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Einleitung

1. EINLEITUNG

11 Die Ather oskler ose

Die Pathogenese des atherosklerotischen Prozesses wurde ausfihrlich von Ross (1987
und 1993) beschrieben und basiert auf der ,,Verletzungsreaktionshypothese”und wird
heute als entzindlicher Prozess angesehen. Der Ausgangspunkt ist die durch das
Endothel schadigende Risikofaktoren verursachte sog. ,endotheliale Dysfunktion®.
Dabel kommt es zum Verlust der physiologischen Funktion des Endothels. Die
Hauptaufgaben des Gefal3endothels bestehen in der Regulation der Flief3eigenschaften
des Blutes, der Adhasion von Leukozyten und Thrombozyten und in der Regulation des
vaskuléren Tonus Uber die Bildung von Mediatoren, wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO),
Prostazyklin (PGl,), Endothelin (ET) und Angiotensin Il (All). Das geschédigte
Endothel entwickelt Kompensationsmechanismen in Form einer Verdnderung seiner
normalen homoostatischen Eigenschaften. Die Folge ist eine verstéarkte Adhasion 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
gefordert, die wiederum Zytokine und Wachstumsfaktoren ausschitten. Durch die
Adhésion von Thrombozyten an das geschddigte Endothel oder freigelegte
subendotheliale Strukturen, wie Kollagen, kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten
und zur Ausschittung thrombozytdrer Speichergranula, die Zytokine und
Wachstumsfaktoren enthalten. Schliefdlich erfolgt die Aggregation der Thrombozyten.

Endothelzellen (EC) konnen Lipoproteine binden und durch transzelluléaren Transport
Uber Vesikel vom Lumen in die Intima transportieren, dabel kénnen sie ,low density
lipoprotein“ (LDL) modifizieren bzw. oxidieren. Modifiziertes LDL wird von den
Makrophagen phagozytiert, die somit zu Schaumzellen werden. Die intimae
Lipidakkumulation ist die erste pathologisch sichtbare Veranderung in der
Arterienwand. Zusétzlich wird durch den inflammatorischen Prozess durch freigesetzte
Zytokine und Wachstumsfaktoren die Migration der glatten Gefaldmuskelzellen (SMC)
von der Mediain die Intima, die Dedifferenzierung in den synthetischen Phanotyp und
ihre Proliferation stimuliert. Dort synthetisieren sie Bestandteile der extrazelluléren
Matrix, wie z.B. elastische Faserproteine, Kollagen und Proteoglykane. Konsekutiv

kommt es zur Verdickung der Intima durch Anhdufung von zelluléaren Elementen und



Einleitung

von neu gebildetem Bindegewebe, was letztlich zu einer Gefal3verengung (Stenose)
fuhrt. Die Atherosklerose der Koronargefé3e manifestiert sich als Koronare
Herzkrankheit (KHK), wobel flussdimitierende Koronarstenosen zu einer

Myokardischamie fihren kénnen.

1.2 Fibrinogen als Risikofaktor der Atheroskler ose

Zu den wichtigsten systemischen Riskofaktoren, die zur Entwicklung der
Atherosklerose beitragen, gehdren en erhohter Plasma-Cholesterinspiegel,
Bluthochdruck, Diabetes mellitus, fortgeschrittenes Alter, Ubergewicht und Rauchen
(Lefkowitz und Willerson, 2001). In den letzten Dekaden zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen verschiedenen Hamostase-Faktoren und dem Atherosklerose-
Risiko. Seit der Northwick Park Heart (NPH) Studie (Meade et al., 1980 und 1986)
bestétigten mehrere prospektive epidemiologische Studien eine Assoziation zwischen
einem erhohten Fibrinogen-Plasmaspiegel und atherosklerotischen Manifestationen in
koronaren, peripheren und cerebralen Gefallen (Wilhelmsen et a., 1984; Stone und
Thorp, 1985; Kannel et al., 1987; Lee et a., 1999; Yarnel et a., 1991). Der
Plasmaspiegel von Fibrinogen, welches in atherosklerotischen Lasionen prasent ist
(Bini et a., 1989; Smith, 1993), wird durch kardiovaskuldre Risikofaktoren erhoht.
Auch durch Verletzungen, Operationen, akute Infektionen und Infarkte kommt es zu
einer Erh6hung des Fibrinogen-Plasmaspiegels (Montalescot et al., 1998). Als weiteren
Hinwels auf eine Bedeutung von Fibrinogen als Risikofaktor fir kardiovaskulédre
Erkrankungen berichteten Scarabin et al. (2003), dal die geographischen Unterschiede
des Fibrinogen-Plasmaspiegels zwischen Nordirland und Frankreich mit der Inzidenz
der KHK korrelieren. Dies resultierte in einer hoheren Inzidenz fir Nordirland.
Ebenfalls korrelieren Unterschiede in den Fibrinogen-Genotypen mit dem Risiko der
KHK und peripherer arterieller VerschlufZkrankheit (PAVK) (Lee et al., 1999; de Maat
et al., 1998).

10
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121  Struktur desFibrinogenmolekiils

Humanes Fibrinogen ist ein im Blut zrkulierendes Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 340 kDa und wird primér in den Hepatozyten synthetisiert. Als
Blutkomponente liegt es in einer Konzentration von ca. 9 uM mit einer Halblebenszeit
von 100 h vor. Es ist zusammengesetzt aus zwei symmetrischen Halbmolekilen, die
jewells aus drel unterschiedlichen Polypeptidketten (Aa, BB und y) bestehen. Das
Fibrinogenmolekil besitzt drei Doméanen, zwei terminale D-Doménen (67 kDa), die
beide mit einer einzelnen zentrden E-Domane (33 kDa) Uber eine Tripelstrang-
Anordnung der Polypeptidketten verbunden sind (Herrick et al., 1999). An den
aminoterminalen Enden der Aa- und B3-Ketten befinden sich die Fibrinopeptide A und
B, die bel Konversion von Fibrinogen in Fibrin abgespalten werden. Abb. 1 zeigt eine

schematische Darstellung des Fibrinogenmolekls.
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=
) N4
__ BKette o-Kette <<j>
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AV E S Knoten
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l:(:\\.a
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D-Domane E-Domaéne D-Domaéane
&~ Fibrinopeptid A
<~ Fibrinopeptid B
Y 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 ather oskler otischen Prozessen
Die wichtigsten Funktionen von Fibrinogen betreffen die Hamostase und bestehen in
der Thrombozyten-Aggregation durch Adhasion von Fibrinogen an Glykoprotein
[b/llla (oypBs) und in der Bildung eines unldslichen Fibringerinnsels im Endstadium
der Blutgerinnungskaskade. An Gewebelasionen wird Fibrinogen durch a-Thrombin zu
Fibrin konvertiert. Dabel werden die Fibrinopeptide A und B vom aminoterminalen
Ende der Aa- und Bp-Ketten abgespaten. Nachfolgend kommt es zur spontanen
Polymerisation der Fibrinmonomere, die unter Anwesenheit von Transglutaminase
(Faktor XIl1a) zu einem stabilen Fibrinnetzwerk quervernetzt werden (Mosesson, 1997).
Anschliefiend wird die Fibrinmatrix priméar unter der Wirkung von Plasmin in die
Fragmente X, Y, D und E gespalten. Das Fibringerinnsel dient als Gertst fur die
Adhasion, Ausbreitung, Migration und Proliferation von Zellen, was wesentlich zur
Reparatur des Gewebes beitragt. Danach wird das Fibringerinnsel aufgrund der
Wirkung des fibrinolytischen Systems wieder aufgeltst. Bei der Fibrinolyse wird
Fibrin(fogen) durch Plasmin proteolytisch abgebaut, wobei die Fibrinogen-
Degradationsprodukte Fragment D und E entstehen.

Zusétzlich zu den thrombogenen Effekten scheint Fibrinogen weitere Eigenschaften zu
besitzen, die potentiell zur Atherogenese beitragen. Fibrinogen vermittelt Interaktionen
zwischen vaskularen Zellen, Thrombozyten und Leukozyten, die ale in
atherosklerotische Prozesse involviert sind. Dabei bindet es an Adhésionsmolekile, wie
OpPBs, afs, amP2, und , Intercellular adhesion molecule-1* (ICAM-1) (Herrick et al.,
1999; Bombeli et al., 1998 und Harley et al., 2000). Diese Zellinteraktionen sind
essentiell fir die Rekrutierung von Leukozyten, die zu einer Entziindungsreaktion in der
Gefdldwand fuhren (Ross, 1999), und von Blutpléttchen, die eine Quelle von
Wachstumsfaktoren darstellen (Weber und Schror, 1999). Fibrinogen und seine
Degradationsprodukte scheinen die vaskulére Proliferation zu stimulieren. Obwohl
schon in den 80-iger Jahren beobachtet wurde, dal3 Fibrinogen die Mitogenese in
hématopoetischen Zellen induziert (Lévesgque et al., 1986), wurden die Effekte von
intaktem Fibrinogen auf die Mitogenese von SMC bisher nicht ndher charakterisiert.
Fibrin-Degradationsprodukte stellen einen proliferativen Stimulus fir SMC in
wachsenden atherosklerotischen Plagues dar (Smith et al., 1992) und haben ene
chemoattraktive Wirkung auf Neutrophile, Fibroblasten und Monozyten (Herrick et al.,
1999). Des weiteren begiinstigen Fibrinablagerungen auf oder in der Intima die
Migration der SMC und tragen somit zum Plague-Wachstum bel (Smith, 1993).

12
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Ebenfalls beeinfluf3 Fibrinogen die Ablagerung von Lipiden in fibrésen Plaques, Fibrin
bindet Lipoprotein (a) in hoher Affinitat mit konsekutiver Lipidakkumulation (Smith,
1993).

1.2.3 Das, Intercelular Adhesion Molecule-1* (ICAM-1) als Fibrinogenr ezeptor
Die Interaktionen zwischen Endothelzellen und Leukozyten Uber Adhasionsmolekile
spielen eine wichtige Rolle fir die Rekrutierung von Leukozyten in der Atherogenese
(Jang et a., 1994). ICAM-1 (CD54) vermittelt die Adhasion von Leukozyten an
aktiviertes Endothel Uber die Bindung mit den Leukozyten-Integrinen LFA-1 (o 32;
CD18/CD11a) oder Mac-1 (ampB2; CD18/CD11b). ICAM-1 stellt auch einen Rezeptor
fur lésliches Fibrinogen dar (Languino et a., 1993), welches as Brickenmolekdl
zwischen EC und Leukozyten (Duperray et al., 1997) dient. Auf diese Weise kann
Fibrinogen die Adhasion von Leukozyten an das Endothel (Altieri, 1999) und die
transendotheliale Migration von Monozyten (Languino et a., 1995) fordern. Ebenfalls
scheint die Interaktion von Fibrinogen mit ICAM-1 an der Adh&sion 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 Uber die y-Kette des
Fibrinogenmolekils (Altieri et al., 1995) mit der Bindungs-Doméne in der

aminoterminalen Doméne von ICAM-1 (Languino et a., 1995).

1.2.3.1 Struktur von ICAM-1

ICAM-1 (CD54) ist ein 90 bis 110 kDa grof3es Transmembran-Glykoprotein und enthalt
eine Serie von funf Immunglobulin(lg)-artigen Domanen. Des weiteren besteht es aus
einer Transmembran-Domane (24 Aminosauren) und einer zytoplasmatischen Doméne
(28 Aminosauren). Es enthdlt insgesamt 505 Aminosauren, wovon 453 Uberwiegend
hydrophobe Aminosauren die Immunglobulin-Doménen bilden. In Abb. 2 ist die
ICAM-1-Struktur (van de Stolpe und van der Saag, 1996) schematisch dargestellt.

13
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| g-artige Doméanen

NS
LELEELLL

Transmembran-Doméne

zytoplasmatische Schleife
Abbildung 2

Struktur von ICAM-1 (modifiziert nach van de Stolpe und van der Saag, 1996); 1-5 = Immunglobulin (1g)
-artige Domanen; S = Schwefelatom in Disulfidbriicken; g = Glykosylierungsstellen.

1.2.3.2 Funktion von ICAM-1 und Bedeutung in ather oskler otischen Prozessen

ICAM-1 bietet as Gegenrezeptor fur [,-Integrine der Leukozyten einen Mechanismus
far die Leukozyten-Endothel-Interaktion und die Leukozytenmigration in
Entzindungsgebiete. Es tragt zur Rekrutierung von Leukozyten, sowie zur
Thrombozytenadhdsion am Endothel bei. Vermutlich ist es auch in proliferative
Prozesse involviert. So zeigte sich im Tiermodel (Ratte) eine Hemmung der
Neointimaproliferation nach Ballonangioplastie durch Antikorper gegen ICAM-1
(Yasukawa et a., 1997). In immunhistochemischen Studien konnte die Expression von
ICAM-1 auf intimalen SMC im Bereich atherosklerotischer Plaques nachgewiesen
werden, wédhrend SMC in der normalen unverdnderten Gefdi-Media dieses
Adhésionsmolekll nicht exprimieren (Jang et a., 1993). Als Hauptfunktion fordert
ICAM-1 die interzellul&re Kommunikation Uber die Adhasion von Zellen. Diese ICAM-
1-abhéngige Adhasion ist bedeutend in der afferenten und efferenten Immunantwort,
einschliefdich der Antigen-Prasentation, der T-Zell-abhangigen Antikorper-Antwort,
der T-Zell-Proliferation und der zellvermittelten Zytotoxizitét. ICAM-1 spielt eine

wichtige Rolle in inflammatorischen Prozessen, einschliefdlich 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 ischamischen und neurologischen Erkrankungen (van de Stolpe und van der
Saag, 1996; Tsakadze et al., 2002). Im Plasma finden sich bei vaskuléren Erkrankungen
erhohte Mengen an |6sichem ICAM-1, welches durch proteolytischen Abbau der
ICAM-1-Ektodoméne entsteht, die mit dem Schweregrad des Erkrankungsprozesses
korrelieren zu scheinen (Tsakadze et al., 2002).

124 Dasa,BsIntegrin (, Vitronectin-Rezeptor*) als Fibrinogenrezeptor
Integrine sind Zelloberflachenrezeptoren, die eine Verbindung des Zytoskeletts der
Zelle mit Matrixproteinen oder anderen Zellen herstellen und somit eine Interaktion
ermdglichen. Sie stellen eine Superfamilie von heterodimeren Glykoproteinen dar, die
aus nichtkovalent gebundenen a- und (3-Untereinheiten zusammengesetzt sind. Anhand
der verschiedenen Untereinheiten werden Integrine basierend auf der gemeinsamen [3-
Untereinheit in Subfamilien unterteilt. Zur [s-Subfamilie der Integrine gehdrt das
Glykoprotein Ilb/llla  (apBs), dessen Expression auf Thrombozyten und
Megakaryozyten beschrénkt ist, und der , Vitronectin-Rezeptor* a,B; (CD51/CD61),
welcher ubiquitér verbreitet und das dominierende Integrin auf vaskuléren Zellen im
Allgemeinen und auf EC im Besonderen ist. Die Ligandenbindung an o533 und a,[33
erfolgt Uber das Motiv Arginin-Glycin-Asparaginsdure (RGD), das in vielen
Matrixmolekulen vorhanden ist. Fibrinogen dient auf diese Weise als Ligand fur a,f33
(Cheresh, 1987). Fibrinogen beinhaltet drei potentielle Integrin-Bindungsstellen, zwei in
Form von RGD-Sequenzen auf der Aa-Kette und eine Integrin-Bindungsstelle, die
keine RGD-Sequenz enthdlt, auf der y-Kette. Die Bindung an a,[33 wird bevorzugt tber
die RGD-Sequenz in der a-Kette von Fibrinogen vermittelt (Byzova et a., 1998). Die
Interaktion von Fibrinogen mit a,33 scheint an der Adhasion von Thrombozyten an das
Endothel beteiligt zu sein (Bombeli et al., 1998).
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1241 Struktur von a,Bs3

Die Integrinmonomere bestehen jeweils aus einer N-terminalen extrazelluldren
Doméne, einer hydrophoben Transmembrandoméne und einer C-terminaen
zytosolischen Doméne. Die ay-Untereinheit besteht aus einer schweren extrazelluléren
Peptidkette, einer leichten Kette mit einer transmembranen Region und einem
zytoplasmatischen Teil. Sie beinhaltet 1018 Aminosduren, 860 in der schweren Kette
und 158 in der leichten Kette. Ferner enthdt die a,-Untereinheit drei potentielle
Bindungsstellen fur Kationen, die fur die Ligandenbindung erforderlich sind. Die [3s-
Untereinheit von a, 33, die der von o33 entspricht, beinhaltet 762 Aminosauren, die zu
90 % der extrazelluléren Sequenz angehéren. In Zellmembranndhe befinden sich vier
Wiederholungen einer Cystein-reichen Region, die dieser eine Proteolyse-Resistenz
verleihen. Die a,fs-Struktur (Byzova et al., 1998) ist in der folgenden Abb. 3
dargestellt.

Liganden-Bindungsdoméne

ay

Schwere Kette

1 NH,
Cystein-reiche Doméne

Leichte Kette

Zellmembran
Zytoplasmatische
Domane
Q = Kationen-Bindungsstelle
Abbildung 3

Struktur von a,33 (modifiziert nach Byzovaet al., 1998)

16




Einleitung

1.2.4.2 Funktion von a,B3 und Bedeutung in ather oskler otischen Prozessen

Das a,Bs-Integrin dient als Adhasionsmolekil und vermittelt die Zelladhéasion an die
extrazelluldre Matrix (Plasma- und Matrixproteine). Es scheint eine wichtige Rolle in
der Angiogenese, in intimaer Hyperplase nach arterieller Verletzung, in
Wundheilungsprozessen und bei malignen Erkrankungen zu spielen (Byzova et d.,
1998; Horton, 1997). Eine gesteigerte Expression von a,fs-Integrinen konnte von
Hoshiga et a. (1995) im Endothel und auf neointimalen SMC in humanen
atherosklerotischen Koronararterien nachgewiesen werden. Zudem flhrte die
Anwendung spezifischer  a,Bs-Antagonisten in  mehreren  unterschiedlichen
Tiermodellen zu einer Reduktion der Neointima-Bildung nach Gefélverletzung (Saqjid
und Stouffer, 2002). Ebenfalls inhibieren a,[33-Antagonisten die migratorische Antwort
auf , platelet-derived growth factor* (PDGF) in humanen SMC (Baron et al., 2000; Choi
et a., 1994; Itoh et a., 1997). a,B3 reguliet die proliferative Antwort auf
Wachstumsfaktoren und G-Protein-gekoppelte Rezeptoragonisten. Somit beinflufdt o33
die Migration und Proliferation von SMC, welche wesentliche Pathomechanismen fir
die Atherogenese und die Neointima-Bildung darstellen. Dartber hinaus ist o3 auch
an der Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten, einem weiteren wichtigen
Mechanismus in atherosklerotischen Prozessen, beteiligt. Das a,fs-Integrin auf
Leukozyten stellt einen Gegenrezeptor fur ,, platelet/endothelial cell adhesion molecule-
1 (PECAM-1/CD31) auf EC dar. Durch diese Interaktion wurde nachweidich die
Bindung von Leukozyten (Piali et al., 1995) und von Eosinophilen (Chiba et al., 1999)
an kultivierte EC humaner Umbilikalvenen (HUVEC) vermittelt. Ebenfalls wurde fir
a,B3 eine Bedeutung fur die Rekrutierung von Makrophagen nach Angioplastie
nachgewiesen (Bishop et a., 2001).
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1.3 Die Rolle der glatten GefalRmuskelzellen in der Ather oskler ose

1.3.1 DieEntstehung der Restenose

Die Proliferation von SMC spielt eine wichtige Rolle bel der Entstehung von
okklusiven Gefdlerkrankungen, wie z.B. bei der Bildung von atherosklerotischen
Plagues oder Restenosen nach perkutaner transluminaler Koronarangioplastie (PTCA).
Bel dieser etablierten Methode zur Revaskularisierung von stenotischen Koronararterien
werden die Gefdl3e durch Einfihren und Aufblasen eines Ballonkatheters dilatiert.
Dabei kommt es zu einer Uberdehnung und Verletzung der GefaRwand 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-Effektivitdt dieser Methode begrenzt. Die Restenose entwickelt sich innerhab
weniger Monate nach PTCA. Dabel kommt es zur Akkumulation von neointimalen
SMC, die auch bei der Entstehung fortgeschrittener atherosklerotischer Lasionen eine
grof3e 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 moglicherwel se herabgesetzte A poptose (Bornfeldt, 1996).

Adulte SMC der Media sind physiologisch kontraktil und sprechen nicht generell auf
wachstumsregulierende Molekile an (Raines und Ross, 1993). Dieser , kontraktile
Phanotyp* enthalt viele Myofilamente und besitzt die Fahigkeit auf vasoaktive Agentien
zu reagieren. In atherosklerotischen Lasionen oder nach Ballon-Katheterisierung infolge
einer Endothelschadigung erfolgt die sog. ,, phanotypische 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 Verénderung resultiert der , synthetische
Phanotyp”. Unter Bildung einer Neointima kommt es zur Anhaufung zelluldrer
Komponenten, besonders der SMC und zur gesteigerten Synthese von Matrixproteinen,
die zu einer Verengung oder zum Verschlul3 des Gefallumens fuhren konnen. Die
extrazelluldre Matrix und wachstumsregulierende Molekile beeinflulRen die
phanotypische Modulation. Zu den stérksten Wachstumsfaktoren, die direkt die DNA-
Replikation und Proliferation kultivierter SMC induzieren, gehdren PDGF, , basal
fibroblast growth factor-2* (bFGF-2), und , heparin binding epidermal growth factor*
(HB-EGF) (Ross, 1993). Das PDGF-Molekul ist ein dimeres Protein aus zwel
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Polypetidketten (A- und B-Kette), welches durch drei Disulfidbricken
zusammengehalten wird. Es existieren die drel Isoformen PDGF-AA, PDGF-AB und
PDGF-BB, die pradominant ist. In atherosklerotischen Lasionen 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 DiePDGF-induzierte mitogene Signaltransduktion

1321 Der ERK-Weg

Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF agieren Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Der
PDGF-Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, der a— und der 3-Untereinheit, die die
Rezeptor-Isoformen aa, af3 und B 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 Uber Src-
Homolog-2(SH2)-Domanen binden konnen. Dazu gehdrt auch die Isoform y der
Phospholipase C (PLCy) und die p85-Untereinheit der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-
Kinase) (Claesson-Welsh, 1994). Unter anderem werden auch Adaptorproteine
gebunden, deren Aufgabe in der Zusammenfihrung der Signalmolekiile besteht, wie das
»growth factor receptor binding protein 2“ (Grb2-Protein). Grb2 ist Uber eine SH3-
Domane an den Ras-Guaninnukleotid-Austauschfaktor ,, mammalian son-of-sevenless’
(mSos) gebunden, der Uber 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 transoziert wird. Als Folge wird die Aktivitét der Raf-1-Kinase
stimuliert, und das Signal wird Uber 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 extrazellulér regulierte Kinasen
(ERK) bezeichnet. Dazu gehoren 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 a., 1991), c-myc, c-fos, Elk-1, SAP-1 und CREB, die notwendig sind fur die
Induktion der Zellproliferation.

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

Die PI3-Kinasen werden in drel Hauptklassen aufgeteilt. Die PI3-Kinase (Klasse la) ist
ein zytosolisches Heterodimer, zusammengesetzt aus einer katalytischen Untereinheit
(110 kDa) mit den Isoformen p110a, -3 oder -6 und einer regulatorischen Untereinheit
p85 (85 kDa). Sie hildet 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 a. (1989) Uber eine Aktivierung der PI3-Kinase in Antwort auf PDGF in humanen
vaskularen SMC berichtet. Durch direkte Bindung der SH2-Domaéne der regul atorischen
p85-Untereinheit an die Phosphotyrosin-Reste der Kinase-Doméane des PDGF-
assoziierten Rezeptors wird die PI3-Kinase aktiviert. Die SH2-Doméanen der p85-
Untereinheit vermitteln die Wechselwirkung mit verschiedenen Signalproteinen, die an
der Ubertragung von wachstumsregulierenden Signalen beteiligt sind. Die aktivierte
PI3-Kinase phosphoryliert Phosphoinositide (PI) an der 3'-Position des Inositolringes.
Somit entstehen Phosphatidylinositol-Verbindungen, die as intrazelluléare Botenstoffe
dienen. Dazu gehdren Phosphatidylinositol-3,4-Biphosphat (Ptdins(3,4)P,) und
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat  (Ptdins(3,4,5)Ps). Signalproteine, die eine
Pleckstrin-Homolog(PH)-Doméne besitzen, kumulieren durch direkte Bindung an das
Plasmamembran-Lipid Ptdins(3,4,5)Ps. Dadurch werden die Serin-Threonin-Kinase
Akt, die auch as Proteinkinase B (PKB) bezeichnet wird, und , phosphoinositide
dependent kinase-1* (PDK-1) an die Plasmamembran rekrutiert (Cantley, 2002). Es
existieren die drel 1soformen 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-
Domaéne 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 fir eine vollstandige Aktivierung
an Ser 473 durch eine unbekannte Kinase, die as PDK-2 bezeichnet wird (Hemmings,
1997; Downward, 1998). Anschlielend verladt Akt die Plasmamembran um
intrazelluldre Substrate zu phosphorylieren. Eine Vielzahl der Substrate von Akt stellen
Apoptose-regulierende  Molekile 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 Signaltbertragung beteiligt. Akt fordert die Proteinsynthese
durch direkte Effekte auf ,mammalian target of rapamycin® (MTOR), , eukaryotic
initiation factor 4E-binding protein 1* (4E-BP1), welches die Aktivitdt des , eukaryotic
initiation factor 4E" (el F-4E) reguliert, und p70 S6-Kinase (Shiojima und Walsh, 2002),
die auch direkt durch PDK-1 unabhéngig von Akt aktiviert werden kann (Aless et a.,
1998; Pullen et al., 1998). Dartber hinaus kontrolliert Akt den Zellzyklus und die
Zélproliferation durch direkte Wirkung auf , cyclin-dependent-kinase” (CDK)-
Inhibitoren, wie p21 und indirekt durch BeeinfluBung der Expressions-,Level” von
Cyclin D1 und dem Tumorsuppressorprotein p53. Cycline, die eine regulatorische
Untereinheit darstellen, und CDKs, die Proteinkinaseaktivitat tragen, sind
verantwortlich fur die Regulation des Zellzyklus. So wird die frihe 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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A
MAPKKK
MAPKK
MAPK
Transkriptionsfaktoren
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Abbildung 4

Schematische Darstellung der PDGF-induzierten mitogenen Signaltransduktion in hSMC (modifiziert
nach Bornfeldt und Krebs, 1999); PIP; = PtdIns(3,4,5)P;

A ERK-Weg

B  PI3-Kinase-Weg
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14 Fragestellung

1. Hat Fibrinogen einen Effekt auf die DNA-Synthese in humanen glatten
Gefamuskel zellen (\SMC)?
Fibrinogen wurde durch mehrere prospektive Studien as Risikofaktor fir

atherosklerotische  Manifestationen  identifiziert.  Fibrinogen und  Fibrin-
Degradationsprodukte scheinen einen mitogenen Stimulus darzustellen, wobei die
Effekte von intaktem Fibrinogen auf hSMC bisher nicht naher charakterisiert wurden.
Dadie SMC-Proliferation wesentlich zur Entstehung der Atherosklerose und Restenose
nach Angioplastie beitragt, beschéftigte sich diese Arbeit mit der Wirkung von

Fibrinogen auf die Mitogenese von hSMC.

2. Welche mitogenen Signalwege in hSM C werden durch Fibrinogen aktiviert?
Die mitogene Signaltransduktion in hSMC ist anhand ihrer Induktion durch PDGF

ausgiebig untersucht worden. Uber die Fibrinogen-induzierten mitogenen Signalwegein
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 a,3s-1ntegrin stellen Rezeptoren

fUr Fibrinogen auf hSMC dar, die mit proliferativen Prozessen in Verbindung gebracht
werden. Aus diesem Grund konzentrierte sich die vorliegende Arbeit auf diese beiden
Adhéasionsmoleklle, indem geprift wurde, ob sie Mediatoren einer Fibrinogen-

induzierten mitogenen Wirkung in hSMC darstellen.

4. Beeinfluf3t Fibrinogen die Expression von ICAM-1 und a,33in hSMC?

Adhasionsmolekille sind wesentlich beteiligt an den inflammatorischen Prozessen im

Rahmen der Atherosklerose. Ihre Expression kann im Zuge einer inflammatorischen
Antwort unter Zytokineinflufl3 gesteigert werden. Zytokingesteuert wird ebenfalls die
Biosynthese von Fibrinogen as Akute-Phase-Protein erhdht. Die Experimente
konzentrierten sich ferner auf die Fragestellung, ob Fibrinogen selber im Sinne eines
synergistischen Effektes eine Hochregulation der Adhésionsmolekile ICAM-1 und a,33
in hSMC bewirkt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

21 Puffer, L 6sungen und Substanzen

Alle nicht gesondert aufgefthrten Chemikalien und Losungen wurden in héchster
verfigbarer Qualitdt von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie
(Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

Verwendete Puffer und Lésungen:

PBS (,, Phosphate-Buffered Saline*): Trenngelpuffer:

2,7mM KClI 1,5M Tris-HCl

137 mM NaCl pH 8,8

1,5 mM KH2PO, 0,1 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
8,3 mM Na,HPO,

pH 7,4

2 x Probenpuffer (modifiziert nach Laemmli):  Sammelgelpuffer:

125 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,0 1M TrissHCI

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-HCI 25 mM Tris-HCI
150 mM NaCl 250 mM Glycin
pH 8,0 0,1 % SDS
TBST: Transfer puffer:
TBS mit 0,1 % Tween 25 mM Tris-HCI

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 | Blutgerinnungsfaktor | Sigma-Aldrich,
Deisenhofen

PDGF-BB (, platelet derived | Wachstumsfaktor Sigma-Aldrich,

growth factor“, 1soform BB) Deisenhofen

TNFa (,tumor necrosis factor | Cytokin Biomol, Hamburg

a*)

Abciximab (Reopro®) GPIlb/111a-Antagonist Lilly, Bad Homburg

ICAM-1-Antikérper (Klon Monoklonaler Antikdrper | Immunotech, Marseille,
84H10, Produkt-Nr. IM0753) | gegen ICAM-1 (CD54) 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 Substanzlésungen wurden entsprechend den Herstellerangaben angefertigt. Zur
Herstellung einer Fibrinogen-Stammlésung wurde humanes Fibrinogen in sterilem
Aquadest. unter leichten Schwenkbewegungen bel ca. 38° C gel0st.

2.2 Zdlkultur

Alle Substanzen fur die Zellkulturmedien wurden von Gibco BRL Life Technologies
(Eggenstein), Biochrom (Hamburg), PAA Laboratories GmbH (Linz, Osterreich) und
die Kulturgefdl3e von den Firmen Becton & Dickinson (Heidelberg) und Greiner
(Solingen) bezogen.

2.2.1 Praparation humaner glatter Gefaimuskelzellen (hSMC)

Die verwendeten hSMC entstammen der Vena saphena, die im Rahmen aorto-koronarer
Bypass-Operationen as Reststiicke anfielen und freundlicherweise von Prof. Dr. E.
Gams (Herzchirurgie der Universitétsklinik Dusseldorf) Uberlassen wurden. Die
Préparation erfolgte unter sterilen Bedingungen (SicherheitsWerkbank ,, Hera-Safe”,
Heraeus, Hanau) durch die Explantat-Methode nach Fallier-Becker et al. (1990).
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Dabei wurde die Vene longitudina erdffnet und auf einer silikonisierten
Préparationsplatte befestigt. Um eine Austrocknung zu vermeiden wurde das Gefal? mit
FCS (Foetales Kalberserum)-freiem Dulbecco's modified Eagle Medium (DMEM) mit
50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin und
nichtessentiellen Aminosauren bedeckt. Die Intima wurde mechanisch entfernt und die
Media von der Adventitia abgetrennt. Die ca. 0,5 cm? groRRen Media-Explantate wurden
in eine Kulturschale (Becton & Dickinson, Heidelberg) mit Standard-Medium (DMEM,
50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin, 15
% FCS und nichtessentielle Aminoséuren) Gberfihrt und bei 37° C und 5 % CO; im
Inkubator (CO,-Auto-Zero, Heraeus, Hanau) Uber Nacht inkubiert. Nach der Migration

der hSMC aus den Explantaten wurden diese entfernt.

2.2.2 Herstellung der Subkulturen

Zur Passagierung der konfluenten, primaren 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 abgel6st. Nach Kontrolle der Abldsung unter dem
Mikroskop (CK2, Olympus, Hamburg) wurde das Trypsin durch Zusatz von
Kulturmedium mit 15 % FCS inaktiviert. Die Zellen wurden anschlief?end durch
wiederholtes Pipettieren suspendiert und nach Auszéhlen der Zellen in einer
Zahlkammer nach Neubauer wurden diese in Kultivierungsgefalde (6-Loch-Platten, 24-
Loch-Platten oder 150 cm?-Schalen, Becton & Dickinson, Heidelberg) tiberfiihrt. Fir
die Experimente wurden die Zellen im subkonfluenten Zustand in den Passagen 4-14
eingesetzt.

2.2.3  Stimulation von hSMC fur Versuche

Generell wurden alle Zellen vor den Versuchen, soweit nicht anders angegeben, 2 x mit
PBS gewaschen und fur 24 h in Hungermedium (DMEM, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin und nichtessentielle Aminosduren)
inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der entsprechenden Stimuli und Antagonisten in

den beschriebenen Konzentrationen und | nkubationszeiten.
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2.3 DNA-Synthese-M essung

Der Nachweis der DNA-Synthese erfolgte nach der radioaktiven Messung des (°H)-
Thymidin-Einbaus. hSMC wurden dazu in 24-Loch-Platten passagiert (ca 5 x 10
Zellen in 500 pl Medium pro well) und bis zum Erreichen einer Subkonfluenz von ca.
50 % unter Standardbedingungen fir 72 h kultiviert. Zur Synchronisierung des
Z€ellzyklus wurde Serum-Freies Medium (= SFM: DMEM, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin, 0,2 pg/ml L-Glutamin, 35 pg/ml L-Ascorbinsaure, 5 pg/ml Transferrin,
6,25 ng/ml Selenium und ca. 3 pg/ml Insulin) fir 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 uM) 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-stiindigen Inkubation im Brutschrank bei
37° C und 5 % CO, wurde Tritium-Methylthymidin (Du Pont de Nemours-NEN,
Dreieich) in einer Endkonzentration von 1 pCi/ml hinzugefigt. 4 h danach erfolgte
zweimals Waschen mit eiskaltem PBS und anschlief}end die Zugabe von kalter
Perchlorsaure (0,3 M) fur 2 min. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen
zur Lyse mit Natronlauge (0,1 M) in einem Wasserbad bei 37° C fur 30 min inkubiert.
Das Lysat wurde in Szintillationsrohrchen Oberfihrt und jeweils 5 ml
Szintillationscocktail (Lumasafe Plus, Lumac. LSC B.V., Groningen, NL) zugegeben.
Die Aktivitdtsbestimmung fand as Dreifachbestimmung mit Hilfe enes
FlUssigkeitsszintillationszéhlers (LS 6000 IC, Beckmann, Mdinchen) statt. Die

Gesamtinkubationszeit von 24 h wurde als Optimum in Vorversuchen ermittelt.
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2.4 Pr oteinbiochemische M ethoden

24.1 Isolierungvon Proteinen

Fur die Untersuchung mittels Western-Blot wurden subkonfluente Zellen aus 24-Loch-
Platten zur Stimulationsbeendigung 1 x mit kaltem PBS gewaschen und anschlief3end
durch Zugabe von modifiziertem 1 x Laemmli-Puffer (ca. 100 pl/well) lysiert. Die
Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Kulturplatte gel6st, 2 secim
Eppendorfgefal’ sonifiziert (Sonifier B-12, Branson Sonic Power Company, Danbury,
Connecticut, USA) und 10 min bei 95° C denaturiert.

24.2 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Die jeweiligen Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (1976)
mit Hilfe eines Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent (BioRad, MUnchen) ermittelt. Eine
Eichkurve wurde mit bovinem Serumabumin (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, Miinchen) bei einer Wellenlange von 595 nm.

24.3 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
Schluf3 hinzugefiigt wurde. Die eingesetzte Proteinmenge variierte zwischen 30-50 pg.
Die Elektrophorese erfolgte bei 200 V in einer Elektrophoresekammer (BioRad,
Munchen bzw. Hoefer SE 600, Hoefer Pharmacia Biotech, Freiburg) mit Laufpuffer.
Als  Molekulargewichtsmarker  wurde en  biotinylierter  hochmolekularer

Proteinstandard (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) eingesetzt.
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244 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, Minchen) auf
eine methanolbenetzte Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF, Millipore, ImmobilonP,
Sigma-Aldrich, Deisenhofen) Ubertragen. Der Transfer erfolgte mit Blotpuffer bei 12 V

fur 30 min.

245  Entwicklung von Wester n-Blots mittels Chemilumineszenz

Zur Séttigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran 1 Y h be
Raumtemperatur in TBSTM inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Inkubation mit
spezifischen Priméarantikorpern (siehe Tabelle 2), 1:1000 in TBSTM bzw. TBST mit 5
% BSA verdinnt, bei 4° C Uber Nacht auf einer Laborwippe. Die Primarantikorper
stammen, wenn nicht anders angegeben, aus 1gG-Fraktionen von Kaninchen. Nach 3 x
15 min Waschen in TBST erfolgte die Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten
Sekundérantikorper in einer Verdinnung 1:2000-1:4000 (Anti-Kaninchen, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Heidelberg) in TBSTM fir 1 h bei Raumtemperatur.

Nach weiteren 3 x 15-mindtigen Waschen in TBST wurden die Proteine durch Zugabe
von Lumi-Light Western Blotting Substrat (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
nach Angaben des Herstellers detektiert. Bel dieser Methode werden durch die
Oxidation von Luminol und der daraus resultierenden Lichtemission die Aredle mit
Peroxidaseaktivitét auf der Membran nachgewiesen. Die Chemilumineszenz wird durch
Exposition der Membran auf einem Rontgenfilm (Hyperfilm™ ECL™, Amersham

Pharmacia Biotech, Freiburg) sichtbar gemacht.
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Tabelle 2: |m Western-Blot verwendete priméare Antikor per

Bezeichnung Hersteller Produkt-Nr.

Phospho-p44/42 MAP Kinase | Cell Signaling (Frankfurt) #9101
(Thr202/Tyr204)

Phospho-Akt (Thr308) Cdll Signaling (Frankfurt) #9275

Phospho-Akt (Ser473) Cell Signaling (Frankfurt) #9271

Phospho-p38 MAP Kinase|Cell Signaling (Frankfurt) #9211S
(Thr180/Tyr182)

c-Jun (H-79) Santa Cruz (Heidelberg) sc-1694

IkB-a (C-21) Santa Cruz (Heidelberg) sc-371

24.6 Kontrolleder Proteinbeladung

Nach der Detektion der spezifischen Proteine wurde die PVDF-Membran mit TBST
gewaschen und anschliefend mit einer Amidoschwarz-Lésung (0,1 % in 25 %
Isopropanol/ 10 % Essigsdure; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) fur 10 min eingeférbt.
Durch 10-minltiges Abwaschen des Uberschissigen Farbstoffes mit 25 %
Isopropanol/10 % Essigsaure konnten die Proteinbanden sichtbar gemacht werden und
somit auf Gleichméafdigkeit der Proteinbeladung kontrolliert werden.
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25 Dur chflusszytometrie von glatten GefalRmuske zellen (hSM C)

Zur Analyse der Expression von ICAM-1 und a,[33 an der Oberflache von hSMC wurde
die Durchflusszytometrie (FACS = , Fluorescence activated cell sorter*) angewendet.
Dafir wurden Subkulturen von hSMC auf 6-Loch-Platten hergestellt und 24 h vor
Stimulationsbeginn mit Hungermedium (DMEM, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin und nichtessentielle Aminosduren)
bedeckt. Die Stimulation erfolgte mit Fibrinogen 10 puM bel unterschiedlichen
Inkubationszeiten (15 min bis 24 h). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde ein
einmaliger Waschvorgang mit 37° C warmem PBS durchgefihrt. Anschlief3end 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 Zellablosungsprozesses wurden die am Boden der Kulturplatte noch
anheftenden Zellen mittels spulendenden Pipettierens abgeldst. Anschlief3end wurden
die Zellsuspensionen in kleine Eppendorfgeféalie tberfihrt und bei 6000 rpm fir ca. 30
sec in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Danach wurde der Uberstand entfernt und
die Pellets in jeweils 50 ul PBS durch wiederholtes Pipettieren resuspendiert. Die
Zellsuspensionen  wurden dann mit je 20 pul der jeweiligen FITC(=
Fluoresceini sothi ocyanat)-gekoppelten Antikorper (siehe Tabelle 3) versetzt und 15 bis
30 min bel Raumtemperatur und unter Lichtabschirmung inkubiert. Zur Ermittlung von
unspezifischen Bindungen diente die Isotyp-Kontrolle. Dabei wurden unstimulierte
Zellen mit FITC-gekoppeltem Maus-1gG-1-Antikorper (Klon 679.1Mc7, Produkt-Nr.
IM0639, Immunotech, Marseille, Frankreich) versetzt.
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Tabelle 3: In FACS-Versuchen verwendete Antikorper

Bezeichnung Funktion Hersteller
(Klon/Produkt-Nr.)

CD54-FITC FITC-gekoppelter Antikérper (Maus- | Diaclone Research,
(B-H17/852.691.010) 1gG-1) gegen ICAM-1 Besancon, Frankreich
CD51-FITC FITC-gekoppelter Antikérper (Maus- | Immunotech,
(AMF7/IM1855) |gG-1)gegen a,-Untereinheit Marseille, Frankreich
CD61-FITC FITC-gekoppelter Antikérper (Maus- | Immunotech,
(S221/IM1758) 1gG-1) gegen 3-Untereinheit Marseille, Frankreich

Nach Verdinnung mit 500 pl Isoton® (Azide-free balanced electrolyte solution,
Beckman Coulter, Krefeld) und einer Funktionskontrolle mit Fluoreszenz-Ldsung
(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 unabhangigen Einzelexperimenten angegeben. Unterschiede
zwischen den einzelnen Experimenten wurden hinsichtlich ihrer Signifikanz mit dem
»One-way Analysis of Variance” (ANOVA)- und einem nachfolgenden Bonferroni-Test
Uberprift. Das Signifikanzniveau P fur o wurde mit 0,05 festgesetzt. Die statistische
Berechnung erfolgte mit dem Computerprogranm GraphPad Instat, Version 3.01
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Bel Origina-Abbildungen von Western-Blots wurde jeweils ein reprasentatives
Experiment von n unabhangigen Versuchen mit dhnlichem Ergebnis dargestellt. Fur die
densitometrische Messung der einzelnen Western-Blots wurde das Programm Quantity
One, Version 4.1.1 (BioRad, Munchen) bzw. Scanpack, Version 14.1A27 (Biometra,

Goattingen) angewendet.
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3. ERGEBNISSE

Fibrinogen gilt als ein bedeutender Risikofaktor fur die Atherosklerose. Zudem wurde
bereits vor vielen Jahren beobachtet, da3 Fibrinogen die Mitogenese in
hamatopoetischen 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 fur die Mitogenese und Aktivierung mitogener Signalwege in hSMC zu

ergrinden.

3.1 Wirkung von Fibrinogen auf die DNA-Synthese von hSM C

3.1.1  Stimulation der DNA-Synthesein hSMC durch Fibrinogen

Zuerst wurde eine mogliche Induktion der DNA-Synthese durch 16sliches Fibrinogen in
hSMC untersucht. Dazu wurden hSMC fur 24 h mit Fibrinogen in unterschiedlichen
Konzentrationen stimuliet und die Zunahme der DNA-Synthese mittels
(*H)-Thymidin-Inkorporation bestimmt. Abb. 5 zeigt, daR Fibrinogen konzentrations-
abhangig zu einer schwachen, aber signifikanten Zunahme der DNA-Synthese flhrte,
wobei ein maximaler Effekt bel einer Konzentration von 10 uM Fibrinogen auftrat
(etwa 1,8-fach). Dieser Effekt war unter Stimulation mit Fibrinogen in hoheren
Konzentrationen (30 uM) riicklaufig und bel einer maximalen Konzentration von 100
MM konnte sogar eine signifikante Reduktion der DNA-Synthese (etwa 0,4-fach)
beobachtet werden. Zusétzlich fiel in den mikroskopischen Kontrollen der Zellkulturen
nach 24-stindiger Stimulation mit 30 und 100 uM Fibrinogen eine partielle Abldsung
der hSMC vom Boden des Kultivierungsgeféailes 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 Effekteauf 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 betelligt an der Signal Ubertragung 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 fihrt, ergab sich
eine signifikante Hemmung der Fibrinogen-stimulierten DNA-Synthese (Abb. 6).
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3.1.2.2 Hemmung des PI 3-Kinase Signalweges

Ein weiterer wichtiger mitogener Signalweg fir 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
vollstéandigen 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 gehort der AGC-
Superfamilie an und ist erforderlich fur das Zellwachstum und die Progression des
Zellzyklus. Sieist direkt verantwortlich fir die Phosphorylierung des 40 S ribosomalen
Proteins S6. Darlber hinaus kontrolliert sie die Trandation von einigen hundert
MRNAS, die fur Proteine kodieren, die notwendig sind fir die Versasmmlung der
Trandations-Maschinerie, einschl. Ribosomen und Elongationsfaktoren. Zur selektiven
Inhibition der p70 S6-Kinase wurde Rapamycin eingesetzt. Darunter liefd sich ebenfalls
ein vollstdandig 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 Effekteauf die Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese durch Rezeptor -
Antagonisten

Als néchstes wurde geprift, Uber welche Rezeptoren an der Oberflache von hSMC die

mitogene Wirkung von Fibrinogen vermittelt wird. Dabei konzentrierten sich die

Untersuchungen auf die Adhasionsmolekile ICAM-1 und a,Bs, die fir intaktes

Fibrinogen Rezeptoren darstellen und potentiell an proliferativen Prozef3en betelligt sein

kdnnen.

3.1.3.1 Blockadevon ICAM-1 durch spezifische Antikorper hat keinen Einflul3
auf die Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese

ICAM-1, welches in inflammatorischen Prozessen, wie der Leukozyten-Adhé&sion 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 durchgefiihrten Experimente ergaben, wie in Abb. 7 dargestellt, keine
signifikante Anderung des Fibrinogen-stimulierten mitogenen Effektes unter Hemmung

von ICAM-1 durch spezifische Antikérper.
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Abbildung 7

Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese in hSM C unter Blockade von ICAM-1 durch spezifische
Antikorper (Mittelwerte + SEM von n = 3)
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3.1.3.2 Blockade von a,[33 durch Abciximab (Reopro®) hat keinen Einflul3 auf die

Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese
Ein weiterer Fibrinogen-Rezeptor, der in Verbindung gebracht wird mit der
Proliferation von hSMC, ist das Integrin o33, welches im Organismus weitverbreitet ist
und auf vaskuldren Zellen in hoher Dichte exprimiert wird (Byzova, 1998). Es bindet
seine Liganden Uber die RGD-Sequenz, die aul3er in Fibrinogen auch in anderen
Matrixproteinen vorhanden ist. Zur Prifung einer Beteiligung dieses Rezeptors an der
Vermittlung des Fibrinogen-induzierten mitogenen Effektes erfolgte wiederholt die
Messung der Fibrinogen-stimulierten DNA-Synthese unter Pr&Inkubation der hSMC
mit dem Antiintegrin Abciximab (c7E3-Fab, Reopro®). Abciximab ist ein
Maus/Mensch chiméres Fab-Fragment eines monoklonalen Antikorpers, welches
ungefadhr in gleicher Affinitét Gber die RGD-Sequenz an das ap33-Integrin und an das
ovBs-Integrin bindet, und somit spezifisch und kompetitiv die Ligandenbindung am
entsprechenden Rezeptor hemmt (siehe Schrér, 1999 und 2000). Der Effekt von
Fibrinogen auf die DNA-Synthese von hSMC wurde durch Abciximab nicht beeinflufdt
(Abb. 8).
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Abbildung 8

Fibrinogen-induzierte DNA-Synthese in hSM C unter Blockade von a,3; (Mittelwerte + SEM)
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3.2 Wirkungen von Fibrinogen auf dieintrazellulére Signaltransduktion in
hSMC

3.21 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
(sehe 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 Antikorper im Western-Blot detektiert.
Dabel flhrte die Stimulation mit Fibrinogen zu einer konzentrationsabhangigen
Phosphorylierung von ERK-1/2 (Abb. 9) mit einem Maximum bel 10 uM Fibrinogen
Uber 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 Reprasentativer Western-Blot
B  Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 8; * = Signifikanz vs. Kontrolle)
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3.21.1 Effekteauf die Fibrinogen-induzierte ERK-1/2-Phosphorylierung durch
Rezeptor-Antagonisten

Nachfolgend wurde geprift, ob die beobachtete Phosphorylierung tber die Interaktion

von Fibrinogen mit ICAM-1 oder a,f33 vermittelt wird. Dazu wurden hSMC fur 30 min

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

ICAM-1-Antikorper inkubiert. Abb. 10 zeigt, dal3 die ERK-1/2-Phosphorylierung weder

durch Abciximab noch durch ICAM-1-Antikorper verandert 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 o33 (rechts)

A Reprasentative Western-Blots

B  Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 3)
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3.22  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 Gber die
zwel 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 far 15 bzw. 30 min mit Fibrinogen (1 und 10 pM) stimuliert, und
anschlief3end wurde die Phosphorylierung von Akt an den Phosphorylierungsstellen Thr
308 und Ser 473 separat detektiert. Dabei flhrte Fibrinogen zu einer
konzentrationsabhangigen Phosphorylierung von Akt (Thr 308) mit einem Maximum
(etwa 7-fach) bei einer Stimulation mit 10 uM Fibrinogen tber 15 min (Abb. 11).
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Abbildung 11

Fibrinogen-induzierte Threonin (Thr 308)-Phosphorylierung von Akt in hSMC
A Reprasentativer Western-Blot
B  Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n=5; * = Signifikanz vs. Kontrolle)
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Ahnlich ergab sich bei der Detektion von Akt (Ser 473) eine konzentrationsabhéngige
Phosphorylierung durch 10 uM Fibrinogen (Abb. 12), die hingegen unter Stimulation
mit 1 UM Fibrinogen nicht beobachtet wurde.
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T e
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Abbildung 12

Fibrinogen-induzierte Serin (Ser 473)-Phosphorylierung von Akt in hSMC
A Reprasentativer Western-Blot
B  Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 4; * = Signifikanz vs. Kontrolle)
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3.2.2.1 Effekteauf die Fibrinogen-induzierte Akt-Phosphorylierung durch
Rezeptor-Antagonisten
Nachdem der Nachweis einer Phosphorylierung von Akt an beiden
Phosphorylierungsstellen erfolgt war, wurde ergénzend durch die Detektion der Serin-
Phosphorylierung von Akt geprift, ob ICAM-1 oder o,z bel der beobachteten,
Fibrinogen-induzierten Akt-Aktivierung involviert sind. Dazu wurden hSMC erneut
unter An- bzw. Abwesenheit der entsprechenden Antagonisten mit 10 uM Fibrinogen
far 30 min stimuliert.
Abb. 13 zeigt, dal3 die Serin-Phosphorylierung von Akt durch ICAM-1-Antikorper
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 Reprasentativer Western-Blot

B  Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 3; * = Signifikanz vs. Fibrinogen; n.s.
= nicht signifikant)
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3.23  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 Antikorper im Western-Blot untersucht. Dabel lield sich eine
konzentrationsabhéngige Phosphorylierung durch die Stimulation der hSMC mit
Fibrinogen beobachten (Abb. 14). Diese entsprach bei 15- bzw. 30-mindtiger

Stimulation mit 10 uM Fibrinogen ca. dem 3-fachen Wert der Kontrolle.
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Abbildung 14
Fibrinogen-induzierte Phosphorylierung der p38-MAPK in hSMC

A Reprasentativer Western-Blot
B  Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 5; * = Signifikanz vs. Kontrolle)
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3.2.3.1 Effekteauf die Fibrinogen-induzierte p38-Phosphorylierung durch
Rezeptor-Antagonisten

Ebenso wurde die Funktion der Fibrinogenrezeptoren ICAM-1 und o33 as Mediatoren
der  Fibrinogen-induzierten  p38-MAPK-Aktivierung durch  Blockade der
entsprechenden Rezeptoren Uberprift. Wie in Abb. 15 dargestellt, kam es unter
Anwendung von blockierenden ICAM-1-Antikorpern zu einer Reduktion der
Fibrinogen-stimulierten p38-MAPK-Phosphorylierung um etwa 30 %. Abciximab
hingegen bewirkte keine signifikante Anderung der Fibrinogen-induzierten p38-MAPK -
Phosphorylierung.
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Vorinkubation mit Antikdrpern (AK) gegen ICAM-1
3 Vorinkubation mit Abciximab

Abbildung 15

Effekte auf die Fibrinogen-induzierte p38-M APK -Phosphorylierung in hSMC durch Blockade von
ICAM-1 (links; n=5) und a,3; (rechts; n = 4)

A Reprasentative Western-Blots

B  Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM; * = Signifikanz vs. Fibrinogen)
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3.24  Fibrinogen bewirkt die Expression von c-Jun

C-Jun gehort zu den ,immediate-early”-Genen, die rasch und transient durch eine
Vielzahl von Mitogenen Uber 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-Sruktur besitzt und fur die Proliferation von
Zéellen notwendig ist (Kovary und Bravo, 1991). In diesem Zusammenhang wurde
untersucht, ob Fibrinogen, welches zu einer Phosphorylierung der MAPK ERK-1/2
fUhrte, ebenfalls einen Einfuld auf die c-Jun-Expression hat. h\SMC wurden fur 0,5 bis 4
h mit 10 uM Fibrinogen inkubiert. Dabel fuhrte die Stimulation mit Fibrinogen zu einer
zeitabhangigen Expression von c-Jun (Abb. 16). Diese c-Jun-Expression trat bereits
nach 0,5 h auf und nahm mit Verlangerung der Inkubationszeit zu (etwa 39-fach) bei 4
h. 1 uM Fibrinogen induzierte auch nach 4-stindiger Inkubation keine c-Jun-Expression
(Western-Blot wird nicht gezeigt).
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I Fibrinogen (10 uM)
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Abbildung 16

Fibrinogen-induzierte Expression von ¢-Junin hSMC
A Reprasentativer Western-Blot
B  Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 3; * = Signifikanz vs. Kontrolle)
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3.25 Wirkungvon Fibrinogen auf das NFKB-System

3.25.1 Fibrinogen bewirkt keine Degradation des I nhibitorproteins | kBa

Der Transkriptionsfaktor , nuclear factor-kB* (NFkB) scheint ein weiterer wichtiger
Mediator fur die Zell-Proliferation zu sein (Bellas et al. 1995, Bretschneider et a.,
1997). Er gehort zu den Transkriptionsfaktoren, die nach Aktivierung im Zellkern die
Transkription von Genen auslésen kénnen. Im Cytosol liegt NFKB in Form eines
inaktiven heterodimeren Komplexes gebunden an das Inhibitorprotein IkBa vor. Bei
der Aktivierung von NFkB wird IkBa zunachst phosphoryliert, dann ubiquitiniert und
degradiert. Durch die IkBa-Degradation wird NFkB freigesetzt und kann nun in den
Zellkern trandozieren, um seine genregulatorische Funktion auszuiben. Die
Stimulation von hSMC mit 10 uM Fibrinogen zeigte keinen signifikanten Hinweis auf
einen IkBa-Abbau und somit keine Aktivierung von NFkB (Abb. 17). Zur positiven
Kontrolle wurden die Zellen mit TNFa (10 ng/ml) stimuliert, welches wie in der
Literatur beschrieben (Hishikawa et al., 1997; Hoshi et al., 2000) zu einer NFkB-

Aktivierung fihrte, die sich in einer zeitabhéngigen Degradation des Inhibitorproteins

IkBa zeigte.
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Abbildung 17

Fibrinogen bewirkt keine IkBa-Degradation in hSMC

A Reprasentativer Western-Blot

B Densitometrische Analyse zu A (Mittelwerte + SEM von n = 3; * = Signifikanz vs. Kontrolle; n.s. =
nicht signifikant)
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33 Wirkung von Fibrinogen auf die Expression von Ober fldchen-Rezeptoren

Fibrinogen ist Uber die Interaktion mit Adhasionsmolekilen sowohl in hamostatische
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 Adhasionsmolektlen. So wurde sowohl fir
ICAM-1 als auch fur a3 eine erhdhte Expression auf SMC in atherosklerotischen
Lasionen beschrieben. Fibrin(ogen), welches in atherosklerotischen L&sionen ebenfalls
prasent zu sein scheint, wird als Akute-Phase-Protein unter Zytokineinflufd gesteigert
synthetisiert. Daraufhin wurde untersucht, inwieweit Fibrinogen einen Einflufd auf die

Expression der Adhasionsmolekille ICAM-1 und a,[33 hat.

3.3.1  Fibrinogen beeinfluf3t nicht die basale | CAM-1-Expression auf hSMC
ICAM-1 wird auf der Oberflache von kontraktilen SMC normalerweise nicht exprimiert
(O'Brien et al., 1996). Eine Oberflachenexpression von ICAM-1 auf kultivierten SMC
|a3t sich allerdings durch Zytokine, wie z.B TNFa induzieren (Braun et a., 1999). Die
folgende Untersuchung ging der Frage nach, ob Fibrinogen einen Einflul3 auf die
ICAM-1-Expression von kultivierten hSMC hat. Dazu wurden hSMC mit 10 uM
Fibrinogen tber unterschiedliche Inkubationszeiten stimuliert und nach mechanischer
(nicht enzymatischer) Ablésung und Vereinzelung durchflusszytometrisch untersucht.
Dabel zeigte sich, dal} ICAM-1 basal auf den kultivierten hSMC der V. saphena
exprimiert wird, und daR Fibrinogen keine signifikante Anderung der Expression
bewirkte (Abb. 18). Als Positivkontrolle erfolgte eine Stimulation mit TNFa (10
ng/ml), wobei die in der Literatur beschriebene Hochregulation von ICAM-1 durch
TNFa (Couffinhal et al., 1993) hier nicht beobachtet werden konnte.
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Abbildung 18

A Représentatives 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 beeinfluf3t nicht die basale a,Bs-Expression auf hSMC

Eine erhohte Expression von a3 wurde in neointimalen hSMC atherosklerotischer
Koronararterien detektiert (Hoshiga et al., 1995). Die a,[33 -Expression kann beeinfluf3t
werden durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. TGF-3 (Byzovaet a., 1998).

Ebenfalls wurde der Effekt von Fibrinogen auf die a,Bs-Expression in hSMC
untersucht. Dabel wurden die beiden Untereinheiten a, (CD51) und 33 (CD61) separat
durchflusszytometrisch detektiert. In den Abbildungen 19 und 20 ist dargestellt, dal3
Fibrinogen sowohl die basale Expression von a, (CD51) as auch von 33 (CD61) nicht
beeinflufdt. Die Stimulation der a,- bzw. Bsz-Expression auf der Zelloberflache durch 20
ng/ml PDGF (Isoform BB) as Positivkontrolle, wie in der Literatur fiur SMC von
Kaninchen beschrieben (Janat et a., 1992), wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 19

A Reprasentatives Histogramm des basalen Expressionsniveaus von a,, (CD51) auf hSMC
(schwarzes Histogramm, Isotypkontrolle graues Histogramm)

B  Effekt von Fibrinogen auf die Expression von a, (CD51) in hSMC (Mittelwerte + SEM von n = 5)
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Abbildung 20

A Reprasentatives Histogramm des basalen Expressionsniveaus von 33 (CD61) auf hSMC
(schwarzes Histogramm, |sotypkontrolle graues Histogramm)
B  Effekt von Fibrinogen auf die Expression von (33 (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
Hamostase-Faktoren und dem Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen. In diesem
Zusammenhang konnte durch mehrere prospektive epidemiologische Studien
nachgewiesen werden, dald3 ein erhdhter Fibrinogenspiegel assoziiert ist mit einem
Erstereignis im kardiovaskuléren Bereich (Ernst und Resch, 1993). Damit stellt die
Hyperfibrinogendmie einen Risikofaktor fur das Auftreten eines Myokardinfarktes dar.
Dartiber hinaus scheint der Fibrinogenspiegel mit dem angiographisch beurteilten
Schweregrad der koronaren Atherosklerose in KHK-Patienten (Lowe et a., 1980;
Broadhurst et al., 1990), mit rekurrierenden ischdmischen Ereignissen (Meade et a.,
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 férdert Fibrinogen durch Bindung
an das a,pPBs-Integrin die Thrombozytenadhasion und —aggregation und beeinflul3t die
Blutviskositdt. Die Thrombusbildung ist der hauptséchliche Pathomechanismus fir das
akute Koronarsyndrom, d.h. den Myokardinfarkt und die instabile Angina pectoris. Bei
einem akuten Myokardinfarkt kommt es zum thrombotischen, kompletten Verschluf3
des betreffenden GeféalRes mit konsekutiver ischamischer Myokardnekrose, wahrend 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 (PGly) und , Endothelium-Derived Relaxing Factor* (EDRF oder NO)
verhindert. Die ,endotheliale Dysfunktion® im Rahmen atherosklerotischer
Gefawandveranderungen fihrt zum Verlust der antithrombotischen Eigenschaft des
Endothels und fordert die Adhésion von Thrombozyten an die Gefél3wand. Als Folge
einer Gefaldverletzung, wie sie z.B. durch Dilatation mittels Ballonkatheter und/oder
Stent-Implantation zur Behandlung von Gefdl3stenosen verursacht wird, adherieren
Thrombozyten an der subendothelialen Oberflache und es kommt zur
Thrombozytenaktivierung. Diese wird durch chemische Agonisten (Thrombin,
Kollagen, Adenosin-Diphosphat (ADP), Thromboxan A, (TXA2), Noradrenalin,

Serotonin) verstarkt. Im Zuge der Thrombozytenaktivierung kommt es hauptsachlich
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durch TXA; zur Entleerung der Speichergranula der Thrombozyten (siehe Schror,
2001). Die Inhaltsstoffe der a-Granula (PDGF, , Transforming growth factor-B* (TGF-
B), »epidermal growth factor* (EGF) und , insulin-like growth factor-1“ (IGF-1)), sowie
Serotonin und ADP bzw. ATP der elektronendichten Granula stellen mitogene Stimuli
fur SMC dar (Weber und Schrér, 1999).

4.1 Effekte von Fibrinogen auf die DNA-Synthesein hSM C

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
mal3geblich beteiligt ist, besitzt zusdtzlich proliferationsférdernde Eigenschaften. So
wurde ein mitogener Effekt von Fibrinogen- bzw. Fibrin-Spaltprodukten fir eine
Vielzahl von Zelltypen, einschliefdlich EC, Fibroblasten, Mesothelzellen, SMC und
Lymphozyten beschrieben (Herrick, 1999). Die Fibrinopeptide A und B scheinen einen
mitogenen  Stimulus fur Fibroblasten in vitro darzustellen und das
Fibrindegradationsprodukt Fragment E die vaskuldre Proliferation einschliefdlich
Angiogenese zu stimulieren. Die Effekte von intaktem Fibrinogen auf die Mitogenese
von hSMC wurden bisher nicht genauer untersucht. Aus diesem Grund beschéftigte 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, dal3 16sliches
Fibrinogen konzentrationsabhangig eine Steigerung der DNA-Synthese (etwa um den
Faktor zwei) bewirkt, gemessen anhand der (*H)-Thymidin-Inkorporation. Einerseits
fuhrte die Stimulation mit Fibrinogen bis zu einer Konzentration von 10 uM zu einer
schwachen, aber statistisch signifikanten Zunahme der Mitogenese. Andererseits
fuhrten hohere Konzentrationen von Fibrinogen (30 und 100 uM) zu einer Reduktion
der DNA-Synthese in hSMC und zu einer mikroskopisch beobachteten AblGsung der
Zellen vom Boden des Kulturgefél3es, welches eher einem zytotoxischen Effekt
entspricht. Fibrinogen liegt im Gesamtblut in einer physiologischen Konzentration von
4-6 UM vor, welches ungeféhr einer Plasmakonzentration von 10 uM entspricht (Harley
et a., 2000). Ein dhnlicher mitogener Effekt von Fibrinogen wurde fur lymphoblastoide
Zdllinien 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 Rgji-B-
Lymphozyten einen 2-4-fachen Anstieg der (*H)-Thymidin-Inkorporation durch 0,2-0,8
UM Fibrinogen. Fur humane pulmonale Fibroblasten beschrieben Gray et a. (1995) eine
mitogene Wirkung durch 1,1 uM Fibrinogen B (B-Kette). Allerdings wurden in diesen
Arbeiten sehr geringe Konzentrationen eingesetzt, die noch nicht einma der
physiologischen Konzentration von Fibrinogen entsprechen und somit keine
potentiellen zytotoxischen Konzentrationen darstellen dirften. Im Gegensatz dazu wird
Fibrin(ogen) aber auch mit einer antiproliferativen Wirkung in Verbindung gebracht.
Eine Arbeit von Ishida und Tanaka (1982) zeigte, dal3 grof3e Mengen an Fibrinogen-
Fragment D und E zu einer Reduktion der Zellproliferation in vitro fihrten. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dald das Ausmald des mitogenen Effektes von
Fibrinogen Zelltyp- und konzentrationsabhangig ist. Moglicherweise unterscheiden sich
die frihen Fibrin(ogen)-Spaltprodukte A und B von den spaten D und E in Bezug auf
ihre mitogene Wirkung im Zuge einer Anpassung an den Reparaturprozef3. Eine
verstarkte Ausschittung der Fibrin(ogen)-Spaltprodukte D und E konnte die
proliferative Antwort im Rahmen fortgeschrittener reparativer Prozesse limitieren,
wel ches eine Ubermal3ige Proliferation verhindern wirde.

Ebenfalls wurde fir andere Hamostase-Proteine die Stimulation der Mitogenese von
SMC beschrieben. So wurde von Bretschneider et al. (1999, 2000) berichtet, dal3
Thrombin und Faktor Xain vitro eine 3-fache Zunahme der DNA-Synthese induzieren.
Klinische Studien zeigten, dal3 Patienten, bei denen es zur Bildung eines luminalen
Thrombus an der Verletzungsstelle des Gefal3es nach koronaren Interventionen kam, ein
hoheres Risiko fur die Entwicklung einer Restenose haben a's Patienten, bei denen eine
Thrombusbildung ausblieb (Bauters et al., 1995). Thrombozyten, die eine Quelle von
Wachstumsfaktoren darstellen (Weber und Schrér, 1999), stabilisierende Fibrinstrénge,
die eine Quelle von Fibrinogen-Degradationsprodukten (FDP) darstellen (Smith, 1993),
Thrombin und Faktor Xa sind Komponenten der Thrombusformation und potentielle
mitogene Stimuli fir SMC. Daher konnte Fibrinogen, welches als fur die
Pléttchenaggregation essentielles adhdsives Protein im  Thrombus prasent 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 h\SM C auswirkt, kann nicht
beantwortet werden, und wirde weitere Untersuchungen erfordern. Die Beobachtung,

dai’ hohere Konzentrationen von Fibrinogen eine Ablésung der Zellen herbeifhrte, 1803t
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die Frage aufkommen, inwieweit zusétzlich die Induktion apoptotischer Effekte eine
Rolle spielt. Dies wurde in dieser Arbeit nicht Gberprift und stellt ebenfalls einen

Gegenstand fur weitere Untersuchungen dar.

4.2 Effekte von Fibrinogen auf die Signaltransduktion in hSM C

4.2.1  Aktivierung intrazellularer Signalwege durch Fibrinogen

Bisher gibt es wenig Informationen Uber die Signaltransduktionswege der Fibrinogen-
induzierten Mitogenese. Die in dieser Arbeit durchgeftihrten Untersuchungen ergaben
Hinweise auf eine Beteiligung des ERK-Weges, der vorwiegend in Zusammenhang
gebracht wird mit Zellproliferation. Mittels phosphospezifischer Antikoérper 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
Uberein, 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 vaskularen 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 Signallbertragung durch Mitogene, die Uber Protein-Tyrosin-Kinasen,
wie z.B. PDGF (Force und Bonventre, 1998) oder Uber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, wie z.B Angiotensin Il (Xi et al., 1999) agieren. AulRerdem 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 koénnen ene 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 tber den ERK-Weg bevorzugt
AP-1-Komponenten Uber eine Steigerung der Expression dieser Komponenten. In
diesem Zusammenhang konnte in der vorliegenden Arbeit eine zeitabhangige
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)
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beschrieben. Es zeigte sich ferner im Tiermodel (Rattenkarotiden) fur 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 vollstandige 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. Ergénzend konnte eine Fibrinogen-induzierte Aktivierung von Akt,
gemessen an der Phosphorylierung von Thr 308 und Ser 473, durch phosphospezifische
Antikorper nachgewiesen werden. PI3-Kinasen haben eine wichtige Bedeutung in der
Regulation der Zellfunktionen, einschliefdlich Zellproliferation, Apoptose, Chemotaxis
und Thrombozytenaktivierung. So wurde in Abhangigkeit der Interaktion von
Fibrinogen mit a3 in humanen Thrombozyten Uber eine Aktivierung der PI3-Kinase
berichtet (Selheim et al., 2000). Im Zusammenhang mit einer mitogenen Antwort auf
Fibrinogen existieren bisher keine Erkenntnisse Uber 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 vaskularen SMC (Goncharova et a., 2002) und auf EGF und Thrombin in
humanen trachealen glatten Muskelzellen (Krymskaya et a., 1999), wodurch Uber den
mit Fibrinogen gemeinsamen Signaweg zelluldre Reaktionen potenziert werden
konnten. Dies konnte 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-V erletzung.

Die PI3-Kinase bzw. Akt wird auch in Verbindung gebracht mit der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB durch PDGF (Romashkova und Makarov, 1999) und durch
TNFa (Ozes et al., 1999). NFKB ist ein Mediator der Proliferation von SMC (Hoshi et
al., 2000) und scheint involviert zu sein in die proliferative Antwort in hSMC auf
Thrombin (Nakgiima et a., 1994). So wurde eine potentielle Aktivierung von NFkB,
gemessen an der Degradation des inhibitorischen Proteins IkBa, in Antwort auf
Fibrinogen untersucht. Fibrinogen bewirkte im Gegensatz zu TNFa keine Degradation
von IkBa. Ahnliche Befunde wurden von Rauch et a. (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 NFKB beobachten konnten,
obwohl PDGF einen starken Wachstumsfaktor fur beide Zelltypen darstellt. Im
Gegensatz zu den eigenen Beobachtungen konnte die Arbeitsgruppe von Sitrin et al.
(1998) eine Aktivierung von NFkB in mononuklearen Phagozyten durch Fibrinogen
nachweisen. Ein ahnliches Ergebnis wurde in humanen Neutrophilen beobachtet (Rubel
et a. 2003), wobe de Fibrinogen-induzierte NFkB-Aktivierung enen
antiapoptotischen Effekt und eine Involvierung der fokalen Adhasionskinase (FAK) und
von ERK-1/2 zeigte. Eine mdogliche Erklérung fur diese Unterschiede zu den eigenen
Ergebnissen konnte im Zelltypus und den damit verbundenen unterschiedlichen
Fibrinogenrezeptoren liegen. In neutrophilen Leukozyten wird die Fibrinogen-
induzierte Aktivierung von NFKB anscheinend Uber das ay.-Integrin vermittelt,
dessen Expression auf Leukozyten beschrankt ist. Eine weitere Ursache kdnnten die
Stimulationsbedingungen darstellen, da die Aktivierung von NFKB in mononuklearen
Phagozyten durch Fibrinogen nur in Prasenz von Mn®* erfolgte, welches in den eigenen
Untersuchungen nicht prasent war.

Andererseits wurde in den vorliegenden Untersuchungen eine Fibrinogen-induzierte
Aktivierung der MAPK-Subfamilie zugehorigen p38-MAPK nachgewiesen, die eher
mit einer zelluldren Stref3- und inflammatorischen Antwort assoziiert wird. Als zellulére
Reaktionen der p38-Phosphorylierung wurden antiproliferative, proapoptotische
Prozesse (Kyriakis und Avruch, 2001), aber auch proliferative Prozesse in SMC (Zhao
et a., 2002) beschrieben, wie z.B. die PDGF-induzierte Mitogenese von SMC (Ratte)
(Yamaguchi et al., 2001).
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4.2.2 Bedeutungvon ICAM-1und a3z in der Fibrinogen-induzierten
Signaltransduktion

ICAM-1 vermittelt nicht nur adhasive Interaktionen zwischen den Zellen, sondern stellt
auch ein Signalmolekil dar. Als Rezeptor fur 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
Antikorper 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 unbeeinflufd. 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 adlerdings gering, da sich die Untersuchungen vorwiegend auf EC
konzentrierten. Die meisten Untersuchungen bzgl. der Signaltransduktion von ICAM-1
mittels mimetischer Antikdrper ergaben eine Involvierung der MAP-Kinasen ERK-1/2,
die im Zusammenhang stehen mit zellularen 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 a., 1998). In Bezug auf die Interaktion von Fibrinogen mit ICAM-1 wurde
Uber proliferative bzw. antiapoptotische zelluldre Reaktionen berichtet, wobei sowohl in
lymphoblastoiden Zelllinien (Gardiner und D'souza, 1999), as 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 fuhren 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) 0Uber das ,Remodeing® des Zytoskeletts in  pulmonalen
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mikrovaskuldren EC als zelluléare Reaktion auf eine ICAM-1-induzierte p38-MAPK-
Aktivierung. ICAM-1 scheint an der Fibrinogen-induzierten Signaltransduktion Uber
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 zelluldre Reaktionen zu vermitteln. Grinde fur die
Differenzen in der Beteiligung der ICAM-1-vermittelten Aktivierung der ERKs und der

mitogenen Wirkung kénnten Unterschiede im Zelltypus sein.

Integrine vermitteln nicht nur den mechanischen Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakt,
sondern auch die biologische SignalUbertragung in beide Richtungen Uber die
Plasmamembran. Die Aktivierung des Integrins als Rezeptor erfolgt in Form des
»inside-out signaling” (Schwartz et al., 1995), d h. Integrine besitzen die Fahigkeit, ihre
Affinitdt zu extrazellularen Liganden in Abhangigkeit erhaltener Signale aus dem
Zellinneren zu modulieren. Ein , outsde-in signaling” erfolgt durch die Bindung eines
Liganden an die extrazelluldre Seite des Integrins, woraufhin eine komplexe Serie von
intrazelluldren Antworten initiiert wird (Shattil und Ginsberg, 1997; Juliano und
Haskill, 1993). Da der zytoplasmatische Anteill der Integrine keine enzymatische
Aktivitét 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 tUber die
Zytoskelett-Proteine Talin, a-Actinin und Paxillin mit dem zytoplasmatischen Antelil
der Bs-Untereinheit verbunden ist. Die Aktivierung von FAK ermdglicht die Bindung
von mSOS und somit Uber Ras ene Verbindung zur Signalkaskade von
Wachstumsfaktoren, die zur Verstdrkung mitogener Signale durch Wachstumfaktoren
fuhrt (Giancotti und Ruoslathi, 1999). Vermutlich potenziert das a,s-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 a,[s-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 as
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 konnte theoretisch Uber das o,fs-Integrin vermittelt werden. Die
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Untersuchungen bzgl. einer Involvierung des a,fs-Integrins ergaben jedoch, dal3 die
Blockade von a,33 durch Abciximab (c7E3-Fab, Reopro®) sowohl auf die Fibrinogen-
induzierte DNA-Synthese, als auch auf die Fibrinogen-stimulierten Signalwege keinen
Einflud hatte. Diese Beobachtungen lassen a,B3; as Mediator der Fibrinogen-
induzierten mitogenen Wirkung in hSMC eher unwahrscheinlich erscheinen. Tsakadze
et a. (2002) hingegen konnten beobachten, dal3 die proliferative Antwort in EC
Uberwiegend durch die Interaktion von Fibrinogen mit a3 vermittelt wird. a3z wird
ebenso in Verbindung gebracht mit der proliferativen Anwort in SMC im Rahmen der
Neointima-Bildung (Sgid und Stouffer, 2002). Das in den vorliegenden
Untersuchungen angewendete Antiintegrin Abciximab bindet a,3s-Integrine auf SMC
und EC mit gleicher Affinitdt wie a3 auf Thrombozyten (Tam et a., 1998). Die
verwendete maximale Konzentration von Abciximab (10 pg/ml) entspricht etwa dem
Zweifachen der Plasmakonzentration (5-6 pg/ml), die aus ener therapeutischen
Administration von 0,25 mg/kg resultieren wirde (Renda et al., 2003), so dal3 eine
vollstandige Rezeptorblockade anzunehmen ist. Eine Begrindung fur dieses
Negativergebnis ist, dal’ Fibrinogen vermutlich aufgrund einer inaktiven Konformation
von a,f33 as Ligand nicht gebunden wird. Denn die basale Affinitdt fur Liganden des
ovBs-Integrins variiert in Abhéngigkeit vom Zelltyp und unterliegt der akuten
Modulation im Rahmen des ,inside-out-Signaling®. Die Modulation der Rezeptor-
Affinitdt erfolgt Uber die Konformationsdnderung in ein Heterodimer. Ein Beispiel
dafir ist die selektive Bindung von Fibrinogen nur an aktivierte Thrombozyten. Dariiber
hinaus ist die Ligandenbindung auch abhangig von divalenten Kationen. Die Bindung
von Fibrinogen an a,Bs wird durch Ca?* anscheinend unterdriickt und an o3
unterstiitzt (Smith et al., 1994).

Zusammenfassend 183t sich aus den vorliegenden Daten schlief3en, dal3 Fibrinogen die
Signaltransduktion Uber den ERK-Weg, den PI3-Kinase-Weg und den p38-MAPK-Weg
induziert. Der ERK-Weg und der PI3-Kinase-Weg stellen positive Regulatoren fir die
Proliferation dar, hingegen wird die p38-MAPK eher als negativer Regulator angesehen
(Page und Hershenson, 2000). Darlber hinaus scheint die Fibrinogen-induzierte p38-
Aktivierung und Akt-Aktivierung teillweise tber ICAM-1 vermittelt zu werden, das
nicht a's 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

58



Diskussion

von ICAM-1 (Gao et a., 2002) und von MCP-1 auf EC (Dickfeld et al., 2001). Welche
zelluléren Reaktionen ICAM-1 in Antwort auf Fibrinogen vermittelt bleibt spekulativ
und bedarf weiterer Untersuchungen. Da ebenfals a,B3; aufgrund der vorliegenden
Befunde als Mediator der Fibrinogen-induzierten Mitogenese ausgeschlossen werden
kann, missen 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 fur Fibrinogen dar, die mit
1999).
Moglicherweise handelt es sich auch um einen anderen Integrinrezeptor, so konnten
Ikari et al. (2000) zeigen, dal3 das asB;-Integrin, welches ebenfalls in Verbindung
gebracht wird mit der SMC-Proliferation (Davenpeck et a., 2001), eine bedeutendere

proliferativen zelluldren Prozessen assoziiert werden (Herrick et a.,

Rolle als Fibrinogenrezeptor auf SMC spielen konnte als das a,[3s-Integrin. Aus den
vorliegenden Untersuchungsergebnissen ergibt sich fir die Signaltransduktion in
Antwort auf Fibrinogen in hSMC die in der Abb. 21 dargestellte schematische

Zusammenfassung.
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Zusammenfassung hsSMC

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

der Signaltransduktion in (Graue
Kasten=direkter Nachweis einer Phosphorylierung bzw. Expression durch spezifische Antikorper;

gestrichelte Pfeile: Induzierte Signaltransduktion durch Interaktion von Fibrinogen mit ICAM-1).
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4.3 Bedeutung von Fibrinogen fiir die Expression von Oberfl&chenr ezeptoren

Neben seiner bedeutenden Rolle in der Koagulationskaskade spielt Fibrinogen ebenfalls
eine wichtige Rolle in inflammatorischen und reparativen Prozessen (Doolittle, 1984).
Fur akute sowie chronische inflammatorische Reaktionen ist die Deposition von Fibrin
und die Akkumulation von Leukozyten ein histopathol ogisches Kennzeichen. So wurde
Fibrinogen als wichtiger Faktor fur die Pathophysiologie entziindlicher Erkrankungen
beschrieben, wie z.B. der Rheumatoiden Arthritis, die u.a. gekennzeichnet ist von
intraartikul&ren Fibrinablagerungen und der Rekrutierung inflammatorischer Zellen (Liu
und Piela-Smith, 2000; Sanchez-Pernaute et al., 2003), und die Glomerulonephritis
(Sraer et a., 1993). Im Rahmen inflammatorischer Prozesse erfolgt die
Leukozytenmigration in entziindliches Gewebe, die durch spezielle Molekile auf der
Oberflache der beteiligten Blutzellen und EC ermdglicht wird. An dieser sogenannten
~Adhasionskaskade” sind Integrine, Selektine und Mitglieder der Immunglobulin-
Gensuperfamilie beteiligt. Die Adhéasionskaskade beginnt mit dem Sel ektin-gesteuerten
»rolling® von Leukozyten auf dem Endothel, gefolgt von einer stabilen Leukozyten-
Adhasion an die Endothelzellen, die vermittelt wird durch B,-Integrine (v.a Mac-1 und
LFA-1), die mit Liganden, wie ICAM-1 interagieren (Carlos und Harlan, 1994,
Springer, 1994). Die anschlieffende transendotheliale Migration von adherenten
Leukozyten wird vermittelt Gber B,-Integrine und Molekile der Immunglobulin-
Gensuperfamilie. Fibrinogen dient als Brickenmolekil zwischen diesen Zellen und
vermittelt somit die Adhasion 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 (I1L-6)
gesteigert, etwa um den Faktor vier (Danesh et al., 1998). Eine systemische
inflammatorische Antwort tritt ebenfalls im Rahmen der Atherosklerose auf, dabel
kommt es durch eine gesteigerte Zytokinantwort zu einer Hochregulation von
Adhésionsmolekilen. Daher wurden erganzend die Effekte von Fibrinogen, welches
synergistisch mit Zytokinen die Expression von Adhasionsmolekilen beeinfluf3en

konnte, auf die Expression von ICAM-1 und a,[33 untersucht.
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4.3.1 Effektevon Fibrinogen auf die Expression von ICAM-1

ICAM-1 wird as Glykoprotein der Zelloberflache auf Monozyten, T- und B-
Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Epithelzellen und EC exprimiert (Tsakadze
et a., 2002). Eine ICAM-1-Expression wurde auf SMC in atherosklerotischen Lasionen
(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 TNFa, Interleukin-1(3 (IL-13) und Interferon-y (IFN-
y) auf kultivierten SMC induziert bzw. hochreguliert werden (Braun et al., 1999), wobei
von einer de novo Synthese ausgegangen wird.

Die vorliegenden durchfluf3zytometrischen Untersuchungen in Bezug auf die
Expression von ICAM-1 zeigten, dal3 ICAM-1 basal auf kultivierten hSMC der V.
saphena nur gering exprimiert wird. Dies entspricht den Befunden von
durchfluf3zytometrischen Analysen in hSMC der Aorta (Couffinhal et al., 1994) und von
ELISA-Anaysen in hSMC von Koronararterien, Pulmonalarterien und der V. saphena
(Braun et al., 1995 und 1997). Die ICAM-1-Expression ist in vitro Phanotyp-abhangig
und kann nur induziert werden bei herabgesetztem oder moduliertem Myofilament-
Volumen (Rolfe et a., 2000). Kultivierte SMC unterliegen einer phénotypischen
Differenzierung zum synthetischen Phanotyp (Thyberg et al., 1985), welches eine
basale ICAM-1-Expression auf kultivierten SMC im Gegensatz zur fehlenden ICAM-1-
Expression auf SMC des kontraktilen Phénotyps erkléren wirde. Fibrinogen bewirkte
keine Anderung 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
dal3 Differenzen zwischen unterschiedlichen Zelltypen plausibel wéaren. Jedoch fihrte
TNFa 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 TNFa-induzierten Oberflachenexpression von ICAM-1 ein
ELISA angewendet, welches eine Diskrepanz zu den eigenen durchfluf3zytometrischen
Untersuchungen erkléren kénnte. Die Arbeitsgruppe von Couffinhal et al. (1993)
hingegen  detektierte die ICAM-1-Hochregulation durch  TNFa  mittels
Durchfluf3zytometrie. Als mogliche Ursache fir die eigenen negativen Befunde kénnten
die Versuchsbedingungen in Frage kommen.
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4.3.2 Effektevon Fibrinogen auf die Expression von a,f33

Das a,fBs-Integrin ist weitverbreitet, es wird expremiert auf EC, SMC, mesangialen
Zellen, Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten, Neutrophilen und Thrombozyten
(Byzovaet al., 1998). Die Expression auf EC scheint abhangig von der Herkunft der EC
zu sein, denn auf kultivierten HUVEC ist a,33 der dominierende Oberfl&chenrezeptor
im Gegensatz zu EC der Kapillaren des Herzens oder der Lunge, die a,Bs nicht
exprimieren. In kernhaltigen Zellen kann die Integrinexpression durch Zytokine und
peptiderge Wachstumsfaktoren wie TGF-3 oder PDGF stimuliert werden (Byzovaet al.,
1998; Kim und Yamada, 1997). Bisher ist wenig bekannt Gber die Regulation der
Integrin-Expression in SMC. Ein Mechanismus zur Kontrolle der Rezeptorexpression
von Integrinen auf der Zelloberflache ist die koordinierte Synthese der monomeren
Untereinheiten und deren Recycling (Kim und Y amada, 1997). Des weiteren konnte die
Rezeptorexpression an der Membranoberflache erhdht werden durch Externalisierung
desinnerhalb der Zelle befindlichen Anteils der Integrine.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der beiden Untereinheiten des o,[3s-
Intergins auf hSMC separat durchflusszytometrisch untersucht, da die Biosynthese
dieser Untereinheiten des a,[3s-Intergins separat reguliert wird (Horton, 1997). Dabel
konnte eine Expression sowohl der a,-Untereinheit als auch der Bs-Untereinheit in
einem geringen Expressionsniveau auf kultivierten hSMC beobachtet werden. Ebenso
wurde ein niedriges Expressionsniveau fur nicht aktivierte SMC grol3er Gefdlle
beschrieben (Byzova et al., 1998), wobei die Expression von o33 auch in SMC in
Abhangigkeit von der Herkunft stark zu variieren scheint (Liaw et a., 1995; Baron et
al., 2000). Das Hamostaseprotein Thrombin hat enen Einflud auf das
Expressionsniveau von a,f3. In EC von grofRen Gefdlen bewirkt Thrombin eine
Hochregulation (Murphy et a., 1994) und in humanen aortalen SMC eine Steigerung
der a,33-Produktion (Brown et al., 1994). Eine potentielle Beeinflu3ung der Expression
des a,fBs-Integrins durch das Hamostaseprotein und Akute-Phase-Protein Fibrinogen
wurde in dieser Arbeit untersucht mit dem Ergebnis, dal’ das Expressionsniveau beider
Untereinheiten auf hSMC unter Einflu? von Fibrinogen unverandert blieb. Ebenso
induzierte PDGF, welches as Positivkontrolle dienen sollte, keine Hochregulation der
Untereinheiten des a,fs-1ntegrins. Dieser negative Befund widerspricht den bisherigen
Beobachtungen zur Expressionsregulation von a,f33, da3 PDGF die Expression von

avB3 in SMC von Kaninchen (Janat et al., 1992) und in intrasynovialen Beugesehnen-
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Zellen stimuliert (Harwood et al., 1999). Dabel erfolgte der Nachwels nicht durch die
Durchfluf3zytometrie, wodurch Unterschiede durch verschieden angewandte Methoden
erklarbar wéren. Zur Expressionsregulation von o, 33 durch Fibrinogen existieren in der

Literatur keine vergleichbaren Daten.

Zusammenfassend &3t sich keine Aussage darlber machen, ob Fibrinogen die
Expresson der Adhasionsmolekile ICAM-1 oder ayBs3 beeinflul, da die
Positivkontrollen auch keinen Effekt zeigten im Gegensatz zu den Beschreibungen in
der Literatur. Eine Ursache dafur kénnte in der Untersuchungsmethode liegen, die evtl.
nicht sensitiv genug ist. Fir die durchfluzytometrische Untersuchung werden die
Zellen vereinzelt und suspendiert. Die kultivierten hSMC hafteten zuvor wahrend der
Stimulation am Boden des Kulturgefdles, so da die Expression der
Adhésionsmolekile im Zuge einer potentiellen Hochregulation nur an der freien
Oberflache erfolgt. Bel der Messung im Durchflu3zytometer wird die Zelloberflache
der frel in Suspension befindlichen Zellen willkirlich detektiert und somit eine gering
verstarkte Expression von Rezeptoren auf dem begrenzten Area der Zelloberflache
moglicherwelise nicht erkannt.

4.4 Klinische Bedeutunqg

In dieser Arbeit wurde erstmals eine gesteigerte DNA-Synthese und die Aktivierung
mitogener Signalwege in kultivierten hSMC durch |6sliches Fibrinogen demonstriert. In
vivo stellt Fibrinogen als Plasmaprotein einen potentiellen systemischen Faktor dar, der
die Proliferation von hSMC beinflu3en konnte. Unter physiologischen Bedingungen
durfte Fibrinogen keinen Effekt auf die Proliferation von hSMC haben, weil in
gesunden Blutgefalien erstens ein intaktes Endothel als Schutz dient, und zweitens der
»kontraktile Phanotyp® von hSMC vorkommt, der nicht auf Wachstumsfaktoren
anspricht. Im Rahmen der endothelialen Dysfunktion, die bei der Atherosklerose auf
dem Boden einer ,Endothelverletzung” entsteht, konnte es zur phanotypischen
Differenzierung der kontraktilen hSMC zum ,, synthetischen Phanotyp” kommen, den
ein Verlust von kontraktilen Elementen, die verstérkte Synthese von Matrixproteinen
und die Ansprechbarkeit auf Wachstumsfaktoren und Zytokine kennzeichnet. In diesem

Zusammenhang ergibt sich aus den eigenen Befunden, dald intaktes, |6sliches
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Fibrinogen einen mitogenen Stimulus fur hSMC in atherosklerotisch verédnderten
Gefdlien darstellt und somit das Plaquewachstum foérdern kénnte. Inwiewelt Fibrinogen
in vivo im Zusammenspiel vieler verschiedener Mediatoren im Rahmen der
Atherogenese die Proliferation der hSMC beenflul, la3t sich derzeit nicht
abschlieffend beantworten. Fibrinogen scheint in Anbetracht der derzeitigen Datenlage
eine wichtige Bedeutung in allen atherosklerotischen Prozessen zu haben und kénnte in
vieler Hinsicht die Stabililat der atherosklerotischen Plague beeinfluf3en. Die Bildung
eines partiell oder vollsténdig okklusierenden intrakoronaren Thrombus im Bereich
einer Plaguefissur ist die Hauptursache des akuten Koronar-Syndroms (Hoffmeister et
al., 1998). Die vulnerable Plague 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 dinne fibrose Kappe
(Waltenberger, 2001). Diese fibrose Deckplatte, bestehend aus fibrésem Bindegewebe
und SMC, trennt den hochthrombogenen, lipid- und entziindungszellreichen Kern der
Plague vom Blutstrom und tragt somit wesentlich zur Stabilitdt der Plagque bei. Bei
Ruptur der protektiven fibrosen Deckplatte ensteht die thrombogene instabile Plaque.
Fibrinogen begunstigt als systemischer Faktor durch seine prothrombogene Eigenschaft
den thrombotischen GeféRverschlul3. Ebenfalls beeinflufd Fibrinogen lokale Faktoren,
die eine Thrombose bzw. die Destabilisierung der Plagque begilinstigen. So wurde eine
erhdhte Expression von ICAM-1 und von MCP-1 (Harley und Powell, 1999) auf EC
durch Fibrinogen nachgewiesen, wodurch der Einwanderungsprozef3 der Leukozyten in
den subendothelialen Raum gefdrdert wird. Fibrin-Degradationsprodukte scheinen
Monozyten zu aktivieren mit der Folge der Produktion von Zytokinen (IL-1, IL-6 und
TNFa) (Vasse et a., 1996), die die Apoptose von SMC und konsekutiv eine
Destabilisierung der Plague 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 fordert die Lipidakkumulation, was zur Vergrof3erung des Lipidpools fuhrt
und somit zur Rupturgefahrdung beitragt.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Fibrinogen ist ein bedeutender, unabhdngiger Risikofaktor fur kardiovaskulére
Erkrankungen, welches zahlreiche prospektive epidemiologische Studien bestétigten.
Ebenso scheint Fibrinogen assoziiert zu sein mit der Inzidenz von cerebralen Infarkten,
der Progression der peripheren arteriellen Verschluf3krankheit (PAVK) und letztlich mit
der Gesamtmortalitat. Fibrin(ogen) und seine Spaltprodukte bieten vielfache potentielle
Pathomechanismen fir das kardiovaskulére Risiko, wie u.a die Induktion der
Mitogenese. Die Wirkung von intaktem Fibrinogen auf die Mitogenese humaner glatter
Gefamuskelzellen (hRSMC) wurde bisher nicht genau untersucht. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Effekt von léslichem Fibrinogen auf die DNA-Synthese und die
mitogenen Signaltransduktionswege in kultivierten hSMC der V. saphena untersucht. 10
UM Fibrinogen (physiologische Plasmakonzentration) induzierte die DNA-Synthese
und die mitogene Signaltransduktion, wie die Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) ERK-1/2, Akt as 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 fur die Fibrinogen-induzierte Mitogenese in hSMC bestétigt. Mittels
blockierender Antikorper gegen das ,, Intercellular adhesion molecule-1“ (ICAM-1) und
Blockade von a,B3 durch Abciximab (Reopro®) wurde nachgewiesen, dal3 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 zellulare
Reaktionen als die Mitogenese der hSMC vermittelt werden. Hingegen hatte Abciximab
keinen Einfluld auf die Fibrinogen-induzierten Signalwege, welches eine Beteiligung
des a,fBs-Integrin vollstdndig ausschlief3en 18/%. Die nachgewiesenen promitogenen
Effekte von Fibrinogen auf hSMC konnten zu einer gesteigerten Proliferation dieser
Zellen im Rahmen atherosklerotischer Prozesse beitragen.

Als weitere potentiell proatherogene Eigenschaft von Fibrinogen wurde die Induktion
der Expression von Adhasionsmolekilen 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

Adhasionsmolekiilen beeinfluBen, gesteigert werden. In dieser Arbeit wurde die
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Wirkung von Fibrinogen auf die Expression der Rezeptoren ICAM-1 und o33 an der
Zelloberflache der hSMC untersucht. Dabel wurde fir beide Fibrinogenrezeptoren basal
ein geringes Expressionsniveau beobachtet. Allerdings hatte Fibrinogen auf die
Expression von ICAM-1 und o33 keine Effekte, was moglicherweise methodisch

bedingt ist, z.B. durch eine zu geringe Sensitivitét der vorhandenen M efd3methoden.
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Birgit Miischenborn
Effekte von Fibrinogen auf die Mitogenese und Signaltransduktion humaner

glatter GefiBmuskelzellen
Fibrinogen ist ein bedeutender, unabhingiger Risikofaktor fiir kardiovaskulére
Erkrankungen, welches zahlreiche prospektive epidemiologische Studien bestitigten.
Fibrin(ogen) und seine Spaltprodukte bieten vielfache potentielle Pathomechanismen
fir das kardiovaskuldre Risiko, wie u.a. die Induktion der Mitogenese. Die Wirkung
von intaktem Fibrinogen auf die Mitogenese humaner glatter GefaBmuskelzellen
(hSMC) wurde bisher nicht genau untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde der
Effekt von loslichem Fibrinogen auf die Desoxyribonukleinsaure(DNA)-Synthese
mittels (*H)-Thymidin-Inkorporation und die mitogenen Signaltransduktionswege
mittels ,,Western Blot™ in kultivierten hSMC der V. saphena untersucht. 10 uM
Fibrinogen (physiologische Plasmakonzentration) induzierte die DNA-Synthese und die
mitogene Signaltransduktion, wie die Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) ERK(extrazelluir regulierte Kinasen)-1/2, Akt als Komponente
des Phosphoinositol-3(P13)-Kinase Signalweges, p38-MAPK und die Expression von c-
Jun. Durch die Hemmung der Fibrinogen-induzierten DNA-Synthese nach Inhibition
der MAP/ERK-Kinase-1 (MEK-1), der PI3-Kinase und der p70 S6-Kinase wurde eine
wichtige Bedeutung des ERK-1/2 Signalweges und des PI3-Kinase Signalweges fiir die
Fibrinogen-induzierte Mitogenese in hSMC bestatigt. Mittels blockierender Antikdrper
gegen das ,Intercellular adhesion molecule-1“ (ICAM-1) und Blockade des o[-
Integrins durch Abciximab (Reopro®) wurde nachgewiesen, dafl 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 zelluldre
Reaktionen als die Mitogenese der hSMC vermittelt werden. Die nachgewiesenen
promitogenen Effekte von Fibrinogen auf hSMC koénnten zu einer gesteigerten
Proliferation dieser Zellen im Rahmen atherosklerotischer Prozesse beitragen. Als
weitere potentiell proatherogene Eigenschaft von Fibrinogen wurde die Induktion der
Expression von Adhasionsmolekiilen beschrieben, die zur Rekrutierung von Leukozyten
beitragen. In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Fibrinogen auf die Expression der
Rezeptoren ICAM-1 und a3 an der Zelloberfliche der hSMC durchfluBzytometrisch
untersucht. Dabei wurde fiir beide Fibrinogenrezeptoren basal ein geringes
Expressionsniveau beobachtet. Allerdings hatte Fibrinogen auf die Expression von

ICAM-1 und o.p; keine Effekte, was moglicherweise methodisch bedingt ist, z.B.

durch eine zu geringe Sensitivitiat der vorhandenen MeBmethoden. é/ Z M

Disseldorf, den 3 . AN O ?) (Prof. Dr. K. Schror)



