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1 Einleitung

1.1 Vaskulire glatte Muskelzellen (VGMZ)
1.1.1 Funktion der VGMZ

Die wichtigste Aufgabe des Blutgefafdsystems (bestehend aus Arterien, Venen und
Gefafien der Mikrozirkulation wie Venolen, Arteriolen und Kapillaren) ist die Versorgung
der Zellen im gesamten Korper, unabhangig von ihrer Spezifikation und mit nur einigen
wenigen Ausnahmen, mit sauerstoffreichem Blut. Dariiber hinaus ist die Aufgabe des
Gefafdsystems die Verteilung und der Ausgleich der Elektrolyte und Nahrstoffe, sowie der
Abtransport der vom Korper verstoffwechselten Abbauprodukte, sodass diese spater
liber Lunge, Leber oder Niere ausgeschieden werden konnen. Die Verteilung von
Hormonen jeglichen Ursprungs findet ebenfalls durch das Gefaf3system statt. Fiir die

Funktion des Gefaf3systems ist die Aufrechterhaltung des Blutdrucks essenziell. (1)

Mit Ausnahme der Kapillaren, welche nur aus Endothelzellen bestehen, sind alle weiteren
Gefafde gleich aufgebaut und bestehen aus drei Gewebsschichten (Abbildung 1.1.1). Die
Tunica intima besteht aus Epithel- und Bindegewebe sowie Endothelzellen, die das
Gefafdlumen auskleiden. In der Tunica media befinden sich vaskuldre glatte Muskelzellen
(VGMZ) und in der Tunica Externa zum grofdten Teil Kollagen.(?) Arterien sind
insbesondere in der zweiten Schicht, der Tunica media, dicker, da sich hier mehrere
Schichten VGMZ befinden. Dies liegt einerseits an dem hoheren Blutdruck, welchen sie
aushalten, aufrechterhalten und weitertransportieren miissen. Andererseits muss hier
ein groflerer Aufwand zur Blutdruckregulation betrieben werden, wofiir diese
Muskelzellen von elementarer Bedeutung sind. Die Tunica externa oder adventitia sowie

die Tunica interna sind in den Arterien und Venen in etwa gleich ausgepragt (2.

Die VGMZ in der Tunica media konnen durch Kontraktion bzw. Dilatation das Gefaf3lumen
verandern, damit den Tonus des Gefafdes erhohen oder senken und dadurch den
Blutdruck wie auch die Perfusion regulieren.(®) Hierbei spielen die Arterien mit ihrer
ausgepragteren Schicht an VGMZ eine deutlich gréfiere Rolle verglichen mit den weiteren
Gefaflen.® Die Blutdruckregulation wird auf unterschiedliche Weise durchgefiihrt.
Wichtige Funktionen bei der Blutdruckregulation spielen z.B. das Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System (RAAS), welches von der Niere kontrolliert wird, sowie die
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Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin, die tber ihre Wirkung an «ol-
Adrenozeptoren (Adrenalin und Noradrenalin; Tonussteigerung) oder 32 Rezeptoren
(Adrenalin; Tonussenkung) an den VGMZ den Blutdruck dosisabhédngig erh6hen bzw.
senken. Lokal spielen Faktoren wie Stickstoffmonoxid (NO), ADP, H*, K*, Prostaglandine
(PGI) und Endothelin-1, die aus dem Endothel freigesetzt werden und auf VGMZ wirken,
eine tragende Rolle.(®) Adipokine, wie z.B. Adiponektin, Leptin oder Resistin(®) aus dem
Fettgewebe konnen ebenso durch Wirkung auf die VGMZ den Blutdruck beeinflussen(®).
Intrazellular bewirken die systemischen und lokalen Faktoren eine Aktivierung von
Signalkaskaden und eine Erhohung des intrazellularen Calciums, die final dazu fiihrt, dass
Calcium an Troponin bindet und Tropomyosin, ein iiber dem Aktinstrang gelegenes
Protein, entfernt. Jetzt konnen die Myosinfilamente unter Hydrolysierung von ATP zu ADP
entlang des Aktinstranges wandern und verringern somit die Lange des Muskels. Handelt
es sich bei dieser Reaktion um eine gerichtete Bewegung, wird das Lumen des Gefafdes

kleiner.

Die VGMZ, die den Gefafstonus regulieren, sind differenzierte Zellen, die dadurch einen
kontraktilen und ,ruhenden” Phanotyp aufweisen. Da sie aber nicht terminal differenziert
sind, unterliegen sie einer phanotypischen Plastizitit und konnen durch
Dedifferenzierung ihren Phanotyp zu einer nicht kontraktilen dndern.(®) Dedifferenzierte
VGMZ sind proliferativ, konnen migrieren und Proteasen exprimieren, sowie die
Komponente der extrazellularen Matrix (EZM) abbauen. Diese Dedifferenzierung wird
»phanotypischer Switch“ (aus dem englischen ,phenotypic switch“) genannt und ist
abhdngig von der Umgebung. Diese phanotypische Veranderung kann laut der aktuellen
Theorie von Gefafdverletzungen, oxidativem Stress, Gefafdentziindung mit hoher
Zytokinfreisetzung, Wachstumsfaktoren (PDGF, IGF, FGF) und Veranderungen der

intrazellularen Umgebung (microRNA, Genexpression) induziert werden(7),
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Fibroblast

Intima

Media

Adventitia

Abbildung 1.1.1
Abbildung 1.1.1: Aufbau eines arteriellen Gefiif3es(®)

Die Gefdfswand besteht aus einzelnen Schichten. AufSen befindet sich die Adventitia, welche aus
einem lockeren Bindegewebe und Fibroblasten besteht. In dieser Schicht befinden sich ebenfalls
die Vasa Vasorum, welche an der Versorgung des Blutgefifes beteiligt sind. Die Tunica Media
besteht aus vaskuldren glatten Muskelzellen (VGMZ), die durch Kontraktion und Relaxation eine
Verdnderung des Lumens verursachen kénnen. In der innen gelegenen Intima oder Tunica
intima befinden sich die Endothelzellen, die das Innere des GefiifSes auskleiden und Signalstoffe
freisetzen kdnnen, die den Tonus der VGMZ beeinflussen, sowie die Elastica interna, welche aus

elastischen Fasern besteht und von Bindegewebe umgeben ist.

Quelle:  https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Anatomy artery.png; — Anpassung  mit

Integration deutscher Namensentsprechungen.
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1.1.2 Phinotypischer ,Switch“ der VGMZ

Unter dem phanotypischen ,Switch“ versteht man die Zustandsanderung der VGMZ von
fest verankerten, ortstandig kontraktilen Zellen zu mobilen Zellen, welche erneut sowohl
zur Migration als auch Proliferation fahig sind. Differenzierte ruhende VGMZ haben einen
kontraktilen Phanotyp und exprimieren hierfiir typische Proteine, wie smooth muscle
(SM) a-Actin, SM22a, myosin heavy chain (MHC) und Smothelin, welche auch als Marker
fiir diesen Phanotyp benutzt werden kénnen. Differenzierte VGMZ haben eine niedrige
Proliferationsrate und sind nicht synthetisierend aktiv.(®) Unter bestimmten Bedingungen
konnen VGMZ ihren Phanotyp aber verdndern. Mit dem Phéanotyp ist in diesem
Zusammenhang sowohl die physiologische als auch die morphologische Erscheinung
gemeint. So sind differenzierte VGMZ eher langlich und lediglich zu einer
eindimensionalen Bewegung imstande, wahrend dedifferenzierte VGMZ nach dem
,Switch“ eine deutlich rundere Form haben und prinzipiell dreidimensionale
Bewegungen durchfithren kénnen (Abbildung 1.1.2). Physiologisch geschieht dieser
Switch z.B. wahrend der embryonalen Angiogenese, Neovaskularisation, vaskularen
Remodelling und Gefaf3schadigung, wobei VGMZ entlang des durch Promotionsfaktoren
vorgegebenen Weges migrieren und proliferieren, wodurch sie zur Entstehung der
Gefafde entscheidend beitragen.(®) Diese phanotypische Veranderung kommt aber auch in
pathophysiologischen Zustdnden vor, z.B. in der Atherosklerose. Wahrend die Expression
von Proteinen, die wichtig fiir die Proliferation und Migration sind, hochreguliert werden,
sinkt die Expression der oben genannten typischen Markern fiir differenzierte VGMZ.(10,
11) Es wird unter anderem die Expression von Integrinen, Matrix-Metalloproteasen
(MMP) wund Ca%*-Kandlen induziert.(1219 Relativ neue Ergebnisse zeigen
interessanterweise, dass microRNAs (miRNA) diese phanotypischen Verdnderungen
regulieren konnen, indem sie die Expression der Signalproteine, die fiir diesen Prozess

wichtig sind, steuern.(13)

Der phdnotypische Switch wird durch verschiedene Faktoren induziert. Einer der
wichtigsten Faktoren hierfiir ist der Wachstumsfaktor Platelet derived growth factor
(PDGF). Dieser unterdriickt die Expression von VGMZ Markern, induziert die Proliferation
und insbesondere auch die Migration.(10.15) Obwohl der Effekt von PDGF auf VGMZ in vitro
unumstritten ist, ist noch nicht abschliefdend geklart ob PDGF auch diesen Effekt in vivo
bei Atherosklerose oder dem Gefafdremodeling hat, obgleich es einige Hinweise darauf
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gibt.(10. 16) Ein weiterer, fiir den phanotypischen Switch wichtiger, Wachstumsfaktor ist
der Insulin like Growth Factor-I (IGF-I). Interessant bei diesem ist die unterschiedliche
Aktivierung der Signalkaskaden. So kann er im differenzierten Zustand nur eine
Aktivierung der AKT Kaskade bewirken und fiihrt dabei zur Stabilisierung dieses
Zustandes. Ist der phanotypische Switch bereits vollzogen, kann auch die ERK und p38
MAPK Kaskade durch IGF-1 aktiviert werden. Dies resultiert in der Migration und
Proliferation der Zellen und damit im Erhalt des dedifferenzierten Zustandes.(17)
Proinflammatorische Faktoren, wie der tumor necrosis factor (TNF) -a und einige

Interleukine, kdnnen den phanotypischen Switch ebenfalls induzieren.(18-21)

Des Weiteren konnen einige Adipokine aus dem perivaskularen Fettgewebe, welches die
Gefafde umschliefdt, das Wachstum der VGMZ fordern. Beispiele hierfiir sind z.B. Visfatin,
Leptin und Resistin.(22) Wahrend fiir Visfatin ein proliferativer Effekt nachgewiesen
wurde(23), induziert Leptin die VGMZ Proliferation, Migration und die Expression von
MMP.(24) Resistin scheint ebenso die Proliferation, Migration und MMP-Expression in
VGMZ zu induzieren.(25 26) Die darauffolgenden Mechanismen und Signalwege sind noch
nicht abschlief3end erforscht. Ebenso deren Rolle in pathophysiologischen Situationen

wie der Atherosklerose.
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Unstimuliert PDGF-BB

Abbildung 1.1.2
Abbildung 1.1.2 Differenzierte vs. dedifferenzierte VGMZ

Differenzierte VGMZ auf der linken Seite (unstimuliert) sind Idnglich und das Zytoskelett (SM-Aktin;
hier rot gefdrbt) zeigt sich als ldngere ausgezogene Strdnge, die durch die Zelle verlaufen. Blau:
Zellkernfdrbung durch DAPI Dedifferenzierte Zellen, wie hier im rechten Bild (nach PDGF-BB
Stimulation (1h), wobei das BB die Bildung des PDGF aus zwei B-Ketten beschreibt) sichtbar, sind

eher rundlich und die SM-Aktin strdnge eher kiirzer.

Quelle: Aufnahmen sind aus der zum Teil aus dieser Arbeit entstandenen Publikation (Heun et al,

2020) und wurden mit Bezeichnungen in deutscher Sprache versehen.(2?)

1.1.2.1 Migration und Proliferation der VGMZ

Der Begriff der Migration beschreibt die Bewegung einer Zelle in eine Richtung, die
gerichtet oder ungerichtet sein kann. Hierbei bewegt sich die Zelle entlang der
extrazelluldren Matrix (EZM), einem Gebilde aus Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen
als Grundsubstanz sowie Kollagen-, elastischen- und retikuliren Fasern des
Faseranteiles.(28) Dabei ist eine wichtige Aufgabe der EZM die Adhasion der Zelle am
Untergrund, wobei sie unterstiitzt wird von zelluliren Integrinen. Dies sind
Transmembranproteine, die zur Adhdsion zwischen Zellen und der extrazelluliren
Membran beitragen.?9) Bei in vitro Versuchen ldsst sich die EZM durch eine
dreidimensionale Kollagen-Matrix imitieren.(39) Der Auf-, Ab- und Umbau der Matrix
geschieht durch Metalloproteasen (MMP), einer Gruppe verwandter Enzyme, die allesamt

als Peptidasen fungieren. Ihre Hauptaufgabe ist es, Peptidbindungen zu spalten.31) Dabei

6
Dissertationsschrift Pascal Graff



ist bekannt, dass die MMP-2 und -9 von VGMZ expromiert werden und somit bei deren
Migration eine entscheidende Rolle spielen, indem sie vor der Zelle zur Resorption der
EZM fiihren, wodurch sie die Richtung der Zellwanderung mitbestimmen.(32) Daneben ist
bekannt, dass MMP-2 und -9 in der Entstehung und Aufrechterhaltung von
atherosklerotischen Plaques durch Forderung des VGMZ- Wachstums und der

Zellmigration eine bedeutende Rolle spielen(33).

Die Migration an sich geschieht in amo6boiden Bewegungen, also in einer Fortbewegung,
bei der mindestens ein Teil der Zelle als Standbein an der EZM angeheftet ist, wahrend
der Rest der Zelle die Umgebung, im Sinne eines ,Spielbeines”, abtastet und sich, sobald
eine addquate Stelle gefunden ist, an der EZM anheftet. Damit wird das Spielbein zum
Standbein, der vormals fixierte Teil der Zelle kann sich vom Untergrund l6sen und
nachziehen. Diese Fortbewegung hat den enormen Vorteil der maximalen Beweglichkeit
der Zelle, um auch durch kleine Engstellen zu passen. Dabei bewegen sich VGMZ am
ehesten lamellipod fort.(34) Dies erfolgt mit eher flachen und breiten Zellausstiilpungen,

die sich auf einer breiteren Flache am Boden festhalten. (35)

Eine wichtige Rolle spielt die Zellmigration der VGMZ bei der Neovaskularisation. Hierbei
wandern primar Endothelzellen in das umliegende Gewebe. Im nachsten Schritt werden
die VGMZ durch freigesetzte Wachstumsfaktoren wie PDGF rekrutiert und wandern ein.
Nachdem sich die Muskelzellen um das Endothel formiert haben, entsteht mit der
Anlagerung des Epithels ein neues, vollstindiges Gefafs. Auch an der Angiogenese, die u.a.
bei der Wundheilung eine Rolle spielt, nehmen VGMZ teil. Migrierende VGMZ spielen
ebenfalls in der Revaskularisation nach dem Stenting der Koronararterien durch die
Einwanderung in das wiedereroffnete Blutgefdf? eine tragende Rolle. Dadurch
unterstiitzen sie die Erholung des versorgten Gewebes wie auch des Gefiafdes selbst.(36)
Die Proliferation der VGMZ spielt eine dhnlich wichtige Rolle in der Gefaf3bildung und
Heilung wie die Migration, indem sich aus einzelnen Zellen ganze Verbdnde bilden
konnen. Dieser Regenerationsmechanismus des Koérpers kann jedoch z.B. in der oben
genannten Situation nach dem Stenting auch ins Gegenteil umschlagen und zum erneuten
Gefafdverschluss bei liberschiefiender Proliferation fithren.37) Aus diesem Grund muss
eine Steuerung beider Prozesse stattfinden. Induziert werden diese beiden Prozesse
unter anderem durch verschiedene Wachstumsfaktoren wie Platelet Derived Growth

Factor (PDGF)(38), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Insulin like Growth Factor
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(IGF)39) und Fibroblast Growth Factor (FGF)#9. Wie bereits erwahnt ist eine Beteiligung
von PDGF an der Initiierung der Migration und Proliferation bekannt(#1). Dariiber hinaus
hat sich im Laufe der Zeit VEGF als einer der effektivsten Aktivatoren der Migration
herauskristallisiert.(#2) Wahrend diese Faktoren in der embryonalen Entwicklung sowie
bei der Wundheilung beim erwachsenen Menschen eine Angiogenese induzieren, tragen
sie ebenso im erwachsenen Menschen zur Bildung von Atherosklerose bei. Hierbei
durchleben die glatten Gefafmuskelzellen einen vermutlich durch PDGF-BB, wobei es
sich bei der Aussage BB um eine Bildung eines Homodimers aus zwei B Strangen handelt,
verursachten phanotypischen Switch(10.43) von der ruhenden, kontrahierenden Zelle zur

primar synthetisierenden und mobilen Zelle.

Bei einer Inflammation des Gefafdsystems, welche einer Atherosklerose zugrunde liegt,
spielen nach dem aktuellen Stand der Forschung auch Tumornekrosefaktor (TNF) -a und
Interleukin (IL) -6 eine entscheidende Rolle.(## 45) Es steigt unter anderem die MMP-2-
Produktion, welche die Zellmigration durch den Abbau der EZM beglinstigt, an. Diese
wird, wie andere MMP (1,3,9), durch ein vermehrtes NF-kB Signal in der Zelle
uberproduziert, wodurch auch dieser Faktor zur Entstehung einer Atherosklerose
beitragt. Ahnliches gilt fiir die Adhisionsmolekiile Vascular Cell Adhesion Molecule
(VCAM) -1 und Intercellular Adhesion Molecule (ICAM) -1. Die zuvor genannte NF-kB
Aktivierung wird in diesem Fall durch die vermehrte LDL Aufnahme in die VGMZ
ausgelost. Diese Lipidaufnahme fiihrt dariiber hinaus zur vermehrten IL-1f3
Ausschiittung, welche sich positiv auf die Kollagen I Produktion auswirkt.(®J Dadurch
bewirkt die vermehrte IL-1f3 Ausschiittung in der inflammatorischen, im Gegensatz zur
non-inflammatorischen Zelle, eine vermehrte Migration und Adhdsion via Integrin
azf1.46) Auch Kollagen*”) und Fibronektin8) konnen VGMZ-Migration und Proliferation

induzieren.

1.1.2.2 Signalkaskaden des phinotypischen Switches

Der phanotypische Switch der VGMZ wird intrazellular durch Signalkaskaden gesteuert.
Initiiert werden sie iiber G-Protein-gekoppelte Angiotensin-II Rezeptoren (z.B.
Endothelin-1 Rezeptor)#? 50 oder Tyrosinkinase-gekoppelte (z.B. PDGF-R, IGF-R, FGF-R)

Rezeptoren(13) nach Bindung der Liganden. Durch Aktivierung von Signalproteinen, wie
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G-Proteinen (z.B. GTPasen) und Kinasen (z.B. MAPK und PI3K), werden diese Signale
weitergeleitet und induzieren Prozesse typisch fiir phanotypische Veranderungen wie

Proliferation, Migration und Expression von MMP.(51.52)

Kleine GTPasen

Eine Klasse an Signalproteinen, die eine prominente Rolle in der Zellmigration, auch in
VGMZ, haben, sind die sogenannten kleinen GTPasen.(12) Sie gehoren zur Gruppe der G-
Proteine, welche durch die Bindung von Guanosintriphosphat (GTP) aktiviert werden. Die
Hydrolyse zu GDP durch ihre GTPase-Aktivitdt, welche von GTPase aktivierenden
Proteinen (GAP) aktiviert wird, inaktiviert sie. Guaninnukleotid-Austauschfaktoren
(guanine nucleotide exchange factors; GEF) beschleunigen den Austausch von GDP zu GTP
an den GTPasen und sind dementsprechend essentiell fiir deren Aktivierung.(>3) Fiir die
VGMZ-Migration sind vor allem kleine GTPasen wie Ras, Rho GTPasen, Rac und Cdc 42
von Bedeutung.(12 54 Die Aktivierung der Rho GTPasen fiihrt zur Bildung von Actin-
Stressfasern und zu Fokalkontakten mit Integrinen, wodurch , Outside-In Signalling” vom
EZM zu intrazellularen Signalwegen ermoglicht wird. Hierdurch wird die gerichtete
VGMZ-Migration bewerkstelligt.(>> 56) Die Rho GTPasen spielen nicht nur unter anderem
fiir PDGF mediierte VGMZ-Migration eine wichtige Rolle, sondern auch fiir die PDGF
abhangige Proliferation, indem sie die Expression von Zellzyklusproteinen induzieren.(57)
Die Rho GTPase Cdc 42 ist fiir die Aktinpolymerisierung wichtig, welche in der Bildung
von Lamellipodien und Filopodien und damit fiir die Migration eine essenzielle
Bedeutung einnimmt.(56.58) Ebenfalls zu den kleinen GTPasen gehort die RAS Familie. RAS
Proteine wirken insbesondere auf die Alterung der VGMZ, die sie induzieren koénnen,
wodurch im Rahmen einer Inflammation auch eine Atherogenese induziert wird.(9
Ebenfalls sind die GTPasen durch eine Aktivierung des MAPK ERK Signalweges fir die
VGMZ-Migration wichtig.(60)

Mitogen activated Proteinkinasen

Mitogen-activated Proteinkinasen (MAPK) sind Serin/Threoninkinasen, welche auf die
Weiterleitung von extra- und intrazelluldren Stimuli zum Zellkern spezialisiert sind.(61)
Sie sind in der Antwort auf z.B. oxidativen Stress, DNA-Schaden, Hyperosmose,
Inflammation aber auch physiologische Stimuli, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren,
involviert.(62. 63) In Tieren wirken sich die MAPK auf die Proliferation, und
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Zelldifferenzierung aus. Sie konnen jedoch auch eine Apoptose und den Arrest des
Zellzyklus bewirken.(64 65 MAPK konnen ligandenabhdngig von verschiedenen
Signalproteinen wie Ras, Proteinkinase C (PKC), Focal adhesion kinase (FAK) und

Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) aktiviert werden.(¢6)

Fir die phanotypischen Veranderungen der VGMZ sind insbesondere die MAPK p38 und
ERK1/2 von Bedeutung. Beide MAPK sind wichtig fiir die Migration und Proliferation von
VGMZ.(67.68) Ebenso beeinflussen p38 MAPK und ERK1/2 MAPK die MMP-2 Expression in
VGMZ.(69. 70) Weiterhin konnte bereits nachgewiesen werden, dass p38 MAPK fiir die
Veranderungen der VGMZ in atherosklerotischen Plaques (Proliferation, Migration,
Hypertrophie und spater die Apoptose) eine Rolle spielt.’D) Die p38 MAPK wird
insbesondere durch einen extrazelluldaren Stressor, wie UV-Licht, Hitze, hyperosmotische
Konditionen und inflammatorische Zytokine, aktiviert.(72) Eine Signalweiterleitung durch
die MAP3 Kinasen MEKK 1/4, und ASK (Apoptosis signal-regulating kinase) 1/2, fiihrt
zur Aktivierung der MAP2 Kinasen MKK 3/6 und MKK 4, die wiederum die
Phosphorylierung und Aktivierung von p38 veranlassen. Dadurch kann eine Apoptose,
eine Entziindungsantwort oder ein Arrest des Zellzyklus induziert werden.(73.74) Die ERK
1/2 MAPK wird nach Aktivierung der MAP3 Kinasen A/B/C-Raf und der nachgeschalteten
MAP2 Kinasen MKK 1/2 phosphoryliert und kann daraufhin eine Proliferation und
Zellteilung induzieren (wie in Abbildung 1.1.3 dargestellt).(73.75)

Die MAPK c-jun N-Terminale Kinase (JNK) ist auch wichtig in der Weiterleitung von
Signalen, die zur VGMZ-Proliferation und -Migration fiihren.(7¢) Die MAP3 Kinasen MLK
1/2/3 konnen durch extrazellulire Noxen aktiviert werden und wiederum die MAP2
Kinasen MKK7 und MKK4 aktivieren. Diese phosphorylieren daraufhin JNK, die durch die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Activator protein 1 (AP-1) ebenfalls eine Apoptose

und Inflammation induzieren kann.(73.77)
Phosphoinositide 3-Kinase

Die Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) spielt eine tragende Rolle fiir die VGMZ-Migration
und Proliferation.(78) Es ist gezeigt worden, dass PI3K diese Prozesse in VGMZ nach
Aktivierung durch verschiedene Faktoren, wie die Wachstumsfaktoren PDGF (79 und IGF-
180 sowie das Hormon Insulin (8, mediiert. Durch Phosphorylierung von
phosphatidylinositol (3,4)-bisphosphate (PIPz) zu phosphatidylinositol (3,4,5)-

10
Dissertationsschrift Pascal Graff



trisphosphat (PIP3) in der Membran reguliert PI3K die Translokation von Signalproteinen
mit pleckstrin-homologie (PH) Domdnen vom Zytosol an die Membran, wo diese durch
Phosphorylierung anderer Kinasen aktiviert werden kénnen.(81) AKT (Proteinkinase B,
PKB) ist einer der wichtigsten Targets von PI3K, die an PIP3 bindet, anschlieféend durch
Phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1) phosphoryliert und aktiviert wird
und somit das Signal weiterleiten kann.(®1) Durch anschlieflende Aktivierung von
mTORC1 wird unter anderem eine vermehrte Proteinsynthese und das Zelliiberleben
induziert.(82 83 In VGMZ kommt es ebenfalls zur Steigerung der Migration und
Proliferation.(89) PI3K kann aber mehrere Signalkaskaden aktivieren und somit die
Migration und Proliferation der VGMZ durch mehrere Signalwege fordern. Zum Beispiel
kann PI3K auch die Focal adhesion Kinase (FAK) und Rac aktivieren und somit zur

Migration beitragen.(®% PI3K kann aber auch MAPK aktivieren.(86)
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ERK 1/2 p38 INK PI3K/AKT

Signalkaskade Signalkaskade Signalkaskade Signalkaskade
Stimulus Wachstumsfaktoren Hyperosmose, Wachstumsfaktoren
oxidativer Stress, wie IGF
J Inflammation

MAP3K A/B/C-Raf
MAP2K @

Antwort Proliferation, MMP-2 Apoptose, Proliferation,
Expression, Adhasion Inflammation, Arrest Zelluberleben,
des Zellzyklus, Protheinsynthese,
Migration Migration

Abbildung 1.1.3

Abbildung 1.1.3: Wichtige vereinfachte Signalkaskaden fiir VGMZ-Proliferation und -

Migration

Die verschiedenen MAPK Kaskaden bestehen aus jeweils drei aufeinanderfolgenden Kinasen
(MAP3K, MAP2K und MAPK), die jeweils von der iibergeordneten Kinase phosphoryliert und somit
aktiviert wird. Auf der rechten Seite ist die PI3K/ AKT Kaskade dargestellt. Diese wird vor allem
durch Wachstumsfaktoren aktiviert. PI3K aktiviert AKT, indem sie PIP3 produziert, woran AKT durch
ihre PH-Domdne binden kann. Dadurch kommt es in den VGMZ zur dargestellten Antwort der

Proteinsynthese und des Zelliiberlebens wie auch Migration.

Quelle: Eigene Erstellung mit neuer Aufteilung und Erweiterung um PI3K/AKT sowie einiger Stimuli
und Antworten, angelehnt an Soares-Silva et al. (2016)"®"

1.1.2.3 Der phinotypische Switch der VGMZ in der Atherosklerose

Laut WHO sind insbesondere in den Industriestaaten die hochsten Sterblichkeitsraten
unter Erwachsenen bei den Erkrankungen des kardiozirkulatorischen Systems zu
finden.(88) Dabei spielt die Atherosklerose eine entscheidende Rolle. Mit ihr hingen
Krankheiten wie Hypertonie(®9), Schlaganfall(®® und koronare Herzkrankheiten (KHK) als

kardiale Manifestation der Gefafdverkalkung zusammen. Neben der Sterblichkeit spielt es
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auch volkswirtschaftlich eine entscheidende Rolle durch die jahrlich entstehenden
Kosten fiir die Behandlung der KHK. So verursacht sie in Deutschland jahrlich direkte

Kosten von ca. 6,6 Mrd. € - mit steigender Tendenz.(°1)

Die aktuelle Hypothese liber die Entstehung einer Atherosklerose stiitzt sich auf viele
verschiedene, teilweise gleichzeitig ablaufende Vorgidnge, die sowohl Leukozyten,
Thrombozyten als auch glatte Gefafdmuskelzellen involvieren. In jeder dieser ist jedoch

die zentrale Rolle der VGMZ in der Tunica Media herausgehoben.(®)

Am Beispiel des Begriffs ,response to injury*, erstmals von Ross et al. beschrieben(®2),
erkennt man die deutlich exponierte Stellung der Zellmigration der VGMZ im
Zusammenhang mit der Atherosklerose. In diesem Vorschlag beginnt die Atherosklerose
mit einer Lasion, ausgeldst durch Noxen, wie zum Beispiel Traumata, Bakterientoxine
oder Bluthochdruck (°3), in der Wand des Gefafdes. Insbesondere im Zusammenhang mit
dem Blutdruck steht der ,shear stress“(®¥), welcher unter anderem an Abzweigungen im
Bereich des arteriellen Gefafdes durch Verwirbelungen des Blutes entstehen kann. Dabei
werden diverse Mediatoren aus Endothelzellen, VGMZ oder Thrombozyten freigesetzt,
wie zum Beispiel VEGF, PECAM, und Cadherine.(®% In den angesprochenen Bereichen des
»shear stress“ kommt es aufgrund der freigesetzten Mediatoren zu einem verstarkten
Remodelling. Dadurch wird das Lumen weiterhin eingeengt, was zum erneuten Anstieg
des ,shear stress“ fiihrt. Im Rahmen eines phanotypischen Switchs induzieren die

genannten Mediatoren die Proliferation und Migration der VGMZ.

Die Heilung der Lasion beginnt durch die Anlagerung von Thrombozyten. Dadurch wird
unter anderem PDGF freigesetzt, was zur Proliferation(®®) und Migration(38) der VGMZ
fiihrt. Diese Entzlindungsreaktion in Kombination mit einem phanotypischen Switch wird
zusatzlich unterstiitzt von in die Gefifle einwandernden Entziindungszellen, welche
wiederum Zytokine freisetzen. Zu diesen Zytokinen gehoren unter anderem TNF-q,
verschiedene Interleukine und Adipokine (z.B. Leptin, Adiponektin).(®7) Bei Krankheiten,
wie einem Diabetes Mellitus Typ II (DM II) oder dem verwandten metabolischen
Syndrom, kommt es zu einer Art chronischer Gefifdentziindung u.a. durch eine
kontinuierliche Freisetzung der oben genannten Zytokinen und Adipokinen. Zum Beispiel
wurden in Patienten mit DM II u.a. erhohte Serumkonzentrationen von IL-12, Resistin und
Leptin gemessen. (°8) Dies wiederum begiinstigt den phanotypischen Switch der VGMZ(11)

hin zu der Proliferation und Migration.(®9)
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Durch eine Lasion in der Endothelschicht konnen sich LDL nun ungehindert einlagern, die
dann uber Rezeptoren an VGMZ, wie auch an den entziindungsbedingt einwandernden
Makrophagen, aufgenommen werden und die Lipoproteine dhnlich einem Schwamm
aufsaugen. Dieser Vorgang verleiht ihnen den Namen ,Foam cells“(100), Eine weitaus
wichtigere Funktion der VGMZ in diesem Zusammenhang ist die Bildung einer Barriere
um die Fettpolster, was zur sekundaren Ausbildung einer fibrosen Kappe fiihrt, die sich
liber diese Schaumzellen legt und die Elastizitit des Gefafdes herabsetzt. Durch eine
neuerliche Lasion in der zwischenzeitlich verschlossenen Intima kommt es zum
sekundaren Riss der Intima und einer Thrombusbildung. Erst ab diesem Zeitpunkt ist die
Atherosklerose symptomatisch mit einer hoéhergradigen Volumeneinengung, dem

Krankheitsbild einer Angina Pectoris oder einem Gefafdverschluss als mogliche Folge (°2.

93).

Diese aus den 70er-Jahren stammende und regelmafdig auf den neuesten Stand der
Forschung aktualisierte Theorie ist heute eine weitestgehend anerkannte Hypothese zur
Atherosklerose(101), Auch abseits dieser Hypothese spielt die Zellmigration eine
entscheidende Rolle in der Entwicklung der Atherome, die als Vorlaufer der

Atherosklerose gesehen werden kénnen.

Fir die Entwicklung der Gefafdverkalkung (aus dem Griechischen Arteria = Ader, skleros
= Hart) gibt es mehrere Risikofaktoren. Einer der wichtigsten Risikofaktoren ist das
Ubergewicht gepaart mit fehlender Bewegung. Daraus resultiert meist ein Bluthochdruck,
welcher ebenfalls als Risikofaktor fiir eine Atherosklerose gilt.(192) Ebenfalls wird
Ubergewicht mit einer Hypercholesterinimie, insbesondere mit LDL-Cholesterinen in
Verbindung gebracht. Gleiches gilt fiir einen DM Typ II. Jedoch sind nicht nur die
Lebensumstidnde, Angewohnheiten (z.B. Rauchen) und Ubergewicht fiir die Entstehung
dieser Geifsel der modernen Menschheit ausschlaggebend. Die Abstammung ist ein

weiterer wichtiger Faktor, da Herz- und Gefafierkrankungen vererbt werden konnen.(103)

Nun gibt es aktuelle Ansédtze, das Fortschreiten der Atherosklerose zu hemmen. Aufgrund
der wichtigen Bedeutung des Cholesterins wurden die Statine als Cholesterinsenker
etabliert.(°9 Durch den geringeren Einbau von Cholesterin in die Zellwidnde der VGMZ
konnte die Progression der Gefafdverkalkung nachweislich verlangsamt werden. Jedoch

weist dies unter anderem das Risiko der Myalgie und der Myolyse auf (104), Dartiber hinaus
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gibt es Hinweise auf eine Erhohung des Blutzuckerspiegels, was zu Problemen bei

Diabetikern fiihren kann.

Andere Ansatze propagieren den Einsatz gezielter medikamentdser Therapie. Dies unter
anderem mit Tocilizumab, einem Antikorper, welcher bisher nur zur Therapie
rheumatoider Erkrankungen zugelassen ist, der gezielt den IL-6 Rezeptor hemmt und
bereits in Studien, im Fall der Atherosklerose in VGMZ, erste Erfolge zeigt.(105) Dadurch
wird die Immunreaktion reduziert, welches das Fortschreiten der Atherosklerose
verhindert.(5) Mehrere potenzielle Targets werden aktuell erforscht. Mogliche Ansatze
sind Antikérper gegen proinflammatorische Zytokine wie IL-1 (Anakinra)(106), [L-12 und
TNF-a (Etanercept, Adalinumab, Infliximab)(107.108) Antagonisten fiir Rezeptoren, wie z.B.
fur TLR-4, oder Adhéasionsmolekiile, wie P-Selectin(199), sowie Inhibitoren fiir
intrazelluldre Signalmolekiile, wie p38 MAPK (SB-681323)(110) oder ROCK-2
(SLx2119)(11),

Kam es bereits zu einem Gefafdverschluss, hat sich in den letzten Jahren immer mehr die
Katheterisierung mit koronarangiographischer Intervention durch eine Aufdehnung und
der Einlage eines runden Drahtgeflechtes, ein sogenannter Stent, zum Offenhalten des
Gefafdes etabliert.(112) Diese werden im Anschluss an das Stenting revaskularisiert, was
unter anderem durch das Einwandern von VGMZ und die anschliefende Proliferation
geschieht. Der wichtigste Faktor zur Steuerung dieses Prozesses ist PDGF.(113) Dies fiihrte
in der Anfangszeit der Stenteinlage zu einer raschen Restenose aufgrund einer
tiberschief3enden Proliferation der VGMZ.(114) Nachdem dies erkannt wurde, kam es zur
Erfindung der Drug eluting Stents (DES). Dabei handelt es sich um Stents, welche mit einer
Medikamentenschicht iiberzogen sind. Aktuell setzen diese Chemotherapeutika wie
Paclitaxel(13) und Immunsuppressiva wie Everolimus, welche intrazellulare Proteine
bzw. Signalmolekiile hemmen, frei.(115) Dadurch wird insbesondere die Zellteilung der

VGMZ verlangsamt und der friihzeitige Verschluss der Gefafse verhindert.

Um weitere potenzielle Zielmolekiile fiir eine zukiinftige Therapie oder Pravention der
Atherosklerose zu identifizieren, ist es wichtig, diesen Prozess weiter aufzuklaren und die

essenziellen Signalwege und Signalproteine in den beteiligten Zellen zu untersuchen.
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1.2 Das proinflammatorische Hormon Resistin

Resistin ist ein Hormon, welches zur Familie der resistin-like molecules (RLM) gehort.(116)
Der Name setzt sich aus den Worten ,Resistance” und , Insulin“ zusammen, genannt nach
der Entdeckung, dass Resistin die Funktion von Insulin hemmt(17), Sein Vorkommen
wurde erstmals in Mausen nachgewiesen, wo es von Adipozyten im Fettgewebe
produziert und sezerniert wird und die Wirkung von Insulin hemmt.(117) In Menschen
wird Resistin hauptsachlich von Leukozyten, polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN) und Makrophagen exprimiert und freigesetzt.(118) Es existiert als
12,5 kDa schweres Protein, das im Blut aber als Oligomer vorhanden ist.(119-121) Ein
spezifischer Resistin-Rezeptor ist noch nicht identifiziert worden, aber mehrere Studien
zeigen, dass Resistin an vier verschiedene Rezeptoren bindet: Toll-like Rezeptor 4 (TLR-
4), adenylyl cyclase-associated protein 1 (CAP1), receptor tyrosine-kinase like orphan
receptor 1 (ROR1) und eine Isoform des Proteoglycans Decorin.(!22) Die Resistin-
Rezeptorkombination scheint zell- oder gewebespezifisch zu sein. In Menschen spielen
vermutlich nur TLR-4 und CAP1 eine Rolle als Resistin-Rezeptoren.(122) Durch Bindung an
TLR-4 oder CAP1 induziert Resistin die Transkription von inflammatorischen
Zytokinen.(123.124) Hierbei konnte gezeigt werden, dass Resistin dies durch Aktivierung
von den MAPK ERK1/2 und p38 sowie der Transkriptionsfaktor NF-kB vermittelt. Diese
Befunde lief3en auf eine Rolle von Resistin in inflammatorischen Bedingungen schlief3en.
Mittlerweile ist die Beteiligung von Resistin an mehreren pathophysiologischen
Prozessen, wie Insulinresistenz, DM II, und Kkardiovaskuldren Krankheiten
(Atherosklerose, Hypertension, Thrombose und endotheliale Dysfunktion) belegt.(118,125)
Dariiber hinaus scheint ein deutlicher Zusammenhang zwischen Resistin und einerseits
dem Zuckerstoffwechsel sowie andererseits der zentralen Rolle bei der
Inflammationsreaktion zu bestehen, was individuell und in Kombination zur
Atherosklerose fiihren kann, deren Koexistenz und gegenseitige Bedingung mittlerweile

als erwiesen gilt.(126)

16
Dissertationsschrift Pascal Graff



1.2.1 Resistin und Insulinresistenz, Diabetes Mellitus und metabolisches Syndrom

Bei einem metabolischen Syndrom, welches mit einem DM II einhergeht, spielt
insbesondere eine erhohte Proliferationsrate glatter Gefafimuskelzellen durch die

Aktivitatssteigerung der p38 MAPK eine Rolle (Abbildung 1.2.1).
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Abbildung 1.2.1
Abbildung 1.2.1: Die Rolle des Resistin im Circulus Vitiosus

Einfluss und Wirkung von Resistin auf verschiedene pathologische Vorgdnge im Kérper. Hierbei ist
explizit auf den bereits bekannten Einfluss auf die Atherosklerose, welche durch die Proliferation der
glatten GefifSmuskelzellen geférdert wird, hinzuweisen. Insbesondere im Bereich der
Entziindungsreaktion scheint einen positiven Feedbackmechanismus zu bestehen, der diesen Prozess

verstdrkt.

Quelle: Eigene Erstellung mit neuer Aufteilung und Erweiterung angelehnt an Schwartz et al.

(2011)a27)

Eine der verheerendsten, einer Epidemie gleichenden Krankheiten dieser Zeit ist der DM,
welcher in zwei Typen vorkommt. Einerseits besteht der Typ I, welcher insbesondere

junge Menschen betrifft. Hierbei handelt es sich um eine Autoimmunreaktion auf die
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insulinproduzierenden 3-Zellen. Der Typ II hingegen betrifft meist adltere, tibergewichtige
Menschen, die eine Resistenz gegeniiber dem zur Verfiigung stehenden Insulin
entwickeln. Beim DM Typ Il ist eine schleichende Resistenzbildung gegen Insulin der
Grund fiir den Beginn der Krankheit. Zumeist sind Patienten mit einem DM Typ II
ubergewichtig. Unglnstig dabei ist, dass Insulin gleichzeitig eine adipogene
(fettaufbauende) Wirkung hat. Da es aufgrund der Resistenz vermehrt durch den
Blutkreislauf zirkuliert, entsteht dadurch ein circulus vitiosus, indem immer mehr Fett

angesetzt wird, was wiederum zur hoheren Insulinresistenz fiihrt.(128)

Im Jahr seiner Entdeckung (2001) entwickelte sich eine kontroverse Diskussion um einen
moglichen Zusammenhang von Resistin und der Insulinresistenz(117). Wobei auch
gleichzeitig eine fehlende Verbindung zwischen Beidem behauptet wurde.(129)
Mittlerweile scheint dieser Zusammenhang jedoch bestétigt zu sein.(127) So wurde initial
eine Erhohung der Konzentration von Resistin in fettleibigen Mausen gefunden. In einem
weiteren Versuch wurde Mausen rekombinantes Resistin verabreicht, woraufhin eine
Glucosetoleranz einsetzte und die Wirkung des Insulins nachlief.(117) Im Mensch wurde
eine deutlich erh6hte Resistinkonzentration bei adiposen Personen gefunden. Hierbei
wurde ein Zusammenhang zur Insulinresistenz vermutet, welcher bereits im Tiermodell

beobachtet wurde.(119)

Der DM Typ II fiithrt in der Folge nicht selten und bei fehlender Therapie zum
metabolischen Syndrom. Dieses sogenannte tddliche Quartett, bestehend aus
abdomineller Fettleibigkeit, Hypertonus, Hypertriglyzeridamie und DM Typ II, wird als
eines der grofdten Risiken angesehen, eine Atherosklerose zu entwickeln und ist mit einer
erhohten Mortalitat bei sonstigen Erkrankungen assoziiert.(130) Therapien sind bisher nur
in Form der Behandlung der einzelnen Symptome maglich. Es gibt Hinweise, dass Resistin
und andere Adipokine eine Rolle in der Entstehung des metabolischen Syndroms
spielen.(131-133) So kommt es durch einen grofderen Anteil an viszeralem Fett zu einer
erhohten Produktion an Adipokinen wie Leptin, Adiponektin und Resistin, die zu einer
Entzlindungsreaktion flihren.(134 135 Durch diese kann es zu einer Dyslipiddamie, einer
Insulinresistenz und zuletzt auch zur Ausbildung einer Atherosklerose kommen.
Insbesondere durch die ersten beiden kann es zu mehr viszeralem Fett und dadurch zur
erneut hoheren Produktion der Adipokine kommen, wodurch der Entziindungsprozess
verstarkt wird.(136) Allerdings gibt es ebenfalls Studien, welche einen direkten
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Zusammenhang in Zweifel ziehen, da unter anderem die Datenlage zu gering oder nicht
umfassend genug sei, um einen einwandfreien Zusammenhang zwischen Resistin und

dem metabolischen Syndrom zu erkennen.(137)
1.2.2 Resistin und Inflammation

Da beobachtet werden konnte, dass Resistin eine Hochregulation von NF-kB bewirkt,
wodurch es zur vermehrten Ausschiittung von TNF-q, IL-6 und IL-12 kommt, wurde eine
Verbindung zu inflammatorischen Prozessen hergestellt.(138) Ebenfalls wurde entdeckt,
dass Resistin die ,intercellular adhesion molecule“ ICAM und die ,vascular cell adhesion
molecule” VCAM als Mediatoren fiir Entziindungsreaktionen durch Resistin

hochreguliert. Beschrieben ist dies bisher jedoch nur fiir Endothelzellen.(139)

Zum Tragen kommt diese Erkenntnis auch, weil Resistin selbst durch
proinflammatorische Zytokine verstarkt exprimiert wird (siehe auch Abbildung 1.2.1.1.).
Dies fiihrt erneut zur Rickkopplung und damit zur Verstarkung der
Inflammationsreaktion. Dariiber hinaus fithren auch Lipopolysaccharide in diesem
Zusammenhang zur Entziindungsreaktion, womit auch hier ein Querverweis zur

Atherosklerose moglich ist.(125)

Eine der todlichsten Entziindungsreaktionen ist die Sepsis,(140) in Laiensprache die
Blutvergiftung, hervorgerufen z.B. durch im Blut zirkulierende Bakterien. Aufgrund der
oben dargestellten Erkenntnisse liber Resistin besteht hier ein weiteres interessantes
Untersuchungsfeld. Dabei fiel auf, dass Resistin scheinbar selektiv in Neutrophilen die
Fahigkeit, Bakterien zu toten, deutlich senkt, wahrend Makrophagen und Monozyten
diese weiterhin behalten. In Neutrophilen kann Resistin den ,oxygen burst”

unterdriicken, womit diese am aktivsten gegen Bakterien vorgehen konnen.(141)

So scheint es nur logisch zu sein, Resistin als prognostischen Faktor in der
Sepsisdiagnostik und der Erhebung der Uberlebensraten einzusetzen. Nach ersten
Studien konnte gezeigt werden, dass Resistin-Konzentrationen im Blut in der
praseptischen Phase starker ansteigen und nach dem Beginn der septischen Phase wieder
abfallen.(142) Ebenso wird Resistin in Verbindung mit der Sepsisdiagnostik in der
Neonatalen- und Kindermedizin getestet. Auch hier wurden &dhnliche Erkenntnisse

gewonnen.(143,144)
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1.2.3 Resistin und seine Rolle bei kardiovaskuldren Erkrankungen

In einer im Jahr 2017 veroffentlichten Studie, in Form einer Metaanalyse anhand von 14
Fall-Kontroll-Studien mit insgesamt fast 1400 Probanden, konnte eine positive
Korrelation zwischen einer Hypertonie und erhohten Resistin-Konzentrationen
festgestellt werden.(14%) Der Pathomechanismus hierbei bezieht sich, zumindest im
Mausmodell, auf eine Regulationsinderung des TLR-4-Signalwegs {ber die

Hochregulation von Angiotensinogen.(146)

Im Rahmen eines Herzinfarktes ist in der westlichen Welt ein Herzkatheter, bei gegebener
Indikation, die Therapie der Wahl. Kann das Gefaf3 wiedereroéffnet werden kommt es zur
Reperfusion, welche eine hohe Belastung fiir das Herz darstellt. Hier konnte jedoch eine
protektive Wirkung des Resistin festgestellt werden. Diese Protektion fiihrt hier zur
Apoptosehemmung und dadurch zu einer Reduktion der Penumbra. Hierfiir entdeckten
Gao et al. in ihrer Publikation aus dem Jahr 2007 den PI3K Signalweg mit AKT und die
Proteinkinase C (PKC) als wichtige resistingetriggerte Faktoren. Diese wiederum fiihren
zur Aktivierung der mitochondrialen Karp-Kanale.(147) Diese Kanéle sind in der aktuellen
Herzinfarktforschung ein wichtiger Faktor fiir die Protektion der Myozyten nach einer

Ischamie und insbesondere nach der Reperfusion.(148)

Resistin aktiviert Gefdafsendothelzellen, indem die Produktion und Freisetzung von IL-6
und TNFa sowie die Hochregulation von Endothelin-1 induziert wird, welche eine
Entzlindungsreaktion im Gefafd fordern.(149 1500 Ebenfalls wurde durch Resistin in
Endothelzellen eine erhohte Permeabilitit durch eine Aktivierung des p38 MAPK-
Signalweges entdeckt. Ebenso wurde eine Reduktion der junktionalen Proteine der
Endothelzellen gefunden, wodurch das Endothel durchlassiger wurde. Diese
Verdanderungen tragen zur Situation der Gefafdentziindung bei und spielen daher auch

eine Rolle in der Entstehung von Gefafskrankheiten wie der Atherosklerose.(151)

Resistin  beeinflusst auch Prozesse in VGMZ. Auf diese wirkt Resistin
proliferationssteigernd, indem sie die PI3K/AKT und ERK1/2-Signalwege aktiviert. Dies
wurde mit VGMZ und einer ansteigenden Resistindosis untersucht.(25) Ebenfalls scheint
Resistin in der homocysteinvermittelten Migration eine Rolle als Botenstoff
einzunehmen, da es eine Steigerung der Expression von Resistin bewirkt, welche tliber

den Rac-1-Signalweg, ebenfalls ein kleines G-Protein, ablauft.(152) Es konnte des Weiteren
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gezeigt werden, dass Resistin die Dedifferenzierung und Migration der VGMZ, sowie die
Ausschiittung von Zytokinen iiber die Proteinkinase C bewirkt. Dies wurde auf eine

Erhohung der intrazellularen ROS Produktion zurtickgefiihrt.(153)

Der genaue Mechanismus wie Resistin die Migration in VGMZ induziert ist bisher nicht
bekannt(26), Ein Zusammenhang mit Matrixmetalloproteasen wurde aber beschrieben. So
konnten Ding et al.,, indem sie VGMZ mit Resistin in pathologischer (40 ng/ml) Dosierung
fir 24 h stimulierten, eine erhohte Migration sowie erhéhte MMP-2 und MMP-9
Expression messen.(26) Der genaue Ablauf dieser Signalkaskade konnte bisher aber nicht
geklart werden. Dartiber hinaus ist es noch nicht bekannt, ob es einen Zusammenhang

zwischen der VGMZ Adhision und Resistin besteht.

1.3 Der Guaninnukleotid Austauschfaktor ARNO

Cytohesine sind kleine Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF), die eine essenzielle
Rolle fiir die Aktivierung von GTPasen aus der Familie der Adenosin-diphosphat-
ribosylierungsfaktoren (ARFs) spielen(?>4). Da GDP eine deutlich starkere Bindung zu
GTPasen besitzt, sorgt der GEF fiir die Auflosung dieser Verbindung, um ein neues GTP-

Molekiil andocken zu lassen(155),

Beim Menschen gibt es vier verschiedene Cytohesine: Cytohesin-1, Cytohesin-2 (ARNO),
Cytohesin-3 (Grpl) und Cytohesin-4. Sie sind alle dhnlich aufgebaut, obwohl die
Genlokalisation auf verschiedenen Chromosomen vorkommt, und beinhalten eine N-
Terminale coiled-coil (cc) Domane, die die Interaktion mit anderen Proteinen mit cc-
Domadnen steuert. Mittig haben sie eine Sec7 Domadne, welche zur Guaninnukleotiden
Austauschaktivitat beitragt. Am C-Terminalen Ende ist eine Pleckstrin-Homologie (PH)
Domane vorhanden, die mit Phospholipiden interagiert und aus diesem Grund fiir ihre
Bindung an der Zellmembran zustdndig ist. Zuerst entdeckt wurde sie im Jahr 1996, wo
sie bei Uberexpression zu einer Aktivierung von B2-Integrin mediierter Adhésion

fihrten.(156)

Das Vorkommen der Cytohesine scheint ubiquitdr, jedoch in unterschiedlicher
Auspragung. So wird Cytohesin 1 zum Beispiel verstarkt in NK-Zellen und T-Zellen

exprimiert, was ihm zu einer zentralen Rolle in der Inmunabwehr verhilft.(157)
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Abbildung 1.3.1

Abbildung 1.3.1: Funktionskreis des GEF

GEFs tauschen bei GTPasen GDP gegen GTP aus (im unteren Teil der Abbildung dargestellt). Dadurch
wird aus einem inaktiven G-Protein ein aktives. Zur Inaktivierung wird hierfiir nun ein GAP bendtigt,

welches GTP zu GDP hydrolysiert.

Quelle. Eigene Erstellung und Erweiterung, angelehnt an Stanley et al. (2016)(158)
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Abbildung 1.3.2
Abbildung 1.3.2: ARNO und seine Rolle in der Migration und Proliferation

Nachgewiesener Einfluss von ARNO in der Proliferation und Migration von verschiedenen Zelltypen
unter Einfluss von PDGF, VEGF und IGF. Pharmakologisch kann ARNO durch den Stoff SecinH3

gehemmt werden.

Quelle: eigene Abbildung

ARF nucleotide binding site opener (ARNO) oder Cytohesin-2 kann durch seine PH-
Domane an das von PI3K generierte Lipid Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphat (PIP3)
binden und wird somit an der Zellmembran rekrutiert(59.160), Durch die weit verbreiteten
coiled-coil Domédnen (cc) kann ARNO auch mit anderen Proteinen mit cc-Domanen
interagieren. So sind cc-Doméanen unter anderem in Myosinfilamenten vorhanden, welche
einen Vesikeltransport ermdéglichen. Ebenso sind sie in Intermediarfilamenten, die einen
wichtigen Teil zur Bildung des Zytoskelettes beitragen, vorhanden. Dies fiihrt dazu, dass
ARNO sowohl durch die Zelle transportiert werden als auch an einem fest definierten Ort

vorkommen kann.(161)

Die Steuerung der Aktivitit von ARNO ist multifaktoriell. So bewirkt zum Beispiel die
Phosphorylierung an der positiv geladenen Aminosaurekette des Carboxy-terminus die
Loslésung von der Zellmembran, am ehesten aufgrund der Neutralisation der Ladung.
Damit scheint phosphoryliertes ARNO nicht membranstindig zu sein. Fir die
Rekrutierung von ARNO sind die ARF-dhnliche Proteine (ARF like Proteins) Arl4, Arl4c

und Arl4d zustiandig, indem sie die PH-Doméne mit der Zellmembran verbinden. Des
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Weiteren wurde herausgefunden, dass aktiviertes ARF6 ebenfalls eine Bindung von ARNO

an die Zellmembran bewirkt.(162)

Obwohl ARNO ubiquitdr vorkommt, gibt es jedoch Hinweise auf spezifische Funktionen
in einzelnen Zellen(162). In manchen Zellen wirkt ARNO auf den Adenosyl Riboxylierungs
Faktor 6 (ARF6), in anderen auch auf ARF1 oder beide.(163. 164) Dadurch sind sie ein
wichtiger Bestandteil im Transport zwischen dem Endoplasmatischen Reticulum und

dem Cis-Golgi-Apparat.(165)

Dartiber hinaus ist Uber ARNO bekannt, dass es am Integrin-Signaling, dem
Vesikeltransport und dem Remodelling des Aktin-Zytoskelettes beteiligt ist. Das
Remodelling wird dabei durch die Aktivierung von MMP ermdglicht.(166 167) Fiir den
Vesikeltransport scheint insbesondere die Sec-7 Domédne durch die Bindung an den
Integrin Beta 2-Ketten einen wichtigen Beitrag zu leisten.(168) Damit liegt eine Beteiligung

an der Zellmotilitat aller Zellen ebenfalls nahe.(164)

In Gefaflendothelzellen zum Beispiel fiihrt ARNO zu einer Proliferationssteigerung unter
VEGF-Einfluss(169). Insbesondere in Nervenzellen im peripheren Nervensystem (PNS) ist
eine Schliisselrolle in der Myelinisierung nachgewiesen, wo es in der postnatalen Phase
zur Ausbildung der Schwann-Zellen benotigt wird.(179) Jedoch scheint ihm ebenfalls eine
Rolle in der Entstehung der familidren amyotrophen Lateralsklerose (ALS) iiber die
Komplexbildung mit der Superoxid-Dismutase 1 (SOD1) zuzukommen.(171) Ein weiterer
beschriebener Effekt von ARNO ist die Unterbindung der Sekretion sogenannter ,dense
granula“ in Thrombozyten, welche fiir die Thrombozytenaggregation essenziell sind.
Indem ARNO ARF-6 in einem GTP-gebundenen Zustand behalt, wird die Sekretion der
Granula eingeschrankt. Durch eine PKC mediierte Phosphorylierung von ARNO wird der

inhibitorische Effekt aufgehoben.(172)

Die oben genannten Beispiele sind nur einige fiir die zentrale Rolle, die ARNO in unserem
Korper bei physiologischen wie auch pathologischen Vorgiangen einnimmt. So ist
einerseits beschrieben, dass ARNO eine Phosphorylierung von ERK1/2 MAPK bewirkt,
was zur Zellmigration und -Proliferation anregt. Andererseits jedoch konnte eine
Beteiligung an der Apoptose und Inflammation der JNK/p38 MAPK-Signalkaskade
herausgearbeitet werden.(173) Ebenso spielt ARNO eine wichtige Rolle in den

Insulinrezeptor vermittelten PI3K- und AKT-Kaskaden. Diese hat Einfluss auf das
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Zellwachstum aber insbesondere auch auf eine Insulinsensitivitit sowie den
Glucosemetabolismus.(162) Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass mit dem
Cytohesinhemmer SecinH3 behandelte Mause hohere Glucosekonzentrationen und
deutlich erh6hte Insulinwerte aufwiesen als die Kontrollgruppe.(174) Dieser Zustand ist
auch beim DM II vorhanden. Die Arbeit von Hafner et. al. aus dem Jahr 2006 zog daher in
Betracht, dass eine Insulinresistenz im Zusammenhang mit Cytohesinen und besonders
mit ARNO steht, da eine Inhibition von ARNO die insulinvermittelte Hemmung der
Transkription des Insulin like growth factor binding-proteins (IGFBP)- aufhob. Ferner
wurde der Zusammenhang von Cytohesinen zum AKT Signalweg erkannt, indem eine
Hemmung der Phosphorylierung von Insulin receptor substrate (IRS) und AKT durch

SecinH3 und ARNO siRNA beobachtet wurde.(175)

Zuletzt konnte dariiber hinaus in einigen Arbeiten die Beteiligung von ARNO an
Entzliindungsprozessen nachgewiesen werden. Die Untersuchungen bezogen sich
ausschliefdlich auf gefafdbezogene Entziindungen. Dabei wurden im vaskuldren Endothel
Destabilisierungen der interzellularen Verbindungen festgestellt. Dies ldsst einen
Zusammenhang zur Entstehung einer Atherosklerose zu.(176. 177) Ebenso wurde eine
Verbindung von IL-1 zu ARNO festgestellt. Obwohl der Zusammenhang initial fir
Schleimhaute beschrieben wurde, ist dieser Zusammenhang zwischen einer
Inflammationsreaktion und ARNO mittlerweile bewiesen.(178) Die im Zusammenhang mit
der Entziindungsreaktion in Erscheinung getretenen Effekte sind dabei die gesteigerte

Proliferation und Migration.(177.179)
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1.4 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, den Effekt einer Hemmung bzw. Inaktivierung des GEF ARNO auf
den phéanotypischen Switch der VGMZ unter pathologischen Konzentrationen des pro-
inflammatorischen Adipokins Resistin, das u.a. bei DM II und metabolischem Syndrom
erhoht ist, zu untersuchen. Weiterhin soll der Einfluss von ARNO auf Signalwege in VGMZ
unter Resistin-Stimulation untersucht werden. Fiir die Studie sollen ARNO Proteine
(Wildtyp, inaktives ARNO oder ARNO ohne seine PH-Domaéne) in VGMZ {iberexprimiert
werden. Zusatzlich soll der pharmakologische Cytohesin-Inhibitor SecinH3 eingesetzt

werden. Folgende wissenschaftliche Fragestellungen sollen dabei untersucht werden:

» Beeinflusst pathologische Konzentrationen von Resistin die Proliferation,

Migration und Adhasion von VGMZ?
» Beeinflusst ARNO die resistinabhangige VGMZ Adhéasion?
» Beeinflusst ARNO die resistinvermittelte VGMZ-Migration?

» Beeinflusst ARNO die Expression von Proteasen (MMP-2), die fiir Migration und

Gewebsinvasion bendtigt werden?

> Uber welche Signalwege beeinflusst Resistin die VGMZ-Migration und MMP-2

Expression?

» In welchen resistinabhdngigen Signalwegen, die VGMZ-Migration und MMP-2

Expression induzieren, ist ARNO beteiligt?

Durch die Untersuchung dieser Punkte erhoffen wir uns ein tieferes Verstandnis der Art
und Weise, wie proinflammatorische Adipokine den phanotypischen Switch der VGMZ
beeinflussen und zum erh6hten kardiovaskuldaren Krankheitsrisiko bei z.B. Diabetikern
und Patienten mit metabolischem Syndrom beitragen, zu erlangen. Die Erkenntnisse aus
dieser Studie konnten helfen, in diesem Zusammenhang potenzielle therapeutische Ziele

zu identifizieren.
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2. Methoden und verwendetes Material

2.1 Chemikalien & Kits

Produkt Hersteller Produktionsort und -land
Agarose Applichem Darmstadt, Deutschland
Ammonium Persulfat Applichem Darmstadt, Deutschland

Pierce® BCA Protein Assay Serva Electrophoresis

Bromphenolblau Sigma-Aldrich
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich

FCS Biochrom
Formaldehyd Applichem
Glycin Applichem

Wasserstoffperoxid (H202) Applichem

Hanks‘ Balanced Salt Solution (HBSS) Biochrom

[sopropanol Applichem
Kollagen G Biochrom
Luminol Applichem
Mercaptoethanol Sigma-Aldrich

Methylthiazoltetrazolium (MTT) Sigma-Aldrich

Nonfat dried milk powder Applichem
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Heidelberg, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Berlin, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Berlin, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Berlin, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Darmstadt, Deutschland



p-Coumar-Saure Fluka (Sigma-Aldrich)

Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich

Penicillin/Streptomycin/Antimycoticum (PSA) Sigma-Aldrich

peqGold total RNA-Kit PeqLab
Polyacrylamid-Losung (30%) Applichem
Propidium lodid (PI) Abcam
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Applichem

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich

Tris-Hydrochlorid Applichem
Triton X-100 Applichem
Trypanblau Sigma-Aldrich
Trypsin Gibco
Tween Applichem
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Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Cambridge, UK
Darmstadt, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Carlsbad, USA

Darmstadt, Deutschland



2.2 Puffer und Léosungen
2.2.1 PBS- Puffer

Der PBS- Puffer wurde hauptsidchlich verwendet, um Zellen zu waschen oder als

Transfermedium eingesetzt.

PBS-:
NacCl 136,9 mM
KCI 2,7 mM
NazHPO4 10,1 mM
KH2PO4 1,8 mM

Bei PBS+ wurde zusatzlich zugegeben:
CaClz 4,5 mM
MgCl2 * 6H20 0,42 mM

Die Puffer wurden mit sterilisiertem Wasser angesetzt und der pH auf 7,4 eingestellt.

2.2.2 Zellkulturmedien

10% VGMZ Medium

10% FCS
1% Penicillin/Streptomycin/Antimycoticum (PSA)

in DMEM
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1% VGMZ Hungermedium

1% FCS

1% Penicillin/Streptomycin/Antimycoticum (PSA)

in DMEM

Einfriermedium

1% DMSO in FCS

2.3 Materialauflistung

2.3.1 Instrumente

Produkt Hersteller Produktionsort und -land
Axiovert 200M Carl Zeiss Oberkochen, Deutschland
Axiocam Carl Zeiss Oberkochen, Deutschland
BD FACS Canto™ II Beckton Dickinson Franklin Lakes, USA
Centrifuge 5415 R Eppendorf Hamburg, Deutschland
Centrifuge 5810 R Eppendorf Hamburg, Deutschland

Digital CCD Camera Controller ORCA-ER Hamamatsu Photonics Hamamatsu, Japan

IBIDI 8-Well slide IBIDI Martinsried, Deutschland

Ice Machine Scotsman AF 100 Scotsman Vernon Hills, USA

Kryorohrchen Sarstedt Niumbrecht, Deutschland

Microflow biological safety cabinet Nunc Wiesbaden, Deutschland
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Microplate reader Tecan Spark 10M Tecan Group Mannedorf, Schweiz

Microplate reader Tecan Spectra Fluor  Tecan Group Mannedorf, Schweiz
Pipette Research® 2,5 ;10 ul; 100 ui; 1000 w; 5000 iEppendorf Hamburg, Deutschland
Pipette Research plus® 20 ui; 200 u; 1000 ul Eppendorf Hamburg, Deutschland
Pipetman classic™ 20 u; 100 u, 200 u; 1000 1~ Gilson Villiers le Bel, Frankreich
Thermaocycler TProfessional Basic Biometra Gottingen, Deutschland
Vortex-Genie Bender & Hobein  Ziirich, Schweiz

(produced by Scientific Industries inc., Springfield, USA)
Waterbath WBN 10 Memmert Schwabach, Deutschland

Weighing scale Acculab ALC 110.4 Sartorius Gottingen, Deutschland

2.3.2 Zellkultur

Produkt Hersteller Produktionsort und -land
Kryorohrchen VWR GmbH Darmstadt, Deutschland
Zellkultur-Schale 3cm, 6 cm, 10 cm BD Falcon Heidelberg, Deutschland
Zahlkammer Biosigma Srl Venedig, Italien

u-Slide 8 Well Ibidi GmbH Martinsried, Deutschland
24 & 96 Well-Plate BD Falcon Heidelberg, Deutschland
Zellschaber VWR GmbH Darmstadt, Deutschland
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2.3.3 Antikorper, Inhibitoren, Hormone und Wachstumsfaktoren

Produkt Hersteller Produktionsort und -land
Mouse anti-GAPDH (#MAB374) Merck-Millipore Darmstadt, Deutschland
Rabbit anti-phospho-AKT (Ser473) (D9E) XP™ Cell Signaling Danvers, USA
(#4060)

Rabbit anti-phospho-p44 /42 MAPK (ERK 1/2) Cell Signaling Danvers, USA
(Thr202/Tyr204) E10 (#9106)

Rabbit anti-myc-tag (#2278) Cell Signaling Danvers, USA

Rabbit anti-p38 MAPK (#4511) Cell Signaling Danvers, USA
Anti-mouse Meerrettich peroxidase- Merck Millipore Darmstadt, Deutschland

gebundener Zweitantikorper (#401253)

Anti-rabbit Meerrettich peroxidase- Merck Millipore Darmstadt, Deutschland
gebundener Zweitantikorper (#401353)

LY 294002 (PI3K Inhibitor) Merck Millipore Darmstadt, Deutschland
Resistin, Humanes rekombinantes (rHu) Biomol Hamburg, Deutschland
(#86427.25)

* Resistin, human recombinant BioVendor, R&D Brno, Tschechien
(RD172016300)

Platelet derived growth factor (PDGF)-BB Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

SecinH3 Merck Millipore Darmstadt, Deutschland
SB203580 (p38 MAPK Inhibitor) Tocris Bristol, UK
AKT Inhibitor Tocris Bristol, UK
PD 98059 (ERK Inhibitor) Merck Millipore Darmstadt, Deutschland

* Wechsel aufgrund eines zwischenzeitlichen Lieferengpasses bei der Firma Biomol
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2.3.4 Software

Produkt

Hersteller

Produktionsort und -land

SigmaPlot® Version13
Microsoft Excel
Microsoft PowerPoint
Microsoft Word
Hokawo

CellQuest

AxioVision 4.9

Systat Software, Inc.
Microsoft Corporation
Microsoft Corporation
Microsoft Corporation
Hamamatsu

BD Biosciences

Zeiss

San José, USA

Redmond, USA

Redmond, USA

Redmond, USA

Hamamatsu, Japan

Franklin Lakes, USA

Jena, Deutschland

2.4 Zellen und Zellkultur
2.4.1. Verwendete Zellen

Bei den fiir diese Versuche benutzten Zellen handelte es sich um primare porcine
vaskuldre glatte Muskelzellen (VGMZ). In einem vorangegangenen Projekt wurden diese
Zellen aus Schweineaorten extrahiert(180) und eingefroren. Fiir dieses Projekt wurden sie
nun aufgetaut. Um in dem vorangegangenen Projekt die VGMZ zu isolieren, wurden die
Schweineaorten longitudinal aufgeschnitten. Zunachst mussten nun die Endothelzellen
entfernt werden. Dazu wurde iiberschiissiges Gewebe manuell entfernt, die Zellen
anschliefdend in PBS- gewaschen und in einem Rahmen eingespannt. Danach wurde die
Aorta fiir eine Stunde bei 37° C mit 0,2 pg/ml Kollagenase A in HBSS inkubiert. Nun wurde
der Aorta das Zellkulturmedium DMEM zugegeben und mit einem Zellschaber abgelost.
Die restlichen Endothelzellen wurden nun behutsam mit einem Skalpell entfernt und das
Gewebe in mehrere 5x5mm grofde Stiicke geteilt, diese anschliefend mit der luminalen
Seite in eine Zellkulturschale gelegt und fiir 4 h bei 37° C mit 0,2 pg/ml Kollagenase A in
Hanks gepufferter Salzlosung inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Medium

entfernt und gegen DMEM als Zellkulturmedium ausgetauscht. Dieses wurde so lange alle
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3 Tage gewechselt, bis sich ein ausgepragter Zellrasen gebildet hatte. Dann wurden auch
diese Stiicke entfernt. Der Zelltyp wurde nun anhand der Detektion des smooth muscle
(SM) actins bestatigt.(180) Die Zellen wurden dann fiir spitere Versuche erst im

Einfriermedium eingefroren und in fliissigem N2 bei -196° C gelagert.

2.4.2 Einfrieren der Zellen

Um Zellen in einer niedrigen Passage fiir Versuche kontinuierlich einsetzen zu kénnen,
wurden Zellen in ebendiesen Passagen nach der Isolation eingefroren. Dafiir wurden
konfluente Zellen einmalig mit PBS- gewaschen, gefolgt von der Inkubation mit Trypsin,
um die Zellen von der Zellkulturschale abzulésen. Nach zusatzlichem, behutsamem
Abschaben der Zellen mit einem Zellschaber wurde die gewonnene Suspension in ein
Kryorohrchen gegeben und anschliefdend in einer Einfrierbox bei -80° C ca. 24 h gelagert.

Anschliefdend wurden die Zellen in fliissiges Nz tiberfiihrt.

2.4.3 Auftauen der Zellen

Die verwendeten VGMZ wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, dann im VGMZ
Medium in einer Zellkulturschale mit 10 mm Durchmesser ausgesat und anschliefiend im
Brutschrank bei 37° C und 5% COz2 inkubiert. Ca. 4 h nach dem Anheften der Zellen am
Untergrund der Zellkulturschale wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS+
gewaschen, gefolgt von der Zugabe frischen Mediums, um die zytotoxische Wirkung des
DMSO im Einfriermedium zu unterbinden. Die Zellen wurden dann im Brutschrank bei

37° C und 5% CO2 weiter kultiviert.

2.4.4 Zellkultur
Die VGMZ wurden im VGMZ Medium bei 37° C mit 5% COz2 kultiviert.

Zum passagieren der Zellen wurde zuerst das bestehende Medium abgesaugt. Im
Anschluss daran wurden die Zellen einmalig mit calciumfreiem PBS- ausgewaschen, um

die Reste des vorherigen Mediums zu entfernen und das freie Calcium ebenfalls
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wegzusplilen. Anschlief3end wurde 1x Trypsin/EDTA zum Ablésen der Zellen zugegeben
und ca. 2 min bei 37° C und 5% CO2 inkubiert, bis sich der Zellrasen abgeldst hat. Der
Erfolg dieser Mafdnahme wurde durch mikroskopische Sichtkontrolle kontrolliert. Um die
Wirkung des Trypsins nach erfolgreichem Ablésen der Zellen zu neutralisieren, wurde
10% VGMZ Medium zugegeben, wonach die Zellen im Medium durch mehrmaliges
vorsichtiges Aspirieren gleichmafig verteilt und anschlief3end auf neue Schalen aufgeteilt
wurden. Diese wurden mit auf die fiir die jeweilige Schalengréfie passende Menge an
Medium aufgefillt. Daraufthin erfolgte die weitere Ziichtung der Zellen, mit regelmafiigem

Mediumwechsel alle 2-3 Tage, bis der Zellrasen konfluent war.

2.4.5 Beschichtung der Zellkulturschalen

Fir alle Versuche wurden VGMZ auf beschichteten Zellkulturschalen ausgesat und weiter
kultiviert. Zur Beschichtung der Zellkulturschalen wurde entweder Kollagen G (10 pg/ml)
oder Gelatine (10 ug/ml) auf dem Boden gleichmaf3ig verteilt und anschliefdend bei 4° C
tber Nacht inkubiert. Abschlief3end wurde die Fliissigkeit abgesaugt, die Schale mit PBS+

gewaschen und die Zellen ausgesit.

2.4.6 Stimulation und Inhibition der Zellen

Bevor eine Behandlung der Zellen mit Resistin, PDGF und/oder Inhibitoren begann,
wurden sie 24 h in 1% VGMZ Hungermedium inkubiert. Danach wurde das vorherige
Medium abgesaugt und der jeweilige Wirkstoff zum 1%igen-Medium zugegeben (siehe
Tabelle 2.1.6.1). Die Inhibitoren wurden immer 30 min vorinkubiert, bevor die

Stimulation mit Resistin erfolgte.

Zur Kontrolle der jeweiligen Messung wurde bei jedem Versuch eine Sham-Lésung
verwendet. Diese Losung bestand aus jener, in der die Substanzen geldst wurden. Hierbei

kamen DMSO v/v und Wasser v/v zur Benutzung.
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2.5 Transfektion

2.5.1 Transfektionslésungen und Plasmid-DNA

Produkt Hersteller Produktionsort und -land
peqgFect PeqLab (VWR international) Erlangen, Deutschland
jetPrime PeqLab (VWR international) Erlangen, Deutschland
pDNA ARNO-WT(181) Dr. Lorraine Santy Penn SU, USA

pDNA ARNO-R280D(181) Dr. Lorraine Santy Penn SU, USA

pDNA ARNO-E156K(181) Dr. Lorraine Santy Penn SU, USA

2.5.2 ARNO Konstrukte (Plasmide)

Um die Funktion von ARNO in VGMZ zu untersuchen, wurden drei verschiedene pDNA-
Konstrukte verwendet (ARNO WT, ARNO E156K, ARNO R280D), welche von Dr. Lorraine
Santy, Penn State University, zur Verfiigung gestellt wurden.(181) Die GEF-Aktivitat der
Sec7 Domadne wurde durch Austausch der Glutaminsdure an Position 156 zu Lysin
(E156K) ausgeschaltet. Um die Rolle der Pleckstrin Homology (PH)-Domane fiir die
Funktion von ARNO zu untersuchen, wurde ebenfalls durch eine Punktmutation an
Position 280 das Arginin durch Asparagin ersetzt (R280D). Der Effekt der Expression
beider ARNO-Mutanten wurde immer mit dem Effekt der Expression von ARNO Wildtyp
(WT) verglichen.

2.5.3 Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA

Das Transfektionsreagenz PeqFect wurde fiir die Transfektion verwendet, bis die Firma
PeqLab dieses Produkt aus dem Sortiment nahm. Die Versuche nach diesem Zeitpunkt
wurden mit einem equivalenten Transfektionsreagenz von PeqlLab, jetPRIME,

durchgefiihrt.
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Transfektion mit PeqFect

Transfektionslésung
7 ug pDNA
10 pl PeqFect (PeqLab, Erlangen, Deutschland)

pDNA und PeqFect wurden serumfreiem DMEM zugegeben zu einem finalen Volumen von

600 pl

Die pDNA wurde in 600 pl serumfreiem DMEM verdiinnt und PeqFect dazugegeben. Die
Transfektionslosung wurde darauthin fiir 20 min bei RT inkubiert. Das
Transfektionsreagenz ist aufgebaut auf einem Calciumchelatkomplex, wodurch eine
Endozytose begiinstigt wird. Fiir die Transfektion wurden Zellen mit einer Konfluenz von
ca. 80% verwendet. Das Medium wurde abgesaugt und mit frischem Medium ersetzt (5,4
ml fiir eine Zellkulturschale mit 6cm Durchmesser). Die Transfektionslosung (600 pl fiir
eine Zellkulturschale mit 6 cm Durchmesser) wurde daraufhin in das Medium getropft
und die Schale vorsichtig geschwenkt, um die Transfektionslosung gleichmafiig zu

verteilen.

Die Zellen wurden danach 24 h bei 37° C und 5% CO2 inkubiert. Am nachsten Tag wurde
das Medium mit der Transfektionslosung entfernt und mit frischem 10% VGMZ Medium
ersetzt und die Zellen fiir weitere 24 h kultiviert. Alle Versuche mit transfizierten VGMZ

wurden 48 h nach der Transfektion durchgefiihrt.

Transfektion mit jetPRIME

Transfektionslésung
2 ug pDNA

4 ul jetPRIME (PeqLab, Erlangen, Deutschland)
200 pl jetPRIME Puffer (10x)

Dazu wurden je Well 2 ug des jeweiligen Plasmids mit 200 pl des fertig gelieferten
jetPRIME Puffers gemischt, anschlieffend mittels Vortex fiir 5 s gemischt und
abschliefdend zentrifugiert. Nun wurden je zu befiillendem Well 4 pul des jetPRIME
hinzugegeben, erneut fiir 1 s im Vortex gemischt und kurz zentrifugiert und 10 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 200 pl / Zellkulturschale (6 cm
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Durchmesser) der Transfektionslosung tropfenweise auf die Zellen gegeben. Das
zellenspezifische Medium wurde dabei zuvor nicht entfernt. Nach einem leichten
Schwenken wurden die Platten bei 37° C inkubiert. Weitere 24 h spater wurde das

Medium mit der Transfektionslésung entfernt und durch 1% Wachstumsmedium ersetzt.

2.6 Versuche
2.6.1 MTT-Assay

MTT-Stocklésung

MTT 5 mg/mlin PBS+

Die Stocklosung wurde bei 4° C gelagert und fiir den gesamten Versuch angesetzt, um
Messfehler durch Pipettierfehler und Ungenauigkeiten beim Abwiegen zu minimieren.

Vor jeder Messung wurde die MTT-Stocklésung 1:10 in farblosem DMEM verdiinnt.

Der MTT-Assay wurde zur Bestimmung der Zellaktivitit lebender Zellen verwendet.
Dadurch konnte ein direkter Bezug zur metabolischen Aktivitat, der Proliferationsrate
sowie der Zytotoxizitit hergestellt werden. Durch die Reduktion des 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid  (MTT) zu (E,Z)-5-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan, die dabei stattfand (Abbildung 2.1.1.2),
entstand ein wasserunlosliches Produkt. Diese Reaktion konnte durch einen
Farbumschlag von gelb zu blauviolett bei einer Absorption in der Wellenlange 550 nm

quantifiziert werden(182),

Fir die Messung wurden die Zellen in 24-Well-Platten ausgesat (eine konfluente
Zellschale mit 10cm Durchmesser auf vier 24-Well Platten), bis zur ca. 30%igen Konfluenz
geziichtet und anschlief3end fiir 24 h im Hungermedium inkubiert. Die erste Messung
wurde zum Zeitpunkt 0 (vor der Stimulation der Zellen) durchgefiihrt, um einen
Bezugspunkt fiir die spatere Auswertung zu erhalten. Die beiden anderen Messungen
wurden nach je 24 und 48 h durchgefiihrt. Dazu wurde das Medium entfernt und die
Zellen einmalig mit PBS+ gewaschen. Nach dem Waschen der Zellen wurde 400 pl
MTT/Well (24-Wellplattenformat) pipettiert und die Zellen fiir 2 h in den Inkubator mit
5%igem CO2 bei 37° C gestellt. Anschliefiend wurde die verwendete MTT-Losung
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entfernt, die Zellen einmalig mit PBS+ gewaschen, gefolgt von der Zugabe von 100%igem
2-propranol (500 pul/Well), um das Formazan aus den Zellen zu 16sen. Davon wurden 100
ul in einer 96-Well Platte tiberfiihrt und die Absorbans anschlief3end bei 550 nm mit einer
Referenz von 650 nm gemessen. Fiir die Auswertung wurden die Absorptionswerte bei
650 nm von 550 nm abgezogen.

Q
Br HBr

S\ S\

Nﬁ.N@/IQN +2H N )QN

\ R E— \ “N
<:> :N’N ::; :N,NH
MTT Formazan

Abbildung 2.6.1

Abbildung 2.6.1: Komplexverdnderung, die dem MTT-Assay zugrunde liegt und zu der
Farbverdnderung fiihrt

Durch die Verdnderung in der Ringkonfiguration des MTT wird aus MTT (gelb) Formazan (blau-
violett), was den Farbumschlag erkldrt.

Quelle: Angepasst und verdndert um den mittleren Part der mitochondrialen Reduktase, sowie der
Namen zum Original von Pascua-Maestro et al. (2018).(183)

2.6.2 Western-Blot und Proteinbestimmung

Zelllyse

Lysispuffer

Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology) 1:10 in destilliertem Wasser

1 mM PMSF

Fir die Lyse der Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen einmalig mit PBS+
gewaschen. Im nachsten Schritt wurde der vorher angefertigte Lysepuffer tiber den Zellen
verteilt (100 pl fiir eine 6 cm Zellkulturschale, 300 pl fiir eine 10 cm Zellkulturschale). Die

Zellen wurden daraufhin bei -20° C fiir mindestens 30 min eingefroren. Die eingefrorenen
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Zellen wurden danach langsam auf Eis aufgetaut, mit einem Zellschaber vorsichtig vom
Boden der Schale abgeldst und ca. 15x durch eine Insulinspritze langsam aufgezogen und

wieder in den Behalter zuriickgegeben, um die Zellwande zu lysieren.

Das Lysat wurde in ein Eppendorf-Gefaf3 iiberfiihrt, in der Zentrifuge fiir 10 min bei 4° C
und 10000 RPM zentrifugiert und das Zellpellet verworfen.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Proteinkonzentration der Lysate zu messen, wurde das Pierce® BCA Protein Assay
verwendet. Dazu wurde von jeder angefertigten Probe 10 ul/Well in eine Microplate
pipettiert und anschliefdend 200 pl der BCA-Losung (Losung A : Losung B im Verhaltnis
1:50) hinzugegeben. Um die Proteinkonzentration berechnen zu kénnen, wurde
gleichzeitig eine Standardreihe mitgemessen. Hierfiir wurde eine Verdiinnungsreihe von
Bovinem Serumalbumin verwendet (siehe Tabelle 2.6.1). Nach einer Inkubation fiir 30

min bei 37° C wurde die Absorption bei 550 nm gemessen.

BSA-Stock 0l 0,5 ul 1l 2,5 ul S5ul 10 pl
(2 pg/nl) (0 pg) (1 ug) (2 pg) (5 ug) (10 pg) (20 pg)
H20 10 pl 9,5 ul 9 ul 7,5 ul 5ul 0wl

BCA-Lésung | 200l | 200 pl 200 | 200 pl 200 pl 200 pl

Tabelle 2.6.1: Pipettierschema fiir die Standardreihe

Western Blot

Auftragspuffer (4x)

Tris-HCI pH 6.8 0,25 M

SDS 8%

Glycerin 40%

Bromphenolblau 0,02%

Mercaptoethanol 400 mM
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Der Auftragspuffer wurde 1:4 mit Proteinlysaten verdiinnt.

Laufpuffer (5x)

Tris Base 125 mM
Glycin 1M
SDS 0,5%

In destilliertem Wasser

Vor Anwendung wurde der Laufpuffer 1:5 mit destilliertem Wasser verdiinnt.

Transferpuffer

Glycine 1M
TrisBase 125 mM
MeOH 20%
Sammelgel (4%) fur 4 kleine Gele

destilliertes Wasser 12 ml
Polyacrylamidlosung 30%
Tris pH 6,8 05M
SDS 10%
TEMED 40 pl
APS 10%
Trenngel (10%) fiir 4 kleine Gele

destilliertes Wasser 18 ml
Acrylamide Bisacrylamide 30 %: 0.8 %
Tris pH 8,8 1,5M
SDS 10%
TEMED 50 ul
APS 10%

Der Western-Blot ist eine Mdglichkeit zur Untersuchung von Proteinmassen, welche in
Dalton angegeben werden. Durch Western-Blot werden Proteine anhand ihrer Grofie
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durch ein SDS-Polyacrylamidgel (PAGE) aufgetrennt.(184) Durch Verdnderung des
Polyacrylamidanteils im Gel kann die Dichte des Laufgels variiert werden, wodurch eine
zusatzliche Fokussierung auf bestimmte Bereiche einer Masse moglich ist. Die leichteren
Proteine konnen mit deutlich weniger Widerstand durch das Gel hindurchlaufen und die
grofderen und somit auch die schwereren Proteine aufgrund des grofderen Widerstandes
einen kiirzeren Weg zuriicklegen. Senkt man den Polyacrylamidanteil, werden die
schweren Proteine besser aufgeteilt und umgekehrt. Um die Grofie der aufgetrennten
Proteine einfacher zuordnen zu kénnen, wird ein Marker, bestehend aus gefarbten

Proteinen mit bekannter Daltonzahl, bei dem Versuch mit aufgetragen.

Das bendtigte Gel bestand aus einer Sammel- und einer Trennschicht. Beide Gele wurden
getrennt voneinander angefertigt. Das Sammelgel wurde zwischen zwei Glasplatten mit
einem Abstand von 1,5 mm gegossen. Um Unebenheiten am Gelrand wahrend des
Auspolymerisierens zu vermeiden, wurden anschliefend ca. 500 pl Isopropanol
hinzugefligt. Nach dem Aushirten des Trenngels und Auswaschen des Isopropanols
wurde das Sammelgel gegossen. In das Sammelgel wurden kleine Taschen mittels eines
Kunststoffkammes eingefiigt, indem er vor dem Erharten des Gels hineingesteckt wurde.
Die Gele wurden in ihrer Halterung in einer Pufferkammer platziert und mit dem
Laufpuffer vollstindig bedeckt. 30 pg Protein wurden anschlieffend mit dem
Auftragspuffer (1:4) und Wasser gemischt, sodass ein totales Volumen von 30 pl entstand.
Abschlief3end wurden diese Proben bei 94° C fiir 5 min erhitzt. Die Proben wurden in die
Taschen eingefiillt und durch Anlegen einer Spannung von 100 V fiir ca. 30 min

(Sammelgel) und anschliefdend mit 150 V fiir ca. 2 h (Trenngel) aufgetrennt.
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Abbildung 2.6.2

Abbildung 2.6.2: Abbildung eines Versuchsaufbaus zum Western Blot

Man sieht im rechten Abschnitt des Bildes eine Gelelektrophoresekammer mit einem Gel in der
Kammer. Im linken Hintergrund ist die Stromversorgung sichtbar, welche tiber das rote und

schwarze Stromkabel mit der Kammer verbunden ist.

Quelle: Eigene Abbildung

Um die aufgetrennten Proteine auf eine Membran zu tibertragen, wurde das Wet-Blotten
angewendet. Daflir wurde das Gel auf eine Nitrozellulosemembran, die vorher im
Blottingpuffer getrankt wurde, gelegt. Gel und Membran wurden anschliefdend zwischen
zwei im Blottingpuffer getrankte Filterpapiere gelegt. Dieses ,Sandwich” wurde danach
zwischen zwei Schwamme in eine Halterung gelegt und in die Blottingkammer
eingehangt. Diese wurde anschlief3end in die Kammer eingelegt, mit dem Transferpuffer

bedeckt und bei 50 V fiir 2 h laufen gelassen.
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Detektion von Proteinbanden

Blockingpuffer

TBS(-T) (10x)

Tris-Base 125 mM

NaCl 950 mM

H20 auf benutzte Menge auffiillen
Tween 20 0,1% (wenn TBS-T bendtigt)

Milchpuffer
TBS-T bendtigte Menge

Magermilchpulver 5% oder 3%

BSA-Puffer
TBS bendtigte Menge
BSA 5%

Antikorperkonzentrationen

Antikorper Verdiinnung Puffer

GAPDH 1:1000 in BSA Puffer 5%

Myc-tag 1:1000 in Milchpuffer 5%

Phospho-P38 MAPK 1:1000 in BSA Puffer 5%

Phospho-p44/p42 1:1000 in Milchpuffer 5%

Phospho-AKT 1:1000 in Milchpuffer 5%

Zweitantikorper Verdiinnung Puffer

Anti-mouse IgG 1:1000 In BSA Puffer 5% oder Milchpuffer 5%

Anti-rabbit IgG 1:1000 In BSA Puffer 5% oder Milchpuffer 5%
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Waschpuffer
siehe TBS-T

Blockingpuffer

Milchpuffer

Magermilchpulver 5% in TBS-T
BSA-puffer

BSA 5% in TBS-T
ECL-Losung

p-Coumarsaure 0,4 mMol
Tris/HCL (pH 6,8) 100 mMol
Luminol 2,5 mMol
H:0: 0,08%

Zur Verhinderung unspezifischer Bindungen des Antikorpers, wurde die Membran 1 h bei

Raumtemperatur mit Blockingpuffer auf einem Schiittler inkubiert.

Um die zu untersuchenden Proteine detektieren zu kénnen, wurden zuerst die primaren
proteinspezifischen Antikoérper, im Blockingpuffer verdiinnt, mit der Membran bei 4° C
tiber Nacht inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal mit Waschpuffer jeweils 5-10
min gewaschen. Anschlieflend wurden die mit Meerrettichperoxidase markierten
Sekundarantikérper im Blockingpuffer (1:10000) verdiinnt und mit der Membran fiir 1 h
bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde die Membran erneut
dreimal jeweils 5-10 min mit Waschpuffer gewaschen. Spezifische Proteinbanden wurden

nun mittels Zugabe von ECL-Losung in einer Dunkelkammer mittels DCC-Kamera
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detektiert. Die Quantifizierung der jeweiligen Proteinbanden erfolgte durch Messung der
Pixeldichte (Densitometrie) mit dem Programm Hokawo Version 2.9. Fiir die Auswertung
wurde das Verhaltnis (Quotient) zwischen dem zu untersuchenden Protein und GAPDH

(house-keeping protein) fiir jede Probe berechnet.

2.6.3 RNA-Isolation

Die RNA-Extraktion wurde mit dem peqGold total RNA-Kit laut Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Das Kit basiert auf einer Aufreinigung von Silikamembranen durch
Zentrifugation. Mit diesem Kit konnen bis zu 100 pg nicht degradierter RNA (ab 200
Basenpaare) aufgereinigt werden. Der RNA-Gehalt der Proben wurde bestimmt, indem
die Probe mit RNAse-freiem Wasser 1:100 verdiinnt und anschliefend in einer 1 cm
Kiivette bei 260 nm in einem Photometer gemessen wurde. Die RNA-Konzentration

wurde mittels folgender Formel berechnet:

RNA Konzentration in pg/ml=0D260 * Verdiinnungsfaktor 100 * 40 (Standardkoeffizient

fiir 1 cm Kivette).

2.6.3.1 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) von MMP-2 mRNA

Die MMP-2 mRNA Expression wurde in Kooperation mit Prof. Wornle, Medizinische
Klinik und Poliklinik IV, Klinikum der Universitit Miinchen, durchgefiihrt. Mit der
quantitativen Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR) konnte die
Transkription eines bestimmten mRNA und daher indirekt die DNA-Expression eines

Gens gemessen werden.

Dazu wurden zuerst anhand von spezifischen Primern 2 pg mRNA mittels Reverse-
Transkriptase PCR in cDNA umgeschrieben, unter Zuhilfenahme des High-Capacity RNA-
to-cDNA™ Kits (Applied Biosystems), und anschlieféend unter Verwendung von TagDNA

Polymerase vervielfaltigt mit TagMan ABI 7700 (PE Applied Biosystems, Darmstadst,
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Deutschland). Die Vervielfaltigung wurde durch Interkalation von SybrGreen verfolgt(183),
Als house-keeping gene wurde S18 verwendet und die MMP-2 Expression hierauf

bezogen. Alle Messungen wurden in Duplikate durchgefiihrt.

Primersequenzen, die verwendet wurden, waren fiir MMP-2 Fw agg atg gca agt acg gct
tc, MMP-2 Rev agc tgt tgt agg atg tgc cc; s18 rRNA Fw cgc ggt tct att ttg ttg gt, s18 rRNA
Rev agt cgg cat cgt tta tgg tc.

Die Expression von MMP-2 wurde durch folgende Formel berechnet:

AACt — 2_((Cttarget _CtHK )T _(Cttarget _CtHK )C )
Ct: Cycles of threshold; T: stimulierte Probe; C: nicht-stimulierte Probe
2.6.4 Messung der Zellviabilitat

2.6.4.1 Trypanblau-Firbung

Trypanblau-Losung

Trypanblau in PBS+ 0,1%

Die Trypanblaufarbung wurde verwendet zur Darstellung des Zelliiberlebens, da der

Farbstoff nur Zellen mit 16chriger Zellmembran farben kann(186),

Die Zellen wurden dabei zuerst in Zellkulturschalen (3 cm Durchmesser) auf Kollagen
ausgesat, wachsen gelassen und fiir diesen Versuch mit den drei bereits beschriebenen
ARNO Konstrukten transfiziert. Zusatzlich wurde eine Schale mit unbehandelten Zellen
als Vergleichswert geziichtet. 24 h nach der Transfektion wurde das Medium entfernt und
einmalig mit PBS- gewaschen. AnschliefRend erfolgte die Ablosung der Zellen mit 5 mM
EDTA, da dies die VGMZ nicht-enzymatisch und daher sehr schonend abldst. Ein
Abkratzen mit dem Zellschaber erfolgte ebenfalls nicht, um den lebenden Zellen den

Stress des Abkratzens zu ersparen. Nun wurden diese Zellen bei 3000 Umdrehungen/min
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fir 2 min bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand entfernt und der Zellpellet

anschlief3end in der vorbereiteten 0,1% Trypanblauldsung geldst.

Die Zellen wurden 1 min bei RT in der Losung inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
gewonnenen Suspensionen zu je 7 pul in die Zdhlkammern (fast-read 102 cell counting
chambers von Biosigma Srl) pipettiert. Diese Kammern sind durch ein Gitternetz
aufgeteilt in 16 gleich grofde Quadrate, von denen man je 2-3 zdhlt. Dazu wurde ein
Quadrat eingestellt und die Zellen einzeln mit Hilfe eines Hand- oder Klickzahlers gezahlt.
Diese Quadrate wurden zufallig gewahlt, sodass sie ein verwertbares, die Zadhlkammer
abbildendes Ergebnis lieferten. Nach Zahlung der drei Kammern wurden diese addiert
und davon der Mittelwert berechnet. Um die Zellkonzentration (Zellen/ml) zu berechnen

wurde der Mittelwert mit 104 multipliziert.

2.6.4.2 Propidiumiodid-Fiarbung

Propidiumiodid (PI)-Farbel6sung

1,2 pg / ml Propidiumiodid in PBS+

Das Zelliberleben wurde dariiber hinaus durch Farbung mit PI, die mit der DNA
interkaliert, untersucht. Die Messung erfolgte mit Zellen, die nicht fiir die Farbung lysiert
wurden. Dadurch wurden nur Zellen mit l6chriger Zellmembran und somit sich in der
Apoptose oder Nekrose befindende Zellen gefarbt (187.188), 24 h nach der Transfektion
wurde das Wachstumsmedium gegen 1% VGMZ Medium ausgetauscht und die VGMZ fiir
weitere 24 h bei 37° C und 5% CO2 kultiviert. Fiir die PI-Farbung wurden die Zellen

einmalig mit PBS- gewaschen und schonend mit 5 mM EDTA abgelost.

Danach wurden die Zellen fiir 2 min bei 3000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in der
PI-Farbelosung resuspendiert. Die Zellen wurden daraufhin fiir 20 min bei RT und in
Dunkelheit inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren (2 min bei 3000 rpm) wurde die PI-
Farbelosung entfernt und die Zellen in PBS+ resuspendiert. Anschlieffend wurden die
Zellen im PE-Kanal des Durchflusszytometers (FACS-Canto II, BD, Heidelberg) gemessen.
Als positive Kontrolle wurden Zellen, die vor der Farbung mit 0,1% Triton X-100 in PBS+

lysiert wurden, verwendet. Durch die Lyse werden sie alle mit PI gefarbt.
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2.6.5 Zellkernfirbung
2.6.5.1 Zellfixierung

Um die Zellproteine in ihrer nativen Form fiir die Farbung zu bewahren und ein Austreten
der Proteine aus der Zelle wahrend der Farbung zu verhindern, miissen die Zellen fixiert

werden.

Die  Methanolfixierung hat den Vorteil, dass man den Schritt der
Zellwandpermeabilisierung uberspringt, da das Methanol die Zelle fixiert, indem der
Alkohol das Wasser in der Zelle ersetzt, dadurch ihre weiteren iiberlebensnotwendigen
Prozesse durch Dehydratation unterbindet(1?9) und die Zellwand durch ihren polaren

Charakter, der von Methanol an einigen Stellen aufgehoben wird, 16chrig werden lasst.

Als erstes wurde Methanol (MeOH) 100% mit -20° C auf die Zellen gegeben und fiir ca. 20
min im Gefrierschrank aufbewahrt. Anschliefdend wurden die Zellen dreimalig mit PBS+
gewaschen, bis der letzte Rest an MeOH verschwunden war. In diesem Zustand konnten

die Zellen auch bei -20° C gelagert werden.

2.6.5.2 DAPI-Fiarbung

Um Zellkerne sichtbar zu machen wurden Zellen mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
(Zellkernfarbung) gefarbt. DAPI farbt die AU- und AT-reichen Regionen der DNA wie auch
der RNA(189),

2.7 Adhdsions-Assay
Der Adhdsions-Assay diente der Messung der Adhasion von Zellen am Untergrund.

Konfluente VGMZ in einer Zellschale mit 6 cm Durchmesser wurden nach dem Absaugen
des Mediums und einmaligem Waschen mit PBS- abgeldst. Dies geschah durch Zugabe von
EDTA (5 mM). Beschleunigt wurde diese Reaktion durch Inkubation bei 37° C. Zur

Sicherstellung des Erfolges der Ablésung wurde mit dem Mikroskop kontrolliert, ob die
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Losung der Zellen vom Untergrund funktioniert hat. Die gelésten Zellen wurden nun in

ein Eppendorf-Gefaf3 iiberfiihrt und, abhingig vom Versuch, stimuliert oder nicht.

Die so erhaltene Zellsuspension wurde gleichmafig zu je 300 pl auf eine mit Kollagen G
beschichtete 24-Well Platte pipettiert und behutsam vertikal geruttelt, um ein
gleichmafdigeres Verteilen der Zellen gewdhrleisten zu konnen. Die somit befiillten 24-
Well-Platten wurden anschliefRend fiir 1 h in den 37° C Inkubator gestellt. Nach diesem
Vorgang wurde das Medium behutsam von den Zellen entfernt und mittels einmaliger
vorsichtiger Zugabe von PBS+ wurden letzte Mediumreste entfernt, um im Anschluss mit
auf -20°C gekiihltem MeOH die Zellen bei ebenfalls -20° C fiir 30 min zu fixieren. Um die
Zellen besser zahlen und auseinanderhalten zu kénnen, wurden sie abschliefend mit
DAPI ((1 ug/ml) in PBS+) gefarbt, da dieser Farbstoff in geringsten Mengen sehr gut und

sicher firbt und man so nur lebende Zellen mit Zellkern zahlt.

2.8 Scratch-Assay

Zuerst mussten die Zellen gleichmaf3ig in eine 24-Wellplatte aufgesplittet und konfluent
werden. Kurz vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen transfiziert. Nach 24 h
wurde das Medium durch 1%iges Hungermedium ersetzt und fiir einen weiteren Tag
inkubiert. Bei den Proben mit SecinH3 (15 pm) wurde dieses zuvor fiir 24 h hinzugegeben

und bei 37° C inkubiert. Anschliefend wurde wie zuvor beschrieben weiterverfahren.

Eine Wunde(1) im Zellrasen wurde nun mithilfe einer 100 pl Pipettenspitze durch die
Mitte des Wells gezogen und anschlief3end das Medium mitsamt den aufschwimmenden
Zellen abgesaugt. Daraufhin wurde den Zellen neues Medium mit oder ohne Stimulation
und Inhibitoren zugesetzt und fiir weitere 16 h inkubiert. Vorher wurden allerdings erste
Bilder von der entstandenen Wunde (Scratch) angefertigt, um die Breite der Wunde
vergleichen zu konnen (t0). Bilder wurden mit einem Axiotom®, einem Axiovert 200m®

und einer Axiocam® jeweils von CarlZeiss, bei 2,5x Vergrofderung aufgenommen.

Nach ca. 16 h (t1) wurden die Zellen vom Medium befreit, einmalig mit PBS+ vorsichtig
abgespiult und wiederum mit 100% MeOH (auf -20°C gektihlt) fiir 30 min bei -20° C fixiert.
Zum Abschluss wurden die Zellen mit DAPI gefarbt (wie unter 2.6.5.3 beschrieben) und

mit dem Mikroskop aufgenommen.

50
Dissertationsschrift Pascal Graff



Die Breite des Scratches wurde in Bildern von t0 markiert und die Markierung auf die
Bilder von t1 (16 h) iiberfiihrt. Die Anzahl der Zellkerne innerhalb dieses Bereiches

wurden als eingewanderte Zellen gezahlt.

2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Erstellung der Graphen erfolgte in allen Fallen mit der
Software SigmaPlot® Version 13.0 der Firma Systat Software. Die Daten werden als
Mittelwerte mit Standardfehler (SEM) gezeigt. Die Normalverteilung wurde als erstes
mittels des durch das Programm SigmaPlot empfohlenen Kolmogorow-Smirnow-Tests
berechnet. Fiir den Vergleich mehrerer normalverteilter Gruppen wurde der One-Way
ANOVA benutzt. Als Post-Test wurde der Student-Newman-Keuls Test bei gleich grofsen
Wertegruppen benutzt, der alle einzelnen Werte gegeneinander vergleicht. In den Fallen
unterschiedlich grofer Wertegruppen wurde als Post-Test der Duncan-Test
durchgefiihrt. Bei nicht normalverteilten Gruppen wurde ANOVA on Ranks (Kruskal-
Wallis) verwendet, gefolgt von den Post-Tests: Student-Newman-Keuls (bei gleichen
Gruppengrofien) oder Dunn’s Method (bei ungleich grofien Gruppen). Beim Vergleich von

zwei normalverteilten Gruppen wurde der t-Test verwendet.

Das Ergebnis wurde als signifikant betrachtet bei einem p-Wert < 0.05. Die Ergebnisse

sind mit Mittelwert und SEM dargestellt.
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3. Ergebnisse
3.1 Resistin beeinflusst nicht die Proliferation von VGMZ

Die extrazellulare Matrix (EZM) und deren Proteine haben einen wichtigen Anteil am
Wachstum und der Migration der VGMZ. Aufgrund dessen versuchten wir in unseren in
vitro Versuchen, die in vivo Situation moglichst detailgetreu nachzuahmen. Daher
interessierte uns als erstes, auf welcher Matrixunterlage die VGMZ in der Zellkultur am
besten wachsen. Hierzu wurde der MTT Assay verwendet. Als Hauptbestandteil der EZM
kam Kollagen in Frage. Als zweiter Bestandteil wurden die Versuche mit Gelatine
durchgefiihrt, da sich hier RGD-Sequenzen befinden, welche die Zelladhésion und somit
die mechanische Verankerung der Zellen vermitteln. Dazu wurden die VGMZ auf Kollagen
G (10 pg/ml) oder Gelatine (10 pg/ml) ausgesiat und mit Zellen auf unbeschichteten
Oberflachen verglichen. Das Wachstum der VGMZ wurde durch die Anheftung an Kollagen
G oder Gelatine gesteigert (Abbildung 3.1.1).

Um das Potential des proinflammatorischen Adipokins Resistin auf Prozesse, die
charakteristisch fiir eine Dedifferenzierung von VGMZ sind, zu untersuchen, wurde nun
der Einfluss von Resistin in einer pathologischen Konzentration von 100 pg/ml auf VGMZ
Wachstum (Proliferation) untersucht. Bei Stimulation mit Resistin zeigte sich, wie in
Abbildung 3.1.1B zu sehen ist, kein signifikanter Unterschied zu den unstimulierten Zellen

auf kollagen- bzw. gelatinebeschichtetem Boden.

Obwohl Resistin die Proliferation nicht steigerte, wurde das VGMZ Wachstum unter
basalen Bedingungen durch eine kinstliche EZM verstarkt (Abbildung 3.1.1A). Aus
diesem Grund wurden nachfolgende Versuche mit Zellen, die auf Kollagen G ausgesat

wurden, durchgefiihrt.

52
Dissertationsschrift Pascal Graff



A s —@— Unbeschichtet Bsq —-— KollagenG
Gelati —&— Kollagen G + Resistin
g elatine * © Gelatine
Ly Kollagen G S 41 ° Gelatine + Resistin
3 i
= -
= ]
=] =
o= ] £ 5
£%° 5=
T @ 2%
ol 2 ‘
=35 21 =5 2 g
o = e =
D‘: N o : = o
= Nz = I
g == e
=S 1 o /,{ ST 1 o
G ———_ - s
= g
0 T T T T 0 T T
Oh 24h 48h 72h Oh 24h

Abbildung 3.1.1

Abbildung 3.1.1: VGMZ-Proliferation

A) Das Wachstum von VGMZ in Abhdngigkeit der Matrix (Gelatine oder Kollagen G) wurde mittels

dem MTT-Assay untersucht (n=8-14, *p<0.05 Gelatine/Kollagen G vs. unbeschichtet).

B) Das Wachstum von VGMZ auf Kollagen G- oder gelatinebeschichteten Oberfidchen in

Abhdngigkeit von Resistin (100 ng/ml) im Vergleich zu unstimulierten Zellen (n=14).

Quelle: Eigene Abbildung
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3.2 Cytohesinhemmung beeinflusst resistinabhingige VGMZ Adhdsion

Wahrend des Prozesses einer Dedifferenzierung von VGMZ spielt die Beweglichkeit der
Zellen eine grofde Rolle. Die Zellen miissen sich vom Untergrund, der EZM, l16sen und
wieder adharieren. Um herauszufinden, ob Resistin die Adhdsion von VGMZ beeinflusst,
wurde untersucht, wie viele Zellen sich nach 1 Stunde Resistin-Stimulation an Kollagen G
adhdarieren. Stimulation mit Resistin erhohte die Adhasion von VGMZ (Abbildung 3.2.1)
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um das Dreifache. Um herauszufinden, ob die
durch resistininduzierte Adhasion durch ARNO beeinflusst wird, wurden Zellen ebenfalls
mit dem Cytohesinhemmer SecinH3 behandelt. Wie in Abbildung 3.2.1A gezeigt,
reduzierte eine Behandlung mit SecinH3 die basale Adhdsion der VGMZ und verhinderte

die resistininduzierte VGMZ-Adhaision.(27)
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Abbildung 3.2.1

Abbildung  3.2.1:  Cytohesinhemmung  reduziert die Adhdsion von VGMZ
A) Adhdsion von VGMZ unter Stimulation mit Resistin (100ng/ml) und einem pharmakologischen
ARNO-Inhibitor (Secin H3; 15uM) resistininduzierte (n=18, *p<0.05).

B) Reprdsentative Aufnahmen (2,5 x Objektiv) von adhdrenten VGMZ nach 1 h. Zellkerne wurden mit
DAPI gefiirbt und anschliefsend gezdnhlt.

Quelle: Daten und Aufnahmen sind aus der zum Teil aus dieser Arbeit entstandenen Publikation

(Heun et al, 2020), wurden fiir diese Arbeit ins Deutsche tibersetzt und graphisch angepasst.(27)
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3.3 Resistin fordert die VGMZ-Migration

Da die VGMZ-Migration charakteristisch fiir deren Dedifferentierung und ein wichtiger
Faktor zur Entwicklung von Atherosklerose ist, wurde im nachsten Schritt untersucht, ob
Resistin in Gefaffmuskelzellen eine Auswirkung auf die Migration hat. Um die VGMZ-
Migration zu untersuchen, wurde der Scratch-Assay verwendet, in dem die Zellschicht
durch eine Wunde (,Scratch”) beschadigt wird. Die Migration wird daraufhin durch das
Zahlen der in die Wunde einmigrierenden Zellen bestimmt. Als positive Kontrolle wurden

Zellen mit PDGF stimuliert, die nachweislich diesen Prozess beglinstigt.(192)

In Abbildung 3.3.1A ist eindeutig zu sehen, dass Resistin und PDGF jeweils im Vergleich
zu Sham zur signifikant erhohten Zellmigration fiihrten (p>0.05). Untereinander war

jedoch kein signifikanter Unterschied zu sehen.

ns
B Sham

Resistin PDGF

Migrierte VGMZ
Relativ zu Sham

L

T T T
Sham Resistin PDGF

Abbildung 3.3.1
Abbildung 3.3.1: Resistin steigert die Migration der VGMZ

A) Die Migration der VGMZ unter Resistin (100 ng/ml) und PDGF (10 ng/ml) wurde mittels eines
Scratch-Assays ermittelt (*p<0,05; n=5 Versuchen jeweils in Triplikaten; ns= nicht signifikant).

B) Reprdsentative Aufnahmen (2,5x Objektiv) von in einen Scratch eingewanderten VGMZ 16 h nach
Stimulation. Fiir die Auswertung wurden die Zellen fixiert und anschliefSend mit DAPI (blau) gefdrbt.
Weif3 gestrichelte Linien zeigen die Rinder des Scratches bei Zeitpunkt 0.

Quelle: Eigene Abbildungen
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3.4 Cytohesinhemmung unterdriickt resistinabhidngige VGMZ-Migration

Da wir beobachten konnten, dass Resistin die VGMZ-Migration erhoht, wurde als
Nachstes untersucht, ob ARNO die resistinvermittelte Migration beeinflusst. Wie in
Abbildung 3.4.1A zu sehen ist, fiihrte die Stimulation mit Resistin zu einer signifikant
gesteigerten Migration im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die Hemmung von ARNO
mittels des Cytohesinhemmers SecinH3 verhinderte die resistininduzierte Migration
ebenfalls signifikant.(27) Interessanterweise fiihrte eine Inhibition von ARNO auch zu

einer Hemmung der basalen VGMZ-Migration.
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Abbildung 3.4.1
Abbildung 3.4.1: Cytohesinhemmung senkt die Migration der VGMZ

A) VGMZ-Migration unter Stimulation mit Resistin (100ng/ml) und unter Einfluss von ARNO-
Hemmung (Secin H3; 15uM) wurde anhand des Scratch-Assays ermittelt (*p<0.05; n=11 in
Triplikaten).

B) Reprdsentative Aufnahmen (2,5 x Objektiv) von den in den Scratch einmigrierten und mit DAPI
gefirbten VGMZ (blau). Weif3 gestrichelte Linien zeigen die Réinder des Scratches bei Zeitpunkt 0.

Quelle: Daten und Aufnahmen sind aus der zum Teil aus dieser Arbeit entstandenen Publikation

(Heun et al, 2020), wurden fiir diese Arbeit ins Deutsche iibersetzt und graphisch angepasst.2”)
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3.5 Expression von ARNO WT, E156K und R280D in VGMZ

Da wir beobachten konnten, dass eine Applikation von SecinH3 die resistininduzierte
VGMZ-Migration beeinflusste, wollten wir dies in einem nachsten Schritt nédher
untersuchen. Daflir wurden VGMZ mit verschiedenen ARNO Konstrukten transfiziert. Der
Einfluss der GEF-Aktivitdt von ARNO wurde mittels einer Mutation in der Sec7 Doméne
(E156K) untersucht. Da es auch Daten aus anderen Forschergruppen gibt, die zeigen, dass
PI3K fiir die Funktion von ARNO wichtig ist(193), indem ARNO mit der PH-Domane an von
PI3K generierten PIP3 binden kann, wurde diese Funktion durch Verwendung einer
Mutation in der PH-Domdne (R280D) untersucht. Alle Konstrukte wurden als
Fusionsproteine mit einem Myc-tag exprimiert. Als Erstes wurde die erfolgreiche
Transfektion der pDNA-Vektoren in VGMZ durch den Nachweis des Myc-tags detektiert
(Abbildung 3.5.1A). Als Zweites wurde untersucht, ob die Transfektion und die
darauffolgende Expression der verschiedenen Konstrukte das Zelliiberleben
beeinflussten. Dies war vor allem wichtig, um auszuschliefRen, dass eine eventuell

verminderte Zellzahl in den Wunden im Scratch-Assay durch Zelltod zustande kam.(27)

Wie in Abbildung 3.5.1B gezeigt, konnte durch eine Trypanblaufarbung kein Einfluss der
Transfektion auf das Zelliberleben detektiert werden, da simtliche transfizierte Proben
sich nicht signifikant von der nicht-transfizierten Kontrolle unterschieden. Um das
Ergebnis des Trypanblau-Assays zu bestatigen, wurden dann Zellen, welche ARNO WT,
EK (E156K) und RD (R280D) exprimieren, mit Propidiumiodid gefarbt. Dabei war die
Anzahl der Propidiumiodid-positiven Zellen in der positiven Kontrollgruppe (lysierte
Zellen) ungefdahr bei 90%, wahrend weniger als 10% der transfizierten Zellen eine

positive Propidiumiodid-Farbung aufzeigten (Abbildung 3.5.1C).(27)
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Abbildung 3.5.1

Abbildung 3.5.1: Transfektion mit ARNO-Mutanten und Wildtyp beeinflusst nicht das
Zelliiberleben

A) Nachweis der Expression von ARNO WT, ARNO E156K und ARNO R280D in VGMZ mittels
Detektion des Myc-tags, das als Fusionsprotein mit ARNO exprimiert wird. GAPDH wurde als house-

keeping protein detektiert.

B) Die Zellviabilitcit nach Transfektion mit ARNO WT, ARNO E156K und ARNO R280D wurde mittels
Trypanblaufirbung (n=5 in Triplikaten) untersucht. R: Resistin 100 ng/ml; NT: Nicht transfizierte
Zellen.

C) Die Zellviabilitdt wurde weiter durch Propidiumiodidfdrbung (PI) und anschliefSender FACS-
Messung ermittelt (n=2 mit je 10.000 Zellen). Als Positivkontrolle wurden Zellen verwendet, die vor
der Fdrbung mit Triton X-100 lysiert wurden. R: Resistin 100 ng/ml (*p<0.05 im Vergleich zu den

transfizierten Zellen).

Quelle: Daten in A), B) und C) sind aus der zum Teil aus dieser Arbeit entstandenen Publikation (Heun

etal, 2020), wurden fiir diese Arbeit ins Deutsche libersetzt und graphisch angepasst.2?)

58
Dissertationsschrift Pascal Graff



3.6 ARNO Inaktivierung hemmt die resistininduzierte VGMZ-Migration

Um nun den Einfluss von SecinH3 auf VGMZ-Migration zu bestatigen, wurden die VGMZ
mit den unterschiedlichen ARNO Konstrukten transfiziert. Wie in Abbildung 3.6.1A und B
zu sehen ist, steigerte Resistin die Zellmigration in ARNO WT exprimierenden VGMZ im
Vergleich zu unstimulierten WT-Zellen. Dagegen wurde die Migration von VGMZ, die
ARNO E156K exprimierten, unter Resistin-Stimulation verhindert. Die Expression von
ARNO R280D reduzierte ebenso stark die resistinvermittelte Migration. Die Expression

von ARNO R280D reduzierte dariiber hinaus auch die basale Migration.(27)
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Abbildung 3.6.1

Abbildung 3.6.1: Die ARNO GEF-Aktivitit und die PH-Domdne beeinflussen die

resistinvermittelte VGMZ-Migration

A) Resistinvermittelte (R; 100 ng/ml) VGMZ-Migration von ARNO E156K (inaktive GEF) und R280D
(Mutation in PH-Domdne) im Vergleich zu ARNO WT exprimierenden Zellen nach 16 h (*p<0.05; n=5-
6 in Triplikaten).

B) Exemplarische Aufnahmen (2,5x Objektiv) der VGMZ eines Scratch-Assays. Weifs gestrichelte

Linien zeigen die Rdnder des Scratches bei Zeitpunkt 0.

Quelle: Daten und Fotos sind aus der zum Teil aus dieser Arbeit entstandenen Publikation (Heun et

al, 2020), wurden fiir diese Arbeit ins Deutsche libersetzt und graphisch angepasst.27)
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3.7 PI3K/AKT und p38 MAPK mediieren resistinabhidngige VGMZ-Migration

Da die Expression von ARNO R280D, welches nicht mehr an PIP3 Molekiile binden kann,
die VGMZ-Migration reduzierte, und da PIP3 bekannterweise ein Produkt der PI3K ist, die
einen starken Einfluss auf VGMZ-Migration hat(194), wurde als nachstes untersucht, ob der
PI3K Signalweg die Migration von VGMZ beeinflusst. Die Inkubation mit dem PI3K
Inhibitor LY294002 reduzierte signifikant die resistinvermittelte Migration. Ferner war
die VGMZ-Migration vermindert, wenn Zellen mit einem Inhibitor des PI3K
nachgeschalteten Proteins AKT behandelt wurden (Abbildung 3.7.1). Der p38 MAPK
Signalweg ist ebenfalls wichtig fiir die VGMZ-Migration.(195 Deshalb wurde als Nachstes
untersucht, ob sich in unseren Versuchen dieser Zusammenhang bestitigen lief. Die
Behandlung mit einem p38 MAPK Inhibitor reduzierte signifikant die resistinvermittelte

VGMZ-Migration (Abbildung 3.7.1).27)

*

=

=
=}

0.8

[
04 .|-

0.2 T

VGMZ Migration (relativ zu Sham)

0,0

T T T
R PI3KInh+R  AKT InhiR pasdInh+R

PI3K Inh+R AKT Inh+R p38 Inh+R

Abbildung 3.7.1

Abbildung 3.7.1: Inhibitoren der PI3K/Akt, sowie p38 MAPK Signalwegen senken die Resistin-
Stimulierte Migration

A) VGMZ-Migration unter Resistin Stimulation (R; 100 ng/ml), sowie Zugabe eines PI3K Inhibitors
(10 um LY294002), wie auch die eines AKT- (10 um AKT Inhibitor) und p38 MAPK (10 uM SB203580)
Inhibitors (*p<0,05; n=4 in Duplikaten).

B) Exemplarische Aufnahmen (2,5x Objektiv) des Scratch-Assays nach 16 h. Weif3 gestrichelte Linien
zeigen die Rdnder des Scratches bei Zeitpunkt 0.

Quelle: Daten und Fotos sind aus der zum Teil aus dieser Arbeit entstandenen Publikation (Heun et

al, 2020), wurden fiir diese Arbeit ins Deutsche libersetzt und graphisch angepasst.27)
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3.8 ARNO steigert die Migration der VGMZ durch die Expression von Matrix-

Metalloproteinase-2

In der Zellmigration spielen Matrixmetalloproteasen (MMP) durch ihre Eigenschaft als
Peptidasen eine bedeutende Rolle in der Zersetzung der EZM.(19¢) Dedifferenzierte VGMZ
exprimieren vermehrt MMP, insbesondere MMP-2 und -9(197. 198) Eine erhohte

Produktion lasst daher auf den phanotypischen ,switch“ der VGMZ schlief3en.

Da wir einen Einfluss von ARNO auf die Migration feststellen konnten, wollten wir als
Nachstes untersuchen, ob ARNO dies durch einen Einfluss auf die MMP-Produktion
verursacht. Aus diesem Grund wurde die MMP-2 mRNA Expression mittels qRT-PCR
detektiert.

Eine Resistin-Stimulation induzierte die Expression von MMP-2 in VGMZ (Abbildung
3.8.1A). Dies wurde aber durch Applikation von SecinH3 verhindert.(27) Als Nachstes
wurde die MMP-2 Produktion in Zellen, die ARNO WT, E156K oder R280D exprimierten,
untersucht. Die Expression von E156K ohne GEF-Aktivitit reduzierte signifikant die
resistinvermittelte MMP-2 mRNA Expression (Abbildung 3.8.1B). Ebenso war die MMP-2
Produktion nach Expression von R280D mit einer Mutation in der
phosphatidylinositolbindenden PH-Domane vermindert (Abbildung 3.8.1B).(27)

Da bereits bekannt ist, dass p38 MAPK die MMP-2 Expression induziert und wir
beobachten konnten, dass p38 MAPK die Migration ebenso beeinflusst, untersuchten wir
anschliefdend, ob Resistin in VGMZ die MMP-2 Produktion durch den Einfluss von p38
induziert. Hierfiir wurde die p38 MAPK pharmakologisch gehemmt. Wie in Abbildung
3.8.1C zu sehen ist, konnte die resistinvermittelte MMP-2 Expression durch die

Applikation von einem p38 MAPK Inhibitor (SB203580) signifikant reduziert werden.(27)
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Abbildung 3.8.1

Abbildung 3.8.1: Resistin steigert die MMP-2 mRNA-Expression via ARNO und p38 MAPK

A) Die MMP-2 mRNA-Expression unter Resistin-Stimulation (100 ng/ml) und unter Einfluss eines
ARNO Hemmers (SecinH3; 15uM), im Vergleich zu Sham (DMSO v/v) wurde mittels qRT-PCR
detektiert (*p<0.05; n=6-11 Versuche in Duplikaten).

B) MMP-2 mRNA-Expression in ARNO WT, ARNO E156K oder ARNO R280D exprimierenden VGMZ
unter Resistin-Stimulation (100 ng/ml) (*p<0.05; n=3).

C) MMP-2 mRNA-Expression unter Resistin-Stimulation (100 ng/ml) und Zugabe eines p38 MAPK-
Inhibitors (SB 203580; 10 uM) im Vergleich zu unbehandelter Probe (DMSO v/v) (*p<0,05; n=10).

Quelle: Daten in A), B) und C) sind aus der zum Teil aus dieser Arbeit entstandenen Publikation (Heun

etal, 2020), wurden fiir diese Arbeit ins Deutsche libersetzt und graphisch angepasst.27)
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3.9 ARNO beeinflusst die Aktivierung des PI3K/AKT und p38 MAPK Signalwegs

Da nun herausgefunden wurde, dass ARNO in VGMZ sowohl einen Einfluss auf die
Zellmigration hat als auch eine Erhéhung der MMP-2 Produktion bewirkt und dass die
p38 MAPK ebenso fiir die MMP-2 Produktion und die VGMZ-Migration wichtig ist, wurde
nun untersucht, ob ARNO den p38 MAPK Signalweg beeinflusst. Da ebenso festgestellt
werden konnte, dass eine Mutation in der Phosphatidylinositol bindenden PH-Domane
von ARNO (ARNO R280D) die Migration und MMP-2 Produktion verhinderte, wurde der
Einfluss von ARNO auf den PI3K/AKT Signalweg untersucht. Die Aktivierung der
Signalproteine wurde anhand der Detektion von aktivierenden Phosphorylierungen
mittels Western Blotting ermittelt.

Wie in Abbildung 3.9.1 zu sehen ist, wurde die p38 MAPK in ARNO WT Zellen durch eine
Resistin-Stimulation phosphoryliert. Im Gegensatz dazu war keine Phosphorylierung und
damit Aktivierung von p38 MAPK in ARNO E156K und R280D exprimierenden Zellen
nach Resistin-Stimulation zu sehen.(?7) Die Phosphorylierung der PI3K nachgelagerten
Kinase AKT wurde durch eine Stimulation mit Resistin verstarkt (Abb 3.9.2). Eine
verminderte AKT-Phosphorylierung unter Resistin-Behandlung konnte nur nach einer
Mutation in der Phosphatidylinositol-bindenden PH-Domiane (R280D) beobachtet
werden. Die ausbleibende GEF-Aktivitat (E156K) schien hier nur tendenziell (nicht
signifikant) einen Einfluss zu haben.

Da auch die MAPK ERK1/2 wichtig fiir VGMZ-Migration ist (199), wurde als Letztes die
Phosphorylierung und damit Aktivierung von ERK1/2 untersucht. Obwohl Resistin die
ERK1/2-Phosphorylierung signifikant erhéhte, konnte kein Einfluss von ARNO E156K
oder R280D auf die ERK1/2-Aktivierung im Vergleich zum WT beobachtet werden
(Abbildung 3.9.3).
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Abbildung 3.9.1

Abbildung 3.9.1: Resistin fiihrt via ARNO zur signifikanten Steigerung der p38
Phosphorylierung

A) Die resistinabhdngige (R; 100 ng/ml) p38 MAPK Phosphorylierung in ARNO WT und mit
Mutanten transfizierten (E156K und R280D) VGMZ wurde mittels Western Blot nachgewiesen
(*p<0,05; n=7).

B) Exemplarische Aufnahme eines Western Blots zum phosphorylierten p38 MAPK und GAPDH zur
Kontrolle (house-keeping protein).

Quelle: Daten und Aufnahmen sind aus der zum Teil aus dieser Arbeit entstandenen Publikation

(Heun et al, 2020), wurden fiir diese Arbeit ins Deutsche iibersetzt und graphisch angepasst.G7)
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Abbildung 3.9.2
Abbildung 3.9.2: Resistin induziert AKT-Phosphorylierung via ARNO

A) Die resistinvermittelte (R; 100 ng/ml) AKT Phosphorylierung (pAKT) in VGMZ, die ARNO WT,
ARNO E156K oder ARNO R280D exprimieren, wurde mittels Western Blot untersucht (*p<0,05; n=6).

B) Beispiel eines Western Blots mit Detektion von AKT Phosphorylierung. GAPDH wurde detektiert,

um das gleichmdfSige Auftragen von Proteinmengen zu liberpriifen.

Quellen: Eigene Abbildungen
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Abbildung 3.9.3

Abbildung 3.9.3: Resistinvermittelte ERK1/2 Phosphorylierung geschieht unabhdngig von
ARNO

A) ERK 1/2 Phosphorylierung (pERK1/2) in VGMZ nach Expression von ARNO WT, ARNO E156K und
ARNO R280D unter Stimulation mit Resistin (R; 100 ng/ml) (*p<0,05; n=4).

B) Exemplarische Aufnahme eines Western Blots nach Detektion von pERK1/2 (p44 und p42).

GAPDH wurde detektiert, um das gleichmdfSige Auftragen von Proteinmengen zu tliberpriifen.

Quelle: Eigene Abbildungen
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4. Diskussion

Ein wichtiger Bestandteil der Entstehung einer Atherosklerose ist der phanotypische
Switch der VGMZ, welche durch Aktivierung von proinflammatorischen Zytokinen,
Wachstumsfaktoren oder Adipokinen ihren differenzierten Phanotyp in einen
dedifferenzierten (proliferativen, migrierenden und synthetisierenden) Phanotyp
wechseln.(200,201) Pathologische Zustiande wie z.B. DM Il oder das metabolische Syndrom
sind mit einer vaskularen Dysfunktion assoziiert.(202) Dies fiihrt zu einem fiir die Patienten
erhohten Risiko, an Atherosklerose zu erkranken.(203) Das Adipokin Resistin wurde mit
der Entwicklung dieser Krankheiten in Verbindung gebracht und kann VGMZ
aktivieren.(125.204) Dje zugrundeliegenden zelluliren Mechanismen sowie die involvierten
zelluldaren Bestandteile sind aber noch weitestgehend unbekannt. In der vorliegenden

Arbeit wurden weitere Auswirkungen von Resistin auf die VGMZ Aktivierung, wie

,Proliferation, Migration und Adhdsion, untersucht. Des Weiteren wurde die Rolle des
kleinen Guaninnukleotid-Austauschfaktors ARNO auf die resistinvermittelten Effekte in

VGMZ ermittelt.

4.1 Resistin und der phanotypische Switch von VGMZ

In der aktuellen Literatur finden sich zu diesem Thema fiinf Publikationen, welche einen
direkten Einfluss von Resistin auf die Migrationssteigerung von VGMZ haben. Die dazu in
direkter Verbindung stehende Adhédsion wurde in mehreren Publikationen beschrieben
(12,38,205) 'wobei der gemeinsame Nenner nahezu aller zuvor beschriebenen Publikationen
die Bildung einer Atherosklerose ist. Insbesondere die Arbeit von Ding et al. gibt einen
interessanten Ansatz, da dort bereits Hinweise auf die MMP-Produktion beschrieben
wurden.26) Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen, die ebenfalls die Steigerung der
Migration, Adhasion und MMP-Produktion, durch die oben beschriebenen Ergebnisse des
Scratch- und Adhesions-Assays sowie der qRT-PCR, zeigen konnten.

Zur Gefafdbildung und zur Regeneration der Gefdfe ist der phanotypische Switch von
VGMZ nétig. Er fihrt dazu, dass VGMZ aus ihrem ortsgebundenen, kontraktilen Zustand
in einen zur Proliferation und Migration befdhigten Zustand gedndert werden. Dies kann
auch durch Entziindungsreaktionen gefordert werden, welche eine wichtige
Grundvoraussetzung fiir die Entstehung einer Atherosklerose sind.(19) Der Einfluss von
Resistin auf Zellmigration und -Proliferation tiiber verschiedene intrazelluldre
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Signalwege ist flir einige Zelltypen (Porzine follikuldre Ovarialzellen(200),
Prostatakrebszellen(207), Mesangiumzellen(298), Magentumorzellen (Human Stomach
Adenocarcinoma cell line AGS)2%9), Hepatische Sternzellen(210)) bereits bekannt. Die
Proliferation von VGMZ konnte aber in dieser Arbeit durch Resistin nicht weiter
gesteigert werden. Dabei wurden in weiteren Arbeiten zuvor schon Versuche mit Resistin
in ansteigender Dosierung durchgefiihrt. Darunter zum Beispiel von Calabro et al. im Jahr
2004.(25) Diese zeigten, dass eine gesteigerte Dosierung (10 ng/ml bis 100 ng/ml) des
Resistin in Humanen Aorten Gefafdmuskelzellen (HASMC) zu einer gesteigerten
Proliferation fiihrten. Ebenso fanden Messini et al. einen Effekt fiir steigende Resistin-
Dosierungen.(211) Auch wenn es sich bei dieser Arbeit um die Sekretion von Hormonen
des weiblichen Reproduktionszyklus handelt, ist hier die Kernaussage eine dhnliche wie
bei Calabro: Unter steigender Dosierung kommt es zu einer Steigerung der untersuchten
Proliferation. Beide verwendeten als Maximalkonzentration 100 ng/ml, wie auch in
unseren Versuchen. Die hier ausbleibende Proliferationssteigerung anhand der MTT-
Assays kann damit nicht aufgrund einer paradoxen Reaktion der hohen Konzentration
angenommen werden. Griinde hierfiir konnten am Ursprung der Zellen liegen, sowie am
Resistin. So benutzten Calabro et al.25) HASMC, human aortic smooth muscle cells
(humane VGMZ), und humanes Resistin, wahrend wir porcine VGMZ verwendeten in
Kombination mit humanem Resistin. Es ware moglich, dass humanes Resistin potenter
auf humane Zellen als auf porcine Zellen wirkt. Des Weiteren haben Calabro et al.(2>) die
Proliferation ohne eine Beschichtung des Untergrundes gemessen im Gegensatz zu
unseren Versuchen, bei denen die Zellen auf Kollagen ausgesat wurden. Es ist vorstellbar,
dass eine Beschichtung mit Matrixproteinen allein die Proliferation der VGMZ
verbesserte, sodass keine weitere Steigerung durch Resistin vorkommt. Ferner wurde in
der Publikation von Wang et al.(70) und Calabro et al.(23) die Proliferation nicht durch MTT
gemessen, sondern mittels der Salze WST-1(25) und WST-8(76), die aber in
Formazanfarbstoffe umgesetzt werden, was eine dhnliche Reaktion wie MTT darstellt.
Obwohl der MTT Assay eigentlich die metabolische Aktivitat misst, wird er in mehreren
Studien zur indirekten Untersuchung der Zellproliferation verwendet.(212-214) Neben den
HASMC gab es bisher nur Erkenntnisse fiir Adipozyten beziiglich der resistinvermittelten
Proliferation.(215 216)

Aufgrund der zuvor genannten Versuche mit einer Resistin-Dosierung von 100

ng/ml fiihrten wir unsere Versuche mit dieser Dosierung durch, da damit ein méglichst
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pathologischer Wert imitiert werden sollte. So konnten Meng et al. bereits im Jahr 2017
nachweisen, dass sich hohe Resistinwerte im Serum zwischen 10 und 20 ng/ml befinden,
jedoch sind auch Messwerte von knapp unter 100 ng/ml zu messen gewesen.(217) Ebenso
kann man annehmen, dass lokale Konzentrationen von Resistin deutlich hoher sein
konnen als die im Serum gemessenen Werte.(218 219) Da Resistin-Konzentrationen im
Menschen jedoch nur tiber eine Blutentnahme zu messen sind, gestaltet es sich schwierig
die lokal erhohten Konzentrationen nachzuweisen, da es exakt an der Stelle des erhohten
Vorkommens abgenommen werden miisste. Durch die systemische Verteilung des
Resistin im Blutkreislauf wird der lokal erhohte Wert dadurch verdiinnt.

Die gesteigerte Proliferation durch eine Beschichtung mit Bestandteilen der
extrazelluldren Matrix, spricht indirekt fiir eine verbesserte Adhdsion der Zellen am
Untergrund. Dies wurde durch unsere Adhdsionsversuche bestitigt, bei denen eine
Resistin-Stimulation zu einer schnelleren Adhdsion von VGMZ an der Matrix fiihrte.
Ferner konnten wir zeigen, dass Resistin die MMP-2 Expression erhoht. Dies deckt sich
mit den Ergebnissen von Ding et al.(26), die aber zusatzlich zeigen konnten, dass auch die
MMP-9 Produktion in VGMZ von Resistin induziert wird. Dadurch wird die Migration von
VGMZ ebenfalls gefordert.(26) Unsere Ergebnisse bestatigen somit die positive Rolle von

Resistin in der VGMZ-Migration und im phanotypischen Switch von VGMZ.(27)

4.2 ARNO und die resistinvermittelte Proliferation, Migration, MMP-2 Expression
und Adhésion

Flir Zellen ist die Adhasion von grofdter Wichtigkeit. Sie sorgt fiir den Halt der Zellen am
Untergrund und an den umgebenden Zellen(?20), Dabei ist die Schliisselrolle der
Cytohesine und insbesondere des ARNO mittlerweile fiir viele Zellreihen untersucht und
anerkannt. In diesen Fillen wurde ebenso eine Inhibition mit SecinH3 durchgefiihrt,
welches in einer verminderten Adhdsion resultierte.(170,221)

Ahnlich verhilt es sich mit der Migration. Diese wurde ebenfalls mit der Inhibition durch
SecinH3 untersucht.(221-223) Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen ARNO und dem
Aktinremodelling, welches fiir die Zellmigration bedeutend ist, gefunden.(224 225) Fiir
ARNO ist bereits bekannt, dass es liber die Aktivierung von R-Ras die Migration steigert.
Ebenso konnte eine Verbindung zwischen ARNO und R-Ras beim Integrin-Recycling

festgestellt werden.(154) Beziiglich der Migration in VGMZ in Verbindung mit ARNO wurde
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bisher keine direkte Verbindung zu den GTPasen hergestellt. Ferner gibt es Hinweise,
dass ARNO die Migration von diversen Zellen und Zusammenhangen zu steuern vermag.
So unter anderem fiir Praadipozyten(221. 222)  Epithelzellen(226), colorektale
Tumorzellen(227. 228) ynd Madin-Darby Nierenzellen vom Hund(229 230), Dabei wurden
jedoch diverse Zusammenhinge gefunden, ohne einen gemeinsamen Nenner beziiglich
der Signalkaskaden zu finden. GTPasen wie ARF-1(229), Rac1(239) und Rezeptoren wie
EGFR und IGF-1(27) wurden in diesem Zusammenhang beschrieben. Daher setzten wir in
dieser Arbeit an der p38 Signalkaskade an, da fiir diese bereits bekannt ist, dass in VGMZ
eine Migrationssteigerung und eine Hochregulation der MMP-Produktion induziert
wird.(231)

Flir VGMZ gab es bisher jedoch noch keinen Hinweis auf die Beteiligung von ARNO an
resistininduzierter Adhdsion und Migration. Dies konnte schon im frithen Stadium dieser
Arbeit bewiesen werden. Dabei wurden im Scratch-, wie auch im Adhdsions-Assay
Versuchsreihen mit Resistin und SecinH3 durchgefiihrt. Dort konnte durch
Cytohesinhemmung erstens eine deutliche Verschlechterung der Bindung an den
Untergrund festgestellt werden, sowie eine Verminderung der Migration. Des Weiteren
wurden diese Ergebnisse durch Uberexpression von ARNO E156K (inaktive GEF-
Funktion) bestatigt. Somit ist einerseits der Einfluss von ARNO auf die VGMZ und
andererseits der Einfluss von Resistin auf ebendiese bewiesen.(27)

Dartiber hinaus konnte der Einfluss von ARNO auf die Hochregulation der MMP-2 gezeigt
werden.(?7) Diese ist ein wichtiger Faktor fiir den Abbau der extrazelluldren Matrix(232)
und wirkt sich als zusatzlich beglinstigender Faktor fiir eine Migrationssteigerung aus, da
sie fiir die Zellwanderung den Weg durch ein Freirdumen der Umgebung ebnet. Ferner ist
MMP-2 erwiesenermafden auch an pathologischen kardiovaskuldren Vorgangen, wie zum
Beispiel einem Herzinfarkt, beteiligt (233 239, Durch die hier bewiesene vermehrte
Ausscheidung der MMP-2 durch die Beteiligung von ARNO ist ein weiterer wichtiger, an
der Zellmigration beteiligter Faktor vorhanden, der die initiale Hypothese weiter
festigt.(27)

Interessanterweise konnten wir in dieser Arbeit einen Einfluss von PI3K auf ARNO
Signalling beobachten, da die VGMZ-Migration und die MMP-2 Expression durch
Uberexpression von ARNO R280D, ein ARNO Konstrukt mit einer Mutation in der PH-
Domane, gehemmt wurde. Dies deutet darauf hin, dass PI3K, durch die Generierung von

PIPs3, eine Rolle fiir die Funktion von ARNO spielt.(27) Lee et al. wie auch Davies et al. haben
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beide bereits im Jahr 2014 die Rolle von PI3K in der ARNO vermittelten Migration
beschrieben.(193 222) Durch diese beiden Publikationen sehen wir unsere Ergebnisse in

VGMZ aufgrund der vergleichbaren Daten gestiitzt.

4.3 ARNO und resistinvermitteltes VGMZ Signalling

In zuvor angefertigten Arbeiten sind primar die spezifischen Targets (kleine GTPasen)
von ARNO untersucht worden.(221)

Die bekannte und durch mehrere Gruppen beschriebene Migrationssteigerung durch
ARNO@54 222) sowie die Migrationssteigerung durch PI3K in diversen Zellreihen(231, 235-
238) ]asst auch an einen Einfluss von ARNO auf die Migration in VGMZ denken. Um nun
herauszufinden, wo und in welcher resistinaktivierten Signalkaskade ARNO in VGMZ
wirkt, wurde der Einfluss auf migrationssteigernde Signalwege untersucht. In unseren
Versuchen konnte die resistininduzierte VGMZ-Migration durch Inhibition der Kinasen
PI3K, AKT und p38 MAPK gehemmt werden. Der Zusammenhang von p38 MAPK, Resistin
und einer Migration wurde bisher in Tumorzellen(239), Endothelzellen(24%) und sogar fiir
VGMZ durch Wang et al. im Jahr 2021 beschrieben.(241) Unsere Versuche bestatigen somit
die Ergebnisse der anderen Forschergruppen.(27)

Interessanterweise konnten wir hier aber erstmals feststellen, dass ARNO einen Einfluss
auf den p38 MAPK Signalweg, sowie den AKT Signalweg unter Resistin-Stimulation in
VGMZ hat. Fiir die Aktivierung der beiden Signalwege schien die PH-Doméne von ARNO
wichtig zu sein, da Uberexpression von ARNO R280D die Phosphorylierung von p38
MAPK und AKT signifikant reduzierte. Es liegt daher nahe, daraus zu folgern, dass PI3K
generierte PIPs flir die Funktion von ARNO in der resistinvermittelten Signalweiterleitung
wichtig sind.(27) Der Stellenwert von ARNO in PI3K Kaskaden ist fiir andere Zellen und
Stimulationen bereits bekannt und durch Lee et al. im Jahr 2014 hergestellt worden. Diese
konnten herausfinden, dass ARNO durch PI3K Aktivierung eine Migrationssteigerung in
NIH-3T3 Zellen(?42) quslésen konnte.(193) Yamaoka et al. fanden heraus, dass ARNO eine
Endo- und Exozytose durch die PI3K-Aktivierung begiinstigt, indem sie den Clathrin-
Zusammenbau férdert und damit insbesondere in der frithen Phase der Endozytose
wirkt.(243) Ebenfalls auf die Endozytose, jedoch zur Insulinwiederaufnahme, wirkt ARNO
durch eine Translokation an die Plasmamembran. Dort geschieht die Produktion von PIP3,

welche die Endozytose induzieren.(244) Wie zuvor schon angefiihrt, wurde durch Yamaoka
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et al.(244) die Rekrutierung von ARNO zur Membran beschrieben. Aufgrund der PH-
Domane des ARNO ist dieses in der Lage an den PIP zu binden. Durch die so gewonnene
ortliche Nahe kann ARNO an seinen Targets wirken.(244)

Bereits bekannt ist die aktivierende Wirkung von p38 MAPK auf die MMP-2 Produktion
in Endothelzellen(240). Daher lag die Vermutung nahe, dass dies auch der Fall in VGMZ ist.
In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass die resistinvermittelte MMP-2 Produktion in
VGMZ abhangig von der p38 MAPK ist. Ferner konnten wir durch qRT-PCR zeigen, dass
Resistin die MMP-2 Produktion in VGMZ via ARNO induziert. Schliefdlich konnten wir
zeigen, dass ARNO die Aktivierung von p38 MAPK in VGMZ unter Resistin-Stimulation
positiv beeinflusst. Zusammengefasst konnten wir also zeigen, dass ARNO durch die
Aktivierung von p38 MAPK einen Einfluss auf die resistinvermittelte MMP-2 Expression
in VGMZ hat.(?27) Anschaulich ist dies in Abbildung 4.3.1 dargestellt.

Die MAPK ERK 1/2 hat auch eine wichtige Rolle fiir die Migration und Proliferation in
VGMZ.(245) Bisher wurde ARNO in Fettgewebszellen mit ERK 1/2 in Verbindung gebracht.
Dabei wurde fiir Praadipozyten herausgefunden, dass ERK 1/2 durch eine Aktivierung
von ARF6 phosphoryliert und dadurch aktiviert wird(222), Ferner zeigten Jayaram et al. im
Jahr 2012, dass ARNO iiber die ERK 1/2 Kaskade einen Einfluss auf die
Insulinausschiittung in Ratten-Insulinom-Zellen bewirkt.(246) Ob ARNO tiber eine ERK 1/2
Aktivierung zur Migration in VGMZ fiihrt, ist noch unbekannt. Aus diesem Grund wurde
in dieser Arbeit untersucht, ob ARNO auf die ERK 1/2 Aktivierung einen Einfluss hat.
Obwohl Resistin die ERK 1/2 Phosphorylierung induzierte, konnte kein Effekt einer
Anderung der Expression von ARNO-Mutanten (ARNO E156K, ARNO R280D) beobachtet
werden. Daraus schliefden wir, dass die Signalweiterleitung von ARNO in VGMZ nicht tiber

ERK 1/2 geht.

71
Dissertationsschrift Pascal Graff



VGMZ

Resistin
PI3-K ARNOT
ARNOT
ERK1/2 AKT p38 MAPK
MMP-2
Produktion
Proliferation Migration
Plaquebildung

Abbildung 4.3.1
Abbildung 4.3.1: Resistinvermittelte Signalkaskaden-Aktivierung in VGMZ im Bezug auf
ARNO

Die hier gezeigte Abbildung gibt einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit herausgearbeitete
Beziehung von Resistin, ARNO und den phdnotypischen Switch in glatten GefdfSmuskelzellen
(VGMZ). In ROT sind die Entdeckungen aus dieser Arbeit aufgefiihrt.

PI3K wird fiir die ARNO-Funktion bendtigt (vermutlich tiber ihre PIP3 Produktion). ARNO
wird wiederum fiir eine Aktivierung von AKT bendtigt und férdert damit die Migration. Eine
VGMZ-Migration wird auch durch ARNO-abhdngige p38 MAPK Aktivierung und darauf
gefolgte MMP-2 Produktion induziert.

Quelle: Eigene Abbildung
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4.4 Mogliche Effekte von Resistin auf ARNO und den atherosklerotischen Prozess
Wir konnten hier beobachten, dass Resistin die Migration von VGMZ signifikant steigert.
Des Weiteren zeigten unsere Versuche, dass ARNO essenziell fiir die resistininduzierte
VGMZ-Migration ist. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, gibt es Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen Resistin und der Atherosklerose bei Typ Il Diabetikern. Fiir
diesen konnte aber bis dato kein kausaler Zusammenhang gefunden werden(127), Zwar
gab es immer wieder Hinweise auf eine Verbindung zwischen Beiden(?47.248) jedoch fehlte
das Bindeglied. Obwohl bekannt ist, dass die individuelle Entstehung von Atherosklerose
und DM II mit einer durch Adipositas induzierten Hyperlipoproteindmie einhergeht,(24%-
252) ist nicht klar, ob diese nur zufdllig nebeneinander auftreten oder einen direkten
Zusammenhang haben. Da aber Resistin zu einer Motilitatssteigerung bei glatten
Gefafdmuskelzellen fiihrt(185 253), konnte ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen
eines DM Typ II, mit der assoziierten Resistinerh6hung(133), und dem Auftreten einer
Atherosklerose bestehen.

Die Entstehung der Atherosklerose beginnt mit der vermehrten Zellmigration in der
Schicht der Gefafmuskelzellen. An diesem Punkt setzten auch die Versuche dieser Arbeit
an.

Anhand unserer Ergebnisse konnen wir schlussfolgern, dass ARNO unter anderem einen
eindeutigen Einfluss auf die Migration wie auch die Adhasion in Gefafdmuskelzellen hat.
Damit liegt eine mogliche Bedeutung fiir den Atherosklerose-Prozess nahe. Ebenfalls
erwiesen wurde zuvor durch Xiang et al. die Rolle der MMP-2 in der Migration in der
Frithphase(25%), sowie in der Destabilisierung der fibrosen Kappe in der Spatphase.(255.256)
In einer Arbeit von Kadoglou et al. wurde MMP-9 neben MMP-2 und 3 bereits in
Zusammenhang mit kardiovaskuldren Ereignissen bei Diabetikern gebracht(257).
Verkniipft man die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen der vorliegenden, unterstreicht
das den Verdacht des Einflusses von ARNO auf die Atherosklerose durch einerseits die
gesteigerte Migration und MMP-2 Expression, sowie andererseits der Adhdsion der
VGMZ. Diese Faktoren kdnnen zur Ausbildung und Stabilisierung einer Plaque fiihren.
Vor diesem Hintergrund ware anzunehmen, dass die ARNO-Inhibition ein Ansatzpunkt
zur Therapie der Atherosklerose im frithen Stadium darstellen konnte.(27) Da es sich bei
unseren Versuchen jedoch ausschliefdlich um in vitro Versuche handelt, ist es angebracht
zuvor weitere Untersuchungen durchzufiihren. Als nachster Schritt waren damit weitere

konfirmatorische Studien in vitro, sowie eine in vivo Untersuchung am Tiermodell nétig.
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Letztere kann sinnvollerweise erst durchgefiihrt werden, nachdem erstere durchgefiihrt
wurden, da eine stabile Studienlage vor der Anfertigung von Tierversuchen bestehen

sollte.

4.5 Limitationen dieser Arbeit

Bei den untersuchten Zellen handelt es sich um Gefafdmuskelzellen aus Schweineaorten.
Obwohl es sich hierbei nicht um menschliche Zellen handelt, ist von der Ubertragbarkeit
der Ergebnisse auszugehen, da die verwendeten Zellstimme von ihrer Funktion und
ihrem Genom her sehr eng mit dem des Menschen verwandt sind und auf dhnlichen
Funktionsweisen beruhen.258) Dennoch sollten die Versuche mit humanen VGMZ
verifiziert werden. Ein weiterer Aspekt zur Untersuchung ware der Einfluss der weiteren
Cytohesine, da sich diese sehr dhnlich sind und dhnliche Aufgaben haben.(?59) In dieser
Arbeit wurden keine Untersuchungen durchgefiihrt, um das direkte Target (GTPase) von
ARNO zu finden. Dies wire jedoch von Interesse. GTPasen spielen eine wichtige Rolle in
der Migration in VGMZ(205, 260, 261), Ehenso wurde die Rolle der GEF-Aktivitat von ARNO
nicht direkt durch eine Detektion des GDP/GTP Austausches gemessen, sondern durch
Verwendung eines ARNO Konstruktes mit einer Mutation in der GEF-Doméane. Obwohl
dies eine valide Aussage tiber den Einfluss von ARNO GEF-Aktivitit auf die untersuchten
Prozesse gibt, kann keine Aussage tiber die tatsachliche Intensitit der Aktivitat gemacht
werden. Fiir weitere Arbeiten ware es dementsprechend interessant, die ARNO GEF-
Aktivitat (GDP/GTP Austausch) unter Resistin-Stimulation zu messen, auch im Vergleich
zu schon fiir ARNO bekannten Stimulantien, wie zum Beispiel dem Hormon Insulin.
Eingeschrankt werden die Annahmen, welche auf unseren Ergebnissen beruhen, durch
den fehlenden Nachweis in vivo. In einem Lebewesen konnte es zu einer anderen Antwort,
aufgrund der zunehmenden Komplexitat der Abldufe, kommen. Aus diesem Grund ist es
nicht moglich, eine definitive klinische Relevanz dieser Ergebnisse einzuschatzen.

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine Knockout (KO)-Mause fiir ARNO. Aufgrund der
fehlenden Moglichkeit der Untersuchung an einer ARNO KO-Maus ware der erste Schritt,
die Untersuchung von Diabetesmdusen durchzufiihren, welchen mit einer
hochkalorischen Nahrung ein DM II mit Insulinresistenz entwickeln(262). Unter der
Applikation von SecinH3 konnte der Einfluss von ARNO auf die Entwicklung einer

Atherosklerose im Vergleich zu nicht behandelten Mdusen untersucht werden. Ein
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weiterer Ansatzpunkt wire die Untersuchung in Apolipoprotein (APO)E-KO Mausen. Fir
diese ist bekannt, dass sie vermehrt Atherosklerose entwickeln.?63) Vor diesem
Hintergrund wire es nun interessant zu testen, ob eine ARNO-Inhibition zur Reduktion

der Atherosklerose fithren kann.(27)

4.6 Ausblick

Die hier beschriebenen Ergebnisse sind ein Grundstein zur weiteren Untersuchung der
dieser Arbeit zugrundeliegenden These, dass ARNO ein wichtiges Signalprotein in der
resistinabhangigen Migration und dem phéanotypischen Switch der VGMZ ist.

Um einen definitiven Beweis fiir die Auswirkung und die Verwendbarkeit dieser
Ergebnisse in Handen zu halten, sind weitere Untersuchungen notig. Diese kdnnten
gegebenenfalls als in vivo Versuche am Mausmodell durchgefiihrt werden. Diese Mause
konnten, mit dem Phanotyp eines Typ 2 Diabetiker mit erh6htem Resistinspiegel, eine
gezielte ARNO-Inhibition erhalten, um letztendlich das Auftreten der Atherosklerose zu
untersuchen.

Eine weitere Moglichkeit ware die Verwendung von VGMZ aus DM II Patienten sowie
Patienten mit atherosklerotischen Plaques. Damit konnten weitere in vitro Versuche
durchgefiihrt werden, um Erkenntnisse tiber die veranderten Vorgange in Zellen bereits
erkrankter Patienten zu gewinnen.

Zusatzlich wire eine prospektive Studie mit wiederholter Messung der Werte des Resistin
im Blut von Diabetikern und einer Korrelation mit dem Auftreten von Atherosklerose
denkbar.

Dies wiirde moglicherweise zeigen, ob sich daraus eine therapeutische Konsequenz
ergeben kann.(?7) Bei einem positiven Befund besteht die Option, dass sich daraus ein

interessantes Forschungsfeld entwickelt.
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5. Zusammenfassung

5.1 Abstract Deutsch

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind statistisch gesehen die weltweit fiihrende
Todesursache. In der westlichen Welt verbreitete Erkrankungen wie das metabolische
Syndrom und der damit verbundene Diabetes Mellitus Typ II (DM II), werden in
Zusammenhang mit einem erhohten Risiko einer kardiovaskuldaren Erkrankung gesetzt.
Ein zentraler pathologischer Prozess, der durch die kardiovaskuldren Erkrankungen
gefordert wird, ist die Atherosklerose. Verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel der
phéanotypische Switch der vaskuldren glatten Muskelzellen (VGMZ), tragen zur
Plaquebildung in eben diesen bei. Der phdnotypische Switch, genauer gesagt die
Dedifferenzierung der VGMZ, wurde als sehr wichtig fiir das Fortschreiten der

Atherosklerose identifiziert.

Unter normalen Bedingungen sind VGMZ ausdifferenziert. In diesem Zustand haben sie
einen kontraktilen Phanotyp und reihen sich an der Aufienseite des Gefaf3endothels auf.
Durch Stimulation mittels Wachstumsfaktoren, inflammatorischen Zytokinen oder
Adipokinen verandern diese VGMZ ihren Phanotyp von der ruhenden differenzierten zur
proliferierenden und migrierenden Zelle. Dies fiihrt zur Migration der VGMZ ins
Gefafdinnere, wo sie zu proliferieren beginnen und damit zu einer Verdickung und im

weiteren Verlauf zur Versteifung der vaskuldaren Wand in Form eines Plaques beitragen.

Resistin ist ein Adipokin, welches beim Menschen primdr von Immunzellen sezerniert
wird und an der Entstehung von Insulinresistenz und Ubergewicht beteiligt ist. Dariiber
hinaus konnte eine Verbindung zwischen Resistin und der gesteigerten Produktion
proinflammatorischer Zytokine in Endothelzellen nachgewiesen werden, wodurch
Atherosklerose und eine vaskuldre Inflammation geférdert wird. Interessanterweise
wurde fiir Resistin ebenfalls eine induzierende Wirkung auf die VGMZ-Proliferation und
-Migration, sowie eine gesteigerte Produktion von Metalloproteasen (MMP)
nachgewiesen. Dies sind Faktoren, welche durch die Dedifferenzierung der VGMZ
begiinstigt sind. Die =zugrundeliegenden Mechanismen und Signalkaskaden in

resistinaktivierten VGMZ sind dabei bisher noch nicht vollstandig erforscht.

ARF nucleotide-binding site opener (ARNO) ist ein Guaninnukleotid Austauschfaktor,

(GEF) der in der Lage ist, kleine GTPasen, wie zum Beispiel ARF6 und Rac, zu aktivieren.
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Dadurch ist ARNO in der Migrationssteigerung von Epithelzellen und Praadipozyten
beteiligt. Bisher war jedoch nicht bekannt, ob ARNO eine Rolle in der Dedifferenzierung
der VGMZ spielt. Dartiber hinaus ist nicht bekannt, inwieweit ARNO an der Migration,
Adhdsion und MMP-Produktion in VGMZ beteiligt ist. Ebenso wurde das therapeutische
Potential einer ARNO-Inhibition noch nicht untersucht, obwohl diverse Entdeckungen
eine wichtige Rolle von ARNO in der pathologischen Migration und Gewebeinvasion in

VGMZ vermuten lassen.

Aus diesem Grund zielt diese Arbeit auf die Untersuchung, ob ARNO eine
resistininduzierte VGMZ Proliferation, -Adhésion, -Migration und MMP-2 Expression in
vitro beeinflusst, ab. Dariiber hinaus wurden die zugrundeliegenden Signalkaskaden,

welche hieran beteiligt sind, erforscht.

Pathologische Konzentrationen von Resistin (100 ng/ml) hatten, gemessen anhand eines
MTT-Assays, keinen Einfluss auf die Proliferation von porcinen VGMZ. Eine signifikante
Steigerung der Adhéasion (p<0,05; n=18) und der Migration, gemessen durch einen
Wundheilungs-Assay (p<0,05; n=5), sowie die MMP-2 mRNA Expression (p<0,05; n=6)
konnte aber beobachtet werden. Die pharmakologische Inhibition von ARNO durch Secin
H3 (15uM) reduzierte die VGMZ-Adhasion (p<0,05; n=18), Migration (p<0,05; n=11) und
MMP-2 Expression (p<0,05; n=11) signifikant. Dartiber hinaus verhinderte die
Expression von inaktivem ARNO (ARNO E156K), durch pDNA-Transfektion, ebenfalls
signifikant die resistininduzierte VGMZ-Migration und MMP-2 Expression (p<0,05; n=3)
im Vergleich zu jenen Zellen mit ARNO Wildtyp (WT) Expression (p<0,05; n=10). Eine
Hemmung der PI3K (LY294002; 10 puM) (p<0,05; n=4), AKT (AKT-Inhibitor; 10uM)
(p<0,05; n=4) und p38 MAPK (SB203580; 10 uM) (p<0,05; n=4) beeintrachtigte ebenso
die VGMZ-Migration. Die Inhibition der p38 MAPK reduzierte ebenfalls die
resistininduzierte MMP-2 Expression (p<0,05; n=10).

Interessanterweise reduzierte die Expression von ARNO E156K die resistinabhingige
AKT und p38 MAPK Aktivierung (p<0,06; n=6 und n=7), aber nicht die Aktivierung von
ERK1/2 MAPK (n=4) verglichen mit ARNO WT und untersucht durch Detektion der

aktivierenden Phosphorylierungen mittels Western Blot.

Zuletzt wurde die Bedeutung der PI3K fiir die ARNO-Funktion in VGMZ durch die
Expression einer ARNO Mutante (ARNO R280D) mit einer Mutation in der PH-Domaéne,

welche die Bindung an die PIP3 verhindert, untersucht. Es wurde herausgefunden, dass
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die VGMZ-Migration unter Resistin-Stimulation (p<0,05; n=5) und MMP-2 Expression
(p<0,05; n=10) hierdurch verhindert wurde, indem die Aktivierung von AKT (p<0,05; n=
6) und der p38 MAPK (p<0,05; n=7) ausblieb.

Diese Ergebnisse zeigen erstmalig, dass hohe Resistin-Konzentrationen einen
pathologischen Effekt auf VGMZ austiben, indem sie die Migration und MMP-2 Expression
induzieren. Ebenso konnte gezeigt werden, dass der GEF ARNO eine wichtige Rolle in der
resistinvermittelten Induktion der VGMZ Adhésion, Migration und MMP-2 Expression
zukommt. Als dritte grofie Erkenntnis konnte nachgewiesen werden, dass ARNO als
intermedidres zentrales Protein Resistin mit dem AKT und dem p38 MAPK Signalweg
verbindet. Dies lasst den Schluss zu, dass die resistininduzierte Funktion von ARNO stark
den phanotypischen Switch der VGMZ induziert. Dies sollte als potenzielles

therapeutisches Ziel der kardiovaskuldren Erkrankung weiter untersucht werden.

5.2 Abstract Englisch

Cardiovascular disease is the leading cause of death worldwide and common diseases of
the western world, such as diabetes type 2 (DM II) and the metabolic syndrome, are
associated with higher risk for developing cardiovascular disease. A prominent pathologic
process contributing to cardiovascular disease is atherosclerosis. Several factors, such as
inflammatory cytokines, inflammatory cell activation, lipid sequestration and phenotypic
switching of vascular smooth muscle cells (VSMC), contribute to the formation of plaques
in vessels. The phenotypic switch or dedifferentiation of VSMC have been shown to be
critical for atherosclerosis progression. Under normal conditions, VSMC are differentiated
thus exhibiting a contractile phenotype and line the outside of the vessels. Upon
stimulation with growth factors, inflammatory cytokines or adipokines, these VSMC
change their phenotype from a quiescent differentiated one to a proliferative and
migratory dedifferentiated one. Thus, VSMC migrate from the vessel towards the intima
where they then proliferate and contribute to a thickening and stiffening of the vascular
wall (vascular plaque).

Resistin is an adipokine secreted mainly from immune cells and is involved in the
development of insulin resistance and obesity. Moreover, resistin has been shown to
increase pro-inflammatory cytokine production in endothelial cells thereby promoting

vascular inflammation and atherosclerosis. Interestingly, resistin was repeatedly shown
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to induce VSMC proliferation, migration as well as the production of metalloproteinases
(MMP), supporting the dedifferentiated phenotype of VSMC. However, the underlying
mechanisms or signaling intermediates in resistin induced VSMC activation have not been

fully investigated.

ARNO (ARF nucleotide-binding site opener) is a guanine nucleotide exchange factor
(GEF), thus activating small GTPases, such as ARF6 and Rac. In this way ARNO has been
shown to drive migration of epithelial cells and preadipocytes. However, so far, it is not
known, if ARNO additionally has a part in the pathological dedifferentiation of VSMC.
Specifically, the impact of ARNO for VSMC migration, adhesion and MMP production has
not yet been investigated. Moreover, the therapeutic potential of an inhibition of ARNO
activity for the process of pathological VSMC tissue invasion has not yet been explored.
Thus, this study aimed to investigate if ARNO influences resistin induced VSMC
proliferation, adhesion, migration and MMP-2 expression in vitro. Furthermore, the

underlying involved signalling pathways were investigated.

Pathological concentrations of resistin (100ng/ml) failed to induce proliferation of
porcine aortic VSMC (n=14), as assessed by MTT-assay, but significantly promoted both
VSMC adhesion (p<0.05, n=18) and migration, measured by a wound healing assay,
(p<0.05, n=5) as well as MMP-2 mRNA expression (p<0.05, n=6). Pharmacological
inhibition of ARNO by Secin H3 (15 pM) reduced resistin induced VSMC adhesion (p<0.05,
n=18), migration (p<0.05, n=11) and MMP-2 expression (p<0.05, n=11). Moreover,
expression of an inactive ARNO (ARNO E156K), by pDNA transfection, significantly
prevented resistin induced VSMC migration and MMP-2 expression (p<0,05; n=3)
compared to expression of wildtype ARNO (ARNO WT) (p<0.05, n=10). The signalling
pathways PI3K/AKT and p38 MAPK were shown to be responsible for resistin induced
VSMC migration, as inhibition of these using the PI3K inhibitor LY294002 (10uM)
(p<0.05, n=4), AKT-inhibitor (10uM) (p<0.05, n=4) and p38 MAPK inhibitor SB203580
(10uM) (p<0.05, n=4) impaired the VSMC migration into a scratch in the cell layer.
Inhibition of the p38 MAPK was also shown to reduce the resistin induced MMP-2
expression (p<0.05, n=10). Interestingly, expression of ARNO E156K reduced the resistin
dependent activation of AKT and p38 MAPK (p<0,05, n=6 and p<0,05, n=7, respectively)
but not ERK1/2 MAPK (n=4) compared to ARNO WT, as assessed by detection of their
phosphorylation by western blot. Finally, PI3K was shown to be important for ARNO
function in VSMC, as expression of ARNO with a mutation in the PH-domain (ARNO

79
Dissertationsschrift Pascal Graff



R280D) and no longer able to bind to PIP3, was observed to impair VSMC migration
(p<0.05, n=5) and MMP-2 expression (p<0.05, n=10) via an inability to induce activation
of AKT (p<0.05, n=6) and p38 MAPK (p<0.05, n=7).

The results obtained here firstly confirm high concentrations of resistin to be pathological
to VSMC by inducing migration and MMP-2 expression. Secondly, the obtained data show
that the GEF ARNO plays an important role in promoting VSMC adhesion, migration and
MMP-2 expression upon resistin activation. Thirdly, ARNO was shown to be a pivotal
intermediate signalling protein linking resistin activation to activation of the AKT and p38
MAPK signalling pathways. In conclusion, resistin induced ARNO function strongly
influences the phenotypic switch of VSMC and should be further investigated as a

potential therapeutic target for cardiovascular disease.
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6. Appendix

6.1 Abkiirzungen

AK Antikorper
AKT Proteinkinase B
ANOVA Analysis of Variance
APS Ammoniumpersulfat
BSA Bovines Serum Albumin
c-Jun Teil des Transkriptionsfaktor AP-1
DAPI 4’-6’-Diamidin-2-phenylindol
DME Diabetische Makulabdeme
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DM II Diabetes Mellitus Typ 2
DNA desoxyribonucleic acid/ Desoxyribonukleinsdure
ECM extrazelluldre Matrix
EK E156K (ARNO Konstrukt mit einer Mutation in der GEF-
Domane)
ERK 1/2 Extracellular Signal Regulated Kinase 1&2
FACS fluorescence-activated cell sorting
FCS Fetal calf serum
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
h Stunden
H202 Wasserstoffperoxid
HBSS Hank’s balanced salt solution
HMEC Humane mikrovaskuldre Endothelzellen
IF Immunfluoreszenz
IKK Inhibitor of Nuclear Factor Kappa-B Kinase
JNK c-Jun N-terminal Kinase
MAPK mitogen activated protein kinase
MeOH Methanol
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min
MTT
NFkB
NOS
p-

PBS
PDGF
PDGF-BB
PI
PNS
PS

R (+R)
RD

RNA
ROS
RPM
RT

gRT-PCR
chain reaction

S

SDS

Src
STAT-1
TEMED
TNF
VEGF
VGMZ

WT

Minuten

Methylthiazoltetrazolium

Nuclear Factor Kappa B

NO Synthase

Phosphorylierte Gruppe (aktiviert)
Phosphate-buffered saline
Platelet-Derived Growth Factor
Platelet-Derived Growth Factor, bestehend aus 2 B Ketten
Propidiumiod

peripheres Nervensystem
Penicillin-Streptomycin

Resistin (mit Resistin)

R280D (ARNO Konstrukt mit einer Mutation in der PH-
Domaéne)

Ribonukleinsaure

Reaktive Oxygen species

Umdrehungen pro Minute (Rounds per Minute)
Raumtemperatur

quantitative real-time Reverse transcription polymerase

Sekunden

Sodiumdodecylsulfat

Sarcoma (Proto-oncogenic Tyrosine Kinases)
Signal transducer and activator of transcription A
N,N,N',N'-Tetramethylethan-1,2-diamin
Tumornekrosefaktor

Vascular Endothelial Growth Factor

Vaskulare glatte Gefafdmuskelzellen

Wildtyp
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