodium Dodecyl Sulfate)

TEMED
(N,N,N,N-Tetra-Methylthylenediamin)
TrizmaBase

Trypanblau- Lésung

Trypsin

Tween 20
(Polyoxyethylenesorbitan Monolaurest)

ZYMED LABORATORIESINC.,
San Francisco, USA

SIGMA, Steinheim
BIO-RAD, Minchen
AMERSHAM, Braunschweig
UPSTATE CELL

Lake Placid, USA
PIERCE BIOTECHNOLOGY
Rockford,IL, USA
SIGMA, Steinheim

SIGNALING

ROTH, Karlsruhe

BIO-RAD, Minchen

SIGMA, Steinheim

SIGMA, Steinheim
CLONETICS CELLSY STEM;
St.Katharinen

SIGMA, Steinheim
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3.3. Medikamente
Atropinsulfat-Ldsung 0,5mg/ml
GmbH,

| sofluran-Baxter

Ketamin Incresa 50mg/ml

Lysostypt®

Rompun® 2 %

Xylocan® 2 %

3.4.  Operationsbesteck

1 Schere Typ BC61 R

1 Schere Typ BC 60 R

1 Schere nach Vannas Typ OC 498 R

2 kleine Pinzetten Typ OC 21 R

1 Pinzette Typ 12-505-10

1 gerader Fuhrungsdraht

( 20cm lang, 0,5mm dick)

Faden Ethilon 6-0 (Nadel P-3)

Spritzen Injekt F 1ml

Spritzen Injekt 5mi
Injektionsnadeln BD Microlance™3

FRESENIUS KABI DEUTSCHLAND

Bad Homburg

BAXTER DEUSCHLAND GmbH,
Unterschlei3heim

INCRESA ARZNEIMITTEL GmbH, Freiburg
BRAUN/AESCULAPAG & Co. KG,
Tuttlingen

BAYER VITAL GmbH, Leverkusen

ASTRA ZENECA GmbH, Wedel

AESCULAPAG & Co. KG,
Tuttlingen

AESCULAPAG & Co. KG,
Tuttlingen

AESCULAPAG & Co. KG,
Tuttlingen

AESCULAPAG & Co. KG,
Tuttlingen

MARTIN Medizin Technik,
Tuttlingen

COOK Deutschland GmbH,

M 6nchengladbach

JOHNSON & JOHNSON Intl, St-
Stevens-Woluwe,Belgium

B. BRAUN, Melsungen

B. BRAUN, Melsungen
BECTON, DICKINSON and Company,
Drojheda, Co. Louth, Ireland
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3.5.  Antikorper

Priméarantikorper

pAkt pFKHR(Thr24)/ | pPDK1 p27(F-8)
(Serd73) | pFHKRLL(Thr32) | (Tyr373/376) | sc- 1641
Wirt Kaninchen | Kaninchen Kaninchen Maus
| sotyp 1gG 1gG 1gG 1gG
polyklona | polyklona polyklonal monoklon
al
K onzentration 200 pg/ml | 200 pg/mi 200 pg/mi 500 ug/
0,25 mi
verwendete 1: 500 1: 500 1: 500 1: 500
Konzentration
Lagertemperatur | -20°C -20°C -20°C 4-8°C
Bezug Cdll Cell Cell Santa
Signaling | Signaling Signaling Cruz
p21 pRb Cyclin A Cyclin B
(sc- 397) (Ser807/811) | (H-432) (M- 20)
Wirt Kaninchen | Kaninchen Kaninchen | Kaninchen
| sotyp 1gG 1gG 1gG 1gG
polyklonal polyklonal polyklonal polyklonal
Konzentation 200 pg/mi 100 pg/ml 200 pg/mi
verwendete 1: 500 1: 1000 1: 500 1: 500
Konzentration
Lagertemperatur | 4-8°C -20°C 4°C 4°C
Bezug SantaCruz | Cdll SantaCruz | SantaCruz
Signaling
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anti- CyclinE | p44/42 MAPK | anti- RAS
CyclinD1 | (M-20) (Thr202/Tyr204) | clone RAS10
Wirt Kaninchen | Kaninchen | Maus Maus
| sotyp 109G [e[€] 19G 19G
polyklonal | polyklonal | monoklonal monoklonal
Konzentration 200 pg/ 200 pg/ml | 200 pg/mi 100 pg/
200 pul 100 pl
verwendete 1: 1000 1: 200 1: 4000 1: 1000
Konzentration
Lagertemperatur | -20°C 4°C -20°C -20°C
Bezug Upstate Upstate Cdll Upstate
Signaling
pRaf von Willebrand
Wirt Kaninchen Kaninchen
| sotyp lgG 19G
polyklonal polykional
verwendete 1: 1000 1:10
Konzentration
Lagertemperatur | -20°C 2-8°C
Bezug Cell Signaling | Dako Cytomation
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Sekundéranti korper Western blot

Anti- Anti-

Maus Kaninchen
|sotyp |gG-HRP |gG-HRP
Wirt Ziege Ziege
Konzentration 200 pg/500 pl | 200 pg/500 pl
verwendete 1: 2000 1: 2000
Konzentration
Lagertemperatur | 2- 8° C 2-8°C
Bezug Santa Cruz Santa Cruz

Sekundérantikorper |mmunhistochemie

Alexa Fluor 546

AlexaFluor 488

Anti- Kaninchen Anti- Maus
Isotyp 1gG 19G
Wirt Ziege Ziege
Konzentration 2 mg/ml 2 mg/ml
verwendete 1: 200 1: 200
Konzentration
Lagertemperatur | 4- 8°C 4- 8°C
Bezug Molecular Probes Molecular Probes

Eugene, Oregon; USA

Eugene, Oregon; USA

3.4. Inhibitoren

Substanz Hemmung Hersteller

Adenosin-2°,3'- S-adenosylhomocystein- Sigmaaldrich

dialdehyd (Adox) hydrolase

AGGC | soprenylcysteincarboxylmethyl- | Biomol GmbH,
transferase Hamburg

AGC | soprenylcysteincarboxylmethyl- | Biomol GmbH,
transferase Hamburg
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3.5. invitro-Experimente

3.5.1. Zellkultur

Humane glatte Gefal3muskelzellen aus K oronararterien (HCASMC) wurden von der Firma
CellSystems® (CellSystems® Biotechnologie Vertriebh GmbH, St. Katharinen) bezogen.
Die Kultivierung erfolgte in Smooth Muscle Cel Growth Medium 2 (Firma
CellSystems®).

Alle Arbeiten mit den Zellen wurden an der sterilen Zellkultur-Arbeitsbank und mit

sterilen Materialien und Ldsungen durchgefihrt.

3.5.2. Zellproliferation

Um den Einfluss von c3Ado auf das Proliferationsverhaten von VSMCs zu untersuchen,
wurden zwel unterschiedliche Verfahren angewendet: zum einen die direkte Zahlung der
Zellzahl mittels einer Neubauer-Kammer und zum anderen die Anwendung eines
Zéllproliferations-ELISA, (BrdU-ELISA).

Fur die direkte Bestimmung der Zellzahl wurden glatte Gefal3muskel zellen auf Sechsfach-
Zellkulturplatten ausgesét, pro Platte 35.000.

Nach 48 h Kultivierung in Wachstumsmedium wurde die Zellzahl einer dieser Platten
durch Auszéhlen in der Neubauer-Kammer bestimmt. Diese Zahl diente als
Anfangszellzahl und wurde als 100 % gesetzt. Die restlichen Zellen wurden erneut mit
Wachstumsmedium stimuliert und je nach Kondition mit verschiedenen Konzentrationen
c3Ado (10, 50 und 100 pM) versetzt.

Nach weiteren 48 h wurde auch deren Zellzahl durch Auszdhlen in einer Neubauer-

Kammer bestimmt.

Der ZdlproliferationssELISA berunt auf dem Prinzip, dass nach Zugabe des
Pyrimidinanalogons BrdU dieses anstelle von Thymidin in die DNA proliferierender
Zellen eingebaut wird.

Fur diesen Versuch wurden HCASMC auf 96well Mikrotiter-Platten ausgesét. Pro well
7000 Zellen. Nach 24 h wurden die Zellen mit serumfreiem Medium ruhend gesetzt. Schon
jetzt erfolgte die Zugabe der Inhibitoren.

24



Materia und Methoden

Nach weiteren 24 h wurde Wachstumsmedium auf die Zellen gegeben, um sie zur
Proliferation durch im Medium enthaltene Wachstumsfaktoren zu stimulieren. Auch jetzt
erfolgte die erneute Zugabe der Inhibitoren.

20 h nach Beginn der Proliferation wurden 10 pl/well BrdU labeling solution auf die
Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte Gber 4 h bei 37 °C.

Anschlief3end wurde das Medium durch Klopfen entfernt und es erfolgte die Zugabe von
200 ul/ well Fixierungslosung, durch die die DNA denaturiert wird. Dieser Schritt ist
notwendig, damit das inkorporierte BrdU von einem Antikorper erreicht werden kann.

Die Fixierungs6sung wurde fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf den Zellen belassen.
Nach dem Ausklopfen der Losung wurden 100 pl/ well ,,anti- BrdU working solution* auf
die Zellen gegeben. Nach 90 Minuten Inkubation bel Raumtemperatur wurden die Zellen
3mal mit 200 pl Waschpuffer gesplt.

Die jetzt gebildeten Immunkomplexe konnten mit Hilfe einer Substratlosung sichtbar
gemacht werden. 100 pl dieser Lésung wurden bei Raumtemperatur fir 20-30 Minuten auf
den Zellen belassen. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 25 pl 1 M H,SO4
gestoppt.

Mit Hilfe eines ELISA-Readers konnte die Farbentwicklung quantifiziert werden. Die
entwickelte Farbe und somit die Absorption korreliert direkt mit der Menge an

synthetisierter DNA und somit der Anzahl proliferierenden Zellen.

3.5.3. ,,In Situ Cell Death Detection Kit*“ (TUNEL Kit)

Bel der Apoptose entstehen spezifische DNA-Bruchstiicke. Diese kénnen an ihrem freien
3"OH- Ende mit Hilfe der terminalen Deoxynucleotidyltransferase nachgewiesen werden.
Das verwendete TUNEL-Kit (Terminal desoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick
End Labeling) bestent aus ener Enzymlésung, die die terminae
Deoxynucleotidyltransferase erhdt und aus einer Markierungsldsung, die eine Nukleotid-
Mischung in einem Reaktionspuffer enthalt.

Glatte Geféarmuskel zellen wurden auf beschichteten Objekttragern ausgesat. Nachdem die
Zellen dort 2 Tage proliferierten, wurden sie fir 24 h mit den zu testenden
Konzentrationen an c3Ado versetzt. Zur Positivkontrolle wurde die Apoptose mit 1:1000
verdinnten Actinomycin D eingeleitet.

Die Versuchsdurchfihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
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Die fur 1 h in 4 % PFA fixierten Zellen wurden nach einem Waschgang in PBS fur 2
Minuten in eine 4 °C kalte Permeabilisationslésung (0,1 % Triton X-100 geldst in 0,1 %
Natriumcitratlosung) gestellt. Nach einem erneuten Waschgang in PBS erfolgte die
Inkubation der Zellen mit der TUNEL Reaktionslosung fir 1 h be 37 °C. Zur
Negativkontrolle erfolgte die Inkubation unbehandelter Zellen ohne terminale
Deoxynukleotidyltransferase.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen 3mal in PBS gewaschen. Zum
Abschluss wurde ein Dapi enthaltenes Eindeckmedium (1 pl/ml Dapi) auf die Zellen
gegeben

Die Auswertung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop der Firma Leica.

Zunachst wurden 200 Zellen mit Hilfe der Zellkernfarbung (Dapi) ausgezahit. Die
apoptotischen Zellen weisen eine Grunfluoreszenz auf, wodurch ihre Anzahl im Bereich
der vorher ausgezéhlten Zellen durch einfaches Auszahlen bestimmt werden konnte.
Anschlief3end wurde die Anzahl der apoptotischen Zellen zu den 200 vorher ausgezahlten
Zellenins Verhdltnis gesetzt, wodurch die Apoptoserate bestimmt werden konnte.

3.5.4. Vitalitatstest

Das Prinzip dieses Testes besteht darin, dass bel |ebenden Zellen mit intakter Zellmembran
bestimmte Farbstoffe nicht in das Zellinnere gelangen kénnen, wahrend abgestorbene
Zéellen den Farbstoff in sich aufnehmen und dadurch blau anférben.

Zur Ermittlung der Anzahl abgestorbener bzw. vitaler Zellen wurden 50 pl Zellsuspension
mit der gleichen Menge einer 4 %-igen Trypanblaul 6sung vermischt.

Nach einer Inkubationszeit von 2 Minuten wurden 20 pl dieser Lésung in eine Neubauer-
Zahlkammer Gberfihrt und unter 10facher VergrofRerung wurden vier Quadrate der
Kammer im Phasenkontrast lichtmikroskopisch ausgezahlt.

Anschlief3end erfolgte die Berechnung der Konzentration vitaler Zellen Gber folgende

Formdl:

Anzahl vitale Zellenin % = Anzahl gefarbte Zellen x 100 %
Gesamtzahl der Zdllen
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3.5.5. Bestimmung der Migrationsfahigkeit von VSMC

Die Migrationsfahigkeit der Zellen wurde mit Hilfe von 12well-Transwell-Platten der
Firma Corning Incorporated untersucht.

Die Einsétze dieser Platten bestehen an ihrer Unterseite aus einer Polycarbonatmembran.
Diese besitzt unregelméfdig angeordnete 8 um grof3e Poren, durch die die Zellen migrieren
konnen. Um nach dem Durchwandern eine bessere Adhésion der Zellen an der Unterseite
der Membranen zu ermdglichen, wurden diese mit Fribronektin beschichtet.

Der Migrationsreiz wurde ausgel 6st durch Zugabe von 20 ng/ml PDGF-BB.

Die Zellen wurden vor dem Versuch 24 h mit serumfreien Medium (SmBM + 0,5ml
Gentamycin/ AmphotericinB) ruhend gesetzt.

Die untere Kammer der Transwell-Platten wurde mit 600 pul Medium gefillt. Je nach
Kondition erfolgte die Zugabe von 20 ng/ml PDGF-BB und 10, 50 oder 100 uM c3Ado. In
die obere Kammer wurden 100 pl Zellsuspension (5 x 10* Zellen) gegeben.

Anschlief3end erfolgte die Inkubation der Platten fir 6 h bel 37 °C und 5 % CO..

Danach wurde die Zellsuspension abgezogen und die Membran 1x mit PBS gewaschen.
Auf der Oberflache verbliebene Zellen konnten mit Hilfe eines Baumwol ltupfers abgel ost
werden. Die sich an der Unterseite angehefteten migrierten Zellen wurden 2 Minuten in 70
% Methanol fixiert und anschlief3end mit Dapi gefarbt.

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

in 3 randdomisierten Feldern ausgezéhlt.

3.5.6. Western Blot

Protei nbestimmung:
DC Protein Assay der Firma BioRad:

Reagent A
1-5% Natriumhydroxid

<1% Natriumtartrat

<1% Kupfersulfat in destilliertem Wasser
Reagent B

<1% Lithiumsulfat

<1% Tungstische Saure
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<1% Molybden Saure
<1% Salzsdure
<1% Phosphorische Saure in destilliertem Wasser

Reagent S
5-10 % Natriumdodecylsulfat in destilliertem Wasser

RIPA Puffer:
1x  PBSohne Cacium und Magnesium
1% NP40
0,5% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS
ad 500ml H»0, Lagerung bei +4° C

Inhibitoren (bel jedem Ansatz frisch hinzugeben)
10 pl/ml von 10 mg/ml PMSF in Isopropanol
30 pl/ml Aprotinin

10 pl/ml 100 mM Natrium Orthovanadat
1 pg/pl Leupeptinin H,O
10 mM Okadaic acid in H,O

10 x Probenpuffer

3,3ml 3,75M TrispH 6,8
2g SDS

5ml  Glycerol

3mg Bromphenolblau
1Iml  2-Mercaptomethanol
ad 10 ml

5 x Elektrophoresepuffer

159 Tris

72g Glycin

5ml 10 %iges SDS dazugeben
pH 8,3, ad 1000 ml H,O

Transferpuffer
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25mM Tris 3,039

192 mM Glycin 14449

20% Methanol 200 ml

0,1% SDS (optional) 10 ml 10 % SDS
ad 1 Liter H,0,

Aufbewahrung bei 4° C

Strippingpuffer

Restore™ Western Blot Stripping Puffer der Firma Pierce Biotechnology Inc.,
Rockford, IL

Waschpuffer
1x PBS

0,1 % Tween 20 (vor Gebrauch zugeben)
pH 7,6
ad 1 Liter H,O

Blockl6sung
1x PBS

0,1% Tween

7,5 % Magermilchpulver

Gele
Es wurden Fertiggele der Firma BioRad mit den Porengrdf3en 7,5 %, 10 %,
12 % und 4-15 % (Gradientengel) genutzt.

Préparation der Zellysate
Der erste Schritt beim Western Blot ist das Lysieren der Zellen. Fir eine Zellkulturflasche
mit 25 cm? Flache wurden 100 ul Lyse-Puffer (RIPA plus Inhibitoren) auf die Zellen

pipettiert. Danach wurden sie mit einem Zellscraper von der Wachstumsfléache abgel 6st

und 15 Minuten auf Eisinkubiert.
Zur Gewinnung der Proteinsuspenson wurden die Zellen in einer vorgekihlten
Biozentrifuge 15 Minuten mit 13000 Umdrehungen bei 4 °C zentrifugiert.
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Protei nbestimmung

Fur die Proteinbestimmung wurde ein kommerziell erhaltlicher Assay (DC Protein Assay
der Firma BioRad) verwendet, der auf der modifizierten Methode nach Lowry beruht.

BSA (Bovines Serum Albumin 0,17 pg; 0,35 pg; 0,7 pg; 1,4 pg) wurde als interner
Standard verwendet, um den Proteingehalt in pug/ul zu bestimmen. Der RIPA-Puffer wurde
als extra Probe gemessen und das Ergebnis vom Proteingehalt der Proben abgezogen. Von
den Proben wurde 5 pl in je eine Kiivette gegeben. Die Proben wurden mit Aqua dest. auf
10 pl aufgeftllt und in alle Kivetten wurde 50 pl Reagenz A’ (1000 ul Reagenz A, 20 pl
Reagenz S) und 400 ul Reagenz B zugegeben.

Nach 15 Minuten Inkubationszeit war der Farbumschlag abgeschlossen und die maximale
Absorption bel 570,8 nm konnte mittels eines Photometers bestimmt werden.

Jede Proteinbestimmung erfolgte doppelt, um so Pipettierungenauigkeiten durch das

Bilden eines Mittelwertes zu minimieren.

Protei naufbereitung

Alle folgenden Schritte der Proteinaufbereitung fanden auf Eis statt. Pro Probe wurden 20
Hg Gesamtprotein eingesetzt.

Das der Proteinmenge entsprechende Lysat-Volumen wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
pipettiert, ein zehnfach konzentrierter Ladepuffer zugegeben und bis auf das gewilnschte
Endvolumen mit Aqua dest. aufgefillt. Das im Ladepuffer enthaltene SDS umhtillt bei
diesem Schritt die Proteine und versieht sie so entsprechend ihrer Lange mit einer
negativen Ladung.

Ein Gewichtsstandard aus Proteinen unterschiedlicher Grof3e, welche spéater auf dem Gel
sichtbare Banden bilden, wurde wie die Lysate aufbereitet und in einer Tasche des Gels
paralel zu den Proben geladen. Vor dem Beladen des Gels wurden die Proben 5 Minuten
gekocht.

Elektrophorese

Waéhrend der Elektrophorese wandern Molekule entsprechend ihrer Ladung und ihrer
Grole in einem elektrischen Feld unterschiedlich schnell in Richtung der angelegten
Spannung. Die Elektrophorese dient so der Separation unterschiedlicher Molekile, um
deren spezifischen Nachweis zu erleichtern. Die Porengrof3e des Polyacrylamidgels ist
hierbei fur die unterschiedliche Laufgeschwindigkeit der Proteine je nach ihrer Grole

verantwortlich.
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Die Elektrophoresekammer des verwendeten vertikalen Systems besteht aus einer oberen
und einer unteren Kammer. Das zwischen den beiden Glasplatten befindliche Gel bildet
die einzige Verbindung zwischen den beiden Kammern und gewahrt den Stromfluss von
Kathode zu Anode. Nach Beflllung der Kammern mit Elektrophoresepuffer wurden die
aufbereiteten Proteinlysate in die entsprechenden Geltaschen geladen. Die Elektrophorese
lief mit 90 V Uber einen Zeitraum von 1,5 h. Die sichtbaren Banden des Gewichtsstandards
zeigten hier die ausreichende Laufweite der Proteine an.

Fir den weiteren Nachweis wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer entnommen und
auf eine etwa gleich grofe Nitrozellulosemembran gelegt. Nach 15minitigem
Equilibrieren in Transferpuffer wurden Gel und Membran in einer Klemmvorrichtung in
der Blotkammer fixiert. Die Proteine wurden unter einer Spannung von 100 V Uber eine
Stunde aus dem Gel auf die Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die nach dem Blot auf der
Membran erkennbaren farbigen Gewichtsstandards dienten als Kontrolle fir einen
effektiven Transfer. Die Membran wurde entweder direkt fur die weitere Immundetektion

verwendet oder bei +8 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Immundetektion

Zunéchst wurde die Membran 1 h bel Raumtemperatur in Blockldsung inkubiert. Dies
diente dem Blocken unspezifischer Bindungsstellen. Anschlief?end wurde der jeweilige
Priméarantikorper in der entsprechenden Konzentration in Milchpulverldsung verdiinnt und
uber Nacht auf die Membran gegeben.

Um nichtgebundene Antikorper zu entfernen, wurde die Membran anschlief3end 3 x 5
Minuten in Waschpuffer geschwenkt und der Uberstand verworfen. Jetzt wurde der
Sekundérantikorper in der entsprechenden Konzentration nach den Angaben des
Herstellersfur 1 h auf die Membran gegeben. Anschlief3end erfolgte ein neuer Waschgang.
Die Detektion der spezifischen Proteine erfolgte mittels eines verstarkten
Chemilumineszens-Systems (ECL+) der Firma Amersham. Die Membran wurde fur 5
Minuten in der ECL+ L6sung inkubiert, wobei die an den Sekundérantikorper gebundene
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase; HRP) die chemilumineszierende Losung
aktivierte.

AnschlieRend wurde die Membran in einer Dunkelkammer auf einem hochsensitiven

Rontgenfilm exponiert und der Film entwickelt.
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3.5.7. Durchflusszytometrie

Die Zellen wurden durch 5mindtige Inkubation mit Trypsin von ihrer Unterlage abgel 6st
und tber Nacht in 70 % Methanol fixiert.

Anschlief3end wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 100 pg/ml RNAse
(Oncogene Research Products, Cambridge, Massachussetts USA) und 10 pg/ml Propidium
Jodid fur 1h bei 37°C inkubiert.

Die Untersuchung der Zellen auf ihren DNA-Gehat erfolgte nun in enem
Hochgeschwindigkeitsdurchflusszytometer (EPICs Altra, Beckman Coulter, Miami
Florida; USA).

3.5.8. Nachweis der Ras Translokalisation

Zunéchst wurde die Trandlokation von Ras an die Zellmembran mit Hilfe einer
Immunfluoreszenzfarbung untersucht.

Dazu wurden HCASMC auf beschichteten Objekttragern ausgesat. Nachdem die Zellen
dort 3 Tage proliferierten, wurden sie ruhend gesetzt. Anschlief3end erfolgte die Zugabe
der zu testenden Substanzen in folgenden Konzentrationen: 50 und 100 uM c3Ado, 20 und
50 uM Adox. Eine erneute Zugabe dieser Substanzen erfolgte nach 21 h.

Eine 15minutige Aktivierung der Zellen erfolgte nach 24 h durch Zugabe von
Wachstumsmedium.

Vor Beginn der Farbung wurden die Objekttrager in PBS gewaschen und fur 10 Minuten in
2 % PFA fixiert. AnschliefRend erfolgte eine 15minttige Rehydrierung in PBS bel
Raumtemperatur. Danach wurden die Zellen 10 Minuten bel Raumtemperatur mit
Ziegenserum inkubiert. Dieser Schritt dient dem Blockieren unspezifischer
Bindungsstellen.

Als Primérantikdrper diente der Anti-RAS Antikorper der Firma Upstate. Mit diesem
wurden die Zellen in einer Verdinnung von 1:50 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer inkubiert.

Danach wurden sie 2 x 5 Minuten in PBS gewaschen.

Im Anschluss erfolgte die 1stiindige Inkubation mit dem Sekundérantikorper (Alexa fluor
goat anti- mouse 488) in einer Verdinnung von 1:200.

Anschlief3end erfolgte ein erneuter Waschgang.
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Zum Schluss wurde ein DAPI (1 pl DAPI auf 1 ml Vectashield®) enthaltendes
Eindeckmedium auf die Zellen gegeben.

Die Auswertung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop der Firma Leica.

Eine weitere Mdoglichkeit die Translokalisation von Ras an die Plasmamembran zu
untersuchen, ist eine Auftrennung der Ras-Proteine in die zytosolische und die
membrangebundene Fraktion. Dazu wurden Zellen nach 24 stindiger Vorinkubation mit
c3Ado 10 Minuten in Wachstumsmedium aktiviert. Anschlief3end wurden die Zellen mit
folgendem Puffer lysiert: 20 mM Tris- HCL (pH 7,5), 3 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 1 mM
DDT, 1 mM PMSF, 10 pg/ml Leupeptin und 10 pg/ml Aprotinin. Das Lysat wurde in einer
Ultrazentrifuge bei 100.000 x g fir 1 h bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand (zytosolische
Fraktion) wurde abgehoben und das Pellet (membrangebundene Fraktion) wurde in dem
Lyse-Puffer mit 2 % Triton X-100 gelost. Fur die Elektrophorese wurden &quivalente
Mengen der membrangebundenen und der zytosolischen Fraktion in ein 12 % TrissHCL
Gel geladen. Alle weiteren Schritte erfolgten wie beim Western Blot beschrieben. Als
Primarantikorper diente der anti-Ras clone 10 Antikdrper in einer Verdinnung von
1:20000.

3.5.9. Ras- Activation Assay
Verwendete Puffer:

5x Mg”* Lyse/Wasch- Puffer: 1ml 5x Mg*™
0,1 % Glycerol in 4 ml dAqua gelost

10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

1 mM Natriumorthovanadat
25 mM Natriumfluorid

Glatte Gefaimuskel zellen wurden in 25 cm? Zel Ikulturflaschen ausgesét und proliferierten
bis zu einer Dichte von 85 %. Anschlief3end wurden sie fur 24 h ruhend gesetzt unter
gleichzeitiger Zugabe der Inhibitoren. Nach 21 h erfolgte die erneute Zugabe der
Inhibitoren.

Die Stimulierung der Ras-Aktivierung erfolgte nach 24 h durch 15minitige Inkubation der

Zellen in Wachstumsmedium.
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Anschlief3end wurden die Zellen zweimal mit eiskalten PBS gewaschen.

Die Zellyse erfolgte durch Zugabe von 0,5 ml Lysepuffer pro Zellkulturflasche und
anschlief3endem scrapen der Zellen. Das Lysat wurde in Eppendorfgefél3e auf Eis Gberfihrt
und danach fir 5 Minuten in der auf 4°C vorgekuhlten Zentrifuge bei 14000 x g
zentrifugiert. Nach Abheben des Uberstandes erfolgten die Proteinbestimmung nach
Bradford und der anschlief3ende Volumenausgleich mit Lysepuffer.

| mmunprézipitation

Pro Probe wurden 10 pl Raf-1 RBD (Ras assay Reagent) Agarosebeads zugegeben und fur
45 Minuten bei 4°C unter Rotation inkubiert.

Danach wurden die Proben 10 Sekunden bei 14000 x g und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand wurde abgenommen. Anschlie?end wurden die Beads 3mal mit Waschpuffer
gewaschen.

Nach Zugabe von 40 ul 2x Laemmli Puffer wurden die Proben 5 Minuten gekocht und
anschlief3end zentrifugiert.

Fir die Elektrophorese wurden pro Tasche 20 pl der Proben in ein 12 % TrissHCL Gel
geladen. Alle weiteren Schritte erfolgten wie beim Western Blot beschrieben.

Die Inkubation mit dem Primérantikorper erfolge bei einer Verdinnung von 1 pg/ml.
Alternativ und fir die in vivo Versuche wurde ein sensitiverer, auf einem ELISA
basierender Ras activity assay benutzt. Der Assay wurde genau nach Hestellerangaben
angewendet. (Ras GTPase Chemi ELISA kit, Active Motif, Rixensart, Belgium).

3.5.10. Plasmide und Transfektion

Die Zellen wurden kotransfiziert, in dem der Zellkultur equimolare Mengen des pMACS
KX 11 Plasmids und des Plasmids mit der kodierenden Sequenz des zu untersuchenden
Proteins in einem Verhdltnis von 1:3 (H-Ras cDNA (activated) in pUSEamp(Q61L
Mutant) Upstate Cell Signaling Solutions, Lake Placid; USA) zugegeben wurden. Die
Transfektion erfolgte mit Fugene der Firma Roche.

Fur eine 35 mm Zellkulturschale wurden 6 pl Liposomen zu 100 pl Opti-MEM (Gibco Brl,
Rockville, Maddison; USA) hinzugegeben und mit 2 pg Plasmid-DNA gemischt. Dieses
Gemisch wurde dann fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde
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das Gemisch auf Zellen mit serumfreien Medium pipettiert. Nach 4 h erfolgte die Zugabe
von Wachstumsmedium.

Mit dieser Methode konnte eine Transfektionseffizienz von 20-30 % erreicht werden.

3.5.11. Magnet- aktivierte Zellsortierung (MACS)

Nach 24 h wurden die transfizierten Zellen trypsinisiert und mit magnetischen MACSelect
K* -1 Micro Beads (MILTENYI BIOTEC, Bergisch Gladbach, Deutschland) markiert.
Die erfolgreich transfizierten Zellen (K* —I1 positiven) und nicht transfizierten Zellen (KX —
[l negativen) wurden mit Hilfe von MS+/RS+Saulen (MILTENYI BIOTEC), welche
einem magnetischen Feld ausgesetzt wurden, selektiert und anschlief3end in 96well Platten
erneut ausgesat.

Die positiv selektierten Zellen waren zu >85 % postiv furr die K*-II Expression.

Nach 12h erfolgte ein Mediumwechsel mit FCS-haltigem Medium und die Zugabe von 50
UM c3Ado. Die weitere Bearbeitung der Zellen erfolgte nach dem Protokoll des Cell
Proliferating ELISA, BrdU. Die Inkubation mit der BrdU labeling solution erfolgte
alerdingsfur 8 h bei 37 °C.

Mit Hilfe eines ELISA-Readers konnte anschlief3end die Menge der synthetisierten DNA
bestimmt werden.
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3.6. invivo- Experimente

3.6.1. Versuchstiere und Tierhaltung

Die in der Studie verwendeten C57BL\J6 Méause wurden von der Firma Charles River
(CHARLES RIVER; Sulzfeld; Deutschland) bezogen.

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden die Méuse in Gruppen von hdchsten 2
Tieren in Ké&figboxen in einem klimatisierten Tierstall mit konstantem Tag-Nacht-
Rhythmus gehalten. Jeden zweiten Tag wurde ein Wasser und Futterwechsel durchgefihrt.

3.6.2. pharmakologische Diaten

1. atherogene Diét

Das atherogene Futter wurde von der Firma Altromin; Lage, Deutschland bezogen. Es ist
hinsichtlich Aminosauren, Mineralstoffe und Vitamine genauso zusammengesetzt wie das

Standardfutter nach EG-Richtlinie, lediglich die Rohndhrstoffe unterscheiden sich wie

folgt:

Standardfutter: atherogenes Fultter:

Rohprotein: 225 mg/kg Rohprotein: 15,4 g/kg

Rohfett: 5g/kg Rohfett: 10,8 g/kg
Cholesterin: 10 g/kg

Umsetzbare Energie: 3000 kcal/kg Umsetzbare Energie: 3793,3 Kcal/kg

2. atherogene Diét mit c3Ado-Zusatz

Dem atherogenen Futter wurde 25 bzw. 50 mg/kg 3- Deazaadenosin zugesetzt (fertig
bezogen von der Firma Altromin). Die téglich aufgenommene Dosis betrug 0,075 bzw.
0,15 mg.
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3.6.3. Gruppeneinteilung

Die Méause wurden zufdllig in drei gleichgrof3e Gruppen eingeteilt:
Gruppe 1(n=7): atherogene Diét

Gruppe 2(n=7): atherogene Diét + 25 mg/kg c3Ado

Gruppe 3(n=7): atherogene Diét + 50 mg/kg c3Ado

3.6.4. Operation der Mause

Zur Vorbereitung der Narkose wurde zunéachst 1 ml Rompun® (2 %ig) mit 4 ml Ketanest®
gemischt. Von dieser Losung wurden dann 0,5 ml 1:1 mit NaCl verdinnt. Des Weiteren
wurde 1 ml Atropin mit 4 ml NaCl verdinnt, anschlief3end wurden 0,5 ml dieser Lésung
nochmals mit 0,5 ml NaCl verdunnt.

Die Narkoseeinleitung erfolgte durch Inhalation von Isofluran®. Zusétzlich wurden 0,1 ml
der oben beschriebenen Losungen subkutan in einen Hinterlauf der zu operierenden Maus
injiziert.

Nach vorsichtiger Entfernung des Fells und Desinfektion des Operationsgebietes wurde die
Haut seitlich des Gefalverlaufes in der Mitte des Hinterbeins eingeschnitten und nach
proximal erweitert. Danach erfolgte die Freillegung des Gefal3-Nerven-Stranges und die
Préparation der einzelnen Leitungsbahnen. Dabel wurde zunéchst die A. femoralis bis zum
Abgang der A. femoralis profunda prapariert und anschlief3end proximal dieses Abgangs bis
zur A iliaca externa. Somit konnten Arterie und Vene von einander getrennt werden, was
die spétere Entnahme der Arterie erleichterte. Nach Auftrennung der Leitungsbahnen an der
A. femoralis profunda erfolgte die vorsichtige Verlagerung des N. femoralis nach lateral,
um eine intraoperative Schadigung zu vermeiden.

Anschlief3end wurden die Ligaturen angebracht. Zunachst der distalen A. femoralis, dann
der A. femoralis profunda und schliefdlich der A. iliaca communis. Diese Ligatur erfolgte
maoglichst proximal, um eventuell abgehende Anastomosen mit unterbinden zu kdnnen.
Durch Festziehen der Ligaturen wurde nun der Blutfluss unterbunden. Die anschlief3ende
Applikation von Xylocain® auf das Op- Gebiet fuhrte zu einer Weitstellung der A.
femoralis profunda. Dadurch wurden der Einschnitt in diese Arterie und auch die
Einfiihrung des Fiihrungsdrahtes erleichtert. Uber eine in den Schnitt eingesetzte gebogene
Injektionsnadel als Fuhrungsschiene wurde der Dilatationsdraht in die Arterie eingefihrt

37



Materia und Methoden

und bisin die A. iliaca communis vorgeschoben. Der Draht verblieb fir eine Minute in der
Arterie. Um eine unndtig lange Ischamie zu vermeiden, wurden wahrend dieser Zeit die
Ligaturen gelockert. Nach Ablauf der Dilatationszeit wurden sie wieder gestrafft, um den
Draht mit moglichst geringem Blutverlust entfernen zu konnen. Die A. femoralis profunda
wurde nach Entfernung des Drahtes mit Hilfe eines doppelten chirurgischen Knotens ligiert.
Anschlief3end erfolgte die Entfernung der anderen Ligaturen. Die Leitungsbahnen wurden
nun wieder in ihre urspriingliche Lage repositioniert.

Die Hautnaht wurde mit 6-0 Prolene® Faden in Einzelknopf- oder fortlaufender Naht
durchgefihrt.

Um ein Austrocknen des Op-Gebietes wahrend der Operation zu verhindern, erfolgte eine
Anfeuchtung mit NaCl.

Nach erfolgreicher Operation wurde die Maus in einen K&fig unter einer Rotlichtlampe
gelegt, um den intraoperativen Warmeverlust auszugleichen.

Abb. 4: Praparation
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Abb. 5: Dilatation

Abb. 6: Wiederherstellung des Bluflusses
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3.6.5. Entnahme der A. femoralis

Der Kreidaufstillstand wurde ausgel6st durch Inhalation von Isofluran®. Anschlief3end
wurde die alte Nahtstelle wieder eroffnet. Der dilatierte Abschnitt der A. femoralis konnte
nun entnommen werden. Die Ligatur der A. femoralis profunda diente dabel zur
Orientierung.

Zur Entfernung von Blutresten aus dem Lumen, wurde die enthommene Arterie in
destilliertem Wasser in einer Petrischale geschwenkt. Anschlief3end wurde sie in ein mit
Tissue Tek® gefulltes Eppendorfgeféld eingebracht. Dieses wurde dann in flussigem

Stickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte die Lagerung bei minus 80°C.

3.6.6. Schnittgewinnung

Zur Anfertigung der histologischen Schnitte wurde der Kryostat LEICA CM 1900
verwendet. Das Schneiden erfolgte bei einer Temperatur von -24°C.

Diein Tissue Tek® eingefrorene Arterie wurde auf einen Stempel aufgebracht und in eine
Schneidevorrichtung eingespannt. Die Schnittdicke betrug 7 pm. Auf jeden Objekttrager
wurden 3 Schnitte aufgebracht. Die Lagerung erfolgt bei -20°C.

3.6.7. Morphometrie

Zunéchst wurden die Schnitte 10 Minuten in 4 % PFA fixiert und anschlief3end 15 Minuten
in PBS rehydriert.

Zur Anféarbung der Zellkerne wurden die Objekttrager 5 Minuten in Hamalaun gestellt und
danach 5 Minuten unter flief3endem Leitungswasser geblaut.

Die Gegenféarbung erfolgte durch 3mindtige Inkubation in van Gieson-Lésung, wodurch
das Bindegewebe rot angefarbt wurde. Anschlief3end wurden die Objekttréger nochmalsin
Leitungswasser gewaschen.

Die Vermessung der Gefél3e erfolgte unter dem Mikroskop Leica DMRB und mit Hilfe des
Computerprogramms Zeiss KS 300 Release 3.0.
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3.6.8. Immunhistochochemischer Nachweis von PCNA

Fur den immunhistochemischen Nachweis von Proliferating Nuclear Cell Antigen (PCNA)
wurde das PCNA Staining Kit der Firma Zymed® Laboratories Inc. genutzt.

Als Positivkontrolle diente Mausedarm. Zur Negativkontrolle erfolgte die Inkubation der
Schnitte ohne Primérantikorper.

Vor Beginn der Farbung wurden die Kryoschnitte 10 Minuten in 4°C Aceton fixiert.
Anschlief3end erfolgte die Rehydrierung fir 20 min in PBS bei Raumtemperatur. Danach
wurden die Schnitte 15 Minuten bei Raumtemperatur mit Blocking solution inkubiert.
Dieser Schritt dient dem Blockieren unspezifischer Bindungsstellen im Gewebe.

Als Primérantikorper diente ein Biotin-gekoppelter Maus anti-PCNA Antikérper. Mit
diesem wurden die Schnitte 50 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert. Danach wurden sie 3 x 2 Minuten in PBS gewaschen. Im Anschlul3 erfolgte die
10mindtige Inkubation mit einem Streptavidin gekoppelten Sekundérantikorper bei
Raumtemperatur. Anschlief3end erfolgte ein erneuter Waschgang. Jetzt konnte die kurz vor
Gebrauch frisch angesetzte DAB-L 6sung auf die Objekttrager gegeben werden. Nach einer
Inkubationszeit von 4 Minuten wurden die Schnitte 3 x 2 Minuten in dAqua gewaschen.
Um ein besseres Auszdhlen der Zellen zu gewéhrleisten, wurden die Zellkerne mit Dapi
angefarbt.

Die Auswertung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop der Firma Leica.

Zunachst wurde die Anzahl PCNA positiver Zellen unter Durchlicht in Neointima und
Media bestimmt und anschlief3end die Gesamtzellzahl durch Zahlung der Dapi-positiven
Zéellen unter Fluoreszenzlicht.

Nun konnten die PCNA exprimierenden Zellen in ein Verhdtnis zur Gesamtzellzahl
gesetzt werden, wodurch eine Aussage Uber die Anzahl der momentan proliferierenden

Zellen moglich war.
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3.6.9. Nachweis apoptotischer Zellen

Der Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte mit Hilfe des , In situ Cell Death Detection
Kit“ (Tunel Assay) der Firma Roche. Es wurde nach dem originaen Protokoll
vorgegangen.

Die 7 um dicken Gefrierschnitte wurden 20 Minuten in 4 % Paraformaldehyd fixiert und
danach fur 30 Minuten in PBS rehydriert.

Anschlief3end wurden sie fur 2 Minuten bel 4°C in eine Permeabilisierungsiosung (0,1 %
Triton X-100 und 0,1 % Natriumcitrat in PBS) gestellt. Nach 2 Waschgangen in PBS
erfolgte die Zugabe von 50 ul Tunel reaction mixture, die kurz vorher zusammengemischt
wurde, pro Schnitt. Die Inkubationszeit betrug 1 Stunde bei 37°C.

Nach 3 weiteren Waschgangen in PBS wurden die Schnitte mit einem DAPI- enthaltenen
Eindeckmedium eingedeckelt.

Die Anzahl apoptotischer Zellen konnte nun anhand ihrer Rotfluoreszenz mit Hilfe eines
Immunfluoreszenzmikroskops bei einer Wellenléange von 450- 500 nm durch einfaches
Auszdhlen bestimmt werden. Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte durch
Auszéhlen der Dapi-positiven Zellen. Die Anzahl der apoptoischen Zellen wurde dann zur

Gesamtzellzahl ins Verhdltnis gesetzt, wodurch die Apoptoserate bestimmt werden konnte.

3.6.10. von Willebrand Farbung

Zunéchst wurden die Gefrierschnitte 10 Minuten bel Raumtemperatur in 4 % PFA fixiert
und anschlief3end 15 Minuten in PBS rehydriert. Nach dem die Schnitte 10 Minuten mit
Ziegenserum geblockt wurden, erfolgte nun die Inkubation mit dem Primérantikorper in
einer Verdunnung von 1:10 fur 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.

Danach wurden die Schnitte 2 x 5 Minuten in PBS gewaschen.

Im Anschluss erfolgte die 1stiindige Inkubation mit dem Sekundérantikorper (Alexa fluor
goat anti-rabbit 546) in einer Verdinnung von 1:200.

Anschlief3end erfolgte ein erneuter Waschgang.

Zum Schluss wurden die Schnitte mit einem DAPI enthaltenden Eindeckmedium
eingedeckelt.

Die Auswertung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop der Firma Leica.

Um beurteilen zu konnen, in welchem Mald eine Reendothelialisierung nach PTCA

stattfand, wurde folgendes Scoring von O- 4 benutzt. Ein Score von O bedeutete keine
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Reendothelialisierung, wahrend bei einem Score von 4 das Endothel vollstéandig
ausgebildet war. Die Zahlen 1, 2 und 3 standen fir eine jeweils um ein Viertel des Gefales

zunehmende Reendothelialisierung.

3.7. Statistik

Die aufgefthrten Daten wurden analysiert mit Exel 2000 (Microsoft) und Sigma Stat 2.03
(Systat, Erkrath, Deutschland)

Die statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA, der paarweise Vergleich zwischen den
einzelnen Gruppen erfolgte nach der Holm- Sidak Methode.

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Eine Wahrscheinlichkeit
von P < 0,05 wurde ds  datistisch  signifikant angenommen.
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4.  Ergebnisse

4.1. 3-Deazaadenosin hemmt dosisabhéangig die Proliferation und Migration

glatter Gefalimuskelzellen in vitro

Zunéchst sollte der Einfluss des 3-Deazaadenosins auf das Proliferationsverhalten von
glatten Gefaldmuskelzellen untersucht werden, da diesem Vorgang neben der Inflammation
eine Schlusselfunktion in der Entstehung der Atherosklerose und bel restenotischen
Prozessen zu kommt.

Die Inkubation der Zellen mit c3Ado reduzierte dosisabhéangig den Wachstumsfaktor
induzierten Anstieg der Zellzahl, im Gegensatz zur alleinigen Stimulation mit FCS (152 +
41 % vs. 299 + 35 %, *P < 0,05 bei einer Konzentration von 50 uM c3Ado; n = 4)
(Abb. 7).
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Abb. 7: Einfluss des 3-Deazaadenosins auf das Proliferationsverhalten von humanen glatten
GefaBmuskelzellen

Glatte Gefalimuskelzellen wurden dber 48 h in Wachstumsmedium mit und ohne Zusatz von c3Ado
kultiviert. Es zeigt sich eine dosisabhéngige Abnahme der Proliferation. Eine signifikante Hemmung der

Proliferation zeigt sich bei einer Konzentration von 50 uM c3Ado.
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Abbildung 8 stellt die Ergebnisse des BrdU-Incorporation assay dar. Behandlung der
VSMCs mit 50 uM c3Ado resultierte in einer 60 %-igen Hemmung der DNA-Replikation
verglichen mit der Kontrollgruppe (n=4, *P < 0,05).

*P<0,05
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Abb. 8: VSMC BrdU-ELISA

Glatte Gefalmuskelzellen wurden fur 24 h in Wachstumsmedium, mit oder ohne den verschiedenen
Konzentrationen c3Ado, unter Zugabe von BrdU inkubiert. Die Proliferation, bestimmt mittels anti-BrdU-
ELISA, ist angegeben als durchschnittliche Absorption bei einer Wellenldnge von 450 nm. Die dabei
ermittelte Absorption korreliert direkt mit der Menge an synthetisierter DNA und somit der Anzahl

proliferierender Zellen.
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Auch der Migration glatter Gefaldmuskelzellen kommt eine Schlisselfunktion in der
Entstehung der Atherosklerose und bei restenotischen Prozessen zu. Bei den aufgefiihrten
Experimenten diente PDGF-BB (20 ng/ml) as Migrationsstimulus. Vor dem Versuch
wurden die Zellen fir 24 h in serumfreiem Medium kultiviert.

Nach Inkubation der Zellen mit 3-Deazaadenosin zeigte sich eine dosisabhangige
Abnahme der Anzahl migrierender Zellen (Abb. 9). Die Zugabe von 50 uM c3Ado fihrte
zu einer signifikanten Abnahme der Migration gegentiber PDGF- Stimulation alein (29 +
2vs. 74+ 10,*P<0,05; n=4).

*P<0,05
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Abb. 9: Effekt von c3Ado auf das Migrationsverhalten glatter GefaBmuskelzellen

Das Migrationsverhalten von glatten Gefél3muskelzellen unter Zugabe von PDGF-BB (20 ng/ml) und nach
Zugabe verschiedener Konzentrationen c3Ado wurde nach 6 h untersucht. Nach dieser Zeit zeigte sich unter
Einwirkung von 50 uM c3Ado im Gegensatz zur Stimulation durch PDGF allein eine signifikante Abnahme
der Anzahl migrierender Zellen.
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4.2. 3-Deazaadenosin hat keinen Einfluss auf Apoptose oder Nekrose glatter

Gefallmuskelzellen

Eine Abnahme der Zellzahl unter Behandlung mit c3Ado kann Uber mehrere Wege
verursacht werden. Zum einen durch einen Eingriff in den Zellzyklus mit nachfolgender
Hemmung der Zellzyklusprogression und Proliferation, zum anderen Uber ein vermehrtes
Absterben der Zellen durch Apoptose oder Nekrose.

Um zwischen diesen Moglichkeiten differenzieren zu kdnnen, untersuchten wir zunéchst,
ob 3-Deazaadenosin in der Lage ist Apoptose zu induzieren. Dazu wurden glatte
Gefélmuskelzellen Uber 24h mit verschiedenen Konzentrationen c3Ado inkubiert und
anschlief3end mit Hilfe des TUNEL -Assays angeféarbt.

Nach Behandlung der Zellen mit 3-Deazaadenosin zeigte sich keine Steigerung der
Apoptoserate im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 10). Der Anteil apoptotischer
Zellen betrug bei Kultivierung in Wachstumsmedium 2,2 %, nach Zugabe von 10 uM
c3Ado 1,9 %, bei 50 uM c3Ado 1,7 % und nach Behandlung mit 100 uM c3Ado 1,6 % (*P
= n.s., n = 4). Als Positivkontrolle diente die Inkubation mit Aktinomycin D (AmD),
wel ches bekanntermassen Apoptose in glatten Gefélimuskel zellen induziert.
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Abb. 10: Einfluss von c3Ado auf die Apoptoserate

Das Diagramm zeigt die Apoptoserate der Zellen unter den verschiedenen Konditionen. Die Apoptoserate
wurde bestimmt, indem die TUNEL-positiven Zellen zur Gesamtzellzahl der Zellen ins Verhdltnis gesetzt
wurden. Es ist deutlich zu erkennen, dass eine Behandlung mit 3-Deazaadenosin selbst in der héchsten

getesteten Konzentration keine Apoptose induziert.
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Um eine zytotoxische Wirkung von 3-Deazaadenosin auszuschlief3en, wurden VSMC nach
24stindiger Vorinkubation mit c3Ado (10, 50 und 100 uM) mit Hilfe der Trypanblau-
Methode angeférbt. Es zeigte sich unabhangig von der Kondition nach Trypsinisierung
eine Vitalitétsrate der Zellen von tber 80 % (80,89 + 8,8 % gegenuber 81,4 + 6,2 %
lebende Zellen, n=4; *P =n.s. bei einer Konzentration von 100 uM c3Ado) (Abb. 11).
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Abb. 11: Vitalitatstest nach Behandlung der Zellen mit 3-Deazaadenosin

Mit Hilfe der Trypanblauférbung kann gezeigt werden, dass die Inkubation der Zellen mit c3Ado nicht zu

einer Abnahme ihrer Vitalitét fuhrt.
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Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Frage nach der Reversibilitét des antiproliferativen
Effektes. Dafur wurden VSMC fir 24 h mit c3Ado vorbehandelt. Nach 3 Waschschritten
erfolgte die 24stiindige Inkubation dieser Zellen in Wachstumsmedium.

C3Ado behandelte Zellen zeigten anschlief3end die gleiche Proliferationsrate wie Zellen,
die in Kontrollpuffer inkubiert wurden(*P = n.s., n = 4). Im Gegensatz dazu proliferierten
Aktinomycin D inkubierte Zellen nach Zugabe von FCS nicht mehr. Diese Ergebnisse
zeigen nochmalss, dass c3Ado in den getesteten Konzentrationen keinen apoptotischen oder
toxischen Effekt aufweist, der fur die Hemmung der Proliferation und Migration
verantwortlich sein konnte, und dass c3Ado nur eine reversible Hemmung der Proliferation

hervorruft.
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Abb. 12: Reversibilitat des antiproliferativen Effektes

Glatte Gefalimuskelzellen wurden fur 24 h in Wachstumsmedium mit oder ohne c3Ado oder Aktinomycin D
inkubiert. Nach 3 Waschschritten wurden die Zellen erneut fur 24 h in Wachstumsmedium inkubiert. Die
Proliferationsrate wurde anschliefRend mit Hilfe des BrdU-ELISA quantifiziert.
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4.3. 3-Deazaadenosin  fuhrt dosisabhédngig zu einer Hemmung der
Zellzyklusprogression in der GO/G1-Phase

Um die Mechanismen, die fur den antiproliferativen Effekt des c3Ado verantwortlich sind,
ndher zu bestimmen, wurde mit Hilfe der FACS-Analyse Propidiumjodid- geféarbter Zellen
die Zellzyklusverteilung der VSMC nach Inkubation mit c3Ado untersucht.

Es zeigte sich, dass die Anzahl der Zellen, die in die S-Phase des Z€ellzyklus eintreten nach
Inkubation mit 50 uM c3Ado im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert war
(76 % + 091 vs. 17,1 % + 1,62; *P < 0,05). 89,2 % der Zellen befanden sich in der
GO0/G1-Phase des Zellzyklus (Abb. 13)

Als Zeichen der tatsichlichen Hemmung der Zellzyklusprogression am Ubergang von der
GO/G1- in die S-Phase zeigte sich in Western Blot Untersuchungen ein dosisabhéngiger
Rickgang der Phosphorylierung des Retinoblastom-Genproduktes, wie es auch in
ruhenden Zellen zu finden ist. (Abb. 11) Hypophosphoryliertes Rb bindet an die
verschiedenen Isoformen des Transkriptionsfaktors E2F und hemmt dessen Aktivitét. Die
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie kontrollieren die Expression von Genen, die fur
die nachfolgende S-Phase bendtigt werden, wie z.B. die Zykline E und A, Cdk1.

Welitere Western Blot-Analysen zeigten, dass c3Ado dosisabhangig die Herunterregulation
der Zellzyklus-inhibierenden Proteine (cyclin-dependent kinase inhibitor = CKI) p27<'**
und p21°P"¥ verhindert. (Abb. 14)

Zyklin-abhangige Kinasen und ihre regulatorischen Untereinheiten, die Zykline, sind fur
Zellzykluseintritt und —progression verantwortlich.

Die Zykline der friihen G1-Phase sind die D-Zykline (D1, D2 und D3).

Die Expression der Zykline D und E wurde durch c3Ado dosisabhangig reduziert. Somit
ist der Eintritt der Zellen in die nachfolgende S-Phase gehemmt, was durch eine
verminderte Expression der Zykline B1 (Synthese in spaten S-Phase) und A (Synthese
wahrend der S- Phase) nach Inkubation mit 50 und 100 uM c3Ado in weiteren Western-
blot-Analysen gezeigt werden konnte (Abb. 15).
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Es zeigte sich keine gspezifische Regulation enes einzelnen hier getesteten
Zellzyklusmolekiils, was die Vermutung nahe legt, dass c3Ado nicht die Expression eines
bestimmten zellzyklusregulierenden Proteins beeinflusst, sondern vielmehr in
Ubergeordnete Signaltransduktionsmechanismen eingreift, die den frihen Zellzykluseintritt

regulieren.
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Abb. 13: ¢3Ado moduliert die Zellzyklusprogression von VSMC

Die Zellzyklusverteilung wurde mittels FACS-Analyse Propidiumjod-geférbter Zellen ermittelt. Die
schwarzen Balken stellen die Zellzyklusverteilung nach 24 h Serumentzug dar (synchronisierte Zellen), die
weillen Balken proliferierende Zellen nach 24 h Inkubation in FCS-haltigem Wachstumsmedium. Die
verschiedenen Grautdne stellen die Zellzyklusverteilung proliferierender Zellen in Wachstumsmedium unter
Zugabe der verschiedenen Konzentrationen des c3Ado (10 uM, 50 uM und 100 uM) dar (n=4; *P < 0,05).

Uber dem Diagramm ist ein fiir jede Kondition repréasentatives Verteilungsmuster dargestelt.
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Abb. 14: Glatte Gefalimuskelzellen wurden Uber 24 h in Wachstumsmedium oder Basalmedium und je nach
Kondition unter Zugabe der verschiedenen c3Ado-Konzentrationen inkubiert. Die Expression der
Zellzyklusproteine wurde unter Nutzung spezifischer Antikérper im Western Blot bestimmt. Die
Phosphorylierung des Retinoblastom Genproduktes wurde dosisabhéngig durch Inkubation mit c3Ado
reduziert, wahrend die Expression der zellzyklushemmenden Proteine p21°""#1 ynd p274"* dosisabhéngig
gesteigert wurde. Cdk4 diente als Kontrolle fir die gleichméflige Proteinbeladung der Proben.
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Abb. 15: Die Zellen wurden 24 mit Wachstumsmedium oder Basalmedium inkubiert und je nach Kondition
erfolgte der Zusatz von c3Ado. Die Bestimmung auf den Proteingehalt der Zykline erfolgte mit Hilfe des
Western Blot-Verfahrens. Auch hier diente Cdk4 als Kontrolle fir eine gleichmaliige Proteinbeladung.
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4.4. Einfluss von c3Ado auf die Aktivierung der P13-Kinase/Akt und MAP-Kinase

V orangegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass sowohl der
MAP-Kinase- als auch der PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweg von essentieller
Bedeutung fur die Regulation friher Zellzyklusprozesse sind. So fuhrt ihre Aktivierung
beispielsweise zu einer Aktivierung von Zyklin-abhdngigen Kinasen und zu einer
Hemmung der Expression von Zellzyklusinhibitoren, wie z.B. p219P"@! ynd p27<'P*,

In den folgenden Versuchen sollte daher der Effekt von c3Ado auf diese Ubergeordneten
Signaltransduktionswege untersucht werden.

Interessanterweise greift c3Ado in die Wachstumsfaktor-assoziierte Aktivierung beider
Signaltransduktionswege ein:

Die Inkubation mit c3Ado hemmte dosisabhangig die durch Wachstumsmedium induzierte
Aktivierung von p42/44 MAPK (ERK) und seiner tibergeordneten Kinase pRaf (Abb. 16).
Des weiteren verhinderte die Inkubation mit c3Ado dosisabhéngig die Phosphorylierung
der Protein-abhangigen Kinase 1 (PDK1), der Proteinkinase B (Akt) sowie des Forkhead-
Transkriptionsfaktors Fox0la, der bekannt ist fir die Regulation der Expression von
p275""* und den D- Zyklinen. (Abb. 17).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass c3Ado in Prozesse eingreift, die diesen

Signaltransduktionswegen Ubergeordnet sind.
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Abb. 16: Western Blot Analysen zeigen, dass nach 24 stiindiger Vorinkubation der Zellen mit c3Ado der
Proteingehalt von pRaf und dessen nachfolgenden Effektor pERK abnimmt. Raf und ERK sind Kinasen, die
nur im phosphorylierten Zustand aktiv sind und nachfolgende Effektoren aktivieren konnen. Deshalb wurden
hier Antikorper benutzt, die spezifisch nur an die phosphorylierte Form dieser Kinasen binden. Cdk4 dient

als Nachweis der gleichméal3igen Proteinbeladung.
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Abb. 17: Weitere Western Blot Analysen zeigen eine Abnahme des Proteingehaltes von PDK 1, pAkt und der
phosphorylierten Form der Forkhead Transkriptionsfaktoren. Aktin diente als Nachweis fur die gleichméaiige
Proteinbeladung der einzelnen Proben.
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4.5. c3Ado verhindert die Membranbindung von Ras und somit dessen
Aktivierung

Eine wichtige Rolle in der Regulation von Proliferation, Migration, Zelldifferenzierung
und Apoptose spielen die Ras-Proteine. Aktiviertes Ras kann durch Aktivierung der
MAPK- und PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionswege Signale von der Zellmembran zum
Zellkern weliterleiten.

Die Bindung von Ras an die Plasmamembran und die nachfolgende Aktivierung sind
abhangig von der posttranglationalen Modifikation des carboxyterminalen Endes der Ras-
Proteine. Der letzte Schritt hierbei erfolgt mit Hilfe zellularer Methyltransferasen.

Da c3Ado Uber eine Anhdufung von Ado/Hyc zelluldare Methyltransferasen hemmt, sollte
nun untersucht werden, ob es Uber ein Eingreifen in die Ras abhangigen Signalwege die
Wachstumsfaktor induzierte Aktivierung der MAPK- und PI3-Kinase verhindern kann.

Mit Hilfe einer immunhistochemischen Darstellung von Ras wird deutlich, dass c3Ado die
Trans okation von Ras aus dem Zytosol an die Plasmamembran verhindert. (Abb. 18)

In einem né&chsten Schritt erfolgte eine Auftrennung der Ras-Proteine in die zytosolische
und membrangebundene Fraktion. Anschlief3end wurden diese mit Hilfe des Western Blot
Verfahrens unter Nutzung spezifischer Antikorper dargestellt. Die nachfolgenden
Abbildungen zeigen, dass c3Ado dosisabhangig die Wachstumsfaktor induzierte
Trandokation von Ras an die Plasmamembran verhindert. Die alleinige mitogene
Stimulation (FCS) hingegen, fihrte zu einer deutlichen Membranbindung von Ras.
Inkubation mit 50 uM Adox, einem weiteren Hemmstoff zellularerer Methyltransferasen,
fUhrte ebenso wie c3Ado, zu einer verminderten Membranbindung von Ras. (Abb. 19)

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte sich in einem Ras-Aktivitits Assay,
dass c3Ado dosisabhangig die Wachstumsfaktor induzierte Aktivierung von Ras hemmt.
Auch die Inkubation mit Adox fuhrte zu einer verminderten Aktivitdt der Ras Proteine.
(Abb. 19)
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Ras (membran- '

gebundene Fraktion) -

Ras (zytosolische -— - <l
Fraktion)

FCS - + + + +
c3Ado (uM) - - 50 100 -
Adox (uUM) - - - - 20

Abb. 18:Translokation von Ras

In ruhenden Zellen liegt Ras im Zytosol vor. Nach mitogener Stimulation wird es an die Plasmamembran
gebunden. c3Ado und Adox, Hemmstoffe zellulérer Methyltransferasen, verhindern diese Membranbindung
von Ras. Mit Hilfe der Western Blot Analysen konnten die Ergebnisse der Immunfluoreszenzféarbung fir Ras
bestétigt werden.

S A e . - ¥ -

Ras Aktivitét

RS- GESAMPrOte] n ™ s— a—— —
FCS - + + + +
c3Ado (uM) - - 50 100 -
Adox (UM) - - - - 20

Abb. 19: Ras Aktivitat

Mit Hilfe des Ras activity assay kann gezeigt werden, dass die Aktivitét der Ras Proteine nach Inkubation mit
c3Ado deutlich reduziert ist. Auch nach Inkubation mit Adox, einem weiteren Methylierungshemmer, kommt
es zu einer Abnahme der Ras Aktivitédt. Die Gesamtprotein-menge des Ras dient as Nachweis der

gleichméfdigen Proteinbeladung.
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4.6. Der antiproliferative Effekt des c3Ado beruht auf der Inaktivierung von Ras.

Die oben aufgefihrten Ergebnisse lassen vermuten, dass die Hemmung der Proliferation
von glatten Gefél3muskelzellen durch c3Ado Uber eine Hemmung der Membranbindung
und somit Aktivierung der Ras Proteine vermittelt wird. Zur Uberprifung dieser
Hypothese wurden Zellen mit einer konstitutiv aktiven H-Ras-Mutante transfiziert. In
diesen Zellen ist Ras standig aktiviert und kann somit unabhéngig von der
posttranslationalen Modifikation (Methylierung) Signale (z.B.: von Wachstumsfaktoren)

von aufRerhalb der Zelle zum Zellkern weiterleiten.

In dem folgenden Diagramm ist zu sehen, dass nach Zugabe von Wachstumsmedium die
Proliferation glatter Gefaldmuskel zellen im Gegensatz zu ruhenden Zellen um den Faktor 5
zunimmt (5,3 + 0,61 vs. 1,0 + 0,29). Durch Zusatz von 50 uM c3Ado konnte dieser
Anstieg der Proliferation vermindert werden.

Allerdings konnte c3Ado die Proliferation der Zellen, die zuvor mit einer aktiven H-Ras-
Mutante transfiziert wurden, nicht verhindern (2,57 + 0,16 vs. 4,7 + 0,3). Sie waren gegen
den antiproliferativen Effekt des c3Ado resistent.

Die Transfektion mit einem Leervektor (Plasmid ohne eine fur ein Protein kodierende
Sequenz) hingegen hatte keinen Einfluss auf die durch c3Ado vermittelte Hemmung der
Proliferation. (Abb. 20)
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Abb. 20: Die Zellen wurden kotransfiziert mit einem Vektor, der fir die aktive Form von H- Ras codiert,
zusammen mit einer equimolaren Menge eines pMACS.K® -11 Vektors und anschliessend selektiert. Danach
wurden die Zellen fir 24 h mit 50 uM c3Ado versetzt. Mit Hilfe des Cell Proliferating ELISA, BrdU konnte

die Menge der neu synthetisierten DNA quantifiziert werden.
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4.7. Die c3Ado vermittelte Hemmung der Ras- Methylierung, Aktivierung und
Signalweiterleitung ist abhangig von der ICMT

Der letzte Schritt in der Modifizierung des carboxyterminalen Endes der Ras-Proteine ist
die Methylierung des farnesylierten Cysteins. DafUr benétigt die Zelle Methyltransferasen,
wie z.B.: die ICMT. Hemmung der ICMT fihrt zu einer verminderten Methylierung und
somit einer verminderten Aktivierung der Ras-Proteine.

3-Deazaadenosin ist ein Hemmstoff fur zellulédre Methyltransferasen und somit for
Methylierungsreaktionen in der Zelle.

Es stellt sich nun die Frage, ob c3Ado Uber eine Hemmung der ICMT die Methylierung,
die Membranbindung und somit die Aktivierung von Ras verhindert.

Mit Hilfe eines Ras-Aktivitats ELISAs wurde die Ras-Aktivitét in Zellen, die mit c3Ado,
dem ICMT Hemmstoff AGGC oder dem inaktiven Analogon AGC behandelt wurden,
bestimmt.

Die Inkubation der Zellen mit c3Ado und AGGC fihrte zu einer signifikanten Reduktion
der Ras-Aktivitét. (Abb. 21A)

Auch zeigte sich, dass der ICMT Hemmstoff AGGC die Proliferation glatter
Gefamuskelzellen in gleichen Mal3en hemmt wie c3Ado, wahrend das inaktive AGGC
Anaogon AGC keinen Einfluss auf die Proliferationsrate hatte. (Abb. 21B)

In einem n&chsten Schritt wurde nun die ICMT in glatten Gefélmuskelzellen
Uberexprimiert. Anschlieflend wurden diese Zellen mit c3Ado inkubiert. Die
Uberexpression der ICMT konnte die durch c3Ado vermittelte Hemmung der Ras-
Aktivitét verhindern. (Abb. 21C)

Dieses Ergebnis zeigt, dass c3Ado die Aktivierung von Ras verhindert, indem es die
Aktivitét der ICMT hemmt.

Des Weiteren wurde die AGGC- vermittelte Hemmung der Proliferation glatter
Gefarmuskel zellen durch die Uberexpression einer aktiven Ras-Mutante verhindert. (Abb.
21D)

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass c3Ado die Ras-Methylierung und
Aktivierung verhindert, indem es die Aktivitéat der ICMT hemmt.
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Abb. 21: In Abb. A wurde die Ras- Aktivitdt mit Hilfe eines ELISA Aktivitétsassays bestimmt. Die
Ergebnisse sind als relative Absorbtionswerte dargestellt (RLU; *P < 0,05; n = 4),

Abb. B: VSMC wurden mit Wachstumsmedium und verschiedenen Konzentrationen c3Ado, dem ICMT
Hemmstoff AGGC oder seinem inaktiven Analogon AGC fir 24 h inkubiert. Die Zellzahl wurde nach 48 h
bestimmt. (*P < 0,05; n=4)

Abb. C: VSMC wurden mit einem ICMT-exprimierenden oder einem Kontrollplasmid (Expression von

GFP) transfiziert. Die Ras- Aktivitét wurde durch einen Ras Aktivitéts ELISA bestimmt (*P < 0,05; n = 4).

Abb. D: VSMC wurden mit einer konstitutiv aktiven Ras Mutante (Ras +) oder einem Kontrollplasmid
(GFP) transfiziert. Anschlief3end wurden die Zellen mit AGGC oder AGC versetzt und ihre Proliferation mit
Hilfe des BrdU-Incorporations EL1SAs bestimmt (*P 0,05; n = 4).
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4.8. 3-Deazaadenosin reduziert die Neointimabildung in vivo

Zunéchst wurde der in vivo Effekt von c3Ado auf die Ras Aktivitéd und die
dehnungsinduzierte Phosphorylierung von ERK und Akt untersucht

Die Mause wurden mit einer taglichen Menge von 150 pg c3Ado Uber 2 Tage geflittert.
Anschief3end wurde die A. femoralis dilatiert. Die Phosphorylierung von Akt und ERK
sowie die Ras Aktivitat wurden 20 Minuten nach Dilatation bestimmt. V orbehandlung der
Mause mit c3Ado fihrte zu einer signifikanten Reduktion der durch die Dilatation
induzierten Aktivierung von Ras (*P < 0,05; n = 6; Abb. 22) und der Phosphorylierung von
Akt und ERK (Abb. 23).
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Abb. 22: Dargestellt ist die Ras Aktivitét nach Dilatation der A. femoralis von Mausen, die zuvor tber 48 h
die Kontrolldiét oder die Kontrolldiét + 150 ug c3Ado pro Tag erhalten hatten. Die Fitterung mit c3Ado
reduzierte signifikant die dilatationsinduzierte Ras Aktivierung.

PERK
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Aktin g
dilatiert - + +
c3Ado - - +

Abb. 23: Die Phosphorylierung von Akt und ERK wurde 20 Minuten nach Dilatation der A. femoralis
ermittelt. Dazu wurden die Lysate der enthommenen Arterien unter Nutzung spezifischer Antikorper mit dem
Western Blot Verfahren untersucht. Aktin diente als Kontrolle der gleichméfligen Proteinbeladung der
Proben.
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Die Neointimabildung nach PTCA wird hervorgerufen durch Proliferation und Migration
glatter Gefaldmuskel zellen sowie durch Entziindungsreaktionen.

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass c3Ado die Proliferation und
Migration von glatten Gefal3muskelzellen in vitro hemmt, sollte nun dessen Einfluss auf
die Neointimabildung in einem in vivo Modell untersucht werden.

Dazu wurde die Arteriafemoralis von C57BL/6-Mausen dilatiert.

Nach der Operation wurden die Mause mit verschieden zusammengesetztem Futter Gber 21
Tage gefittert. Gruppe 1 erhielt atherogenes Futter, Gruppe 2 atherogenes Futter mit 25
mg/kg c3Ado und Gruppe 3 atherogenes Futter mit Zusatz von 50 mg/kg c3Ado. Die
tagliche Aufnahme von c3Ado betrug somit in Gruppe 2: 75 pg und in Gruppe 3: 150 pg.
Die Dosierungen des c3Ado beruhen auf Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe™®, in
denen wir unter gleicher oraer Dosierung einen hemmenden Einfluss von c3Ado auf die

Ausbildung chronischer atherosklerotischer L&sionen nachweisen konnten.

Die téglich aufgenommene Futtermenge war in beiden Gruppen gleich, so dass ein
Einfluss von c3Ado auf das Fressverhaten und somit die Kalorienaufnahme
ausgeschlossen werden kann. Die Futteraufnahme betrug in der Gruppe mit Zusatz von 50
mg/kg c3Ado durchschnittlich 2,93 + 0,23 g/d

und in der Gruppe ohne Zusatz von c3Ado 2,95 + 0,18 g/d.

Nach 21 Tagen wurde die dilatierte A. femoralis entnommen und die Neointima-Bildung
untersucht.

Es zeigte sich, dass durch Futterung mit 3-Deazaadenosin die Neointima-bildung
signifikannt vermindert werden konnte.

Dies kann anhand der Neointima/ Media-Ratio verdeutlicht werden. Unter atherogener
Diét allein lag sie nach 21 Tagen bei 1,94 + 0,6. Die tagliche Aufnahme von 150 g c3Ado
fUhrte zu einer signifikanten Abnahme der Neointima/Media-Ratio auf 0,62 + 0,3. (*P <
0,05) (Abb. 24A).

Auch die Féache der Neointima konnte durch die Futterung von 150 pg/d c3Ado
signifikant verringert werden (Abb. 24B).

Sie betrug 4 Wochen nach Dilatation und Fiitterung von atherogenen Futter 0,17 mm? +
0,053. Unter taglicher Aufnahme von 75 pg c3Ado betrug sie 0,12 mm? + 0,016.
Aufnahme von 150 pg pro Tag fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der Neointima-
Flache um 76,47 % auf 0,04 mm?+ 0,023 gegentiber atherogenen Futter allein (*P < 0,05).
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Dies spiegelt sich auch in der Grof3e des Gefaldumens nach Dilatation wieder.

Die Flache des Lumens betrug nach Dilatation und anschliefender Fitterung mit
atherogenem Futter 0,02 mm? + 0,006. Aufnahme von 75 pg c3Ado pro Tag zeigte eine
geringe Zunahme des Lumens auf 0,035 mm? + 0,022. Die Aufnahme von 150 pg/d
dagegen zeigte eine signifikante Zunahme des GefaRlumens auf 0,05 mm? + 0,021 (*P <
0,05)(Abb. 24D).

Die Flache der Media wurde durch die Aufnahme von c3Ado nicht beeinflusst (*P = n.s.).
Dies spricht, den in vitro Ergebnissen entsprechend, gegen einen apoptotischen oder
toxischen Effekt dieser Substanz. (Abb. 24C).
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Abb. 24: In Abb. A ist die Neointima/ Media- Ratio dargestellt. Abb. B- D zeigen die verschiedenen
MessgréRen der GefaRe in mm?. Uber den Diagrammen ist ein fiir jede Kondition représentatives Bild eines
Geféllesin H& E- Féarbung dargestellt. Lichtmikroskopische Aufnahme, 10 fache Vergréfzerung.
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4.9. Effekt von c3Ado auf die Proliferation, Apoptose und Reendothelialisierung in

Vivo

Immunhistochemische Untersuchungen der Gefalischnitte auf PCNA, einem
Proliferationsmarker und Hilfsprotein der DNA- Polymerase 6, zeigen, dass die Reduktion
der Neointimabildung nach c3Ado Gabe auch in vivo Uber eine Hemmung der
Proliferation glatter Gefé3muskel zellen vermittelt wird.

Die tagliche Aufnahme von 150 pg c3Ado pro Tag resultierte in einer signifikanten
Abnahme der Anzahl proliferierender glatter Gefal3muskelzellen in Neointima und Media
im Gegensatz zu atherogenem Futter allein (10,8 % + 0,8 vs. 6,7 % + 2; *P < 0,05).

Kontrolle c3Ado 75ug/d  c3Ado 150 pg/d
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Abb. 25: Der Anteil proliferierender Zellen wurde ermittelt, in dem die PCNA-exprimierenden Zellen
(braun) durch die Gesamtzahl (Dapi-exprimierende Zellen, blau) der in einem Gefal3schnitt enthaltenen
Zéllen geteilt wurde. Durch die tégliche Aufnahme von 150 pg c3Ado wurde der Anteil PCNA- positiver
Zéllen signifikant reduziert (n = 6; *P < 0,05).

Uber dem Diagramm ist ein fiir jede Kondition reprasentativer GefaRschnitt nach immunhistochemischer
Farbung fur PCNA dargestellt. Die beiden weil3en Pfeile markieren die Laminae elastica interna et externa
(dicker Pfeil), das N steht fir Neointima.

lichtmikroskopische Aufnahme mit Fluoreszenziiberlagerung, 10 fache VergrofRerung
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In vitro fand sich kein Anhalt fir einen apoptotischen oder toxischen Effekt von c3Ado in
den getesteten Konzentrationen. Zur besseren Beurteilung dieser Substanz wurde nun auch
deren Einfluss auf die Apoptoserate in vivo untersucht. Der immunhistochemische
Nachweis apoptotischer Zellen in den Gefél3schnitten erfolgte mit Hilfe des ,,In situ Cell
Death Detection Kit“ (TUNEL-Assay).

Das folgende Diagramm zeigt, dass c3Ado auch in vivo keine Apoptose induziert (1,8 +
0,6 % gegenuber 1,6 + 0,4 % TUNEL positive Zellen in den Arterien von Mausen, die
taglich 150 pg c3Ado aufnahmen *P = n.s;; n = 6).
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Abb. 26: Der Anteil apoptotischer Zellen wurde ermittelt, indem die TUNEL positiven Zellen (rot) durch die
Gesamtzellzahl (Dapi positiv, blau) dividiert wurde.
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Beim Einsatz einer antiproliferativen und antimigratorischen Substanz zur Hemmung der
Restenose muss aber auch ein eventuell hemmender Effekt auf die Reendothelialisierung
und Gefalheilung mit ggf. erhohter Thromboseneigung in Betracht gezogen werden.

Der immunhistochemische Nachweis auf Intaktheit des Endothels 3 Wochen nach
Dilatation erfolgte mit der von Willebrand-Farbung.

Die Reendothelialisierung wurde definiert als prozentualer Anteil des Gefalumens, das
wieder von einem Endothel ausgekleidet ist.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines semiquantitativen Klassifikation: (0O = keine
Reendothelialisierung, 4 = Geféld komplett von Endothel ausgekleidet, 1-3 = um jewells
ein Viertel des Gefaldlumens zunehmende Reendothelialisierung).

Die folgenden Abbildungen zeigen, dass die Behandlung mit c3Ado, selbst in der héchsten
in vivo getesteten Konzentration, keinen hemmenden Effekt auf die Reendothelialisierung
der Gefél3e nach Dilatation besitzt (*P = n.s.; n = 6).
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Kontrolle c3Ado 75 ug/d  c3Ado 150 pg/d
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Abb. 27: Die Reendothdialiserung 21 Tage nach Dilatation wurde ermittelt durch den
immunhistochemischen Nachweis der von Willebrand-Faktor exprimierender Zellen an der luminalen Seite

der Neointima.

Uber dem Diagramm ist ein fiir jede Kondition reprasentatives Bild eines Gefales in immunhistochemischer
Farbung des von Willebrand-Faktors (rot) dargestellt. AufRerdem wurden die Gefél3schnitte zur Darstellung
der Zellkerne mit Dapi (blau) gegengefarbt.
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5. Diskussion

Die Proliferation und Migration glatter Gefalimuskelzellen spielen neben der Inflammation
eine Hauptrolle in der Pathogenese vaskuloproliferativer Erkrankungen. Normalerweise
sind VSMCs in der Tunica media des Geféal3es lokalisiert und liegen dort in einem nicht
proliferativen Stadium vor. Verletzung oder mechanischer Stress bewirken eine Migration
der VSMCs in die Intima des Gefél3es, wo sie proliferieren und somit eine Verdickung der
Intima bewirken. Diese neointimale Proliferation glatter Gefalmuskelzellen bildet die
Grundlage fir die Entwicklung vaskuloproliferativer Erkrankungen.2°"% Die
Identifizierung  von  Regulationsmechanismen, die die Antwort der glatten
Gefamuskelzellen auf eine Verletzung der Geféldwand regulieren, ist daher von hohem
Interesse.  Die  ldentifizierung und  Charakteriserung der an  diesen
Signaltransduktionsmechanismen beteiligten Molekile ist daher eine wichtige
Voraussetzung um sichere und effiziente Strategien fur die Prévention und Behandlung
vaskuloproliferativer Erkrankungen zu entwickeln.

3-Deazaadenosin beeinflusst eine Vielzahl zellulérer Funktionen, die an der Entwicklung
von Atherosklerose und Restenose beteiligt sind. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
beispielsweise zeigen, dass c3Ado die endotheliale ICAM-1 und VCAM-1 Expression in
vivo reduzieren kann und dass es die Diat-induzierte Plague-Bildung in apoE”-Mause
hemmt.®*% Neben diesen antiinflammatorischen Wirkungen ist Uber den genauen

molekularen Wirkmechanismus dieser Substanz noch wenig bekannt.

In der hier vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass die Hemmung der SAH-
hydrolase durch c3Ado die Proliferation und Migration glatter Geféa3muskelzellen hemmt

und somit auch die Entwicklung einer Restenose nach Angioplastie verhindert.

Es wird der Nachwels erbracht, dass c3Ado die Methylierung der Ras-Proteine hemmit.
Dadurch verhindert es die durch mitogene Stimulation hervorgerufene Aktivierung des
PI3-Kinase/Akt- und des ERK-Signaltransduktionsweges. Beide sind essentiell fir den
Eintritt glatter Gefél3muskelzellen in den Zellzyklus. Tatsachlich fuhrt die Behandlung von
VSMCs mit c3Ado zu einer Stabilisierung von p21°P"@! ynd p275""*. Diese Zellzyklus-
hemmenden Proteine verhindern die posttranskriptionale Aktivierung der G1-Phase
Zykline. Somit verhindert c3Ado den Eintritt glatter Gefal3muskelzellen in den Zellzyklus
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und infolgedessen auch deren Fahigkeit zur Proliferation. Interessanterweise wird dieser

antiproliferative Effekt nicht durch eine Apoptoseinduktion begleitet.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Hemmung der Aktivitdt von
Methyltransferasen und die dadurch bedingte verminderte Methylierung und somit
Aktivierung von Signalmolekiilen, ein interessantes Ziel antiproliferativer Strategien

darstellen konnte.
Aul¥erdem kann mit Hilfe der hier vorgelegten Ergebnisse die Wirksamkeit von c3Ado in

einem in vivo Modell bestétigt werden: Die orale Gabe dieser Substanz reduziert effektiv
die Neointimabildung nach Angioplastie.
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5.1. 3-Deazaadenosin hemmt die Proliferation glatter Gefalimuskelzellen tber eine
Hemmung der Zellzyklusprogression

In der hier vorliegenden Arbeit wurde zundchst der Einfluss von c3Ado auf das
Proliferationsverhalten glatter Geféalmuskelzellen untersucht, da dieser Vorgang einen
Schlusselschritt in der Entwicklung vaskuloproliferativer Erkrankungen und der Restenose
nach Angioplastie darstellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass c3Ado dosisabhangig die Proliferation von VSMCs hemmt.
Interessanterweise ist dies weder durch einen apoptotischen oder toxischen Effekt dieser
Substanz bedingt.

3-Deazaadenosin ist bekannt als einer der stérksten Inhibitoren der SAH-hydrolase® In
vorangegangen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der SAH-hydrolase
effektiv die Proliferation vaskul&rer Zellen verhindert.*

Uber die genauen molekularen Mechanismen der durch c3Ado vermittelten Hemmung der
Proliferation glatter Gefaldmuskelzellen, gibt es allerdings noch keine weitergehenden
Untersuchungen. Daher wurde in dieser Arbeit zundchst die FACS-Anayse
propidiumjodidgefarbter Zellen genutzt, um die Zellzyklusverteilung von VSMCs nach
Behandlung mit c3Ado zu untersuchen. Die durch diese Untersuchung ermittelten
Ergebnisse zeigen, dass c3Ado die Zellzyklusprogression bereits sehr frih in der GO/G1-
Phase hemmt.

In den nachfolgenden Western Blot Analysen zeigte sich als Zeichen der tatsichlichen
Hemmung der Zellzyklusprogression am Ubergang von der GO/G1- in die S-Phase des
Zellzyklus eine verminderte Phosphorylierung des Retinoblastom-Genproduktes, eine
Stabilisierung der zellzyklushemmenden Proteine p21°P"# und p275"* sowie eine
verminderte Expression der Zykline D, E, A1 und B.

Es ist deutlich zu erkennen, dass c3Ado nicht spezifisch die Expression eines einzelnen
hier getesteten GO/G1-Phaseproteins reguliert. Dies weist auf ein Eingreifen dieser
Substanz in Ubergeordnete, fur die Regulation der frihen Phase des Zellzyklus

verantwortliche, Signaltransduktionswege hin.
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5.2.  c3Ado verhindert die Aktivierung des PI3-Kinase/Akt und des ERK-
Signaltransduktionsweges Uber eine Hemmung der ICMT-abhangigen

posttranslationalen Methylierung der Ras-Proteine

In vorausgegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
sowohl der MAPK- as auch der PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweg fur den
geordneten Ablauf von Zellzykluseintritt und —progression durch die GO/G1-Phase sowie
die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen essentiell sind.*® Wie oben bereits gezeigt,
hemmt c3Ado die Zellzyklusprogression in der frihen GO/ G1 Phase und die Proliferation
von VSMC. Aus diesem Grund wurde nun getestet, ob die Applikation dieser Substanz
einen Einfluss auf diese Signaltransduktionswege hat.

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass c3Ado dosisabhéngig die Phosphorylierung
und somit die Aktivierung beider Signaltransduktionswege hemmt. Inkubation mit c3Ado
hemmte dosisabhangig die durch Wachstumsmedium stimulierte Aktivierung von p42/44
MAPK (ERK) und seiner Ubergeordneten Kinase pRaf. Hemmung von ERK resultierte in
einer verminderten Phosphorylierung von Rb und somit einer Hemmung der
Zellzyklusprogression sowie in einer Stabilisierung der Zellzyklusinhibitoren p21°P"at
und p27<P,

Des weiteren verhinderte die Inkubation mit c3Ado dosisabhéngig die Phosphorylierung
der Protein-abhangigen Kinase 1 (PDK1), der Proteinkinase B (Akt) sowie des Forkhead-
Transkriptionsfaktors FoxOla, der bekannt ist fur die Regulation der Expression von
p27“"! und den D-Zyklinen. Fox0la bindet im nicht phosphorylierten Zustand an den
p27"PL_Promotor und gewahrleistet eine konstante Transkription der p27¢""* mRNA und
somit einen konstanten Proteinspiegel dieses Zellzyklusinhibitors.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass c3Ado in Signalwege eingreift, die sowohl der

PI3-Kinase wie auch der MAPK (bergeordnet sind.

Aktivierung der MAPK und der PI3-Kinase/Akt sind abhéngig von Ras, einer GTPase, die
eine Vielzahl zellulérer Funktionen reguliert, wie z.B.: Wachstum, Zelldifferenzierung und
Apoptose. Damit Ras aktiviert werden kann, muss es an der Zellmembran verankert
werden.>*>® Ras- Proteine kénnen jedoch erst nach einer Reihe von posttranslationalen
Modifikationen an ihrem carboxyterminalen Ende mit der Zellmembran assoziieren. Diese

beinhalten Farnesylierung, Proteolyse und Methylierung der CAAX-Sequenz. Fir den
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letzten Schritt, die Methylierung, benttigt die Zelle die ICMT, die eine Methylgruppe auf
das farnesylierte Cystein Uibertragt. %202
Die Methylierung von CAAX-Proteinen wird von einer Reihe inflammatorischer und

103 "einem hohen Glucosespiegel™™ und N-

mitogener Reize aktiviert, wie z.B.: TNF-a
formyl-Met-Leu-Phe.®® Die Methylierung scheint somit ein viel genutzter Mechanismus
zur Aktivierung von Signalproteinen zu sein.

Die Wichtigkeit ICMT-abhéngiger Methylierungen wird durch die Arbeit von Bergo et al
deutlich, in der gezeigt werden konnte, dass ICMT-defiziente Mause nicht |ebensfahig
sind.'®

Die ICMT bendtigt fir die Ubertragung der Methylgruppe auf die Ras Proteine SAM als
Methylgruppendonor (siehe Abb. 28, S. 79). Aus dem SAM entsteht nach Abgabe der
Methylgruppe SAH. Dieses wird mit Hilfe der SAH-hydrolase sofort in Adenosin und
Homocystein gespaten. Hemmung der SAH-hydrolase fuhrt zu einer Akkumulation von
SAH in der Zelle. Der erhohte SAH-Spiegel wirkt nun als potenter Hemmstoff fur die
ICMT, wodurch eine Methylierung und nachfolgende Aktivierung der Ras-Proteine nicht
mehr moglich ist.'®

3-Deazaadenosin ist ein potenter Hemmstoff der SAH-hydrolase.™

Dies lasst den Schluss zu, dass c3Ado Uber die Hemmung der SAH-hydrolase in
aktivierten VSMCs eine gesteigerte Methylierung, durch Hemmung der Aktivitét von
Methyltransferasen, und somit auch Aktivierung von Signalmolekilen verhindert.
Tatsachlich zeigen diein dieser Arbeit aufgeftihrten Ergebnisse, dass c3Ado dosisabhangig
die durch mitogene Reize stimulierte Membranbindung und Aktivierung der Ras-Proteine
hemmt. Durch Uberexpression einer aktiven Ras-Mutante konnte die antiproliferative
Wirkung von c3Ado auf glatte Gefaldmuskelzellen nahezu vollsténdig verhindert werden.
Die Hemmung der Signaweiterleitung Uber die Ras-Proteine scheint somit der

Hauptmechanismus der antiproliferativen c3Ado Wirkung zu sein.

Wie oben aufgefihrt zeigen vorangegangene Arbeiten, dass eine Hemmung der SAH-
hydrolase Uber eine Produkthemmung auch zu einer Verminderung der Aktivitét SAM-
abhangiger Methyltransferasen fihrt.**% Aus diesem Grund wurde in der hier
vorliegenden Arbeit untersucht, in wie weit die Behandlung glatter Gefamuskel zellen mit
c3Ado einen Einfluss auf die Aktivitdt der ICMT hat. Zunéchst zeigte sich, dass der
ICMT-Hemmstoff AGGC ebenso wie c3Ado die Ras-Aktivierung und die Proliferation
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glatter Gefal3muskelzellen hemmt. Die Wirkung von c3Ado auf die Ras-Aktivierung
konnte allerdings durch Uberexpression der ICMT verhindert werden.

Es wird deutlich, dass c3Ado die Ras-Methylierung und Aktivierung Uber eine, durch
Hemmung der SAH-hydrolase bedingte, verminderte Aktivitéat der ICMT reguliert.

Die hier aufgefiihrten Ergebnisse bestatigen Beobachtungen von Wang et d*, die in ihrer
Arbeit demonstrierten, dass eine Hemmung der SAH-hydrolase durch die Co-Inkubation
von Endothelzellen mit Homocystein und einem Adenosindesaminasehemmstoff die
Aktivitat der ICMT hemmt. Dies fuhrte zu einer Abnahme der Carboxylmethylierung und
Plasmamembran-translokalisation von v-H Ras wie auch zu einer verminderten
Proliferation der inkubierten Endothelzellen.

5.3.  Einfluss von c3Ado auf die Neointimabildung nach Angioplastie

Erst kirzlich wurde auf die Rolle der Ras-GTPase im vaskularen Gleichgewicht und in der
Entwicklung vaskularer Erkrankungen hingewiesen. Die Abhangigkeit der p42/44 MAPK -
Aktivierung von der Ras-GTPase in der frilhen Phase nach Angioplastie konnte mit Hilfe
eines Schweinemodells demonstriert werden.'® Des weiteren konnte gezeigt werden, dass
die lokale Applikation eines Plasmids, codierend fUr einen dominant negativen H-Ras-
Mutanten (N17 und L61, S186)'%, der durch einen Adenovirus vermittelte Transfer eines
dominant negativen H-Ras"° oder die Verhinderung der posttranslationalen Modifizierung
der Ras-Proteine durch lokale Applikation eines Farnesyltransferasehemmstoffs™ die
Aktivierung der p42/44 MAPK hemmt und signifikant die Neointimabildung nach
Angioplastie reduziert. Insbesondere die Ergebnisse der erst kirzlich erschienenen
Veroffentlichung von Winter-Vann et a zeigen, dass die Hemmung der auf die
Farnesylierung folgenden posttranslationalen Modifikationen der Ras-Proteine, und hier im
Besonderen die ICM T-abhangige Methylierung, wahrscheinlich der effektivste Ansatz zur
Kontrolle der Zellproliferation darstellt.***

Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen kénnen wir in der hier vorliegenden Arbeit
zeigen, dass c3Ado uber das Eingreifen in die ICMT-abhéngige Ras-Methylierung und
Signalweiterleitung die Neointimabildung nach Angioplastie reduzieren kann.
Interessanterweise konnten Winter- Vann et a in einer weiteren Arbeit zeigen, dass die
Hemmung der SAH-hydrolase und daraus folgend der Signaltransduktion Uber Ras, auch
die entscheidende Komponente des antiproliferativen Effekts von Methotrexat, einem der

erfolgreichsten antiproliferativen Substanzen in der Krebstherapie, ist. Sie zeigten, dass
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dieser Effekt von der ICMT abhangig ist. ICMT-defiziente Zellen waren gegentiber dem
antiproliferativen Effekt des Methrotrexats resistent.®

In weiteren, hiervon unabhangigen Untersuchungen konnte in der Tat gezeigt werden, dass
Methotrexat auf3erdem erfolgreich zur Verhinderung einer In-Stent-Restenose in einem
Schweinekoronararterienmodell eingesetzt werden konnte, was die Effektivitét dieses
Therapieansatzes einer Methylierungshemmung unterstreicht.**?

Neben dem in dieser Arbeit dargestellten antiproliferativen Effekt von c3Ado auf glatte
Gefamuskelzellen, wurde in anderen Verdffentlichungen ein hemmender Effekt von
c3Ado auf die ROS- Produktion®, die Expression von Adhasionsmolekiilen®%, das

113

L eukozytenrecruitment und die Monocyten- und T-Zell-Aktivierung— beschrieben. Diese

Faktoren kénnten zusétzlich zur Reduktion der Neointimabildung beitragen.

Weiterhin zeigen die hier vorgelegten Ergebnisse einen Einfluss von c3Ado auf die
Migration glatter Gefalimuskelzellen. Es ist bekannt, dass auch die Migration von VSMCs
einen Schltsselmechanismus in der Pathogenese vaskuloproliferativer Erkrankungen
darstellt.” Die Hemmung der Zellmigration durch c3Ado kénnte daher zusitzlich zur
Reduktion der Neointimabildung in vivo beitragen. Mechanistisch konnten Harrington et al
demonstrierten, dass eine Hemmung der SAH-hydrolase durch Adenosin und Homocystein
den Zusammenbau des fokalen Adhésionskomplexes stort.'* Dieser ist fiir die Migration
essentiell. Des Welteren bedarf es fur die Migration den geordneten Ablauf der Ras-
Signaltransduktion.™™> Somit kénnte c3Ado auch (iber diese Mechanismen die Migration
beeinflussen. Der antimigratorische Effekt des c3Ado muss alerdings nicht en
spezifischer Effekt dieser Substanz sein. Eine weitere Moglichkeit wére der hemmende
Effekt des c3Ado auf die Zellzyklusprogression, da bekannt ist, dass diese nicht nur die
Proliferation von VSMCs, sondern dartber hinaus eine Reihe weiterer zelluldrer
Funktionen wie Differenzierung, Entziindung und auch die Migration beeinflusst.”® Die
Frage, ob c3Ado also spezifisch oder eher indirekt Uber eine Zellzyklushemmung die

zellulére Migration reguliert, kann nur mit Hilfe weiterer Untersuchungen geklért werden.
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5.4.  Kein apoptotischer oder toxischer Effekt von c3Ado

V orangegangene Studien beschreiben, dass eine Hemmung der ICMT und nachfolgend der
Signaltransduktion Uber Ras eine erhohte Apoptoserate in Endothelzellen von
Pulmonalarterien verursachen kann.®* Des Weiteren wurde ein antiapoptotischer Effekt der
Ras-abhdngigen  Akt-Aktivierung fiar eine Relhe verschiedener  Zelltypen
beschrieben.®'%"11® |n Anbetracht der Tatsache, dass c3Ado somit auch Einfluss auf die
Proliferation und Apoptose endothelialer Zellen haben kénnte, wurde in dieser Arbeit die
Reendotheliaisierung der Gefél3e 3 Wochen nach Dilatation untersucht. Eine verminderte
Reendothelialisierung nach Angioplastie wirde eine thrombogene Oberfléche darstellen,
die Ursprung erneuter kardiovaskulérer Ereignisse sein konnte. In der hier vorgelegten
Arbeit zeigte sich aber kein Unterschied zwischen der Reendothelialisierung der
KontrollgeféRe und der Gefdle unter Applikation von c3Ado. Die therapeutische
Applikation dieser Substanz scheint daher nicht von einem erhdhten Thromboserisiko im
dilatierten Gefal3abschnitt begleitet zu sein.

Dariiber hinaus zeigen die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse, dass c3Ado auch in der
hochsten hier getesteten Konzentration weder in vitro noch in vivo Apoptose induziert.
Auch fand sich kein Anhalt fir einen toxischen Effekt dieser Substanz (Nachgewiesen mit
Hilfe der Trypanblaufarbung, der Reversibilitdt des antiproliferativen Effekts nach
Absetzen von c3Ado und der Quantifizierung der Fléache der Media in vivo, die trotz der
Applikation von c3Ado nach Dilatation im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht ausdiinnte).
Diese Ergebnisse lassen sich sehr gut mit denen von Wu et al vereinbaren, die in ihrer
Arbeit zeigten, dass der spezifische, reversible Typ Il SAH-hydrolase Hemmstoff
DZ2002, neben seiner potenten inhibitorischen Wirkung keine toxischen Effekte
aufweist.™ Auch wurde in einer vorangegangen Arbeit beschrieben, dass c3Ado die
Thrombin-abhangige Endothel zellaktivierung verhindert, ohne dabel zytotoxische Effekte
aufzuweisen.”

Im Hinblick auf Toxizitét und Sicherheit bel potenzieller therapeutischer Gabe, scheint die
Hemmung der SAH-hydrolase durch c3Ado somit gleichermal3en effektiv und sicher zu
sein.

Fasst man die hier beschriebenen Ergebnisse zusammen, so sieht man, dass c3Ado die
VSMC Proliferation in akuten und frihen Lé&sionen sowie die daran beteiligten

Entztindungsvorgange hemmt, ohne Induktion von Apoptose in den stabilen Lasionen.
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C3Ado scheint somit eine attraktive Substanz zur Verhinderung sowohl chronischer as

auch akuter GefalRerkrankungen zu sein.

Mechanistisch stellt die durch Applikation von c3Ado hervorgerufene Verhinderung der
zelluléren Proteinmethylierung durch Hemmung der SAH-hydrolase, der ICMT und somit
der Signaltransduktion Uber die Ras-Proteine einen interessanten therapeutischen

Angriffspunkt zur Behandlung vaskul oproliferativer Erkrankungen dar.
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M. Trobs
Abb. 28: Ubersicht
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6. Zusammenfassung

3- Deazaadenosin ist ein effektiver Hemmstoff der die Aktivitdt zellulérer
Methyltransferasen regulierenden SAH-hydrolase. In vorangegangenen Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass c3Ado Uber seine antiinflammatorischen Wirkungen die Bildung
atherosklerotischer Lasionen verhindern kann. In der hier vorliegenden Arbeit wurde der
Einfluss von c3Ado auf die Funktion glatter Gefal3muskelzellen und die Bildung einer
Neointima in vivo untersucht, da diesen Vorgangen eine Schlisselrolle in der Entstehung
und bel Komplikationen vaskuloproliferativer Erkrankungen zukommt.

Die Proliferation und Migration glatter Gefalmuskelzellen in vitro wurde durch die
Applikation von c3Ado dosisabhangig reduziert. Dies war begleitet von einer gesteigerten
Expression der Zyklin- Kinase- Inhibitoren p21%¥/“P* und p27“'"*, einer verminderten
Expression der G1/S-Phase Zykline und einer verminderten Phosphorylierung des
Retinoblastom-Genproduktes. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte sich in
der FACS-Analyse propidiumjodidgeféarbter Zellen ein Zellzyklusarrest in der GO/ G1-
Phase des Zellzyklus. Diese Effekte waren weder durch eine gesteigerte A poptoserate noch
durch eine erhthte Toxizitét dieser Substanz bedingt.

Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass die Applikation von c3Ado Uber die
Hemmung der SAH-hydrolase zu einer verminderten Aktivitdt der ICMT flhrt. Dies
hemmt den letzten Schritt der posttrandationalen Modifikationen der Ras-Proteine, die
Carboxylmethylierung. Die Trandokalisation von Ras an die Plasmamembran und dessen
nachfolgende Aktivierung ist somit nicht mehr moglich. Folge ist eine Hemmung der Ras-
abhangigen Signaltransduktionswege. Entsprechend dieser Ergebnisse zeigten weitere
Western Blot Analysen eine dosisabhangige Abnahme der FCS-induzierten ERK und Akt-
Phosphorylierung. Durch die Uberexpression einer kongtitutiv aktiven Ras-Mutante konnte
der Effekt von c3Ado auf die Proliferation glatter Gefal3muskelzellen aufgehoben werden.

Fur die in vivo Versuche wurde die A. femoralis von C57BL/6 Mausen dilatiert.
Anschliel3end erhielten sie eine atherogene Didt ohne oder mit Zusatz von c3Ado. Die
Futterung mit 150 pg c3Ado verhinderte die durch Dilatation induzierte Ras-Aktivierung
sowie die Phosphorylierung von Akt und ERK. Des Weiteren fihrte die orale Aufnahme
von c3Ado Uber 21 Tage nach Dilatation zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl
proliferierender Zellen in Neointima und Media sowie der Flache der Neointima im
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Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch in vivo fihrte die Applikation von c3Ado nicht zu

einer Steigerung der Apoptoserate.

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass c3Ado in die Ras-Methylierung und
Aktivierung eingreift und somit die mitogene Aktivierung von ERK und Akt hemmt. Dies
resultiert in einer Hemmung des Zellzykluseintritts, einer verminderten Proliferation glatter
Gefamuskelzellen und somit auch in ener reduzierten Neointimabildung nach
Angioplastie.

Somit kénnte die Hemmung der SAH-hydrolase durch c3Ado einen neuen Ansatz zur

Verhinderung vaskuloproliferativer Erkrankungen darstellen.
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7. Abstract

3-Deazaadenosine (c3Ado) is a potent inhibitor of S-adenosylhomocysteine (SAH)-
hydrolase which regulates cellular methyltransferase activity. In the present study we
sought to determine c3Ado’s effect on vascular smooth muscle cell (VSMC) function and
neointima formation in vivo.

C3Ado dose-dependently prevented the proliferation and migration of human coronary
VSMC in vitro. This was accompanied by an increased expression of the cyclin-dependend
kinase inhibitors p21WAFYCIPL n275PL 5 decreased expression of G1/S-phase cyclins and a
lack of retinoblastoma protein hyperphosphorylation. In accordance with these findings,
FACS analysis of propidium iodide stained cells indicated a cell cycle arrest in the GO/G1
phase. Importantly, c3Ado did not affect the number of viable (trypan blue exclusion) or
apoptotic cells (TUNEL). Mechanistically, c3Ado prevented FCS-induced Ras carboxyl
methylation, membrane translocation and activity by inhibiting isoprenylcysteine carboxyl
methyltransferase, and reduced FCS-induced ERK 1/2 and Akt phosphorylation in a
dosedependent manner. Conversely, rescuing signal transduction by overexpression of a
constitutive active Ras mutant abrogated c3Ado’ s effect on proliferation.

For in vivo studies, the femoral artery of C57BL/6 mice was dilated and mice were fed
with adiet containing 150 pg c3Ado/day. c3Ado prevented dilation-induced Ras-activation
aswell as ERK 1/2 and Akt phosphorylation in vivo. At day 21, VSMC proliferation (7.9
0.7 % vs. 10.8 £ 0.8 % PCNA pos. cells, P < 0.05) as well as the neointima/media ratio
(0.7 £ 0.2 vs. 1.6 + 0.4; P < 0.05) were significantly reduced, without any changes in the
number of apoptotic cells.

Our data indicate that c3Ado interferes with Ras methylation and function and thereby
with mitogenic activation of ERK 1/2 and Akt, preventing VSMC cell cycle entry and
proliferation and neointima formation in vivo. Thus, therapeutic inhibition of SAH-
hydrolase by c3Ado may represent a novel approach to prevent vascular proliferative

disease.
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se in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitit Gief3en zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis® niedergelegt sind, eingehalten.
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