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0 Abkürzungsverzeichnis 

APS     Ammoniumperoxodisulfat 

ATP     Adenosintriphosphat 

BMI     Body-Mass-Index 

BSA     Bovines Serum Albumin 

Bq     Becquerel 

bFGF     basic Fibroblast Growth Factor 

CaM     Calmodulin 

Ci     Curie 

CPM     Counts Per Minute 

DMEM    Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium 

DNA     Deoxyribonucleic Acid 

EDTA     Ethylendiamintetraacetat 

EGTA     Ethylenglycoltetraacetat 

ELISA     Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

ERK     Extracellular Signal-Regulated Kinase 

EZM     Extrazelluläre Matrix 

FBS     Fetal Bovine Serum 

FCS     Fetal Calf Serum 

FGF     Fibroblast Growth Factor 

FGFR     Fibroblast Growth Factor Receptor 

GPCR     G-Protein Coupled Receptor 

HDL     High Density Lipoprotein 

HEPES    N-2-Hydroxy-ethyl-piperazin-N´-ethan-sulfonsäure 

IC50     Inhibitory Concentration 50 

IgG     Immunglobulin G 

Il     Interleukin 

Ki     inhibitorische Dissoziationskonstante 

LDL     Low Density Lipoprotein 

mA     Milliampere 

MAPK     Mitogen Activated Protein-Kinase = ERK 

MW     Molecular Weight 

PAR     Protease Activated Receptor 
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PAR-AP    PAR -Activating Peptide 

PBS     Phosphate Buffered Saline 

PDGF     Platelet Derived Growth Factor 

PKC     Proteinkinase C 

PMSF     Phenylmethylsulfonylfluorid 

PVDF     Polyvinylidenfluorid 

Rho     Ras homologous 

ROCK     Rho-Associated Coiled-Coil Family Kinase 

SDS     Sodiumdodecylsulfat 

TBS     Tris Buffered Saline 

TBST     TBS Tween-20 

TBSTM    TBST, 5 Gew.-% Milchpulver 

TEMED    Tetramethylethylendiamin 

TGF     Transforming Growth Factor 

TNF     Tumornekrose Faktor 

Tris     Trishydroxymethylaminomethan 

V     Volt 

V.     Vena, Venae 
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1 Einleitung 

Die Atherosklerose ist für die Bevölkerung der Industrienationen insofern von Bedeutung, 

als sie in Europa, in den USA und in Japan die Hauptursache von ungefähr 50 % aller Todes-

fälle ist (Ross, 1993; Braunwald, 1997; Lusis, 2000). Sie ist gemäß Definition der WHO eine 

variable Kombination von Veränderungen der Gefäßintima, bestehend aus einer herdförmi-

gen Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandtei-

len, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit Veränderungen der Gefäßme-

dia (Baretton et al., 2004). Betroffen sind die elastischen sowie die mittleren und großen 

muskulären Arterien. Als systemische Krankheit kann die Atherosklerose eine Vielzahl von 

Organen resp. Organsystemen befallen und eine heterogene Symptomatik hervorrufen. Als 

Folge der jeweiligen Organmanifestation können neben dem Myokardinfarkt und dem 

Schlaganfall Angina pectoris, Gangrän der Extremitäten und Claudicatio intermittens, me-

senteriale Ischämie und Angina abdominalis, Nierenarterienstenosen und arterioembolische 

Ereignisse auftreten (Gröchenig, 2005). Zudem weisen die Gefäßwände stenosierter venöser 

Bypass-Gefäße Veränderungen auf, die in ihrer pathomorphologischen Struktur der fortge-

schrittenen atherosklerotischen Plaque entsprechen (Kirklin et al., 1993; Silva et al., 1998). 

Bei diesen Veränderungen der Bypass-Gefäße spielt der Lipidstoffwechsel eine besondere 

Rolle. Dies lässt sich nicht zuletzt daraus ersehen, dass bei Patienten, die einer kardiovasku-

lären Bypass-Operation unterzogen worden sind, die strenge medikamentöse Kontrolle des 

Cholesterinspiegels die Stenoserate des Bypass-Gefäßes signifikant senkt (Kirklin et al., 

1993; Campeau et al., 1984, 1997; Syvänne et al., 1998).  

Zur Pathogenese der Atherosklerose werden verschiedene Theorien angeführt, die jeweils 

auf einen ausgewählten Aspekt fokussieren: die Filtrationstheorie, die Perfusionstheorie, die 

Endothelläsionstheorie, die monoklonale Theorie und die thrombotische Theorie (Baretton et 

al., 2004). Eine synoptische Darstellung der ätiologischen und pathogenetischen Vorgänge 

bietet die „response-to-injury“-Hypothese. Demnach ist der zentrale Ausgangspunkt der Er-

krankung eine endotheliale Dysfunktion resp. eine Beeinträchtigung der Endothelintegrität 

(Ross, 1993; 1999). Es werden fünf nacheinander auftretende und ineinander übergehende 

Phasen resp. Stadien unterschieden (Ross, 1993; 1999; Baretton et al., 2004): Initiale Phase - 

Inflammatorische Phase - Schaumzellbildung - Bildung einer fibrösen Plaque - Bildung einer 

fortgeschrittenen Plaque. Im Rahmen der Pathogenese der Atherosklerose hat die glatte Ge-

fäßmuskulatur insofern eine zentrale Bedeutung, als der Großteil der EZM fortgeschrittener 

atherosklerotischer Läsionen von glatten Gefäßmuskelzellen synthetisiert wird. Die Bildung 
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der EZM durch die glatten Gefäßmuskelzellen ist ein kritischer Punkt in der Pathogenese der 

Atherosklerose, da sie dazu führt, dass anstatt einer einfachen reversiblen subendothelialen 

Akkumulation von Schaumzellen eine irreversible fibromuskuläre Läsion entsteht. Die dar-

aus resultierende Umwandlung von Fettstreifen („fatty streaks“) in fibröse Läsionen mit  

einer Vielzahl von glatten Gefäßmuskelzellen und einer reichhaltigen EZM stellt den ent-

scheidenden - irreversiblen - Schritt bei der Ausbildung der fortgeschrittenen atheroskleroti-

schen Plaque dar. Aus diesem Grund besteht ein zentrales Interesse daran, diejenigen Me-

chanismen aufzuklären, die die Migration und Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen trig-

gern und die Ausbildung einer EZM induzieren (Gröchenig, 2005).  

An diesen Triggerungs- und Signalisierungsprozessen sind auch Wachstumsfaktoren wie 

bFGF beteiligt. Gemeinsam mit FGF1 bildet bFGF - auch als FGF2 bezeichnet - die FGF1-

Unterfamilie der FGFs. Ursprünglich wurde bFGF zusammen mit FGF1 im Gehirn und in 

der Hypophyse als Wachstumsfaktor für Fibroblasten identifiziert. Deswegen und aufgrund 

der Beobachtung, dass bFGF über basische Aminosäurereste an Heparin binden kann, ergibt 

sich der Name basischer Fibroblastenwachstumsfaktor (Ornitz et al., 2001). Über den struk-

turellen Aufbau von bFGF, dessen Genlokus auf Chromosom 4q27 liegt, ist bekannt, dass 

der Wachstumsfaktor aus 12 antiparallelen ß-Faltblattstrukturen besteht, die Kleeblatt-

ähnlich angeordnet sind (http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature; s. Abb. 1). 

 

 
 

Abb. 1: Dreidimensionale Darstellung der Proteinstruktur von bFGF: Die ß-Faltblattstrukturen des Proteins 
sind als Pfeile dargestellt und mit ß1 bis ß12 bezeichnet. Die beiden Regionen, die an Heparin bin-
den, liegen zwischen ß1 und ß2 sowie zwischen ß10 und ß11 und sind violett gekennzeichnet. Regi-
onen, die Kontakt mit dem FGFR haben, sind grün (Ig-Domäne 2), blau (Ig-Domäne 3) und rot (al-
ternativ gesplicte Ig-Domäne 3). Verbindungsregionen sind grau dargestellt. - Quelle: Ornitz et al., 
2001 
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Die ß-Stränge 10 und 11 des Proteins beinhalten die basischen Aminosäurereste, über die der 

Wachstumsfaktor an Heparin binden kann. Die Bindung an FGFRs geschieht über andere 

Regionen als die Bindung an Heparin (Zhu et al., 1991; Ornitz et al., 2001). Bezüglich der 

Wirkungen von bFGF ist festzustellen: Neben seiner Funktion bei der Expression neuronaler 

Proteine reguliert bFGF auch neuronale Steuerungskreise (Itoh et al., 2004; Dono et al., 

2002). Im kardiovaskulären System besitzt bFGF eine den Gefäßtonus regulierende Aufgabe 

(Zhou et al., 1998). Zudem ist bFGF an der Hochdruck-induzierten kardialen Hypertrophie 

beteiligt (Schultz et al., 1999). Neuere Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass die Stimulati-

on glatter Gefäßmuskelzellen mit der Serinprotease Thrombin einen Anstieg von bFGF in 

der EZM dieser glatten Gefäßmuskelzellen bewirkt (Rauch et al., 2004). Der aktuelle Stand 

des Wissens über die zur Freisetzung von bFGF führenden Mechanismen ist allerdings recht 

vage (s. Kap. 4.1). Gänzlich unklar sind zum gegenwärtigen Zeitpunkt die extra- und intra-

zellulären Mechanismen, die in der EZM glatter Gefäßmuskelzellen nach ihrer Stimulation 

mit der Serinprotease Thrombin einen Anstieg des Wachstumsfaktors bFGF hervorrufen. 

Diese sollen daher im Rahmen der vorliegenden Arbeit näher untersucht werden. 

Die Wirkungen, die Thrombin an den Zellen der Gefäßwand entfaltet, werden über spezifi-

sche Rezeptoren vermittelt (Glusa et al., 2005). Diese Protease-aktivierten Rezeptoren 

(PARs) bilden eine Unterfamilie der GPCRs. Bislang sind vier verschiedene PARs bekannt 

und an humanen glatten Gefäßmuskelzellen nachgewiesen worden - nämlich PAR-1, PAR-2, 

PAR-3 und PAR-4 (Bretschneider et al., 1999, 2001, 2003; O’Brien et al., 2001). Thrombin 

aktiviert PAR-1, PAR-3 und PAR-4, nicht aber PAR-2; denn PAR-2 ist ein Rezeptor für 

andere Proteasen wie den aktivierten Faktor X oder Trypsin (Hollenberg et al., 2002). Der 

Aktivierungsmechanismus der PARs stellt ein für sie charakteristisches Merkmal dar, wie 

nachstehend für PAR-1 exemplarisch gezeigt ist (s. Abb. 2): 

 
Abb. 2: Rezeptoraktivierung von PAR-1 durch die Serinprotease Thrombin - Quelle: Hollenberg et al., 2002 
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Die Rezeptoren besitzen ein verlängertes N-terminales Ende. Der Agonist des Rezeptors - 

also Thrombin für PAR-1, PAR-3 und PAR-4 - spaltet dieses verlängerte Ende proteolytisch 

ab. Durch diesen Vorgang entsteht ein neues, verkürztes N-terminales Ende mit einer Ami-

nosäuresequenz, die durch Bindung an eine andere Aminosäuresequenz im Rezeptormolekül 

die Aktivierung des Rezeptors bewirkt. Die durch die Spaltung freigelegte aktivierende N-

terminale Aminosäuresequenz wird als „tethered ligand“ bezeichnet. Die Reihenfolge der 

Aminosäuren des aktivierenden „tethered ligand“ ist für jeden der vier PARs bekannt (Hol-

lenberg et al., 2002; Hollenberg, 2005). Durch den Einsatz synthetisch hergestellter Amino-

säuresequenzen, die die identische Abfolge der Aminosäuren besitzen wie der „tethered li-

gand“ des jeweiligen PAR, lassen sich die PARs selektiv aktivieren. Die synthetisch herge-

stellten Aminosäuresequenzen bezeichnet man als PAR-APs. Da es also möglich ist, jeden 

PAR mit dem für ihn spezifischen PAR-AP selektiv zu aktivieren, ist jede auf die Rezeptor-

aktivierung folgende messbare Veränderung auf einen dem Rezeptor nachgeschalteten intra-

zellulären Signaltransduktionsmechanismus zurückzuführen. Bekannt und besonders unter-

sucht sind die dem PAR-1 nachgeschalteten Signalkaskaden (s. Abb. 3). 

 

 
 
Abb. 3: PAR-1 und die ihm nachgeschalteten intrazellulären Signalkaskaden - Quelle: Coughlin, 2000 

 

Die Beteiligung dieser Signalkaskaden an der Freisetzung von bFGF aus glatten Gefäßmus-

kelzellen nach Stimulation mit Thrombin kann durch selektive Hemmung untersucht wer-

den. Diesem Vorgehen liegt die folgende Überlegung zugrunde: Werden glatte Gefäßmus-

kelzellen, bei denen der zur Freisetzung von bFGF führende intrazelluläre Signalweg selek-
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tiv gehemmt ist, mit Thrombin stimuliert, dann muss der messbare Anstieg von bFGF in der 

EZM signifikant geringer sein als bei glatten Gefäßmuskelzellen, die nur mit Thrombin sti-

muliert werden, ansonsten aber unbehandelt sind. Angesichts dessen sollen im Rahmen die-

ser Arbeit die dem PAR-1 nachgeschalteten Rho-aktivierten Proteinkinasen, die mit der Sub-

stanz Y-27632 selektiv gehemmt werden können, und die PKC, für deren Isoenzym PKC δ 

die Substanz Rottlerin ein selektiver Hemmstoff ist, im Hinblick auf ihre Beteiligung an der 

Freisetzung von bFGF untersucht werden. 

Y-27632 - chemische Formel: C14H21N3O 2HCl H2O; auch ROCK-Inhibitor genannt - hat ein 

MW von 338,3. Die lichtempfindliche und zellgängige Substanz ist ein starker und selektiver 

Hemmstoff Rho-assoziierter Proteinkinasen (Ki = 140 nM für p160ROCK und ROCK II). Die 

Hemmung erfolgt kompetitiv zum ATP. Für das Isoenzym PKC ε besitzt Y-27632 eine 

10fach bis 50fach geringere Affinität als für p160ROCK. Auch beim Einsatz höherer Konzen-

trationen (100 μM) hat es keinen Einfluss auf die p21-aktivierte Proteinkinase. Eine weitere 

Wirkung von Y-27632 ist die Hemmung der nach Ca2+-Sensitivierung hervorgerufenen 

Phosphorylierung von Myosin und damit die Hemmung der Kontraktion glatter Muskeln 

(http://www.emdbiosciences.com/product/688000). 

Rottlerin - chemische Formel: C30H28O8; auch Mallotoxin genannt - hat ein MW von 516,5. 

Die lichtempfindliche Substanz ist ein Hemmstoff der PKC und besitzt eine große Selektivi-

tät für die Isoenzyme PKC δ (IC50 = 3-6 μM) und PKC θ. Signifikant schwächer hingegen 

hemmt Rottlerin die Isoenzyme PKC α, PKC β, PKC γ (IC50 = 30-42 μM) und PKC ε, PKC 

η, PKC ζ (IC50 = 80-100 μM). Eine weitere Wirkung von Rottlerin besteht in der Hemmung 

der CaM-Kinase III (IC50 = 5,3 μM) (http://www.emdbiosciences.com/product/557370). 

Zu den Risikofaktoren der Atherosklerose gehört die Hypercholesterinämie (Kirklin et al., 

1993; Baretton et al., 2004). Es ist bekannt, dass eine adäquate Einstellung des Cholesterin-

spiegels das Fortschreiten der Ausbildung atherosklerotischer Läsionen aufhalten resp. be-

reits ausgebildete Läsionen teilweise rückgängig machen kann (Kirklin et al., 1993; Baretton 

et al., 2004). Da die Proliferation der glatten Gefäßmuskelzellen für die Progression athe-

rosklerotischer Läsionen entscheidend ist, interessiert der Einfluss der Hypercholesterinämie 

auf diese Proliferation. Im Rahmen dieser Arbeit wird deshalb untersucht, ob und in wel-

chem Umfang eine Vorbehandlung glatter Gefäßmuskelzellen mit Cholesterin eine Freiset-

zung von bFGF bewirkt, ob Cholesterin über eine Freisetzung von bFGF die Proliferation 

glatter Gefäßmuskelzellen induziert und dadurch mitogen wirkt und ob es den durch Throm-

bin hervorgerufenen Anstieg von bFGF in der EZM beeinflusst. Von besonderer Bedeutung 
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bei den Untersuchungen zur wachstumsstimulierenden Wirkung von Cholesterin sind auch 

die involvierten Signalwege; insbesondere die Aktivierung des ERK 1/2-Signalweges. Die-

ser ist ein Weg der intrazellulären Signaltransduktion, über dessen Aktivierung viele Wachs-

tumsfaktoren wie die FGFs Einfluss auf zelluläre Funktionen wie die Proliferation von Zel-

len nehmen (Cobb et al., 1991). Da die späte Phase der durch Thrombin hervorgerufenen 

Phosphorylierung von ERK 1/2 in Abhängigkeit von bFGF geschieht, ist zu klären, ob an 

mit Cholesterin vorbehandelten glatten Gefäßmuskelzellen nach Thrombinstimulation eine 

signifikant stärkere Phosphorylierung von ERK 1/2 zu beobachten ist. 

Die im Rahmen dieser Arbeit zu untersuchenden Fragestellungen lassen sich wie folgt zu-

sammenfassen: 

(i) Welchen Einfluss haben Thrombin, der Wachstumsfaktor bFGF und Cholesterin auf 

die DNA-Syntheserate glatter Gefäßmuskelzellen? 

(ii) Welche Thrombinrezeptoren sind an der Freisetzung von bFGF aus glatten Gefäßmus-

kelzellen beteiligt? 

(iii) Welche intrazellulären Signalwege führen zur Freisetzung von bFGF? 

(iv) Löst eine Vorbehandlung glatter Gefäßmuskelzellen mit Cholesterin die Freisetzung 

von bFGF aus? 
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2 Materialien und Methoden 

 

2.1 Chemikalien und Lösungen sowie Geräte 

Alle nicht gesondert aufgeführten Chemikalien stammten von den Firmen Merck KGaA 

(Darmstadt), Carl Roth GmbH & CO.KG (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich Laborchemikalien 

GmbH (Seelze) resp. Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim).  

 

Chemikalien und Lösungen: 
Aminosäuren, Nicht Essenzielle 
 

PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

Anti-bFGF Es handelte sich um aus Kaninchen gewonnene Anti-
körper. Die Stammlösung mit 60 mg/ml war zu 10 μl 
aliquotiert. 
 

Antikörper für Western Blots 
 

 

Anti-phospho-p44/42-MAPK 
Antibody 

polyklonaler Antikörper, Verdünnung 1:2000 nach 
Herstellerangabe, Lagerung bei minus 20 Grad Celsius, 
Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, Massachu-
setts, USA 
 

Goat anti-rabbit-IgG polyklonaler Antikörper, Verdünnung 1:4000 nach 
Herstellerangabe, Lagerung bei plus 4 Grad Celsius, 
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, California, 
USA 
 

APS-Lösung 
 

Carl Roth GmbH & CO.KG, Karlsruhe 

bFGF Die Stammlösung mit 500 μg/ml war zu 2 μl aliquo-
tiert. 
 

bFGF Immunoassay Quantikine® Human FGF basic Immunoassay zur 
quantitativen Bestimmung von bFGF-Konzentrationen 
in Zellkulturüberständen (Serum oder Plasma), R&D 
Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt 
 

BSA Lagerung bei plus 2 bis plus 8 Grad Celsius, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
 

Cholesterin Cholesterin zur Verwendung in der Zellkultur, Grund-
lage: Methyl-ß-Cyclodextrin, Lagerung bei minus 20 
Grad Celsius, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 
 

DMEM 
 

Gibco™, Invitrogen GmbH, Technologiepark Karlsru-
he 
 

FCS 
 

PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

L-Glutamin 
 

PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
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Heparin Heparin-Natriumsalz, aus intestinaler Schweinemukosa 
gewonnen, Lagerung bei Raumtemperatur, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
 

Heparin-Waschlösung 
 

10 μg Heparin/ml PBS 

Hyperfilm™ ECl Amersham Biosciences, Little Chalfont, Buckingham-
shire, UK 
 

IgG Das verwendete IgG war ein aus Kaninchen gewonne-
ner unspezifischer Antikörper. Die Stammlösung mit 
60 mg/ml war zu 10 μl aliquotiert. 
 

Luminol Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche Di-
agnostics GmbH, Mannheim 
 

Methyl-β-Cyclodextrin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
 

Methyl-Tritium-Thymidin PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Inc., Rod-
gau-Jügesheim 
 

Natrium-Pyruvat 
 

Biochrom AG, Berlin 

PAR-APs Die Lagerung der PAR-APs erfolgte bei minus 20 Grad 
Celsius. 
 

PAR-1-AP (TFFLRN), PAR-3-
AP (TFRGAP), PAR-4-AP 
(AYPGQV)  
 

GL Biochem, Shanghai, China 

PAR-2-AP (SLIGKV) 
 

Biosyntan GmbH, Berlin 

PBS Gibco™, Invitrogen GmbH, Technologiepark Karlsru-
he 
 

Penicillin G 
 

PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

Proteinmarker 
 

Biotin-konjugierter hochmolekularer Proteinstandard, 
Lagerung bei plus 4 Grad Celsius, New England Bio-
labs, Beverly, Massachusetts, USA 
 

Puffer 
 

 

Blottingpuffer 25 mM Tris / 190 mM Glycin / 20 Vol.-% Methanol 
 

Lysepuffer 25 mM HEPES (pH 7,5) / 150 mM NaCl / 5 mM ED-
TA / 5 mM EGTA / 0,1 Vol.-% 2-Mercaptoethanol / 1 
Vol.-% Triton-X100 / 2 mM PMSF 
 

Laemmlipuffer 125 mM NaHPO4/NaH2PO4-Puffer (pH 7,4) / 100 mM 
DL-Dithio-threitol / 20 Vol.-% Glycerin / 4 Gew.-% 
SDS / 0,002 Vol.-% Bromphenolblau 
 

Laufpuffer 25 mM Tris / 190 mM Glycin / 0,1 Gew.-% SDS 
 

Sammelgelpuffer 0,5 mM Tris/HCl (pH 6,8) 
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Trenngelpuffer 
 

1,5 mM Tris/HCl (pH 8,8) 

Transferpuffer 25 mM Tris / 0,2 M Glycin / 20 Vol.-% Methanol (pH 
8,5) 
 

Waschpuffer 
 

TBS (1x) / 0,1 Vol.-% Tween® 20 

PVDF-Membran Immobilon-P Transfer Membrane, Porengröße: 0,45 
μm, Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, 
USA 
 

Rottlerin Die Substanz wurde mit Ethanol verdünnt. Es wurde 
eine Stoffmenge von 1 μM eingesetzt. Sigma-Aldrich 
Laborchemikalien GmbH, Seelze 
 

Streptomycin 
 

PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

Szintillationscocktail Lumasafe™ Plus, Lumac LSC, Groningen, Niederlan-
de 
 

TBS (10x) 
 

100mM Tris/HCl (pH 7,4) / 1,5 M NaCl 

TBST 10 mM Tris/HCl (pH 7,4) / 150 mM NaCl / 0,1 Vol.-% 
Tween® 20 
 

TBSTM 
 

TBST / 5 Gew.-% Milchpulver 

Thrombin 
 

Das verwendete Thrombin war gereinigtes menschli-
ches α-Thrombin. Die Stammlösung mit 2000 U/ml 
war zu 10 μl aliquotiert. 
 

 
Tween® 20 

Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat, Sigma Aldrich 
Chemie GmbH, Steinheim 
 

Y-27632 Der Inhibitor Y-27632 wurde in Wasser gelöst, und es 
wurde eine Stoffmenge von 1 μM eingesetzt. Merck 
KGaA, Darmstadt 
 

Geräte: 
 

 

Blotting-Kammer SEMI-PHOR™, Hoefer Scientific Instruments, San 
Francisco, California, USA 
 

CO2-Brutschrank CO2-Auto-Zero, Heraeus Holding GmbH, Hanau 
 

Fotometer Microplate Reader, Model 550, Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München 
 

Gel- und Laufkammer Bio-Rad Mini PROTEAN™ Elektrophorese-Kammer 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
 

Szintillationsgefäße 
 

Packard Bioscience, Groningen, Niederlande 

Szintillationszähler LS6000IC/LS6500 Szintillationszähler, Beckman 
Coulter, Fullerton, California, USA 
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2.2 Zellen 

Die verwendeten Zellen waren arterielle und venöse glatte Gefäßmuskelzellen des Men-

schen. Diese wurden entweder käuflich erworben oder selbst gezüchtet. Bei den venösen 

glatten Gefäßmuskelzellen handelte es sich um nicht benötigte Reste von Gefäßpräparaten 

der V. saphena von Patienten, die an der hiesigen Klinik für Thorax- und Kardiovaskuläre 

Chirurgie einer kardiovaskulären Bypass-Operation unterzogen wurden. Die Präparation der 

Zellen erfolgte nach der von Fallier-Becker et al. beschriebenen Methode (Fallier-Becker et 

al., 1990), und die Kultivierung der Zellen fand bei einer Temperatur von 37 Grad Celsius 

und einem CO2-Anteil von 5 % statt. Das Nährmedium enthielt folgende Komponenten: A-

minosäuren, Nicht Essenzielle (100x); DMEM; 15 % FBS; 4,5 g/l Glucose; L-Glutamin 

(100x); Natrium-Pyruvat (100 mM); Penicillin G (10 000 U/ml); Streptomycin (10 mg/ml) 

bei einem pH-Wert von 7,4. Alle bei diesen Untersuchungen verwendeten Zellen befanden 

sich zwischen Passage 4 und Passage 9. 

Um aus den aliquotierten Stammlösungen die zur Stimulation benötigten Verdünnungen 

herzustellen, wurde - soweit nicht anders angegeben - eine Lösung aus PBS, BSA und HCl 

verwendet. 0,1 g BSA wurden in 100 ml PBS gelöst und mit 100 μl 37 %iger HCl vermischt.  

 

2.3 Messung der Deoxyribonucleic Acid-Syntheserate (DNA-Syntheserate) 

Die Messung der DNA-Syntheserate wurde durchgeführt, um die mitogene Aktivität von 

Thrombin, bFGF und Cholesterin zu quantifizieren (s. Kap. 2.6.1 bis 2.6.3 und Kap. 3.1 bis 

3.3). Die Quantifizierung der DNA-Syntheserate erfolgt durch die Bestimmung der Einbau-

rate einer radioaktiv markierten Base, des Thymidins. Als radioaktiver Marker dient das Tri-

tium, das sich am Methylrest des Thymidins befindet. Das Methyl-Tritium-Thymidin wan-

delt sich beim Einbau in die DNA der Zelle zu Tritium-5-Hydroxymethyl-2`-Desoxyuridin 

um. Dabei wird ß-minus-Strahlung frei, die mittels Szintillationszähler nachgewiesen und 

gemessen wird. Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden auf 24-Well-Platten aufgebracht und 

zunächst für 48 Stunden mit serumfreiem Medium inkubiert, um ihren Zellzyklus zu syn-

chronisieren. Das serumfreie Medium wurde nach 24 Stunden erneuert; die Volumina betru-

gen 250 μl pro Well. Danach befanden sich die Zellen in der G0-Phase, und es erfolgte die 

Stimulation der Zellen. Nach der Stimulation wurden die Zellen für 20 Stunden im CO2-

Brutschrank inkubiert. Dann wurde das Methyl-Tritium-Thymidin hinzugegeben. Die 

Stammlösung des verwendeten Methyl-Tritium-Thymidins hatte eine Aktivität von 1 

mCi/ml, was einer Radioaktivität von 37,0 MBq/ml entspricht. Es wurde ein Volumen von 



                                                                                                    2 Materialien und Methoden 

 17 

10 μl Methyl-Tritium-Thymidin-Lösung mit einer Aktivität von 1 μCi/ml in jedes Well ge-

geben, so dass in jedem Well eine Aktivität von 0,25 μCi vorhanden war. Danach wurden 

die Zellen vier Stunden lang weiter inkubiert. 

Aufbereitung der glatten Gefäßmuskelzellen: 

Hierzu wurde das Medium aus jedem Well abgesaugt und jedes Well zweimal mit 1 ml eis-

kalter PBS gewaschen. Daraufhin wurden 300 μl eiskalte 0,3 M Perchlorsäure - chemische 

Formel: HClO4 - jedem Well zugesetzt und die Platten 2 Minuten bei Raumtemperatur inku-

biert. HClO4 diente zur Auflösung der Zellen und zur Präzipitation der DNA. Anschließend 

wurde jedes Well einmal mit eiskalter PBS gewaschen, diese wurde dann abgesaugt, und es 

wurden 300 μl 0,1 M Natronlauge - chemische Formel: NaOH - in jedes Well gegeben. Der 

Zusatz von NaOH diente dazu, den durch HClO4 abgefallenen pH-Wert wieder anzuheben 

und die präzipitierte DNA vom Boden der Wells abzulösen. Nach dem Zusatz von NaOH 

wurden die Zellen 45 Minuten lang bei 37 Grad Celsius unter leichtem Schütteln im Wasser-

bad inkubiert. Im Anschluss daran wurde der komplette Inhalt eines jeden Wells in ein Szin-

tillationsröhrchen überführt, dieses mit 4,7 ml Szintillationscocktail aufgefüllt und der Inhalt 

der Röhrchen durchmischt. 

Messung der DNA-Syntheserate: 

Die Messung erfolgte mittels Flüssigkeitsszintillations-Spektrometrie im Szintillationszähler 

als Dreifachbestimmung. Die Radioaktivität wurde als Zerfälle pro Minute (CPM) quantifi-

ziert. Die auftretenden Lichtsignale wurden in jedem Szintillationsröhrchen für jeweils 3 

Minuten gemessen. Für die Auswertung der Experimente wurde die nicht stimulierte Kon-

trolle jeweils gleich 1,00 gesetzt, und alle übrigen Messwerte wurden auf diesen Kontroll-

wert bezogen. 

 

2.4 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) 

Die Methode ELISA wurde zum Nachweis und zur Quantifizierung von bFGF herangezogen 

(s. Kap. 2.6.4 bis 2.6.8 und Kap. 3.4 bis 3.8). 

Aufbereitung der glatten Gefäßmuskelzellen: 

Nach erfolgter Stimulation wurden das serumfreie Medium (500 μl) und die stimulierende 

Substanz (5 μl) aus den einzelnen Wells in Eppendorf-Cups (1,5 ml), in denen sich jeweils 

10 μl PMSF befanden, überführt. PMSF ist ein Protease-Inhibitor und diente dazu, bFGF vor 

Zerstörung durch Proteasen zu bewahren. Die Eppendorf-Cups mit dem Medium wurden 

umgehend bei minus 80 Grad Celsius eingefroren (Medium-Proben). Nach dem Einfrieren 
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wurden die Wells mit je 250 μl Heparin-Waschlösung, die Raumtemperatur besaß, aufge-

füllt. Das Heparin hatte die Aufgabe, den infolge der Stimulation aus den Zellen in die EZM 

freigesetzten Wachstumsfaktor bFGF durch dessen Bindung aus der Matrix herauszuwa-

schen. Die Platten mit der Heparin-Waschlösung wurden für 20 Minuten bei Raumtempera-

tur mit einem Rüttler leicht in Bewegung gehalten. Nach dieser Zeit wurde die Heparin-

Waschlösung in Eppendorf-Cups (1,5 ml), in denen jeweils 5 μl PMSF waren, pipettiert, und 

die Proben wurden umgehend bei minus 80 Grad Celsius eingefroren (Heparin-Proben). Im 

Anschluss daran erfolgte das Waschen der am Boden der Wells haftenden Zellen mit PBS. 

Nach dem Waschen wurden die Zellen im Brutschrank bei plus 37 Grad Celsius mit 250 μl 

Trypsin-EDTA inkubiert. Nachdem die Zellen abgelöst waren, wurden in jedes Well zum 

Trypsin-EDTA 250 μl PBS dazugegeben. Diese Lösung wurde dann in Eppendorf-Cups (1,5 

ml) pipettiert. Anschließend wurden die Zellen, die sich in jeweils 10 μl Volumen befanden, 

mit einer Neubauer-Zählkammer gezählt. Die hierbei ermittelte Zellzahl war zum einen der 

Bezugspunkt bei der Berechnung der von den Zellen aufgrund der Stimulation abgegebenen 

Menge von bFGF und diente zum anderen der Kontrolle, dass die Zellen nicht zerstört wor-

den waren. Im Falle ihrer Zerstörung hätte sich die Zellzahl unversehrter Zellen vermindert. 

Nach der Zählung wurden die Eppendorf-Cups mit der darin enthaltenen Zelllösung 30 Se-

kunden lang bei 5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Durch das Zentrifugieren ent-

stand am Boden der Eppendorf-Cups ein Pellet, ein kleiner Zellhaufen. Der Überstand wurde 

abgesaugt, so dass nur noch das Pellet im Eppendorf-Cup übrig blieb. Um es aufzulösen, 

wurden 250 μl Lysepuffer mit 1 % PMSF auf es gegeben. Durch das Auflösen wurden alle 

intrazellulären Bestandteile freigesetzt. Schließlich wurde der Inhalt der Eppendorf-Cups 

durch Schütteln gemischt, und die Proben wurden bei minus 80 Grad Celsius eingefroren 

(Lysat-Proben). 

Nachweis und Quantifizierung von bFGF: 

Der Nachweis und die Quantifizierung von bFGF, dem zu bestimmenden Antigen, erfolgte 

mit Quantikine® Human FGF basic Immunoassay bei Raumtemperatur. 

Zunächst wurden die Standards für die Eichgerade hergestellt. Dazu wurde FGF basic Stan-

dard in 2 ml Calibrator Diluent RD5-14 aufgelöst. Dadurch entstand eine Stammlösung, die 

640 pg bFGF/ml Calibrator Diluent RD5-14 enthielt (im Folgenden: pg bFGF/ml Calibrator 

Diluent RD5-14 = pg/ml). 500 μl dieser Stammlösung wurden in ein Eppendorf-Cup, in dem 

500 μl Calibrator Diluent RD5-14 vorgelegt waren, pipettiert und gründlich gemischt. Durch 

diesen Verdünnungsschritt entstand eine Lösung von 320 pg/ml. Aus dieser Lösung wurden 
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500 μl in einem weiteren Eppendorf-Cup mit 500 μl Calibrator Diluent RD5-14 gemischt. 

Die neue Lösung enthielt 160 pg/ml. Diese Verdünnungen im Verhältnis 1:2 wurden so lan-

ge fortgesetzt, bis eine Lösung von 10 pg/ml hergestellt war. Die zur Erstellung der Eichge-

rade verwendeten Standards enthielten also 10, 20, 40, 80, 160, 320 und 640 pg/ml. Als 

Nullstandard diente Calibrator Diluent RD5-14. Der nächste Arbeitsschritt bestand darin, in 

jedes Well, in dem die Standards und Proben gemessen werden sollten, 100 μl Assay Diluent 

RD1-43 vorzulegen. Danach wurden in die so vorbereiteten Wells die Standards und Proben 

auf das Assay Diluent RD1-43 pipettiert. Eingesetzt wurden 100 μl der Standards und Pro-

ben, bei der Messung der Proben des Zell-Lysats jedoch nur 2 μl. Die im Vergleich zu den 

anderen Proben in den Wells mit den Proben des Zell-Lysats fehlenden 98 μl wurden durch 

Calibrator Diluent RD5-14 ausgeglichen. Nach dem Aufbringen der Standards und Proben 

wurden die Wells für 2 Stunden inkubiert. In dieser Zeit wurde bFGF - sofern in den Proben 

vorhanden - vom ersten Antikörper gebunden. Nach den 2 Stunden wurden die Wells ent-

leert und mit Waschpuffer gewaschen. Dann wurden 200 μl FGF basic Conjugate - das ist 

der zweite Antikörper - in jedes Well gefüllt, und es folgte wiederum eine zweistündige In-

kubation. Nach dem letzten Waschschritt wurden in jedes Well 200 μl Substrate Solution mit 

einer Multi-Well-Pipette pipettiert. Die Substrate Solution setzte sich aus gleichen Anteilen 

von Color Reagent A und Color Reagent B zusammen. Nach Zugabe der Substrate Solution 

lief die enzymatische Reaktion ab. Nach einer halben Stunde - das Vorhandensein von bFGF 

wurde durch eine blaue Färbung der in den Wells sich befindenden Substrate Solution ange-

zeigt - wurden in jedes Well 50 μl Stop Solution mit einer Multi-Well-Pipette gegeben. Die 

Zugabe der Stop Solution beendete den Ablauf der enzymatischen Reaktion und bewirkte 

einen Wechsel der Färbung von blau nach gelb. Unmittelbar nach Zugabe der Stop Solution 

wurde die Messung der Extinktion mittels eines Fotometers, an das ein PC mit Bio-Rad-

Microplate Software angeschlossen war, durchgeführt. Die fotometrische Bestimmung der 

Proben erfolgte bei einer Wellenlänge von 595 nm. Das Programm erstellte einen Raw Data 

Report mit der für jedes Well gemessenen Extinktion und einen Curve Fit Report, der zum 

einen die erstellte Eichgerade und zum anderen die Werte der Extinktion beinhaltete, von 

denen jeweils die für das Well des Nullwertes gemessene Extinktion subtrahiert und denen 

eine Antigenmenge in pg/ml zugeordnet worden war. Da für jede Probe eine Doppelbestim-

mung durchgeführt wurde, wurde aus den beiden vom PC-Programm angegebenen Anti-

genmengen in pg/ml der Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert wurde bei den Medium- und 

Heparin-Proben der venösen glatten Gefäßmuskelzellen mit dem Faktor 2,5 multipliziert, da 
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er die Antigenmenge für 100 μl angab, in jedem Well sich jedoch 250 μl Heparin-Wasch-

lösung befanden, und anschließend durch 4 dividiert, um die Antigenmenge in pg zu erhal-

ten. Der so gewonnene Wert wurde durch die bei der Gewinnung der Proben ermittelte Zell-

zahl in den einzelnen Wells dividiert und dann mit 106 multipliziert. So erhält man zunächst 

das von einer Zelle und dann das von einer Million Zellen abgegebene bFGF in pg. 

 

2.5 Western-Blotting-Methode 

Die Western-Blotting-Methode wurde herangezogen, um eine Phosphorylierung von ERK 

1/2 in mit Cholesterin vorbehandelten und mit Thrombin stimulierten glatten Gefäßmuskel-

zellen darzustellen und zu quantifizieren (s. Kap. 2.6.9 und Kap. 3.9). 

Aufbereitung der glatten Gefäßmuskelzellen: 

Nach Stimulation der glatten Gefäßmuskelzellen wurde das serumfreie Medium (500 μl) aus 

den Wells abgesaugt, und die einzelnen Wells wurden mit PBS gewaschen. Im Anschluss 

daran wurden in jedes Well 40 μl Lysepuffer und 20 μl Laemmli-Puffer (2x) pipettiert. Die 

beiden Puffer bewirkten eine Zell-Lyse. Das Zell-Lysat wurde mit einem Zellschaber vom 

Boden der Kulturplatten abgelöst, in Eppendorf-Cups (1,5 ml) überführt und dann 5 Minuten 

lang bei plus 95 Grad Celsius erhitzt. Durch das Erhitzen denaturierten die Proteine. Vor-

handene Disulfidbrücken wurden reduktiv gespalten, die Proteine linearisiert und negativ 

aufgeladen. Nach 30-sekündigem Zentrifugieren wurden die Proben bei minus 20 Grad Cel-

sius eingefroren. Vor der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden die Proben 

auf plus 95 Grad Celsius erhitzt. 

Elektrophoretische Auftrennung der Proteine: 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach dem Prinzip der Gelelektrophorese (Laemmli 

1970). Dazu wurden zwei verschiedene Gele gegossen: Trenngel und Sammelgel. Ein 

Trenngel enthielt: 1,875 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris), pH 8,8; 3,05 ml Wasser, 2,5 ml 30 

%ige Acrylamid-Lösung; 0,075 ml 10 %ige SDS-Lösung; 0,075 ml 10 %ige APS-Lösung; 

0,014 ml TEMED. Ein Sammelgel hatte folgende Bestandteile: 0,625 ml Sammelgelpuffer 

(0,5 M Tris), pH 6,8; 1,5375 ml Wasser; 0,3125 ml 30 %ige Acrylamid-Lösung; 0,025 ml 10 

%ige SDS-Lösung; 0,025 ml 10 %ige APS-Lösung; 0,0035 ml TEMED. Im elektrischen 

Feld der Laufkammer erfolgte die Auftrennung der Proteine (Silbey et al., 2005). Zunächst 

bildete sich im Sammelgel eine als blaue Linie sichtbare Proteinfront. Nach ungefähr 20 Mi-

nuten stieß diese Proteinfront auf das Trenngel, in dem die Proteine aufgetrennt wurden. 
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Nach dem Gellauf waren die aufgetrennten Proteine des Proteinmarkers als bunte Banden im 

Gel sichtbar. 

Proteintransfer: 

Die im Trenngel aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-Membran aufgebracht. Die-

se Membran wurde zunächst 10 Sekunden in Methanol gelegt, danach 10 Sekunden in Was-

ser geschwenkt und schließlich in Blotting-Puffer resp. Transfer-Puffer getränkt. Der Prote-

intransfer vom Trenngel auf die Membran erfolgte ca. 50 Minuten lang in einer Blotting-

Kammer im Semi-Dry-Verfahren bei einer Spannung von ca. 12 V und einer Stromstärke 

von 600 mA.  

Behandlung der Membranen mit Antikörpern: 

Die geblotteten Membranen wurden für eine Stunde in TBSTM gewaschen. Dadurch wurde 

die Blockade unspezifischer Bindungsstellen bewirkt. Nach Abschütten von TBSTM wurden 

die Membranen mit dem entsprechend der Herstelleranweisung verdünnten Erstantikörper 

bei plus 4 Grad Celsius über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde der Erstantikörper 

abgeschüttet, und jede Membran wurde dreimal für jeweils 20 Sekunden in TBST(1x) gewa-

schen. Danach wurde für 45 Minuten der Zweitantikörper, der an den Erstantikörper bindet, 

aufgetragen. Nach der Inkubation mit dem Zweitantikörper wurde dieser abgeschüttet, und 

die Membran wurde dreimal für jeweils 20 Minuten in TBST(1x) gewaschen. 

Behandlung der Membranen mit Luminol und Belichtung von Fotopapieren: 

Auf jede Membran, an die Erst- und Zweitantikörper gebunden waren, wurde 1 ml Luminol 

aufgetragen, das am Zweitantikörper eine Lichtreaktion hervorrief. Nach 5 Minuten wurden 

in der Dunkelkammer Fotopapiere durch Auflegen auf die Membranen belichtet, und dann 

wurden sie entwickelt, gewaschen und fixiert. Die Belichtung erfolgte je nach der Stärke des 

Lichtsignals in einem Zeitraum von 15 Sekunden bis zu 45 Minuten. Danach waren auf dem 

Fotopapier Banden sichtbar. Anschließend erfolgte die Auswertung der Banden durch Mes-

sung ihrer optischen Dichte und Vergleich der Messwerte mittels Quantity One Software 

(Version 4.1.1, Bio-Rad Laboratories GmbH, München). 

 

2.6 Versuchsprotokolle 

Es folgt die Beschreibung der Experimente zur Messung der DNA-Syntheserate (s. Kap. 

2.6.1 bis 2.6.3). Im Anschluss daran werden die Experimente vorgestellt, deren Probenaus-

wertung mittels ELISA erfolgte (s. Kap. 2.6.4 bis 2.6.8). Und schließlich wird auf das Expe-
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riment eingegangen, bei dem die Western-Blotting-Methode angewendet wurde (s. Kap. 

2.6.9). 

 

2.6.1 Einfluss von Thrombin auf die DNA-Syntheserate 

Venöse glatte Gefäßmuskelzellen wurden in einer Dichte von 10 000 Zellen/Well auf 24-

Well-Platten ausgesät. Waren die Zellen konfluent gewachsen, wurden sie 20 Stunden vor 

Zugabe von Methyl-Tritium-Thymidin und 24 Stunden vor Messung der DNA-Syntheserate 

mit den folgenden Substanzen stimuliert: Thrombin (3 U/ml); Thrombin (3 U/ml) + Anti-

bFGF (Konzentration: 3, 10, 30 und 100 μg/ml); Thrombin (3 U/ml) + IgG (30 μg/ml); 

Thrombin (3 U/ml) + Heparin (100 μg/ml); Anti-bFGF (30 μg/ml); IgG (30 μg/ml); 

Heparin (100 μg/ml). 

 

2.6.2 Einfluss von bFGF auf die DNA-Syntheserate 

Das Aussäen und die Stimulation der Zellen erfolgten wie für Thrombin beschrieben (s. Kap. 

2.6.1). Bezüglich des Einflusses von bFGF auf die DNA-Syntheserate wurde der Effekt fol-

gender Substanzen untersucht: bFGF (1 ng/ml); bFGF (1 ng/ml) + Anti-bFGF (30 μg/ml); 

bFGF (1 ng/ml) + IgG (30 μg/ml); bFGF (1 ng/ml) + Heparin (100 μg/ml); Anti-bFGF (30 

μg/ml); IgG (30 μg/ml); Heparin (100 μg/ml). 

 

2.6.3 Einfluss von Cholesterin auf die DNA-Syntheserate 

Arterielle glatte Gefäßmuskelzellen wurden in einer Dichte von 10 000 Zellen/Well auf 24-

Well-Platten ausgesät. Waren die Zellen konfluent gewachsen, erfolgte ihre Stimulation mit 

Thrombin (3 U/ml), Anti-bFGF (30 μg/ml) und IgG (30 μg/ml). 24 Stunden vor Stimulation 

wurden die Zellen in den jeweiligen Wells mit Cholesterin (10 μg/ml)oder mit Methyl-ß-

Cyclodextrin (10 μg/ml) behandelt. 20 Stunden nach Stimulation und 4 Stunden vor Mes-

sung der DNA-Syntheserate wurde Methyl-Tritium-Thymidin in die Wells hinzugegeben. 

Bezüglich des Einflusses auf die DNA-Syntheserate wurde der Effekt folgender Substanzen 

untersucht: Cholesterin; Methyl-ß-Cyclodextrin; Thrombin; Thrombin + Cholesterin; 

Thrombin + Methyl-ß-Cyclodextrin; Thrombin+ Anti-bFGF; Thrombin + Cholesterin + An-

ti-bFGF; Thrombin + Methyl-ß-Cyclodextrin + Anti-bFGF; Thrombin + IgG; Thrombin + 

Cholesterin + IgG; Thrombin + Methyl-ß-Cyclodextrin + IgG; Anti-bFGF; Cholesterin + 

Anti-bFGF; Methyl-ß-Cyclodextrin + Anti-bFGF; IgG; Cholesterin + IgG; Methyl-ß-

Cyclodextrin + IgG. 
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2.6.4 Zeitverlauf des Anstiegs der Freisetzung von bFGF  

Venöse glatte Gefäßmuskelzellen wurden in einer Dichte von 40 000 Zellen/Well auf 12-

Well-Platten ausgesät. Waren die Zellen konfluent gewachsen, wurde Thrombin (3 U/ml) in 

den zeitlichen Abständen von 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten sowie von 1, 2, 4, 8, 16 und 24 

Stunden hinzugegeben. 

 

2.6.5 Beteiligung der PARs an der Freisetzung von bFGF 

Venöse glatte Gefäßmuskelzellen wurden in einer Dichte von 40 000 Zellen/Well auf 12-

Well-Platten ausgesät. Waren die Zellen konfluent gewachsen, erfolgte ihre Stimulation mit 

PAR-1-AP, PAR-2-AP, PAR-3-AP oder PAR-4-AP - und zwar mit jeweils 100 μM über 

einen Zeitraum von je 10 Minuten.  

 

2.6.6 Einfluss von Y-27632 auf die Freisetzung von bFGF 

Venöse glatte Gefäßmuskelzellen wurden in einer Dichte von 40 000 Zellen/Well auf 12-

Well-Platten ausgesät. Waren die Zellen konfluent gewachsen, wurden sie für 10 Minuten 

mit Thrombin stimuliert. Die Eppendorf-Cups, in denen sich der lichtempfindliche Inhibitor 

befand, waren mit Alufolie umwickelt. Für die Zeit der Zugabe wurde der Raum abgedun-

kelt. Und die Zellen wurden 1 Stunde lang mit dem Inhibitor vorbehandelt. Folgende Proben 

wurden gewonnen: Thrombin (3 U/ml); Thrombin (3 U/ml) + Y-27632 (1 μM); Y-27632 (1 

μM). 

 

2.6.7 Einfluss von Rottlerin auf die Freisetzung von bFGF 

Das Aussäen und die Stimulation der Zellen wurden wie für Y-27632 beschrieben durchge-

führt (s. Kap. 2.6.6). Folgende Proben wurden gewonnen: Thrombin (3 U/ml); Thrombin (3 

U/ml) + Rottlerin (1 μM); Rottlerin (1 μM). 

 

2.6.8 Einfluss von Cholesterin auf die Freisetzung von bFGF 

Venöse und arterielle glatte Gefäßmuskelzellen wurden in einer Dichte von 40 000 Zel-

len/Well auf 12-Well-Platten ausgesät. Waren die Zellen konfluent gewachsen, wurden sie 

24 Stunden lang mit Cholesterin (10 μg/ml) oder Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) vorbe-

handelt. Die mit Cholesterin vorbehandelten venösen glatten Gefäßmuskelzellen, bei denen 

der Einfluss der Inhibitoren Y-27632 (1 μM) und Rottlerin (1 μM) auf die Freisetzung von 

bFGF untersucht werden sollte, wurden für 1 Stunde mit den Inhibitoren behandelt und dann 
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für 10 Minuten mit Thrombin (3 U/ml) stimuliert. Folgende Proben wurden gewonnen: 

Thrombin; Cholesterin; Thrombin + Cholesterin; Thrombin + Cholesterin + Y-27632; 

Thrombin + Cholesterin + Rottlerin; Thrombin + Methyl-ß-Cyclodextrin; Methyl-ß-

Cyclodextrin. 

 

2.6.9 Einfluss von Thrombin und Cholesterin auf die ERK 1/2-Phosphorylierung 

Venöse glatte Gefäßmuskelzellen wurden in einer Dichte von 40 000 Zellen/Well auf 12-

Well-Platten ausgesät. Waren die Zellen konfluent gewachsen, wurden sie für 24 Stunden 

mit Cholesterin (10 μg/ml) oder mit Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) inkubiert. Die Stimu-

lation der Zellen mit Thrombin (3 U/ml) erfolgte in zeitlichen Abständen von 5 und 15 Mi-

nuten und von 4 Stunden. Folgende Proben wurden gewonnen: Cholesterin; Methyl-ß-

Cyclodextrin; Thrombin; Thrombin + Cholesterin; Thrombin + Methyl-ß-Cyclodextrin. 

 

2.7 Statistische Auswertung 

Die im Ergebnisteil (s. Kap. 3) in Balkendiagrammen dargestellten Daten basieren auf min-

destens drei voneinander unabhängigen Experimenten. Die Messdaten sind als Mittelwerte + 

Standardfehler des Mittelwertes der Einzelexperimente (SEM) angegeben. Das Signifikanz-

niveau p für α ist mindestens 0,05. Die Signifikanzunterschiede zwischen den einzelnen 

Versuchsgruppen wurden mittels One Way Analysis of Variance (ANOVA) und anschlie-

ßenden Bonferroni-Tests überprüft. Die statistische Auswertung der Experimente wurde mit 

dem Software Programm GraphPad Prism (GraphPad Software, Version 4.0, San Diego, 

California, USA) vorgenommen. 

In den folgenden Abbildungen werden die p-Werte folgendermaßen dargestellt: „n.s“ > 0,05, 

* < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Einfluss von Thrombin auf die DNA-Syntheserate 

Die Stimulation venöser glatter Gefäßmuskelzellen mit Thrombin (3 U/ml) führt zu einer 

signifikanten Steigerung der DNA-Syntheserate der Zellen. Die Zugabe eines Antikörpers, 

der gegen den Wachstumsfaktor bFGF gerichtet ist und dessen Wirkung neutralisiert - Anti-

bFGF (30 μg/ml, 100 μg/ml) -, senkt die durch Thrombin hervorgerufene Steigerung der 

DNA-Syntheserate (s. Abb. 4). 
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Abb. 4: Einfluss von Thrombin (3 U/ml) auf die DNA-Syntheserate venöser glatter Gefäßmuskelzellen. Die 

Inkubation der glatten Gefäßmuskelzellen mit dem Antikörper Anti-bFGF (30 μg/ml, 100 μg/ml) 
senkt die Thrombin-induzierte DNA-Syntheserate. Thrombin entfaltet seine mitogene Aktivität 
durch den Wachstumsfaktor bFGF. n = 4  

 

Die Inkubation der Zellen mit IgG (30 μg/ml), einem unspezifischen Antikörper, hat keinen 

Einfluss auf die DNA-Syntheserate, da Thrombin diese in An- wie in Abwesenheit von IgG 

signifikant steigert. Heparin (100 μg/ml), das den Wachstumsfaktor bFGF bindet und durch 

diese Bindung inaktiviert, verhindert den durch Thrombin ausgelösten Anstieg der DNA-

Syntheserate. Die alleinige Inkubation der Zellen mit Anti-bFGF (30 μg/ml), IgG (30 μg/ml) 

oder Heparin (100 μg/ml) diente zur Kontrolle. Keine dieser Substanzen übt jedoch einen 

mitogenen Effekt aus. 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die von Thrombin hervorgerufene Steigerung der 

DNA-Syntheserate venöser glatter Gefäßmuskelzellen durch die mitogene Aktivität des 

Wachstumsfaktors bFGF vermittelt wird. 



3 Ergebnisse 

26  

3.2 Einfluss von bFGF auf die DNA-Syntheserate 

Die Stimulation venöser glatter Gefäßmuskelzellen mit bFGF (1 ng/ml) führt zu einer signi-

fikanten Steigerung der DNA-Syntheserate der Zellen. Werden die mit bFGF stimulierten 

Zellen zusätzlich mit dem Antikörper Anti-bFGF (30 μg/ml), der die Wirkung von bFGF 

neutralisiert, behandelt, kommt es zu einer signifikanten Senkung der DNA-Syntheserate (s. 

Abb. 5). 

0

1

2

3

4

5

6

** *
*

Kontrolle bFGF bFGF +
  IgG

      bFGF +
Anti-bFGF 30

 bFGF +
Heparin

  Anti-
bFGF 30

IgG Heparin

C
PM

s 
al

s 
Vi

el
fa

ch
e 

de
r K

on
tro

lle

 
Abb. 5: Einfluss von bFGF (1 ng/ml) auf die DNA-Syntheserate venöser glatter Gefäßmuskelzellen. bFGF 

besitzt eine mitogene Aktivität und steigert die DNA-Syntheserate glatter Gefäßmuskelzellen. n = 4 
 

Die Inkubation der Zellen mit dem unspezifischen Antikörper IgG (30 μg/ml) beeinflusst die 

mitogene Aktivität der Zellen nach Stimulation mit bFGF (1 ng/ml) nicht. Vielmehr steigert 

der Wachstumsfaktor bFGF die DNA-Syntheserate in An- wie in Abwesenheit von IgG sig-

nifikant. Heparin (100 μg/ml), das bFGF bindet und infolgedessen inaktiviert, hemmt die 

mitogene Wirkung von bFGF. Die Inkubation der Zellen nur mit dem spezifischen Antikör-

per Anti-bFGF (30 μg/ml), mit dem unspezifischen Antikörper IgG (30 μg/ml) und mit He-

parin (100 μg/ml), die zur Kontrolle eines die Proliferation steigernden Effektes der Sub-

stanzen durchgeführt wurden, hat keinen Einfluss auf die DNA-Syntheserate. Diese Ergeb-

nisse belegen, dass der Wachstumsfaktor bFGF die Zellen zur Proliferation anregt. 

 

3.3 Einfluss von Cholesterin auf die DNA-Syntheserate 

Werden arterielle glatte Gefäßmuskelzellen für einen Zeitraum von 24 Stunden mit Choles-

terin (10 μg/ml) vorbehandelt, so weisen sie im Gegensatz zu nicht vorbehandelten Zellen 

(Kontrolle) eine leichte Erhöhung der DNA-Syntheserate auf (s. Abb. 6). 
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Abb. 6: Verstärkung der Thrombin-induzierten (3 U/ml) Steigerung der DNA-Syntheserate arterieller glatter 

Gefäßmuskelzellen durch Cholesterin (10 μg/ml). Cholesterin fördert unter Vermittlung des Wachs-
tumsfaktors bFGF die Thrombin-induzierte Steigerung der DNA-Syntheserate. n = 8 

 

Die Thrombinstimulation (3 U/ml) der mit Cholesterin (10 μg/ml) vorbehandelten Zellen 

führt zu einer Steigerung der DNA-Syntheserate, die signifikant höher ist als die durch 

Thrombin (3 U/ml) hervorgerufene Steigerung der DNA-Syntheserate an nicht vorbehandel-

ten Zellen. Werden die Zellen 24 Stunden lang mit Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) vor-

behandelt, vermindert sich die durch Stimulation mit Thrombin (3 U/ml) hervorgerufene 

Steigerung der DNA-Syntheserate leicht. Cholesterin verstärkt also die mitogene Wirkung 

von Thrombin massiv. 

Werden die mit Cholesterin (10 μg/ml) vorbehandelten Zellen zusätzlich mit dem Antikörper 

Anti-bFGF (30 μg/ml) inkubiert, dann wird die Thrombin-induzierte Steigerung der DNA-

Syntheserate signifikant gesenkt. Die gleiche Wirkung von Anti-bFGF (30 μg/ml) lässt sich 

bei den nicht vorbehandelten Zellen nach deren Stimulation mit Thrombin (3 U/ml) beob-

achten. Bei den mit Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) vorbehandelten Zellen beeinflusst der 

spezifische Antikörper Anti-bFGF (30 μg/ml) die DNA-Syntheserate nach Stimulation mit 

Thrombin (3 U/ml) nicht. Die Verstärkung der Thrombin-induzierten DNA-Syntheserate 

durch Cholesterin wird also durch den Wachstumsfaktor bFGF bewirkt. 

Die Inkubation der Zellen mit dem unspezifischen Antikörper IgG (30 μg/ml) diente zur 

Kontrolle der spezifischen Wirkung von Anti-bFGF. IgG beeinflusst die Thrombin-

induzierte Steigerung der DNA-Syntheserate nicht. Zudem hat weder die alleinige Inkubati-

on der Zellen mit Anti-bFGF (30 μg/ml) noch die mit IgG (30 μg/ml) einen Einfluss auf die 



3 Ergebnisse 

28  

DNA-Syntheserate von entweder unbehandelten oder mit Cholesterin (10 μg/ml) oder mit 

Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) vorbehandelten Zellen. 

 

3.4 Zeitverlauf des Anstiegs der Freisetzung von bFGF 

Die in der EZM venöser glatter Gefäßmuskelzellen messbare Menge des Wachstumsfaktors 

bFGF ist abhängig von der Stimulationsdauer der Zellen mit Thrombin (s. Abb. 7).  
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Abb. 7: Zeitverlauf der Freisetzung von bFGF in Abhängigkeit von der Stimulationsdauer venöser glatter 

Gefäßmuskelzellen mit Thrombin (3 U/ml). Die Freisetzung von bFGF ist nach 10- und nach 15-
minütiger Thrombinstimulation am höchsten. n = 5 

 

Nach 30-minütiger und 20-minütiger Thrombinstimulation (3 U/ml) steigt die Menge des 

Wachstumsfaktors bFGF an. Nach 15 Minuten und 10 Minuten ist die Menge von bFGF in 

der EZM signifikant am höchsten. Deshalb wurde auch das Zeitintervall der Stimulation von 

10 Minuten in den folgenden Experimenten beibehalten (s. Kap. 3.5 bis 3.9). Die Stimulati-

on der Zellen über 5 Minuten sowie über längere Zeitintervalle - von 1 Stunde bis zu 24 

Stunden - bewirkt keinen signifikanten Anstieg von bFGF in der EZM. 

Die im Zellmedium gemessenen Mengen von bFGF sind nach einer Stimulation der venösen 

glatten Gefäßmuskelzellen mit Thrombin (3 U/ml) von 15 Minuten, 1 Stunde, 4, 8 und 24 

Stunden Dauer weitgehend gleich (s. Abb. 8). 
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Abb. 8: Im Zellmedium gemessene Menge von bFGF nach ausgewählten Zeiträumen der Stimulation venö-

ser glatter Gefäßmuskelzellen mit Thrombin (3 U/ml). n = 3 
 
Auch die im Zell-Lysat gemessenen Mengen von bFGF sind nach einer Stimulation der ve-

nösen glatten Gefäßmuskelzellen mit Thrombin (3 U/ml) von 15 Minuten, 1 Stunde, 4, 8 und 

24 Stunden Dauer weitgehend gleich (s. Abb. 9). 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

Kontrolle 15 1 4 8 24

Minuten Stunden

bF
G

F 
(n

g)
 / 

10
6  Z

el
le

n

 
Abb. 9: Im Zell-Lysat gemessene Menge von bFGF nach ausgewählten Zeiträumen der Stimulation venöser 

glatter Gefäßmuskelzellen mit Thrombin (3 U/ml). n = 3 
 

Der Zeitverlauf des Anstiegs der Freisetzung von bFGF venöser glatter Gefäßmuskelzellen 

ist - qualitativ betrachtet - mit dem von arteriellen glatten Gefäßmuskelzellen identisch. Ar-

terielle glatte Gefäßmuskelzellen weisen jedoch - quantitativ gesehen - in ihrer EZM größere 

Mengen des Wachstumsfaktors auf (Rauch et al., 2005). 
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3.5 Beteiligung der PARs an der Freisetzung von bFGF 

Die 10-minütige Stimulation venöser glatter Gefäßmuskelzellen mit PAR-APs führt zu ei-

nem signifikanten Anstieg von bFGF. Die Aktivierung von PAR-4 mit 100 μM PAR-4-AP 

führt ebenfalls zu einem Anstieg von bFGF. 

Die als Kontrolle durchgeführte Aktivierung von PAR-2 mit 100 μM PAR-2-AP bewirkt 

keinen Anstieg von bFGF in der EZM. Thrombin ist an glatten Gefäßmuskelzellen ein Ago-

nist für PAR-1, PAR-3 und PAR-4 und entfaltet über diese Rezeptoren sein breites Wir-

kungsspektrum. PAR-2 hingegen ist ein Rezeptor für andere Proteasen. Aus diesem Grund 

war zu erwarten und hat sich bestätigt, dass die selektive Aktivierung von PAR-2 mit PAR-

2-AP keinen Anstieg von bFGF in der EZM hervorruft (s. Abb. 10). 
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Abb. 10: Freisetzung von bFGF durch selektive 10-minütige Stimulation von PAR-1, PAR-3 und PAR-4. Die 

selektive Aktivierung von PAR-2, der kein Thrombinrezeptor ist, führt nicht zur Freisetzung von 
bFGF. n = 4 

 

Bestandteil der PAR-1 nachgeschalteten Signaltransduktionskaskade sind mitunter die Rho-

assoziierten Proteinkinasen, die mit Y-27632 selektiv gehemmt werden können, und die 

PKC δ, für die Rottlerin ein selektiver Hemmstoff ist. Sollten diese Enzyme an der Freiset-

zung von bFGF nach Stimulation glatter Gefäßmuskelzellen mit Thrombin beteiligt sein, 

müsste sich durch die selektive Hemmung dieser Enzyme die Freisetzung des Wachstums-

faktors unterdrücken lassen (s. Kap. 3.6 und 3.7). 

 

3.6 Einfluss von Y-27632 auf die Freisetzung von bFGF 

Die 1-stündige Vorbehandlung venöser glatter Gefäßmuskelzellen mit dem selektiven Inhi-

bitor Rho-assoziierter Proteinkinasen Y-27632 (1 μM) hat zur Folge, dass die Thrombin-
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induzierte Freisetzung des Wachstumsfaktors bFGF vollständig unterdrückt wird. Die in der 

EZM der mit Y-27632 vorbehandelten und im Anschluss daran mit Thrombin stimulierten 

Zellen gemessene Menge von bFGF ist genau so hoch wie die Menge von bFGF in der EZM 

unbehandelter und nicht stimulierter Zellen (Kontrolle). Die alleinige Vorbehandlung mit Y-

27632 verändert die in der EZM zu messende Menge von bFGF nicht (s. Abb. 11). 
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Abb. 11: Hemmung der Thrombin-induzierten Freisetzung von bFGF durch Blockade der Rho-assoziierten 

Proteinkinasen mit Y-27632 (1 μM). n = 4 
 

Um auszuschließen, dass durch eine der eingesetzten Substanzen Zellen geschädigt wurden 

und dadurch eine Freisetzung von bFGF erfolgte, wurden die Zellen gezählt. Dabei zeigte 

sich, dass die Zellzahlen in allen Wells gleich geblieben sind (s. Abb.12). 
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Abb. 12: Darstellung der in den einzelnen Wells ermittelten Zellzahlen. n = 4 
 

Wären die Zellen durch die Vorbehandlung oder Stimulation mit einer Substanz - insbeson-

dere mit dem zytotoxischen Inhibitor Y-27632 - geschädigt worden, hätte dies zu einer ver-

minderten Zellzahl in den entsprechenden Wells geführt. 



3 Ergebnisse 

32  

3.7 Einfluss von Rottlerin auf die Freisetzung von bFGF 

Werden venöse glatte Gefäßmuskelzellen für 1 Stunde mit dem selektiven Hemmstoff der 

PKC δ Rottlerin (1 μM) inkubiert und anschließend für 10 Minuten mit Thrombin (3 U/ml) 

stimuliert, wird die Thrombin-induzierte Freisetzung von bFGF vollständig unterdrückt (s. 

Abb. 13). 
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Abb. 13: Hemmung der Thrombin-induzierten Freisetzung von bFGF durch Blockade der PKC δ mit Rottlerin 

(1 μM). n = 4 
 

Die in der EZM der mit Rottlerin vorbehandelten und mit Thrombin stimulierten Zellen ge-

messene Menge des Wachstumsfaktors bFGF ist genau so hoch wie die Menge von bFGF in 

der EZM unbehandelter und nicht stimulierter Zellen (Kontrolle). Die alleinige Vorbehand-

lung der Zellen mit Rottlerin hat also keinen Einfluss auf die Menge von bFGF in der EZM. 

Die in den einzelnen Wells ermittelten Zellzahlen sind gleich; mithin sind etwaige Störein-

flüsse durch Vorbehandlung und Stimulation der Zellen auszuschließen (s. Abb. 14). 
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Abb. 14: Darstellung der in den einzelnen Wells ermittelten Zellzahlen. n = 4 
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3.8 Einfluss von Cholesterin auf die Freisetzung von bFGF 

Werden venöse glatte Gefäßmuskelzellen für 24 Stunden mit Cholesterin (10 μg/ml) vorbe-

handelt, ist im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Kontrolle) ein signifikanter Anstieg des 

Wachstumsfaktors bFGF in der EZM messbar (s. Abb. 15). 
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Abb. 15: Einfluss von Cholesterin (10 μg/ml) auf die Freisetzung von bFGF aus venösen glatten Gefäßmus-

kelzellen. Cholesterin setzt den Wachstumsfaktor bFGF frei. Es verstärkt die Thrombin-induzierte 
bFGF-Freisetzung. Methyl-ß-Cyclodextrin (MßC, 10 μg/ml) hat keinen Einfluss auf die bFGF-
Freisetzung. n = 3 

 

Durch Stimulation der mit Cholesterin (10 μg/ml) vorbehandelten Zellen mit Thrombin (3 

U/ml) für 10 Minuten erhöht sich die Freisetzung von bFGF zusätzlich. Die alleinige Be-

handlung mit Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) für 24 Stunden verändert die in der EZM 

gemessene Menge von bFGF in keinem nennenswerten Ausmaß. Nach Vorbehandlung der 

Zellen mit Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) für 24 Stunden und anschließender Stimulati-

on mit Thrombin (3 U/ml) für 10 Minuten tritt keine Freisetzung des Wachstumsfaktors 

bFGF in die EZM auf. Cholesterin setzt also den Wachstumsfaktor bFGF aus venösen glat-

ten Gefäßmuskelzellen frei. 

Um eine etwaige Zellschädigung durch eine der eingesetzten Substanzen und eine dadurch 

bedingte Freisetzung von bFGF auszuschließen, wurden bei der Durchführung der Experi-

mente die Zellen in den einzelnen Wells wiederum gezählt (s. Abb. 16). 
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Abb. 16: Darstellung der in den einzelnen Wells ermittelten Zellzahlen, MßC = Methyl-ß-Cyclodextrin, n = 3 
 

Da die Zellzahlen in den einzelnen Wells gleich geblieben sind, ist zu folgern, dass es zu 

keiner Zerstörung von Zellen gekommen ist. 

Für arterielle glatte Gefäßmuskelzellen sind ähnliche Ergebnisse zu verzeichnen wie für die 

venösen glatten Gefäßmuskelzellen. Auch bei ihnen führt die alleinige Vorbehandlung mit 

Cholesterin (10 μg/ml) über einen Zeitraum von 24 Stunden zu einem Anstieg von bFGF in 

der EZM der Zellen (s. Abb. 17).  
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Abb. 17: Einfluss von Cholesterin (10 μg/ml) auf die Freisetzung von bFGF aus arteriellen glatten Gefäßmus-

kelzellen. Auch an arteriellen glatten Gefäßmuskelzellen verstärkt Cholesterin die Thrombin-
induzierte bFGF-Freisetzung. Methyl-ß-Cyclodextrin (MßC, 10 μg/ml) hat keinen Einfluss auf die 
bFGF-Freisetzung. n = 6 

 

Dieser durch Cholesterin vermittelte Effekt kann durch zusätzliche Stimulation der Zellen 

mit Thrombin (3 U/ml) von 10 Minuten Dauer gesteigert werden. Eine alleinige Behandlung 

der Zellen mit Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) von 24 Stunden Dauer verändert die in der 
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EZM gemessene Menge des Wachstumsfaktors bFGF nicht. Die Vorbehandlung der Zellen 

mit Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) über einen Zeitraum von 24 Stunden hebt die auf eine 

Stimulation mit Thrombin (3 U/ml) von 10 Minuten Dauer folgende Freisetzung von bFGF 

auf. 

Um wiederum eine durch die eingesetzten Substanzen hervorgerufene Zellschädigung aus-

zuschließen, wurden bei der Durchführung der Experimente die Zellen in den einzelnen 

Wells gezählt (s. Abb. 18). 
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Abb. 18: Darstellung der in den einzelnen Wells ermittelten Zellzahlen, MßC = Methyl-ß-Cyclodextrin, n = 6 
 

Die einzelnen Zellzahlen sind in allen Wells annähernd gleich geblieben. Insbesondere im 

Falle der mit Cholesterin vorbehandelten Zellen ist keine Zellschädigung aufgetreten. 

Beim Vergleich der für die venösen und für die arteriellen glatten Gefäßmuskelzellen erho-

benen Ergebnisse ist zu beachten, dass die in der EZM der arteriellen glatten Gefäßmuskel-

zellen gemessene Menge des Wachstumsfaktors bFGF größer ist als die in der EZM der ve-

nösen glatten Gefäßmuskelzellen. Arterielle glatte Gefäßmuskelzellen setzen also größere 

Mengen des Wachstumsfaktors bFGF in die EZM frei. 

Der Einfluss, den der selektive Inhibitor der Rho-assoziierten Proteinkinasen Y-27632 und 

der selektive Inhibitor der PKC δ Rottlerin auf die Freisetzung von bFGF in venösen glatten 

Gefäßmuskelzellen, die 24 Stunden mit Cholesterin (10 μg/ml) vorbehandelt wurden, nach 

Stimulation mit Thrombin (3 U/ml) hat, stellt sich wie folgt dar: Werden venöse glatte Ge-

fäßmuskelzellen nach 24-stündiger Vorbehandlung mit Cholesterin (10 μg/ml) für 1 Stunde 

entweder mit dem selektiven Inhibitor Rho-assoziierter Proteinkinasen Y-27632 (1 μM) oder 

mit dem selektiven Inhibitor der PKC δ Rottlerin (1 μM) behandelt und im Anschluss daran 

für 10 Minuten mit Thrombin (3 U/ml) stimuliert, ist die in der EZM der Zellen gemessene 
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Menge des Wachstumsfaktors bFGF signifikant niedriger als die Menge des Wachstumsfak-

tors in der EZM von mit Cholesterin (10 μg/ml) vorbehandelten und mit Thrombin (3 U/ml) 

stimulierten Zellen. Sie ist jedoch höher als die Menge des Wachstumsfaktors bFGF, die in 

der EZM nicht vorbehandelter und nicht stimulierter Zellen (Kontrolle) gemessen wird (s. 

Abb. 19). 
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Abb. 19: Einfluss von Thrombin (3 U/ml), Cholesterin (10 μg/ml), Y-27632 (1 μM) und Rottlerin (1 μM) auf 

die Freisetzung von bFGF. Die Hemmstoffe der Rho-assoziierten Proteinkinasen und der PKC δ 
senken signifikant die durch Cholesterin verstärkte Thrombin-induzierte bFGF-Freisetzung. n = 4 

 

Zur Kontrolle einer durch die eingesetzten Substanzen verursachten Zellschädigung diente 

wiederum die Zählung der Zellen in den einzelnen Wells (s. Abb. 20). 
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Abb. 20: Darstellung der in den einzelnen Wells ermittelten Zellzahlen. n = 4 
 

Das Ergebnis zeigt, dass die Zellzahlen in den einzelnen Wells gleich geblieben sind. Eine 

Schädigung der Zellen ist also nicht aufgetreten. 
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3.9 Einfluss von Thrombin und Cholesterin auf die ERK 1/2-Phosphorylierung 

Der Einfluss von Thrombin und Cholesterin auf die ERK 1/2-Phosphorylierung stellt sich 

wie folgt dar: 

Werden venöse glatte Gefäßmuskelzellen entweder unbehandelt belassen (Kontrolle) oder 

über einen Zeitraum von 24 Stunden mit Cholesterin (10 μg/ml) oder mit Methyl-ß-

Cyclodextrin (10 μg/ml) vorbehandelt, zeigt sich nach einer Stimulation der Zellen mit 

Thrombin von 5 Minuten und von 15 Minuten Dauer kein Unterschied zwischen diesen drei 

Versuchsgruppen in der Phosphorylierung von ERK 1/2. 

Nach 4-stündiger Stimulation der Zellen mit Thrombin (3 U/ml) allerdings ist die Phospho-

rylierung von ERK 1/2 in mit Cholesterin (10 μg/ml) vorbehandelten Zellen signifikant stär-

ker als in nicht vorbehandelten oder mit Methyl-ß-Cyclodextrin (10 μg/ml) vorbehandelten 

Zellen (s. Abb. 21). 
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Abb. 21: ERK 1/2-Phosphorylierung in venösen glatten Gefäßmuskelzellen nach 24-stündiger Vorbehandlung 

mit Cholesterin (10 μg/ml) und anschließender 4-stündiger Stimulation mit Thrombin (3 U/ml). n = 
6 
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3.10 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die Thrombin-induzierte Steigerung der DNA-Synthese glatter Gefäßmuskelzellen beruht 

auch auf der mitogenen Wirkung des Wachstumsfaktors bFGF. Thrombin setzt bFGF durch 

Aktivierung der zellulären Thrombinrezeptoren frei. An der intrazellulären Signalkaskade 

dieser Freisetzung sind die Rho-assoziierten Proteinkinasen und die PKC δ beteiligt. 

Cholesterin verstärkt die mitogene Wirkung von Thrombin. Für diesen Effekt ist der Wachs-

tumsfaktor bFGF verantwortlich, dessen Freisetzung Cholesterin bewirkt. Die Cholesterin-

bedingte Freisetzung von bFGF findet unter Vermittlung von ERK 1/2 als Bestandteil der 

intrazellulären Signalkaskade statt. 
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4 Diskussion 

Schlüsselfaktoren in der Pathogenese der Atherosklerose sind die Proliferation und Migrati-

on glatter Gefäßmuskelzellen. Diese Prozesse tragen zur Verdickung der Gefäßwand bei und 

treiben den Krankheitsprozess voran. Die Aufklärung der Mechanismen, welche die Proli-

feration und Migration kontrollieren, ist daher von großem klinischem Interesse (Ross, 1999; 

Rauch et al., 2007). Erhöhte Cholesterinspiegel sind als ein bedeutender Risikofaktor für die 

Ausbildung der Atherosklerose bekannt. Ob erhöhtes zelluläres Cholesterin auch direkte 

Effekte auf das Wachstum glatter Gefäßmuskelzellen hat oder ob es die Wirkungen entweder 

von Wachstumsfaktoren oder auch von Thrombin, das die Proliferation glatter Gefäßmus-

kelzellen fördert, beeinflusst, ist hingegen wenig untersucht. Angesichts dessen wurde in der 

vorliegenden Arbeit das Zusammenspiel zwischen glatter Gefäßmuskulatur sowie Thrombin, 

Cholesterin und dem Wachstumsfaktor bFGF untersucht. Zunächst ging es um die Aufklä-

rung der extra- und intrazellulären Mechanismen, die an der Freisetzung von bFGF aus glat-

ten Gefäßmuskelzellen nach ihrer Stimulation mit Thrombin beteiligt sind. Sodann wurde 

der Einfluss, den Cholesterin auf die Freisetzung von bFGF und somit auf die Proliferation 

glatter Gefäßmuskelzellen ausübt, ins Blickfeld gerückt. Die gewonnenen Ergebnisse wer-

den im Folgenden so diskutiert, dass zum einen die Bedeutung der glatten Gefäßmuskulatur 

und zum andern die der Hypercholesterinämie in der Pathogenese der Atherosklerose in ih-

ren zentralen Aspekten betrachtet wird. Dabei wird darauf abgestellt, was die gewonnenen 

Ergebnisse zum derzeitigen wissenschaftlichen Erkenntnisstand Neues beitragen und welche 

Konsequenzen sich daraus in pharmakologischer und klinischer Hinsicht ergeben. 

 

4.1 Bedeutung der glatten Gefäßmuskulatur in der Pathogenese der Atherosklerose 

Das genauere Verständnis der vaskulären Zellantwort auf inflammatorische Stimuli führte 

zur Entwicklung eines Pathogenesemodells, das die Atherosklerose als chronischen Entzün-

dungsprozess beschreibt (Ross, 1993, 1999). Dieser ist das Resultat einer komplexen Inter-

aktion von Plasmaproteinen, Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten, Endothelzellen 

und glatten Gefäßmuskelzellen, die von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und vasoregulatori-

schen Molekülen vermittelt wird (Fan et al., 2003). Kann die inflammatorische Reaktion 

nicht ausreichend neutralisiert werden, besteht sie kontinuierlich fort. Infolgedessen werden 

mitunter glatte Gefäßmuskelzellen zur Migration in das Entzündungsareal angeregt, prolife-

rieren dort, produzieren eine EZM und nehmen so an der Entstehung der fibromuskulären    

Plaque teil (Ross, 1999). Die fortgeschrittene atherosklerotische Plaque ist also das Ergebnis 
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einer exzessiven inflammatorischen und fibroproliferativen Antwort auf die Irritation der 

Gefäßwand. Das Ausmaß und die Reversibilität der atherosklerotischen Plaque werden maß-

geblich durch die glatten Gefäßmuskelzellen und die von ihnen produzierte EZM bestimmt. 

Dieser Sachverhalt wird auch daran deutlich, dass glatte Gefäßmuskelzellen zwar bereits in 

den frühen „fatty streaks“ zu finden sind, aber erst dann zum vorherrschenden Zelltyp wer-

den, wenn sich die „fatty streaks“ zur fibromuskulären Plaque weiterentwickeln (Raines et 

al., 1993; Stary et al., 1995). Zudem sind Akkumulation und Proliferation der glatten Ge-

fäßmuskelzellen entscheidend für die klinischen Konsequenzen der Erkrankung, da sie für 

Größe und Stabilität der atherosklerotischen Plaque ausschlaggebend sind (Raines et al., 

1993). Insbesondere das Zusammenspiel von Thrombin, glatter Gefäßmuskulatur und 

Wachstumsfaktoren verdient Beachtung, da die Thrombozytenadhäsion und die murale 

Thrombose grundlegende Ereignisse für die Initiation und Progression der Atherosklerose 

sind (Ross, 1993, 1999). Aktivierte Thrombozyten entleeren ihre Granula, die mitunter 

Wachstumsfaktoren beinhalten, und tragen gemeinsam mit Thrombin zur Migration und 

Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen bei (Bombeli et al., 1998; Ross, 1999). Die Gefäß-

wandzellen exprimieren Gene für Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, und Wachs-

tumsfaktoren ihrerseits regulieren wiederum Vorgänge wie die gezielte Migration und Proli-

feration glatter Gefäßmuskelzellen sowie die Synthese von Matrixkomponenten (Raines et 

al., 1995). Der Wachstumsfaktor bFGF fungiert als Mitogen und Chemoattractant und ist 

über die Stimulation der Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen an der Ausbildung der EZM 

beteiligt (Raines et al., 1993). Die Wachstumsfaktoren werden in der gesunden Arterienwand 

kaum exprimiert, in der atherosklerotischen Plaque jedoch ist ihre Expression hochreguliert, 

und sie sind dort in erhöhter Konzentration zu finden (Raines et al., 1993). Deshalb sind die 

Mechanismen, die ihre Synthese und Freisetzung regulieren, von großer Bedeutung. 

Die zellulären Prozesse, die zur Freisetzung des Wachstumsfaktors bFGF aus glatten Ge-

fäßmuskelzellen führen, sind bislang nur unzureichend charakterisiert. Bekannt ist, dass die 

Freisetzung von bFGF nicht auf dem klassischen Weg der Proteinsekretion via Endoplasma-

tisches Retikulum und Golgi-Apparat erfolgt, da dieser Weg am zu sezernierenden Protein 

eine N-terminale Signalpeptidsequenz voraussetzt, die bFGF nicht besitzt (Mignatti et al., 

1991 a, b, 1992; Nickel, 2003). Deshalb wird angenommen, dass bFGF auf einem - aller-

dings in der Literatur nicht näher spezifizierten - exozytotischen Weg freigesetzt wird, der 

vom Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat unabhängig ist (Itoh et al., 2004). 

Eine weitere Annahme besteht darin, dass der in intrazellulären Pools gespeicherte Wachs-
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tumsfaktor infolge einer Zellschädigung oder eines Zelluntergangs frei wird (Folkman et al., 

1988; Itoh et al., 2004). Dies wäre auch in der atherosklerotischen Plaque möglich, da dieses 

Areal durch erhöhten Zellumsatz gekennzeichnet ist. Andere Autoren stellen lediglich fest, 

dass bFGF in Ermangelung der N-terminalen Signalpeptidsequenz nicht effizient aus den 

produzierenden Zellen freigesetzt werden kann (Ortega et al., 1998). Sie bleiben jedoch eine 

schlüssige Erklärung für das Vorhandensein hoher extrazellulärer bFGF-Spiegel in vielen 

Geweben schuldig. Ein weiterer Erklärungsansatz für erhöhte extrazelluläre bFGF-

Konzentrationen basiert darauf, dass bFGF an die Basalmembran von Zellen gebunden ist. 

Daher wird postuliert, dass erhöhte extrazelluläre bFGF-Konzentrationen dadurch zustande 

kommen, dass Proteinasen und Heparinasen den Wachstumsfaktor aus seiner Bindung he-

rausschneiden (Saksela et al., 1990; Kraemer et al., 1993). Dieser Mechanismus ist durchaus 

nachvollziehbar und erklärt auch, wie es zu erhöhten Konzentrationen des Wachstumsfaktors 

in der EZM kommt. Allerdings erführe man zum einen gern Näheres über die Regulations-

vorgänge der Enzyme, die den Wachstumsfaktor freischneiden. Zum andern lässt dieses 

Modell offen, wie der intrazellulär synthetisierte Wachstumsfaktor seinen extrazellulären 

Lagerungspool erreicht. Vor diesem Hintergrund führten die im Rahmen dieser Arbeit zur 

Thrombin-induzierten bFGF-Freisetzung durchgeführten Experimente zur Aufdeckung des 

im folgenden Abschnitt dargestellten Modells. 

 

4.2  Mechanismus der Thrombin-induzierten bFGF-Freisetzung aus glatten Gefäß-

muskelzellen 

Es konnte gezeigt werden, dass die mitogene Wirkung, die Thrombin an glatten Gefäßmus-

kelzellen entfaltet, durch die Freisetzung von bFGF vermittelt wird. Hinsichtlich der Beteili-

gung der PARs an der Freisetzung von bFGF wurde festgestellt, dass die selektive Aktivie-

rung der Thrombinrezeptoren einen Anstieg von bFGF in der EZM der glatten Gefäßmus-

kelzellen hervorruft. Infolgedessen sind an der Thrombin-induzierten Freisetzung von bFGF 

den PARs nachgeschaltete intrazelluläre Wege der Signaltransduktion beteiligt. Des Weite-

ren ist daraus, dass nach Vorbehandlung der glatten Gefäßmuskelzellen mit Y-27632 oder 

mit Rottlerin die Thrombin-induzierte Freisetzung von bFGF vollständig unterbleibt, zu 

schließen, dass die Rho-assoziierten Proteinkinasen und die PKC δ Bestandteile der intrazel-

lulären Signalkaskade sind, die die Thrombin-induzierte Freisetzung von bFGF bewirkt. Zu-

sammenfassend lässt sich daraus das folgende - bislang noch nicht beschriebene - Modell zur 
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Freisetzung des Wachstumsfaktors bFGF durch Thrombin aus glatten Gefäßmuskelzellen 

herleiten (s. Abb. 22): 

 

 
Abb. 22: Darstellung der Thrombin-induzierten bFGF-Freisetzung aus glatten Gefäßmuskelzellen und deren 

Verstärkung durch Cholesterin: Thrombin aktiviert den Thrombinrezeptor PAR-1. Unter Vermitt-
lung der PKC δ und der Rho-assoziierten Proteinkinasen kommt es zur Freisetzung von bFGF. Cho-
lesterin, das die Proteinbiosynthese von bFGF steigert, verstärkt die Thrombin-induzierte bFGF-
Sezernierung (s. Kap. 4.3). Der Wachstumsfaktor bFGF seinerseits aktiviert über seine spezifischen 
Rezeptoren Signalwege, die zur Zellproliferation führen. 

 

Die Aktivierung von PAR-1 durch Thrombin löst einen intrazellulären Signalweg aus, an 

dem die PKC δ und die Rho-assoziierten Proteinkinasen maßgeblich beteiligt sind. Diese 

Signalkaskade führt zur Freisetzung des Wachstumsfaktors bFGF, und bFGF seinerseits 

steigert die Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen. Dieses bislang nicht beschriebene Mo-

dell der Thrombin-induzierten bFGF-Freisetzung erweitert den Wissensstand zur Rolle von 

Thrombin bei Reparaturprozessen nach Gefäßverletzung (Carney et al., 1992; Fager 1995; 

Harker et al., 1995; Patterson et al., 2001): Durch die Freisetzung des Wachstumsfaktors 

bFGF und die konsekutive Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen kommt es in Arealen 

gestörter Endothelintegrität zur Wiederherstellung der physiologischen Gefäßstruktur. Inso-

fern erfüllen Thrombin und der Wachstumsfaktor bFGF eine gefäßprotektive Aufgabe (Six 

et al., 2004; Barreintos et al., 2008). Dieser gefäßprotektive Mechanismus wendet sich aber 

ins Gegenteil, wenn eine in Hinblick auf die Gefäßverletzung zu hohe Thrombin-induzierte 

bFGF-Freisetzung erfolgt. Dies deshalb, da es infolge des ständigen mitogenen Reizes zu 
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einer exzessiven Vermehrung glatter Gefäßmuskelzellen und der Ausbildung einer EZM 

kommt. 

Die zellulären Thrombinrezeptoren partizipieren, wie im Rahmen dieser Arbeit nachgewie-

sen werden konnte, dadurch an der Ausbildung der atherosklerotischen Plaque, dass ihre 

Aktivierung die Freisetzung von bFGF bewirkt. Es liegt deshalb nahe, Möglichkeiten zur 

selektiven Antagonisierung der PARs in den Blickpunkt pharmakologischer Forschung zu 

rücken (Hirano 2007; Martorell et al., 2008). Mit solchen PAR-Antagonisten könnte die 

Freisetzung von bFGF und die Proliferationsrate glatter Gefäßmuskelzellen gesenkt werden. 

Ob sich mit solchen PAR-Antagonisten auch andere Wirkungen von Thrombin im Pathoge-

neseprozess der Atherosklerose ausschalten lassen und sich mit einer entsprechenden Wirk-

stoffgruppe eine antithrombotische und antiproliferative Therapieoption in der Behandlung 

der Atherosklerose eröffnet, wäre das Ergebnis weiterer Forschungen. Des Weiteren könnte 

der Frage nachgegangen werden, welche PAR-3 und PAR-4 nachgeschalteten Signalkaska-

den an der Freisetzung von bFGF beteiligt sind. Dadurch würde sich ein zusätzliches Feld 

pharmakologischer Zielstrukturen in der Therapie der Atherosklerose eröffnen. In Bezug auf 

die PAR-1 nachgeschalteten Rho-assoziierten Proteinkinasen und die PKC δ wäre es denk-

bar, dass Proteinkinase-Inhibitoren in der Therapie der Atherosklerose zum Einsatz kämen. 

Durch die selektive Hemmung dieser intrazellulären Signaltransduktionsenzyme wäre es 

nämlich möglich, die Freisetzung von bFGF zu verhindern. Somit entfiele ein mitogener 

Stimulus zur Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen innerhalb der atherosklerotischen Pla-

que. Da PAR-1, PAR-3 und PAR-4 nahezu gleichermaßen die Freisetzung von bFGF ver-

mitteln, wäre auch aufzuklären, wie ihr diesbezügliches Zusammenspiel durch Thrombin 

reguliert wird und ob sich in Hinblick auf die Freisetzung des Wachstumsfaktors bFGF die 

Wirkungen von PAR-1, PAR-3 und PAR-4 addieren oder nur nebeneinander bestehen. 

Schließlich wäre - und damit ist eine weitere offene Frage angesprochen - zu untersuchen, ob 

und inwieweit Thrombin über den beschriebenen Mechanismus auch die Freisetzung anderer 

Wachstumsfaktoren hervorruft. 

 

4.3 Bedeutung der Hypercholesterinämie in der Pathogenese der Atherosklerose 

In den letzten Jahrzehnten sind an der Entwicklung der Atherosklerose maßgeblich beteiligte 

Risikofaktoren identifiziert und unter deren Berücksichtigung konkrete Behandlungsstrate-

gien entworfen worden (Frohlich et al., 2002). Zu diesen Risikofaktoren gehört insbesondere 

die in der erwachsenen Bevölkerung der Industrienationen weit verbreitete Hypercholeste-
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rinämie (Choi et al., 2006; Nationale Verzehrsstudie II, 2008). Von besonderem Interesse ist 

deshalb in der Pathogenese der Atherosklerose das Zusammenspiel von Lipiden und glatter 

Gefäßmuskulatur. Das wird daran deutlich, dass sich „fatty streaks“ oftmals an Stellen von 

Ansammlungen glatter Gefäßmuskelzellen bilden (Ross, 1993, 1999). In der Literatur finden 

sich zudem Belege dafür, dass proatherogene Lipoproteine eine Rolle im Rahmen einer in-

flammatorischen Reaktion spielen, während antiatherogene Lipoproteine antiinflammatori-

sche Effekte haben (Glass et al., 2001; Fan et al., 2003). Ferner wurde nachgewiesen, dass in 

hypercholesterinämischen Ratten T-Lymphozyten in der Diätphase dominieren, was eine 

Verstärkung der Entzündungsreaktion durch Cholesterin vermuten lässt (Shimokama et al., 

1994; Haraoka et al., 1995, 1997; Hansson, 2001). 

Angesichts dessen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Interaktion von glatten 

Gefäßmuskelzellen sowie Cholesterin, Thrombin und bFGF unter experimentellen Bedin-

gungen in der Zellkultur untersucht. Die Beladung der glatten Gefäßmuskelzellen mit Cho-

lesterin erfolgte mittels eines Komplexes aus Cholesterin und Methyl-ß-Cyclodextrin. Cho-

lesterin ist nicht wasserlöslich und damit zur alleinigen Verwendung in der Zellkultur unge-

eignet. ß-Cyclodextrine sind ß-glykosidisch verbundene, zyklische Oligosaccharide, deren 

äußere Oberfläche hydrophil ist. Im Inneren der Moleküle liegen aufgrund der zahlreichen 

Methylgruppen von Methyl-ß-Cyclodextrin lipophile Bedingungen vor, die den Einschluss 

und Transport ebensolcher Verbindungen ermöglichen. Zudem haben Cyclodextrine eine 

besondere Affinität zu Sterinen, was sie für den intrazellulären Transport von Cholesterin 

besonders geeignet macht (Christian et al., 1997). Die Beladung glatter Gefäßmuskelzellen 

mit Cholesterin führt zur Anreicherung von Cholesterin in den Zellen. Dies hat zur Folge, 

dass sich die glatten Gefäßmuskelzellen in Schaumzellen umwandeln (Raines et al., 1993; 

Rong et al., 2003; Rauch et al., 2005; Rauch et al., 2007). 

Die durchgeführten Experimente ergaben, dass Cholesterin eine Freisetzung des Wachstums-

faktors bFGF aus glatten Gefäßmuskelzellen bewirkt und die Thrombin-induzierte Freiset-

zung von bFGF verstärkt. Die Verstärkung der Thrombin-induzierten Freisetzung durch 

Cholesterin findet unter Vermittlung des ERK 1/2-Signalweges statt. Cholesterin ist also im 

Zusammenspiel mit Thrombin in der Lage, glatte Gefäßmuskelzellen zur Proliferation anzu-

regen, und entfaltet über die Freisetzung des Wachstumsfaktors bFGF eine mitogene Aktivi-

tät. Aus der Zusammenschau diesbezüglicher Literatur und der experimentell ermittelten 

Ergebnisse lässt sich im Rahmen des voranstehend vorgestellten Modells zur Freisetzung des 

Wachstumsfaktors bFGF die Wirkung von Cholesterin nunmehr so beschreiben (s. Abb. 22): 
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Cholesterin induziert in glatten Gefäßmuskelzellen die Transskription von bFGF und steigert 

seine Proteinbiosynthese (Kraemer et al., 1993). Zudem ist es in der Lage, bFGF aus glatten 

Gefäßmuskelzellen freizusetzen, und verstärkt die Thrombin-induzierte Freisetzung von 

bFGF. Daraus resultiert ein kontinuierlicher mitogener Stimulus für die glatten Gefäßmus-

kelzellen, wodurch Cholesterin zur Ausbildung der fibromuskulären Plaque beiträgt. Solche 

Expressions- und Sekretionsvorgänge stellen ein in der Pathogenese der Atherosklerose gän-

giges Wirkprinzip dar. Ein derartiger Mechanismus wurde bislang für die Zytokine IL-1 und 

TNF-α beschrieben, die aus aktivierten Makrophagen freigesetzt werden, indem die 

Makrophagen spezifischen Agonisten wie z.B. oxidierten LDLs ausgesetzt wurden (Rosen-

feld et al., 1990; Steinbrecher et al., 1990). Hinsichtlich der Freisetzung des Wachstumsfak-

tors PDGF-BB wurde gezeigt, dass Endothelzellen, die dem Einfluss von Il-1, TNF-α oder 

TGF-ß ausgesetzt sind, das Gen von PDGF-BB exprimieren. Diese Agonisten bewirken zu-

dem die Freisetzung von PDGF-BB aus Endothelzellen. Und PDGF-BB seinerseits fördert 

die Migration und Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen und trägt so zur Ausbildung der 

fibromuskulären Plaque bei (Ross, 1993). 

Zum gegenwärtigen Zeitpunkt ist die medikamentöse Kontrolle der Hypercholesterinämie 

einer der wichtigsten präventiven und therapeutischen Ansätze in der Behandlung der Athe-

rosklerose (Keller, 2005). Eine Vielzahl klinischer Studien belegt nämlich, dass die strenge 

medikamentöse Kontrolle des Cholesterinspiegels die Progression der atherosklerotischen 

Läsion verhindert resp. zu einer quantitativ signifikanten Regression derselben führt (Brown 

et al., 1990; Reis et al., 1991; Shepherd et al., 1995; Campeau et al., 1997; Alaupovic et al., 

1999; Brophy et al., 2003). Allerdings fehlt in diesen Studien eine kausale Erklärung für 

dieses klinische Vorgehen. Anhand des im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Mo-

dells zur Wirkungsweise von Cholesterin lässt sich nunmehr die medikamentöse Behandlung 

eines erhöhten Cholesterinspiegels so begründen, dass dessen Senkung über eine Reduzie-

rung der Freisetzung des Wachstumsfaktors bFGF die Proliferation glatter Gefäßmuskelzel-

len vermindert. 

Cholesterin ist jedoch nicht nur an der Ausbildung der fibromuskulären Plaque beteiligt, 

sondern mit dem beschriebenen Modell lässt sich ihm auch eine entscheidende Rolle beim 

Umbau der fibromuskulären Plaque zuweisen: Die atherosklerotische Plaque besteht aus 

einem fettreichen Kern und einer fibromuskulären Kappe (Fan et al., 2003). Vom quantitati-

ven Verhältnis von Kern und Kappe hängt die Stabilität der Plaque ab: Die stabile Plaque hat 

einen schmalen Lipidkern, der von einer dicken fibromuskulären Kappe bedeckt wird; die 
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instabile Plaque besitzt einen großen Lipidkern und eine dünne, fragile fibromuskuläre Kap-

pe. Die einzelnen zur Plaqueruptur führenden Mechanismen sind nicht endgültig geklärt. 

Zum einen sind an diesem Vorgang Matrix-Metalloproteinasen beteiligt, die die EZM der 

fibromuskulären Plaque abbauen und die Plaque dadurch instabilisieren (Galis et al., 1994, 

1995; Matsumoto et al., 1998). Zum andern werden in der fortgeschrittenen Plaque zahlrei-

che Blutgefäße gebildet. Die Bildung dieser Vaskularisationen wird durch angiogenetische 

Moleküle vermittelt, zu denen auch bFGF gehört (Ross, 1993; Auguste et al., 2003). Die 

durch die Gefäßkanäle hervorgerufene Destabilisierung ist der maßgebliche Auslöser der 

Plaqueruptur (Ross, 1993; Fuster, 1994; Lee et al., 1997). Diese Vorstellung von der zuneh-

menden Destabilisierung durch Angiogenese lässt sich mittels des im Rahmen dieser Arbeit 

entwickelten Modells zur Freisetzung von bFGF insofern ergänzen, als sich so erklären lässt, 

wie Cholesterin über die Freisetzung des angiogenetischen Moleküls bFGF an der Umwand-

lung der stabilen zur instabilen Plaque beteiligt ist: Cholesterin setzt stetig den Wachstums-

faktor bFGF frei und erhöht dessen Konzentration innerhalb der Läsion; bFGF seinerseits 

trägt zur Angiogenese bei, instabilisiert die Plaque und führt letztendlich zur Plaqueruptur. 

In Hinblick auf die Freisetzung von bFGF und die Verstärkung der Thrombin-induzierten 

Freisetzung von bFGF durch Cholesterin ergeben sich allerdings weitere Fragen: Eine ist die 

danach, welche extrazellulären und - neben ERK 1/2 - intrazellulären Signalkaskaden der 

Cholesterin-induzierten Freisetzung von bFGF zugrunde liegen. Dieser Frage wurde in der 

vorliegenden Arbeit insofern nachgegangen, als der Einfluss der Inhibitoren Y-27632 und 

Rottlerin auf die Thrombin-induzierte Freisetzung von bFGF an mit Cholesterin vorbehan-

delten glatten Gefäßmuskelzellen untersucht wurde. Dabei ergab sich: Zwar bewirken die 

beiden Inhibitoren eine signifikante Senkung der bFGF-Menge, die bFGF-Menge ist jedoch 

immer noch größer als die in der EZM gänzlich unbehandelter Zellen. Daraus ist ersichtlich, 

dass die Verstärkung der Thrombin-induzierten Freisetzung von bFGF durch Cholesterin auf 

einem von den Rho-assoziierten Proteinkinasen und der PKC δ unabhängigen Freisetzungs-

mechanismus beruht. Die Aufklärung der Signalkaskaden der Cholesterin-induzierten Frei-

setzung von bFGF würde pharmakologische Zielstrukturen liefern, die einer weiteren selek-

tiven Antagonisierung zugänglich wären. Dadurch ließe sich das Therapiespektrum der   

Atherosklerose erweitern. Eine andere offene Frage ist die, ob Cholesterin neben der Freiset-

zung von bFGF auch die Freisetzung anderer Wachstumsfaktoren beeinflusst und dadurch 

eine zusätzliche mitogene Wirkung auf glatte Gefäßmuskelzellen entwickelt. Zudem wäre 

die Aufklärung weiterer Details darüber wünschenswert, wie Metaboliten des Fettstoffwech-
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sels am Atheroskleroseprozess beteiligt sind. Entscheidend ist, dass proatherogene Lipopro-

teine die Expression und Sekretion von Mediatoren fördern, die ihrerseits durch Stimulation 

von Zielzellen zu einem Teufelskreis führen, der ein Fortschreiten der atherosklerotischen 

Läsion bedingt (Fan et al., 2000; Iwasa et al., 2001; Sun et al., 2002; Fan et al., 2003). Im 

Gegensatz dazu erfüllt HDL, das über den reversen Cholesterintransport eine vor Athe-

rosklerose schützende Wirkung ausübt, eine entgegengesetzte Funktion (Navab et al., 2001). 

Zu den postulierten protektiven Effekten von HDL, das auch die Expression des Wachstums-

faktors bFGF herunterreguliert, gehört auch die Senkung der Proliferationsrate glatter Ge-

fäßmuskelzellen. Aufgrund dessen ist zu erwarten, dass die Erhöhung von HDL neue Wege 

einer zukünftigen Atherosklerosetherapie eröffnet (Li et al., 2002; Fan et al., 2003). 
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5 Zusammenfassung 

Die glatte Gefäßmuskulatur ist in der Pathogenese der Atherosklerose von zentraler Bedeu-

tung, da die Proliferation und Migration glatter Gefäßmuskelzellen zur Verdickung der Ge-

fäßwand beitragen und den Krankheitsverlauf vorantreiben. Daher besteht ein Interesse dar-

an, die Mechanismen, die insbesondere den Prozess der Proliferation steuern, zu identifizie-

ren. 

Vor diesem Hintergrund waren folgende Fragestellungen Gegenstand der vorliegenden Ar-

beit: (i) Welchen Einfluss haben Thrombin, der Wachstumsfaktor bFGF und Cholesterin auf 

die DNA-Syntheserate glatter Gefäßmuskelzellen? (ii) Welche Thrombinrezeptoren sind an 

der Freisetzung von bFGF aus glatten Gefäßmuskelzellen beteiligt? (iii) Welche intrazellulä-

ren Signalwege führen zur Freisetzung von bFGF? (iv) Löst eine Vorbehandlung glatter Ge-

fäßmuskelzellen mit Cholesterin die Freisetzung von bFGF aus? 

Die im Rahmen der Arbeit experimentell ermittelten Ergebnisse lassen sich wie folgt zu-

sammenfassen: (i) Sowohl Thrombin als auch bFGF regen glatte Gefäßmuskelzellen zur 

Proliferation an. Die Thrombin-induzierte Steigerung der DNA-Syntheserate wird durch den 

Wachstumsfaktor bFGF vermittelt. Cholesterin verstärkt die mitogene Wirkung von Throm-

bin. (ii) Die selektive Aktivierung von PAR-1, PAR-3 und PAR-4 führt zu einer erhöhten 

Freisetzung von bFGF aus glatten Gefäßmuskelzellen. (iii) Die Vorbehandlung glatter Ge-

fäßmuskelzellen entweder mit dem Inhibitor Rho-assoziierter Proteinkinasen Y-27632 oder 

mit dem Inhibitor der PKC δ Rottlerin hebt die Thrombin-induzierte Freisetzung von bFGF 

auf. Daraus ist zu schließen, dass diese beiden PAR-1 nachgeschalteten Enzyme Bestandteil 

der Signalkaskade sind, die nach Thrombinstimulation zur Freisetzung von bFGF führt. (iv) 

Die Hypercholesterinämie ist ein wichtiger Risikofaktor für das Auftreten der Atherosklero-

se. Die Inkubation glatter Gefäßmuskelzellen mit Cholesterin bewirkt eine Freisetzung von 

bFGF. Insbesondere verstärkt Cholesterin die Thrombin-induzierte bFGF-Freisetzung. Dies 

führt zu einer verstärkten Aktivierung mitogener Signalwege, beispielsweise der extrazellu-

lär regulierten Kinasen (ERK 1/2), und zu einem verstärkten Zellwachstum. Cholesterin for-

ciert also im Zusammenspiel mit Thrombin durch die Freisetzung von bFGF die Proliferati-

on glatter Gefäßmuskelzellen. Insgesamt tragen die gewonnenen Ergebnisse dazu bei, den 

Mechanismus der Läsionsformation und -progression im Rahmen der Pathogenese der Athe-

rosklerose besser zu verstehen. 
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11 Abstract 
 
Godehard Albert Scholz 
 
Freisetzung des basischen Fibroblastenwachstumsfaktors aus humanen glatten Gefäß-
muskelzellen durch Thrombin und Cholesterin 
 
Die glatte Gefäßmuskulatur ist in der Pathogenese der Atherosklerose von zentraler Bedeu-
tung, da die Proliferation und Migration glatter Gefäßmuskelzellen zur Verdickung der Ge-
fäßwand beitragen und den Krankheitsverlauf vorantreiben. Daher besteht ein Interesse dar-
an, die Mechanismen, die insbesondere den Prozess der Proliferation steuern, zu identifizie-
ren. 
Vor diesem Hintergrund waren folgende Fragestellungen Gegenstand der vorliegenden Ar-
beit: (i) Welchen Einfluss haben Thrombin, der Wachstumsfaktor bFGF und Cholesterin auf 
die DNA-Syntheserate glatter Gefäßmuskelzellen? (ii) Welche Thrombinrezeptoren sind an 
der Freisetzung von bFGF aus glatten Gefäßmuskelzellen beteiligt? (iii) Welche intrazellulä-
ren Signalwege führen zur Freisetzung von bFGF? (iv) Löst eine Vorbehandlung glatter Ge-
fäßmuskelzellen mit Cholesterin die Freisetzung von bFGF aus? 
Die im Rahmen der Arbeit experimentell ermittelten Ergebnisse lassen sich wie folgt zu-
sammenfassen: (i) Sowohl Thrombin als auch bFGF regen glatte Gefäßmuskelzellen zur 
Proliferation an. Die Thrombin-induzierte Steigerung der DNA-Syntheserate wird durch den 
Wachstumsfaktor bFGF vermittelt. Cholesterin verstärkt die mitogene Wirkung von Throm-
bin. (ii) Die selektive Aktivierung von PAR-1, PAR-3 und PAR-4 führt zu einer erhöhten 
Freisetzung von bFGF aus glatten Gefäßmuskelzellen. (iii) Die Vorbehandlung glatter Ge-
fäßmuskelzellen entweder mit dem Inhibitor Rho-assoziierter Proteinkinasen Y-27632 oder 
mit dem Inhibitor der PKC δ Rottlerin hebt die Thrombin-induzierte Freisetzung von bFGF 
auf. Daraus ist zu schließen, dass diese beiden PAR-1 nachgeschalteten Enzyme Bestandteil 
der Signalkaskade sind, die nach Thrombinstimulation zur Freisetzung von bFGF führt. (iv) 
Die Hypercholesterinämie ist ein wichtiger Risikofaktor für das Auftreten der Atherosklero-
se. Die Inkubation glatter Gefäßmuskelzellen mit Cholesterin bewirkt eine Freisetzung von 
bFGF. Insbesondere verstärkt Cholesterin die Thrombin-induzierte bFGF-Freisetzung. Dies 
führt zu einer verstärkten Aktivierung mitogener Signalwege, beispielsweise der extrazellu-
lär regulierten Kinasen (ERK 1/2), und zu einem verstärken Zellwachstum. Cholesterin for-
ciert also im Zusammenspiel mit Thrombin durch die Freisetzung von bFGF die Proliferati-
on glatter Gefäßmuskelzellen. Insgesamt tragen die gewonnenen Ergebnisse dazu bei, den 
Mechanismus der Läsionsformation und -progression im Rahmen der Pathogenese der Athe-
rosklerose besser zu verstehen. 
 


