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1 Einleitung 
 
1.1 Atherosklerose 
 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind in den hochindustrialisierten Ländern die häufigste 
Todesursache mit über 30 % der Todesfälle im Alter zwischen 35-65 Jahren. In höheren 
Altersgruppen steigt der Anteil der Todesfälle sogar auf  50 % (Roessner et al., 1997). 
Die drei wichtigsten Manifestationsformen der Atherosklerose sind der Herzinfarkt, der 
Hirninfarkt und die periphere arterielle Verschlusskrankheit. Die Atherosklerose 
entsteht auf der Basis einer inflammatorischen Reaktion (Ross et al., 1999; Newby, 
2000). Leukozyten, zum größten Teil Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten, 
werden in atherosklerotischen Läsionen unterschiedlichen Schweregrades 
nachgewiesen. Die Risikofaktoren der Atherosklerose werden nach ihrer Signifikanz für 
das Fortschreiten der Krankheit in  Risikofaktoren erster und zweiter Ordnung 
unterteilt. Risikofaktoren erster Ordnung sind die Hyperlipidämie, wobei hier dem 
erhöhten Low-Density-Lipoprotein (LDL) die größte Bedeutung zukommt, der arterielle 
Hypertonus, der Nikotinkonsum und der Diabetes mellitus. Zu den Risikofaktoren 
zweiter Ordnung zählen Adipositas, Hyperurikämie, Streß und Bewegungsmangel 
(Ross et al., 1993; Roessner et al., 1997). Eine positive  Familienanamnese für 
Atherosklerose spielt auch eine nicht zu unterschätzende Rolle.    
Ein initialer pathogenetischer Faktor für die Atherosklerose besteht in der 
Endotheldysfunktion, womit der Endothelschicht des Gefäßes eine Schlüsselrolle in der 
Atherogenese zukommt (Ross et al., 1993). Die oben genannten Risikofaktoren führen 
zu einer Schädigung des Endothels, was die gesteigerte Expression von endothelialen 
Adhäsionsmolekülen, wie E-Selektin, Intercellular-Adhesion-Molecule-1 (ICAM-1) 
und Vascular-Cell-Adhesion-Molecule-1 (VCAM-1) zur Folge hat (Kasper et al., 1995; 
Libby, 2000). Durch die gesteigerte Expression von Adhäsionsmolekülen kommt es zu 
einer vermehrten Diapedese von Monozyten  und T-Lymphozyten aus dem Blutstrom in 
die Intima des Gefäßes. Begünstigt durch die Endotheldysfunktion kommt es zu einem 
Lipoproteineinstrom in die Intima. LDL wird dort von Makrophagen internalisiert und 
es bilden sich die charakteristischen Schaumzellen. Die aktivierten Makrophagen  
sezernieren u.a. Platelet-Derived-Growth-Factor (PDGF), einen stark chemotaktisch und  
mitogen wirksamen Wachstumsfaktor, der für die Migration der Myozyten einen 
entscheidenden Stimulus darstellt (Heldin et al., 1999; Newby et al., 2000).  
Physiologischerweise kommen glatte Muskelzellen in der Gefäßwand nur in der Tunica 
media vor, wo sie die Aufgabe der Regulation des Gefäßtonus übernehmen. Im 
atherosklerotisch veränderten Gefäß werden die glatten Muskelzellen durch PDGF zur 
Migration in die Intima stimuliert, wo sie an der Ausbildung der pathologischen 
Intimaverdickung beteiligt sind (Virmani et al., 2000). 
Die  Entwicklung der atherosklerostischen Läsion läßt sich morphologisch und nach 
ihrer pathologischen Potenz in verschiedene Schweregrade einteilen. Als erste 
feststellbare Gefäßveränderung läßt sich die Intimaverdickung durch Einwanderung von 
glatten Muskelzellen und deren Sekretion von Extrazellulärmatrix detektieren. Diese 
Veränderung ist meist voll reversibel (Virmani et al., 2000). Als nächste 
Entwicklungsstufe der Atherosklerose zeigt sich eine Akkumulation von Schaumzellen 
in der Intima, die als Xanthom oder „fatty streak“ bezeichnet wird (Ross, 1993). Die 
pathologische Intimaverdickung oder „intermediate lesion“ charakterisiert sich durch 
glatte Muskelzellen in proteoglykanreicher Extrazellulärmatrix mit extrazellulärer 
Lipidakkumulation (Virmani et al., 2000). Durch progrediente Einwirkung von 
Risikofaktoren entwickelt sich das Atherom mit fibröser Kappe oder „fibrous plaque“ 
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mit einem nekrotischen Kern aus Debris und darüberliegender fibröser Kappe von 
unterschiedlicher Dicke (Virmani et al., 2000). Kommt es zu einer Ruptur des fibrösen 
Plaques entsteht durch die thrombogenen Eigenschaften der Oberfläche ein Thrombus 
mir konsekutiver Okklusion des Gefäßabschnittes. 50 % der Myokardinfarkte können 
auf einen thrombotischen Verschluß infolge der Ruptur eines Atheroms mit fibröser 
Kappe zurückgeführt werden (Ross et al., 1999). 
Die nicht-chirurgische Behandlung der atherosklerostischen Gefäßstenose wurde 1964 
von Dotter und Judkins eingeführt und in den siebziger Jahren von Grüntzig für die 
Dilatation von Koronarien modifiziert (Landau et al., 1994). Die perkutane 
transluminale Koronarangioplastie (PTCA) wird heute in der Kardiologie bei Patienten 
mit stabiler Angina pectoris, instabiler Angina pectoris und akutem Myokardinfarkt 
eingesetzt. Über die Arteria femoralis wird ein Führungskatheter bis vor die stenosierte 
Stelle vorgeschoben. Das große Lumen des Führungskatheters läßt nun das Vorbringen 
eines Ballonkatheters zu und durch wiederholtes Aufblasen des Ballons wird die 
stenosierte Stelle dilatiert (Landau et al., 1994). Trotz guter Erfolge dieser Methode 
stellt die Ausbildung von Restenosen nach Dilatation die wichtigste Komplikation dar. 
Eine 50 prozentige Wiederverengung der dilatierten Stelle definiert eine Restenose. 
Dies tritt in 30-60 % der Patienten innerhalb von sechs Monaten post PTCA auf 
(Landau et al., 1994). 
Eine Methode das Risiko einer Restenose zu minimieren ist der Einsatz von Ballon-
expandiblen Stents, die aus einem feinen scherengitterartigen Drahtgeflecht bestehen 
und an den Ort der Stenose, nach PTCA, implantiert werden (Farb et al., 1994; Surreys 
et al., 1994). Surreys et al. (1994) zeigten eine signifikante Reduktion der 
Restenoseausbildung nach PTCA durch den Einsatz von Stents bei Patienten mit 
symptomatischer koronarer Herzkrankheit. Thrombusformation und inflammatorische 
Reaktion mit konsekutiver Neointimaformation machen jedoch auch die 
Stentimplantation zu einer nicht risikolosen Intervention, die ebenfalls zu einem 
Verschluß des Stent-gestützten Gefäßabschnittes führen kann (Farb et al., 1994). 
 
 
1.2 Die Bedeutung von glatten Gefäßmuskelzellen für Athero-

sklerose und Restenose 
 
Die Migration glatter Gefäßmuskelzellen ist essentiell verbunden mit der Entwicklung 
der Atherosklerose und der Ausbildung einer Restenose nach kardiologischen 
Interventionen wie der PTCA, der Stentimplantation und der chirurgischen 
Embolektomie (Ross et al., 1993; Hughes et al., 1996; Newby, 2000).  
Nur vereinzelt findet man glatte Gefäßmuskelzellen unter physiologischen Bedingungen 
in der Intima des Gefäßes. Unter pathologischen Bedingungen jedoch, wie der 
Atherosklerose oder nach PTCA, zeigt sich eine vermehrte Migration der Myozyten in 
die Gefäßintima. Eine Schlüsselrolle als chemotaktisch wirksamer Wachstumsfaktor 
spielt das PDGF welches von allen Zellen, die an der Atherosklerose- und 
Restenoseentstehung nach PTCA beteiligt sind, sezerniert wird. Thrombozyten, 
Endothelzellen, aktivierte Makrophagen, T-Lymphozyten und glatte Muskelzellen sind 
in der Lage PDGF zu sezernieren (Ross et al., 1993). Differenzierte, kontraktile glatte 
Muskelzellen zeigen praktisch keine Proliferation außer zum Gewebeerhalt. Unter 
pathophysiologischen Bedingungen, nach einer PTCA oder Embolektomie, ist das 
Gefäß gedehnt, das Endothel zerstört und die Mehrzahl der Myozyten geschädigt 
(Clowes, 1999). Gleichzeitig ändern die Myozyten ihre physiologischen Reaktionen und 
beginnen vermehrt zu proliferieren und verstärkt Extrazellulärmatrix zu sezerniern. Die 
glatten Muskelzellen verlieren ihre Kontraktionsfähigkeit und bilden einen 
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sekretorischen Phänotyp aus.  Es kommt zur Migration glatter Muskelzellen in die 
Intima, die dort verstärkt proliferieren und die Synthese von Extrazellulärmatrix 
steigern. Diese Vorgänge führen zur Manifestation der charakteristischen Neointima 
(Newby et al., 2000). Durch die gesteigerte Matrixproduktion kommt es in 30-50 % der 
Ballondilatationen nach 4-6 Monaten zu einer hämodynamisch relevanten Restenose. 
Neben PDGF spielen in der Entwicklung der Atherosklerose wahrscheinlich weitere 
Wachstumsfaktoren eine Rolle.  
Transforming growth factor-β (TGF-β) wird hauptsächlich durch Thrombozyten, glatte 
Muskelzellen und Endothel sezerniert. Die biologischen Effekte des TGF-β sind vor 
allem die Produktion von Extrazellulärmatrix und die Induktion der Proliferation glatter 
Muskelzellen (Weber & Schrör, 1999). Hinweise zur Funktion von TGF-β bei der 
Atherosklerose oder Restenose rekrutieren sich hauptsächlich aus Tierexperimenten und 
zeigen eine Promotion der neointimalen Proliferation glatter Muskelzellen (Weber & 
Schrör, 1999). Libby (2000) berichtet über die Inhibition der Proliferation glatter 
Muskelzellen durch TGF-β. Diese unterschiedlichen Angaben über die Effekte von 
TGF-β auf die Proliferation glatter Muskelzellen resultiert am ehesten aus 
verschiedenen experimentellen Bedingungen in den einzelnen Arbeitsgruppen. 
Epidermal Growth Factor (EGF) ist ein weiterer Wachstumsfaktor, der mit der 
Pathophysiologie der Atherosklerose/Restenose in Verbindung gebracht wird. 
Interessanterweise ist die EGF-induzierte DNA-Synthese in intimalen glatten 
Muskelzellen höher als in medialen glatten Muskelzellen und EGF wird von 
mechanisch alterierten glatten Muskelzellen verstärkt sezerniert (Weber & Schrör, 
1999). 
Ein weiteres Polypeptid unter den Wachstumsfaktoren ist der Insulin-like Growth 
Factor-1 (IGF-1). Sowohl IGF-1 als auch EGF werden als „inkomplette“ Mitogene 
bezeichnet, weil sie die DNA-Synthese stimulieren, jedoch keine Zelldivision 
induzieren. Ein „voller“ mitogener Effekt wurde beobachtet, wenn IGF-1 mit PDGF- 
AA kombiniert wurde (Weber & Schrör, 1999). Der Nachweis von IGF-1 in 
atherosklerotischen und restenotischen Läsionen zeigt eine mögliche Bedeutung des 
IGF-1 für beide pathophysiologischen Zustände (Weber &  Schrör, 1999). 
Es hat sich gezeigt, dass viele der durch die Mitogene evozierten Effekte abhängig sind 
von der Zielzelle und der Wirkkonzentration des jeweiligen Wachstumsfaktors. Dies 
erschwert eine eindeutige Zuordnung der Wirkungen und steigert die Komplexität der 
Interaktionsmöglichkeiten zwischen den verschiedenen Komponenten (Libby, 2000). 
Zytokine sind neben den Wachstumsfaktoren wichtige Modulatoren der 
atherosklerotischen Veränderungen und hier ganz besonders als regulatorische 
Komponenten der inflammatorischen Reaktion innerhalb des histopathologischen 
Bildes der Atherosklerose/Restenose. Wichtige Vertreter sind Interleukin-1 (IL-1), 
Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) und Interferon-γ (IF-γ) etc. deren explizite Rolle für 
die Athersklerose bis heute nicht ausreichend geklärt ist (Ross, 1993). Die Freisetzung 
der Zytokine erfolgt hauptsächlich über die in die Gefäßwand eingewanderten 
Leukozyten. Der Prototyp unter den Zytokinen ist das IL-1. Es ist in der Lage, die 
Expression der PDGF-A-Kette in glatten Muskelzellen zu steigern und die erhöhte 
Expression von basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) zu induzieren (Libby, 2000). 
Dieses Beispiel zeigt die Möglichkeit der sekundären Expression von 
Wachstumsfaktoren durch Zytokine.   
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Abb. 1  
Modell der Pathogenese der Restenose nach PTCA (modifiziert nach Nikol & Höfling, 
1995) Die Abbildung zeigt in einem vereinfachten Schema die chronologischen 
Prozesse, die einer Restenose zugrunde liegen und die Beteiligung der verschiedenen 
Zellen an den jeweiligen Phasen der Restenoseausbildung. Die Migration glatter 
Muskelzellen erreicht um den siebten Tag ihr Maximum und durch die verstärkte 
Matrixbildung kommt es innerhalb der ersten Monate zur Ausbildung einer Restenose 
mit der Notwendigkeit eines erneuten Eingriffs. 
 
 
 
 
1.3      Signaltransduktion in glatten Muskelzellen 
 
1.3.1  Platelet–Derived–Growth–Factor (PDGF) 
 
In dieser Arbeit wurde PDGF als promigratorischer Stimulus eingesetzt, da er in der 
Migration und Proliferation glatter Muskelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten eine 
Schlüsselrolle einnimmt (Abedi et al., 1995; Weber & Schrör, 1999). PDGF ist ein 
dimeres Molekül bestehend aus durch Disulfid-Brücken verbundene A- und B-
Polypeptidketten, die als Homodimere (-AA, -BB) oder Heterodimer (-AB) vorkommen 
(Heldin et al., 1998). Der PDGF-Rezeptor ist ein typischer Vertreter der  Tyrosinkinase-
Rezeptoren und kommt in zwei Isoformen vor, dem α-Rezeptor und dem β-Rezeptor. 
Beide Rezeptoren haben fünf extrazelluläre Immunglobulin-Domänen und eine 
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intrazelluläre Tyrosinkinase-Domäne. Der β-Rezeptor bindet nur die B-Polypeptidkette 
von PDGF und  ist wahrscheinlich wichtiger für die Migration der glatten Muskelzellen 
als der α-Rezeptor. Aufgrunddessen wurde in dieser Arbeit die Isoform PDGF-BB als 
Stimulus verwendet. Nach der Ligand-Bindung kommt es zu einer ligandeninduzierten 
Dimerisation des Rezeptors mit nachfolgender Autophosphorylierung der jeweiligen 
Kinasedomäne (Heldin et al., 1999). Nach der Autophosphorylierung binden über die 
SH2-Domäne  Moleküle mit Kinaseaktivität, wie die PI-3-Kinase, an den Rezeptor und 
werden durch Phosphorylierung aktiviert (Matsumoto et al., 1999). 
Über die intrazelluläre Signaltransduktion der Migration herrscht noch weitgehend 
Unklarheit und Uneinigkeit (Hughes et al., 1996; Heldin et al., 1998). Deshalb werden 
im folgenden Teil die zur Zeit am meisten diskutierten intrazelluären Signalkaskaden, 
die zur Zellmigration beitragen können, sowie deren Interaktionen untereinander, 
behandelt.  
 
 
1.3.2     Phosphoinositol-3-Kinase (PI-3-K) 
 
Die Mehrzahl der wissenschaftlichen Veröffentlichungen, die Zellmigration 
thematisieren, geht heute davon aus, dass die PI-3-K in der durch PDGF induzierten 
Migration glatter Muskelzellen eine bedeutende Rolle spielt (Hughes et al., 1996; 
Derman et al., 1997; Heldin et al., 1998; Bornfeld et al., 1999; Ai et al., 2001).  
Die PI-3-Kinase gehört zu einer Familie von Enzymen, die in der Lage sind 
Phosphoinositide zu phosphorylieren. Sie besteht aus einem Komplex einer 
regulatorischen Untereinheit, p85, und einer katalytischen Untereinheit, p110. Einige 
Isoformen der PI-3-Kinase binden mit der p85 Untereinheit an den PDGF-Rezeptor und 
werden phosphoryliert (Anand-Apte et al., 1997). PI-3-Kinasen generieren spezifische 
Inositolphospholipide, die an ihren Zielproteinen durch eine Pleckstrin Homology- 
Domäne (PH-Domäne) erkannt werden (Vanhaesebroeck et al., 2000). Eines der 
wichtigsten Substrate der PI-3-Kinase ist die Proteinkinase Akt, die PDGF-BB induziert 
an den zwei Aminosäureresten Thr308 und Ser473 phosphoryliert wird 
(Vanhaesebroeck et al., 2000). 
Inositol enthaltende Lipide bestehen aus einem Glyzerolgerüst mit zwei Fettsäuren an 
den Positionen 1 und 2 und einer Inositol-1-Phosphat Gruppe an Position 3. Ohne 
weitere Phosphatgruppen wird das Lipid Phosphatidylinositol (PtdIns) genannt. Alle 
Hydroxygruppen (OH-Gruppen) des PtdIns-Rings können phosphoryliert werden. Ein 
phosphoryliertes Derivat der PtdIns wird Phosphoinositid (PI) genannt. Die PI-3-Kinase 
phosphoryliert die 3’-OH-Position des Inositolrings und es entstehen PtdIns-3-P, 
PtdIns(3,4)P2 und PtdIns(3,4,5)P3 (Chan et al., 1999).    
Hughes et al. (1996) berichten über die Bedeutung der kleinen Guanosintriphosphat 
(GTP) -bindenden Proteine (GTPasen) Ras, Rac und Rho für die Veränderungen des 
Zytoskeletts in verschiedenen Zellen. So sind die kleinen GTPasen an der Aktin-
Reorganisation beteiligt, die einen wichtigen Bestandteil der Migration darstellt. Der 
intrazelluläre Mechanismus der Aktin-Polymerisation ist ein wichtiger Bestandteil der 
Migration (Stossel et al., 1993), der an der der Zielrichtung zugewandten Seite der Zelle 
in deren Lamellen stattfindet. Durch den Aktinabbau an der abgewandten Seite der 
Zelle entsteht eine Netto-Bewegung in eine Richtung. Durnio et al. (1997) gehen 
ebenfalls davon aus, dass die kleinen GTPasen an den Zytoskelettveränderungen in 
Form von „Membran-Ruffling“, Aktin-Polymerisation und fokaler Adhäsion, beteiligt 
sind. Die Familie der Rho-Kinasen wird durch die PI-3-Kinase aktiviert. Derman et al. 
(1997) fanden Migration, induziert durch PIP3, ein Produkt der PI-3-Kinase, das direkt 
die Proteinkinase C (PKC) aktiviert. 
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1.3.3     Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAP-Kinase/ERK1/2) 
 
Die MAP-Kinasen sind ubiquitär exprimierte Proteinkinasen,  die durch extrazelluläre 
Stimuli, wie zum Beispiel PDGF, aktiviert werden. Nach der Stimulation durch PDGF 
kommt es zur Komplexbildung des Adaptermoleküls Grb2 mit dem Nukleotiddonator 
Sos1. Grb2 ist ein weiteres Molekül mit einer SH2-Domäne, das durch die Bindung an 
den PDGF-Rezeptor phosphoryliert wird (Heldin et al., 1998). Sos1 überführt Ras- 
Guanosindiphosphat (GDP) in die aktivierte Form Ras-GTP. Ras aktiviert Raf-1-
Kinase, die erste Kinase in der MAP-Kinase-Kaskade. Raf phosphoryliert die MAP-
Kinase-Kinase (MEK) und MEK aktiviert die Extracellular-Signal-Regulated-Kinase 
(ERK1/2). Diese steuert verschiedene Transkriptionsfaktoren (Elk-1, c-myc, c-fos), die 
wiederum die Genexpression regulieren (Takahashi et al.,1998; Lopez-Ilasca et al., 
1998). 
Bisher ist die Rolle der MAP-Kinase ERK1/2 nur in der Proliferation glatter 
Muskelzellen etabliert (Weber & Schrör, 1999). Die Aktivierung der MAP-Kinase 
ERK1/2 wird als „Motor“ der Zellproliferation und Zelldifferenzierung in glatten 
Gefäßmuskelzellen, induziert durch extrazelluläre Stimuli, angesehen (Takahashi & 
Berk, 1998). Dies wurde durch die signifikante Inhibition der Proliferation glatter 
Muskelzellen durch einen MEK-Inhibitor gezeigt. 
Die Bedeutung der MAP-Kinase-Kaskade für die Migration von Myozyten jedoch wird 
kontrovers diskutiert (Graf et al., 1997; Anand-Apte et al., 1997). Graf et al. (1997) 
zeigten an glatten Muskelzellen die Bedeutung der MAP-Kinase-Kaskade in der durch 
PDGF-BB induzierten Migration. Die Zellmigration ist hier durch den spezifischen 
MEK1/2-Inhibitor PD98059 signifikant hemmbar. Heldin et al. (1998) beschreiben, 
dass die Beteiligung von Ras an der Migration möglicherweise über Interaktion mit der 
PI-3-Kinase abläuft und so ERK-1/2 keine Rolle spielt. Mögliche Gründe für die 
verschiedenen Ergebnisse der Forschungsgruppen sind in den unterschiedlichen 
Zellsystemen zu vermuten, die uneinheitlich auf Stimuli reagieren. Um den Bezug zu 
den pathologischen  Verhältnissen der Atherosklerose im Menschen so eng wie möglich 
zu halten, wurden in dieser Arbeit humane glatte Gefäßmuskelzellen benutzt und deren 
Migrationsverhalten  untersucht.  
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Abb. 2  
Signaltransduktionsschema der MAP-Kinase ERK1/2 und PI-3-Kinase. Die Abbildung  
zeigt stark vereinfacht ein putatives Signaltransduktionsschema der MAP-Kinase 
ERK1/2 und PI-3-Kinase bezogen auf deren Rolle in der Signaltransduktion von 
Migration und Proliferation glatter Muskelzellen. Aktivierende Einflüsse sind hier 
durch eine Pfeilspitze und inhibierende Einflüsse durch einen Querstrich dargestellt. 
Gestrichelte Linien bedeuten, dass hier nicht berücksichtigte oder nicht definierte 
Signalwege ausgespart sind. 
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                                                                                                                         Wortmannin 
Cicaprost/                                                                                      
Forskolin 
                                                 Rapamycin        

 
 
 
 
Trapidil 
 
 
                                                                                                 PD98059 
 
 
                                                                                  
                                                                                                
 
 
 
 
                 Proliferation/                 Migration                  
                          DNA-Synthese                                                                                     
                                                                                                                             

AC

 cAMP 

PDE

 PKA 

Grb

 Sos-1

   Ras

  Raf-1

MEK1/2 

   ERK1/2

SH2

  PI-3-K 

AktmTOR

   p70S6-K 
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1.4   Prostacyclin 
 
Prostacyclin gehört zu der Gruppe der Prostaglandine und ist ein Derivat der 
Arachidonsäure (AA), einer ungesättigten C20-Fettsäure. Arachidonsäure ist ein 
wichtiger Baustein der Phospholipide, einem Hauptbestandteil der Zellmembran. 
Phospholipase A2 (PLA2) setzt Arachidonsäure aus der Zellmembran frei, die daraufhin 
durch das in zwei Isoformen, Zyklooxygenase-1 (Cox-1) und Zyklooxygenase-2 (Cox-
2), vorkommende Enzym in Prostaglandin G2 (PGG2), und nachfolgend durch die 
Peroxidaseaktivität der Cox-1/-2 in Prostaglandin H2 (PGH2) reduziert wird. Die 
Isomerase Prostaglandin-I2-Synthase setzt PGH2 in  Prostaglandin I2 (PGI2 = 
Prostacyclin) um  (Schrör, 1997; Narumiya et al., 1999).  
Prostacyclin wird in Gefäßendothelzellen und in glatten Muskelzellen synthetisiert. 
Wichtige biologische Funktionen des Prostacyclin sind die Hemmung der 
Thrombozytenaktivierung/aggregation und der Leukozytenaktivierung sowie die 
Inhibition der Proliferation glatter Muskelzellen und die Induktion der Vasodilatation 
(Schrör, 1997). Durch die Beobachtung, dass in atherosklerotisch veränderten Gefäßen 
die Synthese von PGI2 signifikant vermindert ist (Rolland et al., 1984; Mayer et al., 
1986), lässt sich auf das Fehlen von antithrombogenen/antiatherogenen Effekten des 
PGI2 schliessen. 
Wie bereits erwähnt, spielt in der Pathogenese der Atherosklerose die 
Endotheldysfunktion eine wichtige Rolle. Durch die mit der Dysfunktion des 
Gefäßendothels einhergehende Erhöhung der Permeabilität des Endothels für 
Makromoleküle, wie zum Beispiel Lipoproteine, können PGI2-Mimetika, die die 
Erhaltung der physiologischen Gefäßrelaxation induzieren, die Schrankenfunktion des 
Endothels positiv beeinflusst werden (Schrör, 1997). 
Schrör (1997) beschreibt die antiatherosklerotische Wirkung des Prostacyclins auf glatte 
Muskelzellen, indem es die Proliferation inhibiert und möglicherweise die Änderung 
des Phänotyps der Myozyten verhindert. 
Ein weiterer antiatherosklerotischer Effekt des PGI2 ist die potente Inhibition der 
Thrombozytenadhäsion in atherosklerotisch veränderten Gefäßen. Durch die Hemmung 
der Adhäsion wird zusätzlich die verstärkte topische thrombozytäre Sekretion von 
PDGF im subendothelialen Bereich der atherosklerotischen Veränderung mit 
konsekutiver Induktion der Migration und Proliferation medialer glatter Muskelzellen 
verhindert (Schrör, 1997; Weber & Schrör, 1999). 
Die Hypercholesterinämie ist ein essentieller Faktor im Fortschreiten der Atherogenese. 
Löbel et al. (1988) und Schrör et al. (1989) zeigten eine signifikante Reduktion des 
PGI2-Rezeptors auf Thrombozyten unter hypercholesterinämischen Bedingungen. Die 
verschiedenen, potentiell antiatherogenen Wirkungen, des PGI2 zeigen die mögliche 
Potenz einer therapeutischen Applikation des Prostacyclins in der Beeinflussung des 
Krankheitsverlaufs.   
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1.5     Fragestellungen 
 

1. Welchen Einfluss hat Prostacyclin auf die Migration humaner glatter 
Gefäßmuskelzellen ? 

 
2. Welche Bedeutung hat zyklisches Adenosin-Monophosphat (cAMP) bei der 

Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen, und welchen Stellenwert hat die 
PKA in diesem Kontext ? 

 
3. Über welche Signaltransduktionswege (ERK1/2, PI-3-K) wird die Migration 

humaner glatter Gefäßmuskelzellen vermittelt, und werden diese Signalwege 
durch das Prostacyclin-Mimetikum Cicaprost beeinflusst ? 
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2      Material und Methoden 
 
2.1     Kultivierung humaner glatter Muskelzellen 
 
Glatte Gefäßmuskelzellen wurden aus Segmenten der humanen Vena saphena magna, 
die bei aortokoronaren Venenbypassoperationen anfielen, gewonnen, und von der 
Klinik für Thorax- und Kardiovaskuläre Chirurgie, Heinrich-Heine-Universität 
Düsseldorf, Direktor: Prof. E. Gams, zur Verfügung gestellt. Ein positives Votum der 
Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, liegt vor. Die Zellen 
wurden mittels Explant-Technik (Fallier-Becker et al., 1990) isoliert. 
 
Die Vena saphena magna Segmente wurden in einer silikonbeschichteten 
Präparierschale fixiert und longitudinal eröffnet. Das Präparat wurde mit Nährmedium 
(DMEM) bedeckt, um Austrocknung zu vermeiden. Die Endothelzellschicht wurde mit 
Hilfe eines Skalpells mechanisch entfernt. Danach wurde die Tunica media von der 
darunterliegenden Tunica adventitia abgetrennt und in kleine Stücke von 1mm 
Kantenlänge geschnitten. Die gewonnenen Mediastücke wurden in eine 6-Loch Platte 
überführt und mit Kulturmedium überschichtet. Das Kulturmedium wurde alle 48 
Stunden gewechselt. Nach 7-10 Tagen im Brutschrank wuchsen glatte Muskelzellen aus 
den Mediaexplantaten aus und proliferierten. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die 
Mediaexplantate entfernt und die Zellen passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium 
entfernt und  die Zellen  zweimal mit Phosphat gepufferter Salzlösung (PBS) gespült. 
Dann  wurde 1 ml Trypsin/Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 0,05 % zu den Zellen 
gegeben, um diese enzymatisch vom Kulturgefäßboden zu lösen. Durch Zugabe 
serumhaltigen Kulturmediums wurde das Trypsin inaktiviert. Die Zellsuspension wurde 
zentrifugiert (800 rpm, 10 min) und der Überstand abgesaugt. Danach wurden die 
Zellen in frischem Nährmedium resuspendiert und die Zellen in einer Dichte von 10 000 
Zellen/cm² ausplattiert. 
 
 
2.2      Migrationsassay 
 
Glatte Muskelzellen aus der humanen Vena saphena magna (bis Passage 11) wurden auf 
24-Loch Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden in einer  Dichte von ca. 
7000/cm² ausgesät und bis zur Konfluenz erfolgte jeden zweiten Tag ein 
Nährmediumwechsel. Für 24 Stunden wurden die Zellen in einem serumfreien 
Kulturmedium kultiviert, um eine Synchronisation des Zellzyklus zu erreichen. Zur 
Hemmung der Proliferation wurde dem Medium Hydroxyharnstoff (5 mmol/L) 
zugefügt. Mit Hilfe einer Pipettenspitze wurde eine definierte mechanische Verletzung 
des Zellrasens induziert, wobei ein zellfreier Kanal von 6 mm Breite entstand. Nach 
einer Vorinkubation von 15 Minuten mit verschiedenen Substanzen wurden die Zellen 
für 72 Stunden mit PDGF-BB stimuliert. Dann wurden die Zellen zweimal mit PBS 
gewaschen, anschließend mit 99 % Ethanol fixiert und mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 
33342 angefärbt. Zur Quantifizierung der migrierten Zellen in den Wundspalt wurde ein 
Phasen-Kontrast-Mikroskop (IX-50, Olympus Optical, Hamburg) verwendet. 
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2.3     Analyse von Proteinen durch Western Blot 
 
2.3.1 Isolierung von Proteinen aus humanen glatten Gefäß-

muskelzellen 
 
Für die Untersuchung mittels Western Blot wurden konfluent gewachsene Zellen auf 24 
-Loch Platten zweimal mit PBS gewaschen und danach durch Substitution von 
modifiziertem 1 x Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970; Cannon-Carlson & Tang, 1997) 
lysiert. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Grund der Kulturplatte gelöst, 2 
Sekunden in einem Eppendorfgefäß sonifiziert und 10 Minuten bei 95 °C denaturiert. 
 
 
2.3.2 Auftrennung von Proteinen im Polyacrylamid-Gel (SDS - 

PAGE) 
 
Die Auftrennung der Proteine aus dem Zelllysat erfolgte nach dem Prinzip der 
diskontinuierlichen Gelelektrophorese (Laemmli, 1970;  Neville, 1971). Dazu wurde ein 
Sammelgel (5 % Acrylamid) auf ein Trenngel (7,5 %, 10 % oder 12 % Acrylamid; 
„Rotiphorese“, Roth, Karlsruhe) gegossen. Für die Untersuchung der Proteine wurden 
10-20 µg Protein verwendet. Der Gellauf erfolgte bei 200 V Spannung in einer 
Elektrophoresekammer (BioRad, München) mit 1 x Laufpuffer + 0,1 % 
Natriumdodecylsulfat (SDS). Als Molekulargewichtsmarker fungierte ein biotinylierter, 
hochmolekularer Proteinstandard (Sigma-Aldrich, Deisenhofen). 
 
 
2.3.3 Transfer von Proteinen 
 
Die Proteine wurden mittels der „Semi-Dry“-Blotting Technik (BioRad, München) auf 
eine Polyvinyliden Difluorid Membran (PVDF, Millpore, ImmobilionP, Sigma- 
Aldrich, Deisenhofen) transferiert. Der Transfer erfolgte mit Blotpuffer bei 12 V 
Spannung über eine Zeitdauer von 30 Minuten. 
 
 
2.3.4 Hybridisierung und Detektion von Proteinen 
 
Um die Sättigung unspezifischer Bindungsstellen zu gewährleisten, wurde die Membran 
eine Stunde lang bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C in TBSTM (s. Western-
Lösungen) prähybridisiert. Dann erfolgte die Hybridisierung mit Primärantikörper 
(1:1000, siehe Tabelle) in 10 ml TBSTM für 1-2 Stunden bei Raumtemperatur oder 
über Nacht bei 4 °C. Nach 3 x 10 minütigem Waschen in TBST (s. Western-Lösungen) 
erfolgte die Hybridisierung mit Peroxidase gekoppelten Sekundärantikörpern (1: 5000, 
Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg) in TBSTM für eine Stunde bei 
Raumtemperatur. Nach 3 x 10 minütigem Waschen in TBST wurden die Proteine durch 
ein Lumi-Light Western Blotting Substrat (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) 
nach Angaben des Herstellers detektiert. Bei dieser Methode werden, mit der bei der 
Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid (H2O2) entstehenden Lichtemission, 
die Stellen mit Peroxidaseaktivität auf der Membran nachgewiesen. Die 
Chemilumineszenz wird durch Exposition der Membran mit einem Röntgenfilm 
(Hyperfilm TN ECL TM, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) sichtbar. 
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2.3.5 Kontrolle der gleichmäßigen Proteinbeladung 
 
Die PVDF-Membran wurde nach der Detektion mit TBST gewaschen und 10 Minuten 
lang in einer Amidoschwarz-Lösung (0,1 % in 25 % Isopropanol/10 % Essigsäure; 
Sigma-Aldrich, Deisenhofen) angefärbt. Nach 10 minütigem Abwaschen der 
überschüssigen Farbstoffmenge mit 25 % Isopropanol/10 % Essigsäure wurden die 
Proteinbahnen sichtbar und die Gleichmäßigkeit der Proteinbeladung auf der Membran 
kontrolliert. 
   
 
2.4 Lösungen und Puffer 
 
2.4.1 Western – Lösungen 
 
TBS (10x) 
 
1,5 M NaCl 
0,1 M Tris / HCl 
pH = 7,4 
 
 

TBST 
 
100 mL TBS (10x) 
1 mL Tween 20 
ad 1 L A. dest. 
 
 

TBSTM 
 
9,5 g TBS (10x) 
5 g Milchpulver 
ad 100 ml mit A. dest. 

Laufpuffer (10x) 
 
30 g Tris 
144 g Glycin 
ad 1 L mit A. dest. 

Blotpuffer 
 
100 mL Laufpuffer (10x) 
200 mL Methanol 
ad 1 L A. dest. 

Lämmli - Puffer (2x) 
 
0,125 M Na - Phosphat - 
Puffer 
20 % (V/V) Glycerin 
4 % (W/V) SDS 
0,002 % Bromphenolblau 
frisch zusetzen: 100 mM DTT

1,5 M Tris / HCl pH = 8,8 
 
18,171 g Tris 
mit 37 % HCl pH einstellen 
ad 100 mL mit A. dest. 
auffüllen 

0,5 M Tris / HCl ph = 6,8 
 
6,057 g Tris 
mit 37 % HCl pH einstellen 
ad 100 mL mit A. dest. 
auffüllen 
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2.4.2 Kulturmedien 
 
Nährmedium:  
Life-Technologies; Eggenstein, Deutschland 
 
- Dulbecco´ s Modified Eagle Medium 
(DMEM) 
- 15 % fetales Kälberserum (FCS) 
- Penicillin/Streptomycin 
- L-Glutamin 
- nicht-essentielle Aminosäuren 
- Natrium-Pyruvat 

serumfreies Medium: 
Life-Technologies; Eggenstein, Deutschland 
 
- Nährmedium ohne FCS 

 
 
2.5 Antikörper 
 
Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204): New England Biolabs; Beverley MA, U. S. A. 
Phospho-Akt (Thr308): New England Biolabs; Beverley MA, U. S. A. 
Phospho-Akt (Ser473): New England Biolabs; Beverley MA, U. S. A. 
 
 
2.6 Andere Sustanzen und Materialien 
 
Zellkulturmaterial: Becton Dickenson; Hamburg, Deutschland 
Forskolin: Sigma; Deisenhofen, Deutschland 
PDGF-BB: Sigma; Deisenhofen, Deutschland 
LY294002: Calbiochem; Bad Soden, Deutschland 
SB202190: Calbiochem; Bad Soden, Deutschland 
SB203580: Calbiochem; Bad Soden, Deutschland 
Curcumin: Calbiochem; Bad Soden, Deutschland 
GF-109203X: Calbiochem; Bad Soden, Deutschland 
Wortmannin: Alexis Biochemicals; Grünberg, Deutschland 
PD98059: Calbiochem; Bad Soden, Deutschland 
Rapamycin: Calbiochem; Bad Soden, Deutschland 
Cicaprost: freundlichsterweise zur Verfügung gestellt von Dr. Schneider Schering AG; 
Berlin, Deutschland 
Trapidil: freundlichsterweise zur Verfügung gestellt von UCB; Kerpen, Deutschland 
 
 
2.7 Statistik 
 
Die Ergebnisse der Migrationsversuche sind jeweils als Mittelwert und Standardfehler 
des Mittelwertes (S.E.M.) von n der Experimenten aufgeführt. Die statistische Analyse 
wurde entweder mit Hilfe des „t-Test nach Student“ für unverbundene Stichproben oder 
mit der Varianzanalyse (ANOVA)/Bonferroni-Test für multiple Vergleiche 
durchgeführt. Ein Signifikanzniveau von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant 
angesehen. 
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3     Ergebnisse 
 
3.1 Die Effekte von PDGF-BB auf die Migration humaner glatter 

Gefäßmuskelzellen 
 
Unter basalen Bedingungen zeigte sich, in einem Zeitraum von 72 Stunden, eine nur 
sehr geringe Migration der Gefäßmuskelzellen in den Wundspalt. Durch die Inkubation 
mit PDGF-BB (10 ng/ml) wurde eine starke Migration der Zellen induziert (Abb. 3), die 
im Mittel einer zwölffachen Steigerung entsprach (Abb. 4).  
 
 

 

 
 
 
 
Abb. 3 
Orginalbild migrierender humaner glatter Gefäßmuskelzellen unter basalen 
Bedingungen (a) und nach Stimulation der Zellen mit PDGF-BB (10 ng/ml) (b). Die 
Pfeile zeigen die Breite des Migrationskanals an. 
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Abb. 4 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen unter basalen Bedingungen (Kontrolle) 
und nach Stimulation der Zellen mit PDGF-BB (10 ng/ml). (Quantitative Auswertung 
von n = 9 Experimenten, * p < 0,05 vs. Kontrolle). 
 
 
 
 
 
 
 
3.2. Die Effekte der p38-MAP-Kinase-Inhibitoren SB203580 und  

SB202190 auf die Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen 
 
 
Die p38-MAP-Kinase-Inhibitoren SB203580 und SB202190 (jeweils 1-10 µM) zeigten 
keine signifikante Hemmung der PDGF-BB-induzierten Migration humaner glatter 
Gefäßmuskelzellen (Abb. 5, Abb. 6). 
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Abb. 5 
Effekte von SB203580 (1-10 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von n = 3-6 
Experimenten). 
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Abb. 6 
Effekte von SB202190 (1-10 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von n = 4-6 
Experimenten). 
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3.3 Die Effekte des JNK-Inhibitors Curcumin auf die Migration 
humaner glatter Gefäßmuskelzellen 

 
Der JNK-Inhibitor Curcumin zeigte in einer Konzentation von 10 µM und 100 µM 
keine signifikante Inhibition der PDGF-BB induzierten Migration humaner glattter 
Gefäßmuskelzellen (Abb. 7). 
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Abb. 7 
Effekte von Curcumin (10-100 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von n = 6-9 
Experimenten). 
 
 
 
 
 
 
3.4 Effekte des PKC-Inhibitors GF-109203X (Bisindolylmaleimid-1) 

auf die Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen 
 
 
Aus der Vorinkubation mit GF-109203X resultierte keine deutliche Reduktion des 
Migrationsverhaltens, der mit PDGF-BB inkubierten humanen glatten Gefäß-
muskelzellen (Abb. 8). 
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Abb. 8 
Effekte von GF-109203X (GF, 0,1-1 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-
induzierte Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von 
n = 3-4 Experimenten). 
 
 
 
 
 
 
3.5 Die Effekte der PI-3-Kinase-Inhibitoren LY294002 und 

Wortmannin auf die Migration humaner glatter Gefäß-
muskelzellen 

 
 
 
Der PI-3-Kinase-Inhibitor LY294002 reduzierte, in einer Konzentration von 1 µmol/l, 
die PDGF-BB (10 ng/ml)-induzierte Zellmigration nicht signifikant um 26% (Abb. 9, 
Abb. 10). In einer Konzentration von 10 µmol/L LY294002 wurde eine signifikante 
Hemmung der Migration um 86 % erreicht (Abb. 9, Abb. 10).  
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Abb. 9 
Effekte von LY294002 (1-10 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte Migration 
humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Originalexperiment). 
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Abb. 10 
Effekte von LY294002 (LY, 1-10 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von n = 6 
Experimenten, * p < 0,05 vs. PDGF). 
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Mit einem weiteren Inhibitor der PI-3-Kinase, Wortmannin, wurde in einer 
Konzentration von 1 µmol/L ebenfalls eine signifikante Reduktion der Zellmigration 
beobachtet (Abb. 11) 
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Abb. 11 
Effekte von Wortmannin (Wortm, 1 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-
induzierte Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von 
n = 4 Experimenten, * p < 0,05 vs. PDGF). 
 
 
 
 
 
 
 
3.6 Die Effekte des MEK-1-Inhibitors PD98059 auf die Migration 

humaner glatter Muskelzellen 
 
 
 
Die Hemmung der MEK-1 durch PD98059 (10 µM) ergab eine signifikante Reduktion 
der PDGF-BB (10 ng/ml)-induzierten Zellmigration (Abb. 12, Abb. 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 

*
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Abb. 12 
Effekte von PD98059 (10 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte Migration 
humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Originalexperiment). 
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Abb. 13 
Effekte von PD98059 (PD, 10 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von n = 4 
Experimenten, * p < 0,05 vs. PDGF). 
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3.7 Die Effekte von Rapamycin auf die Migration humaner glatter 
Gefäßmuskelzellen  

 
Aus der Vorinkubation der Myozyten mit dem Immunsuppressivum Rapamycin (10 
nM) resultierte ebenfalls ein signifikant abgeschwächtes Migrationverhalten der durch 
PDGF-BB (10 ng/ml) stimulierten Zellen (Abb. 14). 
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Abb. 14 
Effekte von Rapamycin (Rapa, 10 nM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von n = 5 
Experimenten, * p < 0,05 vs. PDGF). 
 
 
3.8 Die Effekte von Cicaprost auf die Migration humaner glatter 

Gefäßmuskelzellen 
 
Nach Vorinkubation der Myozyten mit Cicaprost (100 nM) für 15 Minuten zeigte sich 
eine deutliche Inhibition, der durch PDGF-BB (10 ng/ml) induzierten Zellmigration um 
74+4 % (n = 6; p < 0,05) (Abb. 15, Abb. 16). 
 
 

PDGF + 
Rapa       
10 nM 
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Abb. 15 
Effekte von Cicaprost (100 nM) bzw. Forskolin (10 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-
induzierte Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Originalexperiment). 
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Abb. 16 
Effekte von Cicaprost (Cica, 100 nM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von n = 6 
Experimenten, * p < 0,05 vs. PDGF). 
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3.9  Die Effekte von Forskolin und Trapidil auf die Migration 
humaner glatter Gefäßmuskelzellen 

 
Die Steigerung des Cyclo-Adenosinmonophosphat (cAMP)-Spiegels durch direkte 
Aktivierung der Adenylatzyklase (AC) mit Forskolin (10 µmol/L), ergab eine 
signifikante Hemmung der PDGF-BB induzierten Migration der glatten 
Gefäßmuskelzellen (Abb. 17, Abb. 18). 
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Abb. 17 
Effekte von Forskolin (Fors, 10 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von n = 5 
Experimenten, * p < 0,05 vs. PDGF). 
 
 
 
 
Die Vorinkubation mit dem direkten PKA-Aktivator Trapidil (100 µM) (Bönisch et al., 
1998) reduzierte ebenfalls signifikant die Zellmigration nach Stimulation durch PDGF-
BB (10 ng/ml) (Abb. 18). Die verwendete Trapidil-Konzentration beeinflusste den 
cAMP-Spiegel nicht (Daten nicht gezeigt, n = 3) 
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Abb. 18 
Effekte von Trapidil (TPD, 100 µM) auf die PDGF-BB (PDGF, 10 ng/ml)-induzierte 
Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen (Quantitative Auswertung von n = 6 
Experimenten, * p < 0,05 vs. PDGF). 
 
 
 
 
 
3.10 Die Effekte von Cicaprost auf die PDGF-BB induzierte 

Signaltransduktion humaner glatter Gefäßmuskelzellen 
 
 
 
Durch PDGF-BB (10 ng/mL) stimulierte Myozyten zeigen eine Aktivierung der PI-3-
Kinase, die in einer Phosphorylierung von Akt an den Aminosäureresten Threonin 308 
und Serin 473 resultiert. Die maximale Phosphorylierungsrate an beiden Stellen lag in 
einem Zeitfenster zwischen 10 und 30 Minuten. 
 
Eine Vorinkubation (15 Minuten) der Zellen mit Cicaprost (100 nM) zeigte eine 
partielle Inhibition der PDGF-BB (10 ng/ml)-induzierten Akt-Phosphorylierung sowohl 
an Threonin 308 als auch an Serin 473 (Abb. 19). 
 
Mit dem PI-3-Kinase Inhibitor LY 294002 (10 µmol/L) konnte in anderen 
Experimenten eine komplette Hemmung, der durch PDGF-BB induzierten Akt-
Phosphorylierung an beiden Phosphorylierungsstellen, erreicht werden (Daten nicht 
gezeigt). 
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Abb. 19 
Effekte von Cicaprost (100 nM) auf die PDGF-BB (10 ng/ml)-induzierte Akt- 
Phosphoylierung an Thr 308 und Ser 473. Der Western Blot ist representativ für n = 3 
unabhängige Versuche. 
 
 
PDGF-BB (10 ng/ml)  induzierte eine transiente ERK 1/2-Phosphorylierung mit einem 
maximalen Effekt zwischen 10 und 30 Minuten. 
 
Die vorausgehende Inkubation (15 Minuten) der Myozyten mit Cicaprost (100 nmol/L) 
reduzierte deutlich die PDGF-BB induzierte ERK 1/2-Phosphorylierung (Abb 20). 
 
 

 
 
Abb. 20 
Effekte von Cicaprost (100 nM) auf die PDGF-BB (10 ng/ml)-induzierte ERK-1/2-
Phosphorylierung. Der Western Blot ist representativ für n = 3 unabhängige Versuche. 
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4 Diskussion 
 
Die vorgelegten Ergebnisse demonstrieren eine starke Hemmung der PDGF-BB 
induzierten Migration humaner glatter Gefäßmuskelzellen durch das Prostacyclin- 
Analogon Cicaprost. Diese Hemmung der Migration wird auf der 
Signaltransduktionsebene sowohl von einer Inhibition der PDGF-BB induzierten ERK 
1/2-Phosphorylierung als auch von einer Hemmung der Akt-Phosphorylierung in glatten 
Gefäßmuskelzellen, induziert durch Cicaprost, begleitet. 
 
Das chemotaktische Verhalten der Myozyten wurde in einem etablierten in vitro Modell 
für Zellmigration nach mechanischer Verletzung untersucht (Majack et al., 1984; Sakar 
et al., 1996). Hierzu wurde in konfluent gewachsene humane glatte Muskelzellen aus 
der Vena saphena magna mit einer Pipettenspitze mechanisch ein definierter Spalt 
eingebracht. Nach der Verletzung wurde die Migration der Myozyten in den zellfreien 
Wundspalt quantitativ ausgewertet.  
Zur Differenzierung von Zellmigration und Zellproliferation wurden die Zellen mit der 
zytostatisch wirksamen Verbindung Hydroxyharnstoff (Hydroxycarbamid) 
vorinkubiert. Nach der Behandlung der glatten Muskelzellen stellte sich eine komplette 
Hemmung der Proliferation ein, wobei die Chemotaxis unbeeinflusst blieb. Dadurch 
läßt sich eine exklusive Bewertung der Migration glatter Muskelzellen ohne die 
verfälschenden Ergebnisse durch Zellproliferation, die ebenfalls zur Wiederbewachsung 
des Wundspaltes beitragen (Sakar et al., 1996), verwirklichen. Eine weitere 
beeinflussende Komponente, die durch die Verwendung von Hydroxyharnstoff 
gehemmt werden kann, ist die Wirkung von Stichstoffmonoxid (NO). NO ist ein 
potenter Inhibitor der Proliferation glatter Muskelzellen (Sakar et al., 1996) und wird 
auf diese Weise durch die komplette Inhibition der Proliferation durch Hydroxyurea als 
beeinflussender Faktor ausgeschaltet. Hydroxyharnstoff inhibiert 
konzentrationsabhängig die durch PDGF-BB (10 ng/mL) oder Serum (1 %) induzierte 
Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Synthese. Bei einer Höchstmenge von 5 mmol/L 
Hydroxyharnstoff wurde die DNA-Synthese vollständig gehemmt. Das Auftreten 
zytotoxischer Effekte auf die glatten Muskelzellen wurde nicht beobachtet.  
Ein weiteres, häufig eingesetztes in vitro Modell zur quantitativen Messung der 
Migration glatter Muskelzellen, ist die modifizierte Boyden-Kammer (Koyama et al., 
1993; Kohno et al., 1997). Kultivierte glatte Muskelzellen werden suspendiert und in 
die obere Kammer des Modells eingebracht. Der unteren Kammer wird die bezüglich 
ihrer promigratorischen Potenz zu untersuchende Substanz zugesetzt. Zwischen beiden 
Kammern befindet sich ein kollagenbeschichteter Polykarbonatfilter, der je nach 
benutztem Zelltyp mit Porengrößen im einstelligen Mikrometerbereich ausgewählt 
wird. Nach der Inkubationszeit werden Zellen, die sich auf der Oberseite des Filters 
befinden, mechanisch entfernt. Zellen, die durch den beschichteten Polykarbonatfilter 
auf die Unterseite transmigriert sind, werden fixiert und gefärbt. Die quantitative 
Auswertung erfolgt mit einem Mikroskop. 
Die modifizierte Boyden-Kammer ist im Gegensatz zum Migrationsmodell nach 
mechanischer Verletzung/„Verletzungsmodell“ eine Versuchsanordnung, die mit mehr 
Arbeitsaufwand verbunden ist, da sie mehr Arbeitsschritte erfordert. Die Kultivierung 
der Zellen zur Versuchsdurchführung muß in anderen Kulturgefäßen vorgenommen 
werden als der Versuch selber. Dieser Schritt entfällt im „Verletzungsmodell“, denn die 
Zellkultivierung und Versuchsdurchführung werden in der gleichen 24-Loch Platte 
durchgeführt. Das „Verletzungsmodell“ läßt durch die Breite des Spaltes zusätzlich eine 
quantitative Bewertung der migrierten Distanz der einzelnen Zellen zu, was einen 
weiteren Bewertungsfaktor der Chemotaxis darstellt. Die modifizierte Boyden-Kammer 
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lässt dies nicht zu, da in diesem Modell das Durchtreten der Zellen durch den 
Mikrofilter als Migration interpretiert wird (Kohno et al., 1997).  
 
PDGF-BB, in dieser Arbeit als chemotaktischer Faktor benutzt, wird als wichtigster 
Induktor der Migration von Myozyten in die Intima des Gefäßes angesehen (Ross, 
1993; Abendi & Zachary, 1995). Die wichtigsten Produzenten von PDGF in der 
atherosklerotischen Läsion sind, neben Thrombozyten, glatte Muskelzellen. Auf 
Myozyten, die eine phänotypische Veränderung durchlaufen haben, wirkt PDGF 
promigratorisch. Es kommt zur Einwanderung der glatten Muskelzellen aus der Media 
des Gefäßes in die geschädigte Intima mit darauffolgender Proliferation und verstärkter 
Produktion von Extrazelluärmatrix und sukzessiver Formation einer Neointima (Newby 
& Zaltman, 2000).  
In den Migrationsversuchen dieser Arbeit zeigte sich durch die Inkubation der 
Myozyten mit PDGF-BB (10 ng/ml) eine hochsignifikante Induktion der Migration. In 
den Kontrollversuchen waren im Mittel 15 Zellen in den Wundspalt migriert. Im 
Vergleich dazu führte die Inkubation mit PDGF-BB (10 ng/ml) zu einer zwölffachen 
Zunahme der Migration mit durchschnittlich 131, in den Wundspalt migrierten, glatten 
Muskelzellen.  
Eine selektive Hemmung der Migration glatter Muskelzellen in die Intima, induziert 
durch Depletion von Thrombozyten in einem Tiermodell nach PTCA von 
Rattenkarotiden, hatte einen stark hemmenden Effekt auf die Neointimabildung (Newby 
& Zaltman, 2000). Dieser Effekt konnte durch einen spezifischen PDGF-Antikörper 
bestätigt werden. Die frühe Proliferation der glatten Muskelzellen hingegen wurde, post 
PTCA, dadurch nicht inhibiert (Newby & Zaltman, 2000). Ein Antikörper gegen FGF-2, 
der direkt aus verletzten glatten Muskelzellen freigesetzt wird, zeigte hingegen eine 
antiproliferative Wirkung auf die frühe mediale Proliferationsphase nach PTCA. 
 
Weitere Mitglieder der MAP-Kinase Familie sind, neben den ERK1/2-Kinasen, die 
durch Stress aktivierbaren Proteinkinasen (SAPK), auch c-jun N-terminal Kinasen 
(JNK) genannt, und die p38-Proteinkinasen (Tibbles & Woodgett, 1999).  
JNK wird sowohl durch die MAP-Kinase-Kinase MEK4 als auch durch MEK7 aktiviert 
(Takahashi et al., 1998). SAPKs binden an den Transkriptionsfaktor c-Jun und 
phosphorylieren diesen. c-Jun ist ein Teil des Aktivator-Protein-1 (AP-1) 
Transkriptionskomplexes (Tibbles et al., 1999). Die meist zitierte Funktion der SAPK-
Signalkaskaden ist deren Rolle in der Apoptose. Dies wurde exemplarisch an 
neuronalen Zellen (PC12) gezeigt, die auf den Entzug eines wichtigen 
Wachstumsfaktors (Nerve Growth Factor = NGF) mit der Aktivierung der SAPK- 
Signalkaskade und Apoptose reagierten (Tibbles et al.,1998; Ichijo et al., 1997). 
Die in den Migrationsversuchen dieser Arbeit benutzte Substanz Curcumin 
(Diferuloylmethan) ist als ein potenter JNK-Inhibitor charakterisiert (Shin et al., 2001). 
Curcumin ist Bestandteil der Javanischen Gelbwurz (Curcumae xanthorrhizae rhizoma) 
aus der Familie der Ingwergewächse (Zingiberaceae) und wird in weiten Teilen des 
tropischen Asiens kultiviert (CAC Araújo et al., 2001). Aufgrund seiner vielfältigen 
biologischen Aktivitäten (antiinflammatorisch, antibakteriell, antioxidativ etc.) wird es 
als Heilpflanze verwendet (CAC Araújo/+ et al., 2001).  
In den Migrationsversuchen dieser Arbeit zeigte sich nach Vorinkubation mit Curcumin 
keine signifikante Inhibiton der PDGF-BB (10 ng/ml) induzierten Chemotaxis. In einer 
Konzentration von 100 µM wurde die Migration im Durchschnitt um 6+7 % (n = 9) 
gehemmt.  
Ioroi et al. (2003) zeigten an glatten Gefäßmuskelzellen aus der Rattenaorta, die mit 
einem rekombinaten Adenovirus infizierte wurden, dass die PDGF-BB induzierte 
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Migration, zusätzlich zu anderen MAP-Kinasen (ERK), ebenfalls über die JNK-
Signalkaskade induziert wird. Die voneinander abweichenden Ergebnisse könnten 
Ursache unterschiedlicher Versuchsbedingungen sein. 
Die p38 MAP-Kinase wurde erstmals in Hyperosmolaritätsexperimenten mit Hefepilzen 
identifiziert (Tibbles et al., 1999). p38 MAP-Kinasen werden durch inflammatorische 
Stimuli wie zum Beispiel TNF-α und IL-1 via MEK3, 4, 6 und 7 aktiviert und 
phosphorylieren ATF-2 ( aktivierender Transkriptionsfaktor-2) (Tibbles et al., 1999).  
Hedges et al. (1999) zeigten die Hemmung der Migration glatter Muskelzellen der 
Trachea am Hund durch den p38-Inhibitor SB203580. Hierbei resultierte die 
Aktivierung der p38-Kinase in der Phosporylierung des HSP27 (Hitze-Schock-Protein 
27), welches im Zusammenhang mit Veränderung des Zytoskeletts durch intrazellulären 
Stress und Zellwachstum gesehen wird. 
Die in dieser Arbeit vorgenommenen Experimente, die PDGF-BB induzierte Migration 
mit den p38-MAP-Kinase-Inhibitoren SB203580 und SB202190 (1 µM und 10 µM) zu 
inhibieren, zeigten keinen signifikanten Einfluß auf die Chemotaxis humaner glatter 
Gefäßmuskelzellen.  
 
Der antimigratorische Effekt von Cicaprost erfolgt über die Stimulation der 
Adenylatzyklase, was die Beteiligung eines Gs-Protein gekoppelten Rezeptors und eine 
cAMP-abhängige Signaltransduktion impliziert. Braun et al. (1997) haben 
nachgewiesen, dass Cicaprost (100 nmol/L) eine 77-fache Zunahme des cAMP- 
Spiegels in humanen glatten Muskelzellen der Vena saphena magna induziert. Der 
Anstieg des cAMP-Spiegels durch Cicaprost war vergleichsweise stärker als der 
erreichte Effekt durch Forskolin. Dies zeigte sich in einem nur 23-fach erhöhten cAMP- 
Spiegel nach Zugabe von Forskolin (Braun et al., 1997).  
In den Migrationversuchen dieser Arbeit zeigte sich nach Vorinkubation mit Cicaprost 
(100 nM) eine hochsignifikante Inhibition der Migration der Myozyten um 74+4 %. Mit 
humanen arteriellen glatten Gefäßmuskelzellen durchgeführte Migrationsversuche 
zeigten vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Die PDGF-BB (10 ng/ml) 
induzierte Migration wurde hier signifikant um 58+16 % gehemmt. 
Aus der Vorinkubation mit Forskolin (10 nmol/L) resultierte ebenfalls eine signifikante 
Hemmung der PDGF-BB induzierten Migration der glatten Muskelzellen um 55+8 %. 
Experimente mit humanen arteriellen glatten Gefäßmuskelzellen zeigten mit einer 
Inhibition der PDGF-BB-induzierten Migration um 47+9 % ebenfalls die 
antimigratorische Potenz des Forskolin. Die antimigratorischen Effekte beider 
Substanzen an humanen venösen und arteriellen glatten Muskelzellen unterstreicht den 
hohen Stellenwert des zyklischen Adenosinmonophosphates (cAMP) in der 
antimigratorischen Signaltransduktion.   
In Übereinstimmung mit diesen Überlegungen berichten Palmer et al. (1998), dass die 
Phosphodiesterase-Inhibitoren Cilostamide (PDE-3 selektiv) und Ro20-1724 (PDE-4 
selektiv) die PDGF-BB induzierte Chemotaxis glatter Muskelzellen in Kombination mit 
Forskolin potent inhibieren. Der antimigratorische Effekt von Forskolin, einem 
Aktivator der Adenylatzyklase, wurde durch die PDE-Inhibitoren additiv verstärkt. Der 
alleinige Einsatz des PDE-Inhibitors Cilostamide und Ro20-1724 hatte keinen 
inhibitorischen Effekt auf die PDGF-BB induzierte Migration glatter Muskelzellen. Die 
Ergebnisse zeigten eine komplexe Interaktion der PDE-Inhibitoren 3 und 4 in Bezug auf 
die Forskolin induzierte Inhibition der Migration glatter Muskelzellen. Den PDE- 
Isoformen 3 und 4 kommt somit eine bedeutende Rolle in der intrazellulären 
Signaltransduktion durch cAMP in glatten Muskelzellen zu (Palmer et al., 1998).  
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Trapidil wurde in früheren Studien (Bönisch et al., 1998) als direkter Aktivator der 
Proteinkinase A charakterisiert, der klinisch bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit 
eingesetzt wird, ohne eine Zunahme des cAMP-Spiegels zu induzieren. Chemisch ist 
Trapidil ein Triazolpyrimidin mit einem breiten Spektrum an biologischen Funktionen, 
wie zum Beispiel der Dilatation der Koronarterien, Hemmung der 
Thrombozytenfunktion und Stimulation der endothelialen Prostacyclinsekretion 
(Bönisch et al., 1998). Bönisch et al. (1998) konnten zeigen, dass Trapidil ein potenter 
Inhibitor der PDGF-BB induzierten Mitogenese ist.  
Hoshiya & Awazu (1998) berichten ebenfalls über eine antimitogene Wirkung durch 
Trapidil, jedoch stellten sie eine Trapidil induzierte Erhöhung der cAMP-Spiegels fest, 
was sie dazu veranlaßte eine cAMP-abhängige Wirkung von Trapidil zu postulieren. Da 
die beobachtete Trapidil-induzierte cAMP-Spiegelelevation um das 1,3 bis 1,9 fache 
relativ gering war, spekulieren Hoshiya & Awazu (1998), dass neben der leichten 
cAMP-Induktion durch Trapidil selbst auch dem Umweg über eine 
Prostacyclinfreisetzung induzierte cAMP-Spiegelerhöhung durch Trapidil eine wichtige 
Bedeutung zukommen könnte. Eine putative PDGF-Rezeptor (PDGF-R) 
antagonistische Wirkung des Trapidil (Gesualdo et al., 1994) wurde von Hoshiya & 
Hawaza (1998) angezweifelt, da ihre Beobachtungen keine Trapidil-induzierte 
Inhibition der PDGF induzierten Tyrosinkinase-Aktivität zeigten. Weiter konnten sie 
zeigen, dass die Substrate der Tyrosinkinase, wie zum Beispiel die PI-3-Kinase, die eine 
wichtige Rolle in der Mitogenese glatter Muskelzellen zu spielen scheint, nicht durch 
diese phosphoryliert wurde. Dies veranlasst Hoshiya & Hawaza (1998) zu der 
Annahme, dass sich die Wirkung von Trapidil weiter peripher in der Signalkaskade 
manifestieren muss. 
Der antimitogene Effekt von Cicaprost auf glatte Muskelzellen wird ebenfalls auf eine 
Induktion der Adenylatzyklase und die darauf folgende Aktivierung der PKA 
zurückgeführt (Bönisch et al., 1998; Osinski et al., 2000).  
Die Migrationsexperimente mit Trapidil (100 µmol/L) zeigten eine signifikante 
Inhibition der PDGF-BB induzierten Migration und legten nahe, dass die Aktivierung 
der PKA möglicherweise eine bedeutende Rolle für den antimigratorischen Effekt des 
Prostacyclin-Mimetikums Cicaprost spielt. Nach Vorinkubation mit Trapidil wurde die 
Chemotaxis der Zellen um 40+9 % reduziert. In den mit humanen arteriellen glatten 
Gefäßmuskelzellen durchgeführten Migrationsversuchen zeigten sich, mit 34+6 
prozentiger Hemmung der Migration vergleichbare antimigratorische Effekte auf die 
PDGF-BB induzierte Chemotaxis der Myozyten .  
Die Proteinkinase A stellt sich auf diese Weise als ein weiteres Glied der Signalkaskade 
zur Hemmung der Zellmigration humaner glatter Muskelzellen dar.  
 
Ein wichtiges Merkmal des in dieser Arbeit verwendeten Migrations-Assays ist die 
eindeutige Messbarkeit nur migratorisch bedingter Effekte auf die Myozyten, da die 
Fähigkeit zur Proliferation gänzlich durch die Vorbehandlung der Myozyten mit 
Hydroxyharnstoff gehemmt wurde. Dies spielt eine entscheidende Rolle, denn es gibt 
zum Teil starke Überlappungen in den Signalkaskaden der PDGF-BB induzierten 
Migration und Proliferation glatter Muskelzellen. Ein einzelner Signalweg kann 
verschiedene Zellantworten auslösen. Es ist möglich, dass die Kinetik und die Intensität 
des transduzierten Signals darüber entscheiden, welcher Signalweg induziert wird 
(Heldin et al., 1998; Nelson et al., 1998). Als ein Beispiel berichten Heldin et al. (1998), 
dass die PI-3-Kinase als Musterbeispiel für die Vielfältigkeit einer einzelnen 
Komponente der Signaltransduktion in verschiedenen Zelltypen eine außerordentliche 
Vielzahl von Signalkaskaden „beschreitet“. Die PI-3-Kinase aktiviert Ras und wird 
wiederum selbst durch Ras induziert. Desweiteren ist eine Induktion der kleinen 
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GTPasen bindenden Proteine Rho, Rac und Cdc 42 eng assoziert mit der Aktivierung 
durch die PI-3-Kinase (Heldin et al., 1998). 
  
Die Bedeutung der ERK-Signalkaskade in der PDGF-BB induzierten Migration glatter 
Muskelzellen wird kontrovers diskutiert. Der MEK-1 Inhibitor PD 98059 reduziert die 
PDGF-BB induzierte Migration in glatten Muskelzellen, aquiriert aus Ratten- und 
Kaninchenaorten (Graf et al., 1997; Cospedal et al., 1999), wohingegen glatte 
Muskelzellen aus Mausaorten keine Reduktion der Migration zeigten (Kraemer et al., 
1999).  Graf et al. (1997) arbeiteten mit glatten Muskelzellen aus der Rattenaorta und 
humanen glatten Muskelzellen aus der Umbilikalvene. Sie zeigten eine signifikante 
Hemmung der Wachstumsfaktor induzierten Migration durch den MEK-Inhibitor 
PD98059 an tierischen und humanen glatten Muskelzellen. Um die herausragende Rolle 
der MAP-Kinase Kaskade als Signalweg der Chemotaxis glatter Muskelzellen weiter zu 
bekräftigen, benutzten Graf et al. (1997) Antisense-Oligodesoxynukleotide gegen ERK1 
und ERK2 Messenger-RNA und zeigten eine signifikante Suppression der MAP-
Kinase-Proteinsynthese sowie eine konsekutive Inhibition der PDGF-BB induzierten 
Chemotaxis der Myozyten. Kraemer et al. (1999) zeigten mit ihren Versuchen keine 
Verbindung zwischen der Migration glatter Muskelzellen aus der Maus und der MAP-
Kinase Kaskade. Der MEK1/2-Inhibitor PD98059 (15 µmol/L) hatte keine hemmenden 
Effekt auf die PDGF-BB oder NGF induzierte Chemotaxis der Myozyten. 
 
Die Versuche dieser Arbeit zeigen eine signifikante, PD98059 induzierte, Inhibition der 
Migration glatter Muskelzellen, was ein Hinweis darauf ist, dass die ERK1/2- 
Aktivierung einen bedeutenden Beitrag zur PDGF-BB induzierten Migration nach 
mechanischer Verletzung humaner glatter Muskelzellen der Vena saphena magna 
leistet. Die Hemmung der MEK1/2 durch deren spezifischen Inhibitor, PD98059 (100 
µmol/L), reduzierte die Anzahl in den Wundspalt migrierter glatter Muskelzellen um 
59+7 %. Die hochsignifikante aber nicht komplette Inhibition der Chemotaxis lässt 
vermuten, dass die MAP-Kinase Kaskade eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion 
der Motilität humaner glatter Muskelzellen spielt, andere Signalwege jedoch 
wahrscheinlich sind. PDGF-BB induzierte eine deutliche ERK1/2-Phosphorylierung mit 
einem Maximum zwischen 10 und 30 Minuten. Dieser Effekt wurde durch Cicaprost 
signifikant inhibiert. Die im Western-Blot nachgewiesene ERK1/2-Phosphorylierung 
zeigte durch ihren transienten Charakter eine deutliche zeitliche Abhängigkeit der 
PDGF-BB (10 ng/mL) induzierten MAP-Kinase-Aktivierung. Die nach 15 minütiger 
Vorinkubation mit Cicaprost (100 nmol/L) beobachtete Inhibition der ERK1/2- 
Phosphorylierung im Western-Blot machte es wahrscheinlich, dass cAMP induziert 
durch Cicaprost inhibitorisch mit der MAP-Kinase Kaskade interagiert.  
In einer anderen Studie haben Nelson et al. (1998) zwei PDGF-BB induzierte Phasen 
der ERK1/2-Aktivierung in humanen, venösen glatten Muskelzellen beschrieben. Das 
mit nach 15 Minuten frühe Phosphorylierungsmaximum korreliert mit der PDGF-BB 
induzierten Migration, wohingegen die späte ERK-Aktivierung, nach 1 - 4 Stunden, mit 
der Proliferation der glatten Muskelzellen assoziiert war. Durch intervallförmige 
Applikation des MEK-1 Inhibitors PD98059 wurde ermittelt, dass innerhalb der ersten 
15 Minuten nach Stimulation der Myozyten mit PDGF-BB die Zugabe von PD98059 
die Chemotaxis inhibierte. Im Zeitraum über die 15 Minuten hinaus blieb die Migration 
durch die PD98059-Applikation unbeeinflusst (Nelson et al., 1998). Die positive 
Korrelation dieser Ergebnisse macht eine zeitabhängige Induktion der Migration und 
Proliferation über die gleiche Signalkaskade sehr wahrscheinlich und wäre so eine 
adäquate Erklärung für die Wirkung des MEK-Inhibitors PD98059 auf beide 
Zellantworten. 
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Auf Grund dieser Beobachtung scheint die Inhibition der ERK-Phosphorylierung durch 
Cicaprost, eine erhebliche Bedeutung für das beobachtete antimigratorische Potential 
des Prostacyclinmimetikums zu haben. Der Mechanismus der Interaktion zwischen dem 
erhöhten cAMP-Spiegel und der ERK-Signalkaskade ist Gegenstand der momentanen 
Forschung (Bornfeldt & Krebs, 1999). Die Inhibition der Raf1- und Rap1-Aktivität 
könnte eine Rolle spielen (Bornfeld und Krebs, 1999; Wang et al., 2001).  
Da die Effektor-Domäne von Rap1 der von Ras gleicht wird postuliert, dass eine  
Aktivierung von Rap1 eine kompetitive Hemmung der Bindung von Ras an Raf 
induziert (Bornfeldt & Krebs, 1999). Bornfeld & Krebs (1999) berichten ebenfalls über 
die PKA unabhängige Aktivierung der MAP-Kinase/ERK Signalkaskade über das 
Protein Epac (exchange protein directly activated by cAMP) das cAMP bindet und 
selektiv Rap1 aktiviert indem es als Guaninnukleotid-Austauschfaktor fungiert. Wang et 
al., 2001 berichten über die cAMP-PKA induzierte Inhibition von ERK durch die 
direkte Interaktion der PKA, via Phosphorylierung von Raf-1, an zwei 
Aminosäureresten, was wiederum die Ras-Bindung und die Raf-1-Aktivierung 
unterbindet. Trotz vieler Ansätze ist der genaue Mechanismus der Interaktion zwischen 
cAMP/PKA und der MAP-K/ERK-Signalkaskade weiterhin nicht genau definiert 
(Bornfeld & Krebs, 1999). 
 
Eine zweite wichtige Signalkaskade, die in die im Zellkern durch PDGF-BB induzierten 
Effekte involviert ist, ist die PI-3-Kinase (Heldin & Westermark, 1999). Es besteht die 
berechtigte Annahme, daß die Aktivierung der PI-3-Kinase an der Aktinorganisation 
und an Veränderungen des Zytoskeletts, welche die Chemotaxis regulieren, beteiligt ist 
(Wennström et al., 1994; Duronio, 1998; Jiménez et al., 2000). Jiménez et al. (2000) 
zeigten eine PDGF-BB/PI-3-Kinase induzierte Aktivierung der kleinen GTPasen Cdc42 
und Rac mit nachfolgenden Zytoskelettveränderungen, die essentiell für die Migration 
sind. Cdc42 wird über die Bindung an die regulatorische Untereinheit, p85, der PI-3-
Kinase aktiviert und induziert wiederum N-WASP (N-Wiskott-Aldrich Syndrom family 
Protein). Rac hingegen wird durch die katalytische Untereinheit, p110, der PI-3-Kinase 
aktiviert und triggert Effektoren wie zum Beispiel Pak (p21-aktivierte Kinase) (Jiménez 
et al., 2000). Die Rolle der PI-3-Kinase Aktivierung in der Zellmigration ist jedoch 
weiterhin nur marginal verstanden. Sowohl in glatten Muskelzellen aus der Aorta von 
Ratten als auch von Kaninchen wurde PDGF-BB induzierte Migration der Myozyten 
weder durch LY294002 noch durch Wortmannin, zwei spezifische Inhibitoren der PI-3-
Kinase Signalkaskade, beeinflußt (Higaki et al., 1996; Cospedal et al., 1999). Beide 
Autoren benutzten eine modifizierte Boyden-Kammer, die die Chemotaxis der glatten 
Muskelzellen nach einigen Stunden zeigte. Im Gegensatz dazu ließ sich PDGF-AB 
induzierte Migration caniner glatter Muskelzellen aus der Pulmonalarterie, durch 
LY294002 und Wortmannin hemmen (Yamboliev et al., 2001). Eine Erklärung für die 
stark abweichenden Ergebnisse der verschieden Arbeitsgruppen könnte in der 
Verwendung unterschiedlicher Zellen liegen, wobei die vielen Abweichungen in der 
Signaltransduktion eindeutig für zellindividuelle Signalkaskaden der Migration 
sprechen. Higaki et al. (1996) erklärten daß es möglicherweise PI-3-Kinase abhängige 
und unabhängige chemotaktische Signalwege gibt und verschiedene Zellen 
unterschiedliche Signalkaskaden haben.  
Die Versuchsergebnisse dieser Arbeit zeigten im Migrationsassay nach mechanischer 
Verletzung eine signifikante Inhibition der PDGF-BB induzierten Migration glatter 
Muskelzellen durch zwei verschiedene Inhibitoren der PI-3-Kinase. In einer 
Konzentration von 1 µmol/L reduzierte LY294002 die PDGF-BB (10 ng/mL) induzierte 
Migration der Myozyten um 26+6 % (n = 6). Bei einer Konzentration von 10 µmol/L, 
die als spezifisch für die Hemmung der PI- 3 Kinase gilt (Vlahos et al., 1994), inhibierte 
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LY294002 wirkungsvoll die Zellmigration um 86+3 %. Mit LY294002 (10 µM) 
durchgeführte Migrationsexperimente an humanen arteriellen glatten 
Gefäßmuskelzellen zeigten ebenfalls eine eindeutige Hemmung der PDGF-BB 
induzierten Chemotaxis um 68+8 %. 
Diese konzentrationsabhängige, hochsignifikante Inhibition der Zellmotilität durch den 
PI-3-Kinase Inhibitor LY294002 charakterisiert die PI-3-Kinase als ein zentrales 
Element der Signaltransduktion der PDGF-BB induzierten Migration humaner glatter 
Muskelzellen. 
 
Ein weiteres die PI-3-Kinase inhibierendes Pharmakon ist Rapamycin (Sirolimus), das 
einen Komplex mit dem FKBP12-Rezeptor (FK506 binding protein) bildet und 
verschiedene Substrate wie das FKBP-12-rapamycinassozierte Protein (mTOR) und die 
p70S6-Kinase hat, welche eine Rolle in der Progression des Zellzyklus spielen und die 
DNA- und Proteinsynthese beeinflussen (Reinhard et al., 1992; Lane et al., 1993; Poon 
et al., 1996). Rapamycin (Sirolimus) ist ein klinisch eingesetztes Immunsuppressivum. 
Es wird durch das Bakterium Streptomyces hygroscopicus synthetisiert und dient 
hauptsächlich der prophylaktischen Immunsuppression nach Organtransplantation. Der 
Wirkungsmechanismus basiert auf der Suppression der Aktivierung und Proliferation 
von T-Lymphozyten (Krensky et al., 2001). 
In dieser Arbeit inhibierte Rapamycin signifikant die Chemotaxis glatter Muskelzellen, 
und macht so die Beteiligung der p70S6-Kinase oder der Substrate von mTor an der 
PDGF-BB induzierten Migration nach mechanischer Verletzung wahrscheinlich. Nach 
Vorinkubation der glatten Muskelzellen mit Rapamycin (10 nmol/L) resultierte eine 
57+5 prozentige Abnahme der PDGF-BB induzierten (10 ng/mL) Migration der 
Myozyten in den Wundspalt. 
Die von Poon et al. (1996) gezeigte Inhibition PDGF-BB induzierter Zellmigration 
durch Rapamycin, an humanen und aus Ratten aquirierten glatten Muskelzellen aus der 
Aorta, unterstützen diese Überlegungen. Die therapeutischen Wirkungen von 
Rapamycin wurden in der Prävention der Neointimabildung am Schweinemodell 
(Suzuki et al., 2001) und am Menschen gezeigt (Sousa et al., 2001). Sousa et al. (2001) 
zeigten das erste Mal an 30 Patienten mit KHK, dass durch die Implantation eines Stent, 
der mit Rapamycin beschichtet war, eine Neointimaproliferation nach PTCA signifikant 
inhibiert werden konnte. Post Ballon-Angioplastie erreichte keiner der 30 behandelten 
Patienten die definitionsgemäß geforderte 50 prozentige Stenosierung, um die Kriterien 
einer Restenose zu erfüllen. Mit Sirolimus versehene Stents scheinen vier Monate nach 
Implantation eine stenosierende Neointimaproliferation zu verhindern (Sousa et al., 
2001). Der Beweis einer Langzeitwirkung bleibt noch zu erbringen. Suzuki et al. (2001) 
verglichen die Wirkung von Sirolimus beschichteten Stents mit Dexamethason-Stents 
bezüglich ihres Potentials die neointimale Hyperplasie post PTCA zu inhibieren. Im 
Vergleich zu „reinen“ Metallstents zeigte sich bei der Verwendung eines mit 
Rapamycin beschichteten Stents eine 50-prozentige Inhibition der 
Neointmahyperplasie. Sirolimus in Kombination mit Dexamethason hatte keinen 
additiven Effekt.  
 
Das wichtigste Substrat der PI-3-Kinase ist die Proteinkinase Akt, die wachstumsfaktor- 
induziert an zwei Aminosäureresten phosphoryliert wird (Vanhaesebroeck & Alessi, 
2000). Die Akt-Phosphorylierung am Aminosäurerest Thr308 durch die Phosphoinositid 
abhängige Kinase-1 (PDK-1), ist im Gegensatz zur Identifikation der Kinase, die 
verantwortlich ist für die Phosphorylierung des Aminosäurerestes Ser473, etabliert 
(Toker, 2000).  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine PDGF-BB induzierte Akt-Phosphorylierung  
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an beiden Aminosäureresten Thr308 und Ser473. Die Phosphorylierung an beiden 
Resten wird durch Cicaprost beeinflusst. Im Western-Blot zeigten sich maximale Akt- 
Phosphorylierungsraten nach Stimulation mit PDGF-BB (10 ng/mL) bei 10 Minuten 
und 30 Minuten. Nach Vorinkubation von Cicaprost (100 nmol/L) über 15 Minuten 
resultierte eine partielle Abschwächung des Phosphorylierungssignals an beiden 
Aminosäureresten (Threonin 308 und Serin 473). Auch hier zeigte sich eine 
zeitabhängige Phosphorylierungsrate. 
Ein weiterer spezifischer Inhibitor der PI-3-Kinase ist das 2-(4-Morpholinyl-8-phenyl-
4H-1-benzopyran-4-one (LY 294002) (Vlahos et al., 1994). Durch LY294002 (10 
µmol/L) konnte im Western- Blot eine komplette Hemmung der PDGF-BB (10 ng/mL) 
induzierten Akt-Phosphorylierung erreicht werden. Beide Aminosäurereste, Thr308 und 
Ser473, waren von der Hemmung der Phosphorylierung betroffen.  
Diese Ergebnisse unterstützend zeigten Kim et al. (2001) und Wang et al. (2001) eine 
cAMP induzierte Inhibition der Akt-Phosphorylierung an beiden Aminosäureresten. 
Kim et al. (2001) zeigten ebenfalls eine Inhibition der PDK1 durch die Hemmung ihrer 
Translokation in die Plasmamembran und nicht durch die Hemmung der PDK- 
Aktivität. 
 
Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit, könnten eine Nutzung der positiven Effekte 
von Prostacyclin und deren Analoga auf die Atherogenese und Neointimaproliferation 
nach PTCA in Tiermodellen bringen (Braun et al., 1993; Isogaya et al., 1995; Banning 
et al., 1997; Numaguchi et al., 1999; Alt et al., 2000).  
Braun et al. (1993) berichteten das erste Mal über die Auswirkungen der oralen 
Applikation des Prostacyclinmimetikums Cicaprost auf die Progression 
atherosklerotischer Läsionen im Kaninchenmodell, nach cholesterinreicher Diät über 12 
Wochen. Cicaprost inhibierte signifikant die Bildung atheromatöser Läsionen und 
verbesserte die Endothelfunktion. Unter cholesterinreicher Diät zeigte sich eine 
signifikante Reduktion der Synthese von Prostacyclin (PGI2). Offensichtlich korrelierte 
die Hemmung der Prostacyclinsynthese mit dem Ausmaß der Gefäßschädigung durch 
atheromathöse Plaquebildung. Cicaprost induziert wurde eine partielle Verbesserung 
der eingeschränkten endothelabhängigen Relaxationsfähigkeit der Gefäße erziehlt 
(Braun et al., 1993). 
Das Prostacyclinanalogon Beraprost reduzierte klar, nach subkutaner Applikation, die 
Ausbidung einer Restenose nach PTCA im Tiermodell am Kaninchen (Isogaya et al., 
1995). Isoyaga et al. (1995) verglichen die Wirkung von Beraprost und dem 
Thrombozytenaggregationshemmer Azetylsalizylsäure (ASS). Eine Population von 65 
Kaninchen wurde in sechs verschiedenen Gruppen mit unterschiedlichen 
Behandlungsregimen aufgeteilt. Beraprost (100 µg/kg 2x/Tag für 30 Tage) induzierte 
eine signifikante Reduktion der Ausbildung einer Restenose nach vorgenommener 
PTCA. Ebensfalls erfolgreich war die Applikation von Beraprost (100 µg/kg 2x/Tag) 
über 2 Tage. Im Vergleich dazu zeigte sich unter ASS (30 mg/Tag) und Beraprost (50 
µg/kg 2x/Tag) plus ASS (30 mg/Tag) keine signifikante Inhibition der Ausbildung einer 
Restenose innerhalb eines Zeitraumes von vier Wochen post PTCA. Isoyaga et al. 
(1995) postulierten aufgrund ihrer Ergebnisse eine inhibitorische Wirkung des 
Prostacyclinanalogons Beraprost auf die Thrombozytenaktivierung mit konsekutiver 
Reduktion der PDGF-Freisetzung durch die Thrombozyten. 
Harada et al. (1999) verglichen die Wirkung von Beraprost (300 µg/kg/Tag), subkutan 
appliziert, und dem Prostacyclin-Synthase Gentransfer auf die Neointimabildung nach 
PTCA im Rattenmodell. Beide Verfahren hatten den gleichen positiven Effekt auf die 
Reduktion der Neointimaformation. Im Gegensatz zum Prostcyclinsynthase- 
Gentransfer wurde in der Gruppe der Tiere die mit Beraprost (300 µg/kg/Tag), 
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systemisch appliziert, behandelt wurden eine signifikante Verlängerung der 
Blutungszeit (BZ) festgestellt. Am vierzehnten Tag post PTCA war die BZ von 145+7 
Sekunden auf 185+9 Sekunden angestiegen. Weiterhin wurde eine vermehrte Neigung 
zur Ausbildung von Hämatomen bei den mit Beraprost (300 µg/kg/Tag) behandelten 
Ratten beobachtet. Die Thromozytenzahl blieb sowohl durch die Beraprostapplikation 
als auch den Prostacyclinsynthase Gentransfer unbeeinflußt (Harada et al., 1999). 
Harada et al. (1999) bewerteten aufgrund ihrer Beobachtungen das Verfahren des 
Prostacyclin-Synthase Gentransfers als das risikoärmere, da hierbei keine 
Blutungskomplikationen auftraten. Schrör (1997) berichtete über eine weitere 
unerwünschte Wirkung unter der Behandlung mit Prostacyclinanaloga. Eine potente 
vasodilatierende Wirkung die einen signifikanten Abfall des Blutdruckes zur Folge 
haben kann. Bei Patienten mit fortgeschrittener Atherosklerose oder Koronarsklerose 
mit hämodynamisch relevanter Stenosierung der Gefäße, kann eine Senkung des reaktiv 
erhöhten Perfusionsdruckes zum Beispiel des Herzens oder Gehirns zu einem Abfall des 
Perfusionsdruckes führen mit konsekutiver Ischämie des Stromgebietes der betroffen 
Arterie (Schrör, 1997). Andererseits ließe sich die vasodilatierende Wirkung der 
Prostacyclinmimetika therapeutisch bei der peripheren arteriellen Verschlußkrankheit 
(pAVK) nutzen, da in diesem Falle eine Vasodilatation sinnvoll ist (Schrör, 1997). 
Numaguchi et al. (1999) und Todaka et al. (1999) zeigten beide im Rattenmodell einen 
inhibierenden Effekt auf die Neointimabildung nach PTCA, induziert durch Gentransfer 
der Prostacyclin-Synthase und konsekutiver endogener Prostacyclinspiegelerhöhung,  in 
glatten Muskelzellen. Der Hauptmetabolit des sehr kurz wirksamen Prostacyclins ist das 
6-Keto-PGF1α und wurde in beiden Arbeitsgruppen als Surrogat-Parameter der 
induzierten Prostaglandinsynthese eingesetzt. Die Fokussierung der Autoren auf die 
neointimale Hyperplasie als Maß für den Erfolg des Verfahrens läßt jedoch einen 
bedeutenden Faktor der Ausbildung einer Restenose nach Ballon-Angioplastie außer 
Acht. Post PTCA ist die elastische Retraktionskraft der Gefäßwand ein entscheidender 
Faktor der zur Ausbildung einer Restenose führen kann (Serruy et al., 1994). 
Alt et al. (2000) untersuchten das Problem der Restenose nach PTCA mit der immer 
mehr in den Vordergrund gelangenden Methode der Stentimplantation einem Verfahren 
der interventionellen Kardiologie. Im Tiermodell an Schafen und Schweinen wurden 
nach Ballon-Angioplastie mit Hirudin und Prostacyclin beschichtet Stents implantiert. 
Hirudin ist ein Protein gewonnen aus Blutegeln das thrombininhibitorisch wirkt. Die 
Idee war durch lokale Applikation die nicht unerheblichen Nebenwirkungen der 
systemischen Prostacyclinapplikation zu vermindern. Eine sukzessive Freisetzung 
ermöglichte einen lokalen kontinuierlichen Wirkspiegel der Stoffe. Es zeigte sich eine 
signifikante Reduktion der Neointimaformation und keine histologischen Anzeichen für 
eine Stent induzierte Entzündungsreaktion. Die Vermeidung der Induktion einer 
inflammatorischen Reaktion im Gebiet des implantierten Stent führen die Autoren auf 
die Verwendung einer Polylaktatpolymerbeschichtung des Stent zurück.  
Banning et al. (1997) zeigten einen interessanten Ansatz für den möglichen klinischen 
Einsatz des Prostacyclinanalogons Iloprost. Ähnlich wie beim Einsatz zum Beispiel 
Prostacyclin beschichteter Stents (Alt et al., 2000) ist hier das Ziel das Prostacyclin 
möglichst lokal seine inhibierenden Effekte auf die Neointimaformtion induzieren zu 
lassen um systemische Nebenwirkungen zu minimieren. Als Vehikel fungieren 
Thrombozyten die intrazellulär Iloprost aufgenommen haben. Durch kurze starke 
Stromimpulse kann die Plasmamembran der Plättchen reversibel permeabel gemacht 
werden (Bannig et al., 1997). Iloprost diffundiert daraufhin dem 
Konzentrationgradienten folgend in die Thrombozyten, wenn sich spannungsinduziert 
die Permeabilität ändert. Aufgrund einer direkten Beziehung zwischen 
Thrombozytenadhäsion und dem frühen Verschluß von Gefäßen nach PTCA (Banning 
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et al., 1997) ist anzunehmen, daß die Thrombozyten direkt dort ihre Wirkung entfalten 
können wo es indiziert ist. Durch den Einsatz derart modifizierter Plättchen konnte am 
Schwein eine signifikante Reduktion der Adhäsion von Thrombozyten an der dilatierten 
Stelle erreicht werden. 
Die hier beobachtete Hemmung der Migration glatter Muskelzellen ist ein wichtiger 
Mechanismus, der zur antiatherosklerotischen/antistenotischen Wirkung von 
Prostacyclin-Mimetika bzw. PGI2- Gentransfer beitragen könnte. 
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Zusammenfassung 
 
 
Die Atherosklerose ist die Hauptursache für die Entstehung von Herz-Kreislauf- 
Erkrankungen und im Besonderen für die Manifestation als Myokardinfarkt, zerebralem 
Insult sowie als periphere arterielle Verschlusskrankheit. Eine der wichtigsten 
Komponenten in der Pathophysiologie der Atherosklerose ist die Wachtumsfaktor- 
induzierte Migration medialer glatter Gefäßmuskelzellen (SMC) in die Intima des 
Gefäßes. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit das Migrationverhalten von SMC 
aus der Vena saphena magna untersucht. Hauptaugenmerk lag auf der Untersuchung der 
für die Inhibition der Migration bedeutsamen Signalkaskaden. Die Chemotaxis der 
kultivierten SMC wurde in einem etablierten in vitro-Modell für Zellmigration nach 
mechanischer Verletzung untersucht. 
 
Es ist bekannt, dass Prostacyclin verschiedene biologische Funktionen von SMC, wie 
zum Beispiel Proliferation, Matrixproduktion und  Expression von Adhäsionsmole-
külen, moduliert. Die möglichen antimigratorischen Wirkungen von Prostacyclin auf 
humane SMC und die zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch bislang nur 
unzureichend untersucht.  
 
Diese Arbeit beschreibt eine signifikante Inhibition der „plateled-derived growth factor-
BB“ (PDGF-BB)-induzierten Migration humaner SMC, aus der Vena saphena magna 
durch das Prostacyclin-Mimetikum Cicaprost. Sowohl Forskolin (als direkter Aktivator 
der Adenylatzyklase) als auch Trapidil (als ein direkter Aktivator der Proteinkinase A) 
führten zu einer signifikanten Hemmung der Zellmigration. Die Aktivierung der 
Adenylatzyklase und der Anstieg des cAMP-Spiegels mit nachfolgender Aktivierung 
der PKA spielen somit wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Inhibition der 
Zellmigration durch Cicaprost. Darüber hinaus wurden in dieser Arbeit hemmende 
Effekte von Cicaprost auf zwei für die Regulation der Zellmotilität bedeutsame 
Signalkaskaden, nämlich der ERK- und PI-3-Kinase-Kaskade nachgewiesen. Mit den 
spezifischen Inhibitoren der PI-3-Kinase LY294002 bzw. Wortmannin wurde eine 
signifikante Hemmung der Chemotaxis von SMC erreicht. Durch die Inkubation der 
Myozyten mit dem MEK-Inhibitor PD98059 konnte die Migration von SMC ebenfalls 
signifikant reduziert werden.  
 
Der in dieser Arbeit gezeigte antimigratorische Effekt von Cicaprost könnte eine 
wichtige Bedeutung, sowohl für die physiologischen Wirkungen als auch für die 
therapeutischen Einsatzmöglichkeiten von Prostacyclin bzw. dessen Mimetika, haben. 
 


