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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1.Extrazellulare Matrix

Die Extrazellulare Matrix (EZM) besteht aus verschiedenen Makromolekilen
wie Kollagen, Elastin, Glykoproteinen und Glykosaminoglykanen. Mit Aus-
nahme der Hyaluronsaure liegen die Glykosaminoglykane Protein-gebunden
vor und werden als Proteoglykane bezeichnet. Hierzu zahlen zum Beispiel
Heparansulfat, Chondroitinsulfat und Dermatansulfat.

Die EZM ist ein komplexes, bioaktives Kompartiment, das unterschiedliche
physiologische Aufgaben erflllt. Sie verleihnt dem Gewebe Stabilitat und spielt
eine wichtige Rolle im Bereich der Zelladhasion, -migration und —proliferation
(Katsuda, et al.,, 2003). Die EZM, im Speziellen die Hyaluronsaure, tragt

auBerdem entscheidend zur Pathogenese verschiedener Krankheiten bei.
1.2. Hyaluronsaure, Hyaluronsauresynthasen und Hyaluronidasen

Die Hyaluronsaure (HA) ist ein wichtiger Bestandteil der EZM. Sie besteht aus
unverzweigt aneinander gereihten Dissacharideinheiten aus N-Acetyl-
Glucosamin und Glukuronsaure, welche jeweils B(1,4)- oder (1,3)-glykosidisch
verbunden sind (Stern, et al., 2006) (Abbildung 1-1).

%%

CH;
N-Acetyl-Glukosamin Glukuronséaure

Abbildung 1-1: Hyaluronsdure besteht aus alternierenden Einheiten N-Acetyl-
Glukosamin und Glukuronséure, die B(1-4) bzw. B(1-3) verknipft sind und sich
nicht verzweigen. Modifiziert nach (Toole, 2004).
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Das HA-Polymer ist aus 2.000-25.000 Dissacharideinheiten aufgebaut, hat ein
Molekulargewicht von bis zu 10’ Da und eine Polymerldnge von 2-25 pm
(Toole, 2004).

Im Gegensatz zu den Ubrigen Glykosaminoglykanen wird die HA nicht am
Golgi-Apparat oder am endoplasmatischen Retikulum hergestellt.

Die Synthese der HA erfolgt stattdessen durch membranstandige Hyaluron-
sauresynthasen (HAS). Diese verknlUpfen durch ihre Glykosyltransferase-
funktion UDP-Glukuronsdure und UDP-N-Acetyl-D-Glykosamin alternierend
miteinander (Prehm, 1984).

& Hyaluronsinre
HA-Rezeptoren:
. Hy aluronsaure=Synthazen HAS 1-3 I D 44

ﬂ HA-Bmdeprotein der EZh v RHANRI

Abbildung 1-2: Modell der Hyaluronsdureproduktion einer glatten
GefdBmuskelzelle sowie der HA-Interaktion mit Bindeproteinen und
Rezeptoren.

Man unterscheidet drei verschiedene Isoenzyme der Hyaluronsauresynthasen
(HAS 1-3). Bei dem Isoenzym HAS 3 kennt man heute zwei verschiedene
Splicing-Varianten: HAS 3v1 und HAS 3v2 (Monslow, et al., 2003). Uber

Funktion und Regulationsméglichkeiten der HAS 3v2 ist bisher nichts bekannt.
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Die verschiedenen HAS-Isoenzyme zeigen unterschiedliche enzymatische
Aktivitdt. Sie variieren unter anderem in der von ihnen synthetisierten HA-
Kettenlange und in der Genexpressions-Regulation durch verschiedene Stimuli.
Diese Unterschiede lassen verschiedene physiologische Funktionen im
menschlichen Kérper vermuten (Itano, et al., 1999).

Der Katabolismus der HA bis hin zum Oligomer erfolgt Gberwiegend durch die
Hyaluronidase 1 und die Hyaluronidase 2. Insgesamt sind im menschlichen
Genom 6 verschiedene Hyaluronidasen bekannt (Csoka, et al., 2001).

Die HA kommt in vielen Gebieten des menschlichen Kérpers vor. So findet man
sie vor allem an den Stellen, wo ihre elastischen Eigenschaften und ihre
Fahigkeit, Wasser zu binden, von entscheidender Bedeutung sind: als
Schmiermittel in der Gelenkflissigkeit, im Glaskdrper des Auges, in der Haut,
im Knorpel und in der Nabelschnur (Fraser, et al., 1997). Aber auch in anderen
Geweben und Prozessen spielt HA eine wichtige Rolle. Sie ist zum Beispiel an
der Wundheilung (Slevin, et al., 2002) und am Tumorwachstum (Toole, et al.,
2002), (Twarock, et al., 2009) entscheidend beteiligt. Weiterhin ist die HA in die
Embryonalentwicklung eingebunden: ein Knockout der HAS2 flhrt zur Letalitat
des Embryos im Mutterleib (Camenisch, et al., 2000).

Funktionell ist die Auswirkung der HA auf Migration und proliferative Prozesse
verschiedener Zelltypen bekannt (Lee, et al., 2000). Die durch HA vermittelte
Beeinflussung von Migration und Proliferation spielt vor allem in der (Patho-)
Physiologie glatter Muskelzellen eine wichtige Rolle, da diese Prozesse in der
Progression der Atherosklerose eine entscheidende Bedeutung haben (Evanko,
et al., 1999). Dieser Aspekt der pro-atherosklerotischen Eigenschaften der HA
wird in Abschnitt 1.3.2. genauer beschrieben.

1.3. Atherosklerose und proatherosklerotische Wirkungen der HA

1.3.1. Atherosklerose

Die mit Atherosklerose assoziierten Folgekrankheiten sind die haufigste

Todesursache in den westlichen Industrienationen (Loppnow, et al., 2008).
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Auch in Deutschland sind ungefahr 40 % aller Todesfélle auf Erkrankungen des
Herz-Kreislauf-Systems zurlickzufihren. Damit liegen diese Erkrankungen
deutlich vor den Tumorerkrankungen, an denen ungefahr 25 % der Deutschen
versterben (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2011).

Unter Atherosklerose versteht man eine entzindliche Erkrankung des
arteriellen BlutgefaBsystems, die mit einer Einlagerung von Fetten, Thromben,
Bindegewebe und Kalk in die GefaBwand einhergeht. Dies bezeichnet man als
atherosklerotische ,Plaquebildung*.

Histologisch ist die Atherosklerose durch einen Verlust des typischen Aufbaus
der Arterienwand gekennzeichnet. Die physiologische Dreischichtigkeit aus
Intima (Endothelzellen und subendotheliales Bindegewebe), Media (glatte
GefaB-Muskelzellen) und Adventitia (Bindegewebe) wird aufgehoben.

Nach der ,Response to injury“-Hypothese von Russell Ross geht der
Atherosklerose-Entstehung ein Endothelschaden voraus. Dieser wird zum
Beispiel ausgelést durch erhdohte LDL (Low Density Lipoprotein)-
Konzentrationen im Blut, durch freie Radikale, Genverdnderungen, erhéhte
Homocysteinspiegel oder infektidése Mikroorganismen wie das Herpesvirus oder
Chlamydien (Ross, 1999).

Die hierdurch verursachte Permeabilitatserhéhung und die gesteigerte
Expression von Adhasionsmolekilen fihren zur vermehrten Einwanderung von
Leukozyten und Monozyten in die GefaBwand. Es kommt zu einer
Entzindungsreaktion. Die Monozyten differenzieren zu Makrophagen, welche
vermehrt oxidiertes LDL aufnehmen, und werden schlieBlich als Schaumzellen
bezeichnet, die den Hauptteil des atherosklerotischen Plaques ausmachen.
Infolge der Entziindung werden glatte GefaBmuskelzellen (VSMC) aus der
Media aktiviert. Die VSMC differenzieren von einem physiologisch kontraktilen,
ruhenden Phanotyp zu einem synthetischen Phanotyp, wandern in die Intima
ein und bilden dort vermehrt die EZM. So tragen sie in einer fortgeschrittenen
atherosklerotischen L&sion zur Entstehung der sogenannten
Neointimahyperplasie bei, die aus VSMC und EZM-Molekiilen besteht (Ross,
1999).

10
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Schaumzell- Vermehrte Leukozyten-
SMC-Migration Bildung Adhésion und Infiltration

Abbildung 1-3: Pathophysiologie der Atherosklerose nach (Ross, 1999).

Zu den geféhrlichsten Folgekrankheiten der Atherosklerose gehéren der
Herzinfarkt und der Schlaganfall, jeweils ausgeldst durch eine Plaqueruptur
oder eine Minderperfusion des entsprechenden Gewebes. Oftmals erleben
Atherosklerose-Patienten eine jahrzehnte-dauernde symptomlose Phase, ehe

sie plétzlich eine Ischamie (Minderdurchblutung) erleiden (Davies, et al., 1985).

1.3.2. Proatherosklerotische Wirkungen der Hyaluronsaure

Die Neointima in atherosklerotischen Plaques wird dominiert von extrazellularer
Matrix. Daher ist die Funktion der HA in der Pathophysiologie der
Atherosklerose ein entscheidender Faktor. Es ist bekannt, dass die HA aktiv an
der Modulation von Proliferation, Migration, GefaBneubildung und Entzindung
im atherosklerotischen Plaque beteiligt ist. Durch eine Akkumulation von HA-
Molekilen wird zum Beispiel die Migrations- und Proliferationsrate von glatten
GefaBmuskelzellen beeinflusst (Evanko, et al.,, 1999). In erodierten Plaques
wurde auBerdem eine Versikan- und HA-reiche EZM nachgewiesen (Kolodgie,
et al., 2004). Dies konnte darauf hinweisen, dass HA die Stabilitat

11
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atherosklerotischer Plaques deutlich absenkt. Des Weiteren ist HA ein wichtiger
Ligand des CD44-Rezeptors, der ebenfalls in Entziindungsprozesse,
Leukozytenmigration und Zellproliferation im Rahmen der Atherosklerose
eingebunden ist (Lesley, et al., 1993).

Die Regulation des HA-Systems spielt also eine zentrale Rolle in der
Pathophysiologie der Entstehung und Stabilitat atherosklerotischer Plaques.

1.4. Metabolisches Syndrom und Diabetes Mellitus

1.4.1. Metabolisches Syndrom und Fettgewebe

Es gibt verschiedene Risikofaktoren fir die Entstehung der Atherosklerose und
der damit verbundenen Folgekrankheiten. Hierzu zahlen hohes Alter,
mannliches Geschlecht, genetische Veranlagung, Bewegungsmangel,
Ubergewicht, Rauchen, Diabetes Mellitus, Bluthochdruck, erhdhte Blutfettwerte,
Gicht und viele weitere. Das sogenannte ,Metabolischen Syndrom* fasst eine
Risikokonstellation zusammen, die zu einem deutlich erhéhten Risiko, eine
Herz-Kreislauf-Erkrankung zu erleiden, fihrt. Nach der Internationalen Diabetes
Federation (IDF) sind neben einer diagnostizierten Adipositas (= Fettleibigkeit;
definiert als Taillenumfang 294 cm bei Mannern bzw. >80 cm bei Frauen) das
Vorliegen von zwei weiteren Risikofaktoren, namlich Diabetes Mellitus Typ 2,
Fettstoffwechselstérungen oder Bluthochdruck (>130mmHg systolisch)
Voraussetzung fur das Vorliegen eines Metabolischen Syndroms (Paoletti, et
al., 2006).

Die an erster Stelle genannte Adipositas kennzeichnet die Wichtigkeit des
Fettgewebes in diesem Zusammenhang. Lange Zeit galt das weiBe Fettgewebe
lediglich als Energiespeicher des menschlichen Kérpers. Mittlerweile ist dartiber
hinaus seine Funktion als endokrines Organ vielfach beschrieben worden. Das
Metabolische Syndrom geht mit einer Entziindung des Fettgewebes und einer
damit verbundenen Produktion verschiedener Mediatoren einher. Da es sich bei
diesen Stoffen meist um Zytokine handelt, wurde der Begriff Adipozytokine oder
Adipokine eingefthrt, benannt nach ihrer Produktion im Fettgewebe. Zu den

12
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mehr als einhundert Adipokinen zahlen unter anderem Interleukin 6 (IL-6),
Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa), Insulin-like-growth-factor-1 (IGF-1), Adipo-
nektin, Leptin und Angiotensin Il (Ang Il) (Fischer-Posovszky, et al., 2007)
(Abbildung 1-4).

LPL, ApoE,
CETP Fatty acids

Prostaglandins [/)
(PGE,, PGI,, PGF,,) % %

Adipsin/ASP =

TNF-o0 <{—=
S = poienaTy
TGF-B <::' g
IGF-1/IGFBP-3
Interleukin
(IL-1B , IL-6, IL-8, IL-10, IL-18) j & ﬂ % Resistin
Visfatin Adiponectin

Leptin REP-4

Abbildung 1-4: Fettgewebe als endokrines Organ. Modifiziert nach (Fischer-
Posovszky, et al., 2007). Rot unterstrichen wurden die in dieser Arbeit
experimentell untersuchten Faktoren.

Perivaskulares Fettgewebe wirkt Uber die Produktion verschiedener Molekile
als lokaler Promotor der Atherosklerose. Es werden unter anderem
Entzindungsreaktionen, Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen
und die GefaBneubildung geférdert (Thalmann, et al., 2007).

1.4.2. Diabetes Mellitus
Diabetes Mellitus als eine der Hauptkomponenten des Metabolischen
Syndroms ist definiert als eine Erhéhung der Plasmaglukosekonzentration.

Diese entsteht entweder durch absoluten Insulinmangel (Typ 1) oder durch

relativen Insulinmangel in Folge herabgesetzter Insulinsensitivitat bis hin zur

13
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Insulinresistenz verschiedener Gewebe (Typ 2). Fir manche der oben
genannten Adipokine ist ein férdernder Einfluss auf diese Insulinresistenz
beschrieben, so dass ein enger Zusammenhang zwischen dem Diabetes
Mellitus und dem endokrinen Fettgewebe besteht (Zou, et al., 2008).

In-vitro Untersuchungen haben auBlerdem einen Zusammenhang zwischen
Diabetes Mellitus und HA aufgezeigt: HA akkumuliert besonders in den
Fettzellen, die zuvor durch einen hohen Glukosespiegel im Nahrmedium zur
Hypertrophie angeregt wurden. Auch nachfolgende in-vivo Studien an
diabetischen Mausen haben diese Anhaufung der HA im univakuolaren
Fettgewebe darstellen kénnen. Assoziiert ist dieser Prozess mit erleichterter
Monozytenadhasion und —chemotaxis (Han, et al., 2007). Dies lasst vermuten,
dass die HA in die inflammatorische Reaktion wahrend des Diabetes Mellitus
involviert ist.

Aus all diesen Zusammenhéangen wird deutlich, wie sehr das Metabolische
Syndrom und der Diabetes Mellitus Uber das Fettgewebe in entziindliche
Prozesse und in die Pathogenese der Atherosklerose eingebunden sind.

Unklar bleibt jedoch, in wie weit die vom Fettgewebe produzierten Mediatoren
direkt auf das HA-System der glatten Muskelzellen einwirken und somit
moglicherweise tber diesen Wirkmechanismus an der

Atheroskleroseentstehung teilhaben.

1.4.2.1. Inkretinmimetika als Beispiel der Antidiabetika

In diesem Kontext sollten in der hier vorliegenden Arbeit nicht nur die
sogenannten Adipokine, sondern auch Insulin und das neue Antidiabetikum
Exenatide in ihrer Wirkung auf das HA-System glatter Muskelzellen untersucht
werden.

In Deutschland sind seit dem Jahr 2007 in der Arzneimittelgruppe der
Antidiabetika sogenannte Inkretinmimetika auf dem Markt. Leitsubstanz ist das
Exenatide, ein Polypeptid aus 39 Aminosauren. Es handelt sich hierbei um die
biotechnologisch hergestellte Variante des Exendin-4, eines Polypeptids aus

dem Speichel der nordamerikanischen Gila-Krustenechse.

14
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Die Struktur des Exenatide &hnelt dem im Darm produzierten Glucagon-like-
peptide 1 (GLP-1) und wirkt agonistisch am GLP-1-Rezeptor, Uber den in der
Bauchspeicheldriise glukoseabhangig eine Insulinfreisetzung erreicht wird.
Exenatide wirkt somit blutzuckersenkend und wird zur Behandlung des

Diabetes Mellitus Typ 2 eingesetzt.

1.4.2.2. Erhéhte Thrombozytenaggregation bei Diabetes Mellitus

Eine weitere Besonderheit bei Betrachtung des Krankheitsbildes Diabetes
Mellitus stellt die Thrombozytenaggregation und damit die Blutgerinnung dar.
Das erhdhte atherothrombotische Risiko bei Typ 2-Diabetikern wird von
verschiedenen Autoren mit einer gesteigerten Thrombozytenaktivitat in
Verbindung gebracht. Die beschriecbene, erhéhte Expression von
Adhasionsmolekulen und Rezeptoren auf Thrombozytenoberflachen sowie die
deutlich gesteigerte Produktion von Thromboxan und Thrombin, die beide die
Aggregation der Blutplatichen férdern, bringen die Blutgerinnung des
Diabetikers ins Ungleichgewicht (Natarajan, et al., 2008). Aus diesem Grund
sollte auch das prothrombotische Milieu auf Basis der gesteigerten
Thrombozytenaktivitat bei der Betrachtung des Diabetes Mellitus und seiner
Folgekrankheiten, zum Beispiel der Atherosklerose, nicht auBer Acht gelassen
werden. Daher sollten auch die Effekte des Thomboxans auf das HA-System

der glatten Muskelzellen untersucht werden.
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1.5. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Es ist mehrfach bewiesen, dass Hypertoniker, adip6se Menschen, Raucher und
vor allem auch Diabetiker ein erhdhtes Risiko haben, eine Herz-Kreislauf-
Erkrankung zu erleiden (Paoletti, et al., 2006).

Die Mechanismen, Uber die diese Risikofaktoren auf die Entstehung der
Atherosklerose einwirken, sind sicherlich noch nicht hinreichend aufgeklart.

Es ist auch bekannt, dass die HA auf vielfaltige Weise in die Entstehung der
Atherosklerose eingebunden ist.

Die Regulationsmdglichkeiten der verschiedenen HAS-lIsoenzyme sind jedoch
weitgehend unerforscht. Vor allem bleibt bisher unklar, welche Faktoren an der
gesteigerten Aktivitat der HAS-Isoenzyme beteiligt sind.

Des Weiteren steht fest, dass die HA eng mit dem Fettgewebe diabetischer
Mause assoziiert ist und somit wéahrend inflammatorischer Prozesse des
Diabetes Mellitus eine besondere Funktion einnehmen kénnte.

Offen bleibt an dieser Stelle jedoch die Frage, inwiefern das HA-System durch
die metabolischen Veranderungen in der Pathogenese von Hypertonie,
Adipositas und vor allem Diabetes reguliert wird.

Somit sollte in dieser Arbeit die Beziehung zwischen dem Metabolischen
Syndrom und der HA-Produktion an VSMC aus menschlichen Koronararterien
untersucht werden. SchwerpunktmaBig sollte der Effekt der verschiedenen
vermehrt im Blut zirkulierenden Stoffe (wie Insulin, Thromboxan und der
Adipokine) auf das HA-System betrachtet werden.

Weiterhin sollten die Effekte des Arzneistoffs Exenatide, auf das Proliferations-
und Migrationsverhalten der glatten Muskelzellen untersucht werden.

Somit sollten mdgliche Rickschlisse auf die Pathogenese der Atherosklerose

gezogen werden.
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1. Einleitung

- Atherosklerose?

Metabolisches Syndrom

Entzlindetes
Fettaewebe

Induktion der HAS-
Isoenzvme?

Produktion von
Zvtokinen, Leptin. ...

Abbildung 1-5: Modellvorstellung der Auswirkung des Metabolischen
Syndroms auf die Atherosklerose lber die Hyaluronséure.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Materialien

2.1.1. Substanzen

SUBSTANZ SUBSTANZKLASSE |HERSTELLER,|END-
ORT KONZENTRATION

Adiponectin Hormon R&D Systems, [0,1 pg/mi
Wiesbaden 1 pug/ml

Ang Il Hormon Bachem, 0,1 uM, 1 uM
Weil am Rhein

Exendin-4 Antidiabetikum Sigma-Aldrich, |100 nM
Taufkirchen

IGF-1 Wachstumsfaktor Sigma-Aldrich, |100 ng/ml
Taufkirchen

IL-6 Zytokin Biomol, 10 ng/ml
Hamburg

Insulin Hormon Sigma-Aldrich, [100 ng/ml
Taufkirchen 1000 ng/ml

Leptin Hormon Sigma-Aldrich, [100 ng/ml
Taufkirchen

LY294002 Kinase-Inhibitor Calbiochem, 10 uM
Darmstadt

TNF o Zytokin Biomol, 10 ng/ml
Hamburg

U-46619 Hormon-Analogon Cayman- 3 uM
Chemical, USA

Tabelle 1

2.1.2. Chemikalien und Kits

CHEMIKALIEN UND KITS

HERSTELLER, ORT

[°H]-Thymidin PerkinElmer, Massachusetts,
USA
Chloroform Sigma, Taufkirchen

Einbettmedium PROLONG GOLD

Invitrogen, Karlsruhe

Ethanol Merck, Darmstadt
HA Test Kit Corgenix, Colorado, USA
Isopropanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumhydroxid 0,1 M

Merck, Darmstadt
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Paraformaldehyd 3,7 %

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Perchlorséaure 0,3 M

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UCD

Invitrogen, Karlsruhe

QIAGEN -OneStep RT-PCR Kit

Qiagen, Hilden

QuantiTecRec Transcription Kit

Qiagen, Hilden

Streptomyces Hyaluronidase 2 U/ml

MP Biomedicals, Eschwege

Szintillationsflissigkeit

Roth, Karlsruhe

TriReagent Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tritonlésung 0,1 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tabelle 2

2.1.3. Zellkultur

SUBSTANZ HERSTELLER, ORT
Humane glatte Muskelzellen aus Promocell, Heidelberg
Koronararterien

Smooth muscle cell growth medium 2
+ firmeneigener Zusatz: “SupplementMix”,
enthalt:

- Epidermalen Wachstumsfaktor

- Basis Fibroblasten Faktor

- Insulin

- Fobtales Kélberserum

Promocell, Heidelberg

Fotales Rinderserum (FCS)

Invitrogen, Karlsruhe

DMEM, versetzt mit

Invitrogen, Karlsruhe

- Glutamin Invitrogen, Karlsruhe

- nicht-essentielle Aminosauren Invitrogen, Karlsruhe
PBS, steril Invitrogen, Karlsruhe
Penicillin/Streptamycin Invitrogen, Karlsruhe
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypsin/EDTA Biochrom, Berlin
Tabelle 3

2.1.4. Puffer und Lésungen

PUFFER/ LOSUNG ZUSAMMENSETZUNG
1 xPBS, pH 7,4 137 mM NacCl

8,3 mM NagHPO4

2,7 mM KClI

1,5 mM KHQPO4
Tabelle 4
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2.1.5. Antiko6rper

ANTIKORPER

HERSTELLER, ORT

EINGESETZTE

KONZENTRATION
Hyaluronsaurebindeprotein |Seikagaku, Japan 0,2 pg/mi
HABP
Streptavidin-konjugierter DAKO, Hamburg 1,25 pg/ml

FITC-Zweitantikdrper

Tabelle 5

2.2. Gerate und Materialien

GERATE HERSTELLER, ORT
Cycler Mastercycler personal Eppendorf, Hamburg
Elisa-Reader Microplate Reader BioRad, Minchen

Fluoreszenzimager

Taiphoon 8600 Imager

GE Healthcare
Europe, Mlinchen

Fluoreszenzmikroskop inkl.
Kamera und Software

Nikon Eclipse TE-2000
PFES, NIS-Elements
Software

Nikon, Badhoevedorp,
Niederlande

Heizblock

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg

Inkubatoren

,Function Line“ BB16

Heraeus, Hanau

Migrationskammer

Boyden-Kammer

Neuro Probe Inc.,
Gaithersburg, USA

Migrationsmembran

Polycarbonat-Membran,
10 um Poren

Neuro Probe Inc.,
Gaithersburg, USA

Mikroskop

Olympus CK 40

Olympus, Hamburg

Phospho-Imager

Typhoon 8600 Imager

GE Healthcare
Europe, Mlnchen

Real-Time-PCR

7300 RealTime PCR
System

Applied Biosystems,
Darmstadt

RNA-Messung

Spectrophotometer ND-
1000

PegLab, Erlangen

Sterile Werkbank Antair BSK Anthos-Mikrosysteme,
Koéln

Szintillationszahler LS6000I1C BeckmanCounter,
Krefeld

Wasseraufbereitungsanlage

Milli Q Biocel

Millipore, Schwalbach

Zentrifugen

Centrifuge 5415 R, kihlbar
Minifuge RF

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Tabelle 6
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2.3. Zellkultur

2.3.1. Kultivierung

Die glatten Muskelzellen aus menschlichen Koronararterien wurden in
Smoothe-muscle-cell (SMC2)-Medium mit firmeneigenem Kultivierungs-Zusatz
angezlchtet, dem zusatzlich Penicillin und Streptamycin gegen bakterielle
Kontaminationen zugesetzt wurden. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei
37°C und 5 % CO.-Begasung. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage mit frischem
Medium versorgt und regelméaBig mikroskopisch beobachtet. Sobald die Zellen
zu ca. 80 % konfluent waren, wurden sie gesplittet. Zum Ablésen der Zellen
wurde zunachst das Medium abgesaugt, anschlieBend wurden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und schlieBlich durch eine 3-minltige Behandlung
mit 1x-Trypsin bei Raumtemperatur abgeldst. Diese Reaktion wurde durch die
Zugabe von 10 %-igem DMEM gestoppt. Die Zellen wurden anschlieBend in ein
steriles Falcon-Réhrchen Uberflhrt. Nach Zentrifugation des Réhrchens fur 5
Minuten bei 1000 revolutions per minute (rpm, Umdrehungen pro Minute) bei
Raumtemperatur (RT) wurde das Medium abgesaugt und das Zellpellet in
frischem SMC-Medium resuspendiert. Zur Zellzahlung wurden 10 pl der
Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau versetzt. Durch Auszahlen von 10 pl
dieses Gemischs mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer wurde die Zellzahl der
Suspension bestimmt.

Trypanblau penetriert durch seine negative Ladung nur Zellen, in denen das
aktiv aufrechterhaltene innere Membranpotential zusammengebrochen ist und
farbt somit nur abgestorbene Zellen an.

Zur Weiterzucht wurden die Zellen auf neue Kulturschalen oder fir
Stimulationsexperimente auf 6-, 12- oder 24-Loch-Platten ausgesat.

2.3.2. Stimulationsversuche

Far die Stimulationsexperimente wurden die glatten Muskelzellen zwischen

Passage 5 und 10 in einer Dichte von 10.000 Zellen/cm? ausgesat. Nach einer
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Kultivierungsphase in 1 ml Vollimedium wurden die Zellen fir 24 Stunden in
DMEM ohne FCS synchronisiert. Dies fihrt dazu, dass die Zellen in die
sogenannte GO0-Phase des Zellzyklus Ubergehen. Die Stimulationseffekte
sollten durch die Zyklusunabhangigkeit einheitlicher sein.

AnschlieBend wurden die Zellen fir die angegebenen Inkubationszeiten mit den

verschiedenen Konzentrationen der Substanzen versetzt.

2.4. Bestimmung der mRNA-Expression der HAS 1-3

2.4.1. Praparation (RNA-Isolierung)

Zum Ernten der Zellen wurden diese bei Raumtemperatur fir 10 Minuten mit
TriReagent (1 ml pro 6-well) versetzt. Die Substanz bewirkt die Lyse der Zellen,
so dass unter anderem die RNA freigesetzt wird.

Durch Zugabe von Chloroform bildete sich ein klarer Uberstand, in dem sich
unter anderem die RNA ldste. Zur besseren Trennung wurde diese wassrige
Phase anschlieBend bei Raumtemperatur abzentrifugiert und in ein neues
Eppendorf-Gefa3 Gberfihrt. Die RNA wurde mit Isopropanol gefallt, bei 4°C fir
30 Minuten zu einem Pellet herunter zentrifugiert und anschlieBend in
75 %-igem Ethanol gewaschen. Nach wiederholter 10-minGtiger Zentrifugation
wurde der Uberstand vorsichtig abgekippt und das Pellet fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur getrocknet.

SchlieBlich wurde die RNA in 15 pl RNase-freiem Wasser gelést und fir 5
Minuten auf 65°C erhitzt, um die Loslichkeit zu verbessern. Die Lagerung der
RNA erfolgte bei —80°C.

2.4.2. RNA-Quantifizierung
Nach dem Auftauen wurde im ND-1000 NanoDrop Spectrophotometer die RNA-
Konzentration der Proben in ng/ul bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte bei

einer Wellenlange von 260 nm. Als Referenz diente reines ultra-gefiltertes HO.

Der Wert [260/280] gibt den Quotienten der gemessenen Absorption bei einer
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Wellenldnge von 260 und 280 nm an und gibt Aufschluss Uber die Anwesenheit
von moglichen Kontaminationen, zum Beispiel Protein oder Phenol. Er ist
MaBstab fiir die Reinheit der Probe. Ein Wert von 1,5 gilt als rein, Quotienten
zwischen 1,8 und 2,1 werden akzeptiert.

2.4.3. cDNA-Synthese

Zur Umschreibung der gewonnenen RNA in doppelstrangige cDNA (copy)
wurde das QuantiTecRec Transcription Kit der Firma Qiagen verwendet.
Zunéachst wurde jeweils 1 ug der RNA-Proben in insgesamt 12 pl RNAse-freiem
H-O geldst. Zur Entfernung von genomischer DNA wurde die Probe mit 2 pl
DNA-wipe-out Buffer gemischt, fir 2 Minuten im Cycler auf 42°C erhitzt und
anschlieBend direkt auf Eis Uberfihrt.

Im néchsten Schritt wurde ein zuvor hergestellter MasterMix aus

4 pl RT-Buffer

1 pl Primer

1 ul Enzym hinzupipettiert.

Die Proben wurden vermischt, im Cycler fir 30 Minuten bei 42°C inkubiert und
anschlieBend fir 3 Minuten auf 95°C erhitzt, um die Reverse Transkriptase zu
inaktivieren. Zum Abschluss wurde die erhaltene cDNA in jeweils 100 ul H>O
geldst und bei 4°C gelagert.

2.4.4. Real-Time PCR

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
kénnen Nukleotidsequenzen in millionenfacher Kopie hergestellt werden. Dazu
werden kurze Oligonukleotide (Primer) benbtigt, die sequenzspezifisch an die
DNA-Matrize hybridisieren (Anlagerung) und das zu amplifizierende Stlck
einschlieBen. Fir jedes zu amplifizierende Gen werden zwei verschiedene
Primer eingesetzt (,vorwarts“ und ,rickwarts“), da nur so die Polymerase an
beiden Strdngen ansetzen kann, um die DNA zu kopieren. Vom 3‘-Ende der

Oligonukleotide synthetisiert die hitzestabile Tag-Polymerase den neuen Strang
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(Elongation). Durch Erhitzen wird der entstandene DNA-Doppelstrang getrennt
(Denaturierung) und die Oligonukleotide kdénnen sich erneut an die DNA
(Matrize oder Amplifikat) anlagern. Durch zyklisches Wiederholen dieses
Prozesses kann die DNA somit exponentiell vermehrt werden.

Bei der quantitativen Real-Time PCR ist zusétzlich die Darstellung des
Produktverlaufs, also der gewonnenen DNA mdoglich. Diese erfolgt mittels
Fluoreszenz-Messungen wahrend der PCR. Die Fluoreszenz nimmt
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu.

Flr die quantitative Real-Time PCR wurde Platinum SYBR Green gqPCR
SuperMix-UDG der Firma Invitrogen genutzt.

PCR- Ansatz

cDNA 5ul

Oder H,O 5 ul

gPCR supermix 10 ul

Primer 5nM; 2,5 ul je Primer
Tabelle 7

Temperaturprofil

50°C 2 Minuten 1x
95°C 2 Minuten 1x Denaturierung
95°C 15 Sekunden 40 — 60 Zyklen Anlagerung

60°C 30 Sekunden Elongation
Tabelle 8
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Verwendete Primer

GEN PRIMER-SEQUENZEN

humane HAS 1 |5-TACAACCAGAAGTTCCTGGG-3
5-CTGGAGGTGTACTTGGTAGC-3*

humane HAS 2  |5-GTGGATTATGTACAGGTTTGTGA-3
5-TCCAACCATGGGATCTTCTT-3

humane HAS 3v1 |5-GAGATGTCCAGATCCTCAACAA-3*
5- CCCACTAATACACTGCACAC-3

humaner GLP-1 |5-CATCAAATGCAGACTTGCCA-3
Rezeptor 5-ATCACAAAGGCAAAGATGACC-3’

humane GAPDH |5-GTGAAGGTCGGAGTCAACG-3
5-TGAGGTCAATGAAGGGGTC-3

Tabelle 9

Als Ergebnis wurde die relative Expression der entsprechenden Gene jeweils
standardisiert auf GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) als
interne Kontrolle ausgegeben (Sussmann, et al., 2004).

2.5. Bestimmung der Hyaluronsaure im Medium

2.5.1. Zellkultivierung, Stimulation sowie Medium- und Proteinernte

Die Zellkultur und Stimulation erfolgte entsprechend der unter 2.3. fir die RNA-
Gewinnung beschriebenen Methode. Es wurden 12-Loch-Platten genutzt, in die
10.000 Zellen/cm? in jeweils 500 ml Medium ausgesat und stimuliert wurden.
Nach 24-stiindiger Stimulation wurde das Medium in sterile Eppendorf-GefaBe
Uberfihrt und bei —20°C eingefroren.

Die adharenten Zellen wurden mit 75 pul einer 0,1 M NaOH-Lésung far 2-3
Minuten lysiert und anschlieBend ebenfalls in sterile Eppendorf-GefaBe

Uberfihrt und bei —20°C eingefroren.
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2.5.2. Hyaluronsaure-Quantifizierung im Medium

Die Hyaluronsaurequantifizierung wurde mit Hilfe des Hyaluronic Acid Test Kit
durchgefihrt. Das Prinzip des Kits basiert auf der quantitativen Bindung der HA
an ein Hyaluronsaure bindendes Protein (HAbP).

Die genutzten ReaktionsgefédBe wurden bereits vom Hersteller mit HAbP
beschichtet. Die Zellkulturliberstande und jeweiligen Standards wurden in die
Mikrovertiefungen pipettiert und fiir eine Stunde inkubiert. Hierbei reagierte die
enthaltene HA mit dem immobilisierten Bindeprotein. Durch viermaliges
Waschen mit PBS wurden ungebundene Molekille des Uberstandes entfernt.
AnschlieBend wurden 100 pl an Meerettich-Peroxidase konjugiertes HAbP
zugesetzt, das wiederum Komplexe mit gebundener HA bildet.

Nach einem weiteren vierfachen Waschschritt mit PBS wurde die Farbreaktion
durch Zugabe eines Tetramethylbenzidin-Substrats und Wasserstoffperoxid
ausgeldst und nach 30 Minuten durch Zugabe von 100 pl Stopplésung pro
Vertiefung beendet.

Die Farbintensitat wurde im Photometer bei 450 nm gemessen.

2.5.3. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde durchgefihrt, um die gemessenen HA-
Konzentrationen auf die vorhandene Proteinmenge zu standardisieren. Die
Angabe der HA-Konzentration erfolgte in ng HA/ug Protein.

Zunachst wurde auf einer 96-Well-Platte eine Standardreihe aus BSA-L&sung
hergestellt, es wurden Proteinmengen von 400 ng bis 3200 ng eingesetzt. In
weitere Wells wurden jeweils 5 ul der zu bestimmenden Proteinprobe pipettiert.
Zur Bestimmung der verschiedenen Konzentrationen wurden in jedes Well
200 pl des 1:5 verdinnten Biorad-Farbreagenzes beigemischt.

Die Konzentrationsmessung erfolgte mittels Elisa-Reader bei einer Wellenlange
von 595 nm. Die Standardkurve sollte einen Korrelationskoeffizienten >0,99

aufweisen.
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2.6. Migrationsversuche

Die Migrationsaktivitdt der glatten Muskelzellen wurde mit Hilfe einer
modifizierten 48-Loch-Boyden-Kammer untersucht. Die Versuche erfolgten
jeweils in 6-facher Bestimmung. Der Mittelwert des 6-fach Ansatzes entsprach
n=1.

In die unteren Locher der Kammer wurden jeweils 28 pl Medium mit dem
entsprechenden Stimulus pipettiert. Als Negativ-Kontrolle galt FCS-freies
Medium, als Positiv-Kontrolle PDGF-BB (10 ng/ml).

Zwischen die beiden Platten der Boyden Kammer wurde ein Polycarbonatfilter
(Track-Etch Membrane, Whatman nucleopore, 25 x 80 mm PVDF) der
PorengréBe 10 um platziert. Die Membran wurde zuvor mit durch 0,05 M
Essigsaure verdiinntem bovinem monomerem Kollagen Typ 1 beschichtet.

Zur Bestimmung der Migrationsrate wurden nun in die oberen Lécher der
Boyden Kammer wurden jeweils 15.000 Zellen (in jeweils 45 pl Zellsuspension
enthalten) pro Loch pipettiert, die Zellen waren nach dem Splitten in FCS-freiem
Medium resuspendiert worden. Somit stellt zum Beispiel ein in die untere
Kammer pipettiertes FCS-haltiges Medium einen Migration férdernden Stimulus
dar.

Die Migrationsdauer betrug 6 Stunden unter normalen Zellkulturbedingungen.
AnschlieBend wurden die nicht migrierten Zellen durch Waschen mit PBS und
Abschaben von der oberen Seite der Membran entfernt. Die migrierten Zellen
auf der Unterseite wurden fir 5 Minuten mit 80 %-igem Methanol fixiert und
getrocknet.

Die Quantifizierung der Migration erfolgte nach Farbung der DNA innerhalb der
Zellkerne mittels Propidiumjodid-Lésung (5 pg/ml PBS) mit Hilfe eines Typhoon
8600 Imagers.

Gemessen wurde bei einer Exzitationswellenldange von 532 nm und einer
Detektionswellenlange von 580 nm. Die ausgegebene Fluoreszenzintensitat
war proportional zur Anzahl der migrierten Zellen (Conley, et al., 2004).
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2.7. Proliferationsversuche

Die Bestimmung der Proliferationsrate der VSMC erfolgte durch Messung der
DNA-Neusynthese. Hierzu wurden die Zellen in 24-Loch-Platten in einer Dichte
von 15.000 Zellen pro Loch ausgeséat. Nach 24 Stunden wurden die Zellen fir
weitere 24 Stunden in serumfreiem Medium synchronisiert. Die Stimulation
erfolgte flr 24 Stunden, wahrend der letzten 4-6 Stunden wurden pro Vertiefung
10 pl [*H] markiertes Tymidin (1pCi/ml) hinzugegeben.

Die Aufarbeitung erfolgte nach Abnahme und Verwerfen des Uberstandes
zunachst durch 2-maliges Waschen mit kaltem PBS. AnschlieBend wurde durch
Zugabe von Perchlorséure fur 2 Minuten die DNA geféllt. Es folgte die Lyse der
DNA in 0,1 M Natriumhydroxid-Lésung (300 pl/Loch) unter standiger Bewegung
fr 15 Minuten bei 37 °C.

30 pl der Probe wurden jeweils zur Proteinbestimmung eingesetzt (vergleiche
2.5.3.), die Ubrigen 270 pl wurden mit 4,7 ml Szintillationsflissigkeit versetzt
und ein Szintillationszahler registrierte die Zerfalle pro Zeit (Counts per minute,
CPM).

Innerhalb eines Experimentes war jede Versuchsbedingung 3-fach vertreten;
der Mittelwert des Dreifachansatzes entsprach n=1.

2.8. Farbung von Hyaluronsaure

Zur Farbung der Zellen wurden diese auf Deckglaschen kultiviert. Nach 24-
stlindiger Stimulation wurden die VSMC zunachst einmal mit PBS gewaschen
und anschlieBend fir 20 Minuten in einer 3,7 %-igen Formaldehydlésung auf
Ethanol- und Essigsaurebasis fixiert.

Als Negativkontrolle erfolgte eine enzymatische Verdauung der HA mittels
Hyaluronidase flr eine Stunde bei 37°C.

Zur Darstellung der intrazellularen HA wurden die Zellen fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur permeabilisiert.

Far die Affinitatshistochemie der HA wurden die Zellen fir eine Stunde

ebenfalls bei Raumtemperatur mit biotinyliertem HA-bindendem Protein (HAbP,
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0,2 pg/ml, Seikagaku) inkubiert. Die Detektion erfolgte mit Streptavidin
konjugierten FITC (1,25 pg/ml, DAKO). Das Einbetten der Zellen erfolgte mittels
ProLong Gold, der enthaltene Fluoreszenzfarbstoff DAPI farbte gleichzeitig die
Zellkerne der VSMC an.

Die Aufnahmen fir die Farbung erfolgten am Fluoreszenzmikroskop der Firma
Nikon.

2.9. Statistik

Die Ergebnisse der verschiedenen Experimente sind angegeben als
arithmetischer Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM).

Die statistische Auswertung erfolgte abhangig vom Versuchsaufbau mit Hilfe
des T-Tests, oder mittels ANOVA.

In den Analysen wurde ein Signifikanzniveau von *: p<0,05 festgelegt.

Die Analysen erfolgten mittels GraphPad-Software, Version 5.0.
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3. ERGEBNISSE

Fir die Versuche wurden glatte Muskelzellen aus humanen Koronararterien fur
24 Stunden in serumfreiem DMEM kultiviert und anschlieBend fir 6 oder 24
Stunden mit verschiedenen Substanzen inkubiert. Alle diese Stimuli stehen im
direkten Zusammenhang mit dem Metabolischen Syndrom beziehungsweise
mit dem Krankheitsbild des Diabetes Mellitus.

Es wurde die RNA aus den Zellen isoliert und das Expressionsniveau der
verschiedenen Gene bestimmt. Als Referenzgen wurde jeweils das

Expressionsniveau der GAPDH mRNA gemessen.

Zur Interpretation der Ergebnisse wurde bestimmt, zu welchem Anteil an der
gesamten HAS-Expression die einzelnen Synthasen in humanen glatten
GefaBmuskelzellen jeweils exprimiert werden. Diese Messung erfolgte an fir 30
beziehungsweise 48 Stunden Serum-deprivierten Zellen ohne Stimulation, so
dass die basale Genexpression bestimmt wurde.

Die Ergebnisse der Expressionslevel unterschieden sich zwischen dem 30- und
48-Stunden-Wert nicht und sind aus Abbildung 3-1 ersichtlich.

@O HAS 1

W HAS 2
O HAS 3v1

Abbildung 3-1: Anteil der verschiedenen Synthase-Isoenzyme an der
gesamten HAS-Expression.
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Zusatzlich wurde die nach 24 Stunden in das Zellkulturmedium sezernierte HA-
Menge quantifiziert.

Des Weiteren wurde die HA in und um die Zellen mikroskopisch untersucht,
indem die HA angefarbt wurde und die Zellen anschlieBend mikroskopiert und
fotografiert wurden.

Die Farbung erfolgte nach 24-stiindiger Stimulation der glatten Muskelzellen mit
den jeweiligen Substanzen und anschlieBender Fixierung. Die abgebildeten
Ausschnitte der Zellfotos sind jeweils reprasentativ flr die Zellen aus n=3
Versuchen ausgewahlt.

Viele der Zellfotos besitzen dieselbe Kontrolle zum Vergleich, da die Zellen zum
gleichen Zeitpunkt stimuliert, gefarbt und fotografiert wurden.

Als Negativkontrolle wurde eine nicht stimulierte Bedingung vor der Farbung

mittels Hyaluronidase behandelt und so die HA enzymatisch verdaut (siehe
Abbildung 3-2).

A B

Abbildung 3-2: Angefdrbte HA (grin) und Zellkerne (blau) in VSMC;
A: Kontrolle, B: HA-Verdauung.
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3.1. Stimulation mit TNFa

Die Stimulation der VSMC mit TNFa (10 ng/ml) fihrte zu einer signifikanten
Induktion der HAS 3v1 mRNA (6,226 + 2,293 versus Kontrolle). Dieser Effekt
war transient und war nach 24 Stunden nicht mehr nachweisbar. Die
Genexpression der dbrigen HAS-Isoenzyme anderte sich durch die Inkubation
nicht.

Die HA-Bestimmung im Medium nach 24 Stunden zeigte ebenfalls einen
signifikanten Anstieg (1,281 £ 0,08120 versus Kontrolle), wie Abbildung 3-3
zeigt.

Das mikroskopische Bild der angefarbten HA in und um die glatten
Muskelzellen zeigte eine gering reduzierte HA-Menge nach TNFa-Stimulation
im Vergleich zur Kontrolle. Durch die Stimulation mit dem Zytokin erschien die
Anzahl der HA-geflllten Vesikel erhéht, wahrend die haardhnlichen Strukturen
nicht mehr vorkamen (siehe Abbildung 3-3 E).
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mRNA-Expression
(Vielfaches der Kontrolle)

>

mRNA-Expression
(Vielfaches der Kontrolle)

ng HA/pg Protein
(Vielfaches der Kontrolle)

=

(@)

& E

Abbildung 3-3: Stimulation mit TNFa (10 ng/ml).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation ftr 6 h (n=3), B: Stimulation fiir 24 h (n=3).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-stiindiger Stimulation (n=3).

Mittelwert + SEM;*: p<0,05; **: p<0,01 im Vergleich zur Kontrolle.

D+E: Farbung der HA und der Zellkerne nach 24-stindiger Stimulation (E) im
Vergleich zur Kontrolle (D).
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3.2. Stimulation mit IL-6

Die Stimulation der Zellen mit einem weiteren vom Fettgewebe produzierten
Zytokin, dem IL-6 (10 ng/ml), fihrte nicht zu Verdnderungen im Expressions-
niveau der HAS 3v1. Auch die Gbrigen HAS-Isoenzyme wurden durch Zugabe
der Substanz IL-6 zu beiden Zeitpunkten nicht reguliert.

Die Menge der nach 24 Stunden ins Medium sezernierten HA &nderte sich
durch die Inkubation ebenfalls nicht (siehe Abbildung 3-4).

Die HA-Farbung zeigte eine Verringerung der HA durch Stimulation mit IL-6.
Auffallig waren die extrazellular liegenden strangférmigen Strukturen,
sogenannten HA-Kabel, in denen sich die HA-Molekiile zu verdichten schienen
(Pfeilmarkierung, siehe Abbildung 3-4 E).
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Abbildung 3-4: Stimulation mit IL-6 (10 ng/ml).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation flr 6 h (n=3-4), B: Stimulation ftir 24 h (n=5-7).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-sttindiger Stimulation (n=3); Mittelwert + SEM.
D+E: Farbung der HA und der Zellkerne nach 24-stindiger Stimulation (E) im
Vergleich zur Kontrolle (D).
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3.3. Stimulation mit IGF-1

Wie aus Abbildung 3-5 ersichtlich, induzierte eine 24-stindige Inkubation mit
IGF-1 (100 ng/ml) deutlich die Expression der HAS 2 mRNA (2,609 + 0,3925
versus Kontrolle). Dieser Effekt deutete sich nach 6 Stunden bereits an,
erreichte hier jedoch noch keine Signifikanz.

Die Ubrigen Isoenzyme der HA-Synthase wurden durch die Stimulation nicht
reguliert.

Die HA-Menge im Medium stieg nach 24-stindiger Behandlung der Zellen
ebenfalls signifikant an (1,508 + 0,1673 versus Kontrolle, siehe Abbildung 3-5).

Zur mechanistischen Uberpriifung dieser Induktion der HAS 2 wurden die
Zellen zusatzlich zum IGF-1 fir 24 Stunden mit LY294002 (10 pg/mL), einem Pi
3-Kinase-Inhibitor, versetzt (siehe Abbildung 3-6). Durch die kombinierte
Inkubation wurde das Expressionsniveau der HAS 2 im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit IGF-1 signifikant abgesenkt (0,2998 + 0,1198 versus 2,609 +
0,3925). Die Werte liegen deutlich unter den Referenzwerten der nicht-

stimulierten Kontrolle.

36



3. Ergebnisse

mRNA-Expression
(Vielfaches der Kontrolle)

ng HA/ug Protein
(Vielfaches der Kontrolle)

Q&'% ‘54

>

mRNA-Expression
(Vielfaches der Kontrolle)

(2] &Y
& S\ o°

o
%
)

Abbildung 3-5: Stimulation mit IGF-1 (100 ng/ml).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation fir 6 h (n=4), B: Stimulation fiir 24 h (n=5-6).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-stiindiger Stimulation (n=6).

Mittelwert + SEM;*: p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 3-6: Stimulation mit IGF-1 (100 ng/ml) und LY294002 (10 pg/ml).
Die Regulation der HAS 2 im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle nach 24-
stiindiger Stimulation (n=3). Mittelwert + SEM; *: p<0,05 zur Kontrolle; #: p<0,05
zur alleinigen Stimulation mit IGF-1.
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Die HA-Farbung fir die Substanzen IGF-1 und LY294002 zeigte keine
Veranderung der HA-Menge nach Inkubation mit IGF-1. Aufféllig ist, dass die
haarahnlichen Strukturen verschwanden und sich die HA, &hnlich wie bei
Stimulation mit TNFa, in Vesikeln ablagerte.

Dieser Eindruck anderte sich auch durch die Zugabe des Pi 3-Kinase-Inhibitors
nicht. Erst bei Stimulation allein mit LY294002 war eine deutliche Reduktion der
HA-Menge erkennbar (siehe Abbildung 3-7).

38



3. Ergebnisse

Cc D

Abbildung 3-7: Angefédrbte HA und Zellkerne in VSMC A: Kontrolle, B: IGF-1
(100 ng/ml), C: IGF-1 (100 ng/ml) +LY294002 (10 ug/ml), D: LY294002 (10

ug/mi).
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3.4. Stimulation mit Insulin

Die Inkubation mit Insulin fir 6 oder 24 Stunden flhrte bei einer Konzentration
von 100 ng/ml nicht zu Verdnderungen des HAS-Expressionsniveaus im
Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle. Auch eine Dosiserh6hung auf
1000 ng/ml regulierte die HAS 1-3 nicht. Die Menge der ins Medium
sezernierten HA &anderte sich nach Stimulation mit beiden Konzentrationen
ebenfalls nicht signifikant (siehe Abbildung 3-8 und Abbildung 3-9).

Auch im mikroskopischen Bild der mit 1000 ng/ml Insulin stimulierten Zellen
wurden, verglichen mit der Kontrolle, keine Unterschiede in der HA-Menge oder
Struktur deutlich (siehe Abbildung 3-9 E).
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Abbildung 3-8: Stimulation mit Insulin (100 ng/ml).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation fir 6 h (n=3-4), B: Stimulation fiir 24 h (n=5-7).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-stiindiger Stimulation (n=3); Mittelwert + SEM.
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Abbildung 3-9: Stimulation mit Insulin (1000 ng/ml).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation fiir 6 h (n=3-5), B: Stimulation flir 24 h (n=5-7).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-stiindiger Stimulation (n=3). Mittelwert + SEM.
D+E: Farbung der HA und der Zellkerne nach 24-stiindiger Stimulation (E) im
Vergleich zur Kontrolle (D).
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3.5. Stimulation mit Angiotensin Il

Die Inkubation mit Angiotensin Il (Ang II) fir 6 Stunden zeigte bei einer
Konzentration von 0,1 uM eine Herabregulation der HAS 1 (0,7146 %= 0,1148
versus Kontrolle). Bei Dosissteigerung auf 1 uM deutete sich diese Regulation
noch an, stellte sich jedoch nicht mehr signifikant dar. Die Herunterregulation
schien nach 24 Stunden aufgehoben zu sein. Im Expressionsniveau der Gbrigen
HAS-Isoenzyme zeigten sich zu beiden Zeitpunkten keine Veranderungen im
Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle. Dies anderte sich auch durch eine
Dosiserh6hung auf 1 uM nicht.

Die Menge der ins Medium sezernierten HA a@nderte sich nach Stimulation mit
beiden Konzentrationen ebenfalls nicht signifikant (siehe Abbildung 3-10 und
Abbildung 3-11).

Auch im mikroskopischen Bild wurden nach Zugabe von 1 uM Ang Il keine
Unterschiede in der HA-Menge oder andere Besonderheiten im Vergleich zur
Kontrolle deutlich (siehe Abbildung 3-11 E).
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Abbildung 3-10: Stimulation mit Ang Il (0,1 uM).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation fiir 6 h (n=3-4), B: Stimulation flir 24 h (n=5-7).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-stiindiger Stimulation (n=3).

Mittelwert + SEM; *: p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 3-11: Stimulation mit Ang Il (1 uM).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation fiir 6 h (n=3-4), B: Stimulation fiir 24 h (n=5-6).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-stiindiger Stimulation (n=3),; Mittelwert + SEM.
D+E: Farbung der HA und der Zellkerne nach 24-stiindiger Stimulation (E) im
Vergleich zur Kontrolle (D).
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3.6. Stimulation mit Leptin

Die Inkubation mit Leptin (100 ng/ml) fir 6 Stunden und 24 Stunden flhrte nicht
zu Veranderungen des HAS-Expressionsniveau im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrolle.

Die Menge der ins Medium sezernierten HA &anderte sich nach Stimulation
ebenfalls nicht signifikant (siehe Abbildung 3-12).

Bei der immunhistochemischen Farbung der HA zeigten sich im Vergleich zur
nicht stimulieten Kontrolle vermehrt haarférmige HA-Strukturen (siehe
Abbildung 3-12 E).
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Abbildung 3-12: Stimulation mit Leptin (100 ng/ml).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation flr 6 h (n=3 bzw. n=4), B: Stimulation fiir 24 h (n=4).
C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-sttindiger Stimulation (n=3); Mittelwert + SEM.
D+E: Farbung der HA und der Zellkerne nach 24-stindiger Stimulation (E) im
Vergleich zur Kontrolle (D).
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3.7. Stimulation mit Adiponectin

Bei der Stimulation mit Adiponectin war die Kontrolle fir das Gen der HAS 1 auf
Grund der insgesamt geringen Expression nach 6 Stunden und bei einer
Dosierung von 1 pg/ml nach 24 Stunden nicht nachweisbar. Uber die
Regulation der Synthase kann somit in dieser Arbeit keine Aussage getroffen
werden.

Durch die Stimulation mit Adiponectin in beiden Konzentrationen &nderte sich
die Expression der HAS 2 nach 6 Stunden (0,4146 + 0,02871 versus Kontrolle
far 0,1 pg/ml bzw. 0,4638 + 0,1775 versus Kontrolle fir 1 pg/ml). Nach 24
Stunden befand sich das Gen wieder auf Kontrollniveau.

Die HAS 1 bei 0,1 pg/ml nach 24 Stunden und die HAS 3v1 veranderten ihr
Expressionsniveau durch die Stimulation nicht.

Die Menge der ins Medium sezernierten HA a@nderte sich nach Stimulation mit
beiden Konzentrationen ebenfalls nicht signifikant (siehe Abbildung 3-13 und
Abbildung 3-14).

Bei der Betrachtung der Zell-Farbung nach Stimulation mit 1 pg/ml Adiponectin
waren ebenfalls keine Unterschiede beziglich der Quantitat und Struktur der
HA erkennbar (siehe Abbildung 3-14 E).
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Abbildung 3-13: Stimulation mit Adiponectin (0,1 ug/ml). A+B: Die
Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle.
A: Stimulation fir 6 h (n=3), B: Stimulation fiir 24 h (n=3-4).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-stindiger Stimulation (n=3). n.d.=nicht
detektierbar; Mittelwert + SEM; ***: p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 3-14: Stimulation mit Adiponectin (1 ug/ml).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation fiir 6 h (n=3), B: Stimulation fir 24 h (n=3-4).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-stindiger Stimulation (n=3). n.d. = nicht
detektierbar; Mittelwert + SEM; *: p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

D+E: Farbung der HA und der Zellkerne nach 24-stiindiger Stimulation (E) im
Vergleich zur Kontrolle (D).
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3.8. Stimulation mit einem Thromboxan A, Analogon

Durch die Inkubation mit U-46619 (3 uM), einem Thromboxan A, Analogon,
wurde die mRNA-Expression der HAS 3v1 im Vergleich zur Lésungsmittel-
Kontrolle (DMSQO) nach 6 Stunden signifikant gesenkt (0,5857 + 0,1560 versus
Kontrolle). Das Expressionsniveau der HAS-1 der Kontrollen lag nach 6
Stunden unterhalb der Nachweisgrenze. So kénnen hier Uber die Expression
nach Stimulation keine Aussagen getroffen werden.

Nach einer Inkubation flr 24 Stunden lag eine deutliche Hochregulation der
HAS 1-mRNA vor (2,377 + 0,2825 versus Kontrolle).

Die Quantifizierung der HA im Kulturmedium der glatten Muskelzellen zeigte
nach 24-stindiger Behandlung mit 3 uM U-46619 eine deutliche Absenkung der
HA-Menge (0,5060 + 0,04021 versus Kontrolle), wie aus Abbildung 3-15
ersichtlich wird.

Anhand der gefarbten und fotografierten Zellen lie3 sich kein Unterschied der

HA-Menge erkennen. Aufféllig waren jedoch die hier mehrfach vorkommenden,
mit weiBen Pfeilen markierten HA-Kabel (siehe Abbildung 3-15 E).
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Abbildung 3-15: Stimulation mit TXA2 (3 uM).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur Lésungsmittel-
Kontrolle.

A: Stimulation fir 6 h (n=4-5), B: Stimulation flir 24 h (n=3-5).

C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur Ldsungsmittel-
Kontrolle. Messung nach 24-stindiger Stimulation (n=3). n.d. = nicht
detektierbar. Mittelwert + SEM;*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,0001 im Vergleich
zur Kontrolle.

D+E: Farbung der HA und der Zellkerne nach 24-stindiger Stimulation (E) im
Vergleich zur Lésungsmittel-Kontrolle (D).
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3.9. Stimulation mit Exendin-4

Der Rezeptor fur das Glucagon-like-peptide 1 (GLP-1-R) des Magen-Darm-
Traktes, das entscheidend an der Regulation des Glukose-Stoffwechsels
beteiligt ist, ist nachweislich auch auf glatten GefaBmuskelzellen exprimiert. Auf
Grund der oben beschriebenen Einflisse des Glukosestoffwechsels auf die
Atherosklerose wurde im Folgenden auch eine Inkubation mit Exendin-4, einem
GLP-1-Analogon, durchgeflhrt.

Die Stimulation mit Exendin-4 in einer Konzentration von 100 nM senkte die
Expression der HAS 1 nach 6 Stunden signifikant (0,06450 + 0,05416 versus
Kontrolle).

Nach 24-stiindiger Stimulation deutete sich dieser Effekt noch an, stellte sich
jedoch nicht mehr signifikant als dar.

Die mRNA-Niveaus der Gbrigen HAS-Isoenzyme zeigten sich unverandert.
Auch die quantifizierte HA im Medium stagnierte im Vergleich zur nicht

stimulierten Kontrolle.
Die Farbung der HA zeigte keine Veranderung in der Intensitat des Signals,

jedoch stellten sich vesikelférmige Strukturen dar, in der sich die HA

anzureichern schien (Abbildung 3-16).
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Abbildung 3-16: Stimulation mit Exendin-4 (100 nM).

A+B: Die Regulation der HAS-Isoenzyme im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. A: Stimulation fiir 6 h (n=4 bzw. n=6), B: Stimulation ftir 24 h (n=3-5).
C: Hyaluronsdurekonzentration im Medium im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle. Messung nach 24-stiindiger Stimulation (n=3).

Mittelwert + SEM; ***: p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle.

D+E: Farbung der HA und der Zellkerne nach 24-stindiger Stimulation (E) im
Vergleich zur Kontrolle (D).
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3.10. Migration/ Proliferation

Die Pathogenese der Atherosklerose geht mit einer Phanotyp-Veranderung der
VSMC einher. Kontraktile VSMC transformieren zu synthetischen VSMC, die
durch eine gesteigerte Migrations- und Proliferationsrate charakterisiert sind.
Diese phanotypischen Verdnderungen sind mit einem Anstieg der HA
assoziiert. Fir die meisten der in dieser Arbeit eingesetzten Substanzen ist das
Migrations- und Proliferationsverhalten nach Stimulation glatter Muskelzellen
hinreichend untersucht. Daher wurde hier der Einfluss des Exendin-4 auf die
(PDGF-BB stimulierte) Migration und Proliferation von VSMC Uber einen

Zeitraum von 6 h (Migration) beziehungsweise 24 h (Proliferation) analysiert.

3.10.1. Migration

In der Boyden-Migrationskammer zeigten die glatten Muskelzellen einen
leichten, aber nicht signifikanten Anstieg der Migrationsrate in Richtung des
Mediums mit Exendin-4 (100 nM). Die Migrationsfrequenz der PDGF-
Stimulation wurde durch das Exendin-4 nicht beeinflusst (siehe Abbildung 3-
17).

3= *kk

Migrationrate der SMCs
(Vielfaches der Kontrolle)

(=]
i

& £ S S >
<’~“°\ ‘200 & \°°® o&o
*_O 6\0\ &Q Q/‘\'e
& .\90
Q;\-
<* £
& &
Q Q

Abbildung 3-17: Migrationsrate der glatten Muskelzellen nach Inkubation mit
Exendin-4 (100 nM) im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle und die Effekte
im Vergleich zur Positiv-Kontrolle PDGF-BB; n=6-7. Mittelwert + SEM;

***: p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle.

55



3. Ergebnisse

3.10.2. Proliferation

Die Proliferation der glatten Muskelzellen wurde durch das Inkretinmimetikum
Exendin-4 nicht beeinflusst. Auch die Kombination von Exendin und dem
proliferations-férdernden Stimulus PDGF zeigte vergleichbare Werte wie die
Stimulation allein mit PDGF (siehe Abbildung 3-18).
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Abbildung 3-18: Die Proliferation der VSMC nach Stimulation mit PDGF-BB
und Exendin-4; n=6. Mittelwert + SEM; ***: p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle.
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4. DISKUSSION

Vergangene Arbeiten konnten zeigen, dass HA im Fettgewebe diabetischer
Mause akkumuliert und dort mdglicherweise inflammatorische Prozesse fordert
(Han, et al.,, 2007). Dies legt eine enge Assoziation zwischen dem
Krankheitsbild des Diabetes Mellitus und der Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix nahe.

Darliberhinaus ist bekannt, dass eine HA-Akkumulation verknlpft mit
verstarkter Proliferation und Migration glatter GefaBmuskelzellen eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose spielt (Evanko, et al., 1999). In
erodierten atherosklerotischen Plaques wurde auBerdem eine HA- und
Versikan-reiche EZM nachgewiesen (Kolodgie, et al., 2004).

Diabetes Mellitus und das sogenannte Metabolische Syndrom allgemein als
Krankheitskombination aus Adipositas, Hypertonie und Fettstoffwechselstérung
gelten als Hauptrisikofaktoren flir die Entstehung der Atherosklerose (Paoletti,
et al., 2006). Der genaue Mechanismus von der Stoffwechselveranderung bis
zur Auswirkung auf die BlutgefaBe ist sicherlich noch nicht hinreichend
aufgeklart. Bekannt ist jedoch die endokrine Funktion des Fettgewebes. Zu den
mehr als einhundert vom Fettgewebe produzierten, sogenannten Adipokinen,
zahlen unter anderem Interleukin 6 (IL-6), Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa),
und Insulin-like-growth-factor-1 (IGF-1) (Fischer-Posovszky, et al., 2007).

Aus diesem Grund sollte der Einfluss des Metabolischen Syndroms auf das HA-
System der glatten Muskelzellen untersucht werden, um somit mdgliche
Auswirkungen auf die Zusammensetzung der vaskularen EZM beurteilen zu
kénnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene
Mediatoren und Substanzen, die mit dem Metabolischen Syndrom in Beziehung
stehen (TNFa, IL-6, IGF-1, Leptin und Thromboxan), das HA-System in
humanen glatten GefaBmuskelzellen beeinflussen kénnen. Hingegen scheinen
andere Substanzen unter den sogenannten Adipokinen keinen Einfluss auf den
HA-Metabolismus zu haben.
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FOr die auf das HA-System einwirkenden Mediatoren besteht somit die
Méglichkeit, dass sie an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt sind und
diese regulieren.

Nachfolgend werden die Substanzen und ihre Effekte auf den HA-Metabolismus
der glatten Muskelzellen im Einzelnen betrachtet.

Die Untersuchung des Expressionsanteils der verschiedenen HAS-Isoenzyme
an der Gesamtheit der Synthasen (siehe Abbildung 3-2) zeigt eindeutig, wie
gering die HAS 1 im Vergleich zu den anderen beiden HAS-lIsoenzymen
exprimiert wird. Dies bedeutet einerseits, dass eine Veranderung der HAS 1-
Expression womdglich ohne Einfluss auf die sezernierte HA bleibt. Andererseits
erklart dies aber auch, warum das Gen haufig so niedrig exprimiert wurde, dass
es mittels Real Time-PCR zum Teil nicht detektiert werden konnte und somit
keine Aussagen Uber Regulationen getroffen werden kénnen.

4.1. TNFa als Hyaluronsaure-induzierendes Adipokin

Nach Stimulation mit TNFa steigt die ins Zellkulturmedium sezernierte HA-
Menge signifikant an. Vergleichbar mit Rabausch B., 2008 konnte auch in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass dies vermutlich aus der Hochregulation der
HAS 3vi-mRNA resultiert. Andere Arbeiten zeigten bereits die HA-
Akkumulation nach Stimulation mit TNFa und IL-1B auch in Fibroblasten (Butler,
et al., 1988). An dieser Stelle wird nun der Zusammenhang zwischen Diabetes
und Atherosklerose hergestellt. Wahrend TNFa als inflammatorisches Zytokin
im Stoffwechsel des Metabolischen Syndroms vermehrt im Fettgewebe
produziert und sezerniert wird (Thalmann, et al., 2007), fihrt mdglicherweise die
Plasma-Spiegelernéhung der Substanz an den glatten Muskelzellen zu einer
Veranderung der EZM. Hierdurch kénnte die Atheroskleroseentstehung
beglnstigt werden. Diese Hypothese wird auBerdem gestltzt durch die
bekannte migrationsférdernde und pro-proliferative Wirkung von TNFa (Jovinge,
et al., 1997), die ihrerseits ebenfalls zur Plaquebildung in der Atherosklerose

beitragt.
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Bei Betrachtung der mittels HAbP angefarbten HA fallt im Vergleich zur
Kontrolle auBerdem die Anreicherung der HA in vesikelférmigen Strukturen auf.
Die in der Kontrolle vorkommenden haaréahnlichen Strukturen waren nicht mehr
nachweisbar. Dies stitzt die Hypothese, dass die perizellulare HA in das
Kulturmedium sezerniert wurde und hier eine quantitative Erhéhung derselben
auftritt.

Die in verschiedenen Arbeiten postulierte Kabel-Bildung der extrazellularen HA
nach Stimulation mit TNFa in Keratinozyten (Jokela, et al., 2008)
beziehungsweise durch HAS 3-Uberexpression in Epithelzellen der Niere
(Selbi, et al., 2006) konnten durch Versuche flr die glatten Muskelzellen nicht
bestéatigt werden.

TNFa als inflammatorisches Zytokin, das vom entziindeten Fettgewebe bei
Diabetes Mellitus vermehrt sezerniert wird, kénnte somit lokal durch eine HA-
Erhdhung zum proatherosklerotischen Milieu in arteriellen BlutgefaBen im

Krankheitsbild des Metabolischen Syndroms beizutragen.

4.2. IL-6 beeinflusst die Hyaluronsaure strukturell

Nachdem TNFa die HA-Menge im Medium durch Erhéhung der Expression der
HAS 3v1 ansteigen lasst, kbnnte man vermuten, dies sei ein allgemeiner Effekt
der vom Fettgewebe im Metabolischen Syndrom vermehrt produzierten
Zytokine. Vor allem IL-6 gilt als wichtiges Zytokin im Stoffwechsel des Diabetes
Mellitus, da die IL-6-Serumkonzentration noch starker mit der Insulinresistenz
korreliert, als dies bei TNFa der Fall ist (Kern, et al., 2001). Daher wirde man
hier im besonderen MaBe einen Eingriff in die Atherosklerose-Entstehung und
damit in die Pathogenese der mit Diabetes Mellitus assoziierten (Folge-)
Erkrankungen erwarten. Auch fir IL-6 konnte bereits im Vorfeld die positive
Wirkung auf migratorische und proliferative Prozesse glatter GefaBmuskelzellen
nachgewiesen werden (Wang, et al., 2003), so dass eine Akkumulation der HA

sehr nahe liegt.
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Nach Stimulation mit IL-6 in einer Konzentration von 10 ng/ml zeigt sich jedoch
keinerlei Regulation des HA-Systems.

Die HA-Farbung zeigt jedoch eine Beeinflussung der HA-Strukturen durch
Stimulation mit IL-6. Wahrend die geringere Farbintensitat der Fotografie eine
Absenkung der HA-Menge andeutet, fallen die strangférmigen Strukturen ins
Auge. Es handelt sich hierbei méglicherweise um sogenannte HA-Kabel, in
denen sich HA zu verdichteten Strangen zusammenlagert. Diese HA-Kabel sind
bisher fir Keratinozyten nach Stimulation mit IL-18 und TNFa beschrieben
(Jokela, et al., 2008). Die Strangbildung geht in unseren Experimenten, wie
bisher beschrieben, ebenfalls nicht mit einer quantitativen Veranderung der
HAS-Expression oder der sezernierten HA einher. Vielmehr spielt hier die
Funktion der Kabel die entscheidende Rolle. Die HA-Strange dienen Monozyten
als Adhasionsgrundlage, erleichtern die Bindung an die Zelle und férdern so die
Entziindungsreaktion (Jokela, et al., 2008).

Man gewinnt den Eindruck, dass das Zytokin IL-6 mdglicherweise nicht durch
eine quantitative Beeinflussung der HA-Synthese, wohl aber durch strukturelle
Veranderungen der HA zur Entzindungsreaktion bei Diabetes Mellitus
beitragen kdnnte.

4.3. Der Wachstumsfaktor IGF-1 stimuliert die Hyaluronsaure-Sekretion

Auch der Wachstumsfaktor IGF-1 wird im menschlichen Kérper vom
Fettgewebe produziert (Wabitsch, et al., 2000). Wissenschaftler der Universitat
Zurich konnten zeigen, dass die mRNA-Expression des IGF-1 im weiBen
Fettgewebe von Ratten nahezu so hoch ist wie im Lebergewebe der Tiere
(Peter, et al., 1993). Weitergehend wurden erhéhte Serumspiegel des freien
IGF-1 in adipésen Mannern nachgewiesen (Nam, et al.,, 1997). Der
Wachstumsfaktor wurde bereits auf seine induzierenden Effekte bezlglich der
Migration und Proliferation hin untersucht (Bornfeldt, et al., 1994). Es sind auch
weitere Mechanismen zur Férderung der Atheroskleroseentstehung bekannt

(Bayes-Genis, et al., 2000). In diesem Zusammenhang erwartet man durch die
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Stimulation mit IGF-1 auch eine Hochregulation des HA-Systems. Im
Gegensatz zu einer anderen Veréffentlichung (Erikstrup, et al., 2001) konnte in
dieser Arbeit jedoch gezeigt werden, dass die nach 24 Stunden ins
Kulturmedium sezernierte HA durch Stimulation mit IGF-1 signifikant erhéht
wird. Dieser Anstieg resultiert héchstwahrscheinlich aus der Hochregulation der
HAS 2-mRNA ebenfalls nach 24 Stunden.

Die Differenz zur oben zitierten Arbeit folgt mdglicherweise aus den
Unterschieden der eingesetzten Substanz-Konzentrationen und aus den
abweichenden Versuchsbedingungen.

An dieser Stelle sollte die Hochregulation der HAS 2-mRNA mechanistisch
untersucht werden. Flr andere Stoffe aus der Substanzklasse der
Wachstumshormone, wie zum Beispiel fir den von Thrombozyten sezernierten
Wachstumsfaktor (platelet-derived growth factor, PDGF), ist ebenfalls ein
positiver Effekt auf das Expressionsniveau der HAS 2 nachgewiesen. Diese
Regulation erfolgt im Falle des PDGF in humanen Hautfibroblasten zu einem
groBen Anteil Uber den Pi 3-Kinase-Signalweg (Li, et al., 2007). In Erwartung
eines ahnlichen Effekts, ausgeldst durch IGF-1, wurden die Zellen zusatzlich
zum IGF-1 mit einem Pi 3-Kinase-Inhibitor, dem LY294002, versetzt. Im
Ergebnis zeigte sich eine deutliche Absenkung der Expression der HAS 2 unter
Kontrollniveau. Dies spricht daflr, dass auch die konstitutive Expression der
Synthase Uber den Pi 3-Kinase-Signalweg vermittelt wird. Im Einklang damit
senkt der Inhibitor alleine die mRNA-Expression der HAS 2 noch weiter ab als
in der Bedingung IGF-1 + LY294002. Somit scheint die von IGF-1 ausgeléste
Aktivierung durch LY294002 nicht vollstandig gehemmt, sondern zusétzlich
noch Uber einen anderen Signalweg verschaltet zu werden. Infrage kommt hier
zum Beispiel das Signalling Uber die MAPK/ERK (mitogen-aktivierte Protein
Kinase/ extrazellular-signal-regulierte  Kinase), das auch fir PDGF
nachgewiesen ist (Li, et al., 2007).

Diese Theorie bestatigt sich auch bei der Betrachtung der HA-Farbung nach
Stimulation. Nach Zugabe des IGF-1 lésen sich die haarahnlichen HA-
Strukturen und es bilden sich vermehrt HA-geflllte Vesikel. Dies spricht fur eine

AbstoBung der perizellularen HA ins Zellkulturmedium, wie sie mittels HAbP
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auch detektierbar ist. Nach Stimulation mit IGF-1 und LY294002 veréndert sich
die Menge der HA nicht, LY294002 scheint also die |GF-getriggerte
Sekretionserhéhung nicht vollstandig zu unterbinden.

Erst bei Zugabe des Inhibitors alleine fallt die HA-Menge rapide ab. Auch die im
Kontroll-Well konstitutiv produzierte HA ist bei Inkubation mit LY294002 nicht
anfarbbar. Somit zeigt dies erneut, dass auch die konstitutive HAS-Aktivierung
Uber den Pi 3-Kinase-Akt-Signalweg reguliert wird.

Es konnte nachgewiesen werden, dass IGF-1 als ein vom Fettgewebe
produzierter Wachstumsfaktor neben den Einflissen auf Migration und
Proliferation auBerdem Auswirkungen auf das HA-System der glatten
Muskelzellen hat. Wahrend die konstitutive HAS-Aktivierung anscheinend zum
Teil Uber den Pi 3-Kinase-Signalweg verschaltet wird, erfolgt die IGF-1-
getriggerte Hochregulation der Gene méglicherweise zusatzlich noch Gber die
MAPK/ERK (siehe Abbildung 4-1).

konstitutiv Mach Stimulation \ ? IGF-1

'\N
i Andere

Signalwege, z.B.:

Se

HASZI

Abbildung 4-1: Mdégliche Signaltransduktion in VSMC. Die Aktivierung der
HAS-Isoenzyme erfolgt konstitutiv (ber den Pi 3-Kinase-Signalweg. Durch die
Stimulation mit IGF-1 werden zusétzlich andere Mechanismen aktiviert. Méglich
ist zum Beispiel die Signaltransduktion via RAS- (Ratten-Sarkom), Raf-1-
Protein (schnellwachsendes Fibrosarkom) und ERK.
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4.4. Insulin zeigt unter diesen Versuchsbedingungen keine Effekte

Analog zu den starken Effekten bei der Stimulation mit IGF-1 wiirde man durch
die Zugabe von Insulin ahnliche Auswirkungen auf das HA-System der glatten
Muskelzellen erwarten, da sich die beiden Hormone strukturell sehr &hnlich
sind. Sowohl der Insulin- als auch der IGF-1-Rezeptor zahlen zu den Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen, unterscheiden sich jedoch von den anderen Rezeptoren der
Familie durch ihre kovalenten, dimeren Strukturen. Rezeptoren und Liganden
von Insulin und IGF-1 sind einander so ahnlich, dass die Hormone auch (mit
geringerer Affinitat) an den jeweils anderen Rezeptor binden kénnen (De Meyts,
et al., 2002).

Darlber hinaus steht Insulin als zentrales Hormon des Glukosestoffwechsels im
Mittelpunkt des Diabetes Mellitus. Es beeinflusst neben der Glukoseaufnahme
in die Zelle eine Reihe verschiedener Stoffwechsel-Mechanismen und hat somit
einen wichtigen Einfluss auf das Gesamtkrankheitsbild des Metabolischen
Syndroms. Bei Diabetes-Patienten liegen im Vergleich zum Gesunden erhéhte
Insulinspiegel vor. Durch die den Diabetes Mellitus Typ Il kennzeichnende
Insulin-Resistenz  der  verschiedenen Gewebe sind auBerdem die
Blutglukosespiegel erhéht. Dies hat eine konsekutiv —gesteigerte
Insulinproduktion der Bauchspeicheldrise mit daraus resultierenden erhéhten
Insulinspiegeln im Blut zur Folge (Weidmann, et al., 1993). Diese erhdhten
Insulinspiegel sind in der Lage, auf den Metabolismus der glatten Muskelzellen
Einfluss zu nehmen.

Zur Insulinwirkung auf glatte GeféaBmuskelzellen sind bisher zum Beispiel
migratorische und proliferative Effekte bekannt, die Atherosklerose-férdernd
wirksam werden kénnen (Ruiz-Torres, et al., 2005). Interessanterweise wurde
nachgewiesen, dass die durch Insulin gesteigerte Migration durch Blockade des
Insulin-Rezeptors nur in ausdifferenzierten VSMC inhibiert werden konnte,
wahrend in weniger differenzierten Zellen in der Wachstumsphase Insulin und
IGF-1 bezlglich der Migration ihre Rezeptor-Spezifitat verlieren.

Im Gegensatz hierzu unterscheidet sich die durch Insulin induzierte Proliferation

nicht von dem durch IGF induzierten Wachstum. Aus diesem Grund kdnnte
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man Insulin vergleichbar mit IGF-1 als Wachstumsfaktor fir die glatten
Muskelzellen bezeichnen (Ruiz-Torres, et al., 2005).

Im Zusammenhang der Pathogenese der Atherosklerose erwarteten wir somit
eine HA-steigernde Wirkung durch Stimulation mit Insulin.

In der Literatur sind bereits ahnliche Versuche zur Stimulation glatter
GefaBmuskelzellen mit Insulin und den Effekten auf das HA-System
beschrieben. Hierin wird eine Absenkung der HA nach Insulinzugabe zu glatten
Muskelzellen geschildert (Erikstrup, et al., 2001).

In den von uns durchgeflihrten Experimenten zeigen sich jedoch keine
Veranderungen des HA-Systems der glatten Muskelzellen. Selbst durch eine
Dosiserhdhung von 100 auf 1000 ng/ml weichen weder die HAS-Expression,
noch die Menge der ins Medium sezernierten HA im Vergleich zur Kontrolle ab.
Auch die HA-Farbung nach Zugabe von 1000 ng/ml Insulin zeigt im Vergleich
zur nicht stimulierten Kontrolle quantitativ keine Unterschiede oder besondere
HA-Strukturen.

Diese im Vergleich zur Literatur variierenden Ergebnisse kénnen auf
unterschiedlichen Versuchsablaufen und Insulin-Dosierungen beruhen. Einen
weiteren Faktor stellt méglicherweise die Tatsache dar, dass die VSMC in den
aktuellen Versuchen dauerhaft in Medium mit hoher Glukosekonzentration
kultiviert wurden.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich Insulin und der Insulin-like-growth-factor-1
trotz vieler paralleler Effekte der beiden Hormone in Bezug auf die Effekte auf
die HA-Matrix unterscheiden. Als Grinde hierflr sind maéglicherweise die
unterschiedlichen Affinititen zu den Rezeptoren zu nennen. Im Gegensatz zu
dem ihm sehr ahnlichen IGF-1, scheint Insulin keinen Einfluss auf das HA-
System VSMC zu nehmen.
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4.5. Angiotensin Il zeigt keinen Einfluss auf das Hyaluronsaure - System
der VSMC

Die den Blutdruck regulierende Substanz Angiotensin Il gehért zu den
Adipokinen, die wahrend inflammatorischer Prozesse im Rahmen des
Metabolischen Syndroms vom Fettgewebe vermehrt produziert werden. In
Adipozyten fettleibiger Patienten liegt eine erhdhte mRNA des
Angiontensinogens vor, das nach Umwandlung durch das ACE
(Angitensinogen-Converting-Enzyme) mit gesteigerten Ang llI-Serumspiegeln
einhergeht (Van Harmelen, et al., 2000). Fir Ang Il sind bisher pro-proliferative
und auch migrationsférdernde Effekte an glatten Muskelzellen nachgewiesen
(Kohno, et al.,, 2000). Aus diesen Grinden heraus vermuteten wir einen
Zusammenhang zwischen dem Ang Il-Spiegel im Blut und der Atherosklerose-
Entstehung. Diese kénnte nach unseren theoretischen Uberlegungen
moglicherweise mit einer Erhéhung des HA-Gehalts im Kultur-Medium der mit
Ang Il stimulierten glatten Muskelzellen einhergehen. Die Menge der
sezernierten HA andert sich jedoch entgegen unserer Erwartungen auch durch
eine Dosiserhéhung nicht.

Dies lasst sich in Korrelation setzen zu der mRNA-Expression der
Hyaluronsaure-Synthasen. Diese veradndert sich nicht, abgesehen vom
Expressionsniveau der HAS 1 nach 6 Stunden. Die Herabregulation hat jedoch
aufgrund der geringen sekretorischen Aktivitdt der HAS 1 auf die Gesamt-HA-
Menge keine Auswirkung (siehe Abbildung 3-1).

Diese Ergebnisse werden auch in der Fluoreszenzfarbung bestatigt: Man
erkennt weder eine quantitative Verédnderung der HA, noch sind die
extrazellularen HA-Strukturen differenziert im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrolle.

Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass Ang Il in anderen als den von uns
eingesetzten Konzentrationen oder noch langeren Stimulationszeiten eine

Auswirkung auf das HA-System an glatten Muskelzellen hat.
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4.6. Leptin verandert die Struktur der Hyaluronsaure

Auch die Stimulation der glatten Muskelzellen mit Leptin verédndert den HA-
Gehalt des Kulturmediums nicht signifikant. Das vom Fettgewebe sezernierte
Proteohormon reguliert den Energiehaushalt und die Nahrungsaufnahme. Die
Sekretionsrate des Leptin aus dem Fettgewebe korreliert positiv mit der
AdipozytengréBe und der Fettleibigkeit des Patienten. Somit liegen im
Krankheitsgeflige des Metabolischen Syndroms erhdhte Leptinspiegel im Blut
vor (Gustafson, et al., 2007). Parallel hierzu wird eine zentrale Leptinresistenz
diskutiert (Enriori, et al., 2006). Verschiedene Studien konnten bisher eine
proatherogene Wirkung des Leptin beschreiben. Diese zeigt sich unter anderem
in der Induktion einer Endothel-Dysfunktion und der Auslésung von oxidativem
Stress. Des Weiteren wurden in Zellkulturexperimenten férdernde Effekte des
Leptin auf die Migration und auf die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen
nachgewiesen (Beltowski, 2006). Im Zusammenhang dieser proatherogenen
Wirkungen erwarteten wir auch eine Erhéhung der HA-Menge. Bisherige
Studien konnten nach Inkubation mit Leptin einen Anstieg der HA-Produktion in
Fibroblasten verbunden mit einer Hochregulation der HAS 2 zeigen (Ezure, et
al., 2007). In der hier vorliegenden Arbeit stellt sich die HA-Sekretion der glatten
Muskelzellen nach Stimulation jedoch nur leicht, nicht signifikant erhdht dar.
Durch eine Konzentrationsanderung wirde man moglicherweise auch in den
GefaBmuskelzellen statistisch relevante Effekte erzielen.

Bei Betrachtung der geféarbten HA fallen viele haarférmige HA-Strange auf.
Méglicherweise entsprechen diese den Vorstufen zu den bereits oben
angesprochenen HA-Kabeln, die in inflammatorischen Prozessen eine wichtige
Rolle spielen (Jokela, et al., 2008).

Leptin scheint als sogenanntes Adipokin in der von uns eingesetzten
Konzentration keine quantitative Beeinflussung des HA-Systems zu bewirken,
sondern kénnte durch strukturelle Veranderungen der HA an der Entstehung

der Atherosklerose durch Férderung inflammatorischer Prozesse beteiligt sein.
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4.7. Adiponectin senkt die HAS 2-mRNA-Expression

Adiponectin gilt in Hinblick auf die Regulation der Nahrungsaufnahme als
hormoneller Gegenspieler des Leptin. Im Gegensatz zu den Ubrigen Adipokinen
sind Fettleibigkeit, Diabetes Mellitus Typ Il, kardiovaskulare Erkrankungen und
das Metabolische Syndrom assoziiert mit erniedrigten Adiponectin-
Serumspiegeln (Matsuzawa, et al., 2004).

Allgemein sind somit Stoffwechsel- und GefaB-protektive Wirkungen des
Adiponectin nachgewiesen.

Neben einem positiven Effekt auf die Insulin-Sensitivitdt (Yamauchi, et al.,
2001) sind auBerdem antiatherosklerotische Eigenschaften des Hormons
erwiesen. Diese auBern sich unter anderem in einer Herabregulation der
Expression verschiedener Adhéasionsmoleklle, in einer Reduktion der
inflammatorischen Antwort in GefaBen (Goldstein, et al., 2004) und in einer
Inhibition der Proliferation und Migration glatter GefaBmuskelzellen (Arita, et al.,
2002).

Ausgehend von diesen Uberlegungen erwarteten wir bei erhdhten Adiponectin-
Spiegeln auch eine negative Regulation des HA-Systems in den glatten
Muskelzellen. Fir die HA-Produktion in humanen Haut-Fibroblasten ist
hingegen ein Anstieg durch Hochregulation der HAS 2 nach Stimulation mit
Adiponectin nachgewiesen (Ezure, et al., 2007).

Die Versuchsergebnisse bestatigen die Erwartungen bezlglich einer
Herabregulation des HA-Systems. Aufféllig ist, dass es sich bei den
ausgel6ésten Regulationen jedoch nur um kurzfristige Effekte zu handeln
scheint. In beiden Konzentrationen wird die mRNA-Expression der HAS 2 nach
6-stindiger Stimulation mit Adiponectin signifikant abgesenkt. Diese Regulation
ist nach 24 Stunden aufgehoben, weshalb sich vermutlich auch keine
quantitativen Veranderungen der sezernierten HA messen lassen. Dieses
Ergebnis findet man auch in der HA-Farbung wieder. Es sind keine
quantitativen oder strukturellen Veranderungen der HA im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrolle sichtbar.
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Adiponectin als vom Fettgewebe produziertes Hormon scheint kurzfristige HA-
reduzierende Eigenschaften zu besitzen und hat daher bei vermehrter
Produktion md&glicherweise positive und damit hemmende Effekte auf die
Atheroskleroseentstehung. Andererseits kénnten bei verminderter Adiponectin-
Produktion im Krankheitsbild des Metabolischen Syndroms die protektiven

Effekte wegfallen und so die Atherosklerose geférdert werden.

4.8. Thromboxan beeinflusst das Hyaluronsaure-System auf verschiedene
Arten

Die Stimulation der VSMC mit TXA,, einem Analogon des Thromboxan,
simuliert ebenfalls einen Aspekt der diabetischen Stoffwechsellage im
menschlichen Kérper. Das atherothrombotische Risiko ist bei Typ 2-Diabetikern
deutlich erhdht. Dies erklaren verschiedene Autoren unter anderem mit einer
gesteigerten Expression von Adhasionsmolekilen und Rezeptoren auf
Thrombozytenoberflachen sowie durch die deutlich gesteigerte Produktion von
Thromboxan und Thrombin, die beide die Aggregation der Blutplattchen férdern
(Natarajan, et al., 2008).

Aus diesem Grund wurde nun Uberprift, ob Thromboxan das HA-System der
glatten Muskelzellen zu beeinflussen vermag.

Es zeigte sich, dass die nach 24 Stunden sezernierte HA-Menge nach
Inkubation mit TXA, signifikant abfallt. Dies lasst sich in Bezug setzen zur
deutlichen Reduktion der HAS 3vi mRNA nach 6 Stunden. Die fehlende
Veranderung der HAS 3v1 nach 24 Stunden lasst sich méglicherweise mit einer
Gegenregulation der Genexpression zum zweiten Messzeitpunkt erklaren,
wahrend das Protein in so kurzer Zeit noch nicht nachproduziert werden konnte.
Zur Hochregulation der HAS 1-mRNA nach 24 Stunden findet sich in der HA-
Quantifizierung aus dem Nahrmedium kein Korrelat. Dies lasst sich
moglicherweise durch die anteilsmaBig sehr geringe Expression der HAS 1 an
der Gesamtexpression der Synthasen erkléren (siehe Abbildung 3-1).
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Frihere Studien konnten zeigen, dass durch die Stimulation mit TXA. der
Phanotyp der glatten Muskelzellen verandert werden kann. Es sind
stimulierende Effekte auf Migration und Proliferation beschrieben worden
(Pakala, et al., 1997). Entsprechend wtrden wir einen HA-steigernden Einfluss
des TXA; erwarten, der sich in unseren Experimenten jedoch nicht bestatigte.
Bei der Betrachtung der HA-Farbung ist auch keine quantitative Veranderung
der HA ersichtlich. Aufféllig sind jedoch auch nach Stimulation mit TXA, die
vermehrten HA-Kabel. Diese erleichtern das Anheften von Monozyten und
férdern so inflammatorische Prozesse. Es ist auBerdem nachgewiesen, dass
die Kabel-Bildung auch mit einer Reduktion der Gesamt-HA einhergehen kann
(Jokela, et al., 2008). Die Theorie der HAS 3-Erhdhung oder -Uberexpression
bei Kabel-Bildung kann durch die hier vorliegende Herabregulation widerlegt
werden (Selbi, et al., 2006).

Die Reduzierung der sezernierten HA spricht zun&chst nicht fir eine
proatherosklerotische Wirkung. Die von der HA gebildeten Kabel-Strukturen
hingegen férdern vermutlich die Inflammation. Somit kénnten erhdhte
Thromboxanspiegel bei Diabetes Mellitus durch HA-Kabel-Bildung sowie durch
die Induktion von Migration und Proliferation einen Einfluss auf die

Atheroskleroseentstehung haben.

4.9. Exendin-4 ohne Einfluss auf das Hyaluronsaure-System von VSMC

Exenatide (entspricht Exendin-4) wird seit 2007 als neuer Arzneistoff in der
Therapie des Diabetes Mellitus eingesetzt. Es handelt sich hierbei um ein
Analogon des GLP-1 und wirkt unter anderem Uber eine glukose-abhangige
Insulinsekretion. Im Gegensatz zu anderen oralen Antidiabetika senkt es daher
den Blutzuckerspiegel mit einer nur geringen Gefahr der Hypoglykdmie
(Barnett, 2007).

Eine weitere Fragestellung der vorliegenden Arbeit war nun, ob durch Einsatz
dieses neuen Medikaments die HA-Matrixsynthese und der Phanotyp von
VSMC beeinflusst wird.
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Dies wurde einerseits auf Ebene des HA-Systems, andererseits durch
Beobachtung des Migrations- und Proliferationsverhaltens der glatten
Muskelzellen nach Stimulation mit Exendin-4 UberprUft.

Nach Stimulation mit Exendin-4 anderte sich die HA-Konzentration im
Kulturmedium im Vergleich zur Kontrolle nicht. Das nach 6 Stunden deutlich
reduzierte Expressionsniveau der HAS 1 korreliert mit dem insgesamt sehr
geringen Expressionslevel dieser Synthase (siehe Abbildung 3-1) und hat somit
keine Auswirkungen.

Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in der HA-Farbung wieder. Fir die
vesikelférmigen Strukturen findet sich im Gegensatz zur Stimulation mit IGF-1
und TNFa kein Korrelat.

Zusatzlich zur HA-Bestimmung im Medium und zur Messung des HAS-
Expressionsniveaus wurden fir den Arzneistoff Exendin-4 Migrations- und
Proliferationsexperimente durchgeflhrt.

Diese ergaben keine messbaren Effekte durch die Stimulation. Da in
atherosklerotisch veranderten GefaBen die HA-Menge mit einer phanotypischen
Veranderung der VSMC assoziiert ist (Turley, et al., 2002), war dieser Ausgang
der Versuche zu erwarten.

Die Herabregulation der HAS 1-mRNA hat wie oben beschrieben keinen
Einfluss auf die Gesamt-HA-Menge und somit wird dadurch auch das
Migrations- und Proliferationsverhalten nicht maBgeblich reguliert.

Die von uns eingesetzte Konzentration des Arzneimittels Exendin-4 scheint
keinen Einfluss auf das HA-System bzw. auf das Migrations- und
Proliferationsverhalten der glatten Muskelzellen zu nehmen.

Regulatorische Effekte auf die Atheroskleroseentstehung allgemein kénnen an
dieser Stelle jedoch nicht ausgeschlossen werden.
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4.10. Zusammenfassung der regulatorischen Effekte auf das Hyaluron-
saure-System der VSMC und deren Relevanz fir die Atherosklerose

Das univakuolare, weiBe Fettgewebe wurde lange Zeit unterschatzt und auf
seine Funktion als Energiereservoir reduziert. Als endokrines Organ ist es in der
Lage, durch Produktion verschiedener Mediatoren Einfluss zu nehmen auf das
HA-System der glatten GeféaBmuskelzellen und auf diese Weise an der
Entstehung der Atherosklerose als pathogener Faktor mitzuwirken.

Die Versuche bestatigen die Vermutung, dass durch verschiedene Mediatoren
des Metabolischen Syndroms, darunter vom entziindeten Fettgewebe
produzierte Substanzen, aber auch Regulatoren der Blutgerinnung, das HA-
System der glatten Muskelzellen beeinflussen.

Wahrend fir TNFa und IGF-1 HA-steigernde Effekte zu beobachten sind, ergibt
sich nach Zugabe von TXA; eine deutliche Erniedrigung der sezernierten HA.
Nach Stimulationen mit IL-6, Leptin und TXA, stehen hingegen keine
quantitativen, sondern eher strukturelle Veranderungen der HA im Vordergrund.
Die nachgewiesenen Kabelstrukturen sind mdoglicherweise ebenfalls in der
Lage, inflammatorische Prozesse in der Atherosklerose zu férdern.

Der Arzneistoff Exenatide, die Hormone Adiponectin, Insulin und Angiotensin Il
scheinen in den von uns eingesetzten Konzentrationen keinen oder nur
kurzfristigen Einfluss auf das HA-System der glatten Muskelzellen zu besitzen.

Durch diese Arbeit wird ein weiterer Aspekt aufgeklart, auf welchem Weg das
Metabolische Syndrom als Risikofaktor der Atheroskleroseentstehung an
Bedeutung gewinnt. Die Regulation des HA-Systems der glatten Muskelzellen

stellt sicherlich einen wichtigen Anteil an der Gesamtpathogenese dar.
Die Versuche haben gezeigt, dass einzelne Substanzen allein bereits Effekte

bewirken. Im Krankheitsbild des Metabolischen Syndroms findet sich jedoch ein

Zusammenspiel vieler Faktoren, die mdglicherweise potenzierte Wirkungen
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erzielen. Eine kombinierte Stimulation der VSMC sollte daher sicherlich in einer
der néachsten Experimentreinen folgen, um den wichtigen Einfluss des
Metabolischen Syndroms auf das HA-System der glatten Muskelzellen und
damit auf die Atheroskleroseentstehung im Zusammenspiel der Faktoren zu

untersuchen.

IGF-1
=>» (iber HAS 2

TNFa
=> Uber HAS 3v1

TXA,
=>» Uber HAS 3v1

Abbildung 4-2: Schema zur quantitativen Beeinflussung des Hyaluronsdure-
systems durch in der Arbeit besprochene Mediatoren.
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Leptin TXA, IL-6

I : I :
Haar-
strukturen

verbesserte Mono-
zyten-Adhésion

bei Inflammation

Abbildung 4-3: Schema zur qualitativen Beeinflussung des Hyaluronséure-
systems durch in der Arbeit besprochene Mediatoren mit Beispielbildern.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Hyaluronsaure (HA) als einer der Hauptbestandteile der extrazellularen
Matrix ist an wichtigen Prozessen in der Pathogenese der Atherosklerose
beteiligt, wie zum Beispiel bei Entzindungen und phanotypischen
Veranderungen der glatten GefaBmuskelzellen (VSMC). Produziert wird die HA
durch drei membranstandige HA-Synthasen HAS 1-3. Bisher sind jedoch die
spezifischen Funktionen der HAS-Isoenzyme in der Atheroskleroseprogression
nicht bekannt.

Einer der wichtigsten Risikofaktoren zur Entstehung der Atherosklerose ist das
Metabolische Syndrom. Dieses ist assoziiert mit der Produktion verschiedener
Mediatoren aus dem Fettgewebe, das hier gesteigerte endokrine Funktionen
besitzt. Nach dem Nachweis von HA-Akkumulation im Fettgewebe diabetischer
Mause war das Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen, ob die
Stoffwechselveranderungen im Rahmen des Metabolischen Syndroms (ber
eine Regulation des HA-Systems von VSMC an der Pathogenese der
Atherosklerose beteiligt sind.

Unsere Versuche ergaben differenzielle Regulationen des HA-Systems durch
Stimulation mit den verschiedenen Substanzen: Wé&hrend fir TNFa (Tumor-
Nekrose-Faktor a) und IGF-1 (insulin-like-growth-factor-1) HA-steigernde
Effekte zu beobachten sind, ergibt sich nach Zugabe von TXA. (Thromboxan
A,) eine deutliche Erniedrigung der sezernierten HA. Nach Stimulationen mit IL-
6 (Interleukin-6), Leptin und TXA; stehen hingegen keine quantitativen, sondern
strukturelle Veranderungen der HA im Vordergrund. Der Arzneistoff Exenatide
und die Hormone Adiponectin, Insulin und Angiotensin Il scheinen in den von
uns eingesetzten Konzentrationen keinen oder nur kurzfristigen Einfluss auf das

HA-System der glatten Muskelzellen zu besitzen.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das Fettgewebe als

endokrines Organ in der Lage ist, Einfluss zu nehmen auf das HA-System von
VSMC.

74



6. Summary

6. SUMMARY

Hyaluronan (HA) as one of the main components of the extracellular matrix is
thought to be involved in key aspects of atherogenesis such as inflammation
and phenotypic control of vascular smooth muscle cells (VSMC). HA is
synthesized by three HA-synthases (HAS 1-3), which likely have different
functions during the progression of atherosclerosis.

One of the most important atherosclerotic risk factors is the Metabolic Syndrom.
It is associated with the production of several mediators from the adipose tissue
which have systemic effects and contribute to insulin resistance. After detection
of HA accumulated in adipose tissue from diabetic mice, our intention was to
investigate whether these endocrine factors that are dysregulated in the
Metabolic Syndrom are able to affect the HA-system of VSMC which could have
an impact on the progression of atherosclerosis.

We could show different effects after stimulation: Whereas TNFa and IGF-1
increase HA-secretion in VSMC, addition of TXA, lowered HA. In contrast to
that, after stimulation with IL-6, Leptin and TXA; structural changes of HA were
detected. The drug exenatide and the hormons adiponectin, insulin and
angiotensin Il have no or only a transient effect on the HA-system of VSMC.

Taken together, the present results suggest that the adipose tissue release
factors that quantitatively and qualitatively affect the HA-system of VSMC,
which will likely affect the function of this matrix with regard to support of

inflammation and proliferation.
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