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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 

4E-BP1 „eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1“ 

ADP Adenosin-Diphosphat 

AII Angiotensin II 

ANOVA „One-way Analysis of Variance“ 

AP-1 Aktivator-Protein-1 

APS Ammoniumpersulfat 

ATF Aktivierender Transkriptionsfaktor 

ATP Adenosin-Triphosphat 

bFGF-2 „basal fibroblast growth factor-2“  

BSA Bovines Serumalbumin 

CDK „cyclin dependent kinase“ 

CREB „cAMP responsive element binding protein“ 

DMEM Dulbecco's modified Eagle Medium 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DTT Dithiothreitol 

EC Endothelzellen 

EDRF „endothelium-derived relaxing factor“ 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EGF „epidermal growth factor“ 

eIF-4E „eukaryotic initiation factor-4E“ 

ELISA „enzyme-linked immunosorbent assay“ 

ERK Extrazellulär regulierte Kinase 

ET Endothelin 

FACS „fluorescence activated cell sorter“ 

FAK Fokale Adhäsionskinase 

FCS Foetales Kälberserum 

FDP Fibrinogen-Degradationsprodukt 

FGF „fibroblast growth factor“ 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

FKHR „forkhead family of transcription factors“ 

GDP Guanosin-Diphosphat 

G-Protein Guanylnukleotid-bindendes Protein 
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Grb2-Protein „growth factor receptor binding protein 2“ 

GTP Guanosin-Triphosphat 

h Stunden 

HB-EGF „heparin binding epidermal growth factor“ 

hSMC humane glatte Gefäßmuskelzellen 

HUVEC Humane Umbilikalvenen-Endothelzellen 

ICAM-1 „intercellular adhesion molecule-1“ 

IFN-γ Interferon-γ 

Ig Immunglobulin 

IGF-1 „insulin-like growth factor-1“ 

IL Interleukin 

kDA kilo Dalton 

KHK Koronare Herzkrankheit 

Kon Kontrolle 

LDL „low density lipoprotein“ 

LFA-1 „lymphocyte function associated antigen-1“ 

M molar (mol/l) 

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MAPKK Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase 

MCP-1 „monocyte chemotactic protein-1“ 

MEK  MAP-Kinase-Kinase (MAP/ERK-Kinase) 

min Minuten 

mRNA „messenger“ Ribonukleinsäure 

mSOS „mammalian son of sevenless“ 

mTOR „mammalian target of rapamycin“ 

n.s. nicht signifikant 

NFκB „nuclear factor-κB“ 

nm nano Meter 

NO Stickstoffmonoxid 

PAVK Periphere arterielle Verschlußkrankheit 

PBS „phosphate-buffered saline“ 

PDFG „platelet-derived growth factor“ 

PDK „phosphoinositide-dependent-kinase“ 

PECAM-1 (CD31) „platelet/endothelial cell adhesion molecule-1“ 
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PGI2 Prostazyklin 

PH Pleckstrin-Homolog 

PI Phosphoinosit 

PI3-Kinase Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PKB Proteinkinase B (Akt) 

PLCγ Phospholipase C γ 

PTCA Perkutane transluminale Koronarangioplastie 

PtdIns(3,4)P2 Phosphatidylinositol-3,4-Biphosphat 

PtdIns(3,4,5)P3 Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat 

PVDF Polyvinyldifluorid 

rasGAP ras-GTPase aktivierendes Protein 

RGD Arginin-Glycin-Asparaginsäure 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm Umdrehungen pro Minute 

RTK Rezeptor-Tyrosinkinase 

SAP-1 „SRF accessory protein-1“ 

SDS Na+-Dodecylsulfat 

sec Sekunden 

SEM „standard error of mean“  

Ser Serin 

SFM Serum-Freies-Medium 

SH Src-Homolog 

SMC glatte Gefäßmuskelzellen 

SRF „serum response factor“ 

TBS „Tris-buffered saline“ 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TGF-β „transforming growth factor-β“ 

Thr Threonin 

TNFα „tumor necrosis factor α“ 

Tris Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan 

Tween 20 Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat 

TXA2 Thromboxan A2 

Tyr Tyrosin 

VCAM-1 „vascular adhesion molecule-1“ 
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1. EINLEITUNG 
 

1.1 Die Atherosklerose 

 

Die Pathogenese des atherosklerotischen Prozesses wurde ausführlich von Ross (1987 

und 1993) beschrieben und basiert auf der „Verletzungsreaktionshypothese“und wird 

heute als entzündlicher Prozess angesehen. Der Ausgangspunkt ist die durch das 

Endothel schädigende Risikofaktoren verursachte sog. „endotheliale Dysfunktion“. 

Dabei kommt es zum Verlust der physiologischen Funktion des Endothels. Die 

Hauptaufgaben des Gefäßendothels bestehen in der Regulation der Fließeigenschaften 

des Blutes, der Adhäsion von Leukozyten und Thrombozyten und in der Regulation des 

vaskulären Tonus über die Bildung von Mediatoren, wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO), 

Prostazyklin (PGI2), Endothelin (ET) und Angiotensin II (AII). Das geschädigte 

Endothel entwickelt Kompensationsmechanismen in Form einer Veränderung seiner 

normalen homöostatischen Eigenschaften. Die Folge ist eine verstärkte Adhäsion von 

Leukozyten und Thrombozyten, eine prokoagulative anstatt antikoagulative Wirkung 

sowie die Bildung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Dadurch wird die 

Einwanderung von Makrophagen und Leukozyten in den subendothelialen Raum 

gefördert, die wiederum Zytokine und Wachstumsfaktoren ausschütten. Durch die 

Adhäsion von Thrombozyten an das geschädigte Endothel oder freigelegte 

subendotheliale Strukturen, wie Kollagen, kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten 

und zur Ausschüttung thrombozytärer Speichergranula, die Zytokine und 

Wachstumsfaktoren enthalten. Schließlich erfolgt die Aggregation der Thrombozyten. 

Endothelzellen (EC) können Lipoproteine binden und durch transzellulären Transport 

über Vesikel vom Lumen in die Intima transportieren, dabei können sie „low density 

lipoprotein“ (LDL) modifizieren bzw. oxidieren. Modifiziertes LDL wird von den 

Makrophagen phagozytiert, die somit zu Schaumzellen werden. Die intimale 

Lipidakkumulation ist die erste pathologisch sichtbare Veränderung in der 

Arterienwand. Zusätzlich wird durch den inflammatorischen Prozess durch freigesetzte 

Zytokine und Wachstumsfaktoren die Migration der glatten Gefäßmuskelzellen (SMC) 

von der Media in die Intima, die Dedifferenzierung in den synthetischen Phänotyp und 

ihre Proliferation stimuliert. Dort synthetisieren sie Bestandteile der extrazellulären 

Matrix, wie z.B. elastische Faserproteine, Kollagen und Proteoglykane. Konsekutiv 

kommt es zur Verdickung der Intima durch Anhäufung von zellulären Elementen und 
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von neu gebildetem Bindegewebe, was letztlich zu einer Gefäßverengung (Stenose) 

führt. Die Atherosklerose der Koronargefäße manifestiert sich als Koronare 

Herzkrankheit (KHK), wobei flusslimitierende Koronarstenosen zu einer 

Myokardischämie führen können. 

 

 

1.2 Fibrinogen als Risikofaktor der Atherosklerose 

 

Zu den wichtigsten systemischen Riskofaktoren, die zur Entwicklung der 

Atherosklerose beitragen, gehören ein erhöhter Plasma-Cholesterinspiegel, 

Bluthochdruck, Diabetes mellitus, fortgeschrittenes Alter, Übergewicht und Rauchen 

(Lefkowitz und Willerson, 2001). In den letzten Dekaden zeigte sich ein 

Zusammenhang zwischen verschiedenen Hämostase-Faktoren und dem Atherosklerose-

Risiko. Seit der Northwick Park Heart (NPH) Studie (Meade et al., 1980 und 1986) 

bestätigten mehrere prospektive epidemiologische Studien eine Assoziation zwischen 

einem erhöhten Fibrinogen-Plasmaspiegel und atherosklerotischen Manifestationen in 

koronaren, peripheren und cerebralen Gefäßen (Wilhelmsen et al., 1984; Stone und 

Thorp, 1985; Kannel et al., 1987; Lee et al., 1999; Yarnell et al., 1991). Der 

Plasmaspiegel von Fibrinogen, welches in atherosklerotischen Läsionen präsent ist 

(Bini et al., 1989; Smith, 1993), wird durch kardiovaskuläre Risikofaktoren erhöht. 

Auch durch Verletzungen, Operationen, akute Infektionen und Infarkte kommt es zu 

einer Erhöhung des Fibrinogen-Plasmaspiegels (Montalescot et al., 1998). Als weiteren 

Hinweis auf eine Bedeutung von Fibrinogen als Risikofaktor für kardiovaskuläre 

Erkrankungen berichteten Scarabin et al. (2003), daß die geographischen Unterschiede 

des Fibrinogen-Plasmaspiegels zwischen Nordirland und Frankreich mit der Inzidenz 

der KHK korrelieren. Dies resultierte in einer höheren Inzidenz für Nordirland. 

Ebenfalls korrelieren Unterschiede in den Fibrinogen-Genotypen mit dem Risiko der 

KHK und peripherer arterieller Verschlußkrankheit (PAVK) (Lee et al., 1999; de Maat 

et al., 1998). 
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1.2.1 Struktur des Fibrinogenmoleküls 

Humanes Fibrinogen ist ein im Blut zirkulierendes Glykoprotein mit einem 

Molekulargewicht von 340 kDa und wird primär in den Hepatozyten synthetisiert. Als 

Blutkomponente liegt es in einer Konzentration von ca. 9 µM mit einer Halblebenszeit 

von 100 h vor. Es ist zusammengesetzt aus zwei symmetrischen Halbmolekülen, die 

jeweils aus drei unterschiedlichen Polypeptidketten (Aα, Bβ und γ) bestehen. Das 

Fibrinogenmolekül besitzt drei Domänen, zwei terminale D-Domänen (67 kDa), die 

beide mit einer einzelnen zentralen E-Domäne (33 kDa) über eine Tripelstrang-

Anordnung der Polypeptidketten verbunden sind (Herrick et al., 1999). An den 

aminoterminalen Enden der Aα- und Bβ-Ketten befinden sich die Fibrinopeptide A und 

B, die bei Konversion von Fibrinogen in Fibrin abgespalten werden. Abb. 1 zeigt eine 

schematische Darstellung des Fibrinogenmoleküls. 

 

E-Domäne D-DomäneD-Domäne

Disulfid-
Knoten

γ-Kette

β-Kette α-Kette

Fibrinopeptid A

Fibrinopeptid B

Oligosaccharid-Seitenkette
 

Abbildung 1 
 
Struktur von Fibrinogen (modifiziert nach Herrick et al., 1999) 
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1.2.2 Funktion von Fibrinogen und Bedeutung in atherosklerotischen Prozessen 

Die wichtigsten Funktionen von Fibrinogen betreffen die Hämostase und bestehen in 

der Thrombozyten-Aggregation durch Adhäsion von Fibrinogen an Glykoprotein 

IIb/IIIa (αIIbβ3) und in der Bildung eines unlöslichen Fibringerinnsels im Endstadium 

der Blutgerinnungskaskade. An Gewebeläsionen wird Fibrinogen durch α-Thrombin zu 

Fibrin konvertiert. Dabei werden die Fibrinopeptide A und B vom aminoterminalen 

Ende der Aα- und Bβ-Ketten abgespalten. Nachfolgend kommt es zur spontanen 

Polymerisation der Fibrinmonomere, die unter Anwesenheit von Transglutaminase 

(Faktor XIIIa) zu einem stabilen Fibrinnetzwerk quervernetzt werden (Mosesson, 1997). 

Anschließend wird die Fibrinmatrix primär unter der Wirkung von Plasmin in die 

Fragmente X, Y, D und E gespalten. Das Fibringerinnsel dient als Gerüst für die 

Adhäsion, Ausbreitung, Migration und Proliferation von Zellen, was wesentlich zur 

Reparatur des Gewebes beiträgt. Danach wird das Fibringerinnsel aufgrund der 

Wirkung des fibrinolytischen Systems wieder aufgelöst. Bei der Fibrinolyse wird 

Fibrin(ogen) durch Plasmin proteolytisch abgebaut, wobei die Fibrinogen-

Degradationsprodukte Fragment D und E entstehen. 

Zusätzlich zu den thrombogenen Effekten scheint Fibrinogen weitere Eigenschaften zu 

besitzen, die potentiell zur Atherogenese beitragen. Fibrinogen vermittelt Interaktionen 

zwischen vaskulären Zellen, Thrombozyten und Leukozyten, die alle in 

atherosklerotische Prozesse involviert sind. Dabei bindet es an Adhäsionsmoleküle, wie 

αIIbβ3, avβ3, αMβ2, und „Intercellular adhesion molecule-1“ (ICAM-1) (Herrick et al., 

1999; Bombeli et al., 1998 und Harley et al., 2000). Diese Zellinteraktionen sind 

essentiell für die Rekrutierung von Leukozyten, die zu einer Entzündungsreaktion in der 

Gefäßwand führen (Ross, 1999), und von Blutplättchen, die eine Quelle von 

Wachstumsfaktoren darstellen (Weber und Schrör, 1999). Fibrinogen und seine 

Degradationsprodukte scheinen die vaskuläre Proliferation zu stimulieren. Obwohl 

schon in den 80-iger Jahren beobachtet wurde, daß Fibrinogen die Mitogenese in 

hämatopoetischen Zellen induziert (Lévesque et al., 1986), wurden die Effekte von 

intaktem Fibrinogen auf die Mitogenese von SMC bisher nicht näher charakterisiert. 

Fibrin-Degradationsprodukte stellen einen proliferativen Stimulus für SMC in 

wachsenden atherosklerotischen Plaques dar (Smith et al., 1992) und haben eine 

chemoattraktive Wirkung auf Neutrophile, Fibroblasten und Monozyten (Herrick et al., 

1999). Des weiteren begünstigen Fibrinablagerungen auf oder in der Intima die 

Migration der SMC und tragen somit zum Plaque-Wachstum bei (Smith, 1993). 
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Ebenfalls beeinflußt Fibrinogen die Ablagerung von Lipiden in fibrösen Plaques, Fibrin 

bindet Lipoprotein (a) in hoher Affinität mit konsekutiver Lipidakkumulation (Smith, 

1993). 

 

 

1.2.3 Das „Intercellular Adhesion Molecule-1“(ICAM-1) als Fibrinogenrezeptor 

Die Interaktionen zwischen Endothelzellen und Leukozyten über Adhäsionsmoleküle 

spielen eine wichtige Rolle für die Rekrutierung von Leukozyten in der Atherogenese 

(Jang et al., 1994). ICAM-1 (CD54) vermittelt die Adhäsion von Leukozyten an 

aktiviertes Endothel über die Bindung mit den Leukozyten-Integrinen LFA-1 (αLβ2; 

CD18/CD11a) oder Mac-1 (αMβ2; CD18/CD11b). ICAM-1 stellt auch einen Rezeptor 

für lösliches Fibrinogen dar (Languino et al., 1993), welches als Brückenmolekül 

zwischen EC und Leukozyten (Duperray et al., 1997) dient. Auf diese Weise kann 

Fibrinogen die Adhäsion von Leukozyten an das Endothel (Altieri, 1999) und die 

transendotheliale Migration von Monozyten (Languino et al., 1995) fördern. Ebenfalls 

scheint die Interaktion von Fibrinogen mit ICAM-1 an der Adhäsion von Thrombozyten 

an das Endothel (Bombeli et al., 1998) und an einer vasomotorischen Antwort humaner 

V. saphena (Hicks et al., 1996) beteiligt zu sein. Ferner wird ICAM-1 in Verbindung 

gebracht mit einer mitogenen Antwort auf Fibrinogen in lymphoblastoiden Zelllinien 

(Gardiner und D'Souza, 1997). Fibrinogen interagiert über die γ-Kette des 

Fibrinogenmoleküls (Altieri et al., 1995) mit der Bindungs-Domäne in der 

aminoterminalen Domäne von ICAM-1 (Languino et al., 1995). 

 

 

1.2.3.1 Struktur von ICAM-1 

ICAM-1 (CD54) ist ein 90 bis 110 kDa großes Transmembran-Glykoprotein und enthält 

eine Serie von fünf Immunglobulin(Ig)-artigen Domänen. Des weiteren besteht es aus 

einer Transmembran-Domäne (24 Aminosäuren) und einer zytoplasmatischen Domäne 

(28 Aminosäuren). Es enthält insgesamt 505 Aminosäuren, wovon 453 überwiegend 

hydrophobe Aminosäuren die Immunglobulin-Domänen bilden. In Abb. 2 ist die 

ICAM-1-Struktur (van de Stolpe und van der Saag, 1996) schematisch dargestellt. 
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Abbildung 2 
 
Struktur von ICAM-1 (modifiziert nach van de Stolpe und van der Saag, 1996); 1-5 = Immunglobulin (Ig) 
-artige Domänen; S = Schwefelatom in Disulfidbrücken; g = Glykosylierungsstellen. 

 

 

1.2.3.2 Funktion von ICAM-1 und Bedeutung in atherosklerotischen Prozessen 

ICAM-1 bietet als Gegenrezeptor für β2-Integrine der Leukozyten einen Mechanismus 

für die Leukozyten-Endothel-Interaktion und die Leukozytenmigration in 

Entzündungsgebiete. Es trägt zur Rekrutierung von Leukozyten, sowie zur 

Thrombozytenadhäsion am Endothel bei. Vermutlich ist es auch in proliferative 

Prozesse involviert. So zeigte sich im Tiermodel (Ratte) eine Hemmung der 

Neointimaproliferation nach Ballonangioplastie durch Antikörper gegen ICAM-1 

(Yasukawa et al., 1997). In immunhistochemischen Studien konnte die Expression von 

ICAM-1 auf intimalen SMC im Bereich atherosklerotischer Plaques nachgewiesen 

werden, während SMC in der normalen unveränderten Gefäß-Media dieses 

Adhäsionsmolekül nicht exprimieren (Jang et al., 1993). Als Hauptfunktion fördert 

ICAM-1 die interzelluläre Kommunikation über die Adhäsion von Zellen. Diese ICAM-

1-abhängige Adhäsion ist bedeutend in der afferenten und efferenten Immunantwort, 

einschließlich der Antigen-Präsentation, der T-Zell-abhängigen Antikörper-Antwort, 

der T-Zell-Proliferation und der zellvermittelten Zytotoxizität. ICAM-1 spielt eine 

wichtige Rolle in inflammatorischen Prozessen, einschließlich Atherosklerose, Asthma 
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und Autoimmunerkrankungen, in der Pathogenese von Infektionen mit Rhinovirus und 

Plasmodium falciparum, bei malignen Erkrankungen (z.B. Melanome und Lymphome), 

sowie in ischämischen und neurologischen Erkrankungen (van de Stolpe und van der 

Saag, 1996; Tsakadze et al., 2002). Im Plasma finden sich bei vaskulären Erkrankungen 

erhöhte Mengen an löslichem ICAM-1, welches durch proteolytischen Abbau der 

ICAM-1-Ektodomäne entsteht, die mit dem Schweregrad des Erkrankungsprozesses 

korrelieren zu scheinen (Tsakadze et al., 2002).  

 

 

1.2.4 Das ααααvββββ3-Integrin („Vitronectin-Rezeptor“) als Fibrinogenrezeptor 

Integrine sind Zelloberflächenrezeptoren, die eine Verbindung des Zytoskeletts der 

Zelle mit Matrixproteinen oder anderen Zellen herstellen und somit eine Interaktion 

ermöglichen. Sie stellen eine Superfamilie von heterodimeren Glykoproteinen dar, die 

aus nichtkovalent gebundenen α- und β-Untereinheiten zusammengesetzt sind. Anhand 

der verschiedenen Untereinheiten werden Integrine basierend auf der gemeinsamen β-

Untereinheit in Subfamilien unterteilt. Zur β3-Subfamilie der Integrine gehört das 

Glykoprotein IIb/IIIa (αIIbβ3), dessen Expression auf Thrombozyten und 

Megakaryozyten beschränkt ist, und der „Vitronectin-Rezeptor“ αvβ3 (CD51/CD61), 

welcher ubiquitär verbreitet und das dominierende Integrin auf vaskulären Zellen im 

Allgemeinen und auf EC im Besonderen ist. Die Ligandenbindung an αIIbβ3 und αvβ3 

erfolgt über das Motiv Arginin-Glycin-Asparaginsäure (RGD), das in vielen 

Matrixmolekülen vorhanden ist. Fibrinogen dient auf diese Weise als Ligand für αvβ3 

(Cheresh, 1987). Fibrinogen beinhaltet drei potentielle Integrin-Bindungsstellen, zwei in 

Form von RGD-Sequenzen auf der Aα-Kette und eine Integrin-Bindungsstelle, die 

keine RGD-Sequenz enthält, auf der γ-Kette. Die Bindung an αvβ3 wird bevorzugt über 

die RGD-Sequenz in der α-Kette von Fibrinogen vermittelt (Byzova et al., 1998). Die 

Interaktion von Fibrinogen mit αvβ3 scheint an der Adhäsion von Thrombozyten an das 

Endothel beteiligt zu sein (Bombeli et al., 1998). 
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1.2.4.1 Struktur von ααααvββββ3 

Die Integrinmonomere bestehen jeweils aus einer N-terminalen extrazellulären 

Domäne, einer hydrophoben Transmembrandomäne und einer C-terminalen 

zytosolischen Domäne. Die αv-Untereinheit besteht aus einer schweren extrazellulären 

Peptidkette, einer leichten Kette mit einer transmembranen Region und einem 

zytoplasmatischen Teil. Sie beinhaltet 1018 Aminosäuren, 860 in der schweren Kette 

und 158 in der leichten Kette. Ferner enthält die αv-Untereinheit drei potentielle 

Bindungsstellen für Kationen, die für die Ligandenbindung erforderlich sind. Die β3-

Untereinheit von αvβ3, die der von αIIbβ3 entspricht, beinhaltet 762 Aminosäuren, die zu 

90 % der extrazellulären Sequenz angehören. In Zellmembrannähe befinden sich vier 

Wiederholungen einer Cystein-reichen Region, die dieser eine Proteolyse-Resistenz 

verleihen. Die αvβ3-Struktur (Byzova et al., 1998) ist in der folgenden Abb. 3 

dargestellt. 

 

+

NH2

NH2

ααααv

ββββ3

Cystein-reiche Domäne

Leichte Kette

Schwere Kette

Zellmembran

Zytoplasmatische
Domäne

=  Kationen-Bindungsstelle

Liganden-Bindungsdomäne

S-

S

+
+
+NH2 +

Abbildung 3 
 
Struktur von αvβ3 (modifiziert nach Byzova et al., 1998) 
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1.2.4.2 Funktion von ααααvββββ3 und Bedeutung in atherosklerotischen Prozessen 

Das αvβ3-Integrin dient als Adhäsionsmolekül und vermittelt die Zelladhäsion an die 

extrazelluläre Matrix (Plasma- und Matrixproteine). Es scheint eine wichtige Rolle in 

der Angiogenese, in intimaler Hyperplasie nach arterieller Verletzung, in 

Wundheilungsprozessen und bei malignen Erkrankungen zu spielen (Byzova et al., 

1998; Horton, 1997). Eine gesteigerte Expression von αvβ3-Integrinen konnte von 

Hoshiga et al. (1995) im Endothel und auf neointimalen SMC in humanen 

atherosklerotischen Koronararterien nachgewiesen werden. Zudem führte die 

Anwendung spezifischer αvβ3-Antagonisten in mehreren unterschiedlichen 

Tiermodellen zu einer Reduktion der Neointima-Bildung nach Gefäßverletzung (Sajid 

und Stouffer, 2002). Ebenfalls inhibieren αvβ3-Antagonisten die migratorische Antwort 

auf „platelet-derived growth factor“ (PDGF) in humanen SMC (Baron et al., 2000; Choi 

et al., 1994; Itoh et al., 1997). αvβ3 reguliert die proliferative Antwort auf 

Wachstumsfaktoren und G-Protein-gekoppelte Rezeptoragonisten. Somit beinflußt αvβ3 

die Migration und Proliferation von SMC, welche wesentliche Pathomechanismen für 

die Atherogenese und die Neointima-Bildung darstellen. Darüber hinaus ist αvβ3 auch 

an der Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten, einem weiteren wichtigen 

Mechanismus in atherosklerotischen Prozessen, beteiligt. Das αvβ3-Integrin auf 

Leukozyten stellt einen Gegenrezeptor für „platelet/endothelial cell adhesion molecule-

1“ (PECAM-1/CD31) auf EC dar. Durch diese Interaktion wurde nachweislich die 

Bindung von Leukozyten (Piali et al., 1995) und von Eosinophilen (Chiba et al., 1999) 

an kultivierte EC humaner Umbilikalvenen (HUVEC) vermittelt. Ebenfalls wurde für 

αvβ3 eine Bedeutung für die Rekrutierung von Makrophagen nach Angioplastie 

nachgewiesen (Bishop et al., 2001). 
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1.3 Die Rolle der glatten Gefäßmuskelzellen in der Atherosklerose 

 

1.3.1 Die Entstehung der Restenose 

Die Proliferation von SMC spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung von 

okklusiven Gefäßerkrankungen, wie z.B. bei der Bildung von atherosklerotischen 

Plaques oder Restenosen nach perkutaner transluminaler Koronarangioplastie (PTCA). 

Bei dieser etablierten Methode zur Revaskularisierung von stenotischen Koronararterien 

werden die Gefäße durch Einführen und Aufblasen eines Ballonkatheters dilatiert. 

Dabei kommt es zu einer Überdehnung und Verletzung der Gefäßwand im betroffenen 

Bereich mit nachfolgender Aktivierung und Anlagerung von Thrombozyten, die 

Wachstumsfaktoren wie z.B. PDGF freisetzen. Dadurch wird die Migration und 

Proliferation von SMC stimuliert. Im Gegensatz zur initialen Erfolgsrate, bleibt die 

Langzeit-Effektivität dieser Methode begrenzt. Die Restenose entwickelt sich innerhalb 

weniger Monate nach PTCA. Dabei kommt es zur Akkumulation von neointimalen 

SMC, die auch bei der Entstehung fortgeschrittener atherosklerotischer Läsionen eine 

große Rolle spielt. Die Akkumulation von SMC in der Intima bei atherosklerotischen 

Prozessen wird verursacht durch direkte Migration der medialen SMC in die Intima, 

Proliferation und möglicherweise herabgesetzte Apoptose (Bornfeldt, 1996). 

Adulte SMC der Media sind physiologisch kontraktil und sprechen nicht generell auf 

wachstumsregulierende Moleküle an (Raines und Ross, 1993). Dieser „kontraktile 

Phänotyp“ enthält viele Myofilamente und besitzt die Fähigkeit auf vasoaktive Agentien 

zu reagieren. In atherosklerotischen Läsionen oder nach Ballon-Katheterisierung infolge 

einer Endothelschädigung erfolgt die sog. „phänotypische Modulation“, d.h. die Zellen 

verlieren die kontraktilen Elemente, ihre Ansprechbarkeit auf Wachstumsfaktoren 

nimmt zu, und die Sekretion von Proteinen wird gesteigert (Raines und Ross, 1993; 

Owens et al., 1996). Aus dieser strukturellen Veränderung resultiert der „synthetische 

Phänotyp“. Unter Bildung einer Neointima kommt es zur Anhäufung zellulärer 

Komponenten, besonders der SMC und zur gesteigerten Synthese von Matrixproteinen, 

die zu einer Verengung oder zum Verschluß des Gefäßlumens führen können. Die 

extrazelluläre Matrix und wachstumsregulierende Moleküle beeinflußen die 

phänotypische Modulation. Zu den stärksten Wachstumsfaktoren, die direkt die DNA-

Replikation und Proliferation kultivierter SMC induzieren, gehören PDGF, „basal 

fibroblast growth factor-2“ (bFGF-2), und „heparin binding epidermal growth factor“ 

(HB-EGF) (Ross, 1993). Das PDGF-Molekül ist ein dimeres Protein aus zwei 
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Polypetidketten (A- und B-Kette), welches durch drei Disulfidbrücken 

zusammengehalten wird. Es existieren die drei Isoformen PDGF-AA, PDGF-AB und 

PDGF-BB, die prädominant ist. In atherosklerotischen Läsionen befindet sich reichlich 

PDGF-BB in aktivierten Makrophagen (Bornfeldt, 1996). PDGF spielt bei der 

Migration der arteriellen SMC, deren Proliferation und Matrixsynthese eine wichtige 

Rolle (Raines und Ross, 1993), wobei nicht nur Thrombozyten PDGF freisetzen, 

sondern auch EC und SMC selbst (Ross, 1993). 

 

 

1.3.2 Die PDGF-induzierte mitogene Signaltransduktion 

 

1.3.2.1 Der ERK-Weg 

Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF agieren über Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Der 

PDGF-Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, der α– und der β-Untereinheit, die die 

Rezeptor-Isoformen αα , αβ und ββ bilden und sich ligandeninduziert zu Homo- oder 

Heterodimeren zusammenlagern. Durch Ligandenbindung des PDGF-Dimers an seinen 

Rezeptor erfolgt die Dimerisierung der Rezeptor-Untereinheiten und die Aktivierung 

der zytosolischen Tyrosinkinase und deren Autophosphorylierung (Claesson-Welsh, 

1994). Nebenbei kommt es auch zur Phosphorylierung spezifischer zytoplasmatischer 

Substrate. Im Zuge der Autophosphorylierung des Rezeptors werden Tyrosine in 

Motiven phosphoryliert, an die nachgeschaltete Signalproteine spezifisch über Src-

Homolog-2(SH2)-Domänen binden können. Dazu gehört auch die Isoform γ der 

Phospholipase C (PLCγ) und die p85-Untereinheit der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-

Kinase) (Claesson-Welsh, 1994). Unter anderem werden auch Adaptorproteine 

gebunden, deren Aufgabe in der Zusammenführung der Signalmoleküle besteht, wie das 

„growth factor receptor binding protein 2“ (Grb2-Protein). Grb2 ist über eine SH3-

Domäne an den Ras-Guaninnukleotid-Austauschfaktor „mammalian son-of-sevenless“ 

(mSos) gebunden, der über einen Nucleotidaustausch das Ras-Protein aktivieren kann, 

indem Ras von der inaktiven GDP-Form in die aktive GTP-bindende Form konvertiert 

wird (Force und Bonventre, 1998). Ras-GTP bindet an die Raf-1-Kinase, die dadurch an 

die Plasmamembran transloziert wird. Als Folge wird die Aktivität der Raf-1-Kinase 

stimuliert, und das Signal wird über die Aktivierung der Kaskade der Mitogen-

aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) weitergeleitet. Raf-1 aktiviert die MAP-

Kinase-Kinasen (MEK), die nachfolgend die MAP-Kinasen phosphorylieren.  
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Diese Gruppe der MAP-Kinasen werden auch als extrazellulär regulierte Kinasen 

(ERK) bezeichnet. Dazu gehören u.a. die p44/p42 MAP-Kinasen (ERK-1/2). Durch 

Aktivierung der ERKs erfolgt die Translokation der ERK-Proteine in den Zellkern 

(Lenormand et al., 1993). Dort aktivieren sie Transkriptionsfaktoren wie c-jun (Pulverer 

et al., 1991), c-myc, c-fos, Elk-1, SAP-1 und CREB, die notwendig sind für die 

Induktion der Zellproliferation. 

 

 

1.3.2.2 Der Phosphoinositol-3-Kinase(PI3-Kinase)-Weg 

Die PI3-Kinasen werden in drei Hauptklassen aufgeteilt. Die PI3-Kinase (Klasse Ia) ist 

ein zytosolisches Heterodimer, zusammengesetzt aus einer katalytischen Untereinheit 

(110 kDa) mit den Isoformen p110α, -β oder -δ und einer regulatorischen Untereinheit 

p85 (85 kDa). Sie bildet einen Komplex mit aktivierten RTK oder mit Signalproteinen, 

die in Erkennungsmotiven (z.B. YMXM) Tyrosin(Tyr)-phosphoryliert sind. Sie wird in 

Antwort auf Wachstumsfaktoren aktiviert. In diesem Zusammenhang wurde von Auger 

et al. (1989) über eine Aktivierung der PI3-Kinase in Antwort auf PDGF in humanen 

vaskulären SMC berichtet. Durch direkte Bindung der SH2-Domäne der regulatorischen 

p85-Untereinheit an die Phosphotyrosin-Reste der Kinase-Domäne des PDGF-

assoziierten Rezeptors wird die PI3-Kinase aktiviert. Die SH2-Domänen der p85-

Untereinheit vermitteln die Wechselwirkung mit verschiedenen Signalproteinen, die an 

der Übertragung von wachstumsregulierenden Signalen beteiligt sind. Die aktivierte 

PI3-Kinase phosphoryliert Phosphoinositide (PI) an der 3‘-Position des Inositolringes. 

Somit entstehen Phosphatidylinositol-Verbindungen, die als intrazelluläre Botenstoffe 

dienen. Dazu gehören Phosphatidylinositol-3,4-Biphosphat (PtdIns(3,4)P2) und 

Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PtdIns(3,4,5)P3). Signalproteine, die eine 

Pleckstrin-Homolog(PH)-Domäne besitzen, kumulieren durch direkte Bindung an das 

Plasmamembran-Lipid PtdIns(3,4,5)P3. Dadurch werden die Serin-Threonin-Kinase 

Akt, die auch als Proteinkinase B (PKB) bezeichnet wird, und „phosphoinositide 

dependent kinase-1“ (PDK-1) an die Plasmamembran rekrutiert (Cantley, 2002). Es 

existieren die drei Isoformen Akt-1, Akt-2 und Akt-3. In unstimulierten Zellen befindet 

sich Akt im Zytoplasma und die regulatorischen Phosphorylierungsstellen Threonin 308 

(Thr 308) und Serin 473 (Ser 473) sind nicht phosphoryliert. Nach Bindung der PH-

Domäne von Akt an Lipidprodukte der PI3-Kinase und konsekutiver Rekrutierung an 

die Plasmamembran erfolgt die Phosphorylierung an den regulatorischen 
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Phosphorylierungsstellen Thr 308 durch PDK-1 und für eine vollständige Aktivierung 

an Ser 473 durch eine unbekannte Kinase, die als PDK-2 bezeichnet wird (Hemmings, 

1997; Downward, 1998). Anschließend verläßt Akt die Plasmamembran um 

intrazelluläre Substrate zu phosphorylieren. Eine Vielzahl der Substrate von Akt stellen 

Apoptose-regulierende Moleküle dar, die wie das proapototische Bcl-2 

Familienmitglied Bad und „Forkhead family of transcription factors“ (FKHR) durch 

Akt inaktiviert werden. Akt ist wesentlich an der Regulation des Glukosestoffwechsels 

und der Insulin-induzierten Signalübertragung beteiligt. Akt fördert die Proteinsynthese 

durch direkte Effekte auf „mammalian target of rapamycin“ (mTOR), „eukaryotic 

initiation factor 4E-binding protein 1“ (4E-BP1), welches die Aktivität des „eukaryotic 

initiation factor 4E“ (eIF-4E) reguliert, und p70 S6-Kinase (Shiojima und Walsh, 2002), 

die auch direkt durch PDK-1 unabhängig von Akt aktiviert werden kann (Alessi et al., 

1998; Pullen et al., 1998). Darüber hinaus kontrolliert Akt den Zellzyklus und die 

Zellproliferation durch direkte Wirkung auf „cyclin-dependent-kinase“(CDK)-

Inhibitoren, wie p21 und indirekt durch Beeinflußung der Expressions-„Level“ von 

Cyclin D1 und dem Tumorsuppressorprotein p53. Cycline, die eine regulatorische 

Untereinheit darstellen, und CDKs, die Proteinkinaseaktivität tragen, sind 

verantwortlich für die Regulation des Zellzyklus. So wird die frühe G1-Phase des 

Zellzyklus durch eine gesteigerte Expression von Cyclin D1 und Aktivierung von 

CDK4 reguliert (Bornfeldt, 1996). Die folgende Abb. 4 zeigt eine vereinfachte 

Darstellung der PDGF-induzierten mitogenen Signaltransduktion (ERK-Weg und PI3-

Kinase-Weg). 
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Abbildung 4 
 
Schematische Darstellung der PDGF-induzierten mitogenen Signaltransduktion in hSMC (modifiziert 
nach Bornfeldt und Krebs, 1999); PIP3 = PtdIns(3,4,5)P3  
A ERK-Weg  
B PI3-Kinase-Weg 
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1.4 Fragestellung 

 

1. Hat Fibrinogen einen Effekt auf die DNA-Synthese in humanen glatten 

Gefäßmuskelzellen (hSMC)? 

Fibrinogen wurde durch mehrere prospektive Studien als Risikofaktor für 

atherosklerotische Manifestationen identifiziert. Fibrinogen und Fibrin-

Degradationsprodukte scheinen einen mitogenen Stimulus darzustellen, wobei die 

Effekte von intaktem Fibrinogen auf hSMC bisher nicht näher charakterisiert wurden. 

Da die SMC-Proliferation wesentlich zur Entstehung der Atherosklerose und Restenose 

nach Angioplastie beiträgt, beschäftigte sich diese Arbeit mit der Wirkung von 

Fibrinogen auf die Mitogenese von hSMC. 

 

2. Welche mitogenen Signalwege in hSMC werden durch Fibrinogen aktiviert? 

Die mitogene Signaltransduktion in hSMC ist anhand ihrer Induktion durch PDGF 

ausgiebig untersucht worden. Über die Fibrinogen-induzierten mitogenen Signalwege in 

hSMC ist bisher wenig bekannt. Gegenstand der Untersuchungen waren daher die 

mitogenen Signaltransduktionwege in hSMC unter Induktion durch Fibrinogen. 

 

3. Welche Rezeptoren sind an einer mitogenen Antwort auf Fibrinogen in hSMC 

beteiligt? 

ICAM-1 aus der Immunglobulin-Superfamilie und das αvβ3-Integrin stellen Rezeptoren 

für Fibrinogen auf hSMC dar, die mit proliferativen Prozessen in Verbindung gebracht 

werden. Aus diesem Grund konzentrierte sich die vorliegende Arbeit auf diese beiden 

Adhäsionsmoleküle, indem geprüft wurde, ob sie Mediatoren einer Fibrinogen-

induzierten mitogenen Wirkung in hSMC darstellen. 

 

4. Beeinflußt Fibrinogen die Expression von ICAM-1 und αvβ3 in hSMC? 

Adhäsionsmoleküle sind wesentlich beteiligt an den inflammatorischen Prozessen im 

Rahmen der Atherosklerose. Ihre Expression kann im Zuge einer inflammatorischen 

Antwort unter Zytokineinfluß gesteigert werden. Zytokingesteuert wird ebenfalls die 

Biosynthese von Fibrinogen als Akute-Phase-Protein erhöht. Die Experimente 

konzentrierten sich ferner auf die Fragestellung, ob Fibrinogen selber im Sinne eines 

synergistischen Effektes eine Hochregulation der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und αvβ3 

in hSMC bewirkt. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
 

 

2.1 Puffer, Lösungen und Substanzen 

 

Alle nicht gesondert aufgeführten Chemikalien und Lösungen wurden in höchster 

verfügbarer Qualität von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie 

(Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. 

 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

PBS („Phosphate-Buffered Saline“): Trenngelpuffer: 
2,7 mM KCl 1,5 M Tris-HCl 
137 mM NaCl pH 8,8 
1,5 mM KH2PO4 0,1 % Natriumdodecylsulfat (SDS) 
8,3 mM Na2HPO4 
pH 7,4 
 
 
2 x Probenpuffer (modifiziert nach Laemmli): Sammelgelpuffer: 
125 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,0 1 M Tris-HCl 
20 % Glycerol pH 6,8 
4 % SDS 0,1 % SDS 
0,02 % Bromphenolblau 
100 mM Dithiothreitol (DTT) (kurz vor Gebrauch) 
 
 
TBS („Tris-Buffered Saline“): Laufpuffer (Elektrophorese): 
10 mM Tris-HCl 25 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 250 mM Glycin 
pH 8,0 0,1 % SDS 
 
 
TBST: Transferpuffer: 
TBS mit 0,1 % Tween 25 mM Tris-HCl 
 200 mM Glycin 
 20 % Methanol 
 
 
TBSTM:  
TBST mit 5 % Magermilchpulver 
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Tabelle 1: Verwendete Substanzen im Zellversuch 

Substanz Wirkung bzw. Funktion Hersteller 

Humanes Fibrinogen Typ I  Blutgerinnungsfaktor I Sigma-Aldrich, 
Deisenhofen 

PDGF-BB („platelet derived 
growth factor“, Isoform BB) 

Wachstumsfaktor Sigma-Aldrich, 
Deisenhofen 

TNFα („tumor necrosis factor 
α“) 

Cytokin Biomol, Hamburg 

Abciximab (Reopro) GPIIb/IIIa-Antagonist Lilly, Bad Homburg 

ICAM-1-Antikörper (Klon 
84H10, Produkt-Nr. IM0753) 

Monoklonaler Antikörper 
gegen ICAM-1 (CD54) 

Immunotech, Marseille, 
Frankreich 

PD 98059 MEK-1-Inhibitor Cell Signaling, Frankfurt 

LY 294002 
 

PI3-Kinase-Inhibitor Calbiochem, Bad Soden 

Rapamycin P 70 S6-Kinase-Inhibitor Calbiochem, Bad Soden 

 

Die Substanzlösungen wurden entsprechend den Herstellerangaben angefertigt. Zur 

Herstellung einer Fibrinogen-Stammlösung wurde humanes Fibrinogen in sterilem 

Aqua dest. unter leichten Schwenkbewegungen bei ca. 38° C gelöst. 

 

 

2.2 Zellkultur 

 

Alle Substanzen für die Zellkulturmedien wurden von Gibco BRL Life Technologies 

(Eggenstein), Biochrom (Hamburg), PAA Laboratories GmbH (Linz, Österreich) und 

die Kulturgefäße von den Firmen Becton & Dickinson (Heidelberg) und Greiner 

(Solingen) bezogen. 

 

 

2.2.1 Präparation humaner glatter Gefäßmuskelzellen (hSMC) 

Die verwendeten hSMC entstammen der Vena saphena, die im Rahmen aorto-koronarer 

Bypass-Operationen als Reststücke anfielen und freundlicherweise von Prof. Dr. E. 

Gams (Herzchirurgie der Universitätsklinik Düsseldorf) überlassen wurden. Die 

Präparation erfolgte unter sterilen Bedingungen (Sicherheits-Werkbank „Hera-Safe“, 

Heraeus, Hanau) durch die Explantat-Methode nach Fallier-Becker et al. (1990).  
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Dabei wurde die Vene longitudinal eröffnet und auf einer silikonisierten 

Präparationsplatte befestigt. Um eine Austrocknung zu vermeiden wurde das Gefäß mit 

FCS (Foetales Kälberserum)-freiem Dulbecco's modified Eagle Medium (DMEM) mit 

50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin und 

nichtessentiellen Aminosäuren bedeckt. Die Intima wurde mechanisch entfernt und die 

Media von der Adventitia abgetrennt. Die ca. 0,5 cm2 großen Media-Explantate wurden 

in eine Kulturschale (Becton & Dickinson, Heidelberg) mit Standard-Medium (DMEM, 

50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin, 15 

% FCS und nichtessentielle Aminosäuren) überführt und bei 37° C und 5 % CO2 im 

Inkubator (CO2-Auto-Zero, Heraeus, Hanau) über Nacht inkubiert. Nach der Migration 

der hSMC aus den Explantaten wurden diese entfernt. 

 

 

2.2.2 Herstellung der Subkulturen 

Zur Passagierung der konfluenten, primären hSMC wurde das Kulturmedium entfernt 

und die anhaftenden Zellen 2 x mit PBS gewaschen. Durch Zugabe von Trypsin/EDTA 

(0,05 %/0,5 mM) wurden die Zellen abgelöst. Nach Kontrolle der Ablösung unter dem 

Mikroskop (CK2, Olympus, Hamburg) wurde das Trypsin durch Zusatz von 

Kulturmedium mit 15 % FCS inaktiviert. Die Zellen wurden anschließend durch 

wiederholtes Pipettieren suspendiert und nach Auszählen der Zellen in einer 

Zählkammer nach Neubauer wurden diese in Kultivierungsgefäße (6-Loch-Platten, 24-

Loch-Platten oder 150 cm2-Schalen, Becton & Dickinson, Heidelberg) überführt. Für 

die Experimente wurden die Zellen im subkonfluenten Zustand in den Passagen 4-14 

eingesetzt. 

 

 

2.2.3 Stimulation von hSMC für Versuche 

Generell wurden alle Zellen vor den Versuchen, soweit nicht anders angegeben, 2 x mit 

PBS gewaschen und für 24 h in Hungermedium (DMEM, 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml 

Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin und nichtessentielle Aminosäuren) 

inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der entsprechenden Stimuli und Antagonisten in 

den beschriebenen Konzentrationen und Inkubationszeiten. 
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2.3 DNA-Synthese-Messung 

 

Der Nachweis der DNA-Synthese erfolgte nach der radioaktiven Messung des (3H)-

Thymidin-Einbaus. hSMC wurden dazu in 24-Loch-Platten passagiert (ca. 5 x 104 

Zellen in 500 µl Medium pro well) und bis zum Erreichen einer Subkonfluenz von ca. 

50 % unter Standardbedingungen für 72 h kultiviert. Zur Synchronisierung des 

Zellzyklus wurde Serum-Freies Medium (= SFM: DMEM, 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml 

Streptomycin, 0,2 µg/ml L-Glutamin, 35 µg/ml L-Ascorbinsäure, 5 µg/ml Transferrin, 

6,25 ng/ml Selenium und ca. 3 µg/ml Insulin) für weitere 72 h verwendet. Mindestens 2 

h vor der Stimulation wurde das Medium nochmals erneuert. Die Zellen wurden mit 

Fibrinogen (1, 3, 10, 30 und 100 µM) stimuliert. Als Positivkontrolle wurde PDGF-BB 

(20 ng/ml) verwendet. Bei der Verwendung von Antagonisten erfogte die Zugabe 15 

min vor Gabe der Stimulantien. Nach einer 20-stündigen Inkubation im Brutschrank bei 

37° C und 5 % CO2 wurde Tritium-Methylthymidin (Du Pont de Nemours-NEN, 

Dreieich) in einer Endkonzentration von 1 µCi/ml hinzugefügt. 4 h danach erfolgte 

zweimals Waschen mit eiskaltem PBS und anschließend die Zugabe von kalter 

Perchlorsäure (0,3 M) für 2 min. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen 

zur Lyse mit Natronlauge (0,1 M) in einem Wasserbad bei 37° C für 30 min inkubiert. 

Das Lysat wurde in Szintillationsröhrchen überführt und jeweils 5 ml 

Szintillationscocktail (Lumasafe Plus, Lumac. LSC B.V., Groningen, NL) zugegeben. 

Die Aktivitätsbestimmung fand als Dreifachbestimmung mit Hilfe eines 

Flüssigkeitsszintillationszählers (LS 6000 IC, Beckmann, München) statt. Die 

Gesamtinkubationszeit von 24 h wurde als Optimum in Vorversuchen ermittelt. 
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2.4 Proteinbiochemische Methoden 

 

2.4.1 Isolierung von Proteinen 

Für die Untersuchung mittels Western-Blot wurden subkonfluente Zellen aus 24-Loch-

Platten zur Stimulationsbeendigung 1 x mit kaltem PBS gewaschen und anschließend 

durch Zugabe von modifiziertem 1 x Laemmli-Puffer (ca. 100 µl/well) lysiert. Die 

Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Kulturplatte gelöst, 2 sec im 

Eppendorfgefäß sonifiziert (Sonifier B-12, Branson Sonic Power Company, Danbury, 

Connecticut, USA) und 10 min bei 95° C denaturiert. 

 

 

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentrationen 

Die jeweiligen Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (1976) 

mit Hilfe eines Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent (BioRad, München) ermittelt. Eine 

Eichkurve wurde mit bovinem Serumalbumin (BSA) in unterschiedlichen 

Konzentrationen hergestellt. Nach 20 min Inkubation mit dem BioRad-Reagenz erfolgte 

die photometrische Messung der Farbreaktion in einem ELISA-Reader (Modell 550, 

BioRad, München) bei einer Wellenlänge von 595 nm. 

 

 

2.4.3 Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung von Proteinen aus den Zelllysaten erfolgte nach dem Prinzip der 

diskontinuierlichen Gelelektrophorese (Laemmli, 1970). Hierzu wurde ein Sammelgel 

(5 % Acrylamid) auf ein Trenngel (8 %, 10 % oder 12 % Acrylamid) gegossen, wobei 

0,1 % Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) zum 

Schluß hinzugefügt wurde. Die eingesetzte Proteinmenge variierte zwischen 30-50 µg. 

Die Elektrophorese erfolgte bei 200 V in einer Elektrophoresekammer (BioRad, 

München bzw. Hoefer SE 600, Hoefer Pharmacia Biotech, Freiburg) mit Laufpuffer. 

Als Molekulargewichtsmarker wurde ein biotinylierter hochmolekularer 

Proteinstandard (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) eingesetzt. 
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2.4.4 Transfer von Proteinen (Western-Blot) 

Die Proteine wurden mittels einer „Blotting“-Apparatur (Trans-Blot SD Semi-Dry 

Transfer Cell bzw. Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, BioRad, München) auf 

eine methanolbenetzte Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF, Millipore, ImmobilonP, 

Sigma-Aldrich, Deisenhofen) übertragen. Der Transfer erfolgte mit Blotpuffer bei 12 V 

für 30 min. 

 

 

2.4.5 Entwicklung von Western-Blots mittels Chemilumineszenz 

Zur Sättigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran 1 ½ h bei 

Raumtemperatur in TBSTM inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 

spezifischen Primärantikörpern (siehe Tabelle 2), 1:1000 in TBSTM bzw. TBST mit 5 

% BSA verdünnt, bei 4° C über Nacht auf einer Laborwippe. Die Primärantikörper 

stammen, wenn nicht anders angegeben, aus IgG-Fraktionen von Kaninchen. Nach 3 x 

15 min Waschen in TBST erfolgte die Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten 

Sekundärantikörper in einer Verdünnung 1:2000-1:4000 (Anti-Kaninchen, Santa Cruz 

Biotechnology Inc., Heidelberg) in TBSTM für 1 h bei Raumtemperatur. 

Nach weiteren 3 x 15-minütigen Wäschen in TBST wurden die Proteine durch Zugabe 

von Lumi-Light Western Blotting Substrat (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) 

nach Angaben des Herstellers detektiert. Bei dieser Methode werden durch die 

Oxidation von Luminol und der daraus resultierenden Lichtemission die Areale mit 

Peroxidaseaktivität auf der Membran nachgewiesen. Die Chemilumineszenz wird durch 

Exposition der Membran auf einem Röntgenfilm (HyperfilmTN ECLTM, Amersham 

Pharmacia Biotech, Freiburg) sichtbar gemacht. 
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Tabelle 2: Im Western-Blot verwendete primäre Antikörper 

Bezeichnung 

 

Hersteller Produkt-Nr. 

Phospho-p44/42 MAP Kinase 

(Thr202/Tyr204) 

Cell Signaling (Frankfurt) #9101 

Phospho-Akt (Thr308) 

 

Cell Signaling (Frankfurt) #9275 

Phospho-Akt (Ser473) 

 

Cell Signaling (Frankfurt) #9271 

Phospho-p38 MAP Kinase 

(Thr180/Tyr182) 

Cell Signaling (Frankfurt) #9211S 

c-Jun (H-79) 

 

Santa Cruz (Heidelberg) sc-1694 

IκB-α (C-21) 

 

Santa Cruz (Heidelberg) sc-371 

 

 

2.4.6 Kontrolle der Proteinbeladung 

Nach der Detektion der spezifischen Proteine wurde die PVDF-Membran mit TBST 

gewaschen und anschließend mit einer Amidoschwarz-Lösung (0,1 % in 25 % 

Isopropanol/ 10 % Essigsäure; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) für 10 min eingefärbt. 

Durch 10-minütiges Abwaschen des überschüssigen Farbstoffes mit 25 % 

Isopropanol/10 % Essigsäure konnten die Proteinbanden sichtbar gemacht werden und 

somit auf Gleichmäßigkeit der Proteinbeladung kontrolliert werden. 
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2.5 Durchflusszytometrie von glatten Gefäßmuskelzellen (hSMC) 

 

Zur Analyse der Expression von ICAM-1 und αvβ3 an der Oberfläche von hSMC wurde 

die Durchflusszytometrie (FACS = „Fluorescence activated cell sorter“) angewendet. 

Dafür wurden Subkulturen von hSMC auf 6-Loch-Platten hergestellt und 24 h vor 

Stimulationsbeginn mit Hungermedium (DMEM, 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml 

Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin und nichtessentielle Aminosäuren) 

bedeckt. Die Stimulation erfolgte mit Fibrinogen 10 µM bei unterschiedlichen 

Inkubationszeiten (15 min bis 24 h). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde ein 

einmaliger Waschvorgang mit 37° C warmem PBS durchgeführt. Anschließend wurden 

die Zellen 15 bis 30 min bei 37° C mit warmem Dissoziationsmedium (Cell dissociation 

solution, Sigma Aldrich, Deisenhofen) inkubiert. Nach einer lichtmikroskopischen 

Kontrolle des Zellablösungsprozesses wurden die am Boden der Kulturplatte noch 

anheftenden Zellen mittels spülendenden Pipettierens abgelöst. Anschließend wurden 

die Zellsuspensionen in kleine Eppendorfgefäße überführt und bei 6000 rpm für ca. 30 

sec in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Danach wurde der Überstand entfernt und 

die Pellets in jeweils 50 µl PBS durch wiederholtes Pipettieren resuspendiert. Die 

Zellsuspensionen wurden dann mit je 20 µl der jeweiligen FITC(= 

Fluoresceinisothiocyanat)-gekoppelten Antikörper (siehe Tabelle 3) versetzt und 15 bis 

30 min bei Raumtemperatur und unter Lichtabschirmung inkubiert. Zur Ermittlung von 

unspezifischen Bindungen diente die Isotyp-Kontrolle. Dabei wurden unstimulierte 

Zellen mit FITC-gekoppeltem Maus-IgG-1-Antikörper (Klon 679.1Mc7, Produkt-Nr. 

IM0639, Immunotech, Marseille, Frankreich) versetzt.  
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Tabelle 3: In FACS-Versuchen verwendete Antikörper 

Bezeichnung 

(Klon/Produkt-Nr.) 

Funktion Hersteller 

CD54-FITC  

(B-H17/852.691.010) 

FITC-gekoppelter Antikörper (Maus-

IgG-1) gegen ICAM-1 

Diaclone Research, 

Besancon, Frankreich 

CD51-FITC  

(AMF7/IM1855) 

FITC-gekoppelter Antikörper (Maus-

IgG-1)gegen αv-Untereinheit  

Immunotech, 

Marseille, Frankreich 

CD61-FITC  

(SZ21/IM1758) 

FITC-gekoppelter Antikörper (Maus-

IgG-1) gegen β3-Untereinheit 

Immunotech, 

Marseille, Frankreich 

 

Nach Verdünnung mit 500 µl Isoton (Azide-free balanced electrolyte solution, 

Beckman Coulter, Krefeld) und einer Funktionskontrolle mit Fluoreszenz-Lösung 

(Flow-Check fluoropheres, Beckman Coulter, Krefeld) wurden die Proben in einem 

EPICS-XL Zytometer (Beckmann Coulter, Krefeld) untersucht, wobei 5000 hSMC 

vermessen wurden. 

 

 

2.6 Auswertung und Statistik 

 

Die Messdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aus der 

jeweiligen Anzahl (n) von unabhängigen Einzelexperimenten angegeben. Unterschiede 

zwischen den einzelnen Experimenten wurden hinsichtlich ihrer Signifikanz mit dem 

„One-way Analysis of Variance“ (ANOVA)- und einem nachfolgenden Bonferroni-Test 

überprüft. Das Signifikanzniveau P für α wurde mit 0,05 festgesetzt. Die statistische 

Berechnung erfolgte mit dem Computerprogramm GraphPad Instat, Version 3.01 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).  

Bei Original-Abbildungen von Western-Blots wurde jeweils ein repräsentatives 

Experiment von n unabhängigen Versuchen mit ähnlichem Ergebnis dargestellt. Für die 

densitometrische Messung der einzelnen Western-Blots wurde das Programm Quantity 

One, Version 4.1.1 (BioRad, München) bzw. Scanpack, Version 14.1A27 (Biometra, 

Göttingen) angewendet. 
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3. ERGEBNISSE 
 

 

Fibrinogen gilt als ein bedeutender Risikofaktor für die Atherosklerose. Zudem wurde 

bereits vor vielen Jahren beobachtet, daß Fibrinogen die Mitogenese in 

hämatopoetischen Zellen induzieren kann (Lévesque et al., 1986). Die Proliferation von 

hSMC ist wesentlich an der Genese der Atherosklerose und der Restenose nach 

Angioplastie beteiligt. Ziel der folgenden Untersuchungen war daher, die Bedeutung 

von Fibrinogen für die Mitogenese und Aktivierung mitogener Signalwege in hSMC zu 

ergründen. 

 

 

3.1 Wirkung von Fibrinogen auf die DNA-Synthese von hSMC 

 

3.1.1 Stimulation der DNA-Synthese in hSMC durch Fibrinogen 

Zuerst wurde eine mögliche Induktion der DNA-Synthese durch lösliches Fibrinogen in 

hSMC untersucht. Dazu wurden hSMC für 24 h mit Fibrinogen in unterschiedlichen 

Konzentrationen stimuliert und die Zunahme der DNA-Synthese mittels  

(3H)-Thymidin-Inkorporation bestimmt. Abb. 5 zeigt, daß Fibrinogen konzentrations-

abhängig zu einer schwachen, aber signifikanten Zunahme der DNA-Synthese führte, 

wobei ein maximaler Effekt bei einer Konzentration von 10 µM Fibrinogen auftrat 

(etwa 1,8-fach). Dieser Effekt war unter Stimulation mit Fibrinogen in höheren 

Konzentrationen (30 µM) rückläufig und bei einer maximalen Konzentration von 100 

µM konnte sogar eine signifikante Reduktion der DNA-Synthese (etwa 0,4-fach) 

beobachtet werden. Zusätzlich fiel in den mikroskopischen Kontrollen der Zellkulturen 

nach 24-stündiger Stimulation mit 30 und 100 µM Fibrinogen eine partielle Ablösung 

der hSMC vom Boden des Kultivierungsgefäßes auf. Vergleichsweise induzierte PDGF 

als Positivkontrolle der Stimulation der DNA-Synthese einen 7-fachen Anstieg (n=9, 

SEM + 0,77, wird nicht gezeigt). 
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Abbildung 5 
 
Effekt von Fibrinogen auf die DNA-Synthese in hSMC (Mittelwerte + SEM; * = Signifikanz vs. 
Kontrolle) 

 

 

3.1.2 Effekte auf die Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese durch Proteinkinase- 

 Inhibitoren 

Nachdem ein mitogener Effekt durch Fibrinogen auf hSMC nachgewiesen werden 

konnte, wurde die Involvierung von Proteinkinasen untersucht, die an mitogenen 

Signalwegen beteiligt sind. Unter Vorinkubation mit den entsprechenden Proteinkinase-

Inhibitoren des ERK-Weges bzw. des PI3-Kinase-Weges erfolgte erneut die Messung 

der Fibrinogen-induzierten DNA-Synthese. Die Ergebnisse dieser Messungen werden 

zusammenfassend in Abb. 6 dargestellt. 

 

3.1.2.1 Hemmung des ERK-1/2 Signalweges 

Die MAPK-Kinase MEK-1 ist beteiligt an der Signalübertragung des ERK-Weges, der 

von Mitogenen ausgeht. Sie phosphoryliert die MAP-Kinasen ERK-1/2. Unter 

Vorbehandlung mit PD 98059, einem selektiven Inhibitor von MEK-1, 

der konsekutiv zu einer Hemmung der MAP-Kinasen ERK-1/2 führt, ergab sich 

eine signifikante Hemmung der Fibrinogen-stimulierten DNA-Synthese (Abb. 6). 



Ergebnisse 

 35

3.1.2.2 Hemmung des PI3-Kinase Signalweges 

Ein weiterer wichtiger mitogener Signalweg für die Proliferation von hSMC ist der PI3-

Kinase-Weg. Unter Blockade der PI3-Kinase mit dem spezifischen Inhibitor LY 

294002, der an der ATP-Bindungsstelle des Enzyms agiert, wurde die Fibrinogen-

induzierte DNA-Synthese ebenfalls reduziert. Hier kam es zu einer nahezu 

vollständigen Inhibition der Mitogenese der hSMC. 

Die p70 S6-Kinase wird im Rahmen des PI3-Kinase-Weges durch PDK-1 

phosphoryliert und somit aktiviert (Toker, 2000). Diese Proteinkinase gehört der AGC-

Superfamilie an und ist erforderlich für das Zellwachstum und die Progression des 

Zellzyklus. Sie ist direkt verantwortlich für die Phosphorylierung des 40 S ribosomalen 

Proteins S6. Darüber hinaus kontrolliert sie die Translation von einigen hundert 

mRNAs, die für Proteine kodieren, die notwendig sind für die Versammlung der 

Translations-Maschinerie, einschl. Ribosomen und Elongationsfaktoren. Zur selektiven 

Inhibition der p70 S6-Kinase wurde Rapamycin eingesetzt. Darunter ließ sich ebenfalls 

ein vollständig hemmender Effekt auf die Fibrinogen-stimulierte DNA-Synthese 

beobachten. 
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Abbildung 6 
 
Hemmung der Fibrinogen-induzierten DNA-Synthese durch Proteinkinase-Inhibitoren (PD 98059, LY 
294002 und Rapamycin) in hSMC (Mittelwerte + SEM von n = 5; * = Signifikanz vs. Fibrinogen). 
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3.1.3 Effekte auf die Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese durch Rezeptor- 

 Antagonisten 

Als nächstes wurde geprüft, über welche Rezeptoren an der Oberfläche von hSMC die 

mitogene Wirkung von Fibrinogen vermittelt wird. Dabei konzentrierten sich die 

Untersuchungen auf die Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und αvβ3, die für intaktes 

Fibrinogen Rezeptoren darstellen und potentiell an proliferativen Prozeßen beteiligt sein 

können. 

 

 

3.1.3.1 Blockade von ICAM-1 durch spezifische Antikörper hat keinen Einfluß 

 auf die Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese 

ICAM-1, welches in inflammatorischen Prozessen, wie der Leukozyten-Adhäsion eine 

wichtige Rolle spielt (Altieri, 1999), wird auch in Verbindung gebracht mit einer 

proliferativen Antwort auf Fibrinogen in lymphoblastoiden Zelllinien (Gardiner und 

D'Souza, 1997). Die im Zusammenhang mit einer mitogenen Antwort auf Fibrinogen in 

hSMC durchgeführten Experimente ergaben, wie in Abb. 7 dargestellt, keine 

signifikante Änderung des Fibrinogen-stimulierten mitogenen Effektes unter Hemmung 

von ICAM-1 durch spezifische Antikörper. 
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Abbildung 7 
 
Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese in hSMC unter Blockade von ICAM-1 durch spezifische 
Antikörper (Mittelwerte + SEM von n = 3) 
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3.1.3.2 Blockade von ααααvββββ3 durch Abciximab (Reopro) hat keinen Einfluß auf die 

 Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese 

Ein weiterer Fibrinogen-Rezeptor, der in Verbindung gebracht wird mit der 

Proliferation von hSMC, ist das Integrin αvβ3, welches im Organismus weitverbreitet ist 

und auf vaskulären Zellen in hoher Dichte exprimiert wird (Byzova, 1998). Es bindet 

seine Liganden über die RGD-Sequenz, die außer in Fibrinogen auch in anderen 

Matrixproteinen vorhanden ist. Zur Prüfung einer Beteiligung dieses Rezeptors an der 

Vermittlung des Fibrinogen-induzierten mitogenen Effektes erfolgte wiederholt die 

Messung der Fibrinogen-stimulierten DNA-Synthese unter Prä-Inkubation der hSMC 

mit dem Antiintegrin Abciximab (c7E3-Fab, Reopro). Abciximab ist ein 

Maus/Mensch chimäres Fab-Fragment eines monoklonalen Antikörpers, welches 

ungefähr in gleicher Affinität über die RGD-Sequenz an das αIIbβ3-Integrin und an das 

αvβ3-Integrin bindet, und somit spezifisch und kompetitiv die Ligandenbindung am 

entsprechenden Rezeptor hemmt (siehe Schrör, 1999 und 2000). Der Effekt von 

Fibrinogen auf die DNA-Synthese von hSMC wurde durch Abciximab nicht beeinflußt 

(Abb. 8). 
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Abbildung 8 
 
Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese in hSMC unter Blockade von αvβ3 (Mittelwerte + SEM) 
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3.2 Wirkungen von Fibrinogen auf die intrazelluläre Signaltransduktion in 

 hSMC 

 

3.2.1 Fibrinogen bewirkt die Phosphorylierung von ERK-1/2 

Im Rahmen des ERK-Weges, der eine Bedeutung bei proliferativen Prozessen hat, 

werden die MAP-Kinasen ERK-1 und ERK-2 phosphoryliert und somit auch aktiviert. 

Die beobachtete Reduktion der Fibrinogen-induzierten DNA-Synthese unter Inhibition 

der MAPK-Kinase MEK-1 wies bereits auf eine Beteiligung dieses Signalweges hin 

(siehe 3.1.2.1). Um den direkten Effekt auf die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 

zu untersuchen, wurden hSMC mit Fibrinogen stimuliert, und die Phosphorylierung von 

ERK-1/2 wurde mittels phosphospezifischer Antikörper im Western-Blot detektiert. 

Dabei führte die Stimulation mit Fibrinogen zu einer konzentrationsabhängigen 

Phosphorylierung von ERK-1/2 (Abb. 9) mit einem Maximum bei 10 µM Fibrinogen 

über 15 min (ERK-1: etwa 8-fach, ERK-2: etwa 4,5-fach) 
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Abbildung 9 
 
Fibrinogen-induzierte Phosphorylierung der ERK-1/2 in hSMC 
A Repräsentativer Western-Blot 
B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 8; * = Signifikanz vs. Kontrolle) 
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3.2.1.1 Effekte auf die Fibrinogen-induzierte ERK-1/2-Phosphorylierung durch  

 Rezeptor-Antagonisten 

Nachfolgend wurde geprüft, ob die beobachtete Phosphorylierung über die Interaktion 

von Fibrinogen mit ICAM-1 oder αvβ3 vermittelt wird. Dazu wurden hSMC für 30 min 

mit 10 µM Fibrinogen in An- und Abwesenheit der Antagonisten Abciximab bzw. 

ICAM-1-Antikörper inkubiert. Abb. 10 zeigt, daß die ERK-1/2-Phosphorylierung weder 

durch Abciximab noch durch ICAM-1-Antikörper verändert wurde.  
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Abbildung 10 
 
Effekte auf die Fibrinogen-induzierte ERK-1/2-Phosphorylierung in hSMC durch Blockade von ICAM-1 
(links) und αvβ3 (rechts) 
A Repräsentative Western-Blots 
B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 3) 
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3.2.2 Fibrinogen bewirkt die Phosphorylierung von Akt 

Im Rahmen des PI3-Kinase-Weges kommt es nachgeschaltet zur Phosphorylierung der 

Proteinkinase Akt, die eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Gleichgewichts 

zwischen Zellwachstum und Apoptose spielt. Die Aktivierung von Akt erfolgt über die 

zwei Phosphorylierungsstellen Thr 308 und Ser 473. Bereits bei der Messung der 

Fibrinogen-stimulierten DNA-Synthese ergab sich eine Hemmung durch den PI3-

Kinase-Inhibitor LY 294002 (siehe 3.1.2.2) und somit Hinweise auf eine Involvierung 

des PI3-Kinase-Weges. Ferner wurde der direkte Effekt von Fibrinogen auf die 

Phosphorylierung von Akt untersucht. 

hSMC wurden für 15 bzw. 30 min mit Fibrinogen (1 und 10 µM) stimuliert, und 

anschließend wurde die Phosphorylierung von Akt an den Phosphorylierungsstellen Thr 

308 und Ser 473 separat detektiert. Dabei führte Fibrinogen zu einer 

konzentrationsabhängigen Phosphorylierung von Akt (Thr 308) mit einem Maximum 

(etwa 7-fach) bei einer Stimulation mit 10 µM Fibrinogen über 15 min (Abb. 11).  
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Abbildung 11 
 
Fibrinogen-induzierte Threonin (Thr 308)-Phosphorylierung von Akt in hSMC 
A Repräsentativer Western-Blot 
B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 5; * = Signifikanz vs. Kontrolle) 
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Ähnlich ergab sich bei der Detektion von Akt (Ser 473) eine konzentrationsabhängige 

Phosphorylierung durch 10 µM Fibrinogen (Abb. 12), die hingegen unter Stimulation 

mit 1 µM Fibrinogen nicht beobachtet wurde. 
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Abbildung 12 
 
Fibrinogen-induzierte Serin (Ser 473)-Phosphorylierung von Akt in hSMC 
A Repräsentativer Western-Blot 
B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 4; * = Signifikanz vs. Kontrolle) 
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3.2.2.1 Effekte auf die Fibrinogen-induzierte Akt-Phosphorylierung durch 

 Rezeptor-Antagonisten 

Nachdem der Nachweis einer Phosphorylierung von Akt an beiden 

Phosphorylierungsstellen erfolgt war, wurde ergänzend durch die Detektion der Serin-

Phosphorylierung von Akt geprüft, ob ICAM-1 oder αvβ3 bei der beobachteten, 

Fibrinogen-induzierten Akt-Aktivierung involviert sind. Dazu wurden hSMC erneut 

unter An- bzw. Abwesenheit der entsprechenden Antagonisten mit 10 µM Fibrinogen 

für 30 min stimuliert. 

Abb. 13 zeigt, daß die Serin-Phosphorylierung von Akt durch ICAM-1-Antikörper 

reduziert (etwa um 50 %), aber nicht aufgehoben wurde. Abciximab hingegen hatte 

keinen signifikanten Effekt auf die Serin-Phosphorylierung von Akt. 
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Abbildung 13 
 
Effekte auf die Fibrinogen-induzierte Phosphorylierung von Akt (Ser 473) in hSMC durch Rezeptor-
Antagonisten 
A Repräsentativer Western-Blot 
B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 3; * = Signifikanz vs. Fibrinogen; n.s.  

= nicht signifikant) 
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3.2.3 Fibrinogen bewirkt die Phosphorylierung der p38-MAPK 

Der p38-MAPK-Weg wird in Zusammenhang gebracht mit Stress-induzierten, 

inflammatorischen, antiproliferativen, aber auch proliferativen Prozessen. In der 

MAPK-Signalkaskade phosphorylieren und aktivieren MAPKKK u.a. die MAPK-

Kinasen MKK3/6, die wiederum die p38-MAPK aktiviert (Tibbles und Woodgett, 

1999). Diese ist involviert in die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie 

z.B. ATF-2, Elk-1 und CREB. Die Involvierung des p38-MAPK-Weges an der 

Fibrinogen-induzierten Signaltranduktion in hSMC wurde mittels Detektion durch 

phosphospezifische Antikörper im Western-Blot untersucht. Dabei ließ sich eine 

konzentrationsabhängige Phosphorylierung durch die Stimulation der hSMC mit 

Fibrinogen beobachten (Abb. 14). Diese entsprach bei 15- bzw. 30-minütiger 

Stimulation mit 10 µM Fibrinogen ca. dem 3-fachen Wert der Kontrolle. 
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Abbildung 14 
 
Fibrinogen-induzierte Phosphorylierung der p38-MAPK in hSMC 
A Repräsentativer Western-Blot 
B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 5; * = Signifikanz vs. Kontrolle) 

 



Ergebnisse 

 44

3.2.3.1 Effekte auf die Fibrinogen-induzierte p38-Phosphorylierung durch  

 Rezeptor-Antagonisten 

Ebenso wurde die Funktion der Fibrinogenrezeptoren ICAM-1 und αvβ3 als Mediatoren 

der Fibrinogen-induzierten p38-MAPK-Aktivierung durch Blockade der 

entsprechenden Rezeptoren überprüft. Wie in Abb. 15 dargestellt, kam es unter 

Anwendung von blockierenden ICAM-1-Antikörpern zu einer Reduktion der 

Fibrinogen-stimulierten p38-MAPK-Phosphorylierung um etwa 30 %. Abciximab 

hingegen bewirkte keine signifikante Änderung der Fibrinogen-induzierten p38-MAPK-

Phosphorylierung. 
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Abbildung 15 
 
Effekte auf die Fibrinogen-induzierte p38-MAPK-Phosphorylierung in hSMC durch Blockade von 
ICAM-1 (links; n = 5) und αvβ3 (rechts; n = 4) 
A Repräsentative Western-Blots 
B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM; * = Signifikanz vs. Fibrinogen) 
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3.2.4 Fibrinogen bewirkt die Expression von c-Jun 

C-Jun gehört zu den „immediate-early“-Genen, die rasch und transient durch eine 

Vielzahl von Mitogenen über den Ras-MAPK-Signalweg induziert werden (Karin et al., 

1997). Zusammen mit c-fos wird der dimere Transkriptionsfaktor Aktivator-Protein-1 

(AP-1) gebildet, der eine Leucin-Zipper-Struktur besitzt und für die Proliferation von 

Zellen notwendig ist (Kovary und Bravo, 1991). In diesem Zusammenhang wurde 

untersucht, ob Fibrinogen, welches zu einer Phosphorylierung der MAPK ERK-1/2 

führte, ebenfalls einen Einfuß auf die c-Jun-Expression hat. hSMC wurden für 0,5 bis 4 

h mit 10 µM Fibrinogen inkubiert. Dabei führte die Stimulation mit Fibrinogen zu einer 

zeitabhängigen Expression von c-Jun (Abb. 16). Diese c-Jun-Expression trat bereits 

nach 0,5 h auf und nahm mit Verlängerung der Inkubationszeit zu (etwa 39-fach) bei 4 

h. 1 µM Fibrinogen induzierte auch nach 4-stündiger Inkubation keine c-Jun-Expression 

(Western-Blot wird nicht gezeigt).  
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Abbildung 16 
 
Fibrinogen-induzierte Expression von c-Jun in hSMC 
A Repräsentativer Western-Blot 
B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 3; * = Signifikanz vs. Kontrolle) 
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3.2.5 Wirkung von Fibrinogen auf das NFκκκκB-System 

 

3.2.5.1 Fibrinogen bewirkt keine Degradation des Inhibitorproteins IκκκκBαααα 

Der Transkriptionsfaktor „nuclear factor-κB“ (NFκB) scheint ein weiterer wichtiger 

Mediator für die Zell-Proliferation zu sein (Bellas et al. 1995, Bretschneider et al., 

1997). Er gehört zu den Transkriptionsfaktoren, die nach Aktivierung im Zellkern die 

Transkription von Genen auslösen können. Im Cytosol liegt NFκB in Form eines 

inaktiven heterodimeren Komplexes gebunden an das Inhibitorprotein IκBα vor. Bei 

der Aktivierung von NFκB wird IκBα zunächst phosphoryliert, dann ubiquitiniert und 

degradiert. Durch die IκBα-Degradation wird NFκB freigesetzt und kann nun in den 

Zellkern translozieren, um seine genregulatorische Funktion auszuüben. Die 

Stimulation von hSMC mit 10 µM Fibrinogen zeigte keinen signifikanten Hinweis auf 

einen IκBα-Abbau und somit keine Aktivierung von NFκB (Abb. 17). Zur positiven 

Kontrolle wurden die Zellen mit TNFα (10 ng/ml) stimuliert, welches wie in der 

Literatur beschrieben (Hishikawa et al., 1997; Hoshi et al., 2000) zu einer NFκB-

Aktivierung führte, die sich in einer zeitabhängigen Degradation des Inhibitorproteins 

IκBα zeigte. 
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Abbildung 17 
 
Fibrinogen bewirkt keine IκBα-Degradation in hSMC 
A Repräsentativer Western-Blot 
B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 3; * = Signifikanz vs. Kontrolle; n.s. = 

nicht signifikant) 
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3.3 Wirkung von Fibrinogen auf die Expression von Oberflächen-Rezeptoren  

 

Fibrinogen ist über die Interaktion mit Adhäsionsmolekülen sowohl in hämostatische 

als auch in inflammatorische Prozesse involviert, die wesentlich an der Pathogenese 

bzw. der Progression der Atherosklerose beteiligt sind. Im Rahmen atherosklerotischer 

Prozesse kommt es zur Hochregulation von Adhäsionsmolekülen. So wurde sowohl für 

ICAM-1 als auch für αvβ3 eine erhöhte Expression auf SMC in atherosklerotischen 

Läsionen beschrieben. Fibrin(ogen), welches in atherosklerotischen Läsionen ebenfalls 

präsent zu sein scheint, wird als Akute-Phase-Protein unter Zytokineinfluß gesteigert 

synthetisiert. Daraufhin wurde untersucht, inwieweit Fibrinogen einen Einfluß auf die 

Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und αvβ3 hat. 

 

3.3.1 Fibrinogen beeinflußt nicht die basale ICAM-1-Expression auf hSMC 

ICAM-1 wird auf der Oberfläche von kontraktilen SMC normalerweise nicht exprimiert 

(O'Brien et al., 1996). Eine Oberflächenexpression von ICAM-1 auf kultivierten SMC 

läßt sich allerdings durch Zytokine, wie z.B TNFα induzieren (Braun et al., 1999). Die 

folgende Untersuchung ging der Frage nach, ob Fibrinogen einen Einfluß auf die 

ICAM-1-Expression von kultivierten hSMC hat. Dazu wurden hSMC mit 10 µM 

Fibrinogen über unterschiedliche Inkubationszeiten stimuliert und nach mechanischer 

(nicht enzymatischer) Ablösung und Vereinzelung durchflusszytometrisch untersucht. 

Dabei zeigte sich, daß ICAM-1 basal auf den kultivierten hSMC der V. saphena 

exprimiert wird, und daß Fibrinogen keine signifikante Änderung der Expression 

bewirkte (Abb. 18). Als Positivkontrolle erfolgte eine Stimulation mit TNFα (10 

ng/ml), wobei die in der Literatur beschriebene Hochregulation von ICAM-1 durch 

TNFα (Couffinhal et al., 1993) hier nicht beobachtet werden konnte.  
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Abbildung 18 
 
A Repräsentatives Histogramm des basalen Expressionsniveaus von ICAM-1 (CD54) auf hSMC  

(schwarzes Histogramm, Isotypkontrolle graues Histogramm) 
B Effekt von Fibrinogen auf die ICAM-1-Expression in hSMC (Mittelwerte + SEM von n = 6) 

 

 

3.3.2 Fibrinogen beeinflußt nicht die basale ααααvββββ3-Expression auf hSMC 

Eine erhöhte Expression von αvβ3 wurde in neointimalen hSMC atherosklerotischer 

Koronararterien detektiert (Hoshiga et al., 1995). Die αvβ3 -Expression kann beeinflußt 

werden durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. TGF-β (Byzova et al., 1998).  

Ebenfalls wurde der Effekt von Fibrinogen auf die αvβ3-Expression in hSMC 

untersucht. Dabei wurden die beiden Untereinheiten αv (CD51) und β3 (CD61) separat 

durchflusszytometrisch detektiert. In den Abbildungen 19 und 20 ist dargestellt, daß 

Fibrinogen sowohl die basale Expression von αv (CD51) als auch von β3 (CD61) nicht 

beeinflußt. Die Stimulation der αv- bzw. β3-Expression auf der Zelloberfläche durch 20 

ng/ml PDGF (Isoform BB) als Positivkontrolle, wie in der Literatur für SMC von 

Kaninchen beschrieben (Janat et al., 1992), wurde nicht beobachtet. 
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Abbildung 19 

 
A Repräsentatives Histogramm des basalen Expressionsniveaus von αv (CD51) auf hSMC  
 (schwarzes Histogramm, Isotypkontrolle graues Histogramm) 
B Effekt von Fibrinogen auf die Expression von αv (CD51) in hSMC (Mittelwerte + SEM von n = 5) 
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Abbildung 20 

A Repräsentatives Histogramm des basalen Expressionsniveaus von β3 (CD61) auf hSMC 
 (schwarzes Histogramm, Isotypkontrolle graues Histogramm) 
B Effekt von Fibrinogen auf die Expression von β3 (CD61) in hSMC (Mittelwerte + SEM von n = 5) 
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4. DISKUSSION 
 

In den 80-er Jahren ergaben sich die ersten Hinweise auf eine Korrelation zwischen 

Hämostase-Faktoren und dem Risiko kardiovaskulärer Erkrankungen. In diesem 

Zusammenhang konnte durch mehrere prospektive epidemiologische Studien 

nachgewiesen werden, daß ein erhöhter Fibrinogenspiegel assoziiert ist mit einem 

Erstereignis im kardiovaskulären Bereich (Ernst und Resch, 1993). Damit stellt die 

Hyperfibrinogenämie einen Risikofaktor für das Auftreten eines Myokardinfarktes dar. 

Darüber hinaus scheint der Fibrinogenspiegel mit dem angiographisch beurteilten 

Schweregrad der koronaren Atherosklerose in KHK-Patienten (Lowe et al., 1980; 

Broadhurst et al., 1990), mit rekurrierenden ischämischen Ereignissen (Meade et al., 

1986) und dem Risiko einer Restenose nach Koronarangioplastie (Montalescot et al., 

1995) zu korrelieren. Fibrinogen besitzt multiple Eigenschaften, die potentiell zur 

Atherogenese beitragen. Als prothrombogener Faktor fördert Fibrinogen durch Bindung 

an das αIIbβ3-Integrin die Thrombozytenadhäsion und –aggregation und beeinflußt die 

Blutviskosität. Die Thrombusbildung ist der hauptsächliche Pathomechanismus für das 

akute Koronarsyndrom, d.h. den Myokardinfarkt und die instabile Angina pectoris. Bei 

einem akuten Myokardinfarkt kommt es zum thrombotischen, kompletten Verschluß 

des betreffenden Gefäßes mit konsekutiver ischämischer Myokardnekrose, während die 

instabile Angina pectoris meistens aus einer muralen Thrombusformation resultiert. Der 

Thrombus ist wesentlich an der Progression chronischer atherosklerotischer 

Erkrankungen und der Restenose nach PTCA beteiligt (Ambrose und Weinrauch, 

1996). Unter physiologischen Bedingungen wird die Thrombozytenaggregation oder 

eine Interaktion von Thrombozyten mit EC durch die Sekretion von Mediatoren wie 

Prostacyclin (PGI2) und „Endothelium-Derived Relaxing Factor“ (EDRF oder NO) 

verhindert. Die „endotheliale Dysfunktion“ im Rahmen atherosklerotischer 

Gefäßwandveränderungen führt zum Verlust der antithrombotischen Eigenschaft des 

Endothels und fördert die Adhäsion von Thrombozyten an die Gefäßwand. Als Folge 

einer Gefäßverletzung, wie sie z.B. durch Dilatation mittels Ballonkatheter und/oder 

Stent-Implantation zur Behandlung von Gefäßstenosen verursacht wird, adherieren 

Thrombozyten an der subendothelialen Oberfläche und es kommt zur 

Thrombozytenaktivierung. Diese wird durch chemische Agonisten (Thrombin, 

Kollagen, Adenosin-Diphosphat (ADP), Thromboxan A2 (TXA2), Noradrenalin, 

Serotonin) verstärkt. Im Zuge der Thrombozytenaktivierung kommt es hauptsächlich 
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durch TXA2 zur Entleerung der Speichergranula der Thrombozyten (siehe Schrör, 

2001). Die Inhaltsstoffe der α-Granula (PDGF, „Transforming growth factor-β“ (TGF-

β), „epidermal growth factor“ (EGF) und „insulin-like growth factor-1“ (IGF-1)), sowie 

Serotonin und ADP bzw. ATP der elektronendichten Granula stellen mitogene Stimuli 

für SMC dar (Weber und Schrör, 1999). 

 

 

4.1 Effekte von Fibrinogen auf die DNA-Synthese in hSMC 

 

Die Proliferation von SMC ist ein wichtiger Mechanismus in der Atherogenese und der 

Bildung einer intimalen Hyperplasie (Neointima) nach PTCA oder Stent-Implantation 

(Ross, 1999; Ferns und Avades, 2000). Fibrin(ogen), welches an der Thrombusbildung 

maßgeblich beteiligt ist, besitzt zusätzlich proliferationsfördernde Eigenschaften. So 

wurde ein mitogener Effekt von Fibrinogen- bzw. Fibrin-Spaltprodukten für eine 

Vielzahl von Zelltypen, einschließlich EC, Fibroblasten, Mesothelzellen, SMC und 

Lymphozyten beschrieben (Herrick, 1999). Die Fibrinopeptide A und B scheinen einen 

mitogenen Stimulus für Fibroblasten in vitro darzustellen und das 

Fibrindegradationsprodukt Fragment E die vaskuläre Proliferation einschließlich 

Angiogenese zu stimulieren. Die Effekte von intaktem Fibrinogen auf die Mitogenese 

von hSMC wurden bisher nicht genauer untersucht. Aus diesem Grund beschäftigte sich 

diese Arbeit mit der Charakterisierung eines potentiellen mitogenen Effektes von 

Fibrinogen auf kultivierte hSMC der V. saphena. 

In dem hier untersuchten Zellsystem konnte erstmalig gezeigt werden, daß lösliches 

Fibrinogen konzentrationsabhängig eine Steigerung der DNA-Synthese (etwa um den 

Faktor zwei) bewirkt, gemessen anhand der (3H)-Thymidin-Inkorporation. Einerseits 

führte die Stimulation mit Fibrinogen bis zu einer Konzentration von 10 µM zu einer 

schwachen, aber statistisch signifikanten Zunahme der Mitogenese. Andererseits 

führten höhere Konzentrationen von Fibrinogen (30 und 100 µM) zu einer Reduktion 

der DNA-Synthese in hSMC und zu einer mikroskopisch beobachteten Ablösung der 

Zellen vom Boden des Kulturgefäßes, welches eher einem zytotoxischen Effekt 

entspricht. Fibrinogen liegt im Gesamtblut in einer physiologischen Konzentration von 

4-6 µM vor, welches ungefähr einer Plasmakonzentration von 10 µM entspricht (Harley 

et al., 2000). Ein ähnlicher mitogener Effekt von Fibrinogen wurde für lymphoblastoide 

Zelllinien und Fibroblasten beschrieben (Gardiner und D’Souza, 1999; Héron et al., 
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1998; Herrick et al., 1999). So demonstrierten Gardiner und D’Souza (1997) in Raji-B-

Lymphozyten einen 2-4-fachen Anstieg der (3H)-Thymidin-Inkorporation durch 0,2-0,8 

µM Fibrinogen. Für humane pulmonale Fibroblasten beschrieben Gray et al. (1995) eine 

mitogene Wirkung durch 1,1 µM Fibrinogen B (β-Kette). Allerdings wurden in diesen 

Arbeiten sehr geringe Konzentrationen eingesetzt, die noch nicht einmal der 

physiologischen Konzentration von Fibrinogen entsprechen und somit keine 

potentiellen zytotoxischen Konzentrationen darstellen dürften. Im Gegensatz dazu wird 

Fibrin(ogen) aber auch mit einer antiproliferativen Wirkung in Verbindung gebracht. 

Eine Arbeit von Ishida und Tanaka (1982) zeigte, daß große Mengen an Fibrinogen-

Fragment D und E zu einer Reduktion der Zellproliferation in vitro führten. Diese 

Beobachtungen lassen vermuten, daß das Ausmaß des mitogenen Effektes von 

Fibrinogen Zelltyp- und konzentrationsabhängig ist. Möglicherweise unterscheiden sich 

die frühen Fibrin(ogen)-Spaltprodukte A und B von den späten D und E in Bezug auf 

ihre mitogene Wirkung im Zuge einer Anpassung an den Reparaturprozeß. Eine 

verstärkte Ausschüttung der Fibrin(ogen)-Spaltprodukte D und E könnte die 

proliferative Antwort im Rahmen fortgeschrittener reparativer Prozesse limitieren, 

welches eine übermäßige Proliferation verhindern würde. 

Ebenfalls wurde für andere Hämostase-Proteine die Stimulation der Mitogenese von 

SMC beschrieben. So wurde von Bretschneider et al. (1999, 2000) berichtet, daß 

Thrombin und Faktor Xa in vitro eine 3-fache Zunahme der DNA-Synthese induzieren. 

Klinische Studien zeigten, daß Patienten, bei denen es zur Bildung eines luminalen 

Thrombus an der Verletzungsstelle des Gefäßes nach koronaren Interventionen kam, ein 

höheres Risiko für die Entwicklung einer Restenose haben als Patienten, bei denen eine 

Thrombusbildung ausblieb (Bauters et al., 1995). Thrombozyten, die eine Quelle von 

Wachstumsfaktoren darstellen (Weber und Schrör, 1999), stabilisierende Fibrinstränge, 

die eine Quelle von Fibrinogen-Degradationsprodukten (FDP) darstellen (Smith, 1993), 

Thrombin und Faktor Xa sind Komponenten der Thrombusformation und potentielle 

mitogene Stimuli für SMC. Daher könnte Fibrinogen, welches als für die 

Plättchenaggregation essentielles adhäsives Protein im Thrombus präsent ist, 

synergistisch mit diesen Faktoren in vivo die Mitogenese stimulieren und somit zu einer 

gesteigerten SMC-Proliferation beitragen. Inwiefern der mitogene Effekt von 

Fibrinogen sich letztendlich auf die Proliferation kultivierter hSMC auswirkt, kann nicht 

beantwortet werden, und würde weitere Untersuchungen erfordern. Die Beobachtung, 

daß höhere Konzentrationen von Fibrinogen eine Ablösung der Zellen herbeiführte, läßt 
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die Frage aufkommen, inwieweit zusätzlich die Induktion apoptotischer Effekte eine 

Rolle spielt. Dies wurde in dieser Arbeit nicht überprüft und stellt ebenfalls einen 

Gegenstand für weitere Untersuchungen dar. 

 

 

4.2 Effekte von Fibrinogen auf die Signaltransduktion in hSMC 

 

4.2.1 Aktivierung intrazellulärer Signalwege durch Fibrinogen 

Bisher gibt es wenig Informationen über die Signaltransduktionswege der Fibrinogen-

induzierten Mitogenese. Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen ergaben 

Hinweise auf eine Beteiligung des ERK-Weges, der vorwiegend in Zusammenhang 

gebracht wird mit Zellproliferation. Mittels phosphospezifischer Antikörper konnte im 

Western-Blot eine Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 durch Fibrinogen 

nachgewiesen werden, und die Fibrinogen-stimulierte DNA-Synthese in hSMC konnte 

durch den spezifischen MEK-1 Inhibitor PD 98059 gehemmt werden. Diese Ergebnisse 

stimmen mit den Befunden von Gardiner und D´Souza (1999) in Raji B-Lymphozyten 

überein, die die Phosphorylierung von ERK-1 in Antwort auf Fibrinogen und die 

Inhibition der Fibrinogen-induzierten Mitogenese durch PD 98059 beschrieben. Die 

Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 ist assoziiert mit der DNA-Replikation und 

Proliferation von vaskulären SMC (Bornfeldt, 1996) und von trachealen glatten 

Muskelzellen (Orsini et al., 1999; Lee et al., 2001). Sie spielt eine zentrale Rolle bei der 

Induktion der Signalübertragung durch Mitogene, die über Protein-Tyrosin-Kinasen, 

wie z.B. PDGF (Force und Bonventre, 1998) oder über G-Protein gekoppelte 

Rezeptoren, wie z.B Angiotensin II (Xi et al., 1999) agieren. Außerdem scheint die 

Aktivierung von ERK-1/2 eine Rolle in der Neointima-Bildung nach Angioplastie zu 

spielen (Gennaro et al., 2003). 

Die aktivierten MAP-Kinasen ERK-1/2 können eine Vielzahl von 

Transkriptionsfaktoren aktivieren, wie z.B. c-Jun und c-Fos (Marshall, 1994; Pulverer et 

al., 1991), die zusammen den Transkriptionsfaktor AP-1 bilden, der auch mit der 

Proliferation assoziiert wird. Mitogene Stimuli aktivieren über den ERK-Weg bevorzugt 

AP-1-Komponenten über eine Steigerung der Expression dieser Komponenten. In 

diesem Zusammenhang konnte in der vorliegenden Arbeit eine zeitabhängige 

Expression von c-Jun nachgewiesen werden. Eine c-Jun Expression wurde ebenfalls 

von Rao und Runge (1996) in der mitogenen Antwort auf Thrombin in SMC (Ratte) 



Diskussion 

 54

beschrieben. Es zeigte sich ferner im Tiermodel (Rattenkarotiden) für c-Jun eine 

Involvierung in die intimale Hyperplasie nach Angioplastie (Khachigian et al., 2002; Hu 

et al., 1997). 

Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit eine Fibrinogen-induzierte Aktivierung des 

wichtigen promitogenen Signalweges der PI3-Kinase nachgewiesen werden. Eine 

beobachtete nahezu vollständige Hemmung der Fibrinogen-stimulierten DNA-Synthese 

durch direkte Blockade der PI3-Kinase durch den spezifischen Inhibitor LY 294002 und 

ebenso durch selektive Inhibition der p70 S6-Kinase mittels Rapamycin diente als 

Hinweis auf eine bedeutende Rolle des PI3-Kinase-Weges in der mitogenen Antwort 

auf Fibrinogen. Ergänzend konnte eine Fibrinogen-induzierte Aktivierung von Akt, 

gemessen an der Phosphorylierung von Thr 308 und Ser 473, durch phosphospezifische 

Antikörper nachgewiesen werden. PI3-Kinasen haben eine wichtige Bedeutung in der 

Regulation der Zellfunktionen, einschließlich Zellproliferation, Apoptose, Chemotaxis 

und Thrombozytenaktivierung. So wurde in Abhängigkeit der Interaktion von 

Fibrinogen mit αIIbβ3 in humanen Thrombozyten über eine Aktivierung der PI3-Kinase 

berichtet (Selheim et al., 2000). Im Zusammenhang mit einer mitogenen Antwort auf 

Fibrinogen existieren bisher keine Erkenntnisse über eine Involvierung des PI3-Kinase-

Weges. Allerdings wurde die Induktion der PI3-Kinase bzw. Akt im Zuge einer 

mitogenen Antwort auf verschiedene Stimuli berichtet: Auf PDGF in humanen 

pulmonalen vaskulären SMC (Goncharova et al., 2002) und auf EGF und Thrombin in 

humanen trachealen glatten Muskelzellen (Krymskaya et al., 1999), wodurch über den 

mit Fibrinogen gemeinsamen Signalweg zelluläre Reaktionen potenziert werden 

könnten. Dies könnte z.B. zu einer gesteigerten SMC-Proliferation im Rahmen der 

intimalen Hyperplasie beitragen. So zeigten Untersuchungen von Shigematsu et al. 

(2000) eine Beteiligung des PI3-Kinase-Signalweges in der SMC-Replikation der 

Media von Rattenkarotiden nach Ballonkatheter-Verletzung. 

Die PI3-Kinase bzw. Akt wird auch in Verbindung gebracht mit der Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NFκB durch PDGF (Romashkova und Makarov, 1999) und durch 

TNFα (Ozes et al., 1999). NFκB ist ein Mediator der Proliferation von SMC (Hoshi et 

al., 2000) und scheint involviert zu sein in die proliferative Antwort in hSMC auf 

Thrombin (Nakajima et al., 1994). So wurde eine potentielle Aktivierung von NFκB, 

gemessen an der Degradation des inhibitorischen Proteins IκBα, in Antwort auf 

Fibrinogen untersucht. Fibrinogen bewirkte im Gegensatz zu TNFα keine Degradation 

von IκBα. Ähnliche Befunde wurden von Rauch et al. (2000) in Antwort auf PDGF 
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beschrieben, die in hSMC der V. saphena und humanen Fibroblasten eine 

Phosphorylierung von Akt, aber keine Aktivierung von NFκB beobachten konnten, 

obwohl PDGF einen starken Wachstumsfaktor für beide Zelltypen darstellt. Im 

Gegensatz zu den eigenen Beobachtungen konnte die Arbeitsgruppe von Sitrin et al. 

(1998) eine Aktivierung von NFκB in mononuklearen Phagozyten durch Fibrinogen 

nachweisen. Ein ähnliches Ergebnis wurde in humanen Neutrophilen beobachtet (Rubel 

et al., 2003), wobei die Fibrinogen-induzierte NFκB-Aktivierung einen 

antiapoptotischen Effekt und eine Involvierung der fokalen Adhäsionskinase (FAK) und 

von ERK-1/2 zeigte. Eine mögliche Erklärung für diese Unterschiede zu den eigenen 

Ergebnissen könnte im Zelltypus und den damit verbundenen unterschiedlichen 

Fibrinogenrezeptoren liegen. In neutrophilen Leukozyten wird die Fibrinogen-

induzierte Aktivierung von NFκB anscheinend über das αMβ2-Integrin vermittelt, 

dessen Expression auf Leukozyten beschränkt ist. Eine weitere Ursache könnten die 

Stimulationsbedingungen darstellen, da die Aktivierung von NFκB in mononuklearen 

Phagozyten durch Fibrinogen nur in Präsenz von Mn2+ erfolgte, welches in den eigenen 

Untersuchungen nicht präsent war. 

Andererseits wurde in den vorliegenden Untersuchungen eine Fibrinogen-induzierte 

Aktivierung der MAPK-Subfamilie zugehörigen p38-MAPK nachgewiesen, die eher 

mit einer zellulären Streß- und inflammatorischen Antwort assoziiert wird. Als zelluläre 

Reaktionen der p38-Phosphorylierung wurden antiproliferative, proapoptotische 

Prozesse (Kyriakis und Avruch, 2001), aber auch proliferative Prozesse in SMC (Zhao 

et al., 2002) beschrieben, wie z.B. die PDGF-induzierte Mitogenese von SMC (Ratte) 

(Yamaguchi et al., 2001). 
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4.2.2 Bedeutung von ICAM-1 und ααααvββββ3 in der Fibrinogen-induzierten 

 Signaltransduktion 

ICAM-1 vermittelt nicht nur adhäsive Interaktionen zwischen den Zellen, sondern stellt 

auch ein Signalmolekül dar. Als Rezeptor für Fibrinogen wird es in Verbindung 

gebracht mit einer mitogenen Antwort auf Fibrinogen in lymphoblastoiden Zelllinien 

(Gardiner und D'souza, 1997). Einerseits konnte in dem hier untersuchten Zellsystem 

durch Unterbindung der Interaktion von Fibrinogen mit ICAM-1 durch blockierende 

Antikörper keine Inhibition der Fibrinogen-stimulierten DNA-Synthese in hSMC 

bewirkt werden. Andererseits konnte ein inhibitorischer Effekt auf die Fibrinogen-

induzierte Signaltransduktion unter Blockade von ICAM-1 beobachtet werden. So 

zeigte sich eine hemmende Wirkung auf die Phosphorylierung von Akt und p38-

MAPK. Die ERK-1/2-Phosphorylierung hingegen blieb unbeeinflußt. Diese Ergebnisse 

entsprechen nicht den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen einer ICAM-1-

vermittelten ERK-Involvierung. Die Erkenntnisse zur Signaltransduktion von ICAM-1 

in SMC sind allerdings gering, da sich die Untersuchungen vorwiegend auf EC 

konzentrierten. Die meisten Untersuchungen bzgl. der Signaltransduktion von ICAM-1 

mittels mimetischer Antikörper ergaben eine Involvierung der MAP-Kinasen ERK-1/2, 

die im Zusammenhang stehen mit zellulären Reaktionen wie die Induktion einer 

„Vascular cellular adhesion molecule-1“(VCAM-1)–Expression in EC (Lawson et al., 

1999) und in hSMC (Lawson et al., 2001) und die Produktion von Chemokinen in EC 

(Sano et al., 1998). In Bezug auf die Interaktion von Fibrinogen mit ICAM-1 wurde 

über proliferative bzw. antiapoptotische zelluläre Reaktionen berichtet, wobei sowohl in 

lymphoblastoiden Zelllinien (Gardiner und D'souza, 1999), als auch in EC (Pluskota 

und D'Souza, 2000) die MAP-Kinasen ERK-1/2 involviert zu sein scheinen. Hingegen 

konnten Etienne und Kollegen (1998) keine Aktivierung der ERKs in Antwort auf eine 

ICAM-1-Ligation („crosslinking“) in cerebralen EC von Ratten detektieren, sondern die 

Induktion von Signalen wie sie bei der Stimulation von Integrinen beobachtet werden 

kann, wie die Tyrosin-Phosphorylierung der FAK, die u.a. zu einer Aktivierung des 

PI3-Kinase-Weges führen kann (Aplin et al., 1998). 

Bisher gibt es nur wenige Hinweise in der Literatur auf eine Involvierung der p38-

MAPK in der Signaltransduktion von ICAM-1, und konkrete Hinweise auf eine 

Involvierung des PI3-Kinase-Weges fehlen. Eine Beteiligung der p38-MAPK wurde 

von Hubbard und Rothlein (2000) vermutet. Desweiteren berichteten Wang und 

Doerschuk (2001) über das „Remodeling“ des Zytoskeletts in pulmonalen 
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mikrovaskulären EC als zelluläre Reaktion auf eine ICAM-1-induzierte p38-MAPK-

Aktivierung. ICAM-1 scheint an der Fibrinogen-induzierten Signaltransduktion über 

den p38-MAPK-Weg und den PI3-Kinase-Weg involviert zu sein. Dabei scheint 

ICAM-1 kein Mediator der Fibrinogen-induzierten Mitogenese zu sein und somit in 

Antwort auf Fibrinogen andere zelluläre Reaktionen zu vermitteln. Gründe für die 

Differenzen in der Beteiligung der ICAM-1-vermittelten Aktivierung der ERKs und der 

mitogenen Wirkung könnten Unterschiede im Zelltypus sein. 

 

Integrine vermitteln nicht nur den mechanischen Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakt, 

sondern auch die biologische Signalübertragung in beide Richtungen über die 

Plasmamembran. Die Aktivierung des Integrins als Rezeptor erfolgt in Form des 

„inside-out signaling“ (Schwartz et al., 1995), d h. Integrine besitzen die Fähigkeit, ihre 

Affinität zu extrazellulären Liganden in Abhängigkeit erhaltener Signale aus dem 

Zellinneren zu modulieren. Ein „outside-in signaling“ erfolgt durch die Bindung eines 

Liganden an die extrazelluläre Seite des Integrins, woraufhin eine komplexe Serie von 

intrazellulären Antworten initiiert wird (Shattil und Ginsberg, 1997; Juliano und 

Haskill, 1993). Da der zytoplasmatische Anteil der Integrine keine enzymatische 

Aktivität besitzt, erfolgt die Signaltransduktion durch Assoziation mit Adapterproteinen 

und regulatorischen Proteinen, die den zytosolischen Anteil des Integrins mit dem 

Zytoskelett und zytoplasmatischen Kinasen verbindet. Ein zentrales Regulatorprotein, 

welches an der Signaltransduktion von Integrinen beteiligt ist, ist FAK, die über die 

Zytoskelett-Proteine Talin, α-Actinin und Paxillin mit dem zytoplasmatischen Anteil 

der β3-Untereinheit verbunden ist. Die Aktivierung von FAK ermöglicht die Bindung 

von mSOS und somit über Ras eine Verbindung zur Signalkaskade von 

Wachstumsfaktoren, die zur Verstärkung mitogener Signale durch Wachstumfaktoren 

führt (Giancotti und Ruoslathi, 1999). Vermutlich potenziert das αvβ3-Integrin auf diese 

Weise die Signale in Antwort auf PDGF und VEGF (Eliceiri, 2001). Die PI3-Kinase 

wird als Substrat der FAK auch in Verbindung gebracht mit der Signaltransduktion von 

Integrinen (Chen und Guan, 1994). Eine αvβ3-vermittelte Aktivierung der PI3-Kinase 

konnte in Osteoklasten beobachtet werden (Brooks et al., 1998). 

In dieser Arbeit konnte die Aktivierung der MAPK ERK-1/2, der Proteinkinase Akt als 

Signalkomponente des PI3-Kinase-Weges und der p38-MAPK, die u.a vermutlich auch 

durch die PI3-Kinase aktiviert werden kann (Laprise et al., 2002), nachgewiesen 

werden. Dies könnte theoretisch über das αvβ3-Integrin vermittelt werden. Die 
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Untersuchungen bzgl. einer Involvierung des αvβ3-Integrins ergaben jedoch, daß die 

Blockade von αvβ3 durch Abciximab (c7E3-Fab, Reopro) sowohl auf die Fibrinogen-

induzierte DNA-Synthese, als auch auf die Fibrinogen-stimulierten Signalwege keinen 

Einfluß hatte. Diese Beobachtungen lassen αvβ3 als Mediator der Fibrinogen-

induzierten mitogenen Wirkung in hSMC eher unwahrscheinlich erscheinen. Tsakadze 

et al. (2002) hingegen konnten beobachten, daß die proliferative Antwort in EC 

überwiegend durch die Interaktion von Fibrinogen mit αvβ3 vermittelt wird. αvβ3 wird 

ebenso in Verbindung gebracht mit der proliferativen Anwort in SMC im Rahmen der 

Neointima-Bildung (Sajid und Stouffer, 2002). Das in den vorliegenden 

Untersuchungen angewendete Antiintegrin Abciximab bindet αvβ3-Integrine auf SMC 

und EC mit gleicher Affinität wie αIIbβ3 auf Thrombozyten (Tam et al., 1998). Die 

verwendete maximale Konzentration von Abciximab (10 µg/ml) entspricht etwa dem 

Zweifachen der Plasmakonzentration (5-6 µg/ml), die aus einer therapeutischen 

Administration von 0,25 mg/kg resultieren würde (Renda et al., 2003), so daß eine 

vollständige Rezeptorblockade anzunehmen ist. Eine Begründung für dieses 

Negativergebnis ist, daß Fibrinogen vermutlich aufgrund einer inaktiven Konformation 

von αvβ3 als Ligand nicht gebunden wird. Denn die basale Affinität für Liganden des 

αvβ3-Integrins variiert in Abhängigkeit vom Zelltyp und unterliegt der akuten 

Modulation im Rahmen des „inside-out-Signaling“. Die Modulation der Rezeptor-

Affinität erfolgt über die Konformationsänderung in ein Heterodimer. Ein Beispiel 

dafür ist die selektive Bindung von Fibrinogen nur an aktivierte Thrombozyten. Darüber 

hinaus ist die Ligandenbindung auch abhängig von divalenten Kationen. Die Bindung 

von Fibrinogen an αvβ3 wird durch Ca2+ anscheinend unterdrückt und an αIIbβ3 

unterstützt (Smith et al., 1994). 

 

Zusammenfassend läßt sich aus den vorliegenden Daten schließen, daß Fibrinogen die 

Signaltransduktion über den ERK-Weg, den PI3-Kinase-Weg und den p38-MAPK-Weg 

induziert. Der ERK-Weg und der PI3-Kinase-Weg stellen positive Regulatoren für die 

Proliferation dar, hingegen wird die p38-MAPK eher als negativer Regulator angesehen 

(Page und Hershenson, 2000). Darüber hinaus scheint die Fibrinogen-induzierte p38-

Aktivierung und Akt-Aktivierung teilweise über ICAM-1 vermittelt zu werden, das 

nicht als Mediator des mitogenen Effektes von Fibrinogen angenommen werden kann. 

Die p38-MAPK wird auch assoziiert mit der durch Wachstumsfaktoren und Zytokinen 

regulierten Migration von SMC (Hedges et al., 1999; Zhan et al., 2003), der Expression 
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von ICAM-1 (Gao et al., 2002) und von MCP-1 auf EC (Dickfeld et al., 2001). Welche 

zellulären Reaktionen ICAM-1 in Antwort auf Fibrinogen vermittelt bleibt spekulativ 

und bedarf weiterer Untersuchungen. Da ebenfalls αvβ3 aufgrund der vorliegenden 

Befunde als Mediator der Fibrinogen-induzierten Mitogenese ausgeschlossen werden 

kann, müssen somit andere Rezeptoren den mitogenen Effekt von Fibrinogen 

vermitteln. So stellen beispielsweise Calreticulin oder der „mitogenic fibrinogen 

receptor“ (MFR, 92-94 kDa-Rezeptor) weitere Rezeptoren für Fibrinogen dar, die mit 

proliferativen zellulären Prozessen assoziiert werden (Herrick et al., 1999). 

Möglicherweise handelt es sich auch um einen anderen Integrinrezeptor, so konnten 

Ikari et al. (2000) zeigen, daß das α5β1-Integrin, welches ebenfalls in Verbindung 

gebracht wird mit der SMC-Proliferation (Davenpeck et al., 2001), eine bedeutendere 

Rolle als Fibrinogenrezeptor auf SMC spielen könnte als das αvβ3-Integrin. Aus den 

vorliegenden Untersuchungsergebnissen ergibt sich für die Signaltransduktion in 

Antwort auf Fibrinogen in hSMC die in der Abb. 21 dargestellte schematische 

Zusammenfassung.  
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Abbildung 21 

Zusammenfassung der Fibrinogen(Fib)-induzierten Signaltransduktion in hSMC (Graue 

Kästen=indirekter Nachweis einer Involvierung durch Anwendung von Inhibitoren, schwarze 

Kästen=direkter Nachweis einer Phosphorylierung bzw. Expression durch spezifische Antikörper; 

gestrichelte Pfeile: Induzierte Signaltransduktion durch Interaktion von Fibrinogen mit ICAM-1). 
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4. 3 Bedeutung von Fibrinogen für die Expression von Oberflächenrezeptoren 

 

Neben seiner bedeutenden Rolle in der Koagulationskaskade spielt Fibrinogen ebenfalls 

eine wichtige Rolle in inflammatorischen und reparativen Prozessen (Doolittle, 1984). 

Für akute sowie chronische inflammatorische Reaktionen ist die Deposition von Fibrin 

und die Akkumulation von Leukozyten ein histopathologisches Kennzeichen. So wurde 

Fibrinogen als wichtiger Faktor für die Pathophysiologie entzündlicher Erkrankungen 

beschrieben, wie z.B. der Rheumatoiden Arthritis, die u.a. gekennzeichnet ist von 

intraartikulären Fibrinablagerungen und der Rekrutierung inflammatorischer Zellen (Liu 

und Piela-Smith, 2000; Sanchez-Pernaute et al., 2003), und die Glomerulonephritis 

(Sraer et al., 1993). Im Rahmen inflammatorischer Prozesse erfolgt die 

Leukozytenmigration in entzündliches Gewebe, die durch spezielle Moleküle auf der 

Oberfläche der beteiligten Blutzellen und EC ermöglicht wird. An dieser sogenannten 

„Adhäsionskaskade“ sind Integrine, Selektine und Mitglieder der Immunglobulin-

Gensuperfamilie beteiligt. Die Adhäsionskaskade beginnt mit dem Selektin-gesteuerten 

„rolling“ von Leukozyten auf dem Endothel, gefolgt von einer stabilen Leukozyten-

Adhäsion an die Endothelzellen, die vermittelt wird durch β2-Integrine (v.a Mac-1 und 

LFA-1), die mit Liganden, wie ICAM-1 interagieren (Carlos und Harlan, 1994; 

Springer, 1994). Die anschließende transendotheliale Migration von adherenten 

Leukozyten wird vermittelt über β2-Integrine und Moleküle der Immunglobulin-

Gensuperfamilie. Fibrinogen dient als Brückenmolekül zwischen diesen Zellen und 

vermittelt somit die Adhäsion und transendotheliale Migration von Leukozyten bereits 

in physiologischen Konzentrationen (Languino et al., 1993 und 1995; Altieri, 1999). 

Ferner wird die Synthese von Fibrinogen als Akute-Phase-Protein im Zuge einer 

systemischen inflammatorischen Antwort durch Botenzytokine wie Interleukin-6 (IL-6) 

gesteigert, etwa um den Faktor vier (Danesh et al., 1998). Eine systemische 

inflammatorische Antwort tritt ebenfalls im Rahmen der Atherosklerose auf, dabei 

kommt es durch eine gesteigerte Zytokinantwort zu einer Hochregulation von 

Adhäsionsmolekülen. Daher wurden ergänzend die Effekte von Fibrinogen, welches 

synergistisch mit Zytokinen die Expression von Adhäsionsmolekülen beeinflußen 

könnte, auf die Expression von ICAM-1 und αvβ3 untersucht. 
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4.3.1 Effekte von Fibrinogen auf die Expression von ICAM-1 

ICAM-1 wird als Glykoprotein der Zelloberfläche auf Monozyten, T- und B-

Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Epithelzellen und EC exprimiert (Tsakadze 

et al., 2002). Eine ICAM-1-Expression wurde auf SMC in atherosklerotischen Läsionen 

(Printseva et al., 1992) beobachtet, die unter physiologischen Bedingungen in normalen 

kontraktilen SMC nicht zu finden ist (O'Brien et al., 1996). Jedoch kann die Expression 

von ICAM-1 durch Zytokine, wie TNFα, Interleukin-1β (IL-1β) und Interferon-γ (IFN-

γ) auf kultivierten SMC induziert bzw. hochreguliert werden (Braun et al., 1999), wobei 

von einer de novo Synthese ausgegangen wird. 

Die vorliegenden durchflußzytometrischen Untersuchungen in Bezug auf die 

Expression von ICAM-1 zeigten, daß ICAM-1 basal auf kultivierten hSMC der V. 

saphena nur gering exprimiert wird. Dies entspricht den Befunden von 

durchflußzytometrischen Analysen in hSMC der Aorta (Couffinhal et al., 1994) und von 

ELISA-Analysen in hSMC von Koronararterien, Pulmonalarterien und der V. saphena 

(Braun et al., 1995 und 1997). Die ICAM-1-Expression ist in vitro Phänotyp-abhängig 

und kann nur induziert werden bei herabgesetztem oder moduliertem Myofilament-

Volumen (Rolfe et al., 2000). Kultivierte SMC unterliegen einer phänotypischen 

Differenzierung zum synthetischen Phänotyp (Thyberg et al., 1985), welches eine 

basale ICAM-1-Expression auf kultivierten SMC im Gegensatz zur fehlenden ICAM-1-

Expression auf SMC des kontraktilen Phänotyps erklären würde. Fibrinogen bewirkte 

keine Änderung der ICAM-1-Expression. Diese negativen Befunde korrelieren nicht 

mit den Beobachtungen einer Hochregulation von ICAM-1 durch Fibrin(ogen) auf EC 

(Harley et al., 2000; Qi et al., 1997) und auf humanen Fibroblasten der Synovia (Liu 

und Piela-Smith, 2000). Die Expression von ICAM-1 scheint zwar in einer sehr 

zellspezifischen Weise reguliert zu werden (van de Stolpe und van der Saag, 1996), so 

daß Differenzen zwischen unterschiedlichen Zelltypen plausibel wären. Jedoch führte 

TNFα als Positivkontrolle nicht zu der in der Literatur beschriebenen Hochregulation 

der ICAM-1-Expression in hSMC. In den Arbeiten von Braun et al. (1995 und 1997) 

wurde zur Detektion der TNFα-induzierten Oberflächenexpression von ICAM-1 ein 

ELISA angewendet, welches eine Diskrepanz zu den eigenen durchflußzytometrischen 

Untersuchungen erklären könnte. Die Arbeitsgruppe von Couffinhal et al. (1993) 

hingegen detektierte die ICAM-1-Hochregulation durch TNFα mittels 

Durchflußzytometrie. Als mögliche Ursache für die eigenen negativen Befunde könnten 

die Versuchsbedingungen in Frage kommen. 
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4.3.2 Effekte von Fibrinogen auf die Expression von ααααvββββ3  

Das αvβ3-Integrin ist weitverbreitet, es wird expremiert auf EC, SMC, mesangialen 

Zellen, Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten, Neutrophilen und Thrombozyten 

(Byzova et al., 1998). Die Expression auf EC scheint abhängig von der Herkunft der EC 

zu sein, denn auf kultivierten HUVEC ist αvβ3 der dominierende Oberflächenrezeptor 

im Gegensatz zu EC der Kapillaren des Herzens oder der Lunge, die αvβ3 nicht 

exprimieren. In kernhaltigen Zellen kann die Integrinexpression durch Zytokine und 

peptiderge Wachstumsfaktoren wie TGF-β oder PDGF stimuliert werden (Byzova et al., 

1998; Kim und Yamada, 1997). Bisher ist wenig bekannt über die Regulation der 

Integrin-Expression in SMC. Ein Mechanismus zur Kontrolle der Rezeptorexpression 

von Integrinen auf der Zelloberfläche ist die koordinierte Synthese der monomeren 

Untereinheiten und deren Recycling (Kim und Yamada, 1997). Des weiteren könnte die 

Rezeptorexpression an der Membranoberfläche erhöht werden durch Externalisierung 

des innerhalb der Zelle befindlichen Anteils der Integrine.  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der beiden Untereinheiten des αvβ3-

Intergins auf hSMC separat durchflusszytometrisch untersucht, da die Biosynthese 

dieser Untereinheiten des αvβ3-Intergins separat reguliert wird (Horton, 1997). Dabei 

konnte eine Expression sowohl der αv-Untereinheit als auch der β3-Untereinheit in 

einem geringen Expressionsniveau auf kultivierten hSMC beobachtet werden. Ebenso 

wurde ein niedriges Expressionsniveau für nicht aktivierte SMC großer Gefäße 

beschrieben (Byzova et al., 1998), wobei die Expression von αvβ3 auch in SMC in 

Abhängigkeit von der Herkunft stark zu variieren scheint (Liaw et al., 1995; Baron et 

al., 2000). Das Hämostaseprotein Thrombin hat einen Einfluß auf das 

Expressionsniveau von αvβ3. In EC von großen Gefäßen bewirkt Thrombin eine 

Hochregulation (Murphy et al., 1994) und in humanen aortalen SMC eine Steigerung 

der αvβ3-Produktion (Brown et al., 1994). Eine potentielle Beeinflußung der Expression 

des αvβ3-Integrins durch das Hämostaseprotein und Akute-Phase-Protein Fibrinogen 

wurde in dieser Arbeit untersucht mit dem Ergebnis, daß das Expressionsniveau beider 

Untereinheiten auf hSMC unter Einfluß von Fibrinogen unverändert blieb. Ebenso 

induzierte PDGF, welches als Positivkontrolle dienen sollte, keine Hochregulation der 

Untereinheiten des αvβ3-Integrins. Dieser negative Befund widerspricht den bisherigen 

Beobachtungen zur Expressionsregulation von αvβ3, daß PDGF die Expression von 

αvβ3 in SMC von Kaninchen (Janat et al., 1992) und in intrasynovialen Beugesehnen-
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Zellen stimuliert (Harwood et al., 1999). Dabei erfolgte der Nachweis nicht durch die 

Durchflußzytometrie, wodurch Unterschiede durch verschieden angewandte Methoden 

erklärbar wären. Zur Expressionsregulation von αvβ3 durch Fibrinogen existieren in der 

Literatur keine vergleichbaren Daten. 

 

Zusammenfassend läßt sich keine Aussage darüber machen, ob Fibrinogen die 

Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 oder αvβ3 beeinflußt, da die 

Positivkontrollen auch keinen Effekt zeigten im Gegensatz zu den Beschreibungen in 

der Literatur. Eine Ursache dafür könnte in der Untersuchungsmethode liegen, die evtl. 

nicht sensitiv genug ist. Für die durchflußzytometrische Untersuchung werden die 

Zellen vereinzelt und suspendiert. Die kultivierten hSMC hafteten zuvor während der 

Stimulation am Boden des Kulturgefäßes, so daß die Expression der 

Adhäsionsmoleküle im Zuge einer potentiellen Hochregulation nur an der freien 

Oberfläche erfolgt. Bei der Messung im Durchflußzytometer wird die Zelloberfläche 

der frei in Suspension befindlichen Zellen willkürlich detektiert und somit eine gering 

verstärkte Expression von Rezeptoren auf dem begrenzten Areal der Zelloberfläche 

möglicherweise nicht erkannt. 

 

 

4.4 Klinische Bedeutung 

 

In dieser Arbeit wurde erstmals eine gesteigerte DNA-Synthese und die Aktivierung 

mitogener Signalwege in kultivierten hSMC durch lösliches Fibrinogen demonstriert. In 

vivo stellt Fibrinogen als Plasmaprotein einen potentiellen systemischen Faktor dar, der 

die Proliferation von hSMC beinflußen könnte. Unter physiologischen Bedingungen 

dürfte Fibrinogen keinen Effekt auf die Proliferation von hSMC haben, weil in 

gesunden Blutgefäßen erstens ein intaktes Endothel als Schutz dient, und zweitens der 

„kontraktile Phänotyp“ von hSMC vorkommt, der nicht auf Wachstumsfaktoren 

anspricht. Im Rahmen der endothelialen Dysfunktion, die bei der Atherosklerose auf 

dem Boden einer „Endothelverletzung“ entsteht, könnte es zur phänotypischen 

Differenzierung der kontraktilen hSMC zum „synthetischen Phänotyp“ kommen, den 

ein Verlust von kontraktilen Elementen, die verstärkte Synthese von Matrixproteinen 

und die Ansprechbarkeit auf Wachstumsfaktoren und Zytokine kennzeichnet. In diesem 

Zusammenhang ergibt sich aus den eigenen Befunden, daß intaktes, lösliches 
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Fibrinogen einen mitogenen Stimulus für hSMC in atherosklerotisch veränderten 

Gefäßen darstellt und somit das Plaquewachstum fördern könnte. Inwieweit Fibrinogen 

in vivo im Zusammenspiel vieler verschiedener Mediatoren im Rahmen der 

Atherogenese die Proliferation der hSMC beeinflußt, läßt sich derzeit nicht 

abschließend beantworten. Fibrinogen scheint in Anbetracht der derzeitigen Datenlage 

eine wichtige Bedeutung in allen atherosklerotischen Prozessen zu haben und könnte in 

vieler Hinsicht die Stabililät der atherosklerotischen Plaque beeinflußen. Die Bildung 

eines partiell oder vollständig okklusierenden intrakoronaren Thrombus im Bereich 

einer Plaquefissur ist die Hauptursache des akuten Koronar-Syndroms (Hoffmeister et 

al., 1998). Die vulnerable Plaque tritt bei fortgeschrittener Atherosklerose auf und ist 

gekennzeichnet durch einen hohen Lipidgehalt, zahlreiche inflammatorische Zellen und 

Mediatoren, eine im Vergleich zum umliegenden Gewebe reduzierten Gehalt an glatten 

Muskelzellen, einen verminderten Kollagengehalt und eine dünne fibröse Kappe 

(Waltenberger, 2001). Diese fibröse Deckplatte, bestehend aus fibrösem Bindegewebe 

und SMC, trennt den hochthrombogenen, lipid- und entzündungszellreichen Kern der 

Plaque vom Blutstrom und trägt somit wesentlich zur Stabilität der Plaque bei. Bei 

Ruptur der protektiven fibrösen Deckplatte ensteht die thrombogene instabile Plaque. 

Fibrinogen begünstigt als systemischer Faktor durch seine prothrombogene Eigenschaft 

den thrombotischen Gefäßverschluß. Ebenfalls beeinflußt Fibrinogen lokale Faktoren, 

die eine Thrombose bzw. die Destabilisierung der Plaque begünstigen. So wurde eine 

erhöhte Expression von ICAM-1 und von MCP-1 (Harley und Powell, 1999) auf EC 

durch Fibrinogen nachgewiesen, wodurch der Einwanderungsprozeß der Leukozyten in 

den subendothelialen Raum gefördert wird. Fibrin-Degradationsprodukte scheinen 

Monozyten zu aktivieren mit der Folge der Produktion von Zytokinen (IL-1, IL-6 und 

TNFα) (Vasse et al., 1996), die die Apoptose von SMC und konsekutiv eine 

Destabilisierung der Plaque induzieren (Geng et al., 1996). Aktivierte Monozyten 

produzieren vermehrt „Tissue factor“, wodurch es zur Thrombinaktivierung und somit 

zum Anstieg des Fibrins kommt, welches wiederum durch das Plasminsystem 

degradiert wird und folglich erneut Monozyten aktiviert werden (Vasse et al., 1996). 

Fibrinogen fördert die Lipidakkumulation, was zur Vergrößerung des Lipidpools führt 

und somit zur Rupturgefährdung beiträgt. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 
 

Fibrinogen ist ein bedeutender, unabhängiger Risikofaktor für kardiovaskuläre 

Erkrankungen, welches zahlreiche prospektive epidemiologische Studien bestätigten. 

Ebenso scheint Fibrinogen assoziiert zu sein mit der Inzidenz von cerebralen Infarkten, 

der Progression der peripheren arteriellen Verschlußkrankheit (PAVK) und letztlich mit 

der Gesamtmortalität. Fibrin(ogen) und seine Spaltprodukte bieten vielfache potentielle 

Pathomechanismen für das kardiovaskuläre Risiko, wie u.a. die Induktion der 

Mitogenese. Die Wirkung von intaktem Fibrinogen auf die Mitogenese humaner glatter 

Gefäßmuskelzellen (hSMC) wurde bisher nicht genau untersucht. In der vorliegenden 

Arbeit wurde der Effekt von löslichem Fibrinogen auf die DNA-Synthese und die 

mitogenen Signaltransduktionswege in kultivierten hSMC der V. saphena untersucht. 10 

µM Fibrinogen (physiologische Plasmakonzentration) induzierte die DNA-Synthese 

und die mitogene Signaltransduktion, wie die Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten 

Proteinkinasen (MAPK) ERK-1/2, Akt als Komponente des PI3-Kinase Signalweges, 

p38-MAPK und die Expression von c-Jun. Durch die Hemmung der Fibrinogen-

induzierten DNA-Synthese nach Inhibition der MEK-1, der PI3-Kinase und der p70 S6-

Kinase wurde eine wichtige Bedeutung des ERK-1/2 Signalweges und des PI3-Kinase 

Signalweges für die Fibrinogen-induzierte Mitogenese in hSMC bestätigt. Mittels 

blockierender Antikörper gegen das „Intercellular adhesion molecule-1“ (ICAM-1) und 

Blockade von αvβ3 durch Abciximab (Reopro) wurde nachgewiesen, daß diese 

Fibrinogenrezeptoren als Mediatoren der Fibrinogen-induzierten DNA-Synthese 

ausscheiden. Ferner zeigte sich eine Involvierung von ICAM-1 in die Fibrinogen-

induzierte p38-MAPK- und Akt-Aktivierung, wodurch vermutlich andere zelluläre 

Reaktionen als die Mitogenese der hSMC vermittelt werden. Hingegen hatte Abciximab 

keinen Einfluß auf die Fibrinogen-induzierten Signalwege, welches eine Beteiligung 

des αvβ3-Integrin vollständig ausschließen läßt. Die nachgewiesenen promitogenen 

Effekte von Fibrinogen auf hSMC könnten zu einer gesteigerten Proliferation dieser 

Zellen im Rahmen atherosklerotischer Prozesse beitragen. 

Als weitere potentiell proatherogene Eigenschaft von Fibrinogen wurde die Induktion 

der Expression von Adhäsionsmolekülen beschrieben, die zur Rekrutierung von 

Leukozyten beitragen. Als wichtiges Akute-Phase-Protein kann die Synthese von 

Fibrinogen unter der Wirkung von Zytokinen, die ebenfalls die Expression von 

Adhäsionsmolekülen beeinflußen, gesteigert werden. In dieser Arbeit wurde die 
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Wirkung von Fibrinogen auf die Expression der Rezeptoren ICAM-1 und αvβ3 an der 

Zelloberfläche der hSMC untersucht. Dabei wurde für beide Fibrinogenrezeptoren basal 

ein geringes Expressionsniveau beobachtet. Allerdings hatte Fibrinogen auf die 

Expression von ICAM-1 und αvβ3 keine Effekte, was möglicherweise methodisch 

bedingt ist, z.B. durch eine zu geringe Sensitivität der vorhandenen Meßmethoden. 
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Praktika: 

04/1992 - 05/1992 Krankenpflegepraktikum in der chirurgischen Abteilung 

 im Krankenhaus Gerresheim, Düsseldorf 
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Hochschulstudium 

10/1993 - 05/2001 Studium der Humanmedizin an der Heinrich-Heine- 

 Universität in Düsseldorf 

05/2001 3. Staatsexamen 

04/2000 - 03/2001 Praktisches Jahr: 

Wahlfach: Gynäkologie und Geburtshilfe bei Prof. Dr. 

med. Rüttgers in der Frauenklinik der Kliniken St. 

Antonius, Wuppertal-Elberfeld 

Chirurgie  im Masterton Hospital, Masterton (Neuseeland) 

Innere Medizin (Geriatrie) bei Prof. Dr. med. Füsgen  

im Elisabeth-Krankenhaus der Kliniken St. Antonius, 

Velbert-Neviges 

Dissertation: 

10/1998 - 09/1999, Tätigkeit im Institut für Pharmakologie und Klinische  

06/2001 - 10/2001 und Pharmakologie der Heinrich-Heine-Universität,  

11/2002 - 05/2003 Düsseldorf, im Rahmen der Promotionsarbeit bei 

 Herrn Prof. Dr. med. Schrör 

 Ärztin im Praktikum: 

10/2001 - 10/2002 Beschäftigung als ÄIP bei Dr. med. Schulz/ Dr. med.  

 Scheuble/ Dr. med. Brauksiepe, Abteilung für Innere  

 Medizin des Evangelischen Krankenhauses, Mettmann 

seit 07/2003  Beschäftigung als ÄIP bzw. Assistenzärztin bei  

 Dr. med. Linde, Abteilung für Anästhesie des  

 Evangelischen Krankenhauses, Mettmann 




