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Zusammenfassung

Untersuchungen zur Rolle des p107 in Gefa-Traumatisierungsmodellen der Maus
Florian Bauer

Die Bedeutung der pRb Familie in der Reaktion auf GefaRwandschéden ist fiir die pocket Proteine pRb und p130
in bisherigen Untersuchungen bereits hervorgehoben worden. Aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit des
Proteins p107 zu p130 untersuchten wir in einer histomorphometrischen Studie den Einfluss des p107 auf das
GeféaRremodeling in Geféalitraumatisierungsmodellen.

Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob die Kontrolle der Zellzyklusprogression wéhrend der vaskuléren
Traumaantwort und des Remodelings ein spezifischer Aspekt ist, der nur von bestimmten Proteinen der pRb
Gruppe wie z.B. p130 ausgelbt wird oder ob es sich eher um einen unspezifischen Effekt handelt, der sich bei
allen Proteinen der pRb Familie findet. Zur Klarung dieser Frage untersuchten wir, ob das Fehlen des pocket
Proteins p107 in einer gesteigerten Traumaantwort in Form eines verénderten GefaRremodelings und einer
gesteigerten Neointimabildung durch Proliferation von glatten Muskelzellen resultiert, wie es fir das pocket
Protein p130 bereits gezeigt werden konnte.

Hierzu verwendeten wir p107 Knockout-Méuse (p107-/-), die freundlicher Weise von T. Jacks von dem
Massachusetts Institute of Technology bereitgestellt wurden. Die Fortflihrung der Mauslinie und die operativen
Eingriffe erfolgten am Krannert Institute of Cardiology, Large Animal Research Center, Indiana University,
Indianapolis, USA. Die histologische Aufarbeitung und Analyse der Préparate erfolgte am Leibniz-Institut fur
Arterioskleroseforschung, Departement Molekular-Kardiologie, an der Universitat Miinster.

Eingesetzt wurden das Carotis-Ligationsmodell und das Traumamodell an der A. femorialis. Die rechte Arteria
carotis communis wurde mittels eines kleinen Einschnitts in der Mittellinie des Halses freiprépariert und etwa
2 mm proximal der Karotishifurkation ligiert, um den Blutfluss zu unterbrechen.

Fur das Femoralismodell wurde die linke Femoralarterie durch einen Schnitt in der Leiste dargestellt. Fir ca. 2 s
wurde ein elektrischer Impuls in H6he von 600 pA Punkt fir Punkt durch die Spitzen einer bipolaren Pinzette
geleitet, insgesamt (iber eine Lange von ca. 4 mm. Drei Wochen nach dem GefaBwandtrauma wurden die Mause
getdtet, um sie fir die morphometrischen Messungen zu préparieren.

Die unverletzten arteriellen GeféBe der pl07-/- Mause zeigten im Vergleich zu der Kontrollgruppe
histomorphologisch keine strukturellen Verdnderungen des Gefalwandaufbaus. Auch nach GeféRtrauma durch
Ligatur oder perivaskuldrerer elektrischer GefaRwandschadigung zeigte sich bei den pl07-/- Mausen keine
signifikant erhéhte Reaktion im Vergleich zu den Kontroll-Mé&usen. Erfasst wurden Schnitte iber eine Distanz
von etwa 450pum proximal bis etwa 200 pum distal der Lasion. Gemessen wurden die Flachen der Gefalwand, der
Neointima und des Lumens. Entsprechend wurden auch die Messungen an der A. femoralis nach perivaskulérer
elektrischer Schadigung durchgefihrt. Auch hier fehlte bei den p107 -/- knockout M&usen eine gesteigerte
Reaktion auf die gesetzte Verletzung im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Wir schlussfolgerten, dass die Regulation des GefaBremodeling nach Gefaltrauma kein redundanter Effekt der
pRb Familie zu sein scheint, sondern ein spezifischer Effekt des Proteins p130 ist.

Die vorliegenden Resultate und vorangegangenen Studien geben Anlass zu der Annahme, dass die Regulation
der Traumaantwort durch pRb und p130 nicht nur durch die Bindung zu anderen Zellregulatoren wie bisher
angenommen durch die conserved pocket domains kontrolliert wird, sondern auch durch andere, noch nicht
definierte Faktoren. Diese Erkenntnis beinhaltet einen neuen Aspekt in der Reaktion auf vaskuldre Schadigung.
Weitere Studien an Proteinen der pRb-Familie in Hinblick auf die Proliferation und Differenzierung werden
notwendig sein, um die Pathophysiologie der Traumaantwort besser zu verstehen. Diese Versuche werden so den
Weg fiir neue und spezifische therapeutische Ansétze bahnen kénnen.

Tag der miindlichen Priifung: 13.02.2008
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1 Einleitung

Trotz der seit 1970 kontinuierlich sinkenden Sterblichkeit an koronarer Herzkrankheit
fordern Herz-Kreislauf-Erkrankungen in der Bundesrepublik Deutschland jdhrlich
zahlreiche Todesopfer und gelten mit 180.000 Todesfdllen pro Jahr als die hdufigste
Todesursache [50]. Die koronare Herzkrankheit (KHK) stellt die Manifestation der
Arteriosklerose an den Koronararterien dar und tritt mit einer Pravalenz von bis zu 20%
der Méanner im mittleren Lebensalter auf [47].

Ebenso stellt die In-Stent-Restenose sowohl klinisch als auch volkswirtschaftlich ein
tiberaus relevantes Problem dar [50]. Dadurch steigt zunehmend die Bedeutung einer

erfolgreichen Therapiemdoglichkeit.

Bei symptomatischer KHK ist die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA)
und die Implantation mechanischer Endoprothesen, sogenannter Stents, in vielen Fallen
die Therapie der Wahl. Sie zeichnet sich gegeniiber operativen Bypass-Verfahren durch
die wesentlich geringere Invasivitit aus. Sie geht mit einer hohen Primérerfolgsrate und
einer niedrigen Komplikationsrate einher. Es besteht allerdings das Risiko einer nach 3-6
Monaten auftretenden Wiederverengung des aufgedehnten Gefdfles [126]. Die
Restenose ist das Hauptproblem nach zunichst erfolgreicher PTCA. Die Angaben tiber
deren Héaufigkeit schwanken in der Literatur zwischen 20% und 50% innerhalb der
ersten 6 Monate nach PTCA [5]. Durch Stentimplantation konnte die Restenoserate, wie
die ,Benestent”-Studie (Belgium- Netherlands Stent Trial) und , STRESS”-Studie (Stent
Restenosis Study) zeigen konnten, zwar signifikant minimiert werden [106], aber auch
nach diesen Interventionen traten bei bis zu einem Drittel der Patienten substantielle

Lumeneinengungen auf [32, 105] .



Bei diesen sogenannten In-Stent-Restenosen handelt es sich vornehmlich um eine
neointimale Hyperplasie als Antwort auf die durch die Intervention entstandene
Gefédfiverletzung, die durch Migration und Proliferation koronarer glatter Muskelzellen
(CASMCs) mit Bildung einer Neointima charakterisiert ist [57, 79].

Der Zellzyklus und dessen Regulation als Grundlage einer Proliferation stellen einen
wichtigen Aspekt in der Forschung der Pathogenese und der Therapie der Restenose
dar. Ein moglicher Therapieansatz ist eine Hemmung der subintimalen Zellproliferation
der CASMCs durch einen Eingriff in den Zellzyklusregulationsmechanismus bzw. der

Inhibition von Faktoren, die den Zellzyklus stimulieren.
Die Rolle des Zellzyklus-Inhibitors p107 bei der Induktion der koronaren Restenose ist

das Thema dieser Arbeit. Als Schwerpunkt konzentrierten wir uns insbesondere auf die

Interaktion mit der Zellzyklusregulation glatter Gefafimuskelzellen im Maus-Modell.

1.1 Blutgefifse

1.1.1 Geféfiaufbau

Die Wand der Blutgefifle ist prinzipiell aus drei Schichten aufgebaut. Sie besteht aus der
Tunica intima, der Tunica media und der Tunica adventitia. Die Tunica intima begrenzt
das GefdfSlumen ohne Unterbrechung durch eine einfache Lage von spindelférmigen,
flachen Endothelzellen, die in Richtung des GefdfSverlaufes ausgerichtet sind. Bei
Arterien wird die Tunica intima gegen die Tunica media durch eine Membrana elastica
interna abgegrenzt. Die Tunica media besteht aus zirkuldr verlaufenden Strukturen wie
glatten Muskelzellen, elastischen Fasernetzen, Kollagenfasern und Proteoglykanen. Bei
Arterien kann als Grenze zur Adventitia eine Elastica externa ausgebildet sein. Die

Adventitia ist wie die Intima, aus langsgerichteten Elementen zusammengesetzt [72].
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Abbildung 1:
Histologischer Querschnitt einer muskuldren Arterie. Links Hdmalaun-Eosin-Farbung, rechts Hamalaun-Orzein-Féarbung.
120fache VergréRerung (aus Kiihnel 1995).

1.1.2 Funktion und Erndhrung der Geféfsschichten

Die Intima steuert den Stoff-, Fliissigkeits- und Gasaustausch durch die Gefdffwand. Die
Media reguliert die Blutbewegung. Uber die Adventitia sind die Gefifle in ihre
Umgebung eingebaut. Arterien und Venen dienen der Blutbeférderung. Der Stoff- und
Gasaustausch findet durch die kapillire Versorgung statt. Entsprechend den
wechselnden Erfordernissen der verschiedenen Kreislaufabschnitte sind die drei
Wandschichten bei Arterien, Venen und Kapillaren unterschiedlich ausgebildet.

Die Wand groflerer Blutgefédfie wird zu tiber zwei Drittel aus dem Gefédfiinhalt ernéhrt,
in die dufleren Bezirke treten Vasa vasorum aus der Umgebung ein, in die Venenwand
mehr als in die Arterienwand. Die Innervation der Gefdfiwand erfolgt durch vegetative
Fasern, die an Mediamuskelzellen ansetzen; Spannungsrezeptoren kommen in der
Adventitia vor. Ein allgemein giiltiges Prinzip des Aufbaus terminaler Strombahnen

besteht allerdings nicht.



1.1.3 Arterien

Die Arterien zeigen den dreischichtigen Wandbau deutlich. Allerdings gibt es eine
unterschiedliche Auspragung zwischen den herznahen und herzfernen Arterien sowie
den Arteriolen. Die Tunica intima und die Membrana elastica interna sind zumeist stark
gewellt, was durch die fixierungsbedingte Kontraktion der Mediamuskulatur
hervorgerufen wird.
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Abbildung 2: dreischichtiger Wandaufbau der Arterie

1.1.3.1 Herznahe Arterien

In den herznahen Arterien vom elastischen Typ wie zum Beispiel der Aorta und ihren
grofien Asten, ist die Intima stérker als in allen iibrigen Gefidflen ausgebildet. Sie wird
von der Media durch die 1-2um dicke gefensterte Membrana elastica interna
abgegrenzt, die aber hdufig von den tibrigen elastischen Membranen der Media nicht
deutlich zu unterscheiden ist. Im subendothelialen Bindegewebe verlaufen
langsgerichtete Bindegewebsziige, vereinzelt auch glatte Muskelzellen. Die
subendotheliale Schicht ermoglicht im geringen Umfang eine freie Beweglichkeit des
Endothelrohres bei den pulsatorischen Bewegungen der tibrigen Wandteile.

Anstelle der Basallamina findet man h&ufig feine filamenttse Strukturen.

Die Media wird von konzentrischen, perforierten, elastischen Membranen geprigt,
deren Zahl (30-50) mit dem Alter zunimmt. Der diskontinuierliche Ausstofs des Blutes
aus dem Herzen in der Systole fiihrt vortibergehend zur reversiblen Dehnung der

Gefdfiwand, die bei ihrer Entdehnung in der Diastole die Blutsdule weiterschiebt.
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Glatte Muskelzellen bilden hier mit den elastischen Membranen ein elastisch-
muskuloses System. Eine Unterscheidung zwischen der Elastica externa und den
dufleren elastischen Membranen der Media ist nicht moglich.

Die Adventitia besteht aus sparlichem Bindegewebe.

1.1.3.2 Periphere Arterien

In den herzfernen Arterien vom muskuldren Typ (z.B. A. brachialis, A. femoralis) ist die
Intima vermindert. In der Media dominieren hier die glatten Muskelzellen in 30 und
mehr zirkuldren Lagen. Zwischen ihnen liegen, abhidngig von der Grofie des Gefifles,
vereinzelt elastische Netze, kollagene Fasern und Grundsubstanz. Die Membrana
elastica interna ist gut von der Media abgegrenzt. Auch die Membrana elastica externa
ist hdufig sichtbar. Die Adventitia ist bei den herzfernen Arterien meist spérlich

ausgebildet.

1.1.4 Altersverdnderung der Arterien

Die Altersverdnderungen der Arterien spielen in der Klinik und Pathologie eine sehr
grofie Rolle. Die Arterien in den verschiedenen Organen weisen unterschiedliche
Alternsmuster auf. An die noch der Entwicklung zuzurechnenden Vorgidnge (z.B.
Zunahme der Zahl elastischer Membranen mit den Jahren) konnen sich frither oder
spater Involutionsverdnderungen anschlieffen. In den Herzkranzarterien z. B. beginnen
die Altersverdanderungen relativ friih, in den Arterien anderer Organe hédufig erst nach
dem 40. Lebensjahr. Sie betreffen vorwiegend Intima und Media in Form von Abnahme
der Elastizitdt der elastischen Netze, Zunahme kollagener Bindegewebsstrukturen und

Einlagerungen von Cholesterinen [72].



1.2 Auswirkungen der glatten Gefdfimuskelproliferation auf die Gefédfarchitektur

Bei Arteriosklerose, Bluthochdruck und Restenosen nach einem angioplastischen
Eingriff (z.B. PTCA) kommt es zu einem Prozess des Remodelings des arteriellen
Gewebes. Dieser Vorgang beinhaltet mehrere kontrolliert ablaufende Prozesse. Sie
fithren zu einer Verdnderung des Gesamtumfanges des Gefdfles, wodurch es zu
kritischen Auswirkungen und weiteren verschiedenen Verdnderungen der
Gefdffwandmasse kommt. Trotz der Durchfiihrung mehrerer Studien, die den
Regelkreis der Regulation von Proliferation bei glatten GefdfSimuskelzellen und deren
synthetischen Aktivitdt beschreiben sollten, ist relativ wenig iiber den Mechanismus
bekannt, der das Verhalten glatter Muskelzellen in der Arterienwand steuert [108]. Die
Umwandlung der Gefiflwandstruktur als Reaktion auf physiologische und
pathophysiologische Stimuli wird auf vaskuldres Remodeling zurtickgefiihrt. Das
vaskuldre Remodeling ist ein dynamischer Prozess, der sowohl zelluldre als auch nicht
zelluldre Komponenten des Gefdfies mit einbezieht. Die Mechanismen des arteriellen
Remodelings spielen in der Entwicklung einer arteriellen Restenose im Verlauf einer

PTCA oder anderen interventionellen Mafsnahmen eine entscheidende Rolle [58].

1.2.1 Kompensatorische Gefdafsvergrofierung, Remodeling und Restenose

Je nach struktureller GefdfSwandverdanderung konnen unterschiedliche FEinteilungen
unternommen werden. Quantitative Analysen arterieller Morphometrien zeigten, dass
die Querschnittsfliche der Plaques innerhalb eines erkrankten Gefifisegments im
gleichen Mafle steigt, wie auch die dufiere Arterie expandiert, um die Akkumulation der
Plaques zu kompensieren. Die fokale kompensatorische Vergrofserung sorgt somit fiir
eine gleich bleibende Querschnittsfldche der stenotischen Arterie. Hierdurch stellt sich
das Gefdfs trotz ausgeprdgter Akkumulation von atherosklerotischen Plaques
angiographisch unauffallig dar [58]. Bei diesem Vorgang handelt es sich um dufSerliches

oder angepasstes Remodeling [41, 58, 130].



Durch gesteigerte Scheerkrifte kann ebenfalls eine kompensatorische Vergrofierung
hervorgerufen werden. Gesteigerte Scheerkrifte entstehen durch atherosklerotische
Plaques in Verbindung mit endothelabhédngigen Faktoren oder auch aufgrund einer
Verringerung der Media und einhergehendem Verlust der strukturellen Unterstiitzung,.
Aufleres Remodeling findet man nach einem Gefdfitrauma. Es ist mit einer
aneurysmalen Gestaltung der Gefdfswand verbunden. Hierbei wird der Anstieg der
Lumenfldche durch eine Ausdiinnung der Gefdafswand erreicht.

Von konstriktivem Remodeling spricht man als Anpassungsreaktion auf verminderte
Fliefseigenschaften. Dagegen kann ein inneres, schlecht angepasstes Remodeling nach
Gefdfstraumata vorkommen, wie man es nach Angioplastien findet [65]. Dieses
Verhalten resultiert aus der Verringerung der Lumenfldche, die auf das Schrumpfen des
Gefdflumfangs  zurtickzuftihren ist. Dies  wiederum  wird durch die
Gefdfiwandverdickung verursacht.

Schwarz et al. definieren den Begriff Remodeling anders. Sie unterscheiden perfektes
Remodeling vom giinstigen, ungiinstigen oder fehlenden Remodeling [104]. W&hrend
des Prozesses des perfekten Remodeling dehnt sich die Arterie aus, indem die
Neointima sich mafigenau umwandelt. Bei dem Vorgang des giinstigen oder
ungiinstigen Remodelings kommt es dagegen nur teilweise zu einer Expansion oder
Konstriktion. Trotz der offensichtlichen Bedeutung dieses Prozesses ist relativ wenig
tiber die zu Grunde liegenden Regulationsmechanismen bekannt, welche die
mechanische Kraft oder die proliferative Aktivitit von glatten Muskelzellen (SMCs)
durch die Balance von mitogenen Stimuli und der Aktivitdt der Zellzyklusinhibitoren

verursachen [108].



1.3 Pathogenese der Atherosklerose

Atherosklerose, die Hauptursache fiir Herzinfarkt, Schlaganfall und
Extremitdtengangran, ist fiir 50% aller Todesfdlle in den USA, Europa und Japan
verantwortlich. Die Léasionen sind Ergebnis einer exzessiven entziindlich-
tibroproliferativen Reaktion auf verschiedene Formen der Schiadigung des Endothels
und der glatten Muskelzellen der Arterienwand [100]. Chronische Schadigung der
Arterienwand z.B. durch Diabetes mellitus, Ubergewicht, Nikotinabusus,
Bluthochdruck, Hypercholesterindmie u.a. fithrt vor allem an Gefdfiverzweigungen
und Gefdflabgdngen sowie an der konvexen Gefdfsinnenwand bogenférmig verlaufender
Arterien zu einer Dysfunktion der Endothelzellen, die sich durch gesteigerten Gehalt an
Lipoprotein in der Arterie und das Auftreten spezifischer adhédsiver Glykoproteine an
der Oberfldche der Endothelzellen auszeichnet [81, 97]. Monozyten und T-Lymphozyten
binden an die Glykoproteine und treten zwischen den Endothelzellen in die Intima der
Arterienwand ein. Dies geschieht unter dem Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren
und chemotaktisch wirksamer Substanzen, die von dem verdnderten Endothel, den
adhdrenten Leukozyten [21, 40, 85, 89] und auch von den darunter liegenden glatten
Muskelzellen ausgeschiittet werden.

In der Intima werden die Monozyten zu Makrophagen und phagozytieren Lipid. Das
Zytoplasma dieser Makrophagen erhdlt aufgrund der fortschreitenden
intravaskuldren Lipidbeladung einen schaumigen Aspekt. Die Schaumzellen sammeln
sich zundchst diffus, spdter herdférmig an und bilden so zusammen mit den
begleitenden Lymphozyten den so genannten ,fatty streak" [97]. Dieser findet sich oft
an Stellen préexistierender Ansammlungen intimaler glatter Muskelzellen (adaptive
intimale Verdickungen), die bereits ab der Geburt vor allem an GefdfSverzweigungen
vorhanden sind [112, 115].

Das aus der Hydrolyse von Cholesterinestern freigesetzte Cholesterin verhilt sich
gegeniiber den Enzymen der Makrophagen jedoch inert. Sofern der Abtransport
solchen Cholesterins durch HDL nicht zustande kommt, bildet das {iberschiissige

Cholesterin charakteristische tafelformige Kristalle, die schliefilich die Lysosomen und



sonstigen Membransysteme der Makrophagen sprengen. Aus diesem Grund gehen
dltere Schaumzellherde in nekrotische Herde tiber, wobei das phagozytierte Material,
insbesondere das veresterte Cholesterin in Kristallform freigesetzt wird. Auf diese
Weise bildet sich ein Herd mit einer zentralen Nekrosezone und fettigem Detritus,
umgeben von noch vitalen makrophagozytiren Schaumzellen. Ein solcher Herd wird
als Atherom oder als atherosklerotischer Plaque bezeichnet [97]. Im weiteren Verlauf
kommt es zu einer ausgeprédgten Proliferation von glatten Muskelzellen, die vermehrt
aus Elastin, Kollagen und Proteoglykanen eine Bindegewebsmatrix herstellen [100,
112]. Dieses Fibroatherom kann zusitzlich kalzifizieren und engt die arterielle
Strombahn zunehmend ein. In diesem Stadium kann es vermehrt zu Komplikationen
kommen: Die verdnderte Oberflache fithrt zur Bildung parietaler Thromben, die
einerseits bei Ablosung zu Embolien, andererseits zu einer Einengung des Geféfies bis
hin zum volligen Verschluss fithren konnen. Auch intramurale Blutungen im

Atheromgebiet konnen zum Gefaf3verschluss fiithren.

Durch Ausdehnung der zentralen Nekrose im Atherom kann die Endotheldecke
dariiber einbrechen und der Atherombrei kann sich entleeren. Damit ist ein
atherosklerotisches Ulkus entstanden, dessen freigesetzter Inhalt zu

cholesterinkristallhaltigen Mikroembolien fiihren kann.

An der Entwicklung und Progression der Atherosklerose sind viele verschiedene
Substanzen beteiligt: Wachstumsfaktoren, Zytokine und andere Stoffe z.B. Lipide oder
auch kleine Molekiile wie beispielsweise Stickstoffmonoxid (NO) induzieren und
regulieren unterschiedliche kritische Zellfunktionen. Wahrend des Prozesses der
Atherogenese spielen sie eine Rolle in der Bereitstellung von Zellen, der Migration, der
Zellproliferation und der Kontrolle der Lipid- und Proteinsynthese (einschliefslich
extrazelluldrer Matrixproteine). Auflerdem sind sie an vaskuldren Ereignissen wie der
Vasokonstriktion, der Vasodilatation und der Blutgerinnung beteiligt.

Wahrscheinlich wirkt keiner dieser Faktoren im Prozess der Atherosklerose fiir sich alleine.

Vielmehr ist anzunehmen, dass es sich um ein Netzwerk von zellularen Interaktionen



handelt, die eine Ausschiittung eines Faktors zur Expression eines weiteren Faktors in
einer Zielzelle bewirken. Die Zielzelle wiederum kann dann entweder die

Nachbarzellen auf parakrinem Weg oder sich selbst auf autokrinem Weg stimulieren.

1.4 Vaskulidre glatte Muskelzellen

Zum tiiberwiegenden Teil befinden sich in der Tunica media der Arterienwand
vaskuldre glatte Muskelzellen. Vereinzelt sind sie auch in der Tunica intima vorhanden.
Vaskuldre glatte Muskelzellen sind, wie auch die anderen Muskelarten, mesodermalen
Ursprungs und stellen funktionell differenzierte Zellen dar, die darauf spezialisiert sind,
auf endokrine und nervale Stimuli mit Kontraktionen zu reagieren. Durch diese
Fahigkeit zur Kontraktion ist die Grundlage fiir die Aufrechterhaltung des Vasotonus
und damit der Blutdruckregulation geschaffen.

Bei vaskuldren Erkrankungen, speziell bei der Entstehung der Arteriosklerose oder der
Entwicklung einer Restenose nach perkutaner transluminaler Koronarangioplastie
(PTCA), treten vaskuldre glatte Muskelzellen wieder in den Zellzyklus ein und
beginnen erneut zu proliferieren. Dies fiihrt dazu, dass sie zusammen mit der von ihnen
hergestellten extrazelluldren Matrix zu einer Hauptkomponente der arteriellen Lasion
werden [95].

Die verschiedenen Mechanismen der Arteriosklerose- und Restenoseentstehung sollen

nun im Einzelnen erldutert werden.

1.5 zelluldre Mechanismen der Restenose

Seit der Einfiihrung der perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie (PTCA) im
Jahre 1977 ist sie zu einer anerkannten Behandlungsmethode fiir Patienten mit
koronarer Herzkrankheit geworden. Eines der Hauptprobleme, welches nach der
Dilatation der Herzkranzgefafie entsteht, ist der Prozess der Restenosierung.

Trotz vermehrter Anstrengungen sowohl in der klinischen als auch in der

Grundlagenforschung tritt je nach Literaturangabe in 20- 30% der Félle eine Restenose
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innerhalb des ersten halben Jahres nach der PTCA auf [5]. Zu einer klinischen

Symptomatik kommt es innerhalb von 3-6 Monaten nach Durchfiihrung der PTCA [19].

Die direkten Effekte der Dilatation bestehen aus einer lokalen Verletzung des Gefifdes
mit Ablosung des Endothels, Riss der Intima und der Membrana elastica interna, Lyse
einiger glatter Muskelzellen der Media und Bruch der atherosklerotischen Plaques [70].
Durch die Ablosung des Endothels und durch tiefere Verletzungen der Arterienwand
kommt es zu einer Exposition von Kollagen, Lipiden und anderen Bestandteilen der
extrazelluliren ~Matrix zum  zirkulierenden Blut. Dies fithrt zu einer
Thrombozytenadhdsion und zur gleichzeitigen Aktivierung des Gerinnungssystems
[52]. Das Ausmafi der Thrombozytenadhdsion ist dabei abhédngig von der Tiefe der
Verletzung. Je ausgeprégter die Verletzung, desto grofier ist die Zahl der angelagerten
Thrombozyten [66].

Die lokale Aktivierung des Gerinnungssystems beruht auf der Erzeugung von
Thrombin, welches an Bestandteile der extrazelluliren Matrix und an Fibrin bindet.
Thrombin stimuliert die Proliferation von glatten Muskelzellen und bewirkt gleichzeitig
eine Aktivierung der Thrombozyten, wodurch der Prozess der Thrombozytenadhasion
noch verstarkt wird.

Neben der Thrombozytenadhdsion kommt es aufserdem an der Dilatationsstelle zu einer
Migration von Leukozyten. Zusammen mit dem Endothel, den Thrombozyten und dem
Thrombin liefern sie in Form verschiedener Wachstumsfaktoren den Stimulus, der zu

einer Aktivierung der glatten Muskelzellen fiihrt.
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Abbildung 3: Pathogenese der Atherosklerose (aus Libby, 1998).

A: Aufbau der normalen arteriellen Gefalwand aus Intima, Media und Adventitia.

B: Akkumulation und Modifikation von Lipoproteinpartikeln in der Intima des GefaRes.
C: Adhésion von Leukozyten am luminalen Endothel.

D: Penetration von Leukozyten in die Intima des Gefél3es.

E: Akkumulation von Leukozyten unter Ausbildung von Schaumzellen.

F: Ausbildung einer fibrindsen Kappe und eines Lipidkerns in der Gefawand.
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1.5.1 PDGF, EGF, Platelet Factor 4, Serotonin

Einer dieser Wachstumsfaktoren ist der Platelet Derived Growth Factor (PDGF). PDGF
wird von verschiedenen Zellen sezerniert, dazu gehdren Thrombozyten, Endothelzellen,
Monozyten, als auch glatte Muskelzellen. Er wirkt mitogen und chemotaktisch auf
glatte Muskelzellen und Fibroblasten, sowie chemotaktisch auf Monozyten und
neutrophile Granulozyten.

Andere Faktoren, die von Thrombozyten freigesetzt werden und in der Aktivierung von
glatten Muskelzellen eine Rolle spielen, sind der Epidermal Growth Factor (EGF), der
Platelet Factor 4 und Serotonin.

Endothelzellen und Makrophagen tragen ebenfalls zur Aktivierung von glatten
Muskelzellen durch Produktion von Interleukin- 1 (IL-1), dem Fibroblast Growth Factor
(FGF), sowie von PDGF oder dem PDGF dhnlichen Molekiil bei.

An weiteren Faktoren, die hierbei wahrscheinlich eine Rolle spielen, sind Angiotensin II,
sowie Thrombospondin, Insulin-like Growth Factor, Endothelin und IL-6 zu nennen.
Glatte Muskelzellen aus Restenoseldsionen weisen im Vergleich zu Zellen aus
Primérstenosen in vitro eine etwa um den Faktor 4 erhchte Proliferationsrate auf [20].
Die Zerstérung des intakten Endothels durch die Angioplastie hat einen zusétzlichen
Produktionsausfall von Wachstumsinhibitoren (z.B. Heparin, Transforming Growth
Factor-beta (TGEF-f), Endothelial Derived Relaxion Factor (EDRF), Tumor Necrosis
Factor-alpha (TNF-a), Gamma-Interferon) und endogenen vasodilatatorisch wirkenden
Substanzen (z.B. Stickstoffmonoxid, EDRF und Prostazyklin) zur Folge [29, 31, 37]. Die
quantitative Verringerung dieser wichtigen Inhibitoren der Proliferation und Migration
glatter Muskelzellen tragt erheblich zum Prozess der Restenoseentwicklung bei.

Eine der Hauptfolgen der Aktivierung der glatten Muskelzellen ist die Umwandlung
vom ,kontraktilen” zum ,synthetisierenden” Phéanotyp [8, 34]. Der kontraktile
Phéanotyp ist die typische ausdifferenzierte Gefdfsmuskelzelle, deren primdre Funktion
die Erhaltung des GefdfStonus ist. Sie besteht intrazelluldar hauptsdchlich aus
Myofilamenten. lhre Beteiligung an Synthese, Sekretion und Zellteilung sind sehr

gering.
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Den Gegensatz dazu stellt der synthetisierende Phanotyp dar, der einem Fibroblasten
gleicht. Diese Zelle proliferiert, synthetisiert und sezerniert extrazelluldre Matrix und
stellt den dominantesten Zelltyp der Arteriosklerose und Restenose dar [19].

Diese Modulation von einem kontraktilen zu einem synthetisierenden Phanotyp gilt als
Voraussetzung fiir die migratorische und proliferative Stimulierbarkeit der glatten

Muskelzellen.

kontraktil synthetisierend
Zellteilung wenig viel
Lokalisation unbeschddigte Media Plaque
Gestalt bandférmig oder fusiform |flach oder breit
Myofilament viel wenig
synthetisierende wenig viel
Organellen
Lipidakkumulation resistent anfallig

Innerhalb der ersten 3 Monate nach PTCA ist in der Intima restenotisch verdnderter
Gefédflabschnitte ausschliefslich der synthetisierende Phianotyp zu finden. Nach dem 3.
bis zum 6. Monat findet man eine Mischung aus beiden Phédnotypen und ab dem 6.
Monat nach PTCA sind nur noch Muskelzellen des kontraktilen Typs vorhanden [90].
Die ndchste Phase der Restenose, die Granulationsphase, resultiert direkt aus der
Aktivierung der glatten Muskelzellen durch die verschiedenen Wachstumsfaktoren in
der Anfangsphase, und beinhaltet die Migration und Proliferation glatter Muskelzellen,
sowie die Produktion extrazelluldrer Matrix.

Das Schliisselereignis in der Entstehung einer Restenose nach PTCA ist die Bildung
einer Neointima durch Migration und Proliferation vaskulédrer glatter Muskelzellen. Die
Migration dieser Zellen verlduft aus der Tunica media in die Tunica intima. Studien bei

denen man Ratten-Karotiden verwendet hatte, haben gezeigt, dass bis zu 50% der Zellen
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in der Intima nicht proliferieren, wodurch die starke Anhdufung glatter Muskelzellen in
dem Gebiet vor allem durch Migration zu erkldren ist [16]. Hervorgerufen wird sie

durch die verschiedenen chemotaktisch wirksamen Substanzen.

Zusdtzlich zur Migration kommt es zu gesteigerter Proliferation intimaler glatter
Muskelzellen. Nobuyoshi beschrieb den Zeitablauf der intimalen Proliferation [90]:
10 Tage nach Dilatation war keine gesteigerte Proliferation nachzuweisen. Innerhalb des
Zeitraumes von 11 bis 30 Tagen gab es einen starken Anstieg auf 83% und innerhalb von
1-3 Monaten auf 100%. Bis zu 2 Jahre nach der Dilatation war in der Intima in den
meisten Féllen ein gesteigerter Gehalt an diesen Zellen vorhanden, allerdings wandelten
sich diese Zellen nach 6 Monaten wieder in den nicht-proliferierenden Phénotyp

zuriick.

Ein weiterer wichtiger Schritt in der Restenoseentwicklung ist die Bildung von
extrazelluldrer Matrix, die schliefllich bis zu 80% des Plaque-Volumens ausmachen
kann [15]. Die Hauptbestandteile der extrazelluldiren Matrix sind Kollagen,
Proteoglykane und Elastin. Sie werden hauptsdchlich durch die glatten GefdfSmuskel-
zellen synthetisiert.

In der letzten Phase der Restenoseentwicklung kommt es zur Wiederherstellung der
Endotheldecke, zur Umwandlung der glatten Muskelzellen in den urspriinglichen
kontraktilen Phanotyp und zur Organisation der extrazelluldren Matrix.

Durch die Wiederherstellung einer geschlossenen Endotheldecke werden die glatten
Muskelzellen wieder vor zirkulierenden Faktoren geschiitzt. Zusédtzlich kann das
Endothel wieder Proliferationsinhibitoren synthetisieren.

Die extrazelluldre Matrix wird organisiert, wobei es durch Narbenretraktion, die durch
Kontraktion des Kollagengeriistes durch glatte Muskelzellen und Fibroblasten

hervorgerufen wird, zu einer weiteren Einengung des Gefaf{lumens kommen kann.
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1.5.2 In-Stent-Restenose

Die percutane transluminale Koronarangioplastie mit Stentimplantation hat das
effektive Management des ischdmischen Syndroms koronarer Gefdfierkrankung und
ihrer Symptome deutlich verbessert. Eine verminderte Restenoserate hat zur
Verwendung von koronaren Stents bei mehr als 70% der Félle geftihrt. Mehr als 800.000
Prozeduren mit weiter steigender Tendenz wurden alleine in den USA im Jahr 1999
durchgefiihrt [116]. Die stark zunehmende Verwendung von Stents hat jedoch zur
Erkenntnis gefiihrt, dass es zu einer Haufung von In-Stent-Restenosen (ISR) kam. In den
USA waren es allein im Jahr 1999 150.000 Patienten [102, 103]. Daher tritt die Bedeutung
der In-Stent-Restenose und deren Vorbeugung sowie therapeutische Mafinahmen in den
Vordergrund der Forschungen der interventionellen Kardiologie. Die ISR unterscheidet
sich histologisch von der Restenose nach konventioneller Ballonangioplastie [78, 82].
Wéahrend nach der Dilatation durch einen Ballonkatheter das sog. negative
Gefdfsremodeling den entscheidenden Faktor bei der Restenose spielt, kann durch
Implantation eines Stents die Neigung des Gefdfies sich wieder zusammenzuziehen
gehemmt werden. Dieser ,elastic recoil” wird durch elastische Fasern verursacht, um
das Gefafs an den pulsatilen Blutfluss und die hamodynamischen Verdnderungen sowie
die Druckverdnderungen anzupassen [99]. Durch die Stentimplantation wird eine
verminderte Zunahme der neointimalen Wanddicke erzielt. Stenting reduziert somit
den sog. elastic recoil und negatives Remodeling, so dass ISR weitgehend aus einer
neointimalen Formation resultiert [51, 78, 83]. Bei der In-Stent-Restenose besteht die
Neointima hauptsdchlich aus proliferierten SMCs aus der Media [42, 57, 59] und

extrazellularer Matrix [117].
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Abbildung 4:

Immundoppelfdarbung mit 1A4 (monoclonaler Anti-SMC a-Actin IgG-Antikérper) und HAM-56 (Anti-Makrophagen
IgM Antikorper) einer In-Stent-Restenose: neointimale Hyperlasie 85 Tage nach einer Stent Implantation mit
subtotalem Gefédfiverschluss. Um den Stent (Pfeilspitzen) finden sich im Bereich zwischen den Pfeilen im Rahmen der
chronischen Entziindung Makrophagen (rot) und neutrophile Granulozyten, in der oberfldchlichen Schicht der
neointimalen Proliferation befinden sich hauptsiachlich CASMCs ( tiirkis) [80].

1.6 Zellproliferation

1.6.1 Extrazelluldre Regulation

Die lokale Stimulation der Zellproliferation ist eine wesentliche Grundlage des
Restenoseprozesses.

Sie basiert auf dem Einfluss verschiedener extrazelluldrer Wachstumsfaktoren. Die
Induktion von c-fos, c-jun und c-myc mRNA erfolgt unmittelbar nach der Intervention
und induziert die Bildung der Wachstumsfaktoren [92]. Daher entstand die sog.
Onkogenhypothese der Atherogenese.

In Abwesenheit von Wachstumsfaktoren gehen Zellen in die G0-Phase des Zellzyklus
tiber oder sterben durch Apoptose. PDGF ist der potenteste mitogene Faktor fiir Zellen
mesenchymalen Ursprungs. Er wird von aktivierten Pldttchen, Makrophagen, SMCs
und Endothelzellen synthetisiert und sezerniert. PDGF wird eine wichtige Rolle fiir die

Migration der SMCs in die Intima zugewiesen und gilt als , Kompetenzfaktor” fiir den
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Eintritt in den Zellzyklus, welcher es den Zellen erméglicht, aus dem Ruhestadium GO-
in die G1-Phase des Zellzyklus einzutreten [30, 87]. Die so stimulierten Zellen benétigen
fir die Progression des Zellzyklus eine zweite Gruppe von Wachstumsfaktoren, die
Progressionsfaktoren, von denen der Insulin-like Growth Factor Typ 1 (IGF-1), der
Epidermal Growth Factor (EGF), der Fibroblast Growth Factor (FGF) und der
Transforming Growth Factor [ (TGFP) von Bedeutung sind. TGFp ist bei der
Aktivierung der Matrixproduktion beteiligt [92, 98].

Der Zellzyklus und seine Requlation

G2-Kontrollpunkt

Cyklin A und B
+Cdc2

M Cyklin D1, D2 und
D3 + Cdk 24,5,
und 6

G1
." DNA Schiden?. -

G2

P21 -
CyklinA | € G1-Kontrollpunkt
+Cdk 2
P15, p16,
p21+p27
@l cydinE
+Cdk 2
\ Rb Phosphorylierung
E2F Aktivierung
Abbildung 5:

Schematische Darstellung des Zellzyklus mit ausgewihlten Checkpoints zur Kontrolle der korrekten Reihenfolge und
Durchfiihrung der Abldufe (gelb), sowie der Rolle und zeitlichen Beteiligung verschiedener Cycline und Cyclin-
abhéngiger Kinasen (griin), modifiziert nach Zettler 2000 [131] und Nigg 1995 [88].
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1.6.2 Intrazelluldre Regulation

Extrazelluldre Faktoren binden an ihre spezifischen Rezeptoren an der Zelloberfldche
und konnen dort eine kaskadenartige Abfolge von Reaktionen innerhalb der
Signaltransduktion auslosen, die schliefilich zur vermehrten Zellteilung fiihren kann.
Bestandteile dieser Kaskade sind verschiedene Thyrosinkinasen, G-Proteine (z.B. RAS),

Effektorproteine und membran-assoziierte und zytoplasmatische Proteinkinasen [77].

Eukaryonter Zellzyklus:

Der Zellzyklus stellt die Grundlage der Zellproliferation dar, und bietet somit einen
Angriffspunkt in der Behandlung der In-Stent-Restenose. Die Hemmung der
subintimalen Zellproliferation der koronaren glatten Muskelzellen (CASMCs) konnte
durch einen Eingriff in den Zellzyklusregulationsmechanismus erfolgen.

Der Zellzyklus besteht aus 4 Phasen: G1, S, G2 und M. Ruhende Zellen befinden sich in
der G0-Phase, einem Status mit minimaler mRNA und Proteinsynthese. Eine Zelle kann
in diesem Status fiir viele Jahre verweilen. Sie kann jedoch auf verschiedenste
Stimulation durch z.B. Wachstumsfaktoren jederzeit in die G1-Phase des Zellzyklus
eintreten. In der G1-(Gap)-Phase bereitet sich die Zelle auf die S-(Synthese)-Phase vor, in
der die DNA repliziert wird. Zwischen der S- und der M-Phase liegt die G2-Phase, in
der die Zelle u.a. mRNAs und Proteine, die fiir die Zellteilung benétigt werden,
synthetisiert. In der M-(Mitose)-Phase erfolgt die Zellkern- und Zellteilung (Cytokinese).
Nach der Mitose konnen die Zellen einen erneuten Zellzyklus durchlaufen oder in die

GO-Phase tibergehen.
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1.6.3 Regulation des Zellzyklus

Die Zellzyklusmaschinerie wird durch ein Zellzykluskontrollsystem gesteuert. Dieses
Kontrollsystem vermag den Zellzyklus an bestimmten Stellen, den sog. Checkpoints, zu
arretieren. Es existieren 2 Checkpoints, einer kurz vor dem Ubergang der G1- in die S-
Phase und einer kurz vor dem S-G2 Ubergang. An diesen Ubergingen priift die Zelle
intrazelluldre und extrazelluldre Bedingungen, um gegebenenfalls bei unvollstandiger
Replikation, fehlerhafter DNA oder mangelhafter Zellumgebung durch bestimmte
Mechanismen den Replikationsvorgang zu unterbrechen [120].

Eine Zellzyklusunterbrechung ist also an mehreren Stellen méglich. Zur Therapie der
Restenose erscheint eine Intervention in der GIl-Phase am giinstigsten, da so
Signaltransduktionen, die von  aktivierten  Zellzyklusproteinen ausgehen,
frithestmdoglich unterbunden werden kénnen.

Die Regulation im Zellzyklus erfolgt durch eine Kaskade von Phosphorylierungen von
kritischen Proteinen, die DNA-Replikation, Mitose und Cytokinese initiieren und
regulieren konnen. Diese Phosphorylierungen werden durch Proteinkinasen, den sog.
cyclinabhédngigen Kinasen (CDKs), katalysiert.

Cycline sind regulatorische Proteine, die einem zyklischen Auf- und Abbau unterliegen.
Cycline haben keine enzymatische Aktivitdt, sondern haben die Aufgabe, die Kinasen
zu den von ihnen zu phosphorylierenden Proteinen zu leiten. Es sind mindestens 12
verschiedene Cycline bekannt, die jeweils an bestimmten Stellen im Zellzyklus

exprimiert werden und mit ihren CDKs einen aktiven Cyclin-CDK-Komplex bilden [88].
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1.6.4 Bedeutung der Cycline

Die Progression in der G1 -Phase benotigt hauptsachlich die Aktivierung der Typ D
Cycline und des Cyclin E (Abbildung 5) [54]. Die Typ D Cycline werden in der frithen
G1-Phase als Antwort auf Cytokine synthetisiert, wahrend das Cyclin E wahrend der
zweiten Phase von G1 akkumuliert. Der Ubergang in die S-Phase wird vor allem durch
den Cyclin E/CDK 2-Komplex katalysiert [3].

Negativ reguliert wird der Zellzyklus durch inhibitorische Proteine (CKI). Das sind
Proteine, die an G1 Cyclin/ CDK-Komplexe anbinden und diese inaktivieren. Dadurch
konnen sie eine Zellzyklusunterbrechung induzieren. In Sdugerzellen kénnen die CKI in
zwei unterschiedliche Familien eingeteilt werden: die INK4-Familie und die CIP/ KIP -
Familie.

Die INK4 Familie inhibiert mit p14, p15, p16, p18 und p19 spezifisch Cyclin D/CDK4
und Cyclin D/CDK6 Komplexe und ist in die G1-Phasen Kontrolle involviert [131].

Die CIP/ KIP Familie hingegen schliefit p21, p27 und p57 ein und reguliert die
Zellproliferation wihrend des gesamten Zellzyklus [6, 39, 93].

Das Tumorsuppressorprotein p53 ist ein typischer eukaryonter Transkriptionsfaktor
und ein wichtiger negativer Regulator der Zellproliferation. So wird es bei DNA-
Schdden induziert und bewirkt einen GI1-Arrest tiber die Aktivierung der Expression
von p21, einem Inhibitor der Cyclin E-abhédngigen Kinaseaktivitat [25, 28, 43, 45, 127].
Die Bindung von p2l1 an den Polymerase-Cofaktor Proliferations-Zellkern-Antigen
(PCNA) fiihrt zu seiner Inaktivierung und verhindert so die DNA-Replikation [73]. Die
Bindung von p21 an Cyclin D/CDK4/6 verhindert die Phosphorylierung des
Retinoblastom-Proteins ~ (Rb). = Hypophosphoryliertes = Rb  bleibt an den
Transkriptionsfaktor E2-F gebunden und verhindert damit den Eintritt der Zelle in den
Zellzyklus [131]. So wird es der Zelle ermdglicht, den DNA-Schaden zu beheben.
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Eine Vielzahl anderer Genprodukte wie das Proliferating cell nuclear antigen (PCNA),
das Retinoblastoma Protein (Rb) und Mitglieder der E2F-Familie der
Transkriptionsfaktoren vermogen ebenfalls mit Cyclin/Cyclin-abhdngigen Kinase-
Komplexen zu interagieren und deren Aktivitdt zu modulieren.

Rb {iibt einen entscheidenden Einfluss auf die Kontrolle iiber die Zellzyklusprogression
von der GI1- in die S-Phase. Dies ist zum Grofdteil auf die Fihigkeit des Proteins

zurilickzuftihren, an Transkriptionsfaktoren wie E2F zu binden und zu verandern [113].

1.7 pRb und pocket Proteine und E2F: Schaltstellen im Zellzyklus

Der Zellzyklus von Sdugerzellen ist ein prazise regulierter Prozess, der durch den
Einfluss zahlreicher Faktoren bestimmt wird. Bisherige Untersuchungen hatten gezeigt,
dass den Proteinen aus der pRb Gruppe eine wesentliche Rolle in der Regulation der
Zellzyklusprogression und des Wiedereintritts von Zellen in den Zellzyklus nicht nur
bei glatten Muskelzellen zukommt [10, 48, 49, 107]. Die Proteine, pRb, p107 und p130,
funktionieren in einer Weise, die vom Zellzyklus abhidngig ist. Sie regulieren die
Aktivitdt von zahlreichen wichtigen zelluldren Transkriptionsfaktoren wie z.B. den der
E2F Gruppe.

E2F Proteine wurden erstmals als zellulire Aktivatoren beschrieben, die an ein
spezifisches DNA Element im Promotor des adenoviralen E2 Gens binden [62, 67, 128].
Verschiedene Studien zeigten daraufhin eine Bindung der E2F Proteine an das
Retinoblastoma Protein pRb und an zwei weitere Proteine, p107 und p130 (pocket
Proteine) [11, 55, 69]. In Erganzung dazu konnte gezeigt werden, dass E1A und andere
virale Onkoproteine wie das ,large T-Antigen” des SV-40 Virus oder das E7
Onkoprotein des humanen Papillomavirus durch die Bindung an pocket Proteine E2F
freisetzen, damit die Zellproliferation fordern und schliefdlich die Transformation der
Zelle bewirken [1, 22, 27, 75, 124, 125]. Umgekehrt fiihrt die Bindung von E2F an pRb,
p107 oder p130 zu einer Inhibition der transaktivierenden Wirkung von E2F Proteinen

und einer Repression E2F regulierter Gene [33, 46, 129]. Darunter sind Gene, die fiir
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Zellzyklusregulatoren und fuir Proteine des Nukleotidstoffwechsels und der DNA
Replikation kodieren [53, 84, 96, 122].

Die Komplexe aus E2F und pocket Proteinen sind in Abhdngigkeit vom Zellzyklus
reguliert [26]. Es konnte gezeigt werden, dass pRb in Abhdngigkeit vom Zellzyklus
spezifisch phosphoryliert ist [7, 12, 23]. In der GO oder G1 Phase des Zellzyklus bindet
hypophosphoryliertes pRb an E2F und die transaktivierende Funktion von E2F ist
blockiert [76, 111, 123]. Mitogene Wachstumsfaktoren aktivieren die cyclinabhdngigen
Kinasen Cdk4/Cké6, die im Komplex mit Cyclin D die Phosphorylierung von pRb
katalysieren [71, 74, 86, 91]. Dies fiihrt zur Dissoziation des E2F/pRb Komplexes, der
Transaktivierung von E2F Zielgenen und dem Eintritt der Zelle in die S-Phase des

Zellzyklus (Abbildung 6) [26, 44, 76].

>

transkriptionelle Repression transkriptionelle Aktivierung

G1 S

Abbildung 6: E2F wird durch pRb reguliert

Zusammen bilden E2F und pRb somit eine zentrale Schaltstelle in der Regulation des

Zellzyklus. Dies wird durch die Beobachtung bestitigt, dass in vielen Tumoren eine
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Inaktivierung des Retinoblastoma Proteins vorliegt oder die Mechanismen zur
Regulation der E2F/pRb Komplexe inaktiviert sind [2, 110].

Das Rb Gen besitzt alle Eigenschaften eines klassischen Tumorsuppressorgens und ist in
mindestens einem Drittel aller Tumoren mutiert oder komplett abwesend [110, 121].
Mutationen in einzelnen Allelen im Rb Gen erzeugen eine Pradisposition fiir eine grofie
Anzahl von Tumorarten [121]; heriditdre inaktivierende Mutationen im Rb Gen dagegen
sind mit dem selten auftretenden Retinoblastoma Tumor der Augen im Kindesalter
assoziiert [36].

PRb ist zusammen mit p107 und p130 Mitglied der pocket Proteinfamilie [26, 119]. Alle
pocket Proteinfamilienmitglieder besitzen eine tiberlappende Sequenzhomologie, vor
allem in der pocket domain der jeweiligen Proteine. Trotz der bestehenden Homologie
ist Rb das einzige Gen, das in Tumorzellen hédufig mutiert ist [69]. Die physiologische
Bedeutung jedes einzelnen Familienmitgliedes wurde durch Knockout-Mausmodelle
aufgeklart. Rb-/- Mduse sind nicht lebensfdhig und zeigen eine Letalitdt zwischen den
embryonalen Tagen E13 und E15 und weisen Differenzierungsanomalien in einer
Vielzahl von Geweben auf, die wahrscheinlich durch unkoordinierten Zellzykluseintritt
und Apoptoseinduktion hervorgerufen werden [13]. pl07-/- und p130-/- Mduse
dagegen sind lebensfihig und zeigen keine Tumorbildung, was die unterschiedliche
Bedeutung von p107 und p130 in Bezug auf die Zellzykluskontrolle im Gegensatz zu
pRb unterstreicht. Jedoch zeigen pl107-/- und p130-/- Doppel-Knockout-Mduse
embryonale Letalitit, was fiir eine funktionelle Uberlappung zwischen p107 und p130
spricht [18]. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass in Abwesenheit von p107 in
Rb+/- Embryos die Entwicklung von Abnormalitdten beschleunigt wird, was ebenfalls
fiir eine funktionelle Redundanz zwischen pRb und p107 spricht [68]. Daher ist es eher
unwahrscheinlich, dass p107 und p130 eine Tumorsuppressorfunktion innehaben, auch
gerade deshalb, weil die Mutation dieser beiden Gene in Tumoren bislang nicht
beschrieben wurde.

Das pl07 Protein ist ein weiterer negativer Regulator des Zellzyklus. Eine
Uberexpression von pl07 hat gezeigt, dass es bei bestimmten Zellen einen

Wachstumsarrest in der G1-Phase bewirkt. Der genaue Mechanismus ist nicht geklart,
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dennoch scheint er zumindest zum Teil, &dhnlich dem Rb, auf einer
Transkriptionshemmung von E2F zu beruhen, woraus ein GIl-Phasenarrest und
konsekutiv eine Pravention der DNA-Replikation resultiert [94, 132, 132].

Eine zytostatische Gentherapie mit einer zusammengesetzten aktiven Form eines
Retinoblastom-Gen-Produkts und eines p130-Gen-Transfers zeigten eine signifikante
Abnahme der Proliferation von SMCs und Bildung einer Neointima bei Karotis- und
Femoralarterien von Ratten und Schweinen im Modell der Restenose [10, 14].

Hierdurch besteht die Moglichkeit, mehr tiber den Einfluss des p107 Gens aus der pRb-
Gruppe auf vaskuldres Remodeling nach Ligatur der Arteria carotis communis in einem

p107 Knockout-Maus-Modell zu erfahren.

1.8 Rolle des p130

Die Bedeutung des Proteins p130 im Rahmen einer Reaktion auf ein induziertes Trauma
durch eine Ligatur der Arteria carotis communis ist bereits untersucht worden [108]. Die
Daten wiesen darauf hin, dass der Verlust des Zellzyklus Inhibitors p130 zu einer
gesteigerten Traumaantwort fiihrt, woraus sich eine zentrale Rolle fiir p130 in der
Zellzykluskontrolle wéahrend einer Reaktion auf eine Gefdfiwandverletzung ergibt. Die
verstiarkte Traumareaktion in Zusammenhang mit p130 -/- erhielt die Moglichkeit des
perfekten Remodelings.

Das therapeutische Ziel eine Restenose zu verhindern sollte darauf abzielen, eine
intimale, mediale und adventitielle Proliferation zu reduzieren sowie das Phianomen des

inaddquaten arteriellen Remodelings zu verhindern [58].
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2 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die Bildung der Neointima durch proliferierende vaskuldre glatte Muskelzellen ist das
Schliisselereignis in der Restenoseentwicklung nach PTCA. Ein Ansatz zur
Verringerung bzw. Vermeidung der Restenose ist daher, das Proliferationsverhalten der
glatten Muskulatur hemmend zu beeinflussen.

Bei der Proliferation von glatten Muskelzellen spielen mitogene sowie weitere Faktoren,
die den Zellzyklus beeinflussen, eine zentrale Rolle. Das Hauptaugenmerk richtet sich
dabei auf die Stelle innerhalb des Zellzyklus, an der Zellen aus der G1-Phase in die S-
Phase tibertreten. Dieser Vorgang wird entscheidend von Zyklinen gepragt, die
wiederum abhéngig von Proteinen aus der pRb-Familie sind, wie z.B. pRb, p107 und
p130 [48, 80, 107]. Alle diese Faktoren miissen in einer zellzyklusabhingigen Weise
aktiviert und inaktiviert werden, damit die Zellen den Zellzyklus durchschreiten
konnen, um sich letztlich zu teilen und im Verband zu wachsen.

Vor diesem Hintergrund sollte der Einfluss der Proteine aus der pRb-Gruppe in Bezug
auf einsetzende Reparaturmechanismen nach einer GefafSverletzung [48, 49, 56, 101, 107]
untersucht werden.

Die Proteine pRb, pl07 und pl130 sind entsprechend strukturiert, um an andere
Zellzyklusregulatorproteine zu binden und um die Aktivitidt von zahlreichen wichtigen
Transkriptionsfaktoren zu regulieren [109]. Hierbei wird insbesondere die E2F Gruppe
beeinflusst, die die Expression von Genen reguliert, welche wiederum wichtig fiir die

Zellzyklusprogression und die zelluldre Differenzierung sind [107].

Vorausgegangene Studien haben bereits bestétigt, dass eine Beeinflussung von pRb und
anderen Zellzyklusregulatoren eine intimale Verdickung nach PTCA in Schweine-
Arterien unterdriicken kann [38]. Es zeigten sich auch eine signifikante Abnahme von
glatten Muskelzellen und Neointimabildung im Ratten-Karotis- und in Schweine-
Femoralarterien-Modell [10, 14]. Diese Ergebnisse konnten in einer histomorpho-

metrischen Studie tiber p130 -/- Mduse, die eine gesteigerte vaskuldre Traumaantwort
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zeigten, bestdtigt werden [108]. Die Ergebnisse stellen die Bedeutung von p130 fur die
Traumaantwort und arteriellem Remodeling heraus und implizieren somit eine zentrale
Rolle von p130 in der Beeinflussung des Zellzyklus im Rahmen einer Reaktion auf
GefdfSwandschéaden.

Deshalb stellte sich die Frage, ob die Kontrolle der Zellzyklusprogression wéahrend der
vaskuldren Traumaantwort und des Remodelings ein spezifischer Aspekt ist, der von
bestimmten Proteinen der pRb Gruppe, wie z.B. pRb selbst oder p130, ausgetiibt wird,
oder ob es sich eher um einen unspezifischen Effekt handelt, der sich bei allen pRb
Proteinen oder zahlreichen Zellzyklusinhibitoren findet.

In Anbetracht der hohen strukturellen Ahnlichkeit des p107 mit p130, insbesondere in
den pocket domains, die zu anderen Zellzyklusregulatoren binden, sollte untersucht
werden, ob auch p107 in dem verwendeten Modell eine wesentliche Regulatorfunktion

einnimmt.

Aufgabe dieser Arbeit war es daher, in einer histomorphometrischen Studie den
Einfluss von pl07 auf die Reparaturmechanismen nach einem GefédfStrauma zu
untersuchen. Um vergleichbare Bedingungen zu gewdhrleisten, wurde die Studie unter

gleichen Voraussetzungen wie die Studie tiber p130-Mduse durchgeftihrt [108].
Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden:
- Resultiert das Fehlen von p107 in einer gesteigerten Traumaantwort?
- Handelt es sich bei der vaskuldren Traumaantwort und dem vaskuldren
Remodeling um einen spezifischen Aspekt, der von bestimmten Proteinen der
pRb Gruppe, wie z.B. p130, ausgetibt wird, oder handelt es sich eher um einen

unspezifischen Effekt, der sich bei allen pRb Proteinen oder zahlreichen

Zellzyklusinhibitoren findet?
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3 Material und Methoden

3.1 Tiere

Die p107 Knockout (p107-/-) -Mé&use wurden freundlicher Weise von T. Jacks von dem
Massachusetts Institute of Technology bereitgestellt [18, 68] und sind bereits von
Cobrinik et al. im Detail beschrieben worden. Die Herstellung der Mauslinie erfolgte am
Massachussets Institute of Technologie wie folgt: Der auf das Gen p107 wirkende Vektor
wurde in den 129/Sv D3 Strang embryonischer Stammzellen eingebracht, bevor die
anversierten embryonischen Stammzellklone in C57BL / 6 Blastozyten injiziert wurden.
Die Mduse wurden dann in einem DBA Hintergrund geziichtet (Jackson Laboratories,
ME, USA). Die Fortfithrung der Mauslinie erfolgte am Krannert Institute of Cardiology,
LARC, Indiana University, Indianapolis, USA. Um homozygote p107 -/- und p107 +/+
Versuchstiere zu erhalten, wurden heterozygote p107 +/- Mduse gepaart. Die in dieser
Studie verwendeten Tiere waren zwischen 3 und 5 Monate alt und wurden in zwei
Gruppen von homozygoten pl07 -/- und pl07 +/+ Mduse unterteilt. Alle
Manipulationen wurden geméfS der Vorgaben des ,National Institutes of Health” (INIH)
und der ,Institutional Animal Care and Use Guidelines” durchgefiihrt.

Um den genotypischen Status beurteilen zu konnen, wurde eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Die Nachkommen aus den Paarungskifigen
wurden auf die Prasenz des Neogens durch PCR untersucht. Dazu wurde ein Satz von
drei Primern verwendet, wie durch Cobrinik et. al bereits beschrieben und veroffentlicht
wurde [18]. Die Primer erlauben es, zwischen dem Neogen und dem natiirlicher Weise
vorkommenden pl07 Gen zu unterscheiden. Die Reaktionsprodukte wurden mittels
Elektrophorese durch ein 1% Agarosegel analysiert und durch eine Ethidium - Bromid

Farbung erkannt.
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3.2 Carotis-Ligationsmodell der Maus

Das Carotis-Ligationsmodell wurde als eine Modifikation des Modells angewendet,
welches von Kumar et al. veroffentlicht wurde [63].

Die Tiere wurden mit 2,5% Avertin (0,015ml/g Korpergewicht ip.) narkotisiert. Die
rechte Arteria carotis communis wurde mittels eines kleinen Einschnitts in der
Mittellinie des Halses freiprdpariert und mit einer 6-0 Propylennaht etwa 2 mm
proximal der Karotisbifurkation ligiert, um den Blutfluss zu unterbrechen.

Zusétzlich wurde, in Anlehnung an das Modell von Carmeliet et al., an den Mé&usen
auch eine perivaskuldre elektrische Verletzung vorgenommen [9].

Fiir das Femoralismodell wurde unter dem oben genannten Narkoseprotokoll die linke
Femoralarterie durch einen Schnitt in der Leiste dargestellt. Fir ca. 2 s wurde ein
elektrischer Impuls in Hohe von 600 pA Punkt fiir Punkt durch die Spitzen einer
bipolaren Pinzette geleitet, insgesamt iiber eine Lange von ca. 4 mm.

Danach konnten sich die Tiere 3 Wochen lang erholen und wurden dann durch eine
Uberdosis Halothan getstet und durch Perfusion fixiert. Dazu wurde der Brustkorb
gleich nach dem Tod eroffnet und das Herz mit einer 25 Gauge grofien Kaniile
punktiert, tiber welche die Infusion einer phosphatgepufferten Salzlosung (PBS) unter
physiologischem Druck lief. Uber einen Einschnitt in die Vena cava inferior wurde das
Blut drainiert. Nach 5 Minuten wurde die PBS durch ein 10% gepuffertes Formaldehyd
ersetzt. Bevor die Mduse seziert und fur die endgiiltige Fixierung vorbereitet wurden,
wurden sie fiir weitere 5 Minuten mit 10% gepuffertem Formaldehyd durchtrankt.
Samtliche Eingriffe an den Tieren wurden am Krannert Institute of Cardiology, LARC,
Indian University, Indianapolis, USA, durchgefiihrt. Die histologische Aufarbeitung
und Analyse der Prdparate erfolgte am Leibniz-Institut fiir Arterioskleroseforschung,

Departement Molekular-Kardiologie, an der Universitdt Miinster.
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3.3 Histologische Analyse und Morphometrie

Das Gewebe wurde durch verschiedene Ethanolkonzentrationen dehydriert und nach
Standartmethoden in Paraffin eingebettet. Die Schnitte wurden wiederbewéssert und
mit Verhoff - van Gieson Farbung oder Hadmatoxilin-Eosin-Farbung (H&E) sichtbar
gemacht. Morphometrische Analysen wurden mittels der Euro-Soft Software zur
Messung des Umfangs der Lamina elastica externa (EEL), der Lamina elastica interna
(IEL) und der Lumengrenze durchgefiihrt. Die Flichen wurden tber die
Umfangsmessungen ausgerechnet. Dazu wurde eine kreisférmigen Struktur der Gefife
unter in vivo Bedingungen angenommen. Alle morphometrischen Messungen wurden
an Verhoff- van Gieson gefarbten Prdparaten durchgefiihrt. Fiir nicht manipulierte
Gefdfse wurden morphometrische Werte von mindestens 3 Schnitten pro Gefdfs und Tier

ermittelt.

3.4 Statistische Analysen

Mittels des t-test fiir unabhidngige Proben wurden statistische Analysen durchgefiihrt.
Fiir morphometrische Messungen der ligierten Karotisarterie (n=9 bei p107 -/- Mdusen
gegeniiber n= 12 bei p107 +/+ Mdusen) wurden tiber insgesamt 25 Schnitte analysiert.

Statistische Analysen von ligierten Arteriae carotis communis wurden unter Benutzung
wiederholter Messungsanalysen von der Varianz (RM ANOVA) durchgefiihrt, bei der
Schnitte innerhalb eines Gefdf3es als eine wiederholte Messung behandelt wurden. Im
Fall von fehlenden Werten eines bestimmten Abschnitts, der durch die
Préparationsprozedur hervorgerufen wurde, sind die Daten mittels des Durchschnitts
der Werte auf beiden Seiten eingegeben worden. Die Werte sind als Mittelwerte +

Standartfehler der Mittelwerte (SEM) gegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Morphometrische Gefédfdanalyse von p107 -/- Mdusen

Die p107 -/- Mduse waren von dem Kontroll-Wildtyp p107 +/+ in Bezug auf Grofie und
Korpergewicht nicht vergleichbar. Die Werte fiir das Korpergewicht betrugen 24.46 +
1.16 g im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 27.39 + 1.14 g pro Tier (nicht signifikant:
n.s.). Bei der Praparation der Mduse wurden weder entlang des GefidfSbaumes noch am
Herzen makroskopische Unregelmaifiigkeiten entdeckt. Das mittlere Herzgewicht betrug
181.00 + 11.00 mg bei pl07 -/- Mdusen im Vergleich zu 204.55 + 10.30 mg in der
Kontrollgruppe (n.s.).

Um die arteriellen Gefdf3verhiltnisse zu evaluieren, fithrten wir an unverletzten
Arterien, also der Aorta thoracica, der linken Arteria carotis communis und der rechten
Arteria femoralis, morphometrische Analysen durch. Die Messungen ergaben, dass alle
untersuchten BlutgefafSe fiir p107 -/- Mduse und die p107 +/+ Kontrollgruppe keinen
signifikanten Unterschied aufwiesen. Die Werte fiir die Lumen- und Gefdfwandflidche
tur p107 - /- Méduse und der Kontrollgruppe sind in Tabelle 1 dargestellt.

In Ubereinstimmung mit der reguliren Gefaflentwicklung zeigten sich weder in der
einen noch in der anderen Gruppe mikroskopisch pathologische Verdnderungen, im
Sinne einer spontanen Neointimabildung oder einer lokalen Gefdfiwandverdickung.
Auch die Anzahl der elastischen Schichten war mit denen der Kontrollgruppe
vergleichbar. Typischer Weise lagen sie bei der Aorta bei 5-6 und bei der Arteria carotis
communis bei 3-4 elastischen Schichten. Die Abbildung 7 zeigt exemplarisch Verhoff-
van Gieson und H&E Fiarbungen von der Aorta thoracica und der Arteria carotis
communis, sowie der Arteria femoralis von p107 -/- Mdusen und der pl107 +/+

Kontrollgruppe.
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Tabelle 1

p107 -/- p107 +/+ p
Aorta thoracica
Lumenfliche 31.42 x 104+ 1.19 x10* 28.76 x 104+ 0.93 x 10* n.s.
Wandflédche 5.80 x 10% £ 0.25 x 10* 6.13 x 104 £ 0.17 x 10* n.s
n=11 n=12
Arteria femoralis
Lumenfldche 4.45x10%£0.44 x 104 3.84 x 104 £ 0.32 x 10* n.s
Wandflache 0.83 x 104 £ 0.05 x 104 0.92 x 104+ £ 0.05 x 104 n.s
n=10 n=13
Arteria carotis communis
Lumenfldche 7.06 x 104+ 0.37 x 104 6.54 x 104 £ 0.31 x 104 n.s
Wandflache 1.55 x 104+ 0.13 x 104 1.47 x 104+ 0.06 x 104 n.s
n=10 n=11

Die morphometrischen Analysen wurden mittels der Euro-Soft Software durchgefiihrt. Gemessen wurde der
Umfang der Elastica externa und der Neointima. Die Flichen wurden tiber die gemessenen Umfiinge bei Annahme
einer kreisrunden Struktur des Gefiiffes unter in vivo Bedingungen errechnet. Die Werte sind in um? und als

Mittelwerte £ SEM fiir die p107 /- und p107 +/+ Mduse angegeben (n.s. = nicht signifikant).

32



pl07 -/- pl07 +/+

©

i}

—

o

<

2

)

O

pul

)

o

<

2

©

—

g o

. . - et

< V- L SIS -
Abbildung 7:

Querschnittsfliichen der unbehandelten Gefiifle von p107-/- und p107 +/+ Miusen. Die Grafik zeigt Van Gieson Firbungen der
Aorta thoracica, der linken Arteria carotis communis und der rechten Arteria femoralis. Zusitzlich wurden H&E Firbungen fiir
die Femoralarterie (kleine Bilder) angefertigt. Alle Priparate wurden von perfusionsfixierten Tieren gewonnen. Vergrofierung:
Aorta 320 x, Karotis- und Femoralarterie 400x.

4.2 Einfluss der Ligatur auf den Prozess des Remodelings bei p107 -/- Miusen

Um den Einfluss des p107 Gens auf das Gefédfiremodeling nach traumatischem Stimulus
und verdnderten arteriellen FliefSeigenschaften zu testen, fiithrten wir eine Ligatur der
rechten Arteria carotis communis durch. Drei Wochen nach Ligatur wurden die Tiere

getotet und fiir morphometrische Analysen prapariert.

33



Die morphometrischen Untersuchungen zeigten, dass das Lumen beider ligierten
Arteriae carotis communis p107 -/- (n=7) und p107 +/+ (n=9) im Vergleich zu den nicht
traumatisierten kontralateralen um mehr als die Halfte vermindert war. Dariiber hinaus
wich die Lumenfldche im Mittel von den ligierten Arterien zwischen p107 -/- und p107

+/+ Madusen nicht signifikant ab.

Lumen Arteria carotis communis
p107-/- pl07+/+
ligiert 298 x104+0,84 x 104 | 3,03 x 104+ 0,84 x 104 | n.s.
nicht-ligiert 707 x104+1,12x10* | 6,54 x 104 £ 1,03 x 10* | n.s.

Lumenflédche:

Mittlere Werte fiir die Lumenflidche reichten von 1,51 x 104 £ 0.97 x 104 bis 4.20 x 104 +
218 x 104 pm?fur p107 -/- Mduse gegeniiber 1.87 x 104 £ 1.35 x 104 bis 4.87 x 10* £ 2.26 x
104 um? fiir p107 +/+ Méduse (Abbildung 8 B).

Fldache der Media und Neointima:

Auch die gesamte Gefifiwandquerschnittsfliche (Media + Neointima) in p107 -/-
Midusen war, verglichen zu den Kontrollmdusen, nicht signifikant erhocht, wie in
Abbildung 8A dargestellt ist. Der Anstieg der Gefafswandfldche war praktisch entlang
der untersuchten Lasion konstant. Die mittlere Gefdfswandfldche reichte von 2.26 x 104 +
0.84 x 104 bis 3.76 x 10* £ 1.21 x 104 um? fur p107 -/- Méduse gegentiber 2.55 x 104 £ 0.62 x
104 bis 4.37 x 10% £ 2,12 x 104 pm? fiir die Kontrollgruppe.

34



Flache der Media:

Wiéhrend die Gefdflwandfldche insgesamt bei pl107 -/- Mdusen erhoht war, zeigten
jedoch Analysen der Querschnittsfliche der Tunica media von der ligierten Arteria
carotis communis keine signifikanten Unterschiede zwischen p107 -/- und den
p107 +/+ Médusen. Die Werte reichten von 1.97 x 104 + 0.21 x 10% bis 3.10 x 10* £ 0.91 x
104 ftir p107 -/- Mduse gegentiber 2.15 x 104 + 0.33 x 104 bis 3.46 x 10* £ 1.19 x 104 pm? fiir
die Kontrollgruppe.

Flache der Neointima:

Die mittlere Neointimafldche reichte von 0.17 x 104+ 0.22 x 10* bis 0.81 x 104 + 1.01 x 10*
pm? fiir p107 -/- Méduse gegentiiber 0.15 x 104 + 0.23 x 10* bis 0.91x 104 £ 1.20 x 104 pm?
tir p107 +/+ Méuse.
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Abbildung 8 A und B:

Morphometrische Messung der rechten ligierten A. carotis communis sowie der Kontrollgruppe von p107-/- Mé&usen.
Abbildung A zeigt die Querschnittsflichen der ligierten A. carotis communis 3 Wochen nachdem eine Ligatur gesetzt
wurde. Entsprechende Werte sind fiir die Lumenflidche in Abbildung B dargestellt. Uber eine Strecke von ca. 750 pm
proximal und ca. 300 pm distal der Ligatur wurde jeder 6. Schnitt untersucht. Schnitte die sich zu nah an der Ligatur
befanden, wurden von der Studie ausgeschlossen. Die Werte sind Ergebnisse von Messungen an p107-/- Méusen und
der Kontrollgruppe und sind in pm?2 dargestellt.

(n.s.: nicht signifikant)
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4.3 Traumamodell an der Arteria femoralis

Um diese Ergebnisse an einem anderen Modell zu testen, untersuchten wir den Einfluss
von perivaskuldren elektrischen Gefdafischaden an der Arteria femoralis.

In Ubereinstimmung mit den aus dem Carotis-Ligationsmodell gewonnenen Daten,
wurden fiir beide Madusegruppen pl07-/- (n=8) und pl07+/+ (n=6) vergleichbare
Ergebnisse fiir die Femoralarteriengefiflwdande und Lumina gemessen. Auch die

Neointimafldchen waren in beiden Gruppen nicht signifikant verschieden (Abb. 10).

Abbildung 9: A. femoralis
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Abbildung 10:

Morphometrische Messungen der linken Arteria femoralis nach elektrischer perivaskulirer Verletzung. Das Histogramm zeigt
die Querschnittsfliche der gesamten Gefiffwand, der Neointima und des Lumens von p107 -/- (n=8) und p107 +/+ (n=6)
Miiusen. Werte( in um?2) sind als Mittelwerte + Standartabweichung dargestellt.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt am pl07 Knockout-Maus-Modell eine normale
Gefafsstruktur aber keine gesteigerte Proliferation von Gefdfizellen, nachdem eine

Ligatur bzw. eine perivaskuldre elektrische Schdadigung an einer Arterie gesetzt wurde.

Die hier vorgelegte Studie wurde durchgefiihrt, um die Rolle insbesondere des Proteins
p107 zu evaluieren, hinsichtlich der Verdnderungen an der Gefdflwand, nachdem sie im
Rahmen einer Ligatur oder eines perivaskuldren elektrischen Impulses verletzt wurde.

Das Protein pl07 gehort zu der pRb Gruppe, bei der es sich um eine Gruppe von
Zellzyklusinhibitoren handelt. Sie iiben ihre Effekte auf den Zellzyklus aus, indem sie
die Aktivitdt der E2F Transkriptionsfaktoren kontrollieren [48, 49, 107]. Fur die Proteine
der pRb Familie wie ftir das pRb selbst und fiir das p130 wurde die wichtige Rolle fiir
die Reaktion auf eine arterielle Schiddigung bereits hervorgehoben, wie die Studien an

hypertensiven Ratten [35] und an Mé&usen [108] gezeigt haben.

Bereits 1993 erzielte Cobrinik et. al ein wichtiges Ergebnis, aus dem sich Hinweise fiir
die Bedeutung von p130 in Bezug auf die Kontrolle des Zellzyklusstillstands innerhalb
der GO Phase ableiten liefSen [17]. Deshalb wurde in der p130 Studie untersucht, ob eine
Inaktivierung des pl30 eine zentrale Rolle wédhrend des Prozesses gesteigerter
Proliferation glatter Muskelzellen im Zusammenhang mit Neointimabildung und

Gefdflwandverdickung nach arteriellem Trauma spielen wiirde.

Verschiedene in vitro und in vivo Modelle waren bereits etabliert, die die Rolle von
mehreren Faktoren beschreiben, welche eine SMC Proliferation und Neointima Bildung
nach mitogener Stimulation oder nach arterieller Verletzung hervorrufen [102]. Studien
tiber zytostatische Gentherapien, bei denen die Proteine pRb oder p130 iiberexpremiert
wurden, zeigten in Tiermodellen eine signifikante Reduzierung hinsichtlich der Bildung

von Neointima als Folge einer abnehmenden Proliferation der glatten Muskel-
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zellen [10, 14]. Die durch den Adenovirus vermittelte arterielle Transduktion von p130
reduzierte die neointimale Hyperplasie bei einem Gefdfischaden und beugte einer
Restenose vor, indem die Proliferation der glatten Muskelzellen blockiert wurde. Dies
geschah durch Einflussnahme auf die Bindungskapazitat von
Transkriptionsfaktorregulatoren E2F. Der Verlust von p130 und seiner biologischen
Funktion zum Erhalt der Gefafsstruktur war bis dato nicht unter dem Gesichtspunkt des
Reparaturmechanismusses unter nattirlichen Bedingungen untersucht worden. Eine
betrdchtliche Anzahl von Studien hatte ihren Schwerpunkt mehr auf die Einflussnahme
von Neointimabildung verlegt, als auf die Untersuchung des vaskuldren Remodeling.
Der Prozess des vaskuldren Remodeling scheint allerdings insgesamt von enormer
Relevanz fur die klinischen Resultate postinterventionell sowie auch wéahrend des

Prozesses der Atherosklerose zu sein.

Viele Studien haben bereits den hohen Stellenwert des Gefdfsremodelings
hervorgehoben, den es auf die Lumenvergrofierung oder die Lumenverengung in
Abhangigkeit des Verhiltnisses zwischen Lumen und GefdfSwandflache hat [4, 120].
Adaptives Remodeling scheint eine frithe physiologische Reaktion zu sein, um bei
Arteriosklerose eine Lumenverkleinerung zu kompensieren [64, 120]. Im Zuge der
Angioplastie steigt der Einfluss des Remodelings, wahrend der relative Beitrag intimaler
Neubildung, welche zu einem spdten Lumenverlust fithrt, mit der Zeit abnimmt [24].
Mehrere verschiedene klinische Studien haben eine bemerkenswerte inter-individuelle
Variabilitdt in der Ausprdgung des Remodeling festgestellt [118]. Konstriktives,
verengendes Remodeling wurde teilweise in Beziehung gesetzt zu dem Vorkommen
von spezifischen Umweltfaktoren wie z.B. dem Rauchen [60, 114] oder Diabetes [61].
Allerdings ist auch klar, dass genetische Faktoren genauso gut dazu geeignet sind, das
Gleichgewicht zwischen konstriktivem und adaptivem oder ungiinstigem und

perfektem Remodeling herzustellen.

Sindermann et al. konnten bereits in einer vorausgegangenen Studie am p130

Knockout-Maus-Modell zeigen, dass ein Anstieg der GefdfSwandfliche nach einer
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Gefafsverletzung primdr durch Neointimabildung verursacht wird [108]. Dazu wurden
in der p130 Studie morphometrische Analysen an nicht behandelten Gefifien wie der
Aorta sowie an Femoral- und Karotisarterien durchgefiihrt. Die Ergebnisse erbrachten
den Nachweis von normalen Gefdfigeometrien. Nach Geféafsverletzung, induziert durch
eine Ligatur der Arteria carotis communis, entwickelte sich bei p130 -/- Mdusen ein
signifikanter Anstieg der Gefdfiwandfldche, der primdr durch einen wesentlichen

Anstieg der Neointimafldche verursacht wurde.

Der in der p130 Studie aufgezeigte Vorgang neointimalen Wachstums und verstarkter
Gefdffwandexpansion beschreibt einen frithen Effekt der Proliferation von glatten
Muskelzellen. Eine zentrale Rolle in der Vermehrung der glatten Muskelzellen ist

mitogenen Faktoren und weiteren Faktoren, die den Zellzyklus steuern, zuzuschreiben.

Die Ergebnisse wiesen darauf hin, dass der Verlust des pl30 zu einer gesteigerten
Traumaantwort fiihrt, woraus sich eine Funktion des p130 innerhalb der
Zellzykluskontrolle als Reaktion auf eine Verletzung der Gefdfiwand ableiten liefs. Die
gesteigerte Verletzungsantwort in dem Zusammenhang von p130 -/- findet dabei im

Rahmen des perfekten Remodeling statt.

In Anbetracht der hohen strukturellen Ahnlichkeit des p 107 mit p130, insbesondere in
den pocket domains, die zu anderen Zellzyklusregulatoren binden, formulierten wir die
Hypothese, dass in dem verwendeten Modell auch pl07 eine wesentliche
Regulatorfunktion einnimmt.

Im Vergleich zu den Ergebnissen bei p130 -/- Mdusen zeigten die p 107 -/- Méduse unter
vergleichbaren Bedingungen jedoch keine Verdnderungen des Gefdfles. Zwar zeigte das
Fehlen von p 107 im Gegensatz zu den p130 -/- Mdusen keine gesteigerte Reaktion auf
eine Ligatur des Gefidfles, allerdings war die Neubildung der Neointima und die
Gefdfiwandfldche mit denen der Kontrollmé&use vergleichbar.

Moglicherweise sind die Studien von p130 und p107 Knockout-Médusen nicht direkt
miteinander vergleichbar. So konnten beispielsweise Unterschiede im genetischen

Hintergrund der beiden Mduselinien vorliegen. Um dennoch die generelle Giiltigkeit
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tiir die Daten fuir die p107 Maus darzulegen, wurde ein weiteres Modell verwendet, bei
dem die Schiadigung elektrisch und perivaskuldr an einer Femoralarterie erfolgte.
Obwohl es sich um ein anderes Modell handelte, zeigte es im Wesentlichen
vergleichbare Ergebnisse:

Der Verlust des Proteins p107 war nicht mit einer gesteigerten Reaktion auf ein Trauma
oder eine Ligatur assoziiert. Trotzdem muss angemerkt werden, dass die Ergebnisse nur
spezifisch fiir das Modell der Ligatur oder des perivaskulédren elektrischen Schadens
sein konnen. Deshalb haben die Ergebnisse potentiell eine eingeschrénkte Relevanz fiir
andere Modelle und andere Spezies.

Dartiber hinaus kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass Kompensations-
mechanismen einen frithen zugrunde liegenden Effekt verdeckt haben. Allerdings war
es auch nicht die Intention, den zeitlichen Verlauf von Ligatur oder elektrischer
Verletzungsantwort zu untersuchen, sondern das Augenmerk auf einen
fortgeschrittenen Verlauf der Reaktion zu richten, die vom klinischen Standpunkt her

von grofitem Interesse ist.

Diese Ergebnisse lassen verschiedene Schlussfolgerungen zu:
Die Regulation des Zellzyklusses fiir glatte Muskelzellen (SMC) nach vaskuldrer
Verletzung scheint kein redundanter Effekt der pRb Familie sondern ein spezifischer

Effekt zu sein, wie er bereits fiir das Protein p130 nachgewiesen wurde [35, 108].

Die vorliegenden Resultate und vorangegangenen Studien geben Anlass zu der
Hypothese, dass die Regulation der Traumaantwort durch die Bindung von pRb und
p130 an andere Zellregulatoren nicht nur, wie bisher angenommen, durch die conserved
pocket domains kontrolliert wird, sondern auch durch andere, noch nicht definierte
Faktoren. Diese Erkenntnis beinhaltet einen neuen Aspekt in der Reaktion auf vaskuldre

Schadigung.
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Weitere Studien an pl30-spezifischen Pfaden sowie Untersuchungen an den
funktionellen primdren und sekundéren Proteinstrukturen von p 130 in Hinblick auf die
Proliferation und Differenzierung werden notwendig sein, um die Pathophysiologie der
Traumaantwort besser zu verstehen. Diese Versuche werden so den Weg fiir neue und

spezifische therapeutische Ansdtze bahnen konnen.
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