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Referat:

Die arteriosklerotische Gefallerkrankung nimmt einen immer groBeren Stellenwert in der medi-
zinischen Behandlung ein. Weiterhin bestehen viele Unklarheiten iiber die Vorgédnge in den
GefaBwianden. Es gibt nur eine kleine Zahl an Zellkulturuntersuchungen iiber humane
GefaBzellen. Diese Arbeit beschéftigte sich zundchst mit der Erarbeitung eines Protokolls zur
Zellisolation von humanen Gefdfizellen speziell aus der Tunica media der Arterie, der Vene und
der Aorta unter Verwendung der Gewebeverdauung und weniger Zellreplikationszyklen, um
abnorme Zellverdnderungen zu vermeiden. Im Folgenden wurden erstmalig Veréinderungen der
Proteinexpressionen von o-SM Aktin, Prolyl-4-Hydroxylase, Decorin und Kollagen I unter
statischen Bedingungen und zyklischer mechanischer Dehnung beobachtet, um den Fragen nach
GefaBBwandreaktionen zum Beispiel nach Bypassoperationen nachzukommen. Hierzu wurden die
Experimente mit Hilfe einer Flexercell strain unit durchgefiihrt und die Zellkulturen unter Zell-
kulturbedingungen auf Bioflex-kollagenbeschichtete Platten einer Dehnung von 10%, 0.5 Hz, 24
und 96 Stunden ausgesetzt. Des Weiteren wurden Betrachtungen iiber GefidB3zellen aus
aneurysmatischen Aorten durchgefiihrt. Die Proteinanalyse erfolgte mittels Western Blot.

Aus den Ergebnissen 148t sich folgern, dass eine fehlende zyklische mechanische Dehnung eine
Phénotypanderung der arteriellen Geféfizellen von kontraktilen hin zum sekretorischen und
proliferativen Typ bewirkt. Kontrar verhilt es sich unter Vorliegen einer solchen mechanischen
Dehnung wie der pulsatilen Wanddehnung. Das Verhalten der arteriellen Gefiaf3zellen unter
reduzierter oder fehlender pulsatiler Wanddehnung konnte eine wichtige Ursache flir das
Auftreten einer Mediahyperplasie und folgend fiir die teils rasche Progredienz von
Arteriosklerose darstellen. In den Gefédfizellen der Venen konnte unter Zellkulturdehnung eine
starke Zunahme der extrazellulédren Matrix und die Begiinstigung des sekretorischen und damit
proliferativen Typs beobachtet werden. Dieser Sachverhalt sollte eine Erklarung fiir die hohere
Stenoseneigung durch GefdBwandhyperplasie und Hypertrophie in arterialisierten Venen sein.
Es fand sich in den isolierten Zellen aus aneurysmatischen Aortenresektionen ein deutlich redu-
zierter Decoringehalt in den Zellen aus der medialen GeféBschicht. Eine Dysbalance zwischen
der Kollagenfibrillogenese und Decorin bzw. eine Progression des Decorinmangels konnte
aneurysmatische Gefa3verdnderungen oder Gefawanddissektionen durch Destabilisierung der

Kollagenpolymerisation einhergehend mit Funktionsverlust der Kollagenfasern bewirken.
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Einleitung

1. Einleitung

Die atherosklerotisch-kardiovaskuldren Erkrankungen sind die hdufigste Ursache von Morbiditét
und Mortalitdt in der westlichen Welt [2]. Der Begriff Atheriosklerose besteht aus den
griechischen abgeleiteten Bestandteilen Athaera (Griitze), Oma (Masse) und skleros (hart).
Atherosklerose ist zudem die zugrunde liegende Pathologie in einer iberwiegenden Anzahl von
peripheren GefdBBerkrankungen. Die allgemein akzeptierten Theorien der Atherogenese
beinhalten die endotheliale Dysfunktion, die abnormale Lipid-Retention, den oxidativen Stress,
Inflammation sowie die Dysregulation der Zellphdnotypanderung und der extrazelluldren Matrix.
Trotz intensiver Forschung sind viele Aspekte dieser komplexen Krankheit nicht endgiiltig
geklart [3].

Eine wesentliche Rolle nehmen bei vaskuldren Erkrankungen wie arterieller Hypertonie,
Atherosklerose, Gefdlaneurysmata oder —dissektionen oder bei Komplikationen wie Restenosen
nach Koronarangioplastien und diverser Bypassoperationen die glatten GefaBmuskelzellen ein
[3]. Diese Zellen sind ein wichtiger Bestandteil der Arterien, Venen und kleinen Blutgeféfe, den
Arteriolen. Thre Hauptfunktion ist die Erhaltung des Gefélltonus und die Regulierung des
Blutdrucks und Blutflussvolumen {iiber koordinierte Vasokonstriktion und Vasodilatation.
Zusitzlich zu ihrer Kontraktilitit besitzen die Muskelzellen die Féhigkeit zur Migration,
Proliferation und Produktion von extrazellulirer Matrix. Diese Eigenschaften sind essentiell fiir
die Reaktion auf eine Beschiddigung der Gefdiwand und fiir eine Anpassung an physiologische
oder pathologische Belastungen. Aufgrund ihrer Verbindung mit den erwédhnten
GefaBpathologien wurden ihre Eigenschaften intensiv studiert. Riickblickend haben die meisten
Studien vaskuldre glatte Muskelzellen nicht-menschlicher Quellen verwendet. In den letzten
Jahren wurde von verschiedenen Wissenschaftlern versucht, die an Tierzellen beobachteten
Effekte an humanen Zellen nachzuweisen. In der vorliegenden Arbeit sollen weitere Erkenntnisse
iiber humane Geféf3zellen aus der Muskelschicht (Tunica media) von Venen, Arterien und Aorta
in Bezug auf die Expression von extrazelluldrer Matrix in Abhéngigkeit einer zyklischen

mechanischen Dehnung gewonnen werden.

1.1. Gefafiaufbau und Funktion

Grofllumige elastische Gefdlle wie z.B. die Aorta oder muskuldre Arterien wie z.B. die
Unterarmarterie (Radialarterie) bestehen aus drei Schichten, bekannt als Tunicae, welche in der

Abbildung 1 schematisch dargestellt sind.
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Myofibroblast
Makrophage
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Abbildung 1. Schematischer Aufbau einer Gefifiwand (modifiziert nach [4])

Die lumenseitig innerste Schicht, die Tunica intima, besteht aus Endothelzellen, welche an einer
Basalmembran haften. Diese wiederum steht in Verbindung mit dem schmalen subendothelialen
Raum, in welchem sich vorrangig extrazelluldre Matrix befindet. Die Intima fungiert als eine
glatte, nicht-thrombogene Oberfliche und als eine Permeabilititsbarriere. Des Weiteren
beeinflufit diese Schicht die Gerinnungs- und Entziindungsprozesse, die Angiogenese sowie die
Regulation des Tonus der GefaBmuskulatur tiber Substanzen wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO).
Die mittlere Schicht, die Tunica media, wird hauptséchlich von in Umfangsrichtung angeordneten
glatten Muskelzellen zusammengesetzt, welche in eine Kollagen-, Elastin- / Fibrillin- und
Proteoglykan-reiche extrazelluldre Matrix eingebettet sind. Thre Aufgabe ist es, iiber den Verbund
mit den Muskelzellen den Geféftonus zu regulieren. Die strukturelle Integritdt der Media bewirkt
zum einen eine nichtlineare Elastizitit durch Versteifung bei steigendem Druck, um die Wand
vor einem Bruch zu bewahren und zum anderen bewirkt sie einen hoch elastischen Wandeffekt.
Dieser fiihrt durch Riickfederung zur Abmilderung und Speicherung der abrupt freigesetzten
Energie in der systolischen Phase und in Folge zu einer verzogerten Freisetzung wahrend der
Diastole. In den herznahen GefaBBen wird dies als Windkesseleffekt oder biologische
Windkesselfunktion bezeichnet.

Die duBlere Schicht, die Tunica adventitia, besteht in erster Linie aus Fibroblasten, welche in
Léngsrichtung innerhalb einer kollagen- und elastinhaltigen Matrix angeordnet sind. Die
Adventitia stellt den Ubergang von der GefiBwand zum lockeren perivaskuléren Stiitzgewebe dar.

Sie wird durch die duBere elastische Lamina von der Media getrennt werden. Die dulere Media

2
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und die Adventitia werden nicht per Diffusion aus dem GefaBlumen versogt, sondern sie besitzen
ein eigenes GefdBnetz, die Vasa vasorum. Hieriiber konnen z.B. inflammatorische Zellen und
deren Botenstoffe direkt in die &uBere GefiaBwandschicht infiltrieren. Das perivaskulire
vegetative Nervensystem liegt dem adventitiellen Gewebe auf und besitzt Kontakt bis in die
duBere Media. Ferner ist die Adventitia nicht nur ein ruhendes Ubergangsgewebe, sondern ist
ebenfalls aktiv am Remodeling der GefaBwand in Antwort auf humorale und nervale Stimuli

sowie nach Gefiallwandverletzung beteiligt [5].

1.2. Vaskulare glatte Muskelzellen

Die glatte Muskulatur wird als ,,glatt™ bezeichnet, weil bei lichtmikroskopischer Betrachtung
keine Querstreifung wie bei Skelettmuskulatur zu beobachten ist. Die vaskuldren glatten
Muskelzellen (vascular smooth muscle cells, VSMC) finden sich hauptséichlich in der Tunica
media der GefaBBwéinde und stellen in dieser Gewebeschicht die dominante Zellart dar [6].
Verkniipft durch besondere Zellkontakte, den Desmosomen, welche die einzelnen Muskelzellen
mechanisch verbinden, bilden sie mit den Fibrillen der extrazelluliren Matrix ein dichtes
Netzwerk. Sie sind {iber Nexus oder Gap Junctions elektrisch miteinander zu funktionellen
Einheiten gekoppelt. Die GefiaBzellen besitzen einen Basaltonus, welcher sich aus einem
spontanen myogenen Tonus sowie einem neurogenen Muskeltonus ergibt. Letzterer wird tiber
vegetative Nervenfasern in der Tunica adventitia moduliert, der Einflufl auf die adventianahen
VSMC’s ausiibt [6].

Die vaskuldren glatten Muskelzellen besitzen Aktin- und Myosinfilamente sowie Intermedidr-
filamente aus der Gruppe der Desmine. Ein einzelnes Myosinfilament wird dabei von 2 bis 10
Aktinfilamenten zu einer Art ,,Biindel* gruppiert. Die Aktin- und Intermediérfilamente befestigen
sich an sogenannten ,dense bodies (intrazellulire Verdichtungszone) bzw. ,dense
plaques® (Anhaftungsstelle an der Zellwand). In den glatten Muskelzellen ist das smooth muscle
alpha aktin (0-SMA) die pridominante Isoform der Aktine [6,7].

Die Kontraktion einer Zelle auf Grundlage des ,,Querbriicken-Zyklus* (Greifloslass-Zyklus) wird
durch eine steigende intrazellulire Ca?* Konzentration initiiert. Drei Mechanismen koénnen diesen
Anstieg bewirken: Die elektromechanische Kopplung fiihrt durch Aktionspotentiale oder lédnger
anhaltende Depolarisation der Zellmembran zur Offnung spannungsabhiingiger Kalziumkaniile.
In der pharmakomechanischen Kopplung reagieren rezeptorgesteuerte Kalziumkandle auf
Botenstoffe wie Noradrenalin aus vegetativen Nervensystem, Acetylcholin, Angiotensin II und
Histamin. Zudem koénnen rezeptorvermittelt weitere Kalziumionen aus dem sarkoplasmatischen

Reticulum freigesetzt werden. Und drittens bewirkt die mechanische Dehnung direkt die Offnung
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dehnungsabhédngiger Kalziumkandle oder indirekt einen Kalziumeinstrom  {iber
Integrinabhéngige Signalkaskaden [6]. Im Vergleich zu den quergestreiften Muskelzellen verlduft
dieser ,,Querbriicken-Zyklus“ deutlich langsamer und energiesparender, so dass die glatten
Muskelzellen fiir eine ausdauernde Haltefunktion geeignet sind.

Studien, insbesondere an Zellen von Nagern wie Ratten, Mause und Kaninchen, haben gezeigt,
dass vaskuldre glatte Muskelzellen extrem verdnderbar sind und eine Reihe von unterschiedlichen
Morphologien und Genexpressionsprofile mit verschiedenen Zellfunktionen aufweisen. Diese
»phanotypische Vielfalt ist offensichtlich wahrend der Angiogenese und wiederholt sich im
Verlauf einer GefaBerkrankung [3].

In gesunden Gefdlen existieren VSMC hauptsédchlich in der Media und liegen in einem
kontraktilen Phénotyp vor, welcher fiir Wachstumsfaktoren fiir z.B. Migration und Proliferation
kaum sensitiv ist. Allerdings sind VSMC nicht ausdifferenziert und kénnen ihren Phénotyp
abhingig von den wechselnden Anforderungen &ndern. Sie weisen eine Bandbreite an
Phinotypen zwischen differenziert (kontraktil) und dedifferenziert (synthetisch) auf
[8,9,10,11,12,13]. In Abbildung 2 sind schematisch eine kontraktile und synthetische Zelle
gegeniibergestellt.

Synthetisch Kontraktil

G Golgi Komplex

M Mitrochondrien

ER Endoplasmatisches Reticulum
ECM  Extrazelluldre Matrix

N Nucleus, Zellkern

DB Dense body

DP Dense plaque, Befestigung fiir Microfilamente
C Caveolae

CF Kontraktile Filamente

Abbildung 2. Ultrastrukturelle
Charakteristiken von kontraktilen und

synthetischen glatten Muskelzellen (nach [1]).
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In Vivo sind sie daher in der Lage, auf Verdnderungen des Umfeldes wie erhohter Dehnungsreiz
nach Angioplastie, Arterialisierung eines Venenbypasses oder Hypertonie sowie im Verlauf
arteriosklerotischer oder entziindlicher Verdnderungen zu dedifferenzieren, zu migrieren und
proliferieren [14,15,16,17,18,19,20,21,22]. Eine gesteigerte Proliferation und Proteinsynthese
sowie die gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber autokrin, parakrin und endokrin sezernierten
Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGF-f 1 und IGF-I ist charakteristischer fiir den sekretorischen
Phénotyp [12,16,23,24,25,26].

Generell haben dedifferenzierte VSMC einen geringeren Anteil an kontraktilen Proteinen,
enthalten weniger Myofilamente wie Myosin, Aktin und Caldesmon, besitzen jedoch mehr
synthetische Organellen wie das endoplasmatische Retikulum und Mitochondrien [27,28,29,30].
Durch die Ausrichtung der intrazelluldren Filamente bekommt der kontraktile Zelltyp sein
spindelformiges Aussehen.

In Abbildung 3 sind die Expressionsunterschiede einiger Gene abhidngig vom Phéinotyp glatter
Muskelzellen schematische dargestellt. So findet sich z.B. die muskulére Isoform des Caldesmon
(h-caldesmon) in der differenzierten, kontraktilen Zelle. Im synthetischen Zelltyp wurde eine
andere weniger aktive Isoform, das /-caldesmon, gefunden. Caldesmon ist ein intrazelluldres
Protein im Myosinkopf von glatten Muskelzellen und verhindert die Assoziation von Aktin und
Myosin. Steigt die intrazellulire Konzentration von Kalzium an, so bildet sich ein Ca*'-
Calmodulin-Komplex, welcher Caldesmon bindet und so aus dem Myosinkopf verdriangt. Die
Zellkontraktion wird ausgelost. Ein anderes Beispiel fiir den synthetischen Zelltyp ist die
verstirkte Expression von Proteinen der extrazelluliren Matrix wie Kollagen oder

Metalloproteasen (MMP).

Synthetische Phanotyp L - Kontraktiler Phinotyp
o1 integrin
[31 integrin a-SMA

o7 integrin desmin

I < Myocardin SM22a

N-/T-cadherin ACLP

SM-calponin y-SMA

CRBP-1
Siraig } D ——-——‘——:’__j {h-cafdesmon APEG-1

meta-vinculin CRP-2
PDGF-A ICAM-1
SM-MHC
l-caldesmon ~ MGP } >‘=‘> <3 {Smoothelin
Osteopontin
Collagen | Moesin

Collagenase IV I_,
Connexin43

MMP isoforms

Syndecan-1/-4

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Expressionsunterschiede einiger Gene abhiingig vom

Phiinotyp einer glatten Muskelzelle (nach [1]).
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Es ist im Allgemeinen anerkannt, dass nach einer Schidigung der Intima die Endothelzellen,
Thrombozyten und inflammatorische Zellen Mediatoren wie Wachstumsfaktoren freisetzen.
Diese induzieren eine Anderung des Phénotyps von glatten Muskelzellen vom kontraktilen in den
synthetischen Zustand und folgend eine gesteigerte Produktion von extrazelluldrer Matrix sowie
eine gesteigerte Proliferation und Migration der Zellen aus der Media in die Intima [31]. Die
Faktoren, die zum Ubergang von kontraktil zu sekretorisch fiihren konnen, sind in Abbildung 4
schemtisch zusammengefalit. Hierzu gehoren z.B. die parakrinen Wachstumsfaktoren, die
Stickstoffmonoxidproduktion (NO) der Endothelzellen aufgrund Scherspannungen oder die
mechanische Dehnung der glatten Muskelzellen, welche iiber den mechanischen Zug der

extrazelluldren Matrix vermittelt werden kann.

Endothelium

Retinoids
TGF-p/Activin A

€ Heparin Collagen IV )

o Laminin Fibronectin®

‘Extracellular
. matrix

Cell-cell

Endothelium

synthetische
VSMC
kontraktile

Abbildung 4. Darstellung verschiedener Faktoren, welche Einflufl auf die SMC Entwicklung,

Differenzierung und Phinotypmodulation haben (nach [1]).

Verschiedene Studien konnten nachweisen, das VSMC mit gesteigerter synthetischer Aktivitét in
intimaler Hyperplasie wie auch in fortgeschrittener arteriosklerotischer Lésion lokalisiert sind.
Dies deutet darauf hin, dass die synthetischen VSMC fiir Produktion der extrazelluldren Matrix
verantwortlich sind [32]. Eine gesteigerte Proliferation und Proteinsynthese sowie die gesteigerte
Empfindlichkeit gegeniiber autokrin, parakrin und endokrin sezernierten Wachstumsfaktoren wie
PDGF, TGF-B 1 und IGF-I ist charakteristischer fiir den sekretorischen Phénotyp
[12,16,23,24,25,26].
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1.3. Die vaskulare extrazellulare Matrix

1.3.1. Strukturelle Integritiit der extrazelluliren Matrix

Die vaskuldre extrazellulire Matrix (extracellular matrix, ECM) bietet die unmittelbare
Umgebung fiir verschiedene Zelltypen in der Gefawand. Aufgrund ihrer Nahe und komplexen
Struktur spielen verschiedene Komponenten der ECM eine wichtige und aktive Rolle in der
Migration, der Proliferation und der Apoptose von endothelialen und entziindlichen Zellen
sowie von vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMC).

Zusammen mit den Zellen stellt die Matrix das organische Gewebe dar. Hauptbestandteile der
ECM sind unterschiedliche Molekiile wie die Strukturproteine (z.B. Kollagene I/ III und Elastin),
die Adhésionsproteine (z.B. Fibronektin und Laminin) und die Proteoglykane. Letztere sind
Molekiilkomplexe aus Kohlenhydraten (ca 95%) und Proteinen (5%). Die Hyaluronséure bildet
hierbei das Geriist, an welchem Seitenketten aus Glykosaminoglykanen angelagert sind. Deren
starke negative Ladung bedingt eine hohe Wasserbindung und damit den raumfiillenden Effekt.
Die vaskuldren glatten Muskelzellen sind in die ECM eingebettet und fiir deren Synthese und
Organisation sowohl wihrend der Angiogenese als auch im ausdifferenzierten Gefdl3
verantwortlich. Das Kollagen in der Arterienwand hat beispielsweise eine Halbwertszeit von 60-
70 Tagen [33]. Neben der Synthese dieser Komponenten sind die VSMC auch fiir den Abbau der
Matrix verantwortlich. Darin involviert sind eine Vielzahl von Enzymen, bekannt als Matrix-
Metalloproteinasen (MMP), zu denen Kollagenasen, Gelatinasen, Stromolysine, Metalloelastase
und Membrantyp-Matrixmetalloproteinasen (MT-MMP) gehoren, welche von den VSMC
synthetisiert und sezerniert werden [34]. Der Auf- und Abbau der ECM unterliegt einem sensiblen
Gleichgewicht, welches z.B. bei aneurysmatischen Erkrankungen gestort ist. Dieser Einfluf3 auf
die Zusammensetzung der ECM befihigt die VSMC, auf Verdnderungen in der GefaBwand wie
durch Verletzungen, Entziindungen oder Ablagerungen addquat zu reagieren [32,35]. Die MMP’s
konnen wiederum durch gewebestindige TIMP’s gehemmt werden. Somit ergibt sich ein
komplexes Netz von Regulationsmdglichkeiten [36].

Die ECM hat neben ihrer Stiitzfunktion auch die Aufgabe, die einzelnen Zellen voneinander
abzugrenzen. Uber ihre Adhiisionen mit den Zellen werden diese ebenso mechanisch miteinander
verbunden. Indem sie die benachbarten vaskuléren glatten Muskelzellen physikalisch verkettet,
sichert die extrazellulire Matrix die strukturelle Integritidt der Media. Die Bindung erfolgt iiber
ECM-Rezeptoren an der Zelloberfliche und kommt entweder direkt durch Interaktion des
Rezeptors mit bestimmten ECM-Komponenten (z.B. Integrinen, fokalen Adhéisionen) oder durch
Vermittlung zwischengeschalteter Adhéisionsproteine (z. Bsp. Fibronektin, Laminin) zustande

[37,38,39,40,41].
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Diese Zell-Matrix-Verbindungen dienen der mechanischen Verankerung der Zellen, siche dazu
Abbildung 5.

Im Folgenden soll auf einzelne Komponenten der ECM genauer eingegangen werden.
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Abbildung 5. Schematische Darstellung der Zell-Matrix-Verbindung (nach [42]).

1.3.2. Integrine

Der Kontakt des Zytoskeletts mit den Proteinen der ECM wird in der GefédlBwand hauptséchlich
iiber transmembrandre Integrine vermittelt. Sie sind somit wichtiger Bestandteil der
Mechanotransduktion. Integrine sind Heterodimere und setzen sich jeweils aus einer a- und einer
B-Untereinheit zusammen. Diese Untereinheiten liegen in ca. 30 verschiedenen Isoformen vor,
die sich in ihrer Bindungsfahigkeit zu ECM-Proteinen unterscheiden. Die B-Untereinheit ist auf
der intrazelluldren Seite iiber Adapterprotein (z.B.Talin, a-Aktinin, Filamin und Vinculin) an
Aktinfilamente gekoppelt. In dieser adhédrenten Zone finden sich ferner viele signaliibertragende
Kinasen wie FAK oder Tyrosinkinase Src, auf welche im Folgenden im Kapitel 1.5 noch ndher
eingegangen wird [43].

Die Integrine dienen nicht nur als eine mechanische Verbindung zwischen Extrazelluldrmatrix
und Zytoskelett. Es wurden hochspezifische Funktionen fiir zahlreiche der Integrinkombinationen
gefunden. Hiezu zdéhlen die Regulation von Zellzyklus und Apoptose, Tumorwachstum,
Zellmigration, Regulation von Ionenkanilen, bis zum ,,inside-out signaling” mit Modellierung
von Extrazelluldrmatrixproteinen sowie der Interaktion mit Matrixmetalloproteinasen

[40,44,45,46,47]. Diese bidirektionale Signaliibertragung der Integrine ist an der Ubersetzung von
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Signalen von der Extrazellulirmatrix ins Zellinnere (,,outside-in signaling®) und an den
Riickkopplungsprozessen des Zellinneren an die Extrazellularmatrix beteiligt (,,inside-out
signaling®) [48].

Im Gegensatz zum Zell-ECM-Kontakt wird der mechanische Zell-Zell-Kontakt iiber einen
weiteren Vertreter der transmembrandren Adhésionsproteine, dem Cadherin, vermittelt. Dieses

ist vorrangig in den Desmosomen lokalisiert.

1.3.3. Kollagen

Seinen Namen erhielt das Kollagen (aus dem Griechischen: Leim erzeugend) urspriinglich
aufgrund seiner frilheren Nutzung als Knochenleim im Holzhandwerk. In der mittleren
GefaBBwand laufen die kollagenen Fasern in einem flachen Winkel zu den Muskelzellen und sind
hauptséchlich parallel zum GefdBumfang angeordnet.

Kollagen besteht aus einzelnen, langen Proteinketten (a-Ketten), die eine linksgéngige Helix
ausbilden. Jeweils drei dieser Helices sind dann in einer rechtsgingigen Superhelix arrangiert,
welche untereinander durch Wasserstoffbriicken stabilisiert werden. Die a-Ketten weisen dabei
groBe Doménen auf, die aus repetitiven Sequenzen bestehen. Hierbei ist jede dritte Aninosdure
das Glycin. Durch die stete Wiederholung dieser Sequenzmotive wird die Rotation und Rigiditét
der a-Ketten verursacht [49]. Kollagenfasern besitzen durch die dichte Wicklung eine enorme
Zugfestigkeit und sind kaum dehnbar.

Es gibt verschiedene Kollagentypen, die sich alle in der Struktur ihrer Molekiilkette, die sich zu
Tropokollagen zusammenlagern, unterscheiden. Zurzeit sind 28 verschiedene Kollagentypen
bekannt (Typ I bis XXVIII) sowie mindestens zehn weitere Proteine mit kollagendhnlichen
Doménen [50,51]. Die untenstehende Tabelle 1 zeigt einige der Kollagentypen in Abhingigkeit
ihrer polymerisierten Form.

Die wichtigsten Kollagentypen sind Typ I bis Typ IV. Neben den fibrillenbildenden Kollagenen
(z.B. Kollagen Typ I), die sich durch eine grofe, ununterbrochene tripelhelicale Doméne
auszeichnen, existieren zum Beispiel auch nicht-fibrillenbildende Kollagene (z.B. Kollagen Typ
IV), welche im Bereich der Tripelhelix durch globuldre Doménen unterbrochen sind [52]. Die
Kollagenfibrillen, insbesondere Typ I, werden in allen Geféf3schichten vor allem um die glatten
Muskelzellen der Media gefunden [53]. Histologisch wurde in der T. adventitia vorzugsweise das
Kollagen III und in der T. media das Kollagen I nachgewiesen [54]. Das Vorkommen von
Kollagen in Gefalwanden wird jedoch unterschiedlich angegeben. Vielerorts wird unspezifisch
das Kollagen III benannt. Dieses findet sich jedoch hauptsédchlich in retikuldren Fasern und wird
auch als Retikulin bezeichnet. Der funktionelle Aspekt bei Retikulin ist im Gegensatz zu den
zugfesten anderen Kollagenen wie Typ I das Erreichen einer geweblichen Verformbarkeit. Somit

ist die Dehnungsbeanspruchung weniger ein Induktor fiir die Synthese dieser Kollagen III Faser.

9
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Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Expression von Kollagen I und ihre
Abhingigkeit von mechanischer Dehung untersucht. Histologisch wurde in der T. adventitia
vorzugsweise das Kollagen III und in der T. media das Kollagen I nachgewiesen [54]. Das
Vorkommen von Kollagen in GefaBwanden wird jedoch unterschiedlich angegeben. Vielerorts
wird unspezifisch das Kollagen III benannt. Dieses findet sich jedoch hauptséchlich in retikuléren
Fasern und wird auch als Retikulin bezeichnet. Der funktionelle Aspekt bei Retikulin ist im
Gegensatz zu den zugfesten anderen Kollagenen wie Typ I das Erreichen einer geweblichen
Verformbarkeit. Somit ist die Dehnungsbeanspruchung weniger ein Induktor fiir die Synthese
dieser Kollagen III Faser. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Expression von
Kollagen I und ihre Abhingigkeit von mechanischer Dehung untersucht.

Das Kollagen I besteht aus zwei Alpha-1-Ketten und einer Alpha-2-Kette, welche zusammen in
einer Triple-Helix aufgewickelt sind [55]. Die Kollagensynthese und die Akkumulation sind
entscheidende Aspekte der physiologischen GefdBrekonstruktion bzw. des GefdBremodelings
[56]. Andererseits kann die iibermdfige Akkumulation von interstitiellen Kollagenen mit

vaskularen Erkrankungen assoziiert sein [57].

Tabelle 1. Kollagenarten.

Art Typ Vorkommen

Fibrillare Kollagene I Knochen, Haut, Gefal3e, Sehnen, Organe
I Knorpel, Bandscheiben
111 Haut, Haare, Gefal3e, Muskulatur

A% interstitielles Bindegewebe
XI Knorpel
Netzbildende Kollagene v Basalmembran
Fibrillenassoziierte Kollagene IX Knorpel

Xl embryonal

XIV  Nerv
Perlschnurartige Kollagene VI Bindegewebe
Verankerungsfibrillen VII Basalmembran, Stroma
Kollagen mit XII  Knorpel
Transmembrandoméinen XVII,

XXIII,

XXV

10
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1.3.4. Prolyl-4-Hydroxylase

Die Prolyl-4-Hydroxylase (Procollagenprolin-Dioxygenase, Kollagen-P4H o. C-P4H) katalysiert
im endoplasmatischen Retikulum einer Zelle die Bildung von 4-Hydroxyprolin in
Kollagenfibrillen [58,59]. Da diese Aminoséurereste fir die Stabilitdt der Tripelhelix unerlisslich
sind, spielt das Enzym eine wichtige Rolle in der Biosysnthese von Kollagen [52,58]. Die
Hydroxylase ist ein o,-, B2- Tetramer, welches aus zwei verschiedenen Monomeren besteht, der
a- und B-Untereinheiten [60]. Die Monomere selbst sind enzymatisch inaktiv. Die synthetisierte
a-Untereinheit wird sofort fiir die Bildung des aktiven Enzyms verwendet, wihrend die f-
Untereinheit eher im UberschuBl synthetisiert und intrazelluldr angehduft wird. Ob diese B-
Untereinheit andere Funktionen besitzt oder mit anderen Proteinen interagiert, ist noch unklar.
Offensichtlich besteht eine Kausalitidt zwischen der B-Untereinheit und der Protein-Disulfid-
Isomerase (PDI) [58,59,60,61]. PDI ist ein Enzym im endoplasmatischen Retikulum, welches die
Bildung und Trennung von Disulfidbindungen zwischen Cysteinresten innerhalb von Proteinen
katalysiert und damit die korrekte Proteinfaltung unterstiitzt [62,63].

Weitere Vertreter der PAH Familie sind zum Beispiel die HIF-P4Hs. Diese hydroxylieren Prolin
in der alpha-Untereinheit von Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor (HIF), ein
Hauptregulator der Hypoxie-induzierbaren Gene und steuert seine Stabilitdt in einer
sauerstoffabhéngigen Weise[64]. Auch diese bestehen aus Untereinheiten, treten in Isoenzymen
auf und haben enzymatischen Einfluf auf die Hydroxylierung von Kollagen. Die Spezifitdt der
P4H und deren Wechselwirkung untereinander sind noch unklar. Alle P4Hs erfordern Fe2 +, 2-
Oxoglutarat, O2 und Ascorbat. C-P4Hs werden unteranderem als attraktive Ziele fiir
pharmakologische Hemmung {ibermaBiger Kollagenakkumulation bei fibrotischen Erkrankungen

und schweren Narben angesehen [64].

1.3.5. Proteoglykane und Decorin

Die Rolle von Proteoglykanen wird in physiologischen und pathophysiologischen Prozessen in
der GefiaBwand zunehmend anerkannt. So ist in den artherosklerotischen Plaques die Lipid-
Retention im subendothelialen Raum abhidngig von der Interaktion von Lipiden mit dem
Glycosaminoglykanketten von Proteoglykanen [65]. Die Proteoglykan-Superfamilie enthdlt mehr
als 30 gut charakterisierte Molekiile [66]. Ein typisches Proteoglykan ist aus einem
Proteinmolekiil (core-Protein) mit einer variierenden Zahl von kovalent gebundenen
Glycosaminoglykanketten von unterschiedlichen Léngen zusammengesetzt [66,67]. Die
Fibroblasten und vaskuldren glatten Muskelzellen synthetisieren sowohl die Glycosamino-
glykanketten als auch die core-Proteine. Diese werden durch Exozytose sezerniert, so dass sie
sich im extrazelluliren Raum zu Proteoglykanen zusammenfiigen koénnen und fiir den

Hydratationszustand verantwortlich sind. Aufgrund ihrer stark hydrophilen Eigenschaften
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vermogen Proteoglykane Bereiche unterschiedlicher Ladungsdichte auszubilden, weshalb sie die
selektive Passage von Molekiilen durch die ECM regulieren kdnnen. Proteoglykane wurden in
allen drei Schichten der GefaBwand nachgewiesen [68]. Abgesehen von ihrer Funktion bei der
Lipid-Speicherung, die iiber Interaktion der negativ geladene Glycosaminoglycanketten mit
sowohl native als auch oxidierten Low Density Lipoproteine (ox-LDL) vermittelt wird, wurden
Proteoglykane identifiziert, welche eine signifikante Rolle bei In-Stent-Restenose mit
Proliferation glatter Muskelzellen spielen [69].

Eine Einteilung der Proteoglykane kann hinsichtlich ihrer Lokalisation oder Grofe ihres core-
Proteins erfolgen [70]. Geméal ihrer Lokalisation finden sich Zell-assoziierte und Matrix-
assoziierte Proteoglykane. Eine weitere Gruppierung der Matrix-assoziierten Proteoglykane ist in
groBBe und kleine Proteoglycane, abhingig von der GroBe ihres core-Proteins. Zu den groBen
Proteoglykanen gehdren das in der Basalmembran lokalisierte Perlecan, sowie Agrin und die
Hyaluronséure-bindenden PGs Aggrecan und Versican. Die kleinen Proteoglykane mit Leucin-
reichen Wiederholungsmotiven (small leucine rich-repeat proteoglycans, SLRPs), zu denen auch
Decorin gehort, stellen die groBte Gruppe der Matrix-assoziierten Proteoglykane dar. Eine
wichtige Rolle von Decorin in der Pathogenese von Atherosklerose nativer und transplantierter
Gefidlle wurde von Yamakawa et al. beschrieben [71]. Die SLRPs verleihen dem core-Protein
eine Ribonuclease-Inhibitor dhnelnde hufeisenformige Tertidrstruktur, die ein ideales
Strukturmotiv darzustellen scheint, um Protein-Protein-Interaktion zu vermitteln [72].

Decorin (DCN) besteht aus einem ca. 38 kDa groflen core-Protein und mindestens einer kovalent
gebundener Glykosaminglykane-Kette (ca.15-56 kDa) [67,73]. Funktionell dient Decorin als
Verbindungsanker zwischen zwei parallel liegenden, benachbarten Kollagenmolekiilen und
fordert dadurch die Stabilisierung der Kollagenfibrillen und somit die Polymerisierung des
Kollagens [74,75,76,77]. Die Bezeichnung des Proteins wurde von seiner Anlagerung an die
Kollagenfibrillen oder auch ,,Dekoration* der Fibrillen geprigt. Es bindet {iber das core-Protein
(Decoron) an Kollagenfibrillen. Ein Decoron interagiert mit vier bis sechs Kollagenmolekiilen.
Die Bindungsspezifitét beruht auf einer grofen Anzahl von Wasserstoffbriickenbindungen und
elektrostatische Wechselwirkungen [78].

Das Decorin ist zwar ubiquitér, jedoch aufgrund seiner Zusammensetzung der GAG-Kette
gewebespezifisch. In Blutgefiaflen findet sich Decorin hauptséchlich in der Adventitia, ebenso in
geringeren Mengen in den anderen Schichten [79,80]. In der Atherosklerose reichert sich Decorin
in den neovaskulierten Plaques sowie in den Lé&sionen an, welche mit abgeschiedenen
Lipoproteinen oder mit Kollagenfibrillen assoziiert sind [79,81,82,83]. Solche Befunde lassen
vermuten, dass Decorin sowohl eine Rolle bei der Lipid-Retention als auch in der Fibrose und in

der Revaskularisierung atherosklerotischer Lasionen spielen konnte [84,85].
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Es gibt ecinige Hinweise darauf, dass die DCN-Induktion mit einer inflammatorischer
Angiogenese, d.h. mit einer entziindlich bedingten GefaBneubildung, einhergeht [86,87]. Dem
Decorin wird eine inhibierende Wirkung auf die Zelladhdsion, Migration, Proliferation und
Kollagensynthese {liber die Bindung von Wachstumsfaktoren zugeschieben [88,89,90,91,92,93].
Es vermittelt seine regulatorischen Effekte entweder direkt iiber die Hochregulation der Cyclin-
abhingigen Kinase-Hemmstoffen (CKI) [88,94] oder durch ihre Fahigkeit zur Interaktion mit
Wachstumsfaktoren wie PDGF [90,95] und TGF-h [88,96]. Die Decorinsynthese selbst wird
wiederum tiber die PDGF und TGF-B1-Expression beeinflufit [97].

1.4. Mechanische Dehnung

Jede Pulswelle entsprechend einer vom herzen kommenden Druckwelle deformiert in vivo
vaskulédre glatte Muskelzellen. Die Arterienwand wird hierdurch um ca. 5-10% gedehnt. Eine
Dehnung bis zu 25 % ist wihrend einer physiologischen Anpassung moglich [98]. Oberhalb von
etwa 25% werden die Muskelzellen zu einer Hypertrophie und Hyperplasie induziert, welche zu
einer Lumenreduktion und folglich zu einem kontinuierlich erhdhten peripheren GefaBwiderstand
fiihrt [99]. Die vaskuldren glatten Muskelzellen in Arterien sind bedingt durch den Blutdruck
einer zyklischen mechanischen Dehnung ausgesetzt. Anders ist es in den Venen, dem
Niedrigdruckkreislauf und in den Kapillaren. Die herznahen Venen haben einen leicht
schwankenden Druck von ca. 0-12 mmHg, bei tiefer Inspiration und plotzlicher Lageveranderung
des Korpers auch im negativen Bereich. Arterien dagegen haben sehr schwankende
Druckverhéltnisse, je nach Belastungsintensitdt des Korpers und abhinhig von der Phase der
Herzaktion von diastolisch ca. 50-90 mmHg, bis systolisch ca. 120-200 mmHg (Hg-Hydrargyrum,
Quecksilbersdule in mm). Die Anpassung an die unterschiedlichen Druckverhiltnisse erfolgte
iiberwiegend liber die Tunica media [6].

Die vaskuléren glatten Muskelzellen unterliegen weniger dem absoluten Druckniveau, sondern
vorrangig einem mechanischen Dehnungsstress bzw. einer dehnungsinduzierte Zellspannung.
Eine Zelle ist ein fliissigkeitsgefiilltes Kompartiment und ist somit nicht kompressibel, d.h., eine
Druckinderung wiirde nur eine Anderung der Zellform, nicht jedoch des Volumens bewirken.
Die Anderung der Zellform ist Abhingig von Kraftvektor und Druckdifferenz. Ein relativ
konstanter oder statischer Druck wie zum Beispiel der Luftdruck oder ebenso der intraluminale
vaskuldre Druck bewirken keine nennenswerte Reaktion der Zellen. Wichtig ist der
Druckgradient, welcher auf die Zelle einwirkt und eine resultierende Zelldehnung, die sogenannte
dehnungsinduzierte Zellspannung bedingt. Daher ist es unerheblich, ob ein Niederdruck- oder

Hochdrucksystem besteht.
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Abbildung 6. Darstellung einiger mechanischer Krifte (dx dy dz Achsen, L Lange, A rel. Verdnderung,
A Fléche, F Kraft, X initiale Lange, X’ finale Lange, E elastischer Modulus, G shear modulus oder modulus
of rigidity (nach [100]))

Um diesen Effekt einer dehnungsinduzierten Zellspanung in vitro zu simulieren, wird haufig das
Modell der Dehnung von auf einer Silikonmembran kultivierten Zellen verwendet (siche Kap.
3.3.). Unter Verwendung einer Flexercell strain unit verursacht die Einwirkung der radialen
Zugkraft auf die Zellkultur von peripher nach zentral eine unidirektionale Langeninderung der
Zellen in Richtung des Kraftvektors, es kommt zu einer Zelldehnung, stretch (€). Dazu ergibt sich
eine inverse Anderung der Zellbreite senkrecht zur Zugachse. Dieser ist jedoch ein
zirkumferentieller Kraftvektor entgegengesetzt. Dieser ensteht durch Zunahme des Umfanges der
gedehnten kreisformigen Flache und steht senkrecht zum radialen Kraftvektor. Dieser Vektor
wirkt bidirektional an einer Zelle und entspricht der Zugspannung strain ({). Somit simuliert die
Flexercell strain unit eine biaxiale Krafteinwirkung auf die membranadhirenten Zellen. In
Abbildung 6 sind verschiedene mechanische Krifte dargestellt, welche auf eine Zelle einwirken
konnen.

In vivo beeinflussen im geringeren Malle weitere mechanische Krifte die mediale GefdBwand.
Diese sind zu Beispiel der direkte Druck (P) auf eine Ebene. Eine andere Situation tritt auf, wenn

die Kraft in einer tangentialen oder nahezu parallelen Achse zu der Oberflidche des Korpers wirkt,
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die zu einer Scherkraft (Schubspannung) (t) fiihrt. Diese Kraft wirkt hauptséchlich an Intima und

ist unter anderem fiir artherosklerotische Pradilektionsstellen im Gefasystem verantwortlich.

1.5. Mechanotransduktion

Verschiedene Studien zeigen, dass Verdnderungen von extrazelluldrer Matrix sowie der
Zellstoffwechsel, Wachstum, Proliferation die DNA-Synthese und Genexpression von vaskuldren
glatten Mukselzellen auch auf mechanisch induzierte Vorgéinge zuriickzufiihren sind [101]. Der
zugrundeliegende Mechanismus, welcher mechanische Ereignisse in physiologische Antworten
iibersetzt, ist die Mechanotransduktion.

Die Wahrnehmung von mechanischen Kréften erfolgt iber mechanosenitive Strukturen wie (a)
dehnungsinduzierte lonenkanile (SAC-stretch activated ion channel), iiber (b) Aktivierung der
eng mit dem Zytoskelett und fokalen Adhésionen (dense plaques) verbunden intrazelluléren
Enzyme, wie z.B. iiber die focal adhesion Kinase (FAK) und (c) iiber die Oberflachenrezeptoren
und Transmembranproteine, wie z.B. Integrine, iiber welche die Zellen mit der extrazelluldre
Matrix verbunden sind [100].

In der Signalweiterleitung, der sogenannten Signaltransduktion, spielen G-Proteine und
Tyrosinkinasen eine wichtige Rolle [102]. Sie besetzen eine Schliisselposition zwischen den
Rezeptoren und den sekiindiaren Botenstoffen, dem sogenannten Second-Messenger-System. Eine
weitere Reaktion auf mechanische Krifte wird iiber parakrine Stimulation induziert. Ein
besonderer Vertreter ist das Stickstoffmonoxid aus den Endothelzellen, welches in den glatten
Mukselzellen iiber den Botenstoff cGMP eine Entspannung bewirkt. Parakrine Effekte werden
auch von Wachstumsfaktoren wie PDGF, VEGF oder TGF-B sowie von Angiotensin II
hervorgerufen und haben somit einen modulierenden Einflu} auf die dehnungsindizierte Antwort.
Die Wachstumsfaktoren binden an Tyrosinkinaserezeptoren, integrale Membranproteine, deren
liganteninduzierte Dimerisierung zu Phosphorylierung der assoziierten Kinasen sowie des
Rezeptors selbst fiihrt und damit eine intrazellulére Signalkaskade auslost. Angiotensin II wirkt
iiber G-Protein vermittelte Signaltransduktion.

In Abbildung 7 ist die Aktivierung einer solchen Signalkaskade am Beispiel der Integrin-

vermittelten Mechanotransduktion dargestellt.
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Statisch Dehnung
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Abbildung 7. Die Integrin-vermittelte Mechanotransduktion beinhaltet multiple Kinasen (z.B. FAK, c-
Src, Fyn), Adaptormolekiile (z.B. CAS, Shc), Guanin-nukleotid Austauschfaktoren (GEF wie z.B. C3G,
Sos) und kleine GTPasen (z.B. Rapl, Ras), welche zur Aktivierung von MAPK (z.B. ERK) fithren. Unter
statischen Bedingungen befinden sich die mechanosensitiven Integrine in inaktiver Anordnung, die
Signalmolekiile sind nicht phosphoryliert bzw. nicht zu Signalkomplexen vereinigt. Eine Dehnung der
SMC vermittelt die Aktivierung der a- und B- Integrin-untereinheiten zu einer erhdhten Affinitdt fiir
Proteine der extrazelluldren Matrix. Zudem werden die FAK/c-Src und Cav-1/Fyn Signalwege aktiviert.

Beide vereinigen sich in Hohe der Raf-MEK-ERK-Kaskade (nach [103]).

Wihrend einer mechanischen Dehnung kann hierdurch die Bewegung der extrazelluldren Matrix
von den vaskulédren glatten Muskelzellen wahrgenommen werden. Diese Lageédnderung wird {iber
die Zelloberflichenproteine direkt oder iiber dehnungsinduzierte lonenkanéle der Zellwand
(SAC) indirekt in den Intrazellularraum {ibertragen, welche die weitere intrazelluldre

Signaltransduktion iiber Enzyme wie z.B. AKT, MEK, ERK, Rho, Ras, Rac aktivieren [100,104].
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1.6. Ziel der Arbeit

In der Bypasschirurgie ist ein wesentlicher limitierender Faktor fiir einen langfristigen Erfolg der
Revaskularisation mittels Venentransplantat die starke GefaBBwandhyperplasie, welche zu
GefaBverengungen oder zu kompletten Verschliissen der Transplantate filhren kann. Zahlreiche
Studien konnten in vitro in statischen Zellkulturen eine erhdhte Proliferation von vaskuldren
glatten Muskelzellen aus der Vene gegeniiber Zellen aus der Arterie belegen. Eine Untersuchung
dieser Zellen unter Anndherung physiologischer Bedingungen mittels Verwendung einer
apparativen zyklischen mechanischen Dehnung wurde bisher nicht erbracht. Ein Ziel dieser
Arbeit war es deshalb, Unterschiede anhand der Markerproteine Kollagen I, Decorin, Prolyl-4-
Hydroxylase und a-smooth muscle Aktin aus vendsen und arteriellen GefaBBmuskelzellen in
Abhéngigkeit von zyklischer mechanischer Dehnung aufzuzeigen.

Des Weiteren werden Zellen aus der medialen und der adventitiellen Schicht aneurysmatischer
Aorten mit eingeschlossen, um einen Teil zur Grundlagenforschung {iber Aneurysmen
beizutragen und zudem vergleichende Zellen zur Arterie und Vene zu gewinnen.

Ein besonderes Ziel dieser Arbeit besteht darin, durch einen schonenden Gewebeverdau eine
Zellzahl pro Kultur von mindesten 10° Zellen zugewinnen, um eine stirkere Phinotypénderung

der Zellen im Replikationszyklus einer Kultur zu vermeiden.
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2. Material und Geriate

2.1. Chemikalien und Reagenzien

Alle Arbeiten wurden mit sterilen Pipettenspitzen in autoklavierten GefdBen durchgefiihrt. Als
Wasser wurde voll entsalztes Aqua dest. aus einer Filteranlage mit lonenaustauschsdule
(Millipore) verwendet. Alle angewandten Chemikalien wurden nach den jeweiligen aktuellen
Vorschriften des Herstellers behandelt und entsorgt. Beim Arbeiten mit biologischem

Zellmaterial der Sicherheitsstufe 1 wurden ebenfalls die aktuellen Vorschriften eingehalten.
Nicht aufgefiihrte Chemikalien und Reagenzien wurden iiber folgende Firmen bezogen: Becton
Dickinson, Sigma, Invitrogen, J.T. Baker, Serva, Merck oder Roth. Spezielle Chemikalien sind

in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2. Chemikalien und Reagenzien

Produkt Hersteller

Bovines Serumalbumin (A9418)

cell culture tested Sigma Aldrich, Taufkirchen
Bovines Serumalbumin (A3059) Sigma Aldrich, Taufkirchen
Fluoreszenz Mounting Medium Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Fetal Kélber Serum (S 0115) Biochrom, Berlin
Uptilight HRP KP99619A-A/B Uptima interchim, Montlucon, Frankreich
Kollagenase, CLS II Biochrom AG, Berlin
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2.2. Standardpuffer

Tabelle 3. Zusammensetzung von Standardpuffern

Puffer Zusammensetzung
1x PBS 137 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 6.4 mM Na,HPO4 x 2H,0;
1.47 mM KH>HPOg4; pH 7.4
1x TBS 30 mM TrisHCI pH 7.6; 150 mM NaCl
TBST 1x TBS; 0.1% v/v Tween®20

2.3. Nahrmedien und Substratlosungen fiir Zellkultur

Tabelle 4. Nahrmedien und Substratlosungen

Produkt Hersteller
M199 mit L-Glutamin und Hepes Lonza Inc., Allendale, USA
Gentamycin 80 mg/2ml SF ratiopharm GmbH, Ulm
Penicillin/Streptomycin fiir Zellkultur Sigma Aldrich, Taufkirchen

Trypsin/EDTA Solution 0.05%/0.02% w/v in PBS Gibco®, Life Technologies, Darmstadt

2.4. Kommerzielle Assay-Systeme, Kits und Proteinmarker

Tabelle 5. Kommerzielle Assay-Systeme, Kits und Proteinmarker

Produkt Hersteller
Memcode™ Reversible protein stain Kit Thermo scientific, Rockford, USA
for PVDF membrane
BCA™ Protein Assay KIT Thermo scientific, Rockford, USA
Proteinmarker
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard Invitrogen, Groningen, NL
Roti®-Mark Standard Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Roti®-Mark prestained Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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2.5. Antikorper

Tabelle 6. Antikdrper

Produkt

Hersteller

Primére AK
hProlyl 4-Hydroxylase Bsubunit
MAB2701 mouse, 61 kDa
alpha-sma ab32575, rabbit, 42 kDa
h-caldesmon MAB 3576, mouse, 150 kDa
Collagen I R1038, rabbit, 220 kDa Spaltpro. 100-130
Collagen III R1040 , rabbit
hBiglycan AF2667, goat, 45 kDa
hDecorin PC673, goat, 42-38 kDa
Osteopontin (OPN) sc-21742, mouse, 25-75 kDa

GAPDH 5G4, mouse, 38 kDa

Sekundire AK

Anti-goat HRP A5420
Anti-mouse HRP A9044
Anti-rabbit HRP

FITC F0205, swine anti-rabbit

FITC F4018, goat anti-mouse
FITC F7367, rabbit anti-goat
TRITC T7782, goat anti-mouse
TRITC T7028, rabbit anti-mouse

Chemicon int., Temecula,USA
Abcam, Cambridge, UK
Chemicon int., Temecula,USA
Acris Antibodies Germany, Herford
Acris Antibodies Germany, Herford
R&D Systems Inc., Minneapolis, USA
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt
Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Santa Cruz, USA
HyTest, Turku Finland

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Dako Deutschland GmbH,
Hamburg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
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2.6 Gerite

Tabelle 7. Gerite (Teil 1)

Produkt

Hersteller

37 °C-Inkubator 1000
Autoklaven
Varioklav Dampfsterilisator Typ 25 T
Elektrophorese- und Blottkammern
Mini-Protean-111 (TM)
Flexercell strain unit
Kulturschrank Function line BB 16 CU
Magnetrithrer heidolph MR2002
scanning Spectrophotometer
Lamda scan 200
Mikroskop
Axiovert Floureszenz-Mikroskop
Axiocam MRc5
Axiovert 25
pH-Meter Level 1

Plattformschiittler Rotamax 120
Power Pack P25

Blutgasanalysator ABL 700 series
Scanner UMAX Powerlook 2100 XL
Sonorex super RK102H

Sterilbank Hera Save

Thermocycler Tpersonal

Vortex Mixer VM 300

Waage BP 210 D

Waage FA 3100-2

Heidolph Instruments, Schwabach

H+R Labortechnik AG, Oberschleiflheim

Bio-RadLaboratories, Miinchen
Flexcell Corp., MacKeespot, USA
Heraeus Instruments, Diisseldorf

Heidolph Instruments, Schwabach Microplate

MWG-Bioteck, Eurofins

Zeiss, Carl Zeiss AG, Oberkochen
Zeiss, Carl Zeiss AG, Oberkochen
Zeiss, Carl Zeiss AG, Oberkochen
inoLab, WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstéitten GmbH, Weilheim
Heidolph Instruments, Schwabach
Biometra, Goettingen

Radiometer, Brenshgj, Danemark
Techville Inc., Dallas, USA

Bandelin, Berlin

Hereaus instruments, Diisseldorf
Biometra, Goettingen

gemmy industrial corp., Taipei, Taiwan
Sartorius AG, Goettingen

H. Faust GmbH, Meckenheim
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Tabelle 7. Gerite (Teil 2)

Produkt

Hersteller

Wirmebad GFL 1083

Wasseraufbereitungssystem
Milli-Q Academic system

Zentrifugen

centrifuge 5417 R,
Biofuge stratos

ZNE Nuggeteismaschine

2.7. Verbrauchsmaterialien

GFL - Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH, Burgwedel

Millipore, Billerica (Massachusetts), USA

Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus, Hanau

Ziegra Eismaschiene GmbH, Isernhagen

Alle weiteren hier nicht aufgefiihrten Verbrauchsmaterialien stammten von TPP (Schweiz) oder

Greiner Bio-one (Frickenhausen).

Tabelle 8. Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Gelblotting Filterpapier (GB003) 0,8 mm
Roti-PVDF Membran (T830.1)
Immersol Imaging

Autoradiography Cassette

Kodak T-MAT Plus DG Film 18x24 cm

6-well Bioflex Collagen-I-Membranen

Whatman, GE Healthcare, USA

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe
Carl Zeiss AG, Oberkochen

rego, Augsburg

Eastman Kodak, Rochester, USA
Flexcell Corp. MacKeespot, MA, USA
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2.8. Software

Tabelle 9. Software

Produkt

Hersteller

AxioVision Rel 4.6

Adope Photoshop 2.0

FX 4000 (V4.0)
Microsoft Excel 2003®
Microsoft Windows XP®
Microsoft Word 2003®
Quantity one 4.4
Sigmablot 10.0
Sigmastat 3.5

Carl Zeiss Microlmaging GmbH,

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
Adobe Sytems Inc., San Jose, USA
Flexcell Corp., MacKeespot, MA, USA
Microsoft Corp., Redmond, USA
Microsoft Corp., Redmond, USA
Microsoft Corp., Redmond, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Systat Software Inc., Chicago, USA
Systat Software Inc., Chicago, USA

23



Methoden

3. Methoden

3.1. Herkunft des humanen Gefifmaterials

Bei den Proben handelte es sich um Gefa3abschnitte von Patienten, welche in der Klinik fiir
Herzchirurgie im Herzzentrum der Universitit Leipzig operiert wurden. Fiir die vorliegende
Arbeit wurde ausschlieBlich Gefdmaterial verwendet, welches im Rahmen der Operation
prépariert und entnommen sowie nach AbschluBl des medizinischen Eingriffes verworfen wurde.
Es erfolgte keine aktive Entnahme von Gewebe fiir wissenschaftlische Zwecke. Die Patienten
wurden vor dem Eingriff aufgeklart und erteilten die Zustimmung zur weiteren
wissenschaftlichen Verwendung der Proben. Das GefaBBmaterial wurde wéhrend der Operation
zunédchst in steriler NaCl-Losung aufbewahrt und nach Freigabe durch den Operateur in
Transportmedium {iiberfiihrt. Um die Vitalitdt der Zellen nicht zu beeintrdchtigen und der
iberméfBigen Anreicherung von Stoffwechselendprodukten entgegenzuwirken, wurde darauf
geachtet, dass die weitere Aufarbeitung ziigig am selbigen Tag erfolgte.

Es wurden zur Zellisolation GefédBabschnitte von der Aorta aszendenz, der peripheren Arteria
radialis und der cruralen Vena saphena magna verwendet. Die GroBe der Segmente der Aorta
betrugen ca. 5-7cm?, die Lange der Segmente der cruralen Vena saphena magna von 15-40 mm
und der Arteria radialis von 10-25 mm.

Eine entscheidende Limitierung des Probeneinschlusses bestand vorallem durch die
Zellgewinnung mit mind. 10° Zellen pro GefaBprobe nach Gewebeverdau, d.h. in Zellpassage 0
(Kap. 3.2.). Hierduch wurden mindestens die Hailfte der Patientenproben von der weiteren
Untersuchung ausgeschlossen. Es wurde Material von 6 Ménner und 4 Frauen mit einem
Querschnittsalter von 68 Jahren eingeschlossen. Eine Patientenselektion war mit der
medizinischen Behandlungsnotwendigkeit vorausgegangen, d.h. klinisches EinschluBBkriterium
waren eine kardiale Arteriosklerose in 8 Féllen und ein Aneurysma der Aorta ascendens in 2
Féllen. Von 2 Patienten konnten Zellen jeweils aus der Arterie und der Vene erfolgreich kultiviert
werden.  Kardiovaskuldren  Risikofaktoren =~ wie  Diabetes mellitus, Dyslipiddmie,
Zigarettenkonsum oder arterielle Hypertonie mufiten der Fallzahl bedingt unberiicksichtigt
bleiben. Eine Charakteristik der Patienten ist in Tabelle 10 zusammengestellt. Gewebematerial

von gesunden oder jungen Menschen war aus ethischen Griinden nicht verfiigbar.

Transportmedium: Whittaker M199 mit L-Glutamine und Hepes und
2% Penicillin/Streptomycin
120mg/500ml Gentamycin
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Tabelle 10. Patientencharakteristika

Zellgewinnung mit >10° Zellen Aorta Arterie Vene

pro Gefaf3probe

Patientenzahl 2 3 5

Alter 60 69 | 45 68 72 | 45 72 79 719 71
Geschlecht w/m m w | m w m m w w m m
Hauptdiagnose

Aszendenzaneurysma Dia 46 mm X X

Aortenklappeninsuffizienz X

Aortenklappenstenose X

KHK X X X X X X X X
Operation

Aortaaszendenzersatz X X

koronarer Bypass X X X X X X X X

Risiken/Nebenerkrankung

Arterieller Hypertonus X X x x X X X
Herzinsuffizienz X X X X X X
pAVK II-IV X
Diabetes mellitus (OAD) X X
Adipositas BMI >30 x x X X X
Hyperlipiddmie X X X X X
COPD X
Niereninsuffizienz X X
Nikotinabusus X X X

3.2. Zellkultur

3.2.1. Priparation der Gefifie und Isolierung der Zellen mittels Kollagenaseverdau
Die Préparation und Isolierung der Zellen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von
Bennett und Grenier. Die Aufarbeitung der Gefd3e wurde unter der Sterilbank durchgefiihrt. Sie
wurden aus dem Transportmedium auf eine sterile Petrischale (@ 94 mm) iiberfiihrt und das der
Gefile teils noch aufgelagerte lockere Bindegewebe entfernt. Anschliefend wurden die Gefille
langs eroffnet und das Endothel mit dem Skapell abgeschilt und verworfen. Zur Eliminierung
von restlichen Endothelzelen und Blutbestandteilen wurde das Gewebe mehrfach in PBS
gewaschen. Es folgte die Separation der GefaB3schichten durch Abziehen der Tunica intima von
der Media und anschlieend der Media von der Adventitia. Die Trennung der Adventitia gelang

am sichersten an der Aorta. Aufgrund der geringen Wandstérke wurde bei den Venen und Arterien
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auf die genaue Préparation der Tunica media geachtet und die Gewebeanteile der Tunica
adventitia prapariert und verworfen.

Nach der Zerkleinerung des Gewebes mittels Skapell auf eine Stiickgrée von ca. 1-3 mm und
Uberfiihrung in T75 Kulturflaschen wurde mit der Enzym-L&sung iiber 10 h bis 24 h bei 37 °C
im Kulturschrank mit 5% CO- inkubiert und verdaut. Die vollstindige Dispersion ist abhingig
von der StiickgroBe und Festigkeit, der Verdau wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert und
soweit moglich alle 30 min aufgeschiittelt. Ein permantes Schiitteln oder die Anwendung eines
Thermomixer hatten sich aufgrund von intramuralen Kalkkristallen oder Schlierenbildung der
extrazelluldren Matrix mit EinschluB3 freier Zellen nicht bewéhrt. Im Intervall von ca. 2-4 Stunden
wurden bei lichtmikroskpisch sichtbaren freien Zellen die Enyzmlosung abpipettiert und das
angedaute Gewebe mit 1x PBS (Ca®+-frei) max. 10 ml in T75 auf einem rotierenden Schiittler
(niedrige Stufe) fiir je 10 min. gespiilt. Hierdurch konnten die Zellen von den Kollagenfasern
geldst werden. Je nach Vorhandensein freier Zellen wurden die Enzymlosung oder PBS-Losung
verworfen oder in eine frische T75 tiberfiihrt und mit 20 % FBS versetzt. Die Verdiinnung des
frischen Mediums mit der PBS-Zellsuspension war nicht nachteilig. Wichtig war jedoch eine
Gesamtkonzentration von mindestens 10 % FBS. Die Zentrifugationsschritte wurden aufgrund
der hdufig beobachteten Zellkonglomeratbildung und den dadurch bedingten teils gravierenden
Zellverlusten nicht durchgefithrt. Die Bedingung zum EinschluBl einer Probe in die
Untersuchungsreihe war eine Zellzahl von mindestens 1 x 10°. Die Flaschen mit der Zell-
suspension wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO> inkubiert, der erste Mediumwechsel
erfolgte nach 12 bis 24 Stunden. Zur Entfernung von Gewebefragmente und Fremdzellen wurde

vorher mit PBS gewaschen.

Aufgrund des mehrstiindigen Kollagenaseverdau wurde Kulturmedium als Trigersubstanz
gewihlt, die Pufferkapazitit zur Vermeidung von Ubersiuerung erweitert und Albumin fiir den

kolloidosmotischen Druck zugesetzt.

Enzym-Losung: M199
4 mM L-Glutamine
0.025% Gentamycin (80 mg/ml)
2% Penicillin/Streptomycin (10000 IE / 10 mg/ml)
6600 Units Kollagenase II auf 40 ml M199
0.1% Hepes
2% Albumin
pH 7.45
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3.2.2. Allgemeine Zellkultur

Voraussetzung fiir die erfolgreiche Zellkultivierung ist eine korrekte und sterile Arbeitsweise, um
Kontaminationen der Kulturen mit Bakterien oder Pilzen zu vermeiden.

Alle Zellkulturarbeiten fanden unter sterilen Bedingungen auf einer sterilen Werkbank (Heraeus,
Hanau) statt. Diese war mit einem vertikalen Luftfiltersystem ausgestattet. Die Inkubation der
Zellen erfolgte im Brutschrank (Heraeus BB 16 CU) in wassergesittigter Atmosphére bei 37°C

und 5% CO;. Die verwendeten Medien und Losungen wurden im Wasserbad auf 37°C temperiert.

3.2.3. Zellkulturmedien

Als Vollmedium wurde das Zellkulturmedium M199 enthalten EarleS salts, Phenol Red, 4 mM
L-Glutamin, 1000 mg/l Glukose und unter Zugabe von 10% fetales Kélberserum (FKS), 120 mg
Gentamycin auf 500 ml sowie 2% Penicillin/Streptomycin verwendet. Aufgrund der zelltoxischen
Wirkung wurde auf Amphotericin verzichtet. Die Sterilfiltration erfolgte mittels Bottle top Filter
“rapid” 500 ml, 0.2 pum (TPP, Schweiz).

Die Zellen wurden mindestens dreimal wochentlich mit frischem Medium versorgt, wobei das
verbrauchte Medium vorsichtig mit geringen Sog an der Pipette abgenommen und durch 2 ml
frisches Medium auf 6-well Platten oderr 18 ml in T75 ersetzt wurde. Vor jedem Mediumwechsel
wurden die Flaschen im Lichtmikroskop betrachtet, um das Wachstum, die Form und die Anzahl
der Zellen zu kontrollieren.

Startmedium war nach dem Kollagenaseverdau Vollmedium mit 20% FKS und wurde fiir die
ersten 3 Tage verwendet.

Das Folgemedium entsprach dem Vollmedium mit 10% FKS und enthielt 0.4% hFGF-B (human
recombinant Fibroblast Growth factor, 1 pg/ml).

Das Ruhemedium wurde mit nur 5% FBS versetzt [105].

3.2.4. Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden bei einer Zellkonfluenz von ca. 80% passagiert. Dabei wurde das Medium
vorsichtig abgesaugt, die Zellen zweimal mit sterilem PBS gewaschen und nach Benetzung mit
Trypsin-EDTA (0.05% / 0.02%; 2 ml fiir T75) bei Raumtemperatur inkubiert. Durch vorsichtiges
Beklopfen der Kulturschale 16sten sich die adhédrenten Zellen vom Boden und konnten im
Zellkulturmedium ohne FBS resuspendiert werden. Anschlieend erfolgte die Ermittlung der
Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zéhlkammer (Hemozytometer) und Ausplattierung der Zellen
fiir die Kultur mit einer Zelldichte von 10 x 10° Zellen/cm?. Eine Zentrifugation wurde nicht
durchgefiihrt, da hierbei ebenso Zellkonglomeratbildungen beobachtet wurden. Nachdem die
Zellen resuspendiert worden waren, wurde das Trypsi/EDTA mit FBS-haltigen Medium
geblockt.
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Eine erfolgreiche Zelladhdsion mit ,Zytoplasmahof konnte bereits nach 1 Stunde
lichtmikroskopisch beobachtet werden, beginnende Zellausldufer und Zellkontakte nach 2

Stunden. Die vollstindige Abflachung der Zelle ist nach ca. 24 Stunden beendet.

3.2.5. Vitalitidtsbestimmung und Zellzihlung

Fiir die Unterscheidung zwischen vitalen und toten Zellen wurde die Trypanblau-Zellfarbung
verwendet. Dieser Schritt wurde zusammen mit der Zellzahlung durchgefiihrt. Die Zellsuspension
wurde 1:5 mit Trypanblau verdiinnt. Nach einer Inkubation von ca. 2 min. erfolgte die
Zellzahlung mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer. Alle Zellen mit blaugefarbten Zytoplasma
galten als beschédigt oder tot. Neben der Verwendung der Neubauer-Kammer wurden die Zellen
in ihrer Kultur unter dem Lichtmikroskop mit Einblendung einer Raster-Okularplatte gezahlt.
Dieses Procedere wurde fiir die Beurteilung des Zellverlustes unter zyklischer mechanischer

Dehnung benutzt.

Vitalititsrate = (farblose Zellen x 100) / (farblose + geférbte Zellen).

3.2.6. AusschluB signifikater EC Kontaminierung

Aufgrund der fiir Endothelzellen eher ungiinstigen Bedingungen wahrend der Gefalpraparation
durch Abschiirfung des Endothels mit dem Skalpel, durch den Kollagenaseverdau und durch das
verwendete Zellkulturedium ist eine signifikate und damit relevante Kontamination (iiber 5%)
mit Endothelzellen unwahrscheinlich. Die Zellkulturen wurden regelméBig lichtmikroskopisch
auf ihre Morphologie untersucht.

Das fiir Endothelzellen charakteristische kopfsteinpflasterartige Zellkulturmuster wurde wie in

Abbildung 8§ einmalig beobachtet. Diese Kultur wurde von den Versuchen ausgeschlossen.

Abbildung 8: Lichtmikroskopische native Darstellung eines ,,pflastersteinartigen Reliefs“ einer mit

Endothelzellen kontaminierten Zellkultur (Pfeil).
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3.3. Zyklische mechanische Dehnung der Zellkulturen

3.3.1. Zellkultur auf Bioflexmembran

In der Passage Il und III zwischen 4-8 Wochen nach primédrer Aussaat (siche KAP 4.1.2) wurden
die Zellen auf Kollagen-I-beschichteten Bioflexmembranen (Flexcell Corp., MacKeespot, MA,
USA) mit einer Zellzahl von 1 x 10* Zellen/cm? iiberfiihrt und je Membran einer 6 Loch-Platte 2
ml Folgemedium hinzugegeben und alle 2-3 Tage gewechselt. Kontrolliert und dokumentiert
wurden dabei die Morphologie der Zellen, die Zellzahl und der Anteil der ausgeséten Zellen,
welcher auf den Bioflexmembranen angewachsen war. Unmittelbar vor und nach Dehnung wurde
eine Fotodokumentation durchgefiihrt. Auf das Ruhemedium wurde 72 h vor der Dehnung
umgestellt. Zur Vermeidung von Stressreaktionen der Zellen bei Abnahme und Zugabe des

Medium erfolgte der letzte Mediumwechsel 24 h vor Dehnungsbeginn.

3.3.2. Dehnungapparatur - Flexercell strain unit

Die Flexercell strain unit (Flexcell Corp., MacKeespot, MA, USA; Abbildung 9) ermdglicht eine
definierte und kontrollierte Dehnung von Zellkulturen. Die Apparatur bestand aus einem Rechner
(Flexcontrol®) und der EDV-kontrollierten Vakuumeinheit (Flexlink®), welche iiber luftgefiillte
nicht kollabierbare Silikonschlauche mit der Grundplatte verbunden war. Auf der Grundplatte
befand sich ein doppelter Boden mit Luftkanédlen zu den oberen Plastikbdden, welche mit
Perforationen versehen waren. Hierauf wurden die Bioflexzellkulturplatten (Flexcell Corp.)
aufgebracht, je well ein Luftschacht und die Dichtung erfolgte mit Gummi und Silikonmasse.
Diese speziellen Platten bestanden aus sechs mit Silikonmembranen bezogenen Aussparungen
(sog. well) mit einer Fliche von jeweils 10 cm?.

Fiir den Dehnungsvorgang wurden die Bioflexzellkulturplatten mit einer Einfassung aus Gummi
abgedichtet und in die Grundplatte eingelegt. Dabei kamen die einzelnen Silikonmembranen der
Bioflexplatten auf je einem der in der Grundplatte verankerten Plastikstutzen (sog. loading post)
zu liegen. Mit der Flexlink® wurde ein definierter Unterdruck unter den flexiblen Silikonmem-
branen angelegt. Dadurch wurden die flexiblen Membranen {iber den Plastikstutzen zirkulédr nach
unten Richtung Grundplatte gezogen (Abbildung 10). Die Dehnung der flexiblen Membranen
wurde auf den adhédsiven Zellmonolayer iibertragen. Der angelegte Unterdruck war somit
proportional zum Grad der Dehnung. Die Dehnung der Zellen entsprach einer homogenen
biaxialen Dehnung mit einem isotropen Charakter.

Die experimentellen Bedingungen wurden wie folgt festgelegt: 10% Elongation (-25 kPa); eine
Frequenz von 0.5 Hz (Dehnung fiir 1 Sekunde gefolgt von einer Relaxation fiir 1 Sekunde); die

Dehnung erfolgte im Kulturschrank bei 37°C mit einem CO»-Gehalt von 5%. Die Zellkulturen

29



Methoden

wurden {iber 24 Stunden und 96 Stunden ohne Mediumwechsel gedehnt, nachfolgend erfolgte die

Proteinextraktion und Proteinanalyse.

Silikonschlauch

CO; Brutschrank

Bioflex System

=734
@ @ / Vakuumpumpe

EDV H

Abbildung 9. Die Flexercell strain unit. Eine EDV-kontrollierte Vakuumeinheit, an welche das im CO,

Brutschrank befindliche Bioflex-System angeschlossen wird (modifiziert nach [105]).
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Abbildung 10. Die Bioflexzellkulturplatten in Seitenansicht und Aufsicht in Ruhe und unter Dehnung.
Infolge des angelegten Unterdrucks iiber die Vakuumpumpe werden die flexiblen Silikonmembranen iiber
die in der Grundplatte verankerten Plastikstutzen (sog. loading post) gezogen. Die auf den
Silikonmembranen angewachsenen Zellen werden gleichméBig isotrop maximal 10% mit einer Frequenz

von 0.5 Hz gedehnt (modifiziert nach [105]).

30



Methoden

3.4. Immunzytochemie

Fir die immunzytochemische Analyse der statischen Kulturen wurden zunédchst sterile
Deckglédschen in die Kulturpetrischalen gelegt und Zellen in Suspension aufgebracht. Nach
Zugabe von Vollmedium wurden die Zellen anschlieBend im Brutschrank bis zu einer Konfluenz
von mindestens 60% angezogen.

Eine Antikorper-Inkubationskammer wurde mithilfe eines Objekttriagers und Aufkleben zweier
Deckglaschen im Abstand von 2/3 Lénge des bewachsenen Deckglidschens hergestellt. Die Zellen
auf den Deckgldschen wurden zunéchst 15 min bei Raumtemperatur in 3-4% Formaldehyd in
PBS pH 7.4 (nach Lilie) fixiert. Nach einem Waschschritt (5 min) mit eiskalter PBS wurde mit
0.25% Triton-X-100 in PBS fiir 15 min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach einem
weiteren Waschen mit PBS erfolgte das Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen mit 4%
Magermilch in PBST fiir 30 min bei Raumtemperatur. Die Deckgldschen wurden nun mit dem
Gewebe dem Objekttrager zugewandt auf die befestigten Deckgldschen aufgelegt und in das sich
ergebende Spatium wurde die Antikorperldsung pipettiert.

Die Zellen wurden mit dem priméren Antikorper (Tabelle 11) tiber Nacht bei 4°C mit 1% Mager-
milch in PBST inkubiert. Negativkontrollen wurde lediglich mit 1% Magermilch in PBST
versetzt. Am Folgetag wurde nach dem Waschen in PBS der sekundére Antikorper (Tabelle 11)
mit 1% Magermilch in PBST aufgebracht, die Inkubation erfolgte fiir 1 Stunde im Dunkeln. Alle
weiteren Arbeitsschritte wurden unter Vermeidung einer direkten Lichteinstrahlung durchgefiihrt.
Nach dem Waschen in PBS folgte die Zellkerngegenfarbung mit 0.1-1 pg/ml DAPI fiir 1 min.
Nach einem abschliefenden Waschen wurde mit Fluoreszenz Mounting Medium eingedeckelt.
Die Betrachtung der Proben unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde bei 200facher und 400facher

VergroBerung vorgenommen.

Tabelle 11. Antikorper fiir die Immunzytochemie

Primérer Antikorper Sekundirer Antikorper

hProlyl-4-Hydroxylase B-Subunit goat anti-mouse IgG TRITC T7782 1:100
MAB2701 Mouse monoclonal 1:100

Alpha Smooth Muscle Actin ab32575 swine anti-rabbit IgG FITC F0205 1:100
Rabbit monoclonal 1:100

Decorin pc673 rabbit anti-goat IgG FITC F7367 1:100
Goat polyclonal 1:40

Collagen I R1038 swine anti-rabbit IgG FITC F0205 1:100
Rabbit polyclonal 1:100
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3.5. Proteinanalyse

3.5.1. Proteinextraktion und Homogenisierung

Wichtig flir die weitere Proteinaufarbeitung war neben den intrazelluldren Proteinen die
Gewinnung der extrazellulldren Matrixproteine. Daher wurde unter Vermeidung von Stromungen
und Sogwirkung das Medium aus den Zellkulturplatten abgenommen.

Nachfolgend dem Entfernen der Waschlosung wurden 80 pl RIPA/6-well zugegeben und fiir 2
min auf Eis inkubiert. AnschlieSend wurden die Proteine zunéchst mittels Zellschaber im Bereich
der Loadingstation der Flexzellplatten gelost und in ein 0.5 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt. Um die
Zellverbiande weiter aufzuschlieBen, erfolgte eine Inkubation fiir 30 min auf Eis und folgend eine
Ultraschallbehandlung fiir 3x1 min in Eiswasser. AbschlieBend wurden die Proben bei 10.000

rpm fiir 10 min zentrifugiert und die Uberstéinde eingefroren.

RIPA-Puffer: 50 mM Tris-HCI; pH 7.4
1% Nonidet P 40
0.25% Na-Deoxycholat
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 pg/ml Aprotinin in H,O
1 pg/ml Leupeptin in H,O
1 png/ml Pepstatin in Methanol
1 mM NaF in H,O
1 mM Na-Orthovanadat in H,O
1 mM PMSF in Ethanol

3.5.2. Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Konzentrationen der Ganzzellprotein-Extrakte einschlieBlich extrazelluldrer Matrix wurden
mit dem BCA™ Protein Assay KIT (Thermo scientific, Rockford, USA) anhand des Protokolls

des Herstellers ermittelt.

3.5.3. Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Masse unabhéngig von ihrer
Nettoladung in einem diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gel [106]. Das Natrium-Dodecylsulfat
(SDS) denaturiert die Proteine, an welchen sich proportional zur Masse des Polypeptids eine
bestimmte Anzahl SDS-Anionen binden [107]. Die Nettoladung des entstandenen Komplexes aus
Protein und SDS iibertrifft dadurch die des nativen Proteins, so dass die Trennung im elektrischen
Feld iiberwiegend nach der Masse des Proteins erfolgt. Die Wanderungsgeschwindigkeit des

Komplexes im elektrischen Feld ist umgekehrt proportional zum Logarithmus der molekularen
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Masse des Proteins. Die Trennleistung von SDS-Gelen hingt zum einen von der Konzentration
des Acrylamids, zum anderen vom Vernetzungsgrad durch Bisacrylamid ab.

Die Proteinelektrophorese wird in einer vertikalen Flachgel-Elektrophoreseapparatur (Mini-
Protean-111™) durchgefiihrt. Um eine gute Trennleistung der Elektrophorese zu erreichen, werden
die aufgetragenen Proteine in einem Sammelgel fokussiert, bevor sie in dem Trenngel separiert
werden. Zu diesem Zweck wird ein diskontinuierliches Puffersystem verwendet, bei dem das
Sammelgel eine geringere Acrylamid-Konzentration und einen niedrigeren pH-Wert aufweist als
das Trenngel. Hierbei werden die in das Gel einwandernden Glycin-Anionen des
Kathodenpuftfers abgebremst, da sie aufgrund des niedrigeren pH-Wertes bevorzugt als
ungeladene Zwitterionen vorliegen. Zwischen den ungehindert in Richtung Anode wandernden
Chlorid-lonen des Sammelgelpuffers und den Glycin-Ionen entsteht somit eine Zone mit
verminderter Leitfahigkeit und erhohter Feldstirke, innerhalb derer die Proteinmolekiile, deren
Mobilitét zwischen der von Chlorid- und Glycin-lonen liegt, zu einer schmalen Bande fokussiert
werden. Beim Eintritt in das Trenngel und dem damit verbundenen pH-Sprung liegen die Glycin-
Molekiile wieder bevorzugt als Anionen vor und iibertreffen daher die Proteinmolekiile in ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit. Die einzelnen Proteine werden bei nun konstanter Feldstérke
entsprechend ihrer Grofe aufgetrennt. Mit der Zugabe von TEMED (N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin) als  Katalysator und APS (Ammoniumpersulfat) als
Polymerisationsstarter wurde die radikalische Polymerisation in Gang gesetzt und die Losung in
die Elektrophorese-Apparatur eingefiillt. Die Polymerisation des Geles war in der Regel nach 30

Minuten abgeschlossen.

Trenngel 8%: 7.3 ml H,O
3.75 ml Trenngelpuffer
(1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, 0.4% w/v SDS)
4 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid
100 ul 10% APS
10 ul TEMED

Sammelgel: 5.5 ml H,O
1.0 ml Sammelgelpuffer
(0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, 0.4% w/v SDS)
1.3 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid
80 ul 10% APS
8 ul TEMED

Die Proben (ProteintRIPA-Puffer) wurden Volumenanteil 4:1 mit Laemmli-Puffer (5x) versetzt
und vor dem Auftragen fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und anschlieBend auf 4°C temperiert. Die

Elektrophorese wurde zundchst mit einer Spannung von 70 V begonnen, bis der Farbmarker
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Bromphenolblau die Grenze zwischen Sammel- und Trenngel {iberschritten hatte. AnschlieBend
wurde bei einer Spannung von 110 V die Elektrophorese weitergefiihrt, bis der Farbmarker ca.
20 min die Unterkante des Gels iiberschritten hatte. Dadurch konnte eine maximale Auftrennung

von ca. 30 bis 200 kDa iiber das gesamte Trenngel erreicht werden.

Laemmli-Puffer (1x): 250 mM Tris-HCI; pH 6.7
10% w/v SDS
0.2% B-Mercaptoethanol
10% Glycerin
0.02% Bromphenol Blau

1x Laufpuffer: 48 mM Tris-HCI; pH 8.3
385 mM Glycin
0.1% w/v SDS

3.5.4. Western Blot Analyse

Das Prinzip des Western Blots besteht darin, die in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten
Proteine auf eine Membran zu transferieren und zu immobilisieren, um Proteine fiir Antikorper
zuginglich zu machen und das entsprechende Antigen sensitiv nachzuweisen. Hier wurde das

Verfahren des Wetblots angewandt.

3.5.4.1. Transfer der Proteine auf eine PVDF Membran

Nach der Aquilibrierung der Materialien in gekiihltem Transferpuffer wurde luftblasenfrei je ein
Gel und eine PVDF-Membran zusammen mit dem Whatman®-Papier beidseits und zur Erh6hung
des Anpressdruckes mit den Faser-Pads (Mini-Protean-111 (7M) Bio-RadLaboratories, Miinchen)

in ,,Sandwichtechnik® in die Transferkassette entsprechend den Bedienungshinweisen eingelegt.

Transferpuffer: 800 ml H,O
14.4 g Glycin
3.03 g Tris-HCI; pH 8.3
0.2 g SDS
200 ml Methanol

Der Transfer der Proteine vom Gel Richtung Anode und Membran erfolgte bei konstant 350 mA
mit ca. 70-80 V fiir 60 Minuten.

Nach Beendigung wurden die Membranen reversibel mit Memcode™ (Reversible protein stain
Kit) gefarbt, um das Transferergebnis beurteilen zu kdnnen. Zum gleichen Zweck wurde das

Polyacrylamid-Gel in Bio-Safe Coomassie-Losung gefdrbt. Die angefarbte Membran wurde kurz
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in destilliertem Wasser gespiilt, zur Dokumentation fotokopiert und anschlieBend mit dem

erwiahnten Kit entfarbt.

3.5.4.2. Immunoblotting

Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die geblotteten Membranen fiir 1-2
Stunden mit 4% BSA in 1x TBST auf dem Schiittler bei Raumtemperatur geblockt. Anschliefend
wurde jede Membran mit 2% BSA in 1x TBST und geldsten Antikdrpern iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen (1x TBST, 10 min) erfolgte die Inkubation mit dem
sekunddren HRP (horseradish peroxidase)-gekoppelten Antikorper fiir mindestens 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren Waschschritten (3 x 10 min) wurden die Proteine mit
Uptilight HRP (Uptima interchim) auf Rontgenfilmen mit dazugehorigen Kassetten in der
Dunkelkammer detektiert. Je nach Antikorpersignal betrug die Rontgenfilmexposition 30
Sekunden bis 10 Minuten. Bei einer mehrfachen Antikérperinkubation einer Membran wurde
diese nach jeweiliger Detektion mit 1XTBST (3x 10 min) gewaschen und nachfogend erneut mit
dem Antikorper gegen Proteine anderer Daltonzahl inkubiert. Auf ein ,,Stripping® (mit Glycin
oder NaCl) der Membran wurde zum Erhalten der Proteine verzichtet. Eine Antikorperinteraktion
wurde bei den verwendeten Antikorpern nicht beobachtet. Des Weiteren wurden die Membranen
horizontal unter zu Hilfenahme der Markerproteine zertrennt und die Abschnitte jeweils der

Antikorperinkubation zugefiihrt.

Tabelle 12. Antikorper fiir Proteinanalyse

Primérer Antikorper Sekundirer Antikorper
hProlyl 4-Hydroxylase B-Subunit Rabbit anti-mouse IgG-HRP
MAB2701 Mouse monoclonal 1:2500 A9044 1:7500
Alpha Smooth Muscle Actin ab32575 Goat- anti rabbit I[gG-HRP
Rabbit monoclonal 1:2000 A9169 1:7500
Decorin pc673 Rabbit anti-goat IgG-HRP
Goat polyclonal 0.1pg/ml A5420 1:7500
Collagen I R1038 Goat- anti rabbit I[gG-HRP
Rabbit polyclonal 1:200 A9169 1:7500
GAPDH 5G4 Rabbit anti-mouse IgG-HRP
Mouse monoclonal 1:20000 A9044 1:7500
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3.5.5. Densitometrie

Die Densitometrie ist ein Verfahren, mit welchem die Banden auf SDS-Gelen, Rontgenfilmen,
Agarosegelen und Zymogrammen gemessen und verglichen werden konnen. Die Schwérzung
eines Rongtenfilmes entspricht dem MaB einer Proteinmenge, welche damit einer statistischen
Auswertung zugédnglich gemacht wird. Dazu wurden die Rontgenfilme gescannt und nachfolgend
mittels der Software Quantity ONE (v4.4, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)
ausgewertet. Hierbei wurden nach Markierung der Banden die Graustufungen automatisch
gemessen und mit dem Hintergrundrauschen abgeglichen. Die Dichte wurde in Intensity/mm?

angegeben. Durch die Normalisierung der Werte auf GAPDH ergaben sich relativen Einheiten.

3.6. Auswertung und Statistik

Um interindividuelle Schwankungen bei geringer Probenzahl und Probenmenge auszugleichen,
wurden die Proben aus gleichen GefdBischichten verschiedener Spender gepoolt. Nach der
Western Blot Analyse erfolgte die GAPDH Korrektur. Zur statistischen Auswertung wurden die
MittelwertetSEM errechnet. In Kap. 4.1.3 wurden zur Vergleichbarkeit die Ergebisse aus den
Zellen der T. media Aorta, T. media Vene und T. adventitia Aorta in Relation zur den Ergebnissen
aus den Zellen der T. media Arterie gestellt. Daher korreliert der Wert der T. media Arterie um 1.
Folgend wurden die Zellkulturenergebnisse der jeweiligen Gefal3schichten (Tunica) miteinander
verglichen und faktoriell graphisch dargestellt. Die Ergebnisse der mechanischen Dehnung in Kap.
4.2. wurden in Bezug auf die statische Kontrollegruppe gesetzt, der korrigierte Wert dieser
Gruppe korreliert folgend um den Faktor 1. AnschlieBend wurden die Zellkulturergebnisse
innerhalb der jeweiligen Tunica je nach Dehnungsdauer gegeniiber der Kontrollgruppe verglichen
und faktoriell graphisch dargestellt. Aufgrund der geringen Probenzahl und geringer Annahme
einer Normalverteilung wurden zum Nachweis auf signifikante Unterschiede Rangsummentests
ausgewdhlt. Zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test und zwischen
mehrerer Gruppen zundchst mit der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse und anschlieBend der
Gruppenvergleich als post hoc Test mit einer All Pairwise Multiple Comparison Procedures,
angewandt durch die Dunn's Methode oder auch Bonferroni-Korrektur genannt, auf Signifikanz
gepriift. Als statistisch signifikant wurde ein p<0.05 angesehen. Hohere Signifikanzen wurden
aufgrund der eingeschrankten Probenzahl nicht angenommen. Das verwendete Statistikprogramm
war Sigmastat. 3.5 (Systat Software Inc., Chicago, USA). Fiir die Erstellung von Graphiken und
die Archivierung und Bearbeitung von Fotos wurde Sigmaplot 10.0. (Systat Software Inc.,
Chicago, USA), Adope Photoshop 2.0 (Adobe Sytems Inc., San Jose, USA) und AxioVision Rel
4.6 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland) verwendet.
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4. Ergebnisse

Es wurden primére Zellen von Zellkulturen der Tunica media der Vena saphena magna, der
Arteria radialis und der Aorta aszendenz sowie Tunica adventitia der Aorta aszendenz von
verschiedenen humanen Spendern auf die Synthese von extrazelluldren Matrixproteinen nach
mechanischer Dehnung untersucht. Das Gewebe wurde im Rahmen einer herzchirurgischer

Behandlung, wie Koronarbypass oder Aortenaneurysmenersatz, entnommen.

Die flieBende Verdanderung des Phianotyps von Fibroblasten, Myofibroblasten, sekretorischen und
kontraktilen glatten Muskelzellen in einer GefaBwand wurde bereits von Sartore beschrieben [5].
Das gleiche Phinomen mit zunehmender Dedifferenzierung der Zellen im Zellkulturmodell
konnte bereits beobachten werden [108,109,110]. Um diesen Effekt nicht zu verstarken, wurden
ein milder Gewebeverdau zur Zellisolation, milde Wachstumstimulation sowie niedrige
Zellkulturpassagen II-III verwendet.

Um die Synthese von extrazelluldren Matrixproteinen zu untersuchen, wurde zum einen das
Strukturprotein Kollagen I und zum anderen das Proteoglycan Decorin exemplarisch gewahlt.
Die Prolyl-4-Hydroxylase wurde als intrazelluldrer Marker fiir die Frithphase der Biosynthese
von Kollagen einbezogen. Das a-smooth muscle (a-SM) Aktin gilt allgemein als Marker fiir die
VSMC und wurde als Maf3 fiir die Expression von intrazelluldren kontraktilen Elementen
verwendet [111].

Primir bestand der Vergleich zwischen den glatten Muskelzellen aus der T. media der Arterie
und Vene. Sekunddr wurden die glatten Muskelzellen und fibroblastendhnlichen adventitiellen

Zellen der Aorta betrachtet.

Zunéchst erfolgte die Charakterisierung der Zellen anhand der gewéhlten Markerproteine mittels
immunzytochemischer Analyse sowie mittels Westernblot-Analyse. Nachfolgend wurde das
Expressionsverhalten der Proteine unter zyklisch mechanischer Dehnung ermittelt. Um
interindividuelle Schwankungen bei geringer Probenzahl und Probenmenge auszugleichen,
wurden die Proben aus gleichen Gefaschichten verschiedener Spender gepoolt. Die statistische

Auswertung erfolgte wie in Kap. 3.6. aufgefiihrt.
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4.1. Charakterisierung der Zellkultur

4.1.1. Lichtmikroskopische Darstellung

Die bekannten Wachstumsmuster der glatten Muskelzellen und Fibroblasten konnten
mehrheitlich beobachtet und dokumentiert werden. Es fanden sich fischgrétenartige Muster in
den Zellkulturen aus Tunica adventitia und Tunica media der Vene. Die sogenannte ,,Aill and

valley* Struktur konnte in den Kulturen Tunica media der Arterien und Aorta dargestellt werden.

Tunica adventitia der Aorta

Tunica media der Aorta Tunica media der Arterie

Abbildung 11. Lichtmikroskopische native Darstellung verschiedener Zellkulturen (50x,
Phasenkontrastmikroskop).

4.1.2. Immunzytochemische Darstellung der Markerproteine

In Abbildung 12 wurde exemplarisch die immunzytochemische Visualisierung der vier Marker-
proteine a-smooth muscle Aktin, Prolyl-4-Hydroxylase, Kollagen I und Decorin dargestellt. Die
B-Untereinheit der Prolyl-Hydroxylase war im gesamten zytoplasmatischen Raum angereichert

und verstérkt im endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat nachweisbar (Abb. 12 A).
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Abbildung 12. Immunfloureszenz-Mikroskopie der Markerproteine. Links priméire und sekundéirer
Antikorper (FITC/TRITC), rechts nur sekundérer Antikoérper als Kontrolle, Blaufarbung (DAPI) der
Zellkerne, Vergroferung 400x.
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Die a-SM-Aktinfilamente bildete das bekannte intrazelluldre faserdhnliche Muster (Abb. 12 B).
Beziiglich des Kollagen I zeigte die Antikdrperreaktion intrazelluldr eine intensive granuldre
Féarbung, welche auf Bindungen im Golgikomplex und in den fiir die Exozytose bestimmten
Vesikeln zuriickzufithren war. Extrazelluldr fand sich ein sehr schwaches retikuléres Muster
(Abb.12 C). Das core-Decorin wurde hauptsdchlich im Bereich des endoplasmatischen
Retikulums vorgefunden und weniger im Bereich des Golgi-Apparates (Abb. 12 D, Pfeil rot). Des
Weiteren zeigten die Vergleiche zwischen den jeweiligen Farbungen und ihren
korrespondierenden = Negativkontrollen ohne  Primédrantikdrper die  Spezifitit der
Immunzytochemien.

In der Literatur wird eine Grof3zahl an Markern zur Charakterisierung der Zellen beschrieben.
Jedoch verwiesen Proudfoot et al. auf die Vielfalt der teils instabilen Zellmorphologien und auf
das Fehlen spezifischer Marker fiir die unterschiedlichen Subpopulationen humaner vaskulérer
glatter Muskelzellen. Solche Marker miissten aus ihrer Sicht noch klassifiziert werden [3]. Somit
ist aufgrund der flieBenden Ubergiinge zwischen den als klassifiziert bezeichneten Zelltypen wie
vaskulire glatte Muskelzellen, Myofibroblasten, Fibroblasten eine sichere Trennung der Zellen
in einer Kulturpopulation nicht méglich. Des Weiteren lassen sich die Zellen auch technisch nicht
sicher voneinander unterscheiden, da sie die Féhigkeit besitzen, sich beziiglich einer Vielzahl an
Merkmalen ineinander transformieren zu konnen [5]. Daher wurde fiir diese Arbeit eine strenge
Gewebeseparation der Tunica media bzw. Tunica adventitia vorausgesetzt und eine heterogene
Zellkultur aus diesen GefaB3schichten angenommen. Fiir die Aufgabenstellung und Interpretation
des Reaktionsvermodgen von Zellen aus der Tunica media auf zyklische mechanische Dehnung
sollte die Zellisolation im Bezug auf die Ubertragbarkeit und Verstiindnis der Vorgiinge in vivo
gerecht werden.

Im Weiteren bestand die Frage nach der Verdnderung der Zellen im Verlauf der Kultivierung.
Hierfiir wurden die Zellen mit den Markern a-smooth muscle (a-SM) Aktin und Prolyl-4-
Hydroxylase zwei Wochen nach der priméren Zellaussaat sowie nach weiteren vier bis sechs
Wochen in zweiter Passage untersucht.

Wie in Abbildung 13 exemplarisch dargestellt, konnte beobachtet werden, dass die glatten
Muskelzellen von Aorta und Arterie zundchst deutlich stirker a-SM-Aktin exprimieren. Nach
weiteren 4-6 Wochen zeigte sich in der Immunzytochemie die Tendenz zur Verringerung der o-
SM-Aktinexpression. Im Gegensatz dazu konnte eine Zunahme des a-SM Aktins in den Zellen
aus der T. adventitia der Aorta und T. media der Vene beobachtet werden. Dieses
Expressionsverhalten wurde in der Literatur unter &dhnlichen Bedingungen beschrieben

[5,9,10,13,112,113].
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10-14 Tage nach Aussaat (P0) 4-6 Wochen nach Aussaat (PII)

Zellen aus Media der Arterie

Zellen aus Media der Vene

Zellen aus Media der Aorta

Zellen aus Adventita der Aorta

Abbildung 13. Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse von Zellkulturen aus der Tunica media der
Arterie (A, B), aus der Tunica media der Vene (C, D) und Tunica media der Aorta (E, F) sowie T. adventitia
der Aorta (G, H). Doppel-Antikoérpermarkierung mit a-SMA (FITC, griin) und mit Prolyl-4-Hydroxylase
(TRITC, rot), nach 2 Wochen in Passage 0 (A, C, E, F) und nach 6-8 Wochen (B, D, F, H) nach primérer
Zellisolation in Passage II; Ma3 10 um (400x), 20pm (200x), 50 um (100x).
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Des Weiteren wurde in den Kulturen der Vene das hiufigere Vorkommen von einzelnen oder in
Gruppen lokalisierten, myofibroblastendhnlichen Zellen beobachtet (Abb. 14). Beziiglich der
Prolyl-4-Hydroxylase konnten keine wesentlichen Verdnderungen wahrgenommen werden.

Aufgrund dieser Verdnderungen wire die Durchfiihrung der Versuche nach wenigen Tagen nach
Zellisolation zu empfehlen. Aufgrund der begrenzten Verfligbarkeit der Gewebematerialien und
begrenzten Zellzahl durch Gewebeverdau konnten die Untersuchungen nicht in Passage 0 oder I
durchgefiihrt werden. Auf ein Auswachsen aus dem Gewebematerial wurde aufgrund einer
Replikation weniger Zellen und Provozierung einer abnomen Anderung des Zellphinotyps

explizit verzichtet.

Abbildung 14. Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von Myofibroblasten aus der Zellkultur
der Tunica media der Vene 2 Wochen nach Zellaussaat. Doppel-Antikérpermarkierung mit a-SMA (FITC,
griin) und mit Prolyl-4-Hydroxylase (TRITC, rot), Kerngegenfarbung mit DAPI (blau), Vergroferung 400x.
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4.1.3. Quantifizierung der Markerproteine in den Zellkulturen vor der
zyklischen mechanischen Dehnung

In den immunzytochemischen Analysen (Kap. 4.1.2.) konnten Expressionsdnderungen der
Markerproteine im Verlauf einer Zellkultur beobachtet werden. Fiir eine bessere Interpretation
der Expressionsergebnisse nach einer zyklischen mechanischen Dehnung, wie im Kap. 3
dargelegt, erschien eine weitere Quantifizierung der ausgewahlten Proteine mittels Western-Blot-
Analyse sinnvoll. Hierzu wurden Zelllysate von Zellkulturen unmittelbar vor der mechanischen
Dehnung verwendet. Diese Proben entsprechen somit den Zellkulturkontrollen im
Dehnungsversuch. Diese Quantifizierung wird in der vorliegenden Arbeit als basales oder auch

statisches Expressionsprofil bezeichnet.

Wie aus der Abbildung 15 zu entnehmen, fanden sich eher geringere Abweichungen in den
Expressionen von a-smooth muscle Aktin. In den glatten Muskelzellen aus der T. media von
Aorta, Arterie und Vene ergaben sich nur geringe Differenzen (T. media der Aorta 1.13+0.07, der
Arterie 1.00+0.02, der Vene 0.91£0.03). Die Expression von a-SM-Aktin war in den aortalen
glatten Muskelzellen nur ca. 13% stirker als in den arteriellen und nur 24% stirker als in den
vendsen Muskelzellen. In den fibroblastendhnlichen Zellen aus der T. adventitia der Aorta stellte
sich die niedrigste Expression dar (T. adventitia der Aorta 0.75+0.017). Bezogen auf diese
adventitiellen Zellen betrug die Differenz auf die aortalen glatten Muskelzellen ca. 51 %. Der
Kruskal-Wallis Test bestitigte eine signifikante Varianz der FErgebnisse, jedoch der
Zwischengruppenvergleich mittels post hoc-Test konnte aufgrund der geringen Probenzahl keine

Signifikanz errechnen.
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Abbildung 15. Expressionsprofil von a-smooth muscle (a-SM) Aktin aus den Zellen der Tunica media
der Aorta aszendenz, der Arteria radialis und der Vena saphena magna sowie der Tunica adventitia der
Aorta aszendenz. (A) Reprisentative Western Blot Analyse. GAPDH diente als Ladekontrolle.
(B) Quantifizierung der Western Blot Analysen mittels Quatity One und Sigmastat (n=Anzahl der Proben).
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Die Prolyl-4-Hydroxylase ist ein az-, B2- Tetramer und der Antikorper bindet an das 3-Monomer.
In Abbildung 16 ist das Expressionsprofil von diesem Enzym dargestellt. Es fanden sich
signifikante Unterschiede mit niedrigen Expressionslevel in den glatten Muskelzellen der T.
media und der T. adventitia der Aorta gegeniiber erhohten in der T. media der Vene und der
Arterie (T.media der Aorta 0.77+0.05, T. adventitia der Aorta 0.62+0.08, T. media der Vene
1.12+0.07, T. media der Arterie 1.00+0.03). Beachtenswert ist im Vergleich zu dem
Expressionsprofil von a-SM-Aktin die wenig differenten Level von Prolyl-4-Hydroxylase in den
arteriellen und venodsen Zellen aus der T. media. Diese beiden Zellkulturtypen hatten im
Vergleich zu den aortalen glatten Muskelzellen im Mittel eine um Faktor 1.4 stirkere Expression
und zu den adventitiellen Zellen der Aorta im Mittel ein erhdhtes Level um den Faktor 1.7. Der
Kruskal-Wallis Test bestétigte eine signifikante Varianz der Ergebnisse. Die statistische Relevanz

des Zwischengruppenvergleiches mittels post hoc-Test ist in Abbildung 16 aufgetragen.
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Abbildung 16. Expressionsprofil von Prolyl-4-hydroxylase (3-Monomer) aus den Zellen der Tunica
media der Aorta aszendenz, der Arteria radialis und der Vena saphena magna sowie der Tunica adventitia
der Aorta aszendenz. (A) Reprisentative Western Blot Analyse. GAPDH diente als Ladekontrolle.
(B) Quantifizierung der Western Blot Analysen mittels Quatity One und Sigmastat (n=Anzahl der Proben,
*p<0.05).
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Decorin représentiert in der vorliegenden Arbeit neben Kollagen I und Prolyl-4-Hydroxylase ein
weiteres Protein der extrazellulire Matrix und gehdrt zu der Gruppe der kleinen Matrix-
assoziierten Proteoglycane, welche aus einem core-Protein (ca. 38 kDa) und mindestens einer
kovalent gebundener Glykosaminglykane-Kette (ca.15-56 kDa) bestehen [67,73]. Der Antikrper
fiir die Bestimmung der relativen Expression bindet an das core-Protein des Decorins. Das
Expressionsprofil, entsprechend Abbildung 17 (Seite 47), konnte {iiberraschend deutliche
Unterschiede aufzeigen.

Die glatten Muskelzellen aus der T. media der Vene hatten die stirkste Markerexpression. Diese
war im Vergleich zu den Zellen aus der T. media der Arterie signifikant um das 2.1-fache erhoht
(T. media der Vene 2.13+0.05, T. media der Arterie 1.00+£0.01). Gegeniiber den
fibroblastendhnlichen adventitiellen Zellen aus der Aorta wurde das Protein in den vendsen
glatten Muskelzellen aus der T. media um das 1.7-fache stirker exprimiert (T. adventitia der Aorta
1.23+0.02, T. media der Vene 2.13+0.05). Besonders auffillig waren in dieser Proteinanalyse die
Zellkulturen der T. media der Aorta. Das Decorin konnte hier nur marginal nachgewiesen werden
(T. media der Aorta 0.11+0.01). Der Kruskal-Wallis Test bestétigte eine signifikante Varianz der
Ergebnisse, jedoch der Zwischengruppenvergleich mittels post hoc-Test konnte aufgrund der
geringen Probenzahl nur einen signifikanten Unterschied zwischen T. media der Vene und der

Aorta errechnen.
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Abbildung 17. Expressionsprofil von Decorin aus den Zellen der Tunica media der Aorta aszendenz, der
Arteria radialis und der Vena saphena magna sowie der Tunica adventitia der Aorta aszendenz.
(A) Représentative Western Blot Analyse. GAPDH diente als Ladekontrolle. (B) Quantifizierung der
Western Blot Analysen mittels Quatity One und Sigmastat (n=Anzahl der Proben, *p<0.05).
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4.2. Einfluf} der zyklischen mechanischen Dehnung auf die Synthese

der Markerproteine

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Synthese von ausgewahlten Proteinen von kultivierten
humanen GefdfBmuskelzellen unter zyklisch mechanischer Zelldehnung (0.5 Hz, 10% Elongation,
Flexcell Unif) zu untersuchen. Nachdem die basale Expression der Markerproteine aus den
Zellkulturen der jeweiligen GefdBe untersucht wurde, sollen folgend die Syntheseraten dieser
verschiedenen Proteine nach ihrer Dehnung im Verhiltnis zur statischen Kontrollgruppe

aufgezeigt werden.

4.2.1. Zellzahlbestimmung und Vitalititsrate

Wichtig erschien wihrend der Validierung der Zelldehnungsparameter die Zellzahl und
Vitalitétsrate vor und nach 24 h Dehnung. Es ergab sich unter Verwendung der Flexcell-Unit Kap.
3.4. mit einem Dehnungszyklus von 1 Hz und 10 % Elongation ein Zellverlust im Bereich der
Loadingstation im Mittel von 24,6 % (n=3). Dies konnte auf die steile Dehnungsamplitude und
dadurch bedingte teils schwingende mechanische Irritation der Silikonmembran zuriickgefiihrt
werden, welche zu einem Ablosen der Zellen fiihrte. Unter 0,5 Hz und 10 % Elongation wurden
nur Zellverluste im Mittel von 4,2 % beobachtet (n=3). Die Vitalitdtsrate nach 24 h mechanischer
Dehnung mit 0,5 Hz und 10% Elongation betrug 96,3 % (n=3) im Vergleich zur ruhenden Kultur
mit 98,1 %.

4.2.2. a-smooth muscle Aktins: Geringe Differenzen im Expressionsverhalten

Unter Betrachtung der in Abbildung 15 dargestellten dhnlichen Expressionslevel des a-SMA in
den statischen Kulturen konnte nach zyklischer mechanischer Dehnung iiber 24 h, siche
Abbildung 18, in den glatten Muskelzellen der T. media der Aorta, Arterie und Vene eine analoge
Steigerung um den Faktor 1.5 gefunden werden (T. media der Aorta 1.49+0.06 vs. 1.00+0.04,
p<0.05; T. media der Arterie 1.57+0.08 vs. 1.00+0.04, p<0.05; T. media der Vene 1.68+0.14 vs.
1.00+0.07, p<0.05). Die Expression von a-SM-Aktin in den adventitiellen Zellen der Aorta nahm
nur um das 1,2 fache zu. (T. adventitia der Aorta 1.22+0.02 vs. 1.00+0.01, p<0.05). Die Kulturen
der glatten Muskelzellen aus der Arterie und der Vene wurden des Weiteren {iber 96 Stunden
(s96) gedehnt. Es fand sich in der vendsen Muskelzellen eine weitere deutliche Steigerung der
Aktinsynthese um den Faktor 2.6 zur Kontrollgruppe und um den Faktor 1.6 zur Gruppe s24 (s96
2.65+0.07 vs k 1.00+0.02, p<0.05; s96 2.65+0.07 vs. s24 1.68+0.14, p<0.05). Dagegen konnte in
der Gruppe s96 der Arterie keine weitere Zunahme zur Gruppe s24 beobachtet werden (s96
1.6+0.12 vs k 1.00+0.04, p<0.05).
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Abbildung 18. Quantifizierung von (a-SM) Aktin nach zyklischer mechanischer Dehnung aus den
Zellen der Tunica media der Aorta aszendenz, der Arteria radialis und der Vena saphena magna sowie der
Tunica adventitia der Aorta aszendenz. Fiir 96 h Protokoll beziiglich Aorta standen ungeniigend Proben zur
Verfiigung. (A) Reprisentative Western Blot Analyse. GAPDH diente als Ladekontrolle (k=Kontrollen,
s24= Dehnung iiber 24 h, s96=Dchung iiber 96 h). (B) Quantifizierung der Western Blot Analysenmit
Quantity One und Sigmastat (n=Anzahl der Proben;* p<0.05).
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4.2.3. Prolyl-4-Hydroxylase: Stirkste Expression in den Zellen aus der

T. media der Vene
Wie in Kapitel 4.1. beschrieben, wurde das Enzym Prolyl-4-Hydroxylase (P4H) als
intrazellularer Marker fiir die Analyse der Kollagenbiosynthese ausgewdhlt. Das Kollagen I selbst
reprasentierte den Marker fiir die extrazellulare Matrix.
Die Abbildung 19 veranschaulicht das Expressionsverhalten. Es fand sich die stérkste
Proteinexpression in den vendsen glatten Muskelzellen mit einer Steigerung um das 2.2-fache
nach 24 Stunden Dehnung und um das 5.5-fache nach 96 Stunden im Vergleich zur statischen
Kontrollgruppe (T. media der Vene s24 2.19+0.12 vs. k 1.00+0.03, p<0.05; s96 5.48+0.53 vs. k
1.00+0.03, p<0.05). Der weitere Anstieg der Expression von 24 Stunden auf 96 Stunden Dehnung
war ebenfalls signifikant.
In der Zellkultur der arteriellen glatten Muskelzellen konnten nach 24 Stunden Dehnung eine
Steigerung um das 1.4-fache ermittelt werden. Interessanter Weise stellte sich nach 96 Stunden
kein weiterer Anstieg ein (T. media der Arterie s24 1.41+0.06 vs. k 1.00+0.03, p<0.05; s96
1.36+0.08 vs. k 1.00+0.03, p<0.05).
Die aortalen glatten Muskelzellen zeigten nach 24 Stunden hingegen nur einen geringeren
Zunahme um den Faktor 1.24 (T. media der Aorta s24 1.25+0.05 vs. 1.00+0.01, p<0.05). Ein
dhnliches Verhalten mit einem Faktor von 1.25 lie sich in den adventitellen Zellen der Aorta
nachweisen (T. adventitia der Aorta s24 1.254+0.06 vs. 1.00+0.04, p<0.05).
Ein Vergleich der PAH-Expressionen nach 96 h zwischen den vendsen und arteriellen glatten
Muskelzellen zeigt, dass die Zellen aus der T. media der Vene das B-Monomer 4-fach hoher

exprimieren im Gegensatz zu denen aus der T. media der Arterie.
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Abbildung 19. Quantifizierung von Prolyl-4-Hydroxylase (P4H) nach zyklischer mechanischer

Dehnung aus den Zellen der Tunica media der Aorta aszendenz, der Arteria radialis und der Vena saphena

magna sowie der Tunica adventitia der Aorta aszendenz. Fiir 96 h Protokoll beziiglich Aorta und Adventitia

standen ungentigend Proben zur Verfiigung. (A) Reprisentative Western Blot Analyse. GAPDH diente als
Ladekontrolle (k=Kontrollen, s24= Dehnung iiber 24 h, s96=Dehung iiber 96 h). (B) Quantifizierung der
Western Blot Analysen (n=Anzahl der Proben;* p<0.05).
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4.2.4. Kollagen I: Steigerung der Biosynthese in allen Kulturen

Ein Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von glatten Muskelzellen aus verschiedenen
humanen GefdBlen auf die Synthese von extrazelluliren Matrixproteinen nach mechanischer
Dehnung. Normale mediale glatte Muskelzellen sind von einem dichten ECM-Netzwerk der
interstitiellen Kollagenfasern umgeben [114,115]. Kollagen I wurde in der vorliegenden Arbeit
reprasentativ fiir die Matrixproteine untersucht.

Die Analyse entsprechend Abbildung 20 ergab in allen Zellkulturen einen signifikanten Anstieg
nach 24 h Dehnung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Steigerungen um den Faktor 1.5 bis 1.65
konnten in den arteriellen und vendsen glatten Muskelzellen sowie in den adventitiellen Zellen
beobachtet werden. Die aortalen glatten Muskelzellen zeigten nur eine geringe Zunahme nach
Dehnung um den Faktor 1.2 zur Kontrollgruppe (T. media der Aorta 1.25+0.07 vs. 1.00+0.06,
p<0.05; T. merdia der Arterie 1.64+0.07 vs. 1.00£0.05, p<0.05; T. media der Vene 1.65+0.13 vs.
1.00+0.05, p<0.05; T. adventitia de Aorta 1.53+0.13 vs. 1.00=0.05, p<0.05).

Weitere Untersuchungen nach 96 Stunden Dehnung konnten aufgrund der geringen Probenmenge

nicht durchgefiihrt werden.
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Abbildung 20. Quantifizierung von Kollagen I nach zyklischer mechanischer Dehnung aus den Zellen
der Tunica media der Aorta aszendenz, der Arteria radialis und der Vena saphena magna sowie der Tunica
adventitia der Aorta aszendenz. Fiir 96 h Protokoll standen ungeniigend Proben zur Verfiigung.
(A) Reprisentative Western Blot Analyse. GAPDH diente als Ladekontrolle (k=Kontrollen, s24=Dehnung
iiber 24 h). (B) Quantifizierung der Western Blot Analysen mit Quantity One und Sigmastat (n=Anzahl der
Proben ;* p<0.05).
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4.2.5. Decorin:
Abnahme der Expression in den Zellen aus der T. media der Arterie und

Zunahme in den Zellen aus der T. media der Vene.

Als weiteres Markerprotein der extrazelluldren Matrix wurde das Proteoglycan Decorin gewéhlt,
welchem ein Einflu} auf die Modulation der extrazelluldren Matrix zugeschrieben wird.

Die eigenen Analysen zeigten ein unterschiedliches Verhalten zwischen den arteriellen und
venosen glatten Muskelzellen (Abb. 21). In den Zellen der T. media aus der Arterie konnte keine
signifikante Anderung sondern nur eine Tendenz zur sinkenden Decorinexpression nach 24
Stunden nachgewiesen werden (Arterie s24 0.82+0.7 vs k 1.0040.03). Dieser Trend konnte in der
Beobachtung iiber 96 Stunden gegeniiber der statischen Kontrollgruppe bestétigt werden (Arterie
$96 0.77+£0.08 vs. k 1.00+£0.03, p<0.05). Im Gegensatz dazu stieg die Decorinexpression in den
vendsen glatten Muskelzellen nach 24 Stunden Dehnung um 1.36-fache gegeniiber ihrer
Kontrollgruppe an (T. media der Vene 1.36+0.06 vs. 1.00+£0.04, p<0.05). In den fibroblasten-
dhnlichen adventitiellen Zellen fand sich ein geringerer Anstieg um den Faktor 1.22 im Vergleich
zur Kontrolle (T. adventitia der Aorta 1.22+0.02 vs. 1.00+£0.01, p<0.05). Auf dem Blot der Aorta
lieB sich das Decorin, wie im Kap. 4.1.3. beschrieben, nicht ausreichend fiir eine Analyse

nachweisen.
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Abbildung 21. Proteinanalyse von Decorin nach Zellkulturdehnung aus den Zellen der Tunica media
der Aorta aszendenz, der Arteria radialis und der Vena saphena magna sowie der Tunica adventitia der
Aorta aszendenz. Fiir 96 h Protokoll Aorta und Vene standen ungeniigend Proben zur Verfligung.
(A) Représentative Western Blot Analyse. GAPDH diente als Ladekontrolle (k=Kontrollen, s24= Dehnung
iiber 24 h, s96=Dehung iiber 96 h). (B) Quantifizierung der Western Blot Analysen mit Quantity One und
Sigmastat (n=Anzahl der Proben;* p<0.05).
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5. Diskussion

Zu einer medizinischen Behandlung von arteriosklerotisch-stenosierten Gefa3e gehort neben der
konservativen und interventionellen Therapie die Bypass-Operation. Diese zdhlt zu den
hiufigsten chirurgischen Verfahren. Trotz einer bevorzugten Verwendung von arteriellen
Transplantaten wird weiterhin am haufigsten die autologe Vena saphena genutzt, da diese leicht
zuginglich, oft verfiigbar und gering arteriosklerotisch verdndert ist [116]. Die schlechte
langfristige Durchgingigkeit von Venentransplantaten ist jedoch ein groBes Problem. 10 Jahre
nach einer kardialen Bypass-Operation sind bis zu 50% der Transplantate verschlossen und der
Rest ist oft in Folge der Arterialisierung stark krankhaft verdndert [117,118,119,120]. Die
neointimale Hyperplasie und eine rasche Atherosklerose sind pathogenetische Grundlagen fiir das
Scheitern der Venentransplantate [121,122,123]. Diese Hyperplasie ist eine Folge der
Akkumulation von Zellen, hauptsdchlich glatter Muskelzellen und Myofibroblasten sowie von
extrazelluldrer Matrix in der dem Lumen zugewandten GefdaBschicht. Des Weiteren ist sie der
wichtigste Mechanismus beziiglich des Transplantatversagens zwischen dem 1. und 12. Monat
nach der Implantation [124]. Bypassoperationen werden neben der kardiovaskuldren Behandlung
in der peripheren Gefdlchirugrie = durchgefiihrt. Hierfiir werden z.B. zur arteriellen
Revaskularisation an der unteren Extremitét langstreckige Segmente der Vena saphena magna
verwendet, welche bei femorofemoralen, femorocruralen oder femoropedalen Bypéssen den
gesamten Saphenaverlauf entsprechen konnen. Die Langzeitergebnisse zur Offenheitsrate sind
jedoch aufgrund des hiufig langstreckigen Venentransplantates eher schlechter im Vergleich zur
kardiovaskuldren Chirurgie [125,126,127].

Ein bislang kaum untersuchter Ansatz ist der EinfluB mechanischer Zelldehnung auf die
Zellbiologie venoser und arterieller glatter Muskelzellen. Mit dieser Arbeit wurde eine
vergleichende Untersuchung iiber das dehnungsinduzierte Expressionsverhalten von o - smooth
muscle Aktin, Prolyl-4-Hydroxylase, Kollagen I und Decorin in den humanen Zellen der Tunica
media der Vena saphena magna und der Tunica media der Arteria radialis unter standardisierten
Kulturbedingungen durchgefiihrt. Die Gewebematerialien stammten explizit von Spendern,
welche sich im Rahmen einer arteriosklerotischen Erkrankung einer Gefa3operation unterziechen
mussten.

Weitere Erkrankungen des Gefédlisystems neben der Arteriosklerose sind aneurysmatische
GefaBverdanderungen, welche krankhafte Erweiterungen bis hin zu einer Gefalruptur darstellen.
Hierzu wurden Zellen aus der Tunica media sowie Tunica adventitia der Aorta aszendenz unter
den gleichen Bedingungen auf das dehnungsinduzierte Expressionsverhalten der Markerproteine

untersucht.
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Eine grofle Stirke dieser Untersuchung war zum einen die Verwendung von humanen Gewebe,
zum anderen die Zellisolation durch Verdau und Probeneinschluf8 mit mind. 1x10° Zellen. Somit
wurde, im Gegensatz zur Methode des Zellauswachsens, die Moglichkeit einer Multiplikation nur
weniger Zellen weitgehend ausgeschlossen. Dadurch wurde zum einen die Forderung einer
Phénotypanderung kultivierter Zellen und zum anderen eine Beglinstigung weniger
replikationsfreudiger Zellarten, wie zum Beispiel Fibroblasten, vermieden. Eine Einschrédnkung
der Untersuchung, wie in vielen anderen vorausgegangenen Publikationen ebenfalls proklamiert,
ist die Phénotypisierung der Zellen. Daher wurde neben der Annahme einer Mischkultur von
unterschiedlich phénotypisierten Zellen glatter Muskelzellen einschlieflich Fibroblasten die
strenge Selektion der Gefillschichten wihrend der Gefdlpriparation sowie nachfolgend
standardisierte Zellbedingungen vorgenommen.

Die Experimente wurden mit einer physiologischen zyklischen mechanischen Dehnung (Bioflex-
kollagenbeschichtete Platten, 10 % Dehnung, 0.5 Hz, 24 und 96 Stunden) durchgefiihrt. Diese
Methode nahm folglich keine Riicksicht auf bestimmte Variablen, wie sie in der in vivo Situation
vorliegen, wie z.B. Blutfluss, Blutdruck mit Scherwandspannung und Unterschiede in der
Architektur der Venen- und Arteriewédnde sowie Einflu von parakriner oder humorale
Stimulation. Letztere sind einschlieBlich des vegetativen perivaskuldren Nervensystems wichtige
EinfluBgroBen in der Stimulation von adventitiellen Fibroblasten [5].

Unter Verwendung solcher kontrollierten Bedingungen konnten jedoch inhérente
Unterschiede im Verhalten von glatten Muskelzellen der Tunica media der Aorta, der Arterie und
Vene sowie der Tunica adventitia der Aorta hervorgehoben werden, welche folglich unabhéngig
von weiteren hdmodynamischen Faktoren existieren. So konnte untersucht werden, ob es
zellbiologische Unterschiede in der Antwort auf mechanische Dehnung zwischen Arterie und

Vene gab.

Die Diskussion wurde in drei Schwerpunkte gegliedert. Begonnen wird mit der Auslegung der
basalen Expression der Markerproteine, gefolgt von der Interpretation des Reaktionsverhaltens
der Zellen auf zyklische mechanische Dehnung. Aufgrund der Besonderheit der Decorin-
expressionen vor und nach der zyklischen mechanischen Dehnung werden die Beobachtungen in
einem dritten Abschnitt separat diskutiert.

Die Zellversuchsergebnisse sind als Synopse in Abbildung 22 dargestellt und werden im

Weiteren diskutiert.
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Zellkulturen Statisch zyklische Dehnung
24 h 96 h
SMA + 1 ~
T. media P4H ++ 1 ~
Arterie DCN + ~ l
Kollagen i
SMA + 1 "
T. media P4H -+ ™M ”m
Vene DCN +++ 1
Kollagen i
SMA ++ 1
T. media P4H + ~
Aorta DCN 0 0]
Kollagen ~

Abbildung 22. Schematische Darstellung der Ergebnisse aus statischen und gedehnten Zellkulturen.
Probenaufarbeitung erfolgte mittels Western Blot Analyse. Relative Proteinmengenangabe in statischer ZK
mit ,,+“, MaB der Proteinsteigerung in gedehnter ZK mit ,1* oder ,,|*; ,~“ indifferent; ,,@“ nicht

nachweisbar.

Einfiihrend konnen folgende Interpretationen benannt werden. Es konnte eine deutliche
Steigerung der a-smooth muscle Aktin, Prolyl-4-Hydroxylase, Kollagen I und Decorin in den
vendsen glatten Muskelzellen gegeniiber den arteriellen Zellen aufgezeigt werden. Somit konnte
die erhohte synthetische Aktivitit dieser vendsen Zellen zu einer erhdhten Disposition fiir
Intimahyperplasie von Saphenavenen-Transplantate in vivo beitragen. Zudem konnte im
Vergleich der ruhenden sowie gedehnten Zellkulturen der arteriellen glatten Muskelzellen eine
Ursache fiir die Progredienz einer peripheren arteriellen Verschlufkranheit (PAVK) und
Restenosen dargelegt werden. In der T. media der Arterie wurde kontrir zur Literatur eine
geringere Decorinexpression im Gegensatz zu der Vene nachgewiesen. Des Weiteren fanden sich
in den aneurysmatischen Aortenresektionen ein deutlicher Decorinmangel in den Zellen aus der
T. media und eine geringe synthetische Aktivitdt von Kollagen I in der Zellen aus der T. adventitia.
Moglicherweise spielt der Mangel an Decorin eine Rolle in der Bildung von Aortenaneurysmen

und weiterfiihrend von aneurysmatischen Erkrankungen im gesamten Gefaf3system.
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5.1. Basale Expression der Markerproteine

Die Charakterisierung der Zellkulturen unter statischen Kulturbedingungen wird in der
vorliegenden Arbeit anhand der basalen Expressionsprofile der Markerproteine vermittelt. Im
Allgemeinen erfahren die Gefilzellen wéhrend der Zellisolation und der Zellkultur eine
Verschiebung hin zum synthetischen Zelltyp und kénnen nach Wiederherstellung der allseitigen
Zell-Zellkontakten und Wiederherstellung des physiologischen Mileau bzw. Bedingungen wieder
in den Phanotyp zuriickkehren, welcher vor der Zellkultur in vivo bestand [3,5,9,10,11,128]. In
der eigenen immunzytochemischen Betrachtung ca. 10 Tage und folgend sechs Wochen nach
Zellisolation aus den Gefdllen konnte dieser Effekt der Verschiebung hin zum sekretorischen Typ
vor allem anhand der a-SM Aktinexpression nachgewiesen werden (Abbildung 13). Besonders
deutlich konnte eine Abnahme der Aktinproteine in den Kulturen der Zellen aus der Tunica media
der Arterie und Aorta beobachtet werden. In den Zellen aus der T. media der Vene und
adventitiellen Zellen der Aorta fand sich eine andere Reaktion der a-SM Aktinexpression. Hier
konnte unter Zellkulturbedingungen eine Zunahme dieser Aktinproteine fluoreszenz-
mikroskopisch dargestellt werden. Ein dhnliches Verhalten wurde in der Literatur iiber
fibroblastendhnlichen Zellen beschrieben [5,129,130]. Bei diesen Zellen bewirken ex vivo
Bedingungen und Verwendung von Zellkultursubstrat eine Stimulation mit Anderung des
Phanotyps hin zu myofibroblastendhnlichen Zellen. So ergéibe sich beziiglich adventitieller Zellen
aus immunzytochemischer Betrachtung unter Zellkulturbedingungen eine Anndherung der
phénotypischen Eigenschaften in Richtung GefdBmuskelzellen aus der Tunica media.

Dieser Effekt konnte in der eigenen Proteinanalyse fundiert werden. Fiir das a-SM Aktin konnte
eine unerwartet geringe Diskrepanz der Expression zwischen den verschiedenen Zellkulturen aus
Aorta, Arterie und Vene von maximal 34 % ermittelt werden (Abbildung 15). Die geringste
Expression fand sich in den adventitiellen Zellen. In der Literatur wurden solche
Proteinexpressionen in vitro mit Abnahme der kontraktilen Elemente wie a-SM Aktin, h-
Caldesmon, Calponin und myosin heavy chain in Gefidllmuskelzellen mehrfach beschrieben
[5,9,10,13,112,113]. An vaskuldren glatten Muskelzellen aus der Aorta von Kaninchen und
Ratten wurde von verschiedenen Autoren nachgewiesen, dass bei fehlender zyklischer
mechanischer Dehnung eine deutliche Abnahme der Markerproteine des kontraktilen Phénotyps
wie h-Caldesmon, Calponin und smooth muscle myosin heavy chain Isoformen beobachtet wurde
[9,10,131]. Dies korreliert mit dem Verlust der Kontraktionsfahigkeit der vaskuldren glatten
Muskelzellen und konnte im Sinne einer Modulation des Phénotyps vom kontraktilen zum
synthetischen zu werten sein. Unter zyklischer mechanischer Dehnung (Flexcell, bis 15%

Dehnung, bis 8 Tage) war wiederum eine drastische Steigerung in der Expression der
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Markerproteine des kontraktilen Phénotyps wie am Beisspiel h-Caldesmon und smooth muscle
myosin heavy chain Isoformen nachzuweisen [9,10,131].

Die Proteinanalyse des Markerproteins Prolyl-4-Hydroxylase konnte wunter statischen
Zellkulturbedingungen sehr dhnliche Expressionslevel in den vendsen und arteriellen glatten
Muskelzellen aufzeigen. Diese Ergebnisse der basalen Expressionsprofile konnten auf eine
Ahnlichkeit in der basalen synthetischen Aktivitit hinweisen, d.h., GefiBzellen aus der T. media
gleichen sich in ihrem Phénotyp unter standardisierten Bedingungen ohne Einwirken
mechanischer Stimuli an.

Im Gegensatz zu den GefdBBzellen aus der Vene und Arterie fanden sich in den Zellen der
T.adventitia der Aorta signifikant niedrigere P4H-Expressionen. Unter der Annahme
fibroblastendhnlicher Zellen in der Adventitia sollten hohere Expressionen erwartet werden. Die
geringe Expression von Prolyl-4-Hydroxylase der adventitiellen Zellen gegeniiber den vendsen
und arteriellen glatten Muskelzellen konnte auf einen Umstand zuriickzufiihren sein, welcher von
Suh et al. beschrieben wurde [132]. Sie postulierten, dass die adventitiellen Zellen von thorakalen
Aortenaneurysmen und Aortendissektionen eine abnormale Funktion aufweisen wiirden. Diese
Abnormalitit der Zellen konnte eine Dysbalance zwischen der Produktion und Abbau von
extrazelluldarer Matrix bewirken und zu einem gestdrten Remodeling der GefaBwand fithren [132].
Eine andere Erklarung konnte auch auf die erhohte synthetische Aktivitdt des synthetischen

Phanotyps der glatten Muskelzellen zuriickzufiihren sein.

5.2. Zyklisch mechanische Dehnung

5.2.1. Dehnungsimpuls mit unterschiedlichen Effekten auf Vene und Arterie

Um die Expressionsmuster nach zyklischer mechanischer Dehnung im weiteren Kontext
intensiver diskutieren zu konnen, sollte auf das Proliferationsverhalten von Geféafizellen aus
vorausgegangenen Puplikationen eingegangen werden. Fiir die Proliferation vaskuldrer glatter
Muskelzellen ist eine Modulation vom kontraktilen zum sekretorischen Phénotyp erforderlich
[11]. Diese Modulation ist unteranderem mit der Synthese zahlreicher Proteine der extrazelluldren
Matrix wie Tenascin, Collagen Typ I und IV, Fibronectin und Proteoglykanen assoziiert
[8,12,133,134,135,136,137]. Weitere Studien beobachteten eine Abnahme der Proliferation
aortaler glatter Muskelzellen von Ratten unter dem Einfluss physiologischer zyklischer
mechanischer Dehnung (Bioflex-Platten, 10 bzw. 5% Dehnung, 48 Stunden,), jedoch keine
Zellablosung oder Zelltod, weder durch Nekrose oder Apoptose [138,139]. Dariiber hinaus
konnten sie zeigen, dass physiologische Dehnung die Proliferation vaskuldrer glatter

Muskelzellen iiber einen G1-Zellzyklus-Arrest hemmt. Dieser antiproliferative Effekt steht im
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direkten Kontext zu den weiteren Studien, welche eine Zunahme der Differenzierung der Zellen
unter zyklischer mechanischer Dehnung und eine dadurch bedingte Abnahme der sekretorischen
Eigenschaften nachweisen konnten [10,131,136]. Folglich wiirde ein fehlender Dehnungsimpuls
eine proliferative Stimulation in den GefdBmuskelzellen bewirken. Ballyk et al. [140] konnte
hierzu in vivo aufzeigen, dass eine Unterdriickung der Pulswelle im arteriellen GefaBsystem, d.h.
eine fehlenden Zelldehnung, zu einer Hyperplasie von GefaBmuskelzellen und folgend zu einer
GefaBstenose arterieller Bypdsse an den Nahtlinien fiihrt.

Im Résumé finden sich in der Literatur unter zyklischer mechanischer Dehnung ein
antiproliferativer Effekt auf GefaBmuskelzellen und eine Modulation dieser Zellen hin zum
kontraktilen Phianotyp [10,129,136,138,139].

Fiir die vorliegenden Ergebnisse ldsst sich fiir die basalen Expressionsprofile in vitro ableiten,
dass ein Fehlen der zyklischen mechanischen Dehnung mit einer Abbnahme des antiproliferativen
Effektes einhergeht. Dadurch wiirde eine verstirkte Phianotypidnderung zum synthetischen Typ
begiinstigt werden. Diese Kausalitit wire neben den Zellkulturbedingungen ein weiterer Grund
fiir die hohe sekretorische Aktivitit im nachgewiesenen basalen Expressionsverhalten der glatten
Muskelzellen aus der Arterie. Mit der Abnahme der intrazelluldren kontraktilen Proteine und
Zunahme der synthetischen Organellen in den glatten Muskelzellen wiren die &hnlichen basalen
Expressionsprofilen der Muskelzellen aus Arterie und Vene wihrend der Kultivierung zu erkléren.
Die vendsen glatten Muskelzellen sind physiologisch einer deutlich geringeren mechanischen
Dehnung und vorallem keiner pulsatilen Zelldehnung ausgesetzt. Das in vivo vorherrschenden
Genexpressionsprofils sollte somit weniger einem kontraktilen Phanotyp arterieller Zellen
entsprechen. Daraus liele sich im Vergleich zu den arteriellen GefdBmuskelzellen ableiten, dass
die Zellen aus der Vene auf zyklische mechanische Dehnung mit einer geringeren Differenzierung
zum kontraktilen Typ und folglich mit einem geringeren antiproliferativen Verhalten reagieren
wiirden. Dieser Effekt konnte in der aktuellen Untersuchung beobachtet werden. Die basalen
Expressionsprofile waren zwischen den vendsen und arteriellen glatten Muskelzellen sehr &hnlich
(Abbildung 16,17,18). Es fand sich jedoch in den Zellkulturen aus der Arterie nach zyklischer
mechanischer Dehnung iiber 96 Stunden keine weitere Zunahme der Proteinexpression vorallem
von Prolyl-4-Hydroxyprolin und Decorin (Abbildung 18,19,21). Dieser Effekt konnte auf die
Abnahme der sekretorischen Aktivitdt zurlickzufiihren sein. Andererseits stellte sich in den
vendsen GefdBmuskelzellen ein deutlicher Anstieg der Proteinexpression nach 24h sowie ein
weiterer Anstieg nach 96 h Stunden Zelldehnung ein, allen voran die 6-fach erhohte Expression
der Prolyl-4-Hydroxylase. Dieses Verhalten konnte auf eine geringere Proliferationshemmung
und dadurch geringere oder fehlende Abnahme der sekretorischen Aktivitit innerhalb der

untersuchten Zeitspanne zu deuten sein. Diese geringe Proliferationshemmung wire auf die
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geringe pulsatile Vorpragung der venosen glatten Muskelzellen in vivo und damit einhergehend
unterschiedliche Genexpressionsprofile gegeniiber den Zellen in Arterien zuriickzufiihren.

Dieser antiproliferative Effekt auf arterielle GefaBmuskelzellen erklért moglicherweise die
deutlichen Abweichungen der Ergebnisse unter zyklisch mechanischer Zelldehnung zwischen
den Zellen aus der Arterie versus Vene. Fiir weitere Untersuchungen diesbeziiglich wére unter
anderem die Bestimmung des Proliferationsmarkers Ki-67 und der direkte quantitative Vergleich

der Proteinexpressionen nach Zelldehnung zwischen Arterie und Vene interessant.

5.2.2. Einordnung der Ergebnisse in die Literatur unter Beriicksichtigung
unterschiedlicher Zellkulturstimulationen.

In der Literatur fand sich eine interessante Studie iber humane Gefal3zellen von Turner et al.,
welche die glatten Muskelzellen aus der Arteria mammaria interna und der Vena saphena magna
jeweils vom selben Spender miteinander verglichen [141]. Ausgangspunkt war hierbei die Frage
nach Unterschieden in der Zellmigration und Proliferation bezogen auf die hohe Hyperplasie- und
Verschlufirate von vendsen Bypéssen in der herzchirurgischen Revaskularisation. Sie fanden in
vitro nach Auswachsen der Zellen aus dem Gewebe in einem Zeitraum von 7 Tagen eine doppelt
hohere Proliferationsrate der vendsen Zellen. Diesen Effekt hatten sie unter verschiedenen
Zelkulturbedingungen mit 10% FBS sowie mit Wachstumsfaktoren (PDGF-BB oder bFGF mit
0.4% or 1% FBS) anhand der Zellzahl und im Western Blot anhand der phosphorylierten p44/42-
MAPK nachweisen konnen. Das Migrationsverhalten hatten Turner et al. mit einem modifizierten
Boyden Chamber Assay studiert und ebenfalls eine hohere Migrationsrate bei den vendsen glatten
Muskelzellen darlegen konnen. Weitere dhnliche Ergebnisse konnten an humanen glatten
Muskelzellen und an Geféafizellen von Kaninchen gefunden werden [95,142].

Eine andere Arbeit von Mekontso-Dessap et al. [143] fand {iber die Methode der L-(4-3H(N))
Proline-Inkorporation dhnliche Ergebnisse zum Proliferationsverhalten humaner vendser glatter
Muskelzellen. Auch hier wurde zunéchst, wie allgemein iiblich, eine Synchronisation der Zellen
iiber eine Wachstumsarretierung durch Kulturmedium mit geringsten Zusétzen von FBS von 0
und 0.2 % tiber 24-48 h vorgenommen. In der hier vorliegenden Untersuchung wurde explizit
auf eine Wachstumsarretierung verzichtet, da dieser Mangel an FBS einschlieBlich seiner
Wachstumsfaktoren extreme Bedingungen fiir die Zellen darstellen, so dass die folgende Zugabe
von Wachstumsfaktoren oder Serum einen starken stimulierenden Effekt haben, welcher den
synthetischen Zelltyp begiinstigen wiirde.

Die eigenen FErgebnisse ohne wesentliche Anderung der Kulturbedingungen iiber die
vorausgegangenen 30 Tage zeigen, dass in der statischen Zellkultur anhand der Expression von
a-SMA und Prolyl-4-Hydroxylase keine relevanten Unterschiede zwischen den vendsen glatten

Muskelzellen und den arteriellen beobachtet werden konnte. Wie bereits ausgefiihrt, verhilt es
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sich nach zyklisch mechanischer Dehnung anders. Hierbei gab es deutliche Anstiege in den
Proteinexpressionen der vendsen glatten Muskelzellen.

Im Gegensatz zu Turner et al. wurde in einer anderen Studie unter statischen Zellkultur-
bedingungen eine gesteigerte Migration von humanen arteriellen glatten Muskelzellen gegeniiber
venosen Gefiallzellen beschrieben [141,144]. Die arteriellen Muskelzellen stammten aus Knie —
und Unterschenkelarterien mit ausgeprégten artheriosklerotischen Lisionen, die vendsen glatten
Muskelzellen jedoch aus nicht krankhaft verdnderter Vena Saphena magna. Dieses
Migrationsverhalten steht im Kontext zu den allgemeinen Vorstellungen iiber die Pathologie der
Arteriosklerose mit einer Anderung des Phinotyps von glatten Muskelzellen hin zu einem
sekretorischen und proliferativen Typ [145,146]. Die Zellen aus arteriosklerotischen Lésionen
wiren denen unter statischen Zellkulturbedingungen, wie in vorliegender Untersuchung, in ihrem
Phinotyp dhnlich und konnen sich folglich in ihrem Proliferations-, Migrations- und

Proteinexpressionsverhalten entsprechen.

Mehrere Studien untersuchten ebenfalls das Syntheseverhalten des extrazelluliren Matrixproteins
Kollagen. So wurde unteranderem iiber die Aufnahme von radioaktiv markierten Prolin {iber 48
Stunden nach vorausgegangener Wachstumsarretierung humane GefaBBmuskelzellen der Arteria
radialis, Arteria thoracica interna und Vena saphena magna verglichen [143]. Das
Wachstumsmedium hatte zudem eine variable FBS Konzentration von entweder 0.5%, 5% oder
10%. Insgesamt fanden sie zwischen den Zellen sowie zwischen den FBS Konzentrationen keine
signifikanten Unterschiede in der Kollagensyntheserate. Die eigene Untersuchung unter
Verwendung von Kulturmedium mit 5% FBS konnte nach 24 Stunden zyklischer mechanischer
Dehnung eine gesteigerte Kollagenexpression um ca. 60% in den vendsen und arteriellen glatten
Muskelzellen sowie in adventitiellen Zellen nachweisen (Abbildung 21). Eine geringere Zunahme
mit nur 25% zeigte sich in den aortalen Muskelzellen. Diese Ergebnisse konnen durch die
Betrachtung des Friihmarkers der Kollagensynthese, der Prolyl-4-Hydroxylase, bestétigt werden.
So fand sich in den venosen Gefaf3zellen nach 24 Stunden Dehnung eine 2-fache Steigerung der
Proteinexpression, jedoch nach 96 Stunden eine deutliche Zunahme der Expression bis zum 6-
fachen der Kontrollgruppe (Abbildung 19).

Andere Studien konnten nach zyklisch mechanischer Dehnung (1 Hz, Elongation von 10% auf
16%) mittels Flexcell-Unit bei vendsen GefaBmuskelzellen dhnliche Ergebnisse mit einer
Steigerung der Kollagensynthese nach 96 Stunden um ca. 30% nachweisen [147]. Eine vierfach
erhohte Kollagensynthese in vendsen glatten Muskelzellen im Vergleich zu den arteriellen konnte
auch Wong et al. an Halsadern von Kaninchen darstellen. Hierbei wurde zunichst iiber 24
Stunden eine Wachstumarretierung durchgefiihrt und anschlieBend der Zellkultur iiber 6 Stunden

neben Vollmedium radioaktiv markiertes Prolin zugesetzt. Diese Daten nach nur 6 Stunden
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beruhen méglicherweise auf unterschiedliche Reaktionszeiten sowie Herkunft der verwendeten
Zellen.

In diesem Zusammenhang mul} auf wesentliche Unterschiede zwischen den Venen aus
Tiermodellen wie mit Ratten, Kaninchen sowie Schweinen und humaner Vena saphena
eingegangen werden. Interessant sind die Druckverhéltnisse in den humanen herzfernen
Beinvenen. Hier wirkt der hydrostatische Druck, welcher durch segmental angeordnete
Venenklappen etwas vermindert wird [148]. Des Weiteren besteht ein Unterschied zwischen den
auBerhalb der Unter- und Oberschenkelfaszie gelegenen Unterhautvenen wie die lange und kurze
Saphenavene und den zwischen den Muskel befindlichen tiefen Venen, einschlieflich der tiefen
Halsvenen. Die Muskeln haben eine bedeutende Stiitz- und Pumpfunktion hinsichtlich der tiefen
Venen. Die Gewebefaszien und Muskeln iiben einen permanenten Druck auf die GefidBwand aus,
welcher dem intraluminalen Druck entgegengerichtet ist. Anders verhilt es sich bei den
Saphenavenen. Diese sind nicht von einem stiitzenden Gewebe umgeben. Sie miissen durch ihre
Wandbeschaffenheit dem hydrostatischen bzw. intraluminalen Druck standhalten. Daher ist die
humane Tunica media kréftiger im Vergleich mit einer tiefliegenden Vene oder herznahen Vene
wie der Halsvene (Carotisvene) [149,150,151,152]. Diese Vorprigung der Vena saphena
begiinstigt den Einsatz im klinischen Alltag filir arterialisierte Venentransplantate. Diesem
Sachverhalt wurden auch vorgenannten Publikationen iiber humanen Gefilizellen gerecht
[141,143]. Im speziellen widren weitere Arbeiten mit dem Vergleich der verschiedenen

Venenabschnitte sowohl human als auch animal sinnvoll.

5.3. Klinische Relevanz der zyklisch mechanischen Dehnung

In der vorliegenden Studie konnte erstmalig an humanen Gefédf3zellen aus der Tunica media der
A. radialis und Vena saphena magna die Expressionlevel von o - smooth muscle Aktin, Prolyl-
4-Hydroxylase und Kollagen I unter statischen und gedehnten Zellkulturbedingungen
nachgewiesen werden. Aus der vorausgegangenen Diskussion lésst sich schlieBen, dass eine
fehlende zyklisch mechanische Dehnung eine Phénotypénderung der arteriellen Geféfizellen von
kontraktilen hin zum sekretorischen und proliferativen Typ bewirkt. Kontrér verhélt es sich unter
Vorliegen einer zyklischen mechanischen Dehnung wie der pulsatilen Wanddehnung. Hierbei

wird in den arteriellen Gefaf3zellen der kontraktile Phénotyp ausgebildet.
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5.3.1. Mediahyperplasie in der Gefillwand

Sehr hédufig wird in der Literatur von einer Bypass- oder Gefél3stenose durch intimale Hyperplasie,
d. h. Zellzahlzunahme in der T. intima (Kap. 1.1.), beschrieben. Diese Hyperplasie wurde in
zahlreichen Arbeiten vorallem der Endothelverdnderung zugeschrieben. Jedoch zeigte diese
vorliegende Zellkulturuntersuchung ein hohes Potential einer moglichen Hyperplasie ausgehend
von der T. media. So kdnnte der im Rahmen gefaBchirurgischer Ausschilplastiken beobachtete
krankhaft verdnderte Intima-Mediakomplex einhergehend mit einer degenerierten Lamina
elastica interna eine gemeinsame Verdnderung darstellen. Weitere Arbeiten vermuteten eine
Zellmigration adventitieller fibroblastenartiger Zellen durch die Zellwandschichten bis in die
Intima am Beispiel einer Sympathektmie[5,128]. Hierbei wurden Zellphdnotypen dhnlich
Myofibroblasten oder eben wie in Kap. 5.1. diskutierten Phianotypanderungen und Zellmigration
der glatten Muskelzellen in der Mediaschicht beschrieben. Moglicherweise sind jedoch eher diese
sekretorischen und proliferativen Phénotypen der Mediazellen an den intimalen fibrotischen

Prozessen beteiligt.

5.3.2. Arteriosklerose, periphere arterielle VerschluBkrankheit

Das Verhalten der arteriellen Gefdlizellen unter reduzierter oder fehlender pulsatiler
Wanddehnung konnte eine wichtige Ursache fiir die Progredienz von arteriosklerotischen
Wandverdnderungen sein. Die erkrankten GefiBwinde sind gekennzeichnet von einer
Gewebezunahme der extrazelluliren Matrix, genannt GefédBwandhypertrophie, von einer
Vermehrung der Zellen, genannt GefdBwandhyperplasie, sowie hierdurch bedingter Gefal3-
lumeneinengung. Im Weiteren werden sie vorallem durch Plaques eingesteift, welche die
Wandelastizitit und Zelldehnung reduzieren und verhindern. Ein weiterer Effekt an bestehenden
Gefidllverengungen, den Stenosen, ist das Wirken des Stromungsgesetzes von Bernoulli und
Venturi. Hierdurch stellt sich an den Stenosen eine FluBbeschleunigung mit gleichzeitiger
Abnahme des hydrostatischen Drucks auf die Gefdlwand ein. Diese genannten Prozesse haben
eine Reduktion der pulsatilen Dehnung der GefaBwand einhergehend mit einer Reduktion der
zyklischen mechanischen Zelldehnung zur Folge, welche wiederum eine Modulation des
Phénotyps der glatten Muskelzellen mit Verschiebung zum sekretorischen Typ bewirkt. Somit
wird eine Hyperplasie und Hypertrophie mit dadurch bedingter Zunahme der Stenose begiinstigt,
sogar beschleunigt, so dass hierdurch der im klinischen Alltag beobachtete teils rapide
Krankheitsprogress erklart werden konnte.

Wichtig erscheint des Weiteren der EinfluB der unterschiedliche Verdnderungen in der
GefaBBwand wie Hardplaquestenosen, atheromatose, hyperproliferative, hypoplastische und auch
entziindliche Verdnderungen, welche unterschiedliche Zellreaktion bewirken konnen. Hierzu

wiren weitere Untersuchungen hilfreich.
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5.3.3. Stentgraft-Restenosen

Des Weiteren konnte der Effekt der abnehmenden Wandelastizitit mit der Folge der
Begilinstigung einer Wandhyperplasie und Hypertrophie die hohen Restenoseraten nach
Gefilinterventionen mit Einbringen von Stentgrafts erklidren. Diese besitzen selbst eine radial
wirkende Eigenspannung, wodurch die Wandelastizitdt herabgesetzt wird und somit die zyklisch
mechanische Dehnung der Wand im Bereich des Stents beeintrichtigt werden sollte. Diese
Instent-Restenosen  stellen eine groe Herausforderung dar. Daher kommt der
Restenoseprophylaxe zunehmend eine besondere Bedeutung zu. Neuerdings werden lokale
Medikamentenapplikationen mittels drug eluting ballon oder drung eluting stent verwendet, um
die Zellproliferation zu hemmen [153,154,155,156,157,158]. Weitere neueste Verfahren sind die
Anwendung resorbierbarer Stentmaterialien. Hierzu gab es erste FErgebnisse fiir die

Koronarangioplastie auf dem Linc 2014 [159].

5.3.4. Anastomosenstenosen

Ebenso gilt dieser Effekt in Anastomosenregionen insbesondere an den Nahtreihen, wie von
Ballyk et al. beschrieben [140]. Hier konnte postuliert werden, dass durch den Zug der Naht und
dadurch bedingte Krafteinwirkung auf die GefaBwand im Bereich der Nahtlinie die
Wandelastizitit deutlich herabgesetzt wird und somit die zyklisch mechanischen Dehnung der

Gefilizellen beeintrichtig sein sollte.

5.3.5. GefaBlwandrestenosen

Fibrotische hyperproliferative GefédBwandstenosen, gerne als intimal Hyperplasie bezeichnet,
sind gegeniiber chirurgischen und interventionellen (kathetergestiitzten) Verfahren sehr resistent.
Sie fiihren meist zu Restenosen, wie in einer vielzahl an Arbeiten beschrieben (siehe Kap. 5.3.3.).
Unter Beriicksichtigung der vorausgegangenen Diskussion, wire der progrediente Stenoseprozess
gut vereinbar mit der Hypothese, dass die sekretorischen und proliferativen Phénotypen der
Mediazellen, phénotypisch dhnlich den Myofibroblasten, in einer versteifenden fibrotischen
Wandschicht an der Wandhypertrophie und —hyperplasie beteiligt sind. Somit wiirde der
fibrotische Prozess durch Reduktion der pulsatilen mechanischen Zellstimulation den Prozess

beschleunigen.

5.3.6. Venenbypassstenosen

Im Bezug auf die Verwendung von autologen Bypassmaterial wie A. radialis und Vena saphena
magna konnten die Ergebnisse vor allem von Turner et al. bestdtigt werden. Erstmalig wurden
jedoch in der vorliegenden Studie diesbeziiglich humane Gefafizellen aus der Tunica media der

A. radialis und Vena saphena magna isoliert und unter Verwendung der Flexercell strain unit
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(Flexcell Corp., MacKeespot, MA, USA; Abbildung 9) einer zyklisch mechanischen Dehnung

ausgesetzt. In den GefdBzellen der Venen konnte unter pulsatiler Dehnung eine starke Zunahme

der extrazelluldren Matrix und die Begiinstigung des sekretorischen und damit proliferativen Typs

beobachtet werden. Dieser Sachverhalt sollte eine Erklérung fiir die hhere Stenoseneigung durch

GefaBwandhyperplasie und Hypertrophie in arterialisierten Venen sein. Zuriickzufiihren ist dieser
Umstand moglicherweise auf die vorhergehende geringe bzw. fehlende pulsatile mechanische
Dehnung in vivo. Bezogen auf die Zellebene wiirde dies eine geringere Mechanotransduktion
bedeuten, so dass die daran beteiligten Proteine im geringeren Malle exprimiert worden wiren.
Der beschriebene antiproliferative Effekt einer zyklischen mechanischen Dehnung wiirde somit
einen geringeren Einfluf entfalten kdnnen. Dieser Sachverhalt kdnnte eine wichtige Komponente
zur Klarung der erhohten Disposition fiir die Sklerosierung von Saphenavenen-Transplantate in

VivVo sein.

5.3.7. Shuntvenenstenosen

Auch im Bezug auf arterialisierte Shuntvenen fiir den Zugang fiir die Nierenersatztherapie, der
sogenannten Hamodialyse, kann dieser Effekt bei erhohten pulsatilen FluB beziehungsweise
dadurch erhohter GefaBwanddehnung eine Begiinstigung der Wandsklerose bewirken. Dieses
Phénomen wird im klinischen Alltag bei vorliegen eines harten pulsatilen FluBes im Gegensatz

zum erwiinschten Schwirren beobachtet [160,161].

5.3.8. Chirurgie versus Stenting

Die GefidBausschélplastik wie die z.B. Carotis-Endarteriektomie hat nach Jahren weiterhin sehr
geringe Restenoseraten [162]. Aufgrund der beschriebenen GefdaBwandreaktion auf Stentgraft
wiren chirurgische Ausschélplastiken bei jiingeren Patienten mit hoherer Lebenserwartung
gegeniiber einer Behandlung mit Stentmaterialien zu empfehlen. Dies sollte auch fiir periphere
Gefille gelten. Insgesamt ist eine Vergleichbarkeit aufgrund der heterogenen Daten und
unterschiedlichen Studiendesign bezogen auf eine mehrjdhrige Beobachtungszeit aktuell
erschwert. Neuerdings werden minimalinvasiv endoluminal Atheroektomiekatheter angewandt,
um hyperplastische und sklerotische Wandmaterialien abzutragen. Die Prognosen solcher

Verfahren beziiglich Restenosen sind noch unklar [159].

5.3.9. Periphere Vasodilatation als PAVK-Protektion?
Ein erhohter GefaBwandtonus sollte die Wandelastizitdt negativ beeinflussen. Somit wiirde die
resultierende Tendenz zur Wandstarre eine geringere mechanische Zelldehnung bewirken, welche

wiederum eine Phianotypanderung der GefdBmuskelzellen in der Tunica media vom kontraktilen
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hin zum sekretorischen und proliferativen Typ verursacht. Um diesen Mechanismus zu nihilieren,
wire eine Induktion der peripheren Vasotonusabnahme und Vasodilatation erforderlich.

In diesem Kontext wiren Beobachtungen zu protektiven Massnahmen wie auch medikamentdse
Behandlungen im frithen Stadium der pAVK oder bei familidrer Disposition sinnvoll. Eine
medikamentdse Reduktion des peripheren GefidBitonus wiirde zum Beispiel durch periphere
Vasodilatatoren, vermittelt durch Alpha-1 Blocker oder Calciumantagonisten vom Nifedipintyp,

erreicht werden.

Die Darlegungen sind Interpretationen der eigenen Daten. Um weiteres Potential beziiglich einer
Anderung des Behandlunsgkonzeptes oder Material zu schopfen, bedarf es weiterfiihrender

Arbeiten.

5.4. Decorin

5.4.1. Arterie versus Vene

Interessante Ergebnisse fanden sich auch in der Untersuchung des Decorins. Dieses kleine
Leucin-reiches Proteoglykan von etwa 100 kDa mit einem 40-kDa-Kernprotein dient als
Verbindungsanker zwischen zwei parallel liegenden, benachbarten Kollagenmolekiilen, welcher
zur Stabilisierung der Kollagenfibrillen fiihrt [77]. Decorin beeinflult die Funktionen von
vaskulidren glatten Muskelzellen und die Anderung der Akkumulation von Proteinen in der
extrazelluldren Matrix [39]. Die Ansammlung von subendothelialen Proteoglykanen ist ein
charakteristisches Merkmal der intimalen Hyperplasie, der Restenose-Lasionen und der
Entwicklung von Lisionen der primdren Arteriosklerose [163,164].

Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten an Zellkulturen von Tieren die hemmende Wirkung des
Decorins auf Zelladhdsion, Migration, Proliferation und Kollagensynthese von
GefaBmuskelzellen [88,90,95]. Hierzu wurde z.B. die Bindung von Wachstumsfaktoren wie
PDGF und TGF-8 an Decorin nachgewiesen. Diese sind bedeutende Wachstumsfaktoren, welche
in die Proliferation von vaskulédren glatten Muskelzellen und deren Synthese von extrazellulérer
Matrix involviert sind [165,166]. Andererseits konnten experimentell nach Uberexpression von
Decorin in arteriellen Rattenzellen eine Stimulation der Kollagen-I-Synthese und erhdhte
Kontraktion eines Kollagengels beobachtet werden [26,39].

Des Weiteren wurde eine Bindungsfahigkeit von Decorin gegeniiber Hydroxyapatit
nachgewiesen [24,31]. Die Mineralisierung des Knochens erfordert unter anderem eine

extrazelluldre Matrix mit Kollagen Typ-1. In Verkalkungen arteriosklerotischer Plaques und in in
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vitro-Modellen von GefaBverkalkung ist das Auftreten einer Mineralisierung in Verbindung mit
Kollagen Typ 1 bekannt [15,18].

Neben den genannten inhibierenden Eigenschaften konnte Wong et al. in den Arterien der
Halsschlagadern von Kaninchen eine héhere Expression von Decorin nachweisen als in den
gleichnamigen Venen [95]. Aus ihren Ergebnissen folgerten sie, dass der durch Decorin
vermittelte inhibitorische Effekt auf Zelladhdsion, Migration, Proliferation und Kollagensynthese
von venosen glatten Muskelzellen geringer wiére im Vergleich zu den arteriellen Zellen. Daraus
entwickelten sie die Annahme, dass hierdurch die vendsen glatten Muskelzellen der
Venentransplantate anfalliger fiir die Entwicklung von Hyperplasie und arteriosklerotischen
Lisionen seien. Eine andere Arbeitsgruppe konnte belegen, dass eine Uberexpression von
Decorin nach Verletzung an einer Arterie die intimale Hyperplasie und Kollagensynthese
reduzierte. Eine wichtige Limitation dieser Aussagen war jedoch durch die Verwendung von

Kaninchen sowie deren Zellkulturmodelle von arteriellen und vendsen Karotiden gegeben [90].

Im Gegensatz hierzu fand sich in der eigenen Analyse der statischen Zellkulturen aus den Zellen
der T. media der Arteria radialis eine deutlich geringere Decorinexpression im Vergleich zu der
doppelt erhohten in den Zellen der T. media aus der Vena saphena magna (Abbildung 17). Unter
zyklisch mechanischer Dehnung konnte in den glatten Muskelzellen der Arterie definitiv kein
Anstieg, sondern eher eine Tendenz zu einer geringeren Decorinexpression nach 24 h sowie nach
96 h beobachtet werden (Abbildung 22). Kontrar hierzu stellten sich die Ergebnisse unter
zyklisch mechanischer Dehnung von den GefédBmuskelzellen der Vene dar. Hier fand sich ein
dehnungsinduzierter Anstieg um den Faktor 1.4 nach 24 Stunden.

Bevor mogliche Griinde der Varianz der Decorinexpressionen diskutiert werden, soll eine viel
zitierte Untersuchung der Arbeitsgruppe um Merrilees et al. [68] vorgestellt werden. Diese konnte
immunhistochemisch Unterschiede im Verteilungsmuster von den intimalen Proteoglycanen
Versican, Biglycan und Decorin in den meist verwendeten humanen Gefdl3bypdssen wie
Saphenavene, Thorakal- und Radialarterie im Vergleich zur Koronararterie darlegen. Diese
Arbeit von Merrilees et al. beinhaltet jedoch nur den Vergleich innerhalb der
subendothelialen/intimalen GefaBschicht. Beziiglich der immunhistochemischen Analyse von
Decorin fanden sie #hnliche Verteilungsmuster in der Koronararterie, Radialarterie und
Saphenavene. Die geringsten Intensitdten im subendothelialen Raum im Vergleich zum Intima-
Media-Komplex wurden in den Thorakalarterien beobachtet, welche wiederum die geringste
Tendenz zur intimalen Hyperplasie besitzen sollen. Orientiert man sich an der
Immunofluoreszenz-Intensitét der Farbungen, wére in der Tunica intima plus media der Vene, It.
Ergebnissen von Merilees, eine hohere Decorinkonzentration vorhanden im Vergleich zur

Radialarterie. Ein relatives Expressionsniveau zueinander konnte jedoch nicht bestimmt werden.
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In der eigenen Arbeit konnten erstmalig Unterschiede anhand der relativen Expressionslevel an
statischen und zyklisch gedehnten Zellkulturen von GefdBBmuskelzellen aus der Tunica media
dargelegt werden. Hierbei fand sich im basalen Expressionsprofil in der Saphenavene ein
signifikant hoheres Expressionsniveau gegeniiber der Radialarterie. Diese Gegebenheit wurde
noch verstérkt durch die zyklisch mechanische Dehnung. Folglich lieBe sich in Ubereinstimmung
mit der Arbeit von Merrilees et al. [68] ableiten, dass in humanen Zellen der Tunica media von
Venen die Féhigkeit zur Expression von Decorin gegeniiber den Zellen aus der Tunica media von
Arterien deutlich tiberwiegt. Weitere Arbeiten mit immunhistochemischen Nachweis iiber die
Decorinverteilung in nativen GefaBwénden wiren hilfreich. Wie im speziellen im Kapitel 5.3.2.
ausgefiihrt, dient Decorin funktionell als Verbindungsanker zwischen den Kollagenmolekiilen
und fordert somit die Polymerisierung des Kollagens [77]. Somit wiirde eine erhohte Synthese
von extrazelluldrer Matrix am Beispiel von Kollagen und Kollagenvorldaufer Prolyl-4-
Hydroxylase coexsistent mit einer Steigerung der Decorinexpression sein. Dieses Phinomen
konnte anhand der Zellkulturen der Vene aufgezeigt werden. Unter Achtung der Ergebnisse von
Wong et al. [95] wire der Decorin vermittelte inhibitorische Effekt auf Zelladhision, Migration,
Proliferation und Kollagensynthese im Bezug auf die Zellkulturen der Tunica media von Venen
im Versuchszeitraum schwicher als der stimmulierende Reiz. Mdglicherweise ist Decorin ein
Bestandteil der negativen Riickkopplung der Kollagensynthese. Im aktuellen Versuchsaufbau
hatte jedoch der pulsatile Stimulus dieser negativen Riickkopplung deutlich liberwogen. Anders
stellte sich dieser Sachverhalt an den Zellen der Tunica media von Arterien dar. Hier wirkte, wie
in Kapitel 5.2.1. diskutiert, der inhibierende Effekt der =zyklischen Zelldehnung mit
Phanotypanderung zum kontraktilen Typ, so dass weder eine Steigerung der Synthese von

Kollagen noch von Decorin nachgewiesen werden konnte.

Ein moglicher Grund der Varianz der Ergebnisse konnte neben der Herkunft des Materials, human
oder animal, in der Untersuchungsmethode sowie in der Antikdrperreaktion zukommen.
Verfiigbare monoclonale Antikdrper gegen Decorin konnen in spezifisch an das Proteoglycan
bindende und direkt an das Kermprotein bindende Antikorper untergliedert werden [167,168].
Wong et al. untersuchte die inhibierende Wirkung von Decorin unter Verwendung des 100 kDa
Monomers. Eigene Analysen erfolgten mit Antikdrpern gegen das Kernprotein des Decorin. Des
Weiteren konnten verschiedene Monomere, Dimere und Oligomere in verschiedenen Geweben
gefunden werden [169,170]. So fanden Franch et al. [97] ein porcines arterienspezifisches MM1
Antigen in der Kern-Region des Decorins. Dieses Antigen wird in kleinen und groB8en Arterien,
jedoch nicht in Venen ausgebildet.

Wong et al. gelang in vitro der Nachweis flir einen inhibitorischen Effekt des Decorins auf die

DNA- und die Kollagensynthese [95]. Jedoch wurden zum einen gegeniiber den humanen
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GefaBen zartwandige Kaninchenhalsgefile und zum anderen im Medium geldstes Decorin
verwendet. Ob diese Konzentrationen physiologisch sind, ist ungewil3. Ranjzad et al. relativierten
indessen die inhibitorische Wirkung des Decorins in Bezug auf die intimale Hyperplasie in
arterialisierten Venentransplantaten und schrieben diese eher dem Proteoglycan Fibromodulin zu,

weshalb hierzu weitere Studien geplant wurden [124].

Ein wichtiger Aspekt in der Diskussion {iber die Vergleichbarkeit der Zellkulturen besteht in der
Herkunft von Proben. Die eigenen Proben stammten nicht von gesunden Probanden, sondern von
arteriosklerotisch ~ erkrankten Patienten, welche aufgrund dieser FErkrankung einer
herzchirurgischen Behandlung bedurften. Die Zellen von Wong et al. entstammen von Kaninchen
ohne Nachweis einer GefaBerkrankung [95]. Da das Erkrankungsspektrum der Gefdlle sehr
vielseitig ist, wie aneurysmatische, ulcero-atheromathose, sklerotische oder entziindliche
Verianderungen mit teils gemischten Erkrankungstyp, ist der Nachweis einer Proteinkonstellation
nicht sicher auf verschiedene Menschen {iibertragbar. Diese Arbeit verfolgte ebenso wie z.B.
Turner et al. den Nachweis von zelluldren Unterschieden in den herzchirurgisch verwendeten
GefaBabschnitten mittels Proben genau von diesen zu behandelnden Patientenkollektiv [141].
Somit wiéren die hiesigen Ergebnisse vorallem auf ein arteriosklerotisch erkranktes
Patientenkollektiv zu iibertragen. In Bezug hierzu konnte eine vermehrte Decorinexpression in
den statischen ebenso in den gedehnten humanen Zellkulturen der Tunica media der Saphenavene
im Vergleich zur Radialarterie nachgewiesen werden. Die Steigerung der Decorinexpression in
den Zellen der Tunica media der Saphenavene unter zyklischer mechanischer Dehnung ist am
ehesten auf die Synthesesteigerung der extrazelluldren Matrixproteine zuriickzufiihren. Eine
spezielle Kausalitdt des Decorins in Bezug auf zyklisch mechanische Dehnung konnte nicht

hergeleitet werden.

5.4.2. Aortenaneurysma

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung mit einem direkten Vergleich zwischen den
aortalen, vendsen sowie arteriellen Muskelzellen miissen aufgrund ihrer Herkunft etwas
relativiert werden. Die vendsen und arteriellen GefdBmuskelzellen stammen von einem
arteriosklerotisch erkrankten Patientenkollektiv, in welchen die GefiaBmuskelzellen vermehrt im
synthetischen Phénotyp vorliegen [171,172]. Bei den aortalen Muskelzellen handelte es sich um
Zellen aus der Tunica media der Aorta ascendens mit aneurymsatischer Erkrankung, welche
wiahrend eines Aortenklappenersatzes simultan reseziert und mittels Prothesenmaterial ersetzt

wurde.
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Die Degeneration von Kollagen und FElastin in der medialen Gefédlwand sowie das abnormales
Verhalten der glatten aortalen Muskelzellen priagen die architektonischen Anomalien, welche bei
aneurysmatisch erkrankten Aorten beobachtet werden konnten [173,174].

Die vorliegenden Ergebnisse mit den geringeren Expressionen von Kollagen I und Prolyl-4-
Hydroxylase in den aortalen adventitiellen Zellen und aortalen Muskelzellen gegeniiber den
vendsen und arteriellen glatten Muskelzellen stehen im Kontext zu verschiedenen Studien {iber
Aortenaneurysmen [ 175]. Sie fanden eine abnormale Funktion der adventitiellen Zellen sowie der
glatten Muskelzellen mit kompromittierter Produktion von extrazelluldrer Matrix sowie eine
Dysbalance in der Proteaseaktivitét mit erhohten kollagenolytischen und elastolytischen Aktivitét
in der medialen Aortenwand.

Eine interessante Beobachtung gelang in der vorliegenden Untersuchung iiber die
Decorinexpression. Im Vergleich zu den Zellkulturen der Tunica media der Saphenavene und
Radialarterie sowie im Vergleich zu den Zellen aus der aortalen Tunica adventitia konnte in den
aortalen GefdBmuskelzellen aus der Tunica media nur eine sehr geringe Menge an Decorin
nachgewiesen werden. Einige Krankheiten wie z.B. bestimmte Formen der Osteogenesis
imperfecta oder des Marfan-Syndroms mit dhnlichen aneurysmatischen Befunden sind ebenfalls
mit dem Verlust oder der drastischen Verringerung der Decorinsynthese assoziiert [176,177].
Funktionell dient Decorin als Verbindungsanker zwischen den Kollagenmolekiilen und fordert
somit die Polymerisierung des Kollagens [77]. Sollte Decorin fehlen, wiirde somit das Kollagen
und die extrazellulire Matrix eine geringere Festigkeit besitzen. Die Bindung der
Kollagenfibrillen iiber verschiedene Integrine bewirkt eine Modulation des Zellphdnotyps [178].
Wiéhrend polymerisiertes Kollagen das Zellwachstum hemmt und den kontraktilen Phénotyp
glatter Muskelzellen fordert, reduziert monomerisches Kollagen die intrazelluldre Expression
kontraktiler Proteine [179,180].

Unter der weiteren Annahme der Wachstumsfaktoren bindenden oder inhibierenden
Eigenschaften des Decorins wiirde eine pathologische Reduktion des Decorins die synthetische
Aktivitit der Zellen begiinstigen und eine Verschiebung vom kontraktilen hin zum synthetischen
Phénotyp bewirken [88,90,95]. Diese Verénderungen storen die Integritéit der Aortenwand und
kénnen zu aneurysmatischen Verédnderungen fithren. Ebenso konnte diese Dysbalance zwischen
Decorin und Kollagen mit Auftreten qualitativ minderwertigen monomerischen Kollagen eine
Ursache fiir Gefaf3dissektionen begiinstigen. Hierzu bedarf es noch weitere Untersuchungen,

speziell an GefaBBproben mit Wanddissektionen.
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Die arteriosklerotische Gefédlerkrankung nimmt einen immer gréferen Stellenwert in der
medizinischen Behandlung ein. Weiterhin bestehen viele Unklarheiten iiber die Vorgénge in den
Gefilwinden. Es gibt nur eine kleine Zahl an Zellkulturuntersuchungen tiber Zellen aus humanen
adulten Gefilien. Diese Arbeit beschiftigte sich zunichst mit der Erarbeitung eines Protokolls zur
Zellisolation von humanen Gefédfizellen speziell aus der Tunica media der Arterie, der Vene und
der Aorta. Hierbei wurde unter Verwendung einer schonenden Gewebeverdauung Proben mit
einer Zellzahl nach primédrer Aussaat von mind. 1x10° Zellen eingeschlossen, um hohere
Zellkulturpassagen und damit hiaufigere Zellreplikationszyklen mit abnormen Zellverdnderungen
zu vermeiden. Im Folgenden wurden erstmalig Verdnderungen der Proteinexpressionen von o-
SM Aktin, Prolyl-4-Hydroxylase, Decorin und Kollagen I unter statischen Bedingungen und
zyklischer mechanischer Dehnung beobachtet, um den Fragen nach GefaBwandreaktionen zum
Beispiel nach Bypassoperationen nachzukommen. Hierzu wurden die Experimente mit Hilfe
einer Flexercell strain unit durchgefiihrt und die Zellkulturen unter Zellkulturbedingungen auf

Bioflex-kollagenbeschichtete Platten einer Dehnung von 10%, 0.5 Hz, 24 und 96 Stunden
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ausgesetzt. Des Weiteren wurden Betrachtungen tliber Gefa3zellen aus aneurysmatischen Aorten

durchgefiihrt. Die Proteinanalyse erfolgte mittels Western Blot.

Aus den Ergebnissen 146t sich folgern, dass eine fehlende zyklisch mechanische Dehnung eine
Phinotypanderung der arteriellen Gefaflzellen aus der Tunica media von kontraktilen hin zum
sekretorischen und proliferativen Typ bewirkt. Kontrdr verhdlt es sich unter Vorliegen einer
zyklischen mechanischen Dehnung wie der pulsatilen Wanddehnung. Hierbei wird in den
arteriellen GefdBzellen der kontraktile Phénotyp ausgebildet. Mit der Annahme, dass
GefaBmuskelzellen in statischen Zellkulturen wie auch in arteriosklerotischen Plaques in einem
synthetischen, proliferativen Phianotyp vorliegen, lieBe sich aus den vorliegenden Ergebnissen
ableiten, dass bei fortschreitender Arteriosklerose einhergehend mit der Abnahme der
Wandelastizitdt und dadurch reduzierter pulsatiler Stimuli eine zunehmende Zellproliferation und
Sythese von extrazellulirer Matrix zu erwarten wiren, welche folgend stenotische
GefaBverdanderungen begiinstigen wiirden. Hiermit wére ein Grund fiir die Progredienz der
Arteriosklerose gegeben. Des Weiteren wiére auch ein Zusammenhang zur in vivo beobachteten
pathologischen Wandveridnderung des Intima-Mediakomplexes gegeniiber der in der Literatur oft
beschriebenen intimalen Hyperplasie gegeben. So wiirde nicht nur der intimale GefdBanteil,
sondern auch die in den Arterien kréftige Tunica media im Sinne einer patholgischen
Mediahyperplasie und Hypertrophie eine stenosierende Wandverdnderung bewirken.

In diesem Kontext begilinstigen moglicherweise die medizinischen minimalinvasiven
Behandlungen mit Stentgraftmaterialien die GefaBBwandhyperplasie mit Ausbildung von
Restenosen. In der Herz- und GefédBichirurgie hidufig beobachtete Stenosierungen im Bereich der
GefilBnaht konnten durch den Verlust der Wandelastizitdt im Bereich der Nahtlinie und dadurch

Beintrichtigung der zyklisch mechanischen Dehnung der GefaBzellen erklért werden.

In den Gefilizellen der Venen konnte unter pulsatiler Dehnung eine starke Zunahme der
extrazelluldren Matrix und die Begilinstigung des sekretorischen und damit proliferativen Typs
beobachtet werden. Dieser Sachverhalt sollte eine Erklérung fiir die hohere Stenoseneigung durch
Gefilwandhyperplasie und Hypertrophie in arterialisierten Venen sein. Zuriickzuftihren ist dieser
Umstand moglicherweise auf die vorhergehende geringe bzw. fehlende pulsatile mechanische
Dehnung in vivo. Bezogen auf die Zellebene wiirde dies eine geringere Mechanotransduktion
bedeuten, so dass die daran beteiligten Proteine im geringeren Malle exprimiert worden wiéren.
Der beschriebene antiproliferative Effekt einer zyklischen mechanischen Dehnung wiirde somit
einen geringeren Einfluf} entfalten konnen. Dieser Sachverhalt konnte eine wichtige Komponente
zur Kldrung der erhohten Disposition fiir die Sklerosierung von Saphenavenen-Transplantate in

Vivo sein.
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Zusammenfassung

Der regulatorische Einfluf3 des pulsatilen Stimulus findet im Zusammenhang mit dem Verstindnis
des humanen GefidBsystems und dessen Erkrankungen einschlieBlich der Reaktion in vivo auf
medizinische Eingriffe noch wenig Anerkennung. Hierzu bedarf es noch weitere Studien. Unter
Annahme einer geringeren GefdBwandelastizitdt bei erhohten GefdBwandtonus wire in diesem
Kontext Beobachtungen zu prodektiven Massnahmen wie auch medikamentdse Behandlungen
im frithen Stadium der pAVK wie zum Beispiel durch Abnahme des peripheren Gefdfitonus mit

peripheren Vasodilatatoren sinnvoll.

In den Zellkulturen der GefdBzellen aus der Radialarterie aus arteriosklerotischen
Patientenkollektiv konnte kontrér zu literarischen Angaben eine geringere Decorinexpression im
Vergleich zu den Zellen aus der Saphenavene nachgewiesen werden. Dieser Umstand ist
moglicher Weise zum einen auf die Verwendung humaner adulter GefaB3zellen arteriosklerotisch
erkrankter Patienten und zum anderen dem Decorinnachweis ausschlielich aus Zellen der T.
media zuriickzufithren. Unter Beriicksichtigung der funktionellen Eigenschaften des Decorins mit
Stabilisierung der Polymerisation des Kollagens zeigte sich eine positive Korrelation zwischen
der Decorinexpression und Kollagensynthese.

Es fand sich in den isolierten Zellen aus aneurysmatischen Aortenresektionen ein deutlich
reduzierter Decoringehalt in den Zellen aus der medialen GeféBschicht. Eine Dysbalance
zwischen der Kollagenfibrillogenese und Decorin bzw. eine Progression des Decorinmangels
konnte  aneurysmatische  GefdBverdnderungen oder  GefdBwanddissektionen  durch
Destabilisierung der Kollagenpolymerisation einhergehend mit Funktionsverlust der

Kollagenfasern bewirken.

Im Allgemeinen bedarf es mehr wissenschaftliche Arbeiten mit humanen GefdBmaterial von
verschiedenen Patientenkollektiven, um dezitierte Aussagen liber angeborene und erworbene
humane GefaBverdnderungen erstellen und folgend medizinische Behandlungsoptionen ableiten

zu konnen.
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8. Anhang

Lebenslauf

Aufgrund datenrechtlichen Bestimmungen ist der Lebenslauf in der Onlineversion der Dissertation

nicht verfiigbar.
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