Regulation der Thrombomodulin-Expression in
humanen glatten Gefaldmuskelzellen durch
vasodilatier ende Prostaglandine (PGl ,, PGE,) —
Ein neuer, thrombozytenunabhangiger
Mechanismus zur Erklarung der prothrombotischen
Wirkungen von COX-2-Inhibitoren

| naugur al-Dissertation

zur
Erlangung des Doktor grades der
M athematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Helne-Universitat Dusseldor f

vor gelegt von
Kerstin Rabausch
aus Dusseldor f

Dusseldorf
2005



Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét der
Heinrich-Heine-Universitat Dissel dorf

Referent: Prof. Dr. Karsten Schror
Koreferent: Prof. Dr. Hans-Dieter Holtje

Tag der mindlichen Prifung: 28.01.2005



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildungen

AC Adenylatzyklase

aPC Aktiviertes Protein C

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BSA bovines Serumalbumin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CAEC Koronararterielle Endothelzellen
CASMC Koronararterielle glatte GefaBmuskelzellen
CI Konfidenzintervall

COX Cyclooxygenase

CRE cAMP responsive element

CREB CRE bindendes Protein

CREM cAMP responsive element modulator
DAG 1,2-Diacylglycerol

DEPC Diethyl-Pyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium
DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP 2-desoxy-Ribonucleotidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

FX (a) Faktor X (aktivierter)

EC Endothelzellen

EGF epidermalerWachstumsfaktor

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ETP Endogenes Thrombin Potential
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FV (a) Faktor V (aktivierter)

FVIII (a) Faktor VIII (aktivierter)




Abkiirzungsverzeichnis

FX (a) Faktor X (aktivierter)

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
G-Protein Guanylnukleotid-bindendes Protein

GPGR G-Protein gekoppelter Rezeptor

H,O Wasser

HCAEC Humane koronararterielle Endothelzellen
HCASMC Humane koronararterielle glatte GefaBmuskelzellen
HEPES n-2-Hydroxylethylpiperazin-N"-Ethansulfonsdure
HRP horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
hSMC humane glatte GefaBmuskelzellen

IBMX Isobutylmethylxanthin

1P Inositol-1,4,5-triphosphat

IP-R Prostacyclin-Rezeptor

kDa kilo Dalton

Kon Kontrolle

KHK Koronare Herzkrankheit

M Molar (mol/l)

MAPK Mitogen aktivierte Protein Kinase

mM Millimolar (mmol/I)

uM Mikromolar (pmol/l)

mRNA messenger Ribonukleinsiure

nm Nanometer

NSAID Nicht steroidale Antirheumatika

OD optische Dichte

PAI-1 plasminogen activator inhibitor-1

PAR protease activated receptor

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlosung

PC Protein C

PDGF-BB platelet derived growth factor, B-Ketten Homodimer
PG Prostaglandin

PGL Prostacyclin

PGE, Prostaglandin E,

II




Abkiirzungsverzeichnis

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLA, Phospholipase A,

PLC Phospholipase C

PMA Phorbol 12-myristat 13-Acetat

PPP Plattchen-armes Plasma

PRP Plattchen-reiches Plasma

PVDF Polyvenyliden Difluorid Membran
RIA Radioimmunoassay

RNA Ribonucleinséure

RT Raumtemperatur

rpm Umdrehungen pro Minute

RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion
SEM Standardfehler des Mittelwertes

SDS Natrium-Dodecylsulfat

SMC Glatte Gefdlmuskelzellen

sTM Losliches Thrombomodulin

TAFI thrombin activatable fibrinolysis inhibitor
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

TF Tissue Factor (Gewebethromboplastin)
Tris Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan
Tween 20 Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat
TXA, Thromboxan A,

uv Ultraviolett

VS Vena saphena

I




Inhaltsverzeichnis

1.1.
1.2,

1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.

1.3.

1.3.1.
1.3.2.

1.4.

21.
2.2,
2.3.
2.4.

24.1.
242

2.5.

2.51.
25.2.

2.6.

2.6.1.
2.6.2.

26.3
27.

2.71.
2.7.2.
2.7.3.
2.7.4.
2.7.5.
2.7.6.

2.8.
2.9.

2.10.

EINLEITUNG

Blutgerinnung

Thrombomodulin

Thrombomodulin-Struktur

Bedeutung von Thrombomodulin fiir die Entziindung
Regulation von Thrombomodulin
Cyclooxygenasen und Eikosanoide

Synthese und Wirkung von Prostaglandinen

COX-2-Expression in der Atherosklerose
Ziel der Arbeit

MATERIAL und METHODEN

Puffer und Losungen

Substanzen

Antikorper

Zellkultur

Kultur glatter Gefallmuskelzellen

Kultur von Endothelzellen

Praparation und Analyse von RNA

Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Zellen

Quantifizierung der RNA

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
Far die RT-PCR verwendete Primer

RT-PCR mit Qiagen® One-Step RT-PCR Kit

Densitometrische Auswertung der RT-PCRs

Praparation und Analyse von Proteinen im Western Blot
Praparation von Proteinen aus humanen Zellen

Auftrennung der Proteine im Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE)
Transfer von Proteinen

Hybridisiertung und Detektion von Proteinen

Prifung auf gleichmaRige Proteinbeladung

Prifung auf Vollstandigkeit des Proteintransfers
Durchflusszytometrische Analyse von SMC und EC
Bestimmung des endogenen Thrombinpotentials (ETP)

Herstellung von gewaschenen Thrombozyten

10
12
13
13
18

19

20

20
22
24
24
25
25
26
26
26

27
28
28
29
29
29
29
30
30
30
31
31
32

v



Inhaltsverzeichnis

2.11. Herstellung von Plattchen—-armem Plasma (PPP) 33
2.12. Bestimmung von 6-keto PGF, 33
2.13. Bestimmung von I6slichem Thrombomodulin im Zelliiberstand 33
2.14. Bestimmung der Thrombomodulin-Oberflachenaktivitét 33
2.15. Morphologische Analyse humaner atherosklerotischer Lasionen 34
2.16. Metabolische Markierung von Chondroitinsulfat-Seitenketten 35
217. Bestimmung der DNA-Syntheserate 35
2.18. Statistik 36
3. ERGEBNISSE 37
3.1. Einfluss exogener Prostaglandine auf die Thrombomodulin- 37
Expression
3.1.1. Induktion der Thrombomodulin-mRNA-Expression in glatten GefaBmuskelzellen 37
3.1.1.1. Induktion der Thrombomodulin-mRNA-Expression durch lloprost 37

3.1.1.2. Regulation der Thrombomodulin-mRNA-Expression durch Phorbolester und 39

Zytokine im Vergleich zu lloprost

3.1.2. Thrombomodulin-Protein-Expression 41

3.1.2.1.  Charakterisierung des Thrombomodulin-Proteins 41

3.1.2.2. Induktion der Thrombomodulin-Protein-Expression  durch  verschiedene 44
Substanzen

3.1.2.3.  Konzentrationsabhangige Induktion der Thrombomodulin-Protein-Expression durch 44

lloprost und Cicaprost

3.1.24. Thrombomodulin-Regulation durch Prostaglandin-Rezeptoren 47
3.1.2.5. Untersuchungen zum cAMP-/PKA-Signaltransduktionsweg 51
3.1.3. Funktionelle Bedeutung von Thrombomodulin 53
3.1.3.1.  Funktionelle Auswirkungen der Thrombomodulin-Expression in humanen EC 53
3.1.3.2.  Funktionelle Auswirkungen der Thrombomodulin-Expression in humanen SMC 55
3.2 Einfluss endogener Prostaglandine auf die Thrombomodulin- 56
Expression
3.21. Induktion der COX-2 56
3.2.2. Funktionelle Konsequenzen einer erhdhten COX-2-Expression 56
3.2.3. Einfluss endogener Prostaglandine auf die Thrombomodulin-mRNA-Expression 58
3.24. Einfluss endogen gebildeter Prostaglandine auf die TM-Protein-Expression 61
3.2.5. Einfluss von aktiviertem Protein C (aPC) auf die Thrombinbildung in EC 63
3.2.6. Einfluss von Thrombomodulin auf das endogene Thrombinpotential SMC 64
3.2.7. Aktivierung von Protein C 65
3.2.8. Einfluss von aktivitatsblockierenden Thrombomodulin-Antikérpern auf die DNA- 66



Inhaltsverzeichnis

3.3.

3.4.

41.
4.2.
4.3.

4.4,
4.5.

4.6.

© ® N o o

Synthese

Thrombomodulin-Expression in humanen atherosklerotischen
Lasionen

Zusammenfassung der Ergebnisse

DISKUSSION

Thrombomodulin-Expression in glatten GefaBmuskelzellen
Untersuchungen zur Signaltransduktion

Bedeutung endogen gebildeter  Prostaglandine fiir die
Thrombomodulin-Expression

Funktionelle Bedeutung einer erhohten Thrombomodulin-Expression
Thrombomodulin- und COX-2-Expression in humanen
Atherektomieproben

Bedeutung von Thrombomodulin fir die Therapie mit COX-2-

Inhibitoren

ZUSAMMENFASSUNG
LITERATURVERZEICHNIS
VEROFFENTLICHUNGEN
DANKSAGUNG
EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG
LEBENSLAUF

68

70

72

73
74
78

81
83

85

90
91
106
107
108
109

VI



1. Einleitung

1. EINLEITUNG

Die Atherosklerose und ihre Komplikationen sind fiir ca. 50% der Todesfélle in Europa, USA
und Japan verantwortlich. Ursdchlich an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt ist eine
Funktionsstorung des Endothels. Durch seine besondere strategische Lage zwischen
vorbeistromendem Blut und GefaBBwand interagiert das Endothel mit Bestandteilen beider
Kompartimente. Zu den wichtigsten physiologischen Funktionen der Endothelzellen (EC)
gehort die Regulation des GefaBBtonus, die Kontrolle von Proliferation und Migration glatter
GefiaBmuskelzellen (SMC), die Kontrolle der Leukozyteninvasion sowie die
Aufrechterhaltung eines antithrombotischen und profibrinolytischen Zustands, vermittelt {iber
die Bildung und Freisetzung von Mediatoren, wie Prostacyclin (PGL), Prostaglandin E 2
(PGE;) und  Stickstoffmonoxid (NO). Kardiovaskuldre  Risikofaktoren,  wie
Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie, Nikotinkonsum und Diabetes mellitus, gehen mit
der Entwicklung einer Endotheldysfunktion einher. Ein Kennzeichen der endothelialen
Dysfunktion ist der Verlust der NO-vermittelten Vasodilatation, die bereits in der Frithphase
der Atherosklerose oder des Diabetes mellitus nachweisbar ist und auch diagnostischen Wert
besitzt. Folge davon ist eine Invasion von Monozyten in die GefaBwand. Diese differenzieren
zu Makrophagen, welche Zytokine und Wachstumsfaktoren produzieren und oxidiertes /ow
density lipoprotein (LDL) aufnehmen. SMC der Media werden durch diese Faktoren vom
physiologischen kontraktilen in einen sekretorischen Phénotyp konvertiert und zur Migration,
Proliferation und Synthese extrazelluldrer Matrix angeregt. Folge ist die Entstehung einer
atherosklerotischen Plaque mit einem nekrotischen Lipidkern (Ross, 1986; Raines, 1993).
Dies geht mit einer Verengung des Gefdllumens einher. Diese atherosklerotischen
Verianderungen sind die Hauptursache fiir die Entwicklung der koronaren Herzkrankheit, des
ischdmischen Zerebralinsultes und der peripheren arteriellen VerschluBkrankheit (Masud und
Mackenzie, 2003; Viles-Gonzalez et al.,, 2004). Meist besteht eine stabile und
asymptomatische Form des atherosklerotischen Plaques iiber Jahre bis entweder eine Angina
pectoris-Symptomatik aufgrund einer Sauerstoff-Minderversorgung in distal der Stenose
gelegenen Gewebearealen oder ein thrombotischer Gefdlverschluss (Myokardinfarkt oder
Apoplex) entsteht. Ursache fiir die thrombotischen GefaBBverschliisse sind erodierte Plaques
oder Plaquerupturen (Ross, 1993). Ein weiterer auslosender Faktor von thrombotischen
GefaBverschliissen konnen GeféafBlldasionen sein, die durch koronare Interventionen induziert

werden (Ip et al., 1991). Dazu zihlt die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA),
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1. Einleitung

bei der stenosierte oder thrombotisch verschlossene Koronararterien durch Einfiihren eines
Ballon-Katheters aufgeweitet, bzw. wiederer6ffnet werden (Ferns et al., 1992; Mann, 2003).
Allerdings werden solche funktionellen Probleme in der Regel durch eine adiquate
antithrombotische Begleitmedikation vermindert. Hinzu kommt, dass SMC den
prothrombotisch wirkenden Tissue Faktor (TF; Gewebethromboplastin) freisetzen. Kommt
dieser in Kontakt mit zirkulierenden Gerinnungsfaktoren, resultiert eine Aktivierung der
Gerinnungskaskade iiber den extrinsischen Weg (Butenas et al., 2001). Demnach entstehen
thrombotische Verschliisse arterieller GefdBe in der Regel durch Stérung der
Endothelfunktion und Umwandlung der antikoagulatorischen Eigenschaften in eine

prokoagulatorische Oberflédche.

1.1. Blutgerinnung

Der menschlichen Korper enthdlt 60-70 ml Blut pro kg Korpergewicht. Dieses Blutvolumen
soll ohne Verluste im GefdBsystem zirkulieren, d. h. im Falle einer akuten Verletzung auch in
der Lage sein, ein ,Leck mdglichst sofort zu schlieBen. Alle Vorgéinge, die dieser
Vitalfunktion dienen, werden klassischerweise unter dem Begriff Hémostase
zusammengefasst. Himostase beinhaltet auch die Mechanismen, die zur Aufrechterhaltung
der Fluiditdt und Zirkulation des Blutes beitragen und somit eine Gerinnung innerhalb des
GefidBles verhindern. Fehlregulationen dieser Prozesse fithren entweder zu einer Thrombose
oder Blutungstendenz. Thrombin, eine Serinprotease, ist das Schliisselenzym des
Gerinnungssystems und ist hauptsidchlich bekannt fiir seine Funktion bei der Regulation der
Héamostase und Thrombose (Mann K.G., 1994). Ebenso spielt Thrombin eine wichtige Rolle
bei der Wundheilung und pathologischen Veridnderungen, wie der Entziindung und
Tumorgenese. Neben der zentralen Rolle im Hémostaseproze3 mediiert Thrombin die
Freisetzung verschiedener Wachstumsfaktoren, Zytokine und vasoaktiver Substanzen in der
GefiaBwand. Man vermutet, dass durch Thrombin Prozesse in der Gefiwand in Gang gesetzt
werden, die sowohl fiir die Progression der Atherosklerose (Walters et al., 1994) als auch fiir
die Entstehung von Restenosen nach Koronarangioplastien verantwortlich gemacht werden (Ip
et al.,, 1991;Schwartz et al., 1995; Libby und Tanaka, 1997). Zu diesen Prozessen zihlt die
Initiilerung der Proliferation, Migration und Funktionsstorung von Endothelzellen, sowie

subendothelial gelegenen Fibroblasten und SMC (Fager, 1995). Die direkte Wirkung von
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1. Einleitung

Thrombin auf Zellen der Gefialwand wird {iber Thrombin-Rezeptoren, so genannte Protease-
aktivierte Rezeptoren (PARs), vermittelt. Diese gehdren zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (Coughlin, 2002), von denen mittlerweile 4 Subtypen
bekannt sind. (PAR-1, PAR-3 und PAR-4 sind durch Thrombin aktivierbar wahrend, PAR-2
durch andere Proteasen, wie z.B. Trypsin oder FXa aktiviert wird (Coughlin, 2001; Ruf et al.,
2003)).

Die lokale Aktivierung der Thrombinbildung erfolgt initial {iber den extrinsischen Weg der
Gerinnungskaskade, der durch das in der Media und Adventitia der GefiBwand gelegene
Membranprotein Gewebethromboplastin/Tissue Faftor (TF) initiiert wird (Wilcox et al.,
1989). TF wird neben verschiedenen anderen subendothelial gelegenen und prokoagulatorisch
wirkenden Substanzen bei der Ruptur atherosklerotischer Plaques oder bei tiefen Lésionen der
GefaBwand, z.B. durch eine PTCA verursacht, in groen Mengen freigesetzt (Ferns et al.,

1992) und aktiviert nachfolgend die extrinsische Gerinnungskaskade (Butenas et al., 2001).

SMC

FVIl — FVIIa Tissue Faktor (TF)

Xla
TF/FVIIa
le 2 FIXa
\|_ FVilla FVIII/ VWF
FX ——> FXa | V3RV FXII

A |
Prothrombin | =————p | Thrombin (Flla)| —
(FII) | FXIlla

Fibrinogen = Fibrin

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der intravaskularen Bildung von Thrombin (Weitere

Erklarungen siehe Text).



1. Einleitung

Tissue Faktor bindet an den im Blut zirkulierenden Gerinnungsfaktor VII. Uber diese
Komplexbindung von TF mit Faktor VIla werden die Zymoge Faktor IX und Faktor X
aktiviert (Lawson und Mann, 1991). Die auf diese Weise gebildete Serinprotease Faktor Xa
reicht aus, um in geringem Umfang Thrombin zu bilden, welches dann Pléttchen aktiviert und
die Pro-Kofaktoren Faktor V und Faktor VIII spaltet und damit die aktiven
Koagulationsfaktoren Va und Vlla bildet (Butenas et al., 2001). Faktor VIIla zusammen mit
Faktor IXa formt auf der Membranoberfldche von Plittchen, Mikropartikeln, dem Endothel
oder anderen Zellen den Tenase-Komplex, der wiederum den Faktor X 50 — 100 —fach stérker
aktiviert als der Tissue Faktor / Faktor VIla-Komplex (Mann et al., 2003). Der nun gebildete
Prothrombinasekomplex (Faktor Xa, Va, Kalzium und Phospholipide) katalysiert in groflen
Mengen die Umwandlung der Prothrombimolekiile in Thrombin (Mann et al., 1991). Sowohl
das extrinsische als auch das intrinsische Gerinnungssystem miinden in der Umsetzung von
Prothrombin zu Thrombin, welches dann die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen katalysiert,
wie auch die Aktivierung der Transglutaminase Faktor XIII (Butenas und Mann, 2002),

wodurch der Thrombus an der GefalBwand fixiert wird.

Werden durch die Ruptur einer atherosklerotischen Plaque oder durch eine GefaBldsion
prokoagulatorisch wirkende Substanzen vermehrt lokal freigesetzt, so kann dies zu einer
inaddquaten Antwort des Hamostasesystems und der Bildung eines gefdBokkludierenden

Thrombus fithren (Mann et al., 2003). Verschiedene Regulationsmechanismen sorgen dafiir,

dass keine iberschiefende

Thrombinaktivierung stattfindet und der FVlla Tissue Faktor
HimostaseprozeB auf den Bereich der N\ / (TF) TFPI
GefaBlasion beschrdnkt bleibt. Antithrombin TF/FVila

(AT) ist einer der wichtigsten endogenen I AT-ll
Inhibitoren der Blutgerinnung und bindet FX — FXa

Thrombin in einem  stdchometrischen
Komplex. Die inhibitorische Wirkung des AT Prothrombin (Fll) ——— Thrombin (Flla)
richtet sich nicht nur gegen Thrombin,

Fibrinogen — Fibrin
sondern gegen alle wichtigen

Gerinnungsfaktoren ( Serinproteasen) und Abbildung 1-2: Schematische Darstellung der Interaktion von Antithrombin 111 (AT-I11)

und des tissue factor pathway inhibitor (TFPI) mit der Thrombinbildung.
entfaltet damit eine hemmende Wirkung auf

vielen Stufen der Gerinnungskaskade. Auch der tissue factor pathway inhibitor (TFPI) ist ein
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1. Einleitung

Inhibitor der Blutgerinnung (Novotny et al., 1991). Die Hauptziele des TFPI sind der Faktor
Xa und der Faktor VIla-Tissue Faktor-Komplex (Broze, et al., 1988; Girard et al., 1989).

Ein dynamisches Inhibitorsystem wird aktiviert, wenn Thrombin an seinen Kofaktor
Thrombomodulin (TM) bindet und Protein C (PC) aktiviert (aPC) (Esmon, 2000). Dem
Vitamin K-abhingigen PC, welches als Zymogen im Blut zirkuliert, kommt dabei eine
Schliisselfunktion zu. Thrombin bindet mit hoher Affinitét (Dissoziationskonstante ca. 0,5-5
nM) an TM. Wihrend Thrombin auch allein PC aktivieren kann, ist die PC-Aktivierung durch
an TM-gebundenes Thrombin um den Faktor 1000 erhoht (Owen und Esmon, 1981). Durch
Bildung dieses Komplexes erfihrt Thrombin eine Konformationséinderung und wird von
einem prokoagulatorischen in ein antikoagulatorisches Enzym umgewandelt. Diese Bindung,
filhrt zu einem schnellen Entfernen des prokoagulatorischen Thrombins aus der Zirkulation
(Esmon, 2002) und damit zu einem antithrombotischen Effekt. AuBerdem wird an TM
gebundenes Thrombin ca. 20-fach schneller von Plasma-Proteaseinhibitoren inaktiviert. Die
Bildung des Thrombin/TM-Komplexes fiihrt zu einer Blockierung der aktiven Struktur von
Thrombin und damit zu einer Anderung der Substratspezifitit (Esmon, 1989; Esmon, 1995;
Esmon, 2002). Auf diese Weise werden alle prokoagulatorischen Aktivitdten des Thrombins,
wie die Spaltung von Fibrinogen, die Aktivierung von Faktor V (Esmon et al., 1982), die
Aktivierung von Thrombozyten (Esmon et al., 1983), sowie die Aktivierung des
Gerinnungsfaktors XIII verhindert (Polgar et al., 1986). aPC wiederum inaktiviert
proteolytisch die Gerinnungsfaktoren Va und VlIlla, die wesentlich an der Thrombinbildung
beteiligt sind. Demnach ist die Interaktion von Thrombin mit TM auf der
Endothelzelloberfliche nicht nur mit einem Verlust der Thrombin-Aktivitit assoziiert,
sondern inhibiert zusétzlich noch einen feedback-Mechanismus, der zu einer Inhibierung der
Thrombinbildung fiihrt. Somit beruht die antikoagulatorische Aktivitit von TM einerseits auf
dem direkten Effekt, die prokoagulatorische Wirkung von Thrombin zu inhibieren und
andererseits auf der Funktion als potenter Kofaktor der Thrombin-abhidngigen Aktivierung
von PC. Hinsichtlich der Thrombin-Fibrinogen Reaktion wirkt TM als kompetitiver Inhibitor,
weil durch die Bindung von Thrombin an TM die Bindungsstelle des Thrombins fiir

Fibrinogen blockiert wird (Hofsteenge und Stone, 1987).
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FVIla Tissue Faktor (TF) Z\%

TF/FVila

PU—
FX ——> FXa Fva Fv

Pr°"('|r:‘|’|')"bi" ——— [TrombinFim)| ——

1
Fibrinogen
— l TAFI

Unterdriickung " 1

der Fibrinolyse

Fibrin

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der Interaktion des TM/PC-Systems mit der intravaskularen

Thrombinbildung. (Weitere Erklarungen siehe Text)

Interessanterweise scheint die Interaktion von TM mit Koagulationsenzymen nicht nur auf
Thrombin beschrinkt zu sein. Auch die Faktor Xa-abhingige Aktivierung von Prothrombin
wird durch den endothelialen Rezeptor inhibiert, wahrscheinlich durch direkte Bindung von
Faktor Xa an TM (Thompson und Salem, 1986; Thompson und Salem, 1987).

Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) ist ein Carboxy-Peptidase B Proenzym,
und hemmt nach Aktivierung durch Thrombin die Fibrinolyse (Bajzar et al., 1996). T™M
stimuliert nicht nur die Aktivierung von PC, sondern auch die von TAFI, wihrend aPC die
Aktivitdit von TAFI durch Hemmung der Thrombinbildung hemmt. Die Regulation der
Fibrinolyse im Plasma durch TAFI und PC ist abhingig von der TM-Konzentration. Hohe
Konzentrationen an TM resultieren in einer Induktion der Fibrinolyse, niedrige
Konzentrationen dagegen haben einen inhibitorischen Effekt (Mosnier et al., 2001). Sowohl
die Aktivierung von PC als auch von TAFI ist erh6ht, wenn Thrombin an TM gebunden ist.
Das Protein C-System beinhaltet verschiedene Proteine, die an der Aktivierung von PC
beteiligt sind: Proteine, die die proteolytische Aktivitit von aPC unterstiitzen und solche, die
die Aktivitit von aPC inhibieren. Die Aktivierung von PC auf der Endothelzelloberfldche
durch den Thrombin-TM-Komplex wird durch den endothelialer PC Rezeptor (EPCR), der an
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1. Einleitung

die Gla-Doméne des PC bindet, unterstiitzt und verstirkt diese in vivo um den Faktor 20
(Taylor, et al., 2001; Dahlback und Villoutreix, 2003). Die Halbwertszeit von zirkulierendem
aPC ist mit ca. 20 min. relativ lang, was bedeuten konnte, dass aPC auch systemisch
antikoagulatorische Funktionen ausiibt. Zwei Kofaktoren, das Vitamin K-abhéngige Protein S
(PS) und die nicht aktivierte Form des Faktors V (FV) verstirken die antikoagulatorische
Aktivitdt von aPC. PS ist entscheidend an der Inaktivierung von FVa beteiligt, wihrend die
Regulation von Faktor VIIIa in dem Tenase-Komplex die synergistische Beteiligung von PS
und FV erfordert (Nicolaes und Dahlback, 2002). Neben diesen Mechanismen zur
Verstirkung der PC-Aktivitét gibt es auch inhibitorische Mechanismen. So kann aPC durch
Protease-Inhibitoren wie dem PC-Inhibitor und al-Antitrypsin inhibiert werden (Dahlback
und Villoutreix, 2003).

Dieses natiirliche antikoagulatorische System, das PC-System, stellt eine spezifische und
effiziente Kontrolle der Blutgerinnung dar. Dieser Signalweg dient als ein so genanntes on
demand antikoagulatorisches System und wird durch inflammatorische Mediatoren reguliert.
Es umfasst sowohl zirkulierende als auch membrangebundene Proteine. Eine Dysfunktion
dieses Systems ist relativ hdufig und mit einem erhdhten vendsen und wahrscheinlich auch
arteriellen Thromboserisiko assoziiert (Griffin et al., 1981; Owen und Esmon, 1981;
Broekmans et al., 1983).

Die besondere Bedeutung des aPC bei der Hemmung der Blutgerinnung wird auch an dessen
Wirkung bei der Sepsis deutlich. Septische Zustandsbilder sind héufig mit einer
disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) assoziiert. Aus dem Zusammenhang zwischen
Sepsis und  Gerinnungsaktivierung, sowie Erkenntnissen iiber die Rolle von
Gerinnungsaktivierung und Mikrozirkulationsstérungen bei der Genese des Sepsis-induzierten
Multiorganversagens, entstand das Konzept, dass eine Hemmung von Gerinnungsvorgingen
zu einer Verbesserung der klinischen Prognose bei Sepsis fiihren kann. Zentraler Regulator ist
das Thrombin, dessen Hemmung durch (a)PC somit einen effiziente therapeutische

Behandlung der Sepsis darstellt und mittlerweile fiir diese Indikation zugelassen ist.

Das Thrombinmolekiil, das eine zentrale Rolle im H&mostaseprozeB spielt, stellt einen
entscheidenden Ansatzpunkt auch fiir die Pharmakotherapie zur Verhinderung thrombotischer
Komplikationen dar (Chesebro et al., 1991; Mann et al., 2003). So werden derzeit AT-
abhéngige Heparine (unfraktioniert und fraktioniert) (Hirsh et al., 2001; Alban et al., 2002),
Hirudine (Lefkovits und Topol, 1994), Faktor Xa-Antagonisten und auch synthetische
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Thrombininhibitoren zur Inhibierung der prokoagulatorischen Wirkungen des Thrombins
eingesetzt. Neben den Wirkstoffen, die direkt mit den Gerinnungsfaktoren interagieren,
greifen die Vitamin-K-Antagonisten in deren Biosynthese ein. Diese hemmen die Generierung

der Vitamin K-abhédngigen Gerinnungsfaktoren (Faktor X, IX, VI, II).

1.2. Thrombomodulin

Herzkreislauferkrankungen aufgrund von GefaBBverdnderungen sind oft mit einer erhdhten
Thromboseneigung assoziiert. Daher war fiir diese Arbeit das antithrombotische
Thrombomodulin/Protein C-System von besonderem Interesse. TM, ein endothelialer
Rezeptor fiir Thrombin, wandelt Thrombin von einem prokoagulatorischen in ein
antikoagulatorisches Enzym um. Diese Funktionsdnderung des Thrombins stellt damit eine
Schliisselreaktion im PC-System dar, die auf einer durch TM induzierten

Konformationsdnderung basiert.

1.2.1. Thrombomodulin-Struktur

Die funktionellen und strukturellen Eigenschaften des TM werden daher im Folgenden néher
erlautert. TM spielt eine kritische Rolle bei der natiirlichen Hemmung der Blutgerinnung
durch seine Kofaktoraktivitit in der Thrombin-katalysierten Aktivierung von Protein C (PC).
TM, auch als Fetomodulin bekannt, ist ein monomeres Typ-1 transmembranires Protein und
dient als endothelialer Zelloberfldchen-Rezeptor fiir Thrombin (Esmon und Owen, 1981). TM
besteht aus mehreren Doménen, einer Lektin-dhnlichen NH,-terminalen Doméne, gefolgt von
einem hydrophoben Segment, sechs hintereinander folgenden epidermal growth factor (EGF)-
dhnlichen Doménen, einer Doméne fiir O-glykosidische Ankniipfungsstellen (Serin/Threonin-
reiche Region), einer transmembraniren Domine und einem kurzen zytoplasmatischen Teil

(Fuentes-Prior et al., 2000) (Abb. 1-4).
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Abbildung 1-4: Schematische Struktur von Thrombomodulin. Im Zellinneren ist eine kurze
zytoplasmatische Domane vorhanden, gefolgt von einer transmembrandren Doméne. Eine
Serin/Threonin-reiche Domane, glykosyliert mit Chondroitinsulfat (CS), schlief3t sich an, welche die
Thrombinaffinitdt erhéht und mit einer Anion-bindenden Struktur des Thrombin interagiert.
AnschlieRend folgen sechs EGF-ahnliche Strukturen und eine Lektin-ahnliche Doméane. EGF4-6 sind
verantwortlich fur die Kofaktorfunktion der Thrombin-induzierten Aktivierung von PC.

Die EGF-Dominen 5 und 6 des TM sind hauptsédchlich fiir die Bindungsaffinitit von
Thrombin verantwortlich (Kurosawa et al., 1987). Die Glykosylierung der O-glykosidischen
Ankniipfungsstellen (Serin/Threonin) mit Chondroitinsulfat-Seitenketten (Bourin et al., 1988;
Bourin et al., 1990) unterstiitzt nicht nur die Bindung von Thrombin an TM, sondern verstérkt
auch die Reaktion von Thrombin mit Antithrombin (Preissner et al., 1987; Bourin und
Lindahl, 1990; Parkinson et al., 1992;). Diese Chondroitinsulfat-Seitenketten spielen
aullerdem eine bedeutende Rolle fiir die Kinetik der PC-Aktivierung des Thrombin/TM-
Komplexes (Koyama et al., 1991a; Koyama et al., 1991b; Parkinson et al., 1992).

Neben der Lokalisation in der Plasmamembran sind Spaltprodukte des TM auch im Plasma
vorhanden, sogenanntes I6sliches TM (sTM). Diese Spaltprodukte des membranstdndigen TM
haben ebenso antikoagulatorische wie auch antifibrinolytische Eigenschaften (Solis et al.,
1994; Bajzar et al.,, 1998). Prospektive Studien haben gezeigt, dass das Risiko fiir

koronarvaskuldre Ereignisse bei Patienten mit niedrigen Plasma-sTM-Spiegeln deutlich
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erhoht ist (Wu und Matijevic-Aleksic, 2000). Somit kann der sTM-Spiegel auch als
diagnostischer Parameter verwendet werden. Eine Besonderheit weist das TM-Gen auf.
Dieses enthilt keine Introns, sodass das funktionell aktive Genprodukt ohne weitere splicing-
Mechanismen synthetisiert werden kann. Das humane TM Gen ist auf Chromosom 20 im
Abschnitt p12-cen lokalisiert (Wen, 1987). Die cDNA ist 1725 bp lang und kodiert ein Protein

aus 575 Aminosduren.

1.2.3.  Bedeutung von Thrombomodulin fiir die Entziindung

Neuere Studien konnten zeigen, dass TM unabhéngig und abhéngig von Thrombin und PC
auch biologische Systeme auBler dem Koagulationssystem beeinflusst. Schon lange wurde
vermutet, dass die Koagulation eine  modulatorische  Funktion auf die
Entziindungsmechanismen hat, aber erst kiirzlich konnten molekulare Quervernetzungen
nachgewiesen werden (Esmon et al., 1999). TM als vaskuldrer endothelialer Zelloberflachen-
Rezeptor beeinflusst das klinisch relevante PC-System, welches wiederum eine Rolle bei
Entziindungsreaktionen, Abnormalititen in der fetalen Entwicklung, Regulation der
Zellproliferation und der Tumorgenese spielt. Die adenovirale Uberexpression von TM im
Kaninchen fiihrte nicht nur zu einer verminderten Thromboseneigung, sondern reduzierte
auch lokal die Infiltration der arteriellen GefdaBwand durch Granulozyten und Makrophagen.
Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass TM einen inhibitorischen Einfluss auf die
Entziindung hat (Waugh et al., 1999; Waugh et al., 2000). Die Gabe von rekombinantem TM
in einem Tiermodell konnte auBerdem die Auswirkungen einer thrombotischen
Glomerulonephritis reduzieren (Ikeguchi et al., 2002).

Welche funktionellen  Eigenschaften besitzt TM, die zur Modulation von
Entziindungsreaktionen fiihren? Neben der Aktivierung von TAFI kann TM die Entziindung
durch die Aktivierung von PC beeinflussen. Auch die Bindung von Thrombin mit all seinen
proinflammatorischen Wirkungen trégt zu dem antiinflammatorischen Effekt von TM bei. In
Pavianen konnte aPC die durch Escherichia coli (E. coli) induzierte Sepsis verhindern (Esmon
et al., 1991; Taylor, et al., 1991). Diese experimentellen Ergebnisse konnten in der
PROWESS-Studie klinisch bestdtigt werden. Es wurde gezeigt, dass rekombinantes aPC
versus Placebo-Verabreichung die Mortalitit von Patienten mit einer schweren Sepsis

signifikant senken konnte (Bernard et al., 2001). Die vielfiltigen Wirkungen von aPC auf
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Endothelzellen werden zum Teil iiber protease activated receptors (PAR) vermittelt (Riewald
et al., 2002). Darin eingeschlossen ist die Inhibierung der TF-Expression und die Hemmung
der Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a)-Bildung durch Monozyten und Makrophagen (Grey et
al., 1998), die Unterdriickung der Nuclear factor-kB Expression, die Hemmung der
Signaltransduktion von Zytokinen und die Interferenz mit der TNF-a-induzierten
Aufregulation von Leukozytenadhdsions-Molekiilen auf der Zelloberfliche, wodurch die
Leukozyten-Akkumulation verhindert werden kann (Murakami et al., 1996). Aullerdem hat
aPC einen protektiven Effekt auf das GefaBlsystem, indem es die p53-mediierte endotheliale
Apoptose hemmt (Cheng et al., 2003). TAFI inaktiviert zudem den proinflammatorischen
Mediator Bradykinin und den Integrin-Liganden Osteopontin (Myles et al., 2003). Transgene
Maiuse, denen die N-terminale Lektin-dhnliche Domidne des TM fehlt, zeigen reduzierte
antiinflammatorische Eigenschaften (Conway et al., 2002). Nach Endotoxin-Exposition
zeigten diese Miuse eine geringere Uberlebensrate und akkumulierten mehr neutrophile
Granulozyten in ihren Lungen. Interessanterweise zeigte diese Deletion keine reduzierte PC-
Aktivierung, was darauf hindeutet, dass diese antiinflammatorischen Funktionen des TM
unabhéngig von aPC vermittelt werden. Auf diese Weise wirkt TM durch die Thrombin-
vermittelte Aktivierung von PC, Thrombosen, Entziindungen und Apoptose entgegen. Das
bedeutet, dass TM eine zentrale Rolle nicht nur in der Regulation der Hamostase, sondern
auch bei der Modulation von Entziindungsreaktionen spielt und damit ein Bindeglied
zwischen diesen beiden Prozessen darstellt.

Eine weitere Funktion des Thrombin-TM-Komplex ist die Reduktion der PAR1 vermittelten
Proliferation von SMC und Endothelzellen (Freedman, 2001). Durch Uberexpression von TM
in SMC konnte gezeigt werden, dass das Ausmal} der Proliferationshemmung direkt mit der
TM-Konzentration korrelierte (Grinnell und Berg, 1996). Auch der Zusatz von
rekombinantem TM konnte die Thrombin-induzierte Proliferation signifikant hemmen (Li et

al., 2000).
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1.2.4.  Regulation von Thrombomodulin

TM wird konstitutiv auf der Oberfliche von Endothelzellen (EC) exprimiert (Esmon, 1989).
Auch die Expression von TM in Monocyten (Grey et al., 1998), Fibroblasten (Dittman et al.,
1994), und Plattchen (Dittman et al., 1988) ist in der Literatur beschrieben. Glatte
GefaBmuskelzellen gesunder Gefdfle exprimieren in der Regel kein TM (Esmon und Owen,
1981). Zahlreiche Faktoren sind bekannt, die die Expression von TM in EC regulieren.
Retinolsdure (Weiler-Guettler et al., 1992; Horie et al., 2001), Thrombin (Archipoff et al.,
1991), vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), Plattchen-Faktor 4 (Dudek et al.,
1997) und Substanzen, die die cAMP-Konzentration erhohen (Hirokawa und Aoki, 1991;
Tazawa et al., 1994b), induzieren die TM-Expression in EC. Im Gegensatz dazu vermindern
beispielsweise Endotoxine (Moore et al., 1987) und Zytokine wie Interleukin-1f (Hirokawa
und Aoki, 1991), Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) (Maruyama et al., 1991) und transforming
growth factor f TGF-B (Ohji et al., 1995) die TM-Expression. Prostacyclin und Beraprost, die
beide den intrazelluldiren cAMP—Spiegel erhdhen, induzierten ebenfalls die TM-Expression
auf der Zelloberfliche humaner EC (Kainoh et al., 1991). Wie TM in humanen glatten
GefiaBmuskelzellen reguliert wird, ist bislang noch nicht systematisch untersucht. Erst
kiirzlich konnten Arbeiten aus dem eigenen Labor eine signifikante Aufregulation der TM-
Expression durch Iloprost in humanen SMC zeigen (Meyer-Kirchrath et al., 2004). Meyer-
Kirchrath et al. identifizierten differenziell exprimierte Gene unter dem Einfluss von Iloprost
in humanen SMC in einer vergleichenden Genexpressions-Analyse. Der Nachweis einer
Induktion von TM in SMC um den Faktor 6 war die Grundlage fiir die in der vorliegenden
Arbeit durchgefithrten Versuche. Die cAMP-abhéngige Aufregulation von TM in bovine
SMC (Soff et al., 1991) und SMC der Ratte (Traynor et al., 1995) stehen ebenfalls im
Einklang mit der Iloprost-induzierten Aufregulation von TM. Somit kommt dem cAMP eine
bedeutende Rolle in der TM-Regulation zu (Hirokawa und Aoki, 1991). Die Bedeutung der
TM-Expression in SMC ist bislang nicht geklért. In gesunden Geféllen sind SMC durch die
Endothelzellen von den zirkulierenden Blutbestandteilen abgeschirmt und kommen nicht in
Kontakt mit den Faktoren der Gerinnungskaskade und deren Zymogenen. Anders ist dies im
Falle einer Endothelzellverletzung, die beispielsweise nach der zunehmend angewendeten
perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) bei der Therapie von akuten
Myokardischdmien. Unter diesen Umstidnden konnte die TM-Expression in SMC bedeutsam

sein und damit eine mdgliche Zielstruktur fiir therapeutische Interventionen darstellen.
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1.3. Cyclooxygenasen und Eikosanoide

1.3.1.  Synthese und Wirkung von Prostaglandinen

Seit Anfang der 90-er Jahre ist bekannt, dass zwei Isoformen der Cyclooxygenase (COX)
existieren: COX-1 und COX-2 (Xi et al., 1991). Sie werden von verschiedenen Genen kodiert
und unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Gewebeverteilung und Expressionsregulation. COX-
1 wird konstitutiv unter anderem in der Niere, im Magen, in Thrombozyten und im
Gefalendothel exprimiert und kann als so genanntes house-keeping gene eine schnelle
physiologische Adaption einleiten (Otto und Smith, 1995). Die COX-2 wird in den meisten
Geweben nicht konstitutiv exprimiert, ist aber durch unterschiedliche Stimuli induzierbar, wie
z.B. durch inflammatorische Zytokine (Mitchell JA, 1994), Wachstumsfaktoren (DeWitt,
1993), Phorbolester (Kujubu, 1991) und Endotoxine (Lee, 1992). Aufgrund der
Induzierbarkeit durch mitogene und inflammatorische Reize spielt die COX-2 vor allem bei
entziindlichen Prozessen und bei der Mitogenese eine wichtige Rolle (Murata T, 1997). Die
Expression der COX-2 kann durch eine Vielzahl von Signaltransduktionswegen, wie dem
Proteinkinase A und C-Weg, wie auch durch Tyrosinkinasen induziert werden. Im Magen
(Zimmermann et al., 1998), im ZNS und in der Niere ist die COX-2 jedoch auch konstitutiv
exprimiert.

Mehrfach ungesittigte Fettsduren dienen im Organismus als Vorstufe einer Vielzahl reaktiver
Botensstoffe, die sich von der Arachidonséure ableiten. Unter dem Begriff Eikosanoide
werden Produkte der Arachidonséure (all-cis-5,8,11,14-Eikosatetraenséure) zusammengefasst.
Die Arachidonsdure wird unter Einwirkung von Phospholipase A, aus der Zellmembran
freigesetzt und kann iiber die COX und Lipoxygenasen weiter verstoffwechselt werden. Die
Cyclooxygenasen katalysieren zwei Reaktionen, die die Arachidonsdure iiber Prostaglandin
(PG)G; in PGH; iiberfiihren. PGH, kann nun von nachgeschalteten Synthasen zell- bzw.
gewebespezifisch zu den Prostaglandinen Prostacyclin (Prostaglandin I, PGIl,), PGD,, PGE,,
PGF,q und zu Thromboxan A, (TXA;) umgewandelt werden (Samuelsson et al., 1975).
TXA,, das durch die TXA,-Synthase im Thrombozyten gebildet wird, ist ein Vasokonstriktor
und induziert die Pldttchenaggregation

Prostacyclin (PGI,) ist das Hauptprodukt des Arachidonsdure-Stoffwechsels im Endothel
(Moncada et al., 1976; Schonbeck et al., 1999). Das Enzym COX oder Prostaglandin H-
Synthase ist das Schliisselenzym und auch der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der
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Synthese von Prostaglandinen (Otto und Smith, 1995; Vane und Botting, 1995). PGI, ist der
direkte Gegenspieler von TXA, und gilt als der potenteste endogene Inhibitor der
Pléttchenaggregation (Vane und Botting, 1995). Dariiber hinaus hemmt PGI, die Proliferation
und Migration von SMC (Schrér and Weber, 1997) und tréigt so zur Erhaltung eines ruhenden,
kontraktilen Phénotyps von SMC bei. Daher kann PGI, als wichtiger Gegenspieler des
Thrombins im kardiovaskuldren System angesehen werden (Schror K, 1997; Schrér, 2004).
Hinsichtlich dieser Thematik sind einige Arbeiten der Arbeitsgruppe um FitzGerald
interessant. In einem Maus-Modell konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dass die Proliferation
vaskuldrer SMC und die Thrombozytenaktivierung, induziert durch eine Gefilverletzung, in
Prostacyclin (IP)-Rezeptor defizienten Méusen erhoht war. Durch gleichzeitige Thromboxan-
Rezeptor Defizienz konnte dieser Effekt wieder aufgehoben werden (Cheng et al., 2002). Dies
bedeutet, dass eine fehlende PGI,-Wirkung bei gleichzeitig ungehemmter TXA,-Wirkung zu
einer erhdhten Thrombozytenaktivierung fiihrt, und damit zu einem erhdhten
Thromboserisiko. Ebenso wurden die atheroprotektiven Effekte einer endogenen PGI,-
Synthese durch erhohte COX-2-Expression in weiblichen IP-Rezeptor-defizienten Miusen
aufgehoben (Egan et al., 2004). Interessant fiir die vorliegende Arbeit ist im Besonderen die
Frage, ob PGI, neben der Hemmung der Thrombozytenaggregation auch einen Effekt auf die

plasmatische Gerinnung, moglicherweise tiber eine Modulation der TM-Expression, hat.

Prostacyclin

Abbildung 1-5: Struktur von Prostacyclin.

PGI; ist jedoch durch seine Vinyletherpartialstruktur sehr instabil und wird schnell zu dem
biologisch inaktiven 6-keto-PGF;q hydrolysiert ( Schror, 1984, Negishi et al., 1993). Wegen
der potentiellen therapeutischen Bedeutung wurden chemisch stabile Analoga entwickelt, die
fiir experimentelle Arbeiten und in der klinischen Anwendung eingesetzt werden. Dazu zéhlen
unter anderem Cicaprost (Kp: 10 nM) (Miiller et al., 1984) und Iloprost (Kp: 11 nM) (Schror
et al., 1981; Schror, 1984; Narumiya et al., 1999).
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Abbildung 1-6: Struktur chemisch stabiler Analoga des Prostacyclins.

Die zelluldren Wirkmechanismen des PGI, sind gut untersucht: PGI, iibt seine physiologische
Wirkung iiber spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), die IP-Rezeptoren aus,
die in der Plasmamembran lokalisiert sind. Nach Aktivierung des Rezeptors durch den
Agonisten koppeln die PG-Rezeptoren an Guanosintriphosphat (GTP)-bindende Proteine (G-
Proteine). Im vaskuldren System kommt es nach der Bindung an den IP-Rezeptor zu einer
Aktivierung der Adenylatzyklase. Diese setzt ATP zu cAMP um und erhéht so die
intrazellulire cAMP-Konzentration (Oka et al., 1993). Nachfolgend kommt es zu einer
Aktivierung des PKA-Signaltransduktionsweges, der die verschiedenen vasoprotektiven
Effekte steuert. Die aktivierte PKA phosphoryliert verschiedene Proteine oder
Genexpressionsfaktoren, wie das CREB-Protein (cAMP-response Element-bindendes
Protein). In einigen nicht vaskuldren Zelllinien wurde auch eine Erhohung der intrazelluldren
Ca*"-Konzentration nach Aktivierung des PGI,-Rezeptors beschrieben. Daher ist auch eine
Kopplung an ein weiteres trimeres G-Protein (Gq) zu vermuten (Schwaner et al., 1992; Oka et
al., 1993). Durch Aktivierung des Gq-gekoppelten-Rezeptors wird die Phospholipase C
(PLCg) aktiviert. Daraufthin wird Phosphatidylinositol-bis-Phosphat (PIP,) in Inositol-tri-
Phosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) gespalten. IP; diffundiert in das Zytosol und bindet
an IP;-abhingige Ca*"-Kanile der Membran des endoplasmatischen Retikulums, was eine
Ca®"-Ausschiittung bewirkt. Aktivierung der PKC durch DAG fiihrt zu einem Anstieg der
Transkription spezifischer Gene durch Phosphorylierung verschiedener Zielproteine. Bei
hohen Prostacyclin-Konzentrationen wurde im Thymus auch eine Stimulation des PLC-Weges
gezeigt (Namba et al., 1994). Dies wiirde auch die Beobachtung vasokonstriktorischer Effekte
bei hoheren Prostacyclin-Konzentrationen erklédren (Schror und Verheggen, 1988).

Bislang wurde angenommen, dass die antithrombotischen Effekte des PGI, ausschlielich auf
dessen inhibitorischer Wirkung auf die Plittchenfunktion beruhen. Effekte auf die

plasmatische Gerinnung sind bisher nicht beschrieben worden. Wie jedoch eingangs erwihnt,
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wird TM durch cAMP und cAMP-erhéhende Substanzen induziert. Auch Iloprost induzierte
die TM-Gen-Expression in humanen SMC (Meyer-Kirchrath et al., 2004). Daher ist die
Untersuchung des Einflusses von PGI, auf die TM-Expression von groBem Interesse und
konnte eine Verbindung zwischen dem antiaggregatorisch wirkenden PGI, und der

plasmatischen Gerinnung herstellen.

Thrombomodulin I.:> —

Abbildung 1-7: Mégliche Beeinflussung des TM/PC-Systems durch Prostacyclin und den IP-Rezeptor.

Plasmatischel
Gerinnung

PGE,; ist neben PGI, das Hauptprodukt der Arachidonsiure-Peroxidation im vaskuldren
System. Charakteristisch fiir PGE, sind seine gegensétzlichen Effekte in einer Vielzahl von
Geweben und Zellen, die verbreitete Verteilung seiner Rezeptoren im Organismus und die
Existenz mehrerer Rezeptor-Subtypen. PGE, kann eine Kontraktion oder Relaxation von
vaskuldren und nichtvaskuldren glatten Muskeln verursachen, die Sekretion von
Neurotransmittern und Hormonen stimulieren oder supprimieren, die Vasopressin-induzierte
Natrium- und Wasserreabsorption reduzieren und die renale tubulire Na'-Reabsorption
steigern. Diese diversen und teilweise gegensitzlichen Wirkungen von PGE, sind auf PGE-
Rezeptor-Subtypen zurlickzufithren, die an unterschiedliche Signaltransduktionwege
gekoppelt sind. Bisher sind vier unterschiedliche EP-Rezeptor-Subtypen bekannt: EP;, EP,,
EPs, EP4 bekannt (Coleman et al., 1994).
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second messenger/
Eicosanoid Rezeptor Agonist Antagonist
Signaltransduktion
Iloprost SC-19220
IP/DAGT
EP;, Sulproston AH 6809
Kontraktion
SC 51089
Butaprost cAMP?
EP;
PGE, AH 13205 Relaxation
MB 28767
EP;
Sulproston cAMP|
(4 Splicevarianten)
SC46275
cAMP1
EP4 ONO-AE1-329 AH 23848
Relaxation

Tab. 1-1: Wirkung von PGE; auf die unterschiedlichen EP-Rezeptoren.

Die PG-Rezeptoren koénnen aufgrund unterschiedlicher biologischer Reaktionseffekte

unterteilt werden in:

Die relaxierenden Rezeptoren (IP-, DP-, EP, und EP4-Rezeptoren). Diese vermitteln
iber eine Gs-Kopplung einen Anstieg des intrazelluliren cAMP-Spiegels.

Nachfolgend kommt es zu einer Aktivierung des PKA-Signaltransduktionsweges.

Die kontrahierenden Rezeptoren (TP-, FP- und EP;-Rezeptoren). Diese koppeln an
Gg-Proteine und induzieren eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC) (Shenker A,
1991). Es werden sekundédre Botenstoffe synthetisiert, wie cAMP, Ca2+-Ionen,
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3), welche die Aktivitét
bestimmter Protein-Kinasen (z.B. Proteinkinase A, Proteinkinase C) steuern und
definierte zellulire Antworten auslosen. Der Anstieg des intrazelluldren Ca2+—Spiegels

fithrt zu einer Kontraktion der glatten GefaBmuskulatur.

Die inhibitorischen Rezeptoren (EP3-Rezeptor). Durch Gi-Kopplung induzieren sie
eine Verminderung des intrazelluliren cAMP-Gehalts, wo durch die cAMP-mediierte

Relaxation der GefdBmuskulatur inhibiert wird (Narumiya et al., 1999).
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1.3.2.  COX-2-Expression in der Atherosklerose

Heute zdhlt die Atherosklerose zu den chronisch entziindlichen Erkrankungen, da die
zelluldren Verdnderungen zahlreiche Gemeinsamkeiten mit anderen chronisch entziindlichen
Erkrankungen, wie z.B. der rheumatoiden Arthritis aufweisen (Ross, 1999). Das zentrale
Geschehen bei der Entstehung von atherosklerotischen Lisionen ist die Akkumulation von
SMC, zusammen mit Makrophagen und Lymphozyten in der (Tunika)-Intima dieser Arterien.
In fibrotischen Plaques sind SMC der vorherrschende Zelltyp und ihre Akkumulation und
Proliferation ist ein kritischer Faktor fiir das AusmaBl und die Charakteristik der Lésion
(Raines, 1993; Ross, 1995). SMC und Makrophagen bilden Zytokine und
Wachstumsfaktoren, die die Progression der Atherosklerose in Form eines circulus vitiosus
beschleunigen. Als endogener Schutzmechanismus wird die Induktion der COX-2 und die
Bildung von Prostacyclin in atherosklerotischen Gefalen angesehen (Schror, 1997; Belton et
al., 2000; Egan et al., 2004;). Die Plasmakonzentration von PGI,, die indirekt durch die
Messung von 6-keto-PGF;q bestimmt wird, liegt beim gesunden Menschen unter
Ruhebedingungen bei ca. 5 pg/ml, ist jedoch bei GefiBBwandverdnderungen wie der
Atherosklerose deutlich erhdht (FitzGerald GA, 1984; Belton et al., 2000;). In gesunden
Arterien ist die Expression der COX-1-mRNA und die des Proteins auf dem GefidBBendothel
und auf SMC lokalisierbar, wihrend eine Expression der COX-2 nicht nachgewiesen werden
kann. Untersuchungen, welches Isoenzym an der Synthese von PGI, bei der Atherosklerose
malgeblich beteilig ist, ergaben, dass sowohl die COX-1 als auch die COX-2 zum Anstieg
des PGI,-Spiegels beitragen (Belton et al., 2000). Die gesteigerte Bildung von PGI, und PGE,;
in glatten GefdBmuskelzellen und die nachfolgende Aktivierung von Prostaglandin-
Rezeptoren (IP-R und EP,-R) fiithrt zur Erhdhung des intrazelluliren cAMP-Spiegels und
Aktivierung cAMP/PKA-vermittelter Signaltransduktionswege (Rimarachin et al., 1994;
Belton, 2000) und hemmt beispielsweise die Proliferation von SMC. Auch die
Thrombozytenaggregation wird auf diese Weise inhibiert. Eine mogliche, nicht
Thrombozyten-abhéngige Beeinflussung der Blutgerinnung durch Prostaglandine ist bislang
noch nicht systematisch untersucht worden. Denkbar wire jedoch eine Interaktion der

plasmatischen Koagulation durch eine mogliche PGl-induzierte TM-Expression.
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1. Einleitung

1.4. Ziel der Arbeit

Die Atherosklerose wird heute zu den chronisch-entziindlichen Erkrankungen gezdhlt und ist
mit einer endothelialen Dysfunktion verbunden. Das gesunde Endothel bildet eine nicht-
thrombogene und fiir Leukozyten und Thrombozyten nicht-adhédsive Schicht, die unter
anderem durch die Produktion von PGI, und NO den Gefdftonus reguliert sowie das
Gleichgewicht zwischen prothrombotischen und antithrombotischen Mediatoren aufrecht
erhilt. Im Zuge der Atherosklerose kommt es zu einer pathologischen Verdnderung des
GefdBendothels. Dadurch werden die antikoagulatorischen Eigenschaften des Endothels in
Richtung prokoagulatorischer Eigenschaften verschoben. Als Folge werden Thrombozyten
aktiviert und es kommt zur Freisetzung von Arachidonsdure, die zu Prostaglandinen und
TXA,; umgewandelt wird. Weiterhin kann es zur Aktivierung der plasmatischen Gerinnung
kommen. 2000 wurde die VIGOR-Studie (Bombardier et al., 2000) veroffentlicht, die als
Nebenbefund ein erhohtes Herzinfarktrisiko fiir den COX-Inhibitor Rofecoxib ergab. COX-2-
Inhibitoren hemmen vor allem die vaskuldre COX-2-abhingige PGI,-Bildung, wihrend die
COX-1-abhingige TXA,-Bildung unbeeinflusst bleibt. Auf diese Weise hemmen sie einen
wichtigen antithrombotischen Mechanismus, bei gleichzeitig fehlender Hemmung des
prothrombotischen TXA,. Bislang wurde angenommen, dass die antithrombotischen Effekte
des PGI, ausschlieBlich auf dessen inhibitorische Wirkung auf die Plittchenfunktion
zuriickzufiihren sind. Inhalt dieser Arbeit ist die Untersuchung eines weiteren Mechanismus
der antikoagulatorischen Wirkungen des PGI,. Die Arbeitshypothese ist, dass vasodilatierende
Prostaglandine (PGIl,, PGE,) die plasmatische Koagulation durch eine Induktion der TM-

Expression in arteriellen SMC inhibieren und COX-2-Inhibitoren denen entgegenwirken.

Folgende Fragestellungen waren daher Gegenstand dieser Arbeit:
L Wird TM in humanen arteriellen SMC durch exogene Prostaglandine beeinflusst?
IL Welche Rezeptoren sind an dieser Regulation beteiligt und welche
Signaltransduktionwege sind involviert?
II. Wird TM von endogen COX-1/COX-2-abhingig gebildeten Prostaglandinen
reguliert?
Iv. Hat die TM-Expression von SMC eine funktionelle Bedeutung (z.B. PC-
Aktivierung)?
V. Welche Bedeutung konnten diese Befunde fiir das erhohte Thromboserisiko bei

einer Atherosklerose haben?
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2. Material und Methoden

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Puffer und Losungen

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden in hochster verfiigbarer Qualitdt von

den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

Tabelle 1: verwendete Puffer und LAsungen

ACD:

85 mM Trisodiumcitrat x 2 H,O
65 mM Zitronensaure x H,O

111 mM Glukose

Amido-Schwarz Entfiarbelosung:

25 % (v/v) Isopropanol

10 % Essigsdure

Amido-Schwarz Firbelosung:

0,1 % (m/v) Amidoschwarz
25 % (v/v) Isopropanol
10 % (v/v) Essigséure

Blaumarker (10 x):

30 % Glycerol
0,04 % Bromphenol-Blau

Blot-Puffer:

1 x Laufpuffer ohne SDS
20 % Methanol

Coomassie-Blau Firbelosung:

0,2 % Coomassie Brilliant-Blau
40 % Methanol

10 % Essigsdure

DEPC-Wasser:

0,1 % (v/v) Diethyl-pyrocarbonat

Fluca:

Fluo-Puffer,
2,5 % Z-Gly-Gly-Arg-AMC in DMSO

Fluo-Puffer:

20 mM Hepes
60 mg/ml BSA
pH 7,35

10 x Laufpuffer:

250 mM Tris
1,9 mM Glycin
0,1 % SDS
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4 x Laemmli-Puffer:

250 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7.0
8 % SDS

40 % Glycerin

20 % 2-Mercaptoethanol

0,001 % Bromphenolblau

100 mM Dithiothreitol (DTT)

PBS:

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO4
8,3 mM Na,HPO4
pH 7.4

RIA-Puffer:

50 mM Tris/HC1
4 mM EDTA
pH 7,5

4 x Sammelgelpuffer:

0,5 mM Tris/HCI
0,4 % SDS
pH 8.8

10 x TAE:

40 mM Tris

20 mM Na-Acetat
2 mM EDTA

pH 7,8

10 x TBE-Puffer:

1 mM Tris

83 mM Borsdure
10 mM EDTA
pH 7.4

TBS (10 x):

100 mM Tris/HC1
1,5 mM NaCl
pH 7,4

TBST:

1 x TBS
0,1 % Tween 20

TBSTM:

1 x TBS mit:
0,1 % Tween 20
3 % Magermilchpulver
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2. Material und Methoden

TM-Puffer

Testmedium (HEPES-Tyrode):
134 mM NaCl

12 mM NaHCO;

2,9 mM KCl

0,36 mM NaH,PO,

1 mM MgCl,

5 mM HEPES

5 mM Glukose

pH 7.4

4 x Trenngelpuffer:

1,5 mM Tris/HCl
1 mM EDTA
pH 8,0

Waschpuffer fiir Thrombozyten:

113 mM NaCl

4 mM Na,HPOy4
24 mM Na H,POg4
4 mM KH,PO4
pH 6,5

Working-Puffer:
(fiir die Bestimmung des endogenen

Thrombinpotentials)

20 mM Hepes
140 mM NaCl
5 mg/ml BSA
pH 7,35

2.2. Substanzen

Tabelle 2: Im Zdlversuch verwendete Substanzen

Substanz Wirkung Hersteller
PMA PKC-Aktivator Alexis, Griinberg
Iloprost IP-Rezeptor-Agonist Schering, Berlin
Forskolin Adenylatzyklase-Aktivator | Sigma-Aldrich, Deisenhofen
dbcAMP cAMP-Analogon Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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2. Material und Methoden

Thrombin

Serin-Protease

Dr. J. Stiirzebecher, Zentrum
fiir Vaskuldre Biologie und
Medizin, Erfurt

Interleukin-1 (IL-1B) Zytokin Calbiochem, San Diego, DA,
USA
Tumor Nekrosefaktor-o Zytokin Biomol GmbH
(TNF-a) Hamburg
PGE; EP-Rezeptor-Agonist Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Butaprost EP,-Rezeptor-Agonist Dr. P Gardiner, Bayer,
Middlesex, UK
ONO-AE1-329 EP4-Rezeptor-Agonist ONO Pharmaceuticals,
Osaka, Japan
MB 28767 EP;-Rezeptor-Agonist Rhoéne-Poulenc Rorer,
Vitry sur Seine, Frankreich
Cicaprost IP-Rezeptor-Agonist Schering, Berlin
PDGF-BB Wachstumsfaktor Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Diclofenac Unselektiver COX-Inhibitor | Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Etoricoxib Selektiver COX-2-Inhibitor Laboratorien, Berlin
Aldersdorf GmbH
Protein C Zymogen Enzym research Laboratories,
South Bend, IN, USA
Aktiviertes Protein C Enzym Enzym research Laboratories,

South Bend, IN, USA
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2.3. Antikorper

Tabelle 3: Im Western-Blot und der Immunhistochemie verwendete Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

Verdiinnung

Thrombomodulin, TM-D3 (sc-13164)

monoklonal

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA.

1:140 in TBSTM

COX-2, monoklonal

Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, USA

1:1000 in TBSTM

Tissue factor, monoklonal

American Diagnostica, St

Stamford, CT,USA

1:1000 in TBSTM

Thrombomodulin (Immunhistochemie), | American Diagnostica, St 1:250
polyklonal Stamford, CT,USA
SM-actin (Immunhistochemie), DAKO, Hamburg 1:100
monoklonal, HHF 35
COX-2 (Immunhistochemie), Cayman Chemical Company, 1:150
polyklonal Ann Arbor, USA
goat anti-mouse IgG, HRP-konjugiert | Santa Cruz Biotechnology, Sekundérantikorper

(sc-2005)

Santa Cruz, CA, USA.

1 :3000 in TBSTM

goat anti-rabbit IgG, HRP-konjugiert

(sc-2004)

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA.

Sekundirantikdrper

1 :3000 in TBSTM

2.4. Zellkultur

Alle Substanzen fiir die Zellkulturmedien wurden von Gibco BRL Life Technologies,

(Karlsruhe) bezogen. Die Kulturgefile wurden von den Firmen Becton-Dickinson

(Heidelberg) und Greiner (Solingen) bezogen.
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2.4.1. Kultur glatter Gefilmuskelzellen

Humane koronararterielle glatte Muskelzellen (CASMC) wurden entweder von der Firma
CellSystems/BioWhittaker (Biotechnologie Vertrieb GmgH, St. Katherinen) bezogen, oder
nach der Explant-Technik isoliert (Fallier-Becker P Rupp J, 1990). CASMC wurden in SMC
Growth Medium 2 (C-22062) (PromoCell GmgH, Heidelberg) kultiviert und in SMC Basal
Medium ohne Supplement Mix fiir 48 h gehungert. Zur Wiederherstellung der eingefrorenen
Zellen wurde streng nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen.

Ebenso wurden glatte GefdBmuskelzellen des Menschen (SMC) aus der Arteria mammaria
oder der Vena saphena isoliert. Die Kultivierung der selbst isolierten SMC erfolgte in
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) mit 15 % FCS, 100 U/ml Penicillin und 0,1
mg/ml Streptomycin bei 37°C unter Begasung mit 5 % CO,. Nach Erreichen der
Subkonfluenz wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA (0,05 %/0.5 mM) nach einmaligem
Waschen mit PBS subkonfluent passagiert. Vor den jeweiligen Versuchen wurden die Zellen,
soweit nicht anders vermerkt, zweimal mit PBS gewaschen und fiir 48 h in serumfreiem
DMEM mit 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin (DMEM/PS) inkubiert. Danach
erfolgte Zugabe der verschiedenen Stimuli in den angegebenen Konzentrationen und fiir die
angegebenen Zeiten. Fiir die jeweiligen Experimente wurden Zellen der Passagen 3-10

verwendet.

2.4.2. Kultur von Endothelzellen

Humane koronararterielle Endothelzellen (HCAEC) wurden ebenfalls von der Firma
PromoCell (PromoCell GmgH, Heidelberg) bezogen und in den vom Hersteller empfohlenen
Medien kultiviert. Nach Erreichen der Subkonfluenz wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA
(0,05 %/0.5 mM) nach einmaligem Waschen mit PBS subkonfluent passagiert. Vor den
jeweiligen Versuchen wurden die Zellen, soweit nicht anders vermerkt, zweimal mit PBS
gewaschen und fiir 24 h in serumfreiem Medium inkubiert. Danach erfolgte Zugabe der
verschiedenen Stimuli in den angegebenen Konzentrationen und fiir die angegebenen Zeiten.

Fiir die jeweiligen Versuche wurden Zellen der Passagen 3-10 verwendet.
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2.5. Priparation und Analyse von RNA

2.5.1. Isolierung der Gesamt-RNA aus humanen Zellen

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus kultivierten humanen Zellen erfolgte mittels Trizol-
(Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe) bzw. Tri-Reagent (Sigma-Aldrich, Deisenhofen).
Generell wurde bei der Priparation von RNA Dietyl-Pyrocarbonat (DEPC)-H,O verwendet.
Die Zellen wurden direkt nach Abnahme des Mediums in der Kulturschale durch Zugabe von
Trizol-Reagenz/Tri-Reagent (1 ml/10 cm?) lysiert. Nach Inkubation fiir 5 min bei
Raumtemperatur wurden die RNA-Proben in sterile Eppendorf-Gefalie tiberfiihrt, mit 200 pl
Chloroform/ml Trizol versetzt, ausgeschiittelt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend 10 min zentrifugiert (5000 rpm, 4°C, Beckman J2-HS Zentrifuge; JA 20-Rotor
oder 13000 rpm, 4°C, Heraeus Biofuge 13). Die Fillung der RNA aus dem Uberstand erfolgte
mit 500 pl Isopropanol/ml Trizol bei Raumtemperatur fiir 10 min und anschlieBender
Zentrifugation fiir 30 min (12000 rpm, 4°C, Beckman J2-HS Zentrifuge; JA 20-Rotor oder
13000 rpm, 4°C, Heraeus Biofuge 13). Das RNA-Pellet wurde in 200 ul DEPC-H,O gelost
mit 5 M Kaliumacetat-Losung (1/10 des Volumens) versetzt und anschlieBend erneut mit
Ethanol ausgefillt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C wurde das RNA-Pellet
an der Luft getrocknet, anschlieBend in DEPC-H,0O gel6st und fiir 5 min bei 65 °C geschiittelt.
Die Lagerung der Proben erfolgte bei — 20 °C.

2.5.2. Quantifizierung der RNA

Reinheit und Konzentration der RNA wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm und
280 nm im Genequant I DNA/RNA Calculator (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
iiberpriift. Durch Bildung des Quotienten aus den beiden Absorptionswerten (260 nm/280 nm)
kann die Reinheit der RNA abgeschétzt werden. Dieser Wert sollte zwischen 1,5 und 2 liegen.
1 ODy60 = 40 pg/ml RNA.
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2.6. Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Semiquantitative RT-PCR Reaktionen wurden in einem TRIO-Thermo-Cycler (Biometra,

Gottingen) durchgefiihrt.

2.6.1. Fiir die RT-PCR verwendete Primer

Tabelle 4: verwendeten RT-PCR-Primer

Gen Primer-Sequenz Grosse des Annealing-
PCR- Temperatur (°C)
Fragments
GAPDH |5": TGATGACATCAAGAAGGTGG 238 52,55, 60, 62
TGAA

3" TCCTTGGAGGCCATGTAGGC

CAT

hTM | 5": CATTCGGGCTTGCTCATAGGC 502 60

3: GCAATAACCAGCCGTCGGAAG

hEP,- |5: GCTGGACTATGGGCAGTACG 450 60

Rezeptor| 3. GGTAGGAATCCGGAGGACAA

hEP3;- |5: TCGGGCTCTCCTCGTTGTTC 591 60

Rezeptor | 3., cGACAAGCGGACCGAAGTGA

hEPs |5 ACTACGTGGACAAGCGATTG 575 60

Rezeptor | 3. GTAGGCTTAACGAAGACACT

hIP- |5:GCGTCCTCTTCTGCGCGCTGCC 370 60
Rezeptor | CCTGCTGG

3":GGACTGTCGTCGTCACTCTACC
CCCTGG
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2.6.2. RT-PCR mit Qiagen® One-Step RT-PCR Kit

Alle RT-PCRs wurden mit dem Qiagen® One-Step RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden)
durchgefiihrt. Als interner Standard wurde in allen Experimenten, wenn nicht anders

vermerkt, die Expression des Enzyms GAPDH verwendet.

RT-PCR Ansatz: Es wurden 250 ng Gesamt-RNA eingesetzt.
5 ul 5 x RT-PCR-Puffer
5 pl Q-Solution
1 ul dNTPs
1 pl Enzym-Mix
GAPDH-Primer je (15-20 pmol/1)
genspezifische Primer je (15-20 umol/l)
Gesamt-Volumen: 25 pl
RT-PCR Bedingungen:
30 min, 50 °C
15 min, 95 °C
1 min, 95 °C
1 min, 60 °C 30 Zyklen
1 min, 72 °C
15 min, 72 °C

2.6.3. Densitometrische Auswertung der RT-PCRs

Zunéchst wurden die RT-PCR Proben in 1 — 1.5 %igen Agarose-Gelen unter Zusatz von
Ethidiumbromid (0.5 pg/ml) elektrophoretisch aufgetrennt. Densitometrisch ausgewertet
wurden die Intensitdten der unter Bestrahlung mit uv-Licht sichtbar gemachten DNA-Banden.
Dies erfolgte mit einer Geldoc 2000 Apparatur und mit Hilfe des Programms Quantity One
Version 4.1.0 / Geldoc (Biorad, Miinchen). Fiir jede Probe wurde der Quotient aus den
Intensitdten des zu untersuchenden Gens und der GAPDH als internen Standard gebildet.
Wenn nicht anders angegeben, wurde der Quotient von nicht-stimulierten Zellen (0 h =

Kontrollen) als 1 definiert und die Quotienten von stimulierten Zellen zu diesem Kontrollwert
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in Relation gesetzt. Angegeben werden diese Werte als relative mRNA-Expression, bezogen

auf die Kontrolle.

2.7. Praparation und Analyse von Proteinen im Western-Blot

2.7.1. Priparation von Proteinen aus humanen Zellen

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und fiir die Untersuchung im Western-Blot
durch Zugabe von 1 x Laemmli-Puffer lysiert. AnschlieBend wurden diese mit einem
Zellschaber vom Boden der Kulturplatten gelost, 5 min bei 95°C denaturiert, 2 sec im
Eppendorf-Gefal sonifiziert und bei 14000 rpm fiir 10 min zentrifugiert (Eppendorf
Tischzentrifuge, Centrifuge 5415 C, Hamburg).

2.7.2. Auftrennung der Proteine im Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine aus dem Zell-Lysat erfolgte nach dem Prinzip der
diskontinuierlichen Gelelektrophorese (Laemmli, 1970). Dazu wurde zunéchst ein Trenngel
(8-12 % Acrylamid) gegossen, das dann mit einem Sammelgel (5 % Acrylamid)
iiberschichtet wurde. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 150-200 V in einer BioRad
Elektrophoresekammer (BioRad, Miinchen) mit 1 x Laufpuffer + 0.1 % SDS. Ein Peroxidase-
konjugierter hochmolekularer Proteinstandard (New England Biolabs) und eine Prestained
Protein Ladder, ~10-180 kDa (Fermentas, St.Leon-Roth) dienten als Molekulargewichts-
Marker.

2.7.3. Transfer von Proteinen

Die Proteine wurden mittels einer ,,Semi-Dry* Blotting-Apparatur (BioRad, Miinchen) auf
eine Polyvinyliden Difluoride Membran (PVDF, Millipore, ImmobilonP, Sigma,
Deisenhofen) transferiert. Die PVDF-Membran wurde mit Methanol aktiviert und der

Transfer erfolgte mit Blotpuffer bei 15 V fiir ca. 60 min.
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2.7.4. Hybridisierung und Detektion von Proteinen

Zur Sittigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran 1 h bei Raumtemperatur in
TBSTM préhybridisiert. Anschlie3end erfolgte die Hybridisierung mit dem Primérantikorper,
TM, COX-2 und Tissue Faktor in TBSTM fiir 1-2 h bei Raumtemperatur (RT) oder iiber
Nacht bei 4°C. AnschlieBend wurde 3 x fiir 10 min mit TBST bei RT gewaschen, dann
erfolgte die Hybridisierung mit Peroxidase-gekoppelten Sekundirantikdrpern (1:3000) in
TBSTM fiir 1 h bei RT. Nach 3 x 10 min Waschen mit TBST wurden die Proteine mittels
Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) nach
Angaben des Herstellers detektiert. Bei dieser Methode wird die Peroxidaseaktivitéit auf der
Membran durch die durch Oxidation von Luminol mit H,O, entstehenden Lichtemission
nachgewiesen. Die Chemilumineszenz wurde durch Exposition der Membran auf einem
Rontgenfilm (Hyperfilm™ ECL™, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) sichtbar

gemacht.

2.7.5. Priifung auf gleichméiflige Proteinbeladung

Nach der Detektion der Protein-Expression wurde die PVDF-Membran mit TBST gewaschen
und 10-30 min in einer Amidoschwarz-Férbelosung gefdrbt. AnschlieBend wurde der
tiberschiissige Farbstoff mit Amidoschwaz-Entfarbelosung ausgewaschen. Die Proteinbanden

wurden auf GleichmiBigkeit der Proteinbeladung auf der Membran kontrolliert.

2.7.6. Priifung auf Vollstindigkeit des Proteintransfers
Nach abgeschossenem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran wurde das

Acrylamidgel mit Coomassie-Firbelosung fiir 10-20 min angefiarbt und anschlieBend mit

Wasser entfdrbt. Das Gel wurde auf Vollstéindigkeit des Proteintransfers kontrolliert.
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2.8. Durchflusszytometrische Analyse von SMC und Endothelzellen

Zur Analyse der Oberflachenexpression von TM wurden SMC oder Endothelzellen in 6-Loch-
Platten unter Standardbedingungen bis zur Konfluenz kultiviert. Zur durchflusszytometrischen
Untersuchung mussten diese zunichst abgelost werden. Dazu wurde die 6-Loch-Platte
zweimal mit PBS gewaschen und nachfolgend mit 500 pl auf 37 °C vorgewirmtes
Dissoziationsmedium fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden dann
durch mehrfaches Pipettieren vereinzelt. AnschlieBend wurden diese fiir 30 s bei 6000 rpm in
der Tischzentrifuge abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und in 50 ul PBS resuspendiert.
Zu dieser Zellsuspension wurden 20 pl PE-gekoppelter Antikorper gegen TM (CD 141, #
559781, BD Bioscience, Erembodegem, Belgien) gegeben. Parallel dazu wurden 10 pl Isotyp-
PE-Antikorper zur Identifizierung unspezifischer Bindungen mit 50 pl Zellsuspension in der
Dunkelheit inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 250 pl Isoton® (Beckmann
Coulter, Krefeld) verdiinnt und sofort in einem EPICS-XL Zytometer (Beckmann Coulter,

Krefeld) vermessen.

2.9. Bestimmung des endogenen Thrombinpotentials (ETP)

Die Endstrecke sowohl der intrinsischen als auch der extrinsischen Koagulationskaskade ist
die Aktivierung von Thrombin. Thrombin f6rdert die Thrombozytenaggregation und
katalysiert die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrinmonomere, die dann zu Fibrin
polymerisieren konnen. In einem GefdBabschnitt, in dem ein Gerinnungsprozess ablduft,
bestimmt die Anzahl der natiirlichen Substratmolekiile, die vom Thrombin gespalten werden
konnen, das Ausmafl der thrombotischen Antwort. Natiirliche Substrate werden
auBlerordentlich schnell durch Thrombin gespalten. In diesem Assay wird ein kiinstliches
Substrat verwendet, welches sehr langsam durch Thrombin umgesetzt wird. Die durch
Thrombin umgesetzte Substratmenge ist somit proportional zum gebildeten Thrombin, zu der
Zeit in der es aktiv ist und somit zur Flidche der Thrombin-Zeit-Kurve. Diese Flache zeigt die
Menge des natiirlichen Substrats an, das potentiell umgewandelt werden kann. Es bestimmt
das AusmaBl des moglichen plasmatischen Gerinnungsablaufes. Dieses Potential wird

endogenes Thrombin-Potential (ETP) bezeichnet (Hemker et. al 1993).

231 -



2. Material und Methoden

Zur Analyse des ETP wurden SMC und EC in 96-Loch-Platten bis zur Konfluenz kultiviert,
fiir 48 h durch Serumentzug gehungert und dann wie angegeben stimuliert. AnschlieBend
wurde zweimal mit PBS gewaschen. Pro Loch wurden 10 pl Plasma, 10 pl
Thrombozytenmembranen, 60 ul Working-Puffer und 20 pL Fluo-Puffer, der 2.5 % des
fluorogenen Substrates Z-Gly-Gly-Arg-AMC (Bachem, Katalog # I-1140, Schweiz) in DMSO
gelost, zugesetzt. Die Thrombinbildung wurde in einem Mikrotiterplatten-Fluorometer des
Typs Fluoroscan Ascent, Typ 374 (Labsystems, Helsinki, Finnland) mit einem
Excitationsfilter bei 390 nM und einem Emissionsfilter bei 460 nM vermessen. Die
Fluoreszenz wurde bei 37 °C in Intervallen von 3 s iiber einen Zeitraum von 80 min
gemessen. Alle Experimente wurden, wenn nicht anders vermerkt, als Dreifachbestimmung

ausgefiihrt. Die Datenauswertung erfolgte mittels Microsoft Excel (Microsoft).

2.10. Herstellung von gewaschenen Thrombozyten

Als Quelle fiir die verwendeten Thrombozyten diente frisch hergestelltes Buffy-coat-Blut von
Blutspendern. Das Buffy-coat-Blut wurde aus dem Institut fiir H&mostaseologie und
Transfusionsmedizin der Heinrich-Heine-Universitit, Diisseldorf, bezogen. Das Blut wurde
im Verhiltnis 1:7 mit ACD versetzt und fiir 10 min bei RT und 300 x g zentrifugiert. Das so
gewonnene Plittchen-reiche Plasma (PRP) wurde abgenommen und wiederholt mit ACD im
Verhiltnis 1:4 versetzt. Dazu wurde PGE; in einer Endkonzentration von 50 nM gegeben und
fiir weitere 10 min bei RT und 650 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
das gebildete Thrombozytenpellet in WP und 50 nM PGE,; resuspendiert. Das verwendete
Volumen entsprach der doppelten Menge an PRP. Die Thrombozytensuspension wurde erneut
bei 650 x g fiir 10 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die
Thrombozyten in TM resuspendiert. Die Thrombozytensuspension wurde auf ca. 500.000
Thrombozyten/pul eingestellt, aliquotiert und bei — 80 °C eingefroren. Durch das Einfrieren bei
—80 °C wurden die Thrombozytenmembranen zerstort, was zu einer Vergro3erung der negativ
geladenen Oberflache fiihrt. Vor Versuchsbeginn wurden diese bei 37 °C aufgetaut und sofort

verwendet.
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2.11. Herstellung von Plittchen-armem Plasma (PPP)

Frisches Zitrat-Vollblut (Zitronensdure-Zitrat-Dextrose = acid citrate dextrose; ACD, 1:7
(V/V)) wurde aus der Ellenbeugevene gesunder Spender entnommen. Pldttchen-armes Plasma
wurde auf folgende Weise hergestellt: Das Blut wurde fiir 10 min bei 5000 x g bei RT
zentrifugiert, wurde dann steril filtriert und anschlieBend fiir 1.5 h bei 100,000 g bei 4 °C
erneut zentrifugiert. Das so gewonnene Pléttchen-arme Plasma wurde aliquotiert und bei —80

°C eingefroren. Vor Versuchsbeginn wurde dieses bei 37 °C aufgetaut und sofort verwendet.

2.12. Bestimmung von 6-keto-PGF;,

Das von SMC freigesetzte PGI, wurde in Form des stabilen Hydrolyseproduktes 6-keto-PGF,
gemessen. Die Zellen wurden mit verschiedenen Substanzen in den angegebenen
Konzentrationen stimuliert. Nach Ende der Versuchszeit wurden der Uberstand abgenommen
und der Gehalt von 6-Keto-PGF1a mittels Radio-Immuno-Assay (RIA) (Schror and Seidel,
1988) bestimmt.

2.13. Bestimmung von loslichem Thrombomodulin im Zelliiberstand

Losliches Thrombomodulin (sTM) wurde mit Hilfe des Imunobind® Thrombomodulin
ELISA Kit (American Diagnostica, Greenwitch, CT, USA) im Zelliiberstand humaner
CASMC und EC bestimmt. Dazu wurden Zellen in 96-Loch-Platten bis zur Konfluenz
kultiviert, dann fiir 48 h gehungert und wie angegeben stimuliert. Der Zelliiberstand wurde
abgenommen und unverdiinnt auf die mit Antikorper beschichtete Platte des Kits transferiert.

Die Analyse der sTM-Konzentration erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

2.14. Bestimmung der Thrombomodulin-Oberflichenaktivitit

CASMC wie auch HCAEC wurden auf 96 Loch-Platten verteilt und mit verschiedenen
Substanzen fiir die angegebenen Zeiten stimuliert, nachdem sie fiir 48 h gehungert wurden.
Die Zellen wurden 2 x mit PBS gewaschen und dann mit serumfreiem Medium unter Zusatz
von 20 mM HEPES, 200 pg/ml BSA, 400 nM Protein C (PC) und 10 nM Thrombin inkubiert.

Nach einer Inkubationszeit von 80 min bei 37 °C wurde der Uberstand abgenommen und zu
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einer Losung von 20 mM Tris/HCI, pH 7.5, 150 nM NaCl, 1 mg/ml BSA und 10 U/ml
Hirudin im Verhéltnis 1:1 gegeben. Diese Proben wurden 5 min inkubiert, um die Thrombin-
Aktivitit mittels Hirudin zu inhibieren. Die Menge des gebildeten aktivierten Protein C (aPC)
wurde nach Zusatz des chromogenen Farbstoffes S-2366 (Chromogenix, Mailand, Italien) in
einer Endkonzentration von 0.75 mM bei 405 nm in einem BioRad micro plate reader (Modell
550) (BioRad, Miinchen) vermessen. Bei allen Versuchen wurde auch eine zellfreie Probe mit
der Protein C/Thrombin Ldsung inkubiert, um den Basalwert der Thrombin-katalysierten

Protein C Aktivierung zu erfassen.

2.15. Morphologische Analyse humaner atherosklerotischer Lisionen

Proben aus der Arteria Carotis interna, die bei einer Atherektomie gewonnen wurden, (9
Frauen, 10 Ménner; Altersdurchschnitt 68 Jahre (Bereich: 52 - 83)) wurden retrospektiv aus
dem Archiv der Instituts fiir Pathologie, Universitit Diisseldorf, zusammengestellt. In allen
Fallen war ein Verschluss einer der Carotiden festgestellt worden. Die Proben wurden mit 4 %
gepuffertem Formaldehyd fixiert. Es wurden transversale Schnitte angefertigt und diese in
Paraffin eingebettet. Der Nachweis von TM erfolgte mit einem ployklonalen Antikdrper (goat
anti-human trombomodulin IgG, polyklonal, American Diagnostica Inc., Greenwich,
England). Zusdtzlich wurden SMC mittels SM-actin (monoklonal, HHF 35, 1:100,
DAKOCytomation, Kopenhagen, Danemark) und COX-2 (polyklonal, 1:150, Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, Mi, USA) in konsekutiven Schnitten angefdrbt. Der TM-
Erstantikorper wurde mit einem streptavidin/horseradish  peroxidase-gekoppelten
Zweitantikorper unter Verwendung von Diaminobenzidin (DAKO, Kopenhagen, Dénemark)
als chromogener Farbstoff nachgewiesen. Die Erstantikdrper gegen SM-actin und COX-2
wurden durch einen alkalisch-phosphatase (AP)-konjugierten Zweitantikdrper unter
Verwendung von Fast Red (DAKO, Kopenhagen, Dénemark) als chromogenem Farbstoff
nachgewiesen. Die Gegenfirbung wurde mit Haemalaun vorgenommen. Diese Analysen
wurden freundlicherweise von Prof. Dr. M. Sarbia, Institut fir Allgemeine Pathologie und

Pathologische Anatomie der Technischen Universitdt Miinchen, Miinchen durchgefiihrt.

-34 -



2. Material und Methoden

2.16. Metabolische Markierung von Chondroitinsulfat-Seitenketten

Zum Verdau der Chondroitin-/Dermatansulfat-Seitenketten der gesamten zellassoziierten
Proteoglykane (PGs) wurden zundchst HCAEC in 24-Lochplatten, fiir 24 Stunden mit 10
pnCi/ml [*°S]-H,S04 ([°S] Schwefelsdure, Hartmann Analytik, Braunschweig) inkubiert.
Dadurch wurden die Sulfatgruppen der Glykosaminoglykan-Seitenketten radioaktiv markiert.
Danach wurde das Medium verworfen, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in serum-
freiem Medium unter Zusatz von 1 mg/ml BSA mit Chondroitinase ABC (Chondroitin ABC
Lyase, ICN Biomedicals, Inc., Ohio, USA) in verschiedenen Konzentrationen verdaut (3 h, 37
°C). Chondroitinase ABC ist eine Exoglykosidase, die spezifisch Chondroitinsulfat und
Dermatansulfat in Disaccharide spaltet. Nach dem Verdau wurde die iiberstehende Losung
verworfen und der Zellrasen in Harnstoffpuffer (8 mol/l Harnstoff, 0,025 M NacCl, 0, 5%
Triton X 100, 200 pl, 15 min RT) aufgelost. Nachfolgend wurde das Lysat eingefroren und
der Gehalt an radioaktiv markierten Glykosaminoglykanen mittels Cetylpyridiniumchlorid-

Prizipitation (Wasteson et al., 1973) bestimmt.

2.17. Bestimmung der DNA-Syntheserate

Als MabB fiir die Proliferation von SMC wurde die DNA-Syntheserate anhand des Einbaus von
Tritium-markiertem Thymidin ([3H]-Thymidin) in die zellulire DNA bestimmt. Hierfiir
wurden SMC in 24-Loch-Platten kultiviert, 48 h durch Serumentzug in der Ruhephase (GO)
des Zellzyklus arretiert ("synchronisiert") und anschliefend fiir weitere 24 h mit den
entsprechenden Substanzen stimuliert. [3H]-Thymidin (DuPont NEN, Dreieich) wurde 4 h vor
Ablauf der Inkubationszeit zugesetzt (1 nCi/ml). Anschlieend wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Daruthin erfolgte eine Inkubation mit eiskalter
Perchlorsdure fiir 2 min und ein erneuter Waschschritt mit PBS. AbschlieBend wurden die
Zellen durch Zugabe von NaOH (0.1 M, 300 ul/Loch) unter Schiitteln im Wasserbad (37 °C,
30 min) von der Oberfliche der Kulturplatte geldst. Die Uberstinde wurden in
Szintillationsgefifle (Packard Bioscience, Groningen, Niederlande) iiberfiihrt und mit jeweils
5 ml Szintillationslésung (Lumasafe Plus, Lumac LSC, Groningen, Niederlande) versetzt. Die
inkorporierte Radioaktivitit wurde mittels Fliissigkeitsszintillations-Spektrometrie in einem

LS6000IC / LS6500 Szintillations-Zéahler (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) als Zerfalle
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pro Minute (counts per minute, cpm) quantifiziert. Die Messungen wurden als

Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

2.18.  Statistik

Bei allen aufgefiihrten Ergebnissen wurden generell drei voneinander unabhidngige Versuche
durchgefiihrt. Bei Abweichungen ist dies im jeweiligen Ergebnisteil vermerkt. Bei RT-PCRs
und Western-Blots wurde jeweils eine reprasentative Abbildung von drei separaten Versuchen
mit dhnlichem Ergebnis dargestellt. Die Messdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler
(SEM) von 7 Einzelexperimenten angegeben. Das Signifikanzniveau p fiir o wurde mit 0.05
festgelegt. Signifikanzunterschiede wurden mittels des Bonferroni-Tests {iberpriift. Die
statistische Berechnung erfolgte mit dem Computerprogramm GraphPad Prism-Software,

Version 4 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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3. ERGEBNISSE

3.1. Einfluss exogener Prostaglandine auf die Thrombomodulin-Expression

3.1.1. Induktion der Thrombomodulin-mRNA-Expression in glatten

Gefillmuskelzellen

3.1.1.1. Induktion der Thrombomodulin-mRNA-Expression durch Iloprost

Eine vergleichende Genexpressions-Analyse aus dem eigenen Labor hatte gezeigt, dass TM
um den Faktor 6,2 £ 0,7 durch Iloprost in humanen SMC induziert wird (Meyer-Kirchrath et
al., 2004). Zur Verifizierung dieser Array-Daten wurde der Einfluss von Iloprost auf die
Expression von TM in koronararteriellen glatten GefdBmuskelzellen (CASMC) untersucht.
Die Kinetik der Induktion wurde in gehungerten CASMC {iber einen Zeitraum von 24 h
untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Iloprost (100 nM) stimuliert. Anschlieend wurde die
RNA pripariert und die TM-mRNA-Expression mittels semiquantitativer RT-PCR bestimmt.
Als interner Standard wurde die Expression des Enzyms GAPDH verwendet.
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relative MRNA-Expression

0 1 3 6 16 24

Stimulationzeit (h)
Abbildung 3-1
Einfluss von lloprost (100 nM) auf die Expression der TM-mRNA in CASMC. Die Abbildung zeigt ein
reprasentatives RT-PCR Experiment und die densitometrische Auswertung von n = 3 Versuchen (Mittelwerte +
SEM; * = p < 0,01 vs. Kontrolle).
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In Abbildung 3-1 ist zu erkennen, dass die Stimulation mit Iloprost zu einem signifikanten
Anstieg der TM-mRNA in humanen CASMC fiihrte. Iloprost bewirkte eine transiente
Aufregulation der TM-Gen-Expression mit einem Maximum nach 6 h (relative m-RNA-
Expression: 5,8 £ 1,8).

Die Untersuchungen dieser Arbeit sind hauptsidchlich an arteriellen SMC vorgenommen
worden. Zusitzliche Untersuchungen an vendésen SMC erfolgten nur zur Bestitigung der
allgemeinen Giiltigkeit der TM-Regulation in SMC. So wurde die TM-Gen-Expression auch
in SMC der Vena saphena nach Stimulation mit Iloprost (100 nM) untersucht. Nach
Extraktion der RNA wurde auch hier die TM-mRNA-Expression mittels semiquantitativer

RT-PCR analysiert (Abb. 3-2).
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Abbildung 3-2
Einfluss von lloprost (100 nM) auf die Expression der TM-mRNA-Expression in SMC der Vena saphena. Die
Abbildung zeigt ein reprasentatives RT-PCR Experiment und die densitometrische Auswertung von n =3
Versuchen (Mittelwerte £ SEM; * = p < 0,01 vs. Kontrolle).

In Vergleich zu CASMC konnte auch in vendsen Zellen eine TM-Induktion in Abhéngigkeit
von der Stimulationszeit festgestellt werden. Diese zeigten jedoch ein Maximum erst nach

16-stiindiger Iloprost-Inkubation und auch nach 24 Stunden noch erhéhte m-RNA-Spiegel.
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3.1.1.2. Regulation der Thrombomodulin-mRNA-Expression durch
Phorbolester und Zytokine im Vergleich zu Iloprost

Proinflammatorische und mitogene Stimuli wie Endotoxin, Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Phorbolester fiihren zu einer Induktion des COX-2-Gens in zahlreichen Zell-Linien. Aus
diesem Grund wurden CASMC mit dem Phorbolester PMA (100 nM), einem Aktivator der
PKC, inkubiert. So konnte der Einfluss einer PKC-Aktivierung auf die TM-mRNA-
Expression untersucht werden (Abb. 3-3).
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Abbildung 3-3

Einfluss von PMA (100 nM) auf die Expression der TM-mRNA in CASMC. Die Abbildung zeigt ein
reprasentatives RT-PCR Experiment und die densitometrische Auswertung von n = 7 Versuchen (Mittelwerte +
SEM; * = p < 0,05 vs. 0 h (Kontrolle). (unpaired t-test) (Wilcoxon —Test; Asymptotische Signifikanz (2-seitig
0,018)).

Stimulation mit PMA fiihrte in CASMC zu einer Erh6hung der TM-Gen-Expression. Diese
war nach 6 h um den Faktor 8,1 £ 1,7 induziert (Abb. 3-3). Denkbar wire, dass PMA, als
bekannter Aktivator der PKC (Pang et al., 2002, Bradbury DA, 2002), die TM-Expression
iiber eine Induktion der COX-2 und die daraus resultierende erhdhte Prostaglandin-Synthese

induziert.
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Die Kinetik des Zeitverlaufes der TM-Expression nach PMA-Exposition in SMC der Arteria
mammaria war ebenfalls von Interesse. PMA bewirkte eine transiente Aufregulation der TM-
Gen-Expression (Abb. 3-4). Verglichen mit der Induktion nach Iloprost war die PMA-
induzierte Expression jedoch stirker ausgeprédgt. Nach 3 h war eine Induktion der mRNA-
Expression in SMC der Arteria mammaria um den Faktor 10,9 = 5,1 und nach 6 h um den

Faktor 11,7 + 6,6 festzustellen.
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Abbildung 3-4

Einfluss von PMA (100 nM) auf die Expression der TM-mRNA in SMC der Arteria mammaria. Die Abbildung
zeigt ein reprasentatives RT-PCR Experiment und die densitometrische Auswertung von n = 2-6 Versuchen
(Mittelwerte + SEM).

Zytokine wie Interleukin-1B (IL-1B) und Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), wie auch das
bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid, die in anderen Untersuchungen die COX-2 in
humanen SMC induzierten (Bishop-Bailey et al., 1998), wurden ebenfalls zur Stimulation von
CASMC eingesetzt, um fiiber eine verstirkte COX-2-abhingige Prostaglandin-Synthese die
TM-mRNA-Expression zu induzieren. Hier zeigte sich jedoch keine signifikante Induktion
der TM-Gen-Expression (Daten nicht gezeigt). Auch war die Induktion der COX-2 und die
damit verbundene Zunahme der PG-Synthese gering und moglicherweise nicht ausreichend

fiir einen biologischen Effekt.
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3.1.2.  Thrombomodulin-Protein-Expression

3.1.2.1. Charakterisierung des Thrombomodulin-Proteins

Unter nicht reduzierenden Bedingungen resultieren die intramolekularen Disulfidbriicken von
TM in einer kondensierten Tertidrstruktur, die dazu fithrt, dass auf ein Natrium dodecyl
sulfate-polyarylamid (SDS)-Gel aufgetragen humanes TM ein Molekulargewicht von ca. 75
kDa besitzt. Unter reduzierenden Bedingungen werden diese intramolekularen Disulfid-
Briicken gespalten, wodurch sich TM entfaltet und bei der Detektion mittels SDS-
Gelelektrophorese ein scheinbar hoheres Molekulargewicht erhdlt (ca. MW = 105 kDa)
(Salem et al., 1984; Dittman and Majerus, 1990). Zur Bestitigung, dass der verwendete
Antikorper spezifisch TM im Western-Blot detektiert, wurden zwei Locher einer 12-Loch-
Platte CASMC mit Iloprost (10 nM, 6 h) stimuliert, anschlieBend in Laemmli lysiert. Eine der
beiden Proben wurde mit Dithiothreitol (DTT 100 mM) behandelt. Die Analyse des Western-
Blots zeigte eine deutliche Verschiebung des TM-Proteins zu einer Bande eines hoheren
Molekulargewichtes nach Zusatz von DTT (Abb. 3-5). Anhand der Verschiebung des
Molekulargewichtes von TM unter reduzierenden Bedingungen konnte somit gesichert

werden, dass der verwendete Antikorper spezifisch TM im Western-Blot detektiert.

-DTT__+DTT
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T E
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Abbildung 3-5
Western-Blot zum Nachweis von TM nach Stimulation mit lloprost (10 nM) furr 6 h. Untersucht wurde der Einfluss
von DTT auf das Molekulargewicht von TM im Western-Blot.

Der nichste Versuch diente dazu, eine Methode zu etablieren, bei der Chondroitinsulfat-
Seitenketten auf der Zelloberfldche abgespalten werden. Diese Chondroitinsulfat-Seitenketten

des TM spielen eine bedeutende Rolle bei der direkten Interaktion des Thrombins mit
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prokoagulatorischen Substraten und Rezeptoren, sowie fiir die Kinetik der PC-Aktivierung
des Thrombin/TM-Komplexes (Koyama et al., 1991b; Koyama et al., 1991a; Parkinson et al.,
1992). Das Vorhandensein von Chondroitinsulfat-Seitenketten verstérkt auch die Aktivierung
von Protein C (Parkinson et al., 1990).

Um zu iberpriifen, ob der Verdau von Chondroitinsulfat-Seitenketten auf der Oberfldche
kultivierter EC effektiv ist, wurden Zellen mit radioaktiv markierter Schwefelsdure [358]
inkubiert, um die Glykosaminoglykane radioaktiv zu markieren. AnschlieBend wurde mit
Chondroitin-ABC-Lyase (ABCase) verdaut. Abbildung 3-6 zeigt den Abbau radioaktiv
markierter ~ Chondroitinsulfat-Seitenketten = nach ~ Verdau  mit  unterschiedlichen
Konzentrationen ABCase. Es konnte gezeigt werden, dass schon eine Konzentration von
0,006 U/ml zu einer maximalen Reduktion der Chondroitinsulfat-Seitenketten auf ca. 30 %
des Kontrollwertes fiihrte. Die restlichen 30 % reprasentieren wahrscheinlich Heparansulfat-

Seitenketten - Proteoglykane, die nicht von dem verwendeten Enzym gespalten werden.

100 -

CPM (% Kontrolle)

Kon 0,006 0,02 0,06

ABCase Konzentration (U/ml)

Abbildung 3-6
Einbau von 35S in EC und anschlieRender Verdau mit unterschiedlichen Konzentrationen ABCase. Dargestellt ist
die 3-fach Bestimmung eines exemplarischen Versuches.

AnschlieBend wurde die TM-Protein-Expression hinsichtlich der Expression von
Chondroitinsulfat-Seitenketten tiberpriift. Dazu wurden EC mit 0,006 U/ml ABCase fiir 3 h

bei 37°C verdaut, der Uberstand verworfen und die Zellen in Laemmli-Puffer lysiert.
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—— Chondroitinsulfat-Seitenketten
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Abbildung 3-7

Verdau von Chondroitinsulfat-Seitenketten mit ABCase (0.006 U/ml) fiir 3 h bei 37 °C auf der Zelloberflache
CAEC. Diese wurden 24 h mit serumfreiem Medium inkubiert und anschlielend fir 12 h mit PMA (100 nM)
stimuliert. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot von n = 2 Versuchen.

Die Western-Blot Analyse zeigte, dass der Anteil des hohermolekularen TM oberhalb der
Hauptbande durch den Verdau mit Chondroitin-ABCase entfernt wurde. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass ein kleiner Teil des TM mit Chondroitinsulfat glykosyliert ist

(Abb. 3-7).

Bei genauer Betrachtung der TM-Bande von SMC der Vena saphena ist zu erkennen, dass
auch diese eine breite, aber deutlich zu erkennende Bande oberhalb der Hauptbande
aufweisen, die vermutlich mit Chondroitinsulfat glykosyliertes TM darstellt. Die TM-
Expression in CASMC zeigt, wenn iiberhaupt, nur eine Gykosylierung von geringem Ausmaf}

(Abb. 3-8).

Chondroitinsulfat- ———»

Seitenketten
: ——
Kon Ilo Kon Ilo
SMC der CASMC

Vena saphena

Abbildung 3-8
TM-Expression nach Stimulation mit lloprost (10 nM) in venésen SMC und CASMC.
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3.1.2.2. Induktion der Thrombomodulin-Protein-Expression durch verschiedene

Substanzen

Nachdem in SMC verschiedener Herkunft TM auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden
konnte, war der néchste Schritt, auch die Regulation auf Protein-Ebene mittels Western-Blot
zu untersuchen. Dazu wurden CASMC zunéchst mit IL-1B (10 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml),
lloprost (100 nM), PDGF-BB (20 ng/ml) und PMA (100 nM) fiir 6 h stimuliert und
anschlieBend die Protein-Expression im Western-Blot untersucht. Nach Inkubation mit dem
spezifischen TM-Antikorper konnte eine Induktion der TM-Protein-Expression nach
Stimulation mit Iloprost, PDGF-BB und PMA nachgewiesen werden. Die Stimulation mit IL-
1B und TNF-a reduzierte dagegen die TM-Expression (Abb. 3-9).

- -.. <

Kon -1 TNF-a llo PDGF PMA

Abbildung 3-9

Einfluss von IL-1B (10 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml), lloprost (100 nM), PDGF-BB (20 ng/ml) und PMA (100 nM) auf
die TM-Protein-Expression in CASMC nach 6 h. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot von

n =6 — 8 Versuchen.

3.1.2.3. Konzentrationsabhiingige Induktion der Thrombomodulin-Protein-

Expression durch Iloprost und Cicaprost

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde in nachfolgenden Versuchen die TM-Protein-
Expression in Abhingigkeit von der Iloprost-Konzentration untersucht. Dazu wurden
CASMC wie auch SMC der Vena saphena fiir 6 h mit unterschiedlichen Iloprost-

Konzentrationen (0,1 - 100 nM) inkubiert und anschlieBend im Western-Blot analysiert.
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Abbildung 3-10

Einfluss von lloprost (0-100 nM) auf die TM-Protein-Expression in CASMC nach 6 h Inkubation. Die Abbildung
zeigt einen reprasentativen Western-Blot und die densitometrische Auswertung von n = 4 Versuchen (Mittelwerte
+ SEM; * = p < 0,05 llo vs. unbehandelte Zellen (Kontrolle).

In CASMC (Abb. 3-10) zeigte sich eine Konzentrationsabhingigkeit der Iloprost-induzierten
TM-Protein-Expression. Die hochste eingesetzte Konzentration Iloprost (100 nM) induzierte
TM um den Faktor 3,9 £ 1,2. Interessanterweise bewirkten 10 nM Iloprost eine deutlich
hohere Induktion (7,3 £ 2,5). Besonders hervorzuheben ist, dass sich bereits bei sehr geringen
Konzentrationen von Iloprost, die im Bereich endogener Prostaglandin-Konzentrationen
liegen, ein deutlicher induzierender Effekt auf das TM-Protein nach 6-stiindiger Stimulation
zeigte (0,3 nM Iloprost 6,3 = 2,8 und 0,1 nM 3,8 £ 0,9). Auch in SMC der Vena saphena
(Abb. 3-11) konnte eine Konzentrationsabhingigkeit der TM-Induktion festgestellt werden. In
Abbildung 3-11 ist auch ein exemplarischer Western-Blot einer Untersuchung an vendsen

SMC dargestellt.
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Abbildung 3-11
Einfluss von lloprost (0-100 nM) auf die Expression der TM-Protein-Expression in SMC der Vena saphena nach
6 h Inkubation. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot von n = 3 Versuchen.

Im Gegensatz zu CASMC fiihrte in SMC der V saphena die hochste eingesetzte
Konzentration auch zu der starksten TM-Induktion (Abb. 3-11). Wahrend nach Inkubation mit
lloprost-Konzentrationen von 10 und 1 nM noch eine starke Induktion nachzuweisen war,
fiihrten sehr geringe Iloprost-Konzentrationen (0,1 — 0,3 nM) zu einer schwicheren, wenn
auch deutlichen TM-Protein-Expression. Dieser tendenzielle stimulierende Effekt sehr
geringer Iloprost-Konzentrationen deutet darauf hin, dass endogen gebildete Prostaglandine

auch in vivo eine Rolle bei der TM-Regulation in vendsen SMC spielen kdnnten.

lloprost ist ein Agonist des Gs-gekoppelten IP-Rezeptors. Besonders in hohen
Konzentrationen fungiert Iloprost jedoch auch als Agonist des Gg-gekoppelten IP-Rezeptors.
Schon der Nachweis, dass sehr geringe Konzentrationen von Iloprost zu einem Anstieg der
TM-Expression fithrten, deutet auf die mafgebliche Beteiligung des Gs-gekoppelten IP-
Rezeptors hin. Daher wurde in nachfolgenden Untersuchungen der Einfluss von Cicaprost,
einem weiteren Prostacyclin-Mimetikum und spezifischem Agonisten des IP-Rezeptor, auf die
TM-Expression untersucht. Humane CASMC wurden fiir 6 h mit unterschiedlichen
Konzentrationen Cicaprost (0,1-10 nM) inkubiert und anschlieBend die TM-Protein-
Expression im Western-Blot untersucht. Die Stimulation mit Cicaprost fithrte zu einer
konzentrations-abhingigen Induktion von TM (Abb. 3-12). Dabei konnte nach Auswertung
von n = 3 Versuchen ein signifikanter Anstieg um den Faktor 22,5 + 7,1 der TM-Protein-

Expression nach 6 h festgestellt werden. Auch geringe Cicaprost-Konzentrationen (0,1 — 1
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nM) fiihrten zu einer deutlichen TM-Induktion (0,1 nM Cicaprost = 10,7 = 1,4; 1 nM
Cicaprost = 10,6 = 5,9). Dieser Effekt war allerdings aufgrund der groBen Streuung der

Einzelexperimente statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 3-12

Einfluss von Cicaprost (0-10 nM) auf die TM-Protein-Expression in CASMC nach 6 h Inkubation. Die Abbildung
zeigt einen reprasentativen Western-Blot und die densitometrische Auswertung von n = 3 Versuchen (Mittelwerte
+ SEM; * = p < 0,01 vs. Kontrolle).

Diese Ergebnisse machen wahrscheinlich, dass das weniger selektive Iloprost, vor allem in
hoheren Konzentrationen (> 10 nM) auch an inhibitorische PG-Rezeptoren (EP;) bindet, ein

Effekt, der bei dem spezifischen IP-Liganden Cicaprost fehlt.

3.1.2.4. Thrombomodulin-Regulation durch Prostaglandin-Rezeptoren

Neben Prostacyclin ist Prostaglandin E, (PGE,;) das Hauptprodukt der COX-katalysierten
Prostaglandin-Synthese im vaskuldren System. Als Agonist an EP-Rezeptoren fiihrt PGE,, als
Nettoeffekt, auch zu einem Anstieg der cAMP-Konzentration in SMC (Narumiya et al., 1999).
Die einzelnen EP-Rezeptoren sind jedoch an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt, die
wiederum verschiedene Signalwege aktivieren. Wihrend die Stimulation des EP,- und EP;-
Rezeptors zu einem Anstieg von cAMP fiihrt, wird bei Agonisten-Bindung des EP3;-Rezeptors
iiber eine Gi-Aktivierung der cAMP-Spiegel reduziert. Es konnte bereits gezeigt werden, dass

verschiedene Prostaglandin-Rezeptoren funktionell aktiv in SMC exprimiert werden und nach
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Agonisten-Bindung zu einer Verdnderung des cAMP-Spiegels fiihren (Debey et al., 2003).
Zum Nachweis, dass die mRNA dieser Prostaglandin-Rezeptoren in den hier verwendeten

Zelltypen exprimiert werden, wurden RT-PCR-Analysen durchgefiihrt.
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Abbildung 3-13

Expression der Prostaglandin-Rezeptoren in SMC der Vena saphena, Arteria mammaria und A. coronaria nach
Stimulation mit IL-1p (10 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml) und PDGF-BB (10 ng/ml) fir 6h. RT-PCR Bedingungen: alle Gene
58°C,TM, IP, GAPDH 28 Zyklen, EP,, EP,, EP,, 30 Zyklen.

SMC der Vena saphena, Arteria mammaria und der Koronararterie wurden mit IL-1f3, TNF-a
und PDGF fiir 6 h stimuliert. AnschlieBend wurde die Expression des IP- und der EP; 3 4-
Rezeptoren mittels RT-PCR exemplarisch analysiert. In allen drei Zelltypen konnten diese
vier PG-Rezeptoren nachgewiesen werden. In der Abbildung 3-13 ist zu erkennen, dass die
verschiedenen Rezeptoren durch die verwendeten Stimuli unterschiedlich reguliert wurden.
Fiir diese Arbeit war nur das Vorhandensein der PG-Rezeptoren von Interesse. Daher wurde

die Regulation dieser Rezeptoren nicht weiter untersucht.
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Als nichstes wurde der Einfluss von PGE, auf die TM-Expression untersucht. Um zu
tiberpriifen, ob eine Stimulation der EP-Rezeptoren zu einer TM-Induktion fiihrt, wurden

CASMC und SMC mit PGE, im Vergleich zu Iloprost fiir 6 h stimuliert (Abb. 3-14).

<TM

relative Protein-Expression

Kon llo PGE,

Abbildung 3-14

Einfluss von lloprost (10 nM) und PGE, (100 nM) auf die TM-Protein-Expression in CASMC nach 6 h Inkubation.
Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot und die densitometrische Auswertung von n = 5-7
Versuchen (Mittelwerte + SEM).

Die densitometrische Auswertung der Iloprost- versus PGE,-induzierten TM-Expression zeigt
eine Induktion um den Faktor 13,5 + 4,7 bei einer lloprost-Konzentration von 10 nM
verglichen mit einer Induktion um den Faktor 12,2 £ 6,9 durch PGE, 100 nM. Dieser
stimulierende Einfluss von PGE; auf die TM-Expression deutet auf eine Beteiligung der EP-

Rezeptoren bei der Vermittlung der TM-Expression hin.

SMC der Vena saphena wurden mit unterschiedlichen PGE,-Konzentrationen inkubiert. Wie
Abbildung 3-15 zu entnehmen, ergab sich auch hier eine konzentrationsabhidngige Zunahme

der TM-Expression.

e — | < TM
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Abbildung 3-15
Einfluss von PGE, (0-10000 nM) auf die TM-Protein-Expression in SMC der Vena saphena nach 6 h Inkubation.
Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot von n = 2-3 Versuchen.
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Verglichen mit der Iloprost-induzierten TM-Induktion war die Induktion der TM-Protein-
Expression nach Stimulation mit PGE, deutlich schwécher ausgeprigt. Eine deutliche

Induktion ergab erst die Stimulation ab 100 nM PGE,.

Um die Funktion der einzelnen EP-Rezeptoren bei der Vermittlung der TM-Induktion genauer
zu charakterisieren, wurden SMC mit Butaprost (Buta), einem spezifischen EP,-Rezeptor-
Agonisten, ONO-AE 1329, einem spezifischen EPs;-Rezeptor-Agonisten und MB 28767
(MB), einem spezifischen EP3;-Rezeptor-Agonisten, behandelt. Wihrend die PG-Rezeptoren
EP; und EP,4 an ein stimulierendes G-Protein gekoppelt sind, was nach Aktivierung zu einer
Erhohung des intrazelluldren cAMP-Spiegels fiihrt, ist der EP3;-Rezeptor an ein inhibitorisches
G-Protein gekoppelt und reduziert, nach Agonisten-Bindung, iiber die Inhibition der AC den
cAMP-Spiegel (Narumiya et al., 1999). Wie in Abbildung 3-16 dargestellt, fiihrte die
Stimulation des EP,-Rezeptors mit Butaprost zu einer erh6hten Expression von TM. Auch die
Stimulation des EP4-Rezeptors, mit ONO-AE 1329, induzierte die TM-Protein-Expression.
Im Gegensatz dazu reduzierte der EP3-Rezeptors-Agonist M&B 28767 die TM-Expression.

PR . e —— <«TM
Kon llo PGE, Buta ONOAE ONOAE M&B
100nM 1 uM

Abbildung 3-16

CASMC wurden mit lloprost (10 nM), PGE, (100 nM), Butaprost (1 uM), ONO-AE1-329 (100 nM; 1 uM) und M&B
28767 (100 nM) stimuliert und die TM-Protein-Expression mittels Western-Blot untersucht. Die Abbildung zeigt
einen reprasentativen Western-Blot von n = 2 - 3 Versuchen.
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Der néachste Versuchsansatz sollte eine mogliche Interaktion der Gs- und Gi-gekoppelten PG-
Rezeptoren in SMC untersuchen. Dafiir wurden SMC zunédchst mit dem EP;-Rezeptor-
Agonisten M&B 28767 fiir 0,5 h behandelt, um {iiber eine Aktivierung des EP3-Rezeptors die
AC zu inhibieren. Anschliefend wurden die Zellen mit Iloprost, PGE,, Butaprost und ONO-
AE1-329 fiir 6 h inkubiert. Die Induktion der TM-Expression nach Stimulation mit Iloprost,
PGE,;, Butaprost und ONO-AE1-329 konnte durch Vorinkubation mit dem EP;-Rezeptor-
Agonisten M&B 28767 verhindert werden (Abb. 3-17).
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Abbildung 3-17

CASMC wurden mit lloprost (10 nM), PGE, (100 nM), Butaprost (1 uM), ONO-AE1-329 (1 uM) und M&B 28767
(100 nM) stimuliert und die TM-Protein-Expression mittels Western-Blot untersucht. Die Abbildung zeigt einen
reprasentativen Western-Blot von n = 3 Versuchen.

3.1.2.5. Untersuchungen zum cAMP-/PKA-Signaltransduktionsweg

Iloprost bindet an den IP-Rezeptor, der im vaskuldren System hauptsédchlich an Gs-Proteine
gekoppelt ist. Bei Aktivierung der IP-Rezeptors durch seine Agonisten wird durch die
Kopplung an Gs die AC stimuliert, die ATP zu dem second messenger cAMP umsetzt. Die
Erhohung der cAMP-Konzentration fiihrt weiterhin zur Aktivierung der Serin-/Threonin-
Proteinkinase (PKA) und anschlieBender Phosphorylierung verschiedener Substrate. Da
bereits gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung von Gs-gekoppelten PG-Rezeptoren zu
einer Induktion der TM-Expression fiihrt, lag es nahe, dass es sich bei der Iloprost-
vermittelten Induktion der TM-Expression um einen cAMP-abhingigen Mechanismus
handelt. Um diese Hypothese zu {iberpriifen wurde der Einfluss von Forskolin, einem direkten
Aktivator der AC, sowie des zell-permeablen cAMP-Analogon dibutyryl-cAMP (dbcAMP)
auf die Expression von TM im Western-Blot untersucht. Abbildung 3-15 zeigt im Vergleich
den Einfluss von Iloprost (10 nM), Forskolin 10 (uM) und dbcAMP (1 mM) auf die TM-
Protein-Expression. Neben Iloprost (13,7 + 3,) fiihrte auch die Inkubation mit Forskolin (7,8 +
0,3) und dbcAMP (5,2 + 1,2) zu einer Induktion des TM-Proteins. Diese Induktion durch
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3. Ergebnisse

Forskolin und dbcAMP, wenn auch schwécher ausgeprégt als die nach Iloprost, ist jedoch ein
deutlicher Hinweis darauf, dass die Iloprost-mediierte Regulation von TM {iber einen cAMP-

abhingigen Mechanismus verlauft (Abb. 3-18).
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Abbildung 3-18
Einfluss von lloprost (10 nM), Forskolin (10 uM) und dbcAMP (1 mM) auf die TM-Protein-Expression in CASMC
nach 6 h Inkubation. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot und die densitometrische
Auswertung von n = 3 Versuchen (Mittelwerte + SEM; * = p < 0,001 llo vs. Kontrolle; # = p < 0,05 Forskolin vs.
Kontrolle).

Eine Aktivierung der cAMP-abhingigen Serin-/Threonin-Proteinkinase (PKA) fiihrt zur
Phosphorylierung verschiedener Zielproteine. Die Vorbehandlung der Zellen mit dem PKA-
Inhibitor H89 verhinderte die Iloprost-induzierte TM-Protein-Expression weitgehend (Abb.
3-19).
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Abbildung 3-19

Einfluss von H 89 auf die lloprost-induzierte TM-Expression. Stimulation von CASMC mit lloprost (10 nM) fiir 6 h
stimuliert, nachdem H 89 (100 nM) 0,5 h vorgelegt wurde. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot
von n = 2 Versuchen.
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3.1.3.  Funktionelle Bedeutung von Thrombomodulin

3.1.3.1. Funktionelle Auswirkungen der Thrombomodulin-Expression in

humanen EC

Funktionelle Auswirkungen einer erhohten TM-Expression fiir die plasmatische Koagulation
wurden zur Methodenetablierung zunichst exemplarisch an humanen koronararteriellen
Endothelzellen (EC), einem Zellsystem mit hoher TM-Expression (Esmon, 1989), untersucht.
Dazu wurde die Aktivierung von PC im Zelliiberstand von EC analysiert. Die TM-Expression
auf der Zelloberfliche von EC wurde mittels FACS-Analyse untersucht. In Abbildung 13-20 a
ist anhand der Rechtsverschiebung der Kurve die erhohte TM-Expression nach Stimulation
mit PMA zu erkennen. Bei gleichzeitig erhohter TM-Protein-Expression bewirkte PMA
ebenfalls einen Anstieg der PC-Aktivierung (Abb. 3-20 b).
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Abbildung 3-20
a) FACS-Analyse der TM-Expression auf der Oberflache von EC nach Stimulation mit PMA (100 nM).
b) Einfluss von PMA (100 nM, 12 h) auf die Aktivierung von Protein C (gemessen im Zelliiberstand von EC).

Auflerdem wurde der Einfluss einer PMA-Stimulation auf die Thrombinbildung analysiert.
Hierzu wurde das endogene Thrombin-Potential (ETP) nach der von Hemker (Hemker et al.,
2000) entwickelten Methode untersucht. Diese wurde dahingehend modifiziert, dass als TF-

Quelle kultivierte Zellen verwendet wurden, was die simultane Erfassung des Einflusses von
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stimulatorischen (z.B. TF) und inhibitorischen Faktoren (z.B. die TM-abhidngige PC
Aktivierung) ermoglicht. Obwohl die PMA-induzierte TM-Expression (Abb. 3-17 a und 17 b)
zu einer erhohten Aktivierung des antikoagulatorischen PC fiihrte, war die zellabhingige
Thrombinbildung trotzdem deutlich erhéht (Abb-3-21 a). Eine erhohte PC-Aktivierung, bei
gleichzeitig induzierter TM-Expression, sollte theoretisch zu einer Reduktion des ETP fiihren.
Eine mogliche Ursache fiir diesen Befund konnte die gleichzeitig beobachtete Induktion des

prokoagulatorisch wirkenden TF durch PMA sein (Abb. 3-21 b).
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Abbildung 3-21

a) Einfluss von PMA (100 nM, 12 h) auf die zellabhangige Thrombinbildung in EC. Dargestellt ist exemplarisch
eine Originalabbildung der Thrombinbildungskurve von n = 5 Versuchen.

b) TF-Protein-Expression in EC nach Stimulation mit PMA (100 nM, 12 h). Dargestellt ist ein exemplarischer
Western Blot von n = 4 Versuchen.

Im nichsten Versuchsansatz sollte die Aktivierung von PC im Zelliiberstand humaner
CASMC bestimmt werden. Um zunéchst das Verhiltnis der TM-Expression von CASMC
versus EC abzuschitzen, wurden exemplarisch unterschiedliche Mengen der in Laemmli-
Puffer lysierten Proben auf ein Gel aufgetragen und die TM-Expression verglichen. Wie

erwartet, war die TM-Expression in CASMC deutlich geringer als in EC (Abb. 3-22).
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Abbildung 3-22
Vergeich der TM-Protein-Expression zwischen CASMC versus EC nach Stimulation mit PMA (100 nM, 12 h). Ca.
1l einer Probe aus EC entspricht 10 pl einer Probe aus CASMC.
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Die TM-Expression aus 10 pl einer Probe aus CASMC ist zwischen 1 pl und 2 pl einer aus
EC stammenden Probe anzusiedeln. Dieser Vergleich, als grober Parameter, wiirde etwa einer

5-10-fach hoheren TM-Expression in EC im Vergleich zu CASMC entsprechen.

3.1.3.2. Funktionelle Auswirkungen der Thrombomodulin-Expression in

humanen SMC

Um zu tberpriifen, ob eine Illoprost-induzierte TM-Expression auch nachfolgend zu einer
gesteigerten PC-Aktivierung fiihrt, wurden CASMC mit Iloprost (10 nM) fiir 12 h stimuliert
und die Aktivierung von PC im Vergleich zu nicht stimulierten Kontrollzellen im
Kulturiiberstand analysiert. Wie Abbildung 3-23 zu entnehmen ist, zeigte sich, dass die
Stimulation mit Iloprost bei gleichzeitig erhohter TM-Protein-Expression (Abb. 3-23 b) zu
einem signifikanten Anstieg der PC-Aktivierung im Vergleich zu unbehandelten

Kontrollzellen fiihrte (Abb. 3-23 a).
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Abbildung 3-23
a) Einfluss von lloprost (10 nM) 12 h auf die Aktivierung von PC gemessen im Zelliiberstand von CASMC. Die
Abbildung zeigt die Auswertung von n = 4 Versuchen (Mittelwerte £+ SEM; * = p < 0,01 vs. PMA).
b) Induktion der TM-Protein-Expression in CASMC nach Stimulation mit lloprost (10 nM, 6 h). Die Abbildung
zeigt einen reprasentativen Western-Blot von n = 5 Versuchen.
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3.2. Einfluss endogener Prostaglandine auf die Thrombomodulin-

Expression

3.2.1. Induktion der COX-2

Das Enzym Cyclooxygenase (COX) katalysiert den limitierenden Schritt der Bildung von
Prostaglandinen aus Arachidonsdure. Proinflammatorische und mitogene Stimuli wie
Endotoxin, Zytokine, Wachstumsfaktoren und Phorbolester fithren zu einer Induktion der
COX-2 in zahlreichen Zelltypen. Um zu untersuchen, ob endogen gebildete Prostaglandine die
Expression von TM modulieren konnen, wurde zunéchst ein starker Induktor der COX-2
gesucht. Es zeigte sich, dass PMA (100 nM) die COX-2-Expression in CASMC, verglichen
mit LPS, TNF-a und IL-1p (Daten nicht gezeigt), deutlich induziert (Abb. 3-24 a).
Gleichzeitig bewirkte PMA eine starke Induktion des TM-Proteins (Abb. 3-24 b). Aus diesen
Griinden wurde in den folgenden Versuchen PMA als proatherogener Stimulus zur Induktion

der COX-2 verwendet.
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Abbildung 3-24
a) Einfluss von PMA (100 nM, 12 h) und lloprost (100 nM, 12h) auf die Expression von COX-2 (a) und der TM-
Protein-Expression (b) in CASMC.

3.2.2.  Funktionelle Konsequenzen einer erhohten COX-2-Expression

Zur Uberpriifung von méglichen funktionellen Konsequenzen einer COX-2 Induktion wurde
die Synthese von PGI, untersucht. Durch die Vinylether-Partialstruktur ist Prostacyclin sehr
instabil und durch nichtenzymatische Hydrolyse entsteht mit einer Halbwertszeit von zwei bis
drei Minuten unter physiologischen Bedingungen der Hauptmetabolit 6-Keto-PGFy,
(Armstrong, 1996). Daher erfolgte die Bestimmung der PGL-Synthese anhand des stabilen
Hydrolyseproduktes 6-Keto-PGFla im Radioimmunoassay (RIA). Abbildung 3-25 zeigt die
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PGL-Synthese unter dem Einfluss von PMA (100 nM) und verdeutlicht, dass die Induktion
des COX-2-Proteins mit einer deutlichen Steigerung der endogenen Bildung von Prostacyclin

einhergeht.
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Abbildung 3-25

Prostacyclin-Synthese in CASMC nach Stimulation mit PMA (100 nM) fur 12 h, von n = 8 Versuchen (Mittelwerte
+ SEM; * = p < 0,01 vs. Kontrolle).

Auch EC wurden hinsichtlich ihrer PGI,-Synthese nach Stimulation mit PMA (100 nM) und
Illoprost (100 nM) untersucht. Wie in Abbildung 3-26 dargestellt konnte eine signifikante
Steigerung der Prostacyclin-Synthese, sowohl nach Stimulation mit PMA (155 £ 11 % vs.

Kontrolle), wie auch durch Iloprost (190 £ 35 % vs. Kontrolle), nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-26

PGl,-Synthese in EC nach Stimulation mit PMA (100 nM) und lloprost (100 nM) fiir 12 h. Die Daten entsprechen
den Mittelwerten £+ SEM aus n = 2 (lloprost) — 7 (PMA) Experimenten. (Mittelwerte + SEM; * = p < 0,001 vs.
Kontrolle).
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Die absolute 6-Keto-PGF-1a-Konzentration, gebildet von CASMC, betrug fiir die Kontrolle
(Kontrolle = 100 %) 2,6 + 0,3 ng/ml. Endothelzellen synthetisierten dagegen deutlich weniger
Prostacyclin, der Absolutwert fiir die Kontrolle (100%) betrug hier nur 57,7 + 11,9 pg/ml 6-
Keto-PGF-1a. Nach Literaturangaben synthetisieren primar EC mehr PGI, als SMC (Smith,
1986). Die Kulturbedingungen und der gewihlte Stimulus PMA, der in SMC die COX-2
wesentlich starker induziert als in EC (Daten nicht gezeigt), konnten eine Erkldrung dieser
Daten sein. Dies wiirde die Stimulation sekretorischer SMC in der atherosklerotischen Plaque

auch (Chamley-Campbell et al., 1981) zutreffender beschreiben

3.2.3. Einfluss endogener Prostaglandine auf die Thrombomodulin-mRNA-

Expression

Wie die bisherigen Arbeiten zeigten, fiihrt PMA zu einer signifikanten Induktion der TM-
Gen- und Protein-Expression. Auch ein Anstieg der COX-2-Protein-Expression wurde durch
PMA induziert. Um zu iiberpriifen, ob endogen COX-2-abhéngig gebildete Prostaglandine fiir
die TM-Induktion verantwortlich sind wurden CASMC mit dem nicht-selektiven COX-
Inhibitor Diclofenac (1,5 uM) sowie dem selektiven COX-2-Inhibitor Etoricoxib (10 puM)
behandelt und die PMA-induzierte PGI,-Synthese im Kulturiiberstand analysiert (Abb. 3-27).
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Abbildung 3-27 o
PGl,-Synthese in CASMC nach Stimulation mit PMA (100 nM) fiir 12 h. Etoricoxib (10 yM) und Diclofenac (1,5
puM) wurden jeweils eine %2 h vorgelegt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM aus n = 8 Experimenten.
(Mittelwerte + SEM; * = p < 0,001 vs. PMA; # = p < 0,001 vs. Kontrolle).
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In CASMC wurde die PMA-induzierte Prostacyclin-Synthese durch Diclofenac von 216 + 24
% (PMA-Stimulation) auf 102 + 10 % und durch Etoricoxib auf 103 + 13 % um etwa die
Hilfte reduziert. Die Reduktion der PGI,-Synthese auf Kontrollniveau durch beide COX-
Inhibitoren deutet auf eine maBgebliche Beteiligung der COX-2 an der PMA-induzierten

PGI,-Bildung hin (Abb. 3-27).
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Abbildung 3-28
PGl,-Synthese in EC nach Stimulation mit PMA (100 nM) fiir 12 h. Etoricoxib (10 uM) und Diclofenac (1,5 uM),
wurden jeweils eine 2 h vorgelegt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM aus n = 3-7 Experimenten.
(Mittelwerte + SEM; * = p < 0,001 vs. PMA; # = p < 0,05 vs. PMA).

Die Analyse des stabilen Abbauprodukts 6-Keto-PGF-1a in EC nach Stimulation mit PMA
und Behandlung mit den beiden COX-Inhibitoren zeigte eine Reduktion der Prostacyclin-
Synthese auch in EC. In EC reduzierte Diclofenac die PMA-induzierte PGL,-Synthese von155
+ 12 % auf 90 £14 %. Etoricoxib senkte diese auf 100 + 13 %. Es wurden keine Unterschiede
im Ausmal der Hemmung zwischen den beiden COX-Inhibitoren festgestellt (Abb. 3-28).

Um zu iiberpriifen, ob die erhohte COX-2-Protein-Expression und die induzierte Prostacyclin-
Bildung auch Ursache der erhohten TM-Expression waren, wurden CASMC mit dem nicht-
selektiven COX-Inhibitor Diclofenac (1,5 uM) sowie dem selektiven COX-2-Inhibitor
Etoricoxib (10 pM) behandelt und die PMA-induzierte TM-mRNA-Expression mittels
semiquantitativer RT-PCR analysiert. Die PMA-induzierte Erh6hung der TM-mRNA konnte
sowohl durch den nicht-selektiven COX-Inhibitor Diclofenac (auf 53,2 + 8,3 %), als auch
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durch den selektiven COX-2-Inhibitor Etoricoxib (auf 64,7 £ 6,6 %) im Vergleich zu PMA

signifikant reduziert werden (Abb. 3-29).
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Abbildung 3-29

Abbildung zeigt ein reprasentatives RT-PCR-Experiment und die densitometrische Auswertung von n = 6
Versuchen (Mittelwerte + SEM; * = p < 0,01 vs. PMA).

Einfluss von endogen gebildeten Prostaglandinen auf die Expression der TM-mRNA-Expression in CASMC. Die
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3.24. Einfluss endogen gebildeter Prostaglandine auf die TM-Protein-

Expression

Bisher konnte gezeigt werden, dass sowohl Etoricoxib als auch Diclofenac bei gleichzeitig
reduzierter Prostacyclin-Synthese die PMA-induzierte TM-mRNA-Expression hemmen. Der
nachfolgende Versuchsansatz sollte die Frage beantworten, ob sich dieser Effekt auch auf
Protein-Ebene zeigen ldsst. Dazu wurden CASMC nach dem gleichen Stimulationsschema
behandelt und nachfolgend die TM-Protein-Expression im Western-Blot untersucht.
Erwartungsgemill wurde auch die PMA-induzierte TM-Protein-Expression durch Diclofenac

und Etoricoxib signifikant reduziert (Abb. 3-30).
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Abbildung 3-30
Einfluss von endogen gebildeten Prostaglandinen auf die TM-Protein-Expression in CASMC. Die Abbildung
zeigt einen reprasentativen Western-Blot und die densitometrische Auswertung von n =9 - 10 Versuchen
(Mittelwerte + SEM; * = p < 0,01 vs. PMA).

Diclofenac reduzierte die TM-Protein-Expression auf 58,7 + 14,3 % und Etoricoxib auf 53,6
+11,9 %, wobei auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen der hemmenden Wirkung

der beiden COX-Inhibitoren festgestellt werden konnte.
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3. Ergebnisse

Gleichzeitig wurde in Kontrollversuchen kein Effekt der COX-Inhibitoren auf die PMA-
induzierte COX-2-Protein-Expression beobachtet (Abb. 3-31). Dies bedeutet, dass eine
Regulation der COX-2-Expression nicht nachweisbar war und damit die TM-Expression nicht

beeinflusst.
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Abbildung 3-31
Einfluss von endogen gebildeten Prostaglandinen auf die COX-2-Protein-Expression in CASMC. Die Abbildung
zeigt einen reprasentativen Western-Blot und die densitometrische Auswertung von n = 10 - 11 Versuchen

(Mittelwerte £ SEM; * = p < 0,01 vs.Kontrolle).

Sowohl auf RNA- wie auch auf Protein-Ebene konnte nur eine partielle Hemmung der TM-
Expression festgestellt werden (Abb. 3-29 und 3-30), die PGI,-Synthese wurde jedoch durch
beide COX-Inhibitoren auf Kontrollniveau reduziert (Abb. 3-27). Diese partielle Hemmung
konnte auf den vielfiltigen Effekten der PKC beruhen, die {iber die Beeinflussung zahlreicher
PG-unabhingiger Faktoren eine TM-Expression induzieren kdnnte. Da sich das Ausmal} der
Hemmung zwischen dem unselektiven und selektiven COX-Inhibitor nicht signifikant
unterschied, kann davon ausgegangen werden, das maligeblich die COX-2 an der Regulation
von TM beteiligt ist. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass endogene COX-2-gebildete

Prostaglandine einen entscheidenden Einfluss auf die Regulation von TM haben.
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3.2.5. Einfluss von aktiviertem Protein C (aPC) auf die Thrombinbildung in
Endothelzellen

Funktionelle Konsequenz einer erhohten TM-Expression konnte die Beeinflussung der
Thrombinbildung iiber eine gesteigerte Aktivierung des antikoagulatorisch wirkenden aPC
sein. Daher wurde der Einfluss von aPC auf das endogene Thrombinpotential untersucht, um
zu iiberpriifen, ob eine Reduzierung der Thrombinbildung durch aPC nachzuweisen ist. EC,
die unter physiologischen Bedingungen keinen TF exprimieren, jedoch wie in Abb. 3-32 in
Kultur TF konstitutiv exprimieren, konnte als Modell einer endothelialen Dysfunktion dienen.

In diesem Versuchsansatz stellten EC die fiir diesen Versuch notwendige TF-Quelle dar.
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Abbildung 3- 32
Einfluss von aktiviertem Protein C auf die zellabhangige Thrombinbildung in EC a) reprasentative
Originalabbildung der Thrombinbildungs-Kurve, b) statistische Auswertung von n = 3 Versuchen (Mittelwerte +
SEM; * = p < 0,0001 vs. Kontrolle) (ungepaarter t-test).

Wie die Auswertung der Thrombinbildung ergab, fiihrte der Zusatz von aPC zu einer
deutlichen Reduktion der Thrombinbildung. In Abbildung 3-32 a ist eine Orginalabbildung
gezeigt, die den Zeitverlauf der Thrombinbildung darstellt. Diese zeigt eine deutliche
Hemmung der Thrombinbildung in Anwesenheit von aPC. Die statistische Auswertung ergab

eine signifikante Reduktion des ETPs und der Peak-Hohe. Keinen signifikanten Einfluss hatte
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aPC dagegen auf die lag time, die Zeit bis zum Einsetzen der Thrombinbildung und die Zeit

bis zum Erreichen des Peaks (time to peak (ttpeak)) (Abb. 3-32 b).

3.2.6. Einfluss von Thrombomodulin auf das endogene Thrombinpotential in

glatten Gefiflmuskelzellen

Um zu untersuchen, ob die TM-Expression einen Einfluss auf das ETP hat, wurden CASMC
mit PMA (10 nM), Diclofenac (1,5 puM) und Etoricoxib (10 puM) stimuliert. AnschlieBend
wurde die zellabhdngige Thrombinbildung analysiert (Abb. 3-33).
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Abbildung 3-33
Einfluss von PMA (100 nM), Diclofenac (1,5 uM) und Etoricoxib (10 pM) nach 12 h Stimulationszeit auf die
zellabhangige Thrombinbildung von CASMC. Die Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM von n = 6
Versuchen.

Wie bereits gezeigt, ist die TM-Expression nach Stimulation mit PMA stark induziert und
fiihrte gleichzeitig zu einem Anstieg der PC-Aktivierung. aPC hemmt {iber die Inaktivierung
der Koagulationsfaktoren Va und VIlla die Thrombinbildung, was auch in dem hier
verwendeten Versuchsmodell gezeigt werden konnte. Trotz deutlich erhhter TM-Expression

war die zellabhéngige Thrombinbildung jedoch unbeeinflusst (Abb. 3-33). Gleichzeitig wurde
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3. Ergebnisse

zusitzlich die Tissue Faktor (TF)-Expression in CASMC nach Stimulation mit PMA,
Diclofenac und Etoricoxib im Western Blot untersucht. Wie in Abbildung 3-34 gezeigt,
wiesen CASMC eine hohe Expression des prokoagulatorischen TF auf. Es konnten keine

signifikanten Unterschiede im TF-Expressionsniveau nach Stimulation mit den verwendeten

Substanzen festgestellt werden.
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Abbildung 3-34
TF-Expression in CASMC nach Stimulation mit PMA (100 nM), Diclofenac (1,5 uM) und Etoricoxib fir 12 h. Die

Abbildung zeigt einen reprasentativen Western-Blot und die densitometrische Auswertungvonn==6-7
Versuchen, (Mittelwerte £ SEM).

3.2.7.  Aktivierung von Protein C

Die lloprost-induzierte TM-Expression fiihrte ebenfalls zu einer gesteigerten Aktivierung von
PC (Abb. 3-23). Im nichsten Schritt sollte geklart werden, ob auch endogene, COX-2-
abhéngig gebildete Prostaglandine die Aktivierung von PC beeinflussen konnen. Dazu wurden
CASMC mit PMA (100 nM), Diclofenac (1,5 uM) und Etoricoxib (10 pM) inkubiert und
anschliefend die Aktivierung von PC im Zelliiberstand untersucht. Die Menge des gebildeten
aPC wurde mittels des chromogenen Farbstoffes S-2366 in einer Endkonzentration von 0,75

mM bei 405 nm in einem BioRad Mikroplatten-Reader (Model 550) vermessen (Abb. 3-35).
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Abbildung 3-35

Einfluss des COX-2 selektiven Inhibitors Etoricoxib (10 uM) und des nicht selektiven COX-Inhibitors Diclofenac
(1,5 uM ) auf die PMA (100 nM)-induzierte Protein C-Aktivierung, gemessen im Zelliberstand von CASMC. Die
Abbildung zeigt die Auswertung von n = 4 Versuchen (Mittelwerte + SEM; * = p < 0,01 vs. PMA; # = p < 0,001
vs. Kontrolle).

Wie Abbildung 3-35 zu entnehmen ist, fithrte PMA zu einer signifikanten Induktion von aPC
gegeniiber der Kontrolle (Kontrolle = 22 + 4 % versus PMA 100 %). Nicht selektive
Inhibition der COX durch Diclofenac fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der PC-
Aktivierung auf 70 £ 3 %. Die selektive Hemmung der COX-2 durch Etoricoxib fiihrte
ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion von aPC auf 61 + 5 % gegeniiber der PMA-

induzierten PC-Aktivierung.

3.2.8.  Einfluss von aktivititsblockierenden Thrombomodulin-Antikorpern auf

die DNA-Synthese

Die diesem Versuch zugrunde liegende Frage war, ob die Bindung von Thrombin an TM die
katalytische Wirkung von Thrombin beeinflussen kann. Thrombin ist ein potentes Mitogen fiir
humane SMC (Bretschneider et al., 1997; Zucker et al., 1998). Als Mass fiir die
Zellproliferation wurde die DNA-Synthese anhand des Einbaus von [3H]-markiertem
Thymidin in die zelluldire DNA bestimmt. CASMC, die 48 h gehungert wurden, zeigten nur
einen sehr geringen Thymidineinbau, der nach Zugabe von Thrombin (1 U/ml) deutlich
anstieg (Thrombin = 100%). Die Vorinkubation mit einem aktivitdtsblockierenden TM-

Antikorper zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Thrombin-induzierte DNA-Synthese
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(Abb. 3-36). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass entweder der verwendete Antikorper
nicht spezifisch die Bildung von aPC verhindert, oder dass TM, unter den gewdihlten
Versuchsbedingungen, nicht ausreichend exprimiert wird, um die katalytischen Wirkungen

von Thrombin zu inhibieren.
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Abbildung 3-36
3H-Thymidin-Inkorporation in die zellulare DNA von CASMC. Die Zellen wurden mit Thrombin (1U/ml) stimuliert,

nachdem ein aktivitatsblockierender TM-Antikorper (TM-AK) vorgelegt wurde. Die Inkubation mit einem
Isotypantikérper diente zur Kontrolle. Die Abbildung zeigt die statistische Auswertung von n = 3 Versuchen,

(Mittelwerte + SEM).
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3.3. Thrombomodulin-Expression in humanen atherosklerotischen Lisionen

Um zu untersuchen, ob die Prostaglandin-vermittelte Regulation von TM in SMC eine
Bedeutung fiir die Atherosklerose in vivo haben konnte, wurden Schnitte von humanen
atherosklerotischen Lésionen angefertigt und diese auf TM, einen Marker fir SMC (SM-
Aktin) und COX-2 untersucht. Alle analysierten Proben enthielten mehrere Bereiche in der
Neointima, die positiv fiir SM-Aktin und TM waren. Auflerdem konnte in den SMC COX-2,
angrenzend zu den TM-positiven Bereichen nachgewiesen werden, was auf eine
Kolokalisation der beiden Proteine hindeutet. Dieses galt sowohl fiir Bereiche der Neointima
nahe dem Lipidkern (Abb. 3-37 b), die neben SMC auch viele SM-negative Makrophagen
enthielten, als auch fiir SMC-reiche Areale der Neointima (Abb. 3-37 a).

COX-2 Thrombomodulin SM-
Aktin

Abbildung 3-37 a

In Abb. A wurde ein humanes Atherektomie-Préparat der Arteria carotis immunhistochemisch fir COX-2 gefarbt (10-
fache VergroRerung) , (B) zeigt die VergroRerung des markierten Ausschnittes von A (40-fache VergréfRerung). In
den nachfolgenden Paraffinschnitten wurde TM (C) und smooth muscle (SM)-Aktin (D) angeférbt. B, C und D zeigen
den gleichen Ausschnitt an der Grenze zwischen Neointima und cholesterinreichem, nekrotischen Kern. In D
markieren die Pfeile SM-Aktin-negative Zellen, die aufgrund ihrer morphologischen Merkmale wahrscheinlich
Makrophagen darstellen; L, Lumen.
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Abbildung 3-37 b
Abb. A zeigt einen
Paraffinschnitt einer humanen

Atherektomie-Probe im
Bereich  der fibrotischen
Kappe, die

immunhistochemisch fur T™M
angefarbt wurde. In diesem
Areal wurde in einem
Folgeschnitt  (B)  smooth
muscle (SM)-Aktin angefarbt.
(C) zeigt eine COX-2-
spezifische Immunfarbung
des angrenzenden Schnittes.
Die Pfeile deuten auf glatte

Gefallmuskelzellen, bei
denen immunhistochemisch
COX-2 Expression
nachgewiesen werden
konnte; 10-fache
VergrofRerung.
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3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von exogenen Prostaglandinen auf
die Expression von TM in humanen CASMC untersucht. Prostaglandine iiben ihre
physiologische Wirkung iiber spezifisch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aus. Die
Stimulation mit [loprost, einem synthetischen Prostacyclin-Analogon, fiithrte zu einer zeit- und
konzentrationsabhéngigen Induktion der TM-Expression. Interessanterweise hatten schon sehr
geringe Konzentration von Iloprost, die im Bereich endogen gebildeter Prostacyclin-
Konzentrationen liegen, einen deutlichen stimulierenden Effekt. Auch die Inkubation mit
Cicaprost, einem weiteren Prostacyclin-Analogon, fithrte zu einer Aufregulation der TM-
Protein-Expression. PMA, ein Phorbolester und Aktivator der PKC, induzierte ebenfalls die
TM-Expression, die im Vergleich zu Iloprost stirker ausgepriagt war. Neben Prostacyclin ist
Prostaglandin E, (PGE,) das Hauptprodukt der COX-katalysierten Prostaglandin-Synthese im
vaskuldren System. Als Agonist an EP-Rezeptoren fiihrte auch PGE, zu einem Anstieg der
TM-Expression in CASMC, welcher jedoch schwécher gegeniiber der Iloprost-vermittelten
war. Die einzelnen EP-Rezeptoren sind jedoch an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt, die
wiederum verschiedene Signalwege aktivieren. Wihrend die Stimulation der Gs-gekoppelten
EP;- und EPs-Rezeptoren mit Butaprost und ONO-AE1-329 zu einem Anstieg von TM flihrte,
wurde nach Stimulation des Gi-gekoppelten EP3;-Rezeptors durch M&B 28767 die TM-
Expression reduziert. Die Induktion der TM-Expression nach Stimulation mit Iloprost, PGE,,
Butaprost und ONO-AE1-329 konnte durch Vorinkubation (0,5 h) mit dem EP;-Rezeptor-
Agonisten M&B 28767 verhindert werden. Die Aktivierung von Gs-gekoppelten Rezeptoren
fiihrt zu einem Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration. Daher lag die Vermutung
nahe, dass die TM-Expression iiber diesen second messenger verlduft. Die Induktion der TM-
Expression nach Stimulation mit Forskolin und dbcAMP bestitigten diese Hypothese. Die
Hemmung der Iloprost-induzierten TM-Expression durch den PKA-Inhibitor H 89 wies auf
die Beteiligung der PKA bei der Vermittlung der TM-Expression hin. Um zu iiberpriifen, ob
eine lloprost-induzierte TM-Expression auch nachfolgend zu einer gesteigerten PC-
Aktivierung fiithrt, wurden CASMC mit Iloprost stimuliert und die Aktivierung von PC im
Vergleich zu nicht stimulierten Kontrollzellen im Kulturiiberstand analysiert. Die Stimulation
mit [loprost fiihrte, bei gleichzeitig erhohter TM-Protein-Expression, zu einem signifikanten
Anstieg der PC-Aktivierung im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Ob auch endogen
COX-2-abhingig gebildete Prostaglandine einen Einfluss auf die TM-Expression haben,
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wurde im zweiten Teil diese Arbeit untersucht. Stimulation mit PMA zeigte nicht nur eine
deutliche Induktion der TM-Expression, sondern induzierte gleichzeitig auch die COX-2-
Expression. Ebenso war ein deutlicher Anstieg der PC-Aktivierung nachweisbar. Um die
Beteiligung der COX-1 und COX-2 an der PMA-vermittelten TM-Induktion zu untersuchen,
wurden CASMC mit Diclofenac und Etoricoxib behandelt. Sowohl durch Diclofenac wie
auch durch Etoricoxib wurde die PMA-induzierte Prostacyclin-Synthese auf das Niveau
unstimulierter Kontrollzellen reduziert. Auch die PMA-vermittelte TM-Gen- und Protein-
Expression wurde durch beide COX-Inhibitoren um ca. 40% gehemmt. Da keine Unterschiede
des hemmenden Effektes zwischen den beiden COX-Inhibitoren festgestellt wurden, kann
davon ausgegangen werden, dass mafigeblich die COX-2 an der Vermittlung der TM-
Expression beteiligt ist. Eine funktionelle Auswirkung einer erhohten TM-Expression konnte
diec Beeinflussung der Thrombinbildung {iber eine gesteigerte Aktivierung des
antikoagulatorisch wirkenden aPC sein. Daher wurde der Einfluss einer erhohten TM-
Expression auf das endogene Thrombinpotential untersucht. Trotz erhdhter TM-Expression
wurde kein reduzierender Effekt auf die Thrombinbildung festgestellt. Die ebenfalls
gleichzeitig beobachtete Induktion des prokoagulatorisch wirkenden TF kdnnte eine mogliche
Erklarung fiir die fehlende Wirkung von TM sein. Die Untersuchung der PC-Aktivierung im
Zellkulturiiberstand zeigte nach PMA-Stimulation eine signifikante Induktion von aPC
gegeniiber der Kontrolle. Nicht selektive Inhibition der COX durch Diclofenac fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion der PC-Aktivierung um ca. 30 %. Die selektive Hemmung der COX-
2 durch Etoricoxib fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion von aPC um ca. 40 %
gegeniiber der PMA-induzierten PC-Aktivierung. Damit konnte gezeigt werden, dass endogen
COX-2-abhingig gebildete Prostaglandine nicht nur die TM-Expression induzieren, sondern
auch zu einer Aktivierung von PC fiihren.

In immunhistochemischen Untersuchungen an humanem Gewebe, welches bei einer
Atherektomie aus der Arteria carotis entnommen wurde, konnte in dieser Arbeit die TM-
Expression in SMC atherosklerotischer Lésionen gezeigt werden. Interessanterweise zeigten
SMC eine positive Farbung fiir COX-2 in den Bereichen, in denen auch TM nachweisbar war.
Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass iiber den COX-2-Syntheseweg endogen
gebildete Prostaglandine in einer autokrinen oder parakrinen Weise die TM-Expression

stimulieren.
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4. DISKUSSION

Vaskulidre EC und SMC synthetisieren eine Vielzahl von Prostaglandinen. Durch die PG
G,/H,-Synthase (Cyclooxygenase), welche in einer konstitutiven Form, der COX-1 und in
einer induzierbaren Form, der COX-2 vorliegt, werden anschlieend durch die Aktivitit der
spezifischen Synthasen die einzelnen Prostaglandine wie PGl und PGE, gebildet (Schror,
1984; Smith et al., 2000). Vasodilatierende Prostaglandine, wie PGE, und PGI, haben
vielfiltige Wirkungen im vaskuldren System, wie die Regulation des Gefdltonus, der
Thrombozytenfunktion und der inflammatorischen Antwort (Vane and Botting, 1995; Smith
et al., 2000). PGIL, ist der stirkste endogene Inhibitor der Pléttchenaggregation. Nicht nur das
Aneinanderheften der Pliattchen untereinander wird unterdriickt, auch bereits bestehende
Aggregate werden durch PGI, wieder aufgelost, in vitro wie auch in vivo (Moncada et al.,
1976; Szczeklik et al., 1978; Ubatuba et al., 1979). Prostacyclin inhibiert die
Pléttchenaggregation nach Bindung an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflache, welche
daraufthin die Adenylatcyclase aktivieren und zu einem Anstieg des intrazelluldren cAMP-
Spiegels fiihren (Gorman et al., 1977; Tateson et al., 1977). Bislang wurde angenommen, dass
die antithrombotischen Effekte des PGI, ausschlielich auf dessen inhibitorische Wirkung auf
die Plittchenfunktion zuriickzufiihren sind. Inhalt dieser Arbeit war die Untersuchung eines
weiteren Mechanismus der antikoagulatorischen Wirkung des PGI,. Mit Hilfe der DNA-
Microarray-Analyse wurde, in Arbeiten aus dem eigenen Labor, eine Aufregulation der TM-
mRNA-Expression in koronararteriellen Zellen gezeigt (Meyer-Kirchrath et al., 2004). TM,
ein membranstindiger Zelloberflichen-Rezeptor fiir Thrombin, ist malgeblich an der
Aktivierung von Protein C beteiligt (Dahlback und Villoutreix, 2003; Weiler und Isermann,
2003) und spielt somit eine entscheidende Rolle fiir die natiirlichen Hemmung der
Blutgerinnung. Die Fragestellung dieser Arbeit beruht auf der Hypothese, dass
vasodilatierende Prostaglandine (PGl,, PGE;) die plasmatische Koagulation iiber eine
Erhohung der TM-Expression in SMC regulieren. Dies ist deswegen von besonderer
Bedeutung, weil SMC nach Endothelschidigung in unmittelbaren Kontakt mit dem
gerinnenden Blut kommen und daher ihr pro- oder antikoagulatorisches Potential fiir die

Thrombinbildung entscheidend ist.
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4.1. Thrombomodulin-Expression in glatten GefifSmuskelzellen

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit der Regulation von TM durch das stabile PGI,-
Mimetikum Iloprost in SMC unterschiedlicher Herkunft.

SMC aus der Vena saphena und der Koronararterie wurden mit Iloprost behandelt, um iiber
die Aktivierung der AC und eine anschlieende Erhdhung des intrazelluldren cAMP-Spiegels
TM zu induzieren. Die Zeitabhingigkeit der Induktion von TM wurde mittels RT-PCR und
Western-Blot analysiert. Iloprost bewirkte eine transiente Expression der TM-mRNA- und
Protein-Expression mit einem Maximum zwischen 3 und 6 h. Nach ca. 16-24 h kehrte die
Expression von TM wieder auf Kontrollniveau zuriick. Hinweise fiir eine Prostaglandin-
abhingige Regulation von TM in SMC sind auch in der Literatur zu finden. So konnte eine
Arbeitsgruppe  zeigen, dass Beraprost, ein weiteres Prostacyclin-Analogon, einen
stimulierenden Effekt auf die TM-Expression in humanen Endothelzellen hat. Im Vergleich
zu Prostacyclin erhoht Beraprost den cAMP-Spiegel wie auch die TM-Expression anhaltender
(Kainoh et al., 1991), was auf eine Beteiligung dieses second messenger bei der TM-
Regulation hinweist. Unterstiitzt wird diese Schlussfolgerung durch Befunde, die zeigen, dass
in bovine SMC (Soff et al., 1991) und SMC der Ratte (Traynor et al., 1995) TM cAMP-
abhéngig aufreguliert ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte ebenso eine Induktion von TM mittels des Phorbolesters
PMA gezeigt werden. Im Vergleich zu PMA war die lloprost-induzierte TM-Expression
jedoch deutlich schwicher ausgepréigt. Phorbolester sind Tumorpromotoren, die aufgrund
ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit DAG die PKC direkt aktivieren. In der vorliegenden Arbeit
wurde PMA zur Nachahmung von PKC-abhidngigen proatherogenen, inflammatorischen
Stimuli zur Induktion der COX-2 verwendet. In Endothelzellen konnte bereits der
stimulierende Effekt von PMA auf die TM-Expression gezeigt werden (Hirokawa und Aoki,
1991). Diese Befunde konnten in der vorliegenden Arbeit auch fiir humane vaskulire SMC
bestitigt werden. PMA induzierte eine transiente transkriptionelle Aufregulation der TM-
Expression. Im Sinne der Hypothese, dass die TM-Induktion auf einer erhohten COX-
abhéngigen Prostacyclin-Synthese beruht, konnte die ebenso transient verlaufende Induktion
der COX-2 (Debey et al., 2003) eine mdgliche Erklarung fiir die transiente TM-Expression
sein. Dies ist ein typisches Merkmal fiir sogenannte immediate early Gene, zu deren Familie
die COX-2 gehort (Herschman, 1991). Eine Desensibilisierung der PKC bei andauernder
PMA-Stimulation (Rapoport et al., 1995; Beasley, 1997) wie auch die Desensibilisierung des
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[P-Rezeptors nach anhaltender Iloprost-Stimulation (Nilius et al., 2000) konnte zum transient
verlaufenden Expressionsmuster von TM beitragen.

Es ist bekannt, dass die COX-2 durch zahlreiche Faktoren wie Zytokine (Maier et al., 1990)
Endotoxin, Interleukine (Ristiméki et al., 1994), Wachstumsfaktoren (Habenicht et al., 1985;
O'Banion et al., 1992) und auch Phorbolester (Kujubu DA, 1991; Inoue et al., 1995) induziert
werden kann. Da PMA ein Stimulus mit vielfdltigen Wirkungen ist, wurde angestrebt, die
COX-2 moglichst selektiv zu induzieren. Eine Arbeit von Bishop-Bailey und Kollegen zeigte,
dass die Stimulation der COX-2 durch Kombination von TNF-a und IL-1p zu einem Anstieg
der COX-2-abhingigen Prostaglandin-Synthese fiihrte. Ein Anstieg der Prostacyclin-Bildung,
nach Stimulation mit IL-18 und TNF-a wurde auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen
(Daten nicht gezeigt). Wahrend sowohl TNF-a als auch IL-1B zu einer Induktion des COX-2-
Proteins fiihrten und auch konsequenterweise die Prostacyclin-Bildung, gemessen als 6-Keto-
PGFla, im Zelliberstand anstieg, konnte jedoch keine Induktion der TM-Expression
nachgewiesen werden. Dies steht im Einklang mit dem Befund, dass eine Stimulation mit IL-
1B und TNF-a zu einer Reduktion der TM-Expression wie auch zu einer Reduktion der PC-
Aktivierung in Endothelzellen fiihrt (Cadroy et al., 1997). Eine Erkldrung fiir die fehlende
Wirkung der COX-2-abhidngig gebildeten Prostaglandine konnte die TNF-a induzierte
Unterdriickung der Transkription des TM-Gens, die anschlieBende Degradation des TM-
Transkripts, oder eine Internalisierung von TM, wie es in Endothelzellen gezeigt wurde sein
(Moore et al., 1989; Lentz et al., 1991). Die TNF-a-sensitive Region befindet sich auf der
TM-Promotor-Region 1 und ist abhingig von dem Vorhandensein einer TATA-Box (Conway

und Rosenberg, 1988; Yu et al., 1992).

4.2. Untersuchungen zur Signaltransduktion

Prostaglandine iiben ihre Wirkung tiber die Aktivierung spezifischer Prostaglandin (PG)-
Rezeptoren aus. Interessant waren in diesem Zusammenhang der IP-Rezeptor, sowie die PG-
Rezeptoren der E-Reihe. In den hier verwendeten SMC konnte die Expression des IP-
Rezeptors wie auch der EP-Rezeptoren 2, 3 und 4 nachgewiesen werden. Durch Stimulation
mit spezifischen Agonisten wurde die Beteiligung dieser Rezeptoren an der Vermittlung der
TM-Expression untersucht. Aus fritheren Arbeiten ist bekannt, dass Iloprost iiber den IP-

Rezeptor zu einem Anstieg von intrazellulirem cAMP fiihrt. Uber die Kopplung an ein
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stimulatorisches G-Protein (Gs) wird die Adenylatcyclase aktiviert, die nachfolgend aus ATP
cAMP bildet. Auch die Kopplung an ein Gq-Protein ist bekannt. Letzteres fiihrt iiber eine
Aktivierung der Phospholipase C zu einem Anstieg von DAG und IP; und anschlieBend zu
einer Aktivierung der PKC (Schwaner et al., 1992; Oka et al., 1993). Die hier untersuchten
SMC zeigten schon bei sehr geringen Iloprost-Konzentrationen, die im Bereich des endogen
gebildeten Prostacyclins liegen, einen deutlichen Anstieg der TM-Protein-Expression. Dies
macht wahrscheinlich, dass hauptsdchlich der Gs/cAMP-abhidngige Mechanismus an der
Vermittlung der Induktion beteiligt ist. Eine Aktivierung des Gqg-gekoppelten Rezeptors ist
erst bei Einsatz hoherer Konzentrationen zu erwarten (Schwaner et al., 1992). Dies konnte
auch eine Erkldrung der schwécheren TM-Expression in CASMC nach Stimulation mit einer
lloprost-Konzentration von 100 nM im Vergleich zu der durch 10 nM induzierten TM-
Expression sein. Einen weiteren Hinweis fiir diese Hypothese ergab die Induktion der TM-
Expression nach Stimulation mit Cicaprost, einem sehr spezifischen Agonisten des IP-
Rezeptors, dessen Stimulation konzentrationsabhéngig ebenso zu einer Induktion von TM
fiihrte. Fiir die E-Typ-Rezeptoren sind neben PGE; verschiedene natiirliche und synthetische
Agonisten bekannt (Janssen und Tazzeo, 2002). Auch PGE,, ein natiirlicher Agonist von
Prostaglandin-Rezeptoren der E-Reihe, induzierte konzentrationsabhdngig die TM-
Expression. Im Vergleich zu der TM-Induktion nach Stimulation mit Iloprost war der
stimulierende Effekt von PGE, deutlich schwécher ausgeprigt. PGE, ist ein Agonist der EP-
Rezeptoren 1-4, die an unterschiedliche G-Protein-Subtypen gekoppelt sind und verschiedene
intrazelluldre Signalwege aktivieren. An ein stimulatorisches G-Protein(Gs) gekoppelt sind
die EP-Rezeptoren 2 und 4, wihrend der EP3;-Rezeptor an ein inhibitorisches G-Protein (Gi)
koppelt. Der primére Effektor dieser G-Proteine ist die Adenylatcyclase, die durch die o
Untereinheit des Gs-gekoppelten G-Proteins aktiviert wird und ATP zu cAMP umsetzt,
jedoch Gi-abhingig gehemmt wird. Die EC50-Werte fiir die jeweiligen Gs-gekoppelten
Rezeptoren von lloprost und PGE, sind vergleichbar und liegen zwischen 11-20 nM. Der
EC50-Wert von PGE, fiir den Gi-gekoppelten EP3-Rezeptor liegt jedoch niedriger bei 1 nM
(Narumiya et al., 1999), was eine Erkldrung fiir die so schwach ausgeprégte Induktion von
TM in vergleichbaren Konzentrationen sein konnte. PGE, als Agonist sowohl der Gs-
gekoppelten Rezeptoren (EP»:4) fiihrt, iiber deren Aktivierung, zu einem Anstieg der
intrazelluliren cAMP Konzentration wie auch durch gleichzeitige Aktivierung des Gi-
gekoppelten EP3;-Rezeptors zu einer Hemmung der Bildung von cAMP. Wie in dieser Arbeit

gezeigt, induzierten spezifische Agonisten der Gs-gekoppelten EP,-und des EP4-Rezeptoren
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die TM-Expression. Hierzu wurde als spezifischer Agonist des EP,-Rezeptors Butaprost
verwendet und ONO-AE1-329 zur Stimulation des EP4-Rezeptors. Stimulation dieser PG-
Rezeptoren fiihrte, wahrscheinlich iiber eine Erhohung der intrazelluliren cAMP-
Konzentration, zu einer deutlichen Induktion der TM-Protein-Expression. Zur funktionellen
Untersuchung des Gi-gekoppelten EP;-Rezeptors wurde der spezifische Agonist M&B 28767
verwendet. Nach Stimulation humaner SMC mit M&B 28767 zeigte sich eine Reduktion der
basalen TM-Expression. Interessanterweise konnte sogar die Iloprost, Butaprost und ONOAE
induzierte TM-Expression durch gleichzeitige Stimulation des EPs;-Rezeptors reduziert
werden. Auch konnte gezeigt werden, dass Agonisten Gs-gekoppelter PG-Rezeptoren, wie
lloprost, Cicaprost, Butaprost und ONOAE-1329, zu einer Induktion der TM-Expression in
kultivierten SMC der Koronararterie und der Vena saphena fithren. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass es zwischen den Gs-gekoppelten und Gi-gekoppelten PG-Rezeptoren zu
einem funktionellen Antagonismus kommt. Die Induktion der TM-Expression nach
Stimulation mit Substanzen, die zu einer Erhdhung des second messenger cAMP fiihren,
weisen auf dessen Beteiligung an der TM-Regulation hin. Auch die Stimulation mit Forskolin,
einem direkten Aktivator der AC und dbcAMP, einem membrangéingigen cAMP-Analogon,
bestétigten die zentrale Rolle des second messenger cAMP bei der Regulation von TM. Die
cAMP-abhéngige Transkriptions-Aktivierung kann z.B. durch die Aktivator Proteine CREB
(CRE binding protein) und CREM (cAMP responsive element modulator) vermittelt werden,
die nach PKA-abhingiger Phosphorylierung (Aktivierung) an den Promotor des
entsprechenden Gens binden und eine Aktivierung der Transkription bewirken (Lalli und
Sassone-Corsi, 1994; Lamas et al., 1996). In der 3 -untranslatierten Region des humanen TM-
Gens befindet sich ein solches funktionelles cAMP responsive element (Tazawa et al., 1994a).
Auch in Endothelzellen und in embryonalen Karzinomzellen ist eine cAMP-abhéngige
Induktion von TM bekannt (Weiler-Guettler et al., 1992; Archipoff et al., 1993). Die
Reduktion der Iloprost-induzierten TM-Expression durch Hemmung durch einen PKA-

Inhibitor H 89 bestitigte eine Beteiligung des cAMP/PKA Signaltransduktionsweges.
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Abbildung 4-1: Prostacyclin- und PGE,-vermittelte Signaltransduktion zur TM-Induktion in SMC. PGl,
aktiviert Uber Bindung an den IP-Rezeptor wie auch PGE, Uber Bindung an den EP,;,- Rezeptor die
AC, die ATP zu cAMP umsetzt. cAMP aktiviert die PKA, die daraufhin zu einem Anstieg der TM-
Expression fihrt. Auch die direkte Aktivierung der PKC durch PMA induziert die TM-Expression.
Hemmung der AC durch Stimulation des EP;-Rezeptors reduziert die Expression von TM.

Die TM-Induktion durch Prostaglandine konnte fiir die Therapie mit Prostacyclin-Analoga
klinisch relevant sein, zumal schon gezeigt wurde, dass ein reduzierter TM-Spiegel bei
Patienten mit pulmonaler arterieller Hypertonie nach kontinuierlicher Prostacyclin-Infusion
wieder erhoht wurde (Sakamaki et al., 2000). Sowohl Iloprost als auch Cicaprost und PGE;
induzierten die TM-Expression schon bei sehr geringen Konzentrationen, die auch von
endogen gebildeten Prostaglandinen erreicht werden. Dies deutet daraufhin, dass endogen
gebildete Prostaglandine eine Rolle bei der Regulation von TM spielen. Endogen gebildete
Prostaglandine konnten auch fiir die TM-Expression bei pathologischen Verdnderungen des

Prostaglandin-Stoffwechsels, wie beispielsweise bei der Atherosklerose, relevant sein.
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4.3. Bedeutung endogen gebildeter Prostaglandine fiir die Thrombomodulin-

Expression

Die Aktivitdt der COX ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Biosynthese von
Prostaglandinen und Thromboxan A, aus freigesetzter Arachidonsdure. Die urspriingliche
Auffassung, dass die COX-1 fiir die physiologische und die COX-2 fir die
pathophysiologische PG-Synthese zustindig sei, ist mittlerweile iiberholt. Vielmehr wird
heute angenommen, dass die COX-2 Prostaglandine on demand synthetisiert, und bei Bedarf
hochreguliert werden kann. Natiirlich ist die Hemmung einer {iberschieenden Prostglandin-
Bildung bei chronischen Entziindungen und damit die antiphlogistische und analgetische
Wirkung von COX-2-Inhibitoren Grundlage dieser wiinschenswerten klinischen Effekte. Bei
Patienten mit einer schweren Atherosklerose ist im Vergleich zu Gesunden die Prostacyclin-
Ausscheidung im Urin - Surrogatparameter der vaskuldren Prosatcyclin-Synthese - 4,5-fach
erhoht. Analoges gilt fiir die TX-Metaboliten-Ausscheidung, im wesentlichen bestimmt durch
die COX-1 abhéngige TXA,-Synthese im Thrombozyten (Belton et al., 2000). Behandlung
dieser Patienten mit einem selektiven COX-2 Inhibitor (Nimesulid) reduzierte die PGI-
Bildung auf etwa Kontrollwerte gesunder Probanden, wahrend keine signifikante Hemmung
des TXA,-Spiegel nachweisbar war (Belton, 2000). Zielparameter der Prostaglandine und des
TXA, im kardiovaskuldren System sind Pléttchenfunktion, der Geféf3tonus und die Steuerung
von Migration, Proliferation und Sekretion glatter GefdBBmuskelzellen. Die TXA,-Bildung
erfolgt im Wesentlichen iiber die COX-1-abhdngigen Synthesewege im Thrombozyten.
Dagegen entstehen iiber die COX-2 iiberwiegend PGI, und PGE,, die beide antagonistisch zu
TXA, auf diese Parameter wirken. Induktion der COX-2 durch physiologische (Scherstress)
und pathophysiologische Stimuli (inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren, oxidativer
Stress) fithrt zu einer vermehrten Bildung von PGI, und PGE, und damit zu potentiell

antithrombotischen und antiatherosklerotischen Effekten.
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Abbildung 4-2: Arachidonsauremetabolismus via COX-1 und COX-2 in vaskularen Zellen.

Ein zentraler Punkt dieser Arbeit war daher die Untersuchung der Frage, ob endogen gebildete
Prostaglandine iiber der COX-2-Syntheseweg die TM-Expression induzieren. Theoretisch ist
vorstellbar, dass nach Induktion der COX-2, dic wie oben erwihnt bei entziindlichen
Erkrankungen hochreguliert ist, verstirkt Prostaglandine gebildet werden, die dann wiederum,
nach Bindung an spezifische Rezeptoren iiber einen Anstieg von intrazellulirem cAMP, TM
induzieren. Da Zytokine zwar die COX-2 und auch die PGIL-Synthese induzieren, aber
trotzdem zu keiner Aufregulation von TM fiihren, wurde experimentell in dieser Arbeit PMA
zur Imitation einer Entziindung verwendet. Neben der Induktion der COX-2—Protein-
Expression durch PMA und Iloprost wurde auch ein funktioneller Nachweis der COX-2-
Aktivitit erbracht. Mittels Radioimmunoassy (RIA) wurde die Synthese von Prostaglandinen
nach Stimulation von SMC und EC mit PMA und Iloprost bestimmt. Als Hauptprodukt der
Prostaglandin-Synthese wurde PGI, in Form seines stabilen Hydrolyseproduktes 6-Keto
PGF,, identifiziert. PGI, wird durch das Enzym PGI,-Synthase aus PGH, gebildet (Narumiya
et al., 1999) und ist neben PGE, das Hauptprodukt der COX-katalysierten Prostaglandin-
Synthese in vaskuldren SMC fibrotischer Plaques (Baenziger et al., 1979; Smith, 1986).
Stimulation mit PMA fiihrte, bei gleichzeitiger Induktion der COX-2-Protein-Expression in
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SMC, nicht nur zu einem Anstieg der PGI-Bildung, sondern induzierte auch die TM-
Expression. Durch den nicht selektiven COX-Inhibitor Diclofenac und durch den selektiven
COX-2 Inhibitor Etoricoxib wurde die PMA-induzierte Aufregulation von TM partiell (zu
etwa 40%) inhibiert. Dieser inhibitorische Einfluss der COX-Inhibitoren auf die TM-
Expression wurde sowohl auf mRNA- wie auch auf Protein-Ebene gezeigt. Gleichzeitige
Analyse der PMA-induzierten PGL-Synthese zeigte, dass diese in SMC durch Diclofenac wie
auch durch Etoricoxib auf Kontrollniveau gesenkt wurde. Da zwischen dem Ausmal3 der
Hemmung durch Diclofenac und Etoricoxib keine Unterschiede festgestellt wurden, ist davon
auszugehen, dass die COX-2 maBgeblich an dieser PGI,-Synthese beteiligt war. Trotz
vollstindiger Hemmung der PMA-induzierten PGI,-Synthese durch die beiden COX-
Inhibitoren wurde die TM-Expression nur zu etwa 40% reduziert. Ursache dafiir konnten die
sehr vielfiltigen Effekte von PMA sein. Uber eine Aktivierung der PKC kdnnte PMA noch
weitere Mechanismen aktivieren, die dann wiederum stimulierend auf die TM-Expression
wirken. Insgesamt legen diese Ergebnisse nahe, dass die PMA-induzierte TM-Expression
zumindest teilweise COX-2-abhéngig vermittelt wird. In Kontrollexperimenten wurde kein
Effekte der COX-Inhibitoren auf die PMA-induzierte COX-2-Expression festgestellt und
damit ein direkter Einfluss der COX-2-Expression ausgeschlossen. Der stimulierende Effekt
des PKC-Aktivators, PMA, auf die COX-2 in SMC konnte die Situation von
inflammatorischen Prozessen z.B. bei atherosklerotischen Verdnderungen oder einer
vaskuldrer Zellschiddigung widerspiegeln. Dort wirken eine Vielzahl an Stimuli, wie
proinflammatorische =~ Zytokine, TNF-o und Wachstumsfaktoren auf die glatten
GefaBmuskelzellen ein (Ross, 1999), die eine gesteigerte COX-2-Expression induzieren
konnen (Bishop-Bailey et al., 1998). Bestdtigt wird diese Hypothese durch verschiedene
Arbeiten: So wurde in humanen atherosklerotischen Lésionen eine erhohte COX-2-Expression
nachgewiesen, wihrend gesunde Gefdlle nur die COX-1 Isoform exprimierten (Schonbeck et
al., 1999). Zudem konnte nach einer GefaBverletzung eine gesteigerte COX-2 Expression iiber
mehrere Tage nachgewiesen werden (Rimarachin, 1994). Insgesamt kann gesagt werden, dass
endogene Prostaglandine, gebildet iiber den COX-2-Syntheseweg, die TM-Expression
induzieren konnen. Damit kénnten endogen gebildete Prostaglandine zu einer verstérkten TM-
abhingigen Aktivierung von PC fithren und damit dessen antikoagulatorische Aktivitét
erhohen. TM-Plasmaspiegel konnen auch als Marker fiir pathologisch veridnderte Zustéinde
dienen: Patienten mit einer pulmonalen arteriellen Hypertonie zeigten beispielsweise eine

reduzierte TM- und eine erhohte P-Selektin—Plasmakonzentration. Kontinuierliche
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intravendse Prostacyclin-Therapie fithrte zu einer signifikanten Induktion des TM-Spiegels,
wie auch zu einer Reduktion des Plasma P-Selektin—Spiegels (Sakamaki et al., 2000). Da
niedrige TM— und hohe P-Selektin—Plasmaspiegel in der primédren und sekundéren
pulmonalen Hypertonie mit einem erhdhten Thromboserisiko assoziiert werden, zeigt diese
Studie, dass PGI, nicht nur ein potenter Vasodilatator ist und der Thrombozytenaggregation
entgegenwirkt, sondern mdglicherweise auch einen Einfluss auf die plasmatische Koagulation
tiber eine Modulation von TM hat. Auch die in der Einleitung beschriebenen
antiinflammatorischen Wirkungen von aPC und TM konnten Entziindungsprozessen
entgegenwirken (Esmon, 2002). Diese Uberlegungen sprechen daher fiir eine
antithrombotische und anti-atherosklerotische Wirkung von COX-2-abhingig gebildetem
PGL, und PGE,. Allerdings wird die Frage ob COX-2-Inhibitoren vor- oder nachteilige
Effekte bei der Entwicklung einer Atherosklerose haben, in der Literatur dennoch kontrovers
diskutiert. So konnte eine Arbeit von Chenevard et al. (Chenevard et al., 2003) zeigen, dass
Inhibierung der COX-2 die endotheliale Vasodilatation verbessert und auch geringfiigige
chronische Entziindungen und oxidativen Stress reduziert. Auerdem konnten Burleigh et al.
zeigen, dass die COX-2 die Entstehung von atherosklerotischen Lasionen in LDL-Rezeptor-
defizienten Méusen in vivo fordert. Dies wiirde bedeuten, dass die Hemmung der COX-2
einen antiatherosklerotischen Effekt haben konnte (Burleigh et al., 2002). Zwei weitere
Studien konnten allerdings keinen Einfluss einer pharmakologischen COX-2-Inhibition in
LDL-Rezeptor— oder Apolipoprotein (APO)-E-defizienten Méausen feststellen (Pratico et al.,
2001; Olesen et al., 2002).

4.4. Funktionelle Bedeutung einer erhohten Thrombomodulin-Expression

Die funktionellen Auswirkungen einer erhohten TM-Expression fiir die plasmatische
Koagulation wurden sowohl zur Methodenetablierung an humanen koronararteriellen EC,
einem Zellsystem mit hoher TM-Expression, als auch an SMC untersucht. Dazu wurden zwei
unterschiedliche methodische Ansédtze verfolgt. Zundchst wurde die zellabhingige
Thrombinbildung untersucht. Thrombin, an TM gebunden, aktiviert PC, welches dann die
Koagulationsfaktoren Va und VIlla inaktiviert und damit die Thrombinbildung effizient
reduziert (Esmon, 2000). Spaltung eines fluorogenen Substrats ermoglicht die Messung der

Thrombin-Konzentration in gerinnendem Plasma und damit die Analyse des Zeitverlaufs der
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Thrombinbildung. Hierzu wurde die von Hemker et al. (Hemker et al., 2000) entwickelte
Methode dahingehend modifiziert, dass als TF-Quelle kultivierte Zellen verwendet wurden,
was die simultane Erfassung von stimulierenden (z.B. TF) und inhibierenden Faktoren (z.B.
die TM-abhingige Protein C Aktivierung) ermoglicht. Anders als erwartet war die PMA-
induzierte zellabhingige Thrombinbildung in EC trotz erhohter TM-Expression deutlich
erhoht. Eine mogliche Ursache fiir das scheinbar widerspriichliche Resultat konnte die
gleichzeitig beobachtete Induktion von prokoagulatorisch wirkendem TF durch PMA sein.
Diese erhohte TF-Expression konnte die antikoagulatorischen Effekte des TM {iberlagern oder
sogar aufheben. Die Untersuchung der Thrombinbildung auf der Oberfliche humaner SMC
zeigte auch keinen reduzierenden Einfluss der erhohten TM-Expression auf die
Thrombinbildung. Auch hier kdnnte die Ursache der fehlenden Wirkung von TM in der TF-
Expression liegen. Wihrend auf EC basal so gut wie keine TF-Expression festzustellen ist,
diese jedoch induzierbar (wie z.B. durch PMA) ist (Crossman et al., 1990), zeigen SMC eine
hohe basale TF-Expression (Ghrib et al., 2002; Kibbe et al., 2003), die dem
antikoagulatorischen Effekt des TM entgegenwirken konnte. Es wurde beschrieben, dass der
Zusatz von aPC und rekombinantem TM einen hemmenden Effekt auf die Thrombinbildung
in der von Hemker entwickelten Methode hat (Hemker et al., 2003). Diese Daten zeigen, dass
mittels dieser Methode die Moglichkeit besteht, eine Dysfunktion im antikoagulatorischen
PC-System, wie z.B. angeborene oder erworbene PC-Resistenz bzw. -Defizienz, zu erkennen.
Der Zusatz von aPC zu dem hier modifizierten System reduzierte ebenfalls die
Thrombinbildung signifikant. Damit konnte die inhibitorische Wirkung von aPC auf die
Thrombinbildung auch in dem hier verwendeten System bestétigt werden. Dies ldsst die
Schlussfolgerung zu, dass entweder kein funktionell aktives TM auf der Zelloberfliche
vorhanden ist, oder dass andere prokoagulatorische Mechanismen (z.B. TF) den
antithrombotischen Effekt von TM {iberlagern.

Daher wurde eine andere Methode zur Uberpriifung der funktionellen Aktivitit von TM auf
der Oberfliache glatter GefdBmuskelzellen herangezogen, d. h. die Messung der Protein C-
Aktivierung. CASMC und EC wurden mit verschiedenen Substanzen stimuliert. AnschlieBend
wurden diese mit einem Thrombin und PC enthaltenen Puffer beschichtet. Dieser Puffer
wurde nach Ende der Inkubationszeit zu gleichen Teilen eines Hirudin enthaltenen Puffers
gegeben, um die restliche Thrombin-Aktivitit zu inhibieren. Es ist bekannt, dass auch
Thrombin allein Protein C aktivieren kann (Esmon, 1993; Hall et al., 1999). Daher wurde

zusdtzlich bei jedem Experiment eine Probe der Protein C/Thrombin-Lésung ohne Zellen
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inkubiert, um den Basalwert der Thrombin-katalysierten PC-Aktivierung festzustellen. So
konnte exakt zwischen der TM/Thrombin-katalysierten PC-Aktivierung und der Aktivierung
durch Thrombin allein unterschieden werden. Bei gleichzeitig beobachteter TM-Induktion
erhohte Iloprost auch die Bildung des antikoagulatorisch wirkenden aPC. Damit wurde
erstmalig ein  antikoagulatorischer =~ Mechanismus, neben der Hemmung der
Plattchenaggregation, von Iloprost auf die plasmatische Koagulation beschrieben. Auch PMA
filhrte zu einem signifikanten Anstieg von aPC. Eine PC-Aktivierung durch den Thrombin-
TM-Komplex und die Aktivierung durch Thrombin allein sind die einzigen in der Literatur
beschriebenen Mechanismen der PC-Aktivierung. Daher kann der Schluss gezogen werden,
dass die PMA-induzierte TM-Expression fiir die gesteigerte Aktivierung von PC
verantwortlich ist. Reduktion der PMA-induzierten TM-Expression durch die COX-
Inhibitoren Diclofenac und Etoricoxib wirkte sich ebenfalls hemmend auf die PC-Aktivierung
aus. Dies zeigt, dass endogen gebildete Prostaglandine iiber eine Induktion von funktionell
aktivem TM die plasmatische Koagulation beeinflussen. Da auch hier keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem inhibitorischen Effekt des unselektiven COX-Inhibitors
Diclofenac und des selektiven COX-2-Inhibitors Etoricoxib nachgewiesen werden konnten, ist
davon auszugehen, dass mafBigeblich die COX-2-abhdngig gebildeten Prostaglandine an der
Vermittlung der PC-Aktivierung beteiligt sind.

4.5. Thrombomodulin- und COX-2-Expression in humanen Atherektomieproben

Die TM-Expression glatter GefdBmuskelzellen wurde in vivo erst kiirzlich dokumentiert
(Yoshii et al., 2003). In gesunden humanen Koronararterien ist TM nur auf Endothelzellen
nachweisbar, wahrend bei Atherosklerose TM in SMC der Intima und Media der Gefa3iwand
nachgewiesen wurden (Tohda et al., 1998; Yoshii et al., 2003). Um die mogliche Signifikanz
dieser Ergebnisse fiir die Pathophysiologie der Atherosklerose zu iiberpriifen, wurden Schnitte
von atherosklerotischen Lésionen angefertigt und immunhistochemisch die Expression von
TM, COX-2 und SMC untersucht. Immunhistochemische Untersuchungen an humanem
Gewebe, welches bei einer Atherektomie aus der Arteria carotis entnommen wurde bestitigte
die TM-Expression in SMC atherosklerotischer Lasionen. SMC zeigten eine positive Farbung
fiir COX-2 in den Bereichen, in denen auch TM nachweisbar war. Diese Ergebnisse stiitzen

die Hypothese, dass iiber den COX-2-Syntheseweg endogen gebildete Prostaglandine in einer
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autokrinen oder parakrinen Weise die TM-Expression stimulieren. Welche Funktion die
Expression von TM auf SMC hat, ist bislang noch unbekannt. Vorstellbar wire, dass bei
endothelialer Verletzung SMC mit dem zirkulierenden Blut in Kontakt kommen und durch
Expression von TM ein Gegengewicht zu den prokoagulatorischen Faktoren geschaffen wird.
AuBerdem ist bekannt, dass EC-Spaltprodukte des TM, so genanntes 16sliches TM (sTM), in
das zirkulierende Blut abgegeben wird (Esmon, 2001a). Induktion der TM-Expression (z.B.
durch dbcAMP) erhoht nicht notwendigerweise auch die Konzentration an sTM. Induziert
wird diese jedoch nach Destruktion von EC (Ishii et al., 1991). Ein Hinweis darauf, dass auch
SMC sTM abspalten, ergab die Untersuchung des Kulturmediums, welche zwar einen
tendenziellen, jedoch keinen signifikanten Anstieg des TM-Spaltproduktes gegeniiber der
Kontrolle ergab (Daten nicht gezeigt). TM besitzt auch antiinflammatorische,
antimigratorische und antiproliferative Wirkungen (Grinnell und Berg, 1996a; Li et al., 2000;
Esmon, 2001b). Dies konnte einen alternativen Mechanismus darstellen, iiber den das von
SMC exprimierte oder sezernierte TM der Atherosklerose entgegenwirkt. Generell kann
gesagt werden, dass bei fortgeschrittenen atherosklerotischen Lisionen die Gefahr der Bildung
eines Thrombus steigt (Feldman und Stone, 2000). Die Expression von TM auf SMC in
atherosklerotischen Lésionen konnte die Thrombosegefahr mindern, indem es die
prokoagulatorische Disposition reduziert. Die Ausbildung einer Atherosklerose ist mit einem
Remodeling assoziiert, bei dem sich SMC vom physiologischen kontraktilen zu einem
proliferierenden, sekretorischen Phénotyp umwandeln. Interessanterweise gibt es Arbeiten, die
darauf hindeuten, dass die TM-Expression von intrazelluléren Faktoren kontrolliert wird, die
auch mit der Modulation von SMC des kontraktilen Phénotyps zum synthetischen Phinotyp
assoziiert werden (Chamley-Campbell et al., 1979; Traynor et al., 1995). Die TM-Expression
korreliert hauptsdchlich mit SMC des synthetischen Phénotyps (Yoshii et al., 2003). Da
auBBerdem die endotheliale Expression von TM in atherosklerotisch verénderten
Koronararterien reduziert ist (Laszik et al., 2001), kdnnten SMC unter diesen pathologischen

Bedingungen eine relevante TM-Quelle darstellen.
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4.6. Bedeutung von Thrombomodulin fiir die Therapie mit COX-2-Inhibitoren

Die Blutgerinnung ist reguliert durch ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlichster
Enzyme, deren Kofaktoren und verschiedenen Membranproteinen. Dabei ist das
Gleichgewicht zwischen prokoagulatorischen und antikoagulatorischen Mechanismen
essentiell fiir das hdmostatische Gleichgewicht. Eine Aktivierung der im Blut zirkulierenden
Zymogene stellt die Basis fiir eine explosionsartige Initiierung der Blutgerinnung dar, welche
zur Bildung von Thromben fiihrt. Die Konzentration an zirkulierendem Prothrombin ist ca.
100-fach hoher, als fiir die schnelle Bildung von Blutgerinnseln eigentlich benétigt wird
(Mann et al., 1988). Dies stellt die Basis fiir eine massive Thrombusbildung im Falle einer
GefiBschiddigung dar. Bei gesunden Personen ist das Koagulationssystem sehr effizient
kontrolliert und das Gleichgewicht liegt auf der Seite der antikoagulatorischen Mechanismen
(Bauer und Rosenberg, 1987). Bei verschiedenen Krankheiten, insbesondere solchen, die mit
entziindlichen Prozessen einhergehen, ist die Neigung zu thrombotischen Ereignissen jedoch
stark erhoht (Esmon, 1989). Dies impliziert, dass bei diesen Personen die
antikoagulatorischen Mechanismen reduziert sind. Diese Hypothese wird von der
Beobachtung unterstiitzt, dass eine angeborene PC-Defizienz schon in der Kindheit zu
teilweise todlich verlaufenden thrombotischen Komplikationen fiihrt (Moncada et al., 1976).
Neben dem NO, verantwortlich fiir die Inhibierung der Plittchen, und der Vasokonstriktion
(Moncada et al., 1988), plasminogen activator, der die Lyse von Thromben initiiert (Loskutoff
et al., 1986) und Heparansulfat-haltigen Proteogykanen, die die Aktivitdt von Antithrombin
verstdrken (Bauer und Rosenberg, 1987), sind PGI, (Vane und Botting, 1995) und das
Thrombin-bindende Protein TM (Esmon und Owen, 1981) mallgeblich an der Regulation
antikoagulatorischer Mechanismen beteiligt. Die embryonale Letalitdt von TM-defizienten
Maiusen verdeutlicht aulerdem die essentielle Rolle von TM (Healy et al., 1995). Die lokale
Uberexpression von TM verhindert eine Atherothrombose im Kaninchenmodell (Waugh et
al., 1999). Auch die reduzierte Resistenz gegen thrombotische Verschliisse bei vendsen
Bypéssen ist mit einer Reduktion der TM-Expression assoziiert (Kim et al., 2002). Klinische
Studien zeigen, dass die Konzentration von l6slichem TM invers mit dem Risiko einer
koronaren Herzkrankheit (KHK) assoziiert ist (Salomaa et al.,, 1999; Wu et al., 2003). Die
Ergebnisse der Atherosclerosis Risk In Communities (ARIC)-Studie deuteten darauf hin, dass
die Konzentrationen von loslichem intercellular adhesive molecule-1 (SICAM) und sTM mit

dem Risiko der Entwicklung einer KHK assoziiert sind. Ein hoher sSICAM-1-Spiegel erhoht
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das Risiko einer KHK, wihrend eine hohe Konzentration von sTM das Risiko veringert
(Folsom et al., 1997; Wu et al., 2003). Daher spielt die Regulation von TM sowohl in EC wie
auch in SMC eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der hdmostatischen Balance von
pro- und antikoagulatorischen Mechanismen. Fiir die Therapie verschiedener entziindlicher
Erkrankungen ist der Einsatz von COX-Inhibitoren heute zum Erreichen einer adiquaten
Analgesie, unverzichtbar. Acetylsalicylsdure (ASS) und andere NSAID inhibieren die COX-
abhéngige PGI,-Synthese. Dies ist der Mechanismus sowohl fiir die therapeutischen, als auch
einige toxische Effekte der Substanz. In der Klasse der nicht steroidalen Antirheumatika
(NSAID) sind die Coxibe eine Untergruppe, die entwickelt wurde, um selektiv die COX-2 zu
inhibieren. Grundlage dieser Entwicklung war die Annahme, dass COX-2 Quelle von
proinflammatorischem Prostaglandin E, ist, das bei entziindlichen Ereignissen gebildet wird
und das von der COX-1 im Magen gebildete PGE, und PGI, fiir die Protektion des Magens
verantwortlich sind. Daher hemmen Coxibe weit stirker die Entziindungssymptome und
verursachen daher seltener gastrointestinale Ulcera. Nichtselektive NSAID hemmen sowohl
die Thromboxan A;-Synthese, wie auch die PGI,-Synthese. Selektive COX-2-Inhibitoren
haben dagegen keinen Effekt auf die Thromboxan A,-Bildung, reduzieren jedoch die PGI,-
Synthese. Auf diese Art verschieben Coxibe das Gleichgewicht zwischen prothrombotischem
TXA, und antithrombotischem PGI, und fithren so moglicherweise zu einem Anstieg
thrombotischer kardiovaskuldrer Ereignisse (McAdam et al., 1999; Catella-Lawson et al.,
1999). Die klinische Relevanz dieser Mechanismen ergibt sich aus der erhdhten Inzidenz
akuter thromboembolischer Gefd3verschliisse bei Patienten mit rheumatoider Arthritis im
Gegensatz zu Patienten mit Osteoarthritis, bei denen ein solches erhohtes Risiko nicht besteht
(Wallberg-Jonsson et al., 1997). Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis ist das Risiko akuter
thrombotischer Ereignisse auf der Grundlage retrospektiver epidemiologischer Studien um 32-
55 % hoher als bei Patienten mit Osteoarthritis oder einer gemischten Kontrollpopulation
(FitzGerald, 2002). Fiir die hier diskutierte Thematik stellt sich damit die Frage, ob die
Anwendung von selektiven COX-2 Inhibitoren mit einem erhohten Risiko kardiovaskuldrer
thrombotischer Ereignisse verbunden ist. Theoretisch ist vorstellbar, dass bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis ein erhohtes Risiko auf der oben beschriebenen Hemmung der COX-2
abhingigen PGI,-Synthese beruht. Durch Hemmung der PGI,-Synthese konnte, wie in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, nicht nur ein potenter Inhibitor der Plittchenaggregation
ausgeschaltet, sondern auch die TM-Expression und die PC-Aktivierung unterdriickt und

damit ein endogener antikoagulatorischer Mechanismus inhibiert werden. Alternativ kdnnte
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die fehlende COX-1-Hemmung und damit die fehlende Unterdriickung der thrombozytiren
TXA,-Synthese zu diesem erhohten Risiko fiihren.

Ein potentiell erhohtes kardiovaskuldres Risiko von COX-2-Inhibitoren riickte erst kiirzlich
wieder in das Interesse der Offentlichkeit. Am 28 September 2004 gab der Pharmakonzern
MSD die Riicknahme des COX-2-Inhibitors Rofecoxib (Vioxx®) bekannt, da sich in der
vorzeitig abgebrochenen Adenomatous Polyp Prevention on Vioxx (APPROVe)-Studie eine
Zunahme von Herzinfarkten gezeigt hatte (Topol, 2004). In diesem Zusammenhang muss die
Frage gestellt werden, ob dies auch auf andere Coxibe wie Valdecoxib, Celecoxib, Etoricoxib
und Lumiracoxib iibertragbar ist und damit ein Klasseneffekt der Coxibe ist. In den letzten
Monaten und Jahren sind zahlreiche epidemiologische Studien erschienen, die das Risiko von
Blutdrucksteigerungen, Odemen, Herzinsuffizienz und Myokardinfarkten unter Rofecoxib
und herkdémmlichen NSAID verglichen haben. So hat eine Studie von Solomon et al. an {iber
54.000 Patienten zeigen konnen, dass Celecoxib das Risiko eines Myokardinfarktes nicht
signifikant erhoht. Rofecoxib dagegen, im Vergleich zu Celecoxib und anderen NSAID, in
den ersten 90 Tagen zu einem erhohten Risiko eines akuten Myokardinfarktes fiihrt. Das
relative Risiko war ebenfalls erhoht bei einem Dosis-abhéngigen Vergleich (Rofecoxib < 25
mg versus Celecoxib < 200 mg (odds ratio (OR), 1.21; 95% CI, 1.01 - 1.44; P = 0.036) und
Rofecoxib > 25 mg versus Celecoxib > 200 mg (OR, 1.70; 95% CI, 1.07 - 2.71; P = 0.026)
(Solomon et al., 2004). Aus Daten, die im Zusammenhang mit der Vioxx Gastrointestinal
Outcomes Research (VIGOR)-Studie erhoben wurden, lie3 sich bereits im Jahre 2000 ein
erhohtes Risiko kardiovaskuldrer Ereignisse erkennen. Auch wenn kardiovaskuldre Ereignisse
nicht als Endpunkt der VIGOR-Studie definiert waren (Bombardier et al., 2000), wurde eine
Zunahme in vorldufigen Analysen registriert. Bei dem Vergleich der beiden
Behandlungsgruppen konnte eine signifikante Zunahme atherothrombotischer Ereignisse
gezeigt werden 0,4 % der Patienten der Rofecoxib-Gruppe, aber nur 0,1 % der Patienten der
Naproxen-Gruppe erlitten einen Herzinfarkt. Hinzu kommt, dass dieses Risiko bei Patienten
mit bestehender KHK moglicherweise hoher ist, 38 % der Herzinfarkte traten in einem
Patientenkollektiv auf, das vermutlich ein erhOhtes kardiovaskuldres Risiko hatte. Die
Einnahme von ASS war, wie auch frithere atherothrombotische Ereignisse einschlieBlich
Herzinfarkt, ein Ausschlusskriterium (erstgenanntes wurde spéter aufgrund der Ergebnisse
aufgehoben). Die Argumentation, dass Naproxen, welches als Vergleich fiir Rofecoxib dient,

aufgrund seines COX-1-hemmenden Effektes und der langen Halbwertszeit (13 h) die
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Thrombozytenfunktion hemmt und damit protektiv wirkt, reicht zur Erkldrung der Differenz
in der VIGOR-Studie nicht aus. Im Gegensatz zur irreversibel wirkenden ASS konnte bislang
nicht gezeigt werden, dass NSAID, inklusive Naproxen, eine kardioprotektive Wirkung haben
(FitzGerald, 2003b). Im Gegensatz zur VIGOR-Studie zeigte die Celecoxib Long Term
Arthritis Safety Study (CLASS)—Studie kein signifikant erh6htes kardiovaskuldres Risiko des
selektiven COX-2-Inhibitors (Celecoxib) versus NSAID (Bombardier et al., 2000; Silverstein
et al., 2000). Diese Studie beinhaltete jedoch nur die Hélfte der Daten (nur sechs Monate einer
einjahrigen Studie) (FitzGerald, 2004). Eine retrospektive Analyse der Daten zeigte, dass nach
einem Jahr die Einnahme von Celecoxib sich nicht von den NSAID hinsichtlich der
Magentoxizitdt unterschied, jedoch Anzeichen eines erhohten kardiovaskuldren Risikos
festzustellen waren (FitzGerald, 2003a). Die Tatsache, dass niedrigdosierte ASS in der
CLASS-Studie erlaubt war, konnte ein erhohtes kardiovaskulédres Risiko im Zusammenhang
mit Celecoxib verdeckt haben. AuBerdem wurden in den beiden Studien unterschiedliche
NSAID als Kontrollen verwendet. Diclofenac und Ibuprofen, die in der CLASS-Studie
verwendet wurden, zeigen einen signifikant geringeren Pléttchen-inhibierenden Effekt
verglichen mit Naproxen (VIGOR). Um einen protektiven vaskuldren Effekt zu erreichen, ist
eine nahezu komplette Inhibierung der TXA,-Synthese erforderlich (O'Reilly et al., 2000) und
das Ausmal} sowie die Reversibilitit der TXA,-Inhibition durch Diclofenac und Ibuprofen
erlaubten wahrscheinlich keine Kardioprotektion. AuBerdem wurde beschrieben, dass
Diclofenac im Vergleich zu Naproxen die Prostacyclin-Synthese stirker inhibiert (Van
Hecken et al., 2000). Hinzu kommt, dass Celecoxib von allen derzeit verfligbaren Coxiben,
die mit Abstand geringste COX-2-Selektivitit und Bioverfiigbarkeit aufweist. Die erst
kiirzlich erschienene Therapeutic Arthritis Research and Gastrointestinal Event Trial
(TARGET)-Studie verglich Lumiracoxib mit Naproxen und Ibuprofen. Der primére Endpunkt
war das Auftreten ernsthafter gastrointestinaler Komplikationen, welche bei Patienten, die den
COX-2-Inhibitor erhielten, signifikant reduziert waren (Farkouh et al., 2004). Obwohl die
Studie wie auch die CLASS-Studie nicht auf die Detektion von kardiovaskuldren Ereignissen
ausgelegt war, konnte in der Gruppe, die kein ASS einnahm, ein (nicht signifikanter) Trend zu
einem Anstieg dieser Ereignisse in der Lumiracoxib-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe
festgestellt werden (0,26 versus 0,18 pro 100 Patientenjahre; relatives Risiko: 1,47).
Allerdings waren Patienten mit einem hohen Risiko fiir Magen Darm-Ulcera oder mit
koronarer Herzkrankheit ausgeschlossen. Parecoxib, die inaktive Vorstufe von Valdecoxib,

zeigte bei Patienten mit koronarer Bypassoperation erhdhte kardiovaskuldre Risiken. Die
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Zulassung dieses Wirkstoffes wurde von der FDA nicht genehmigt (FitzGerald, 2004). Ein
potentiell erhohtes Thromboserisiko der COX-2-Inhibitoren wird auch von einigen
experimentellen Arbeiten unterstiitzt. Shinmura et al. (Shinmura et al., 2000) zeigten, dass
COX-2 die kardioprotektiven Effekte in der spiten Phase der ischdmischen
Prikonditionierung vermittelt sind, wie die Fahigkeit der Myozyten, eine Ischdmie zu
tiberleben. Ebenso konnte gezeigt werden, dass Celecoxib die ASS-abhédngige Verzogerung
eines thrombotischen Gefdl3verschlusses in einem koronaren Thrombose-Modell beim Hund
verhindert (Hennan et al., 2001). Auch die Doxorubicin-vermittelte Myozytentoxizitit wurde
durch COX-2-Inhibitoren verstdrkt, was insgesamt darauf hindeutet, dass COX-2 protektive
Effekte auf das Herz hat (Dowd et al., 2001). Koronarsklerose mit thrombotischen
Verschliissen ist eine der Hauptgriinde fiir einen akuten Myokardinfarkt. Obwohl die Ruptur
einer Plaque meist als Pradisposition fiir eine koronare Thrombose angesehen wird, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass auch lokale Verdnderungen in den antikoagulatorischen
Eigenschaften dazu beitragen. Die reduzierte Expression von TM und des endothelialen
Protein C-Rezeptors, welche mit einer Koronarsklerose assoziiert wurde (Laszik et al., 2001),
konnte eine solche Préadisposition darstellen. Eine zusdtzliche Reduktion von TM durch
Hemmung der COX-2-abhdngigen Prostaglandin-Synthese konnte das kardiovaskuldre Risiko
zusitzlich erhohen. Selektive Reduktion der PGI,-Synthese fiihrt damit nicht nur zu einer
fehlenden Hemmung der Thrombozytenaggregation, sondern reduziert iiber eine verminderte
TM-Expression auch die Aktivierung des antikoagulatorisch wirkenden PC. Ist dies das
Resultat einer selektiven COX-2-Inhibition, muss zwangsldufig ein erhohtes kardiovaskuldres
Risiko mit allen Wirkstoffen dieser Klasse assoziiert werden, welches dann mit aszendenter
Selektivitdt und Halbwertszeit ansteigen miisste. Dies wiirde bedeuten, dass das intrinsische
Risiko eines akuten, thromboembolischen Gefaflverschlusses eines Patienten und dessen

Manifestation durch Einnahme von COX-2-selektiven Inhibitoren erhoht wird.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Atherosklerose und ihre Komplikationen sind fiir ca. 50% der Todesfélle in Europa, USA
und Japan verantwortlich. Heute zéhlt die Atherosklerose zu den chronisch entziindlichen
Erkrankungen. Urséchlich an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt ist eine
Funktionsstorung des Endothels, die zu thrombotischen Verschliissen arterieller Gefélle
filhren kann. Als endogener Schutzmechanismus wird die Induktion der COX-2 und die
Bildung von Prostacyclin in glatten GefdBmuskelzellen (SMC) atherosklerotischer Gefille
angesehen. Die gesteigerte Bildung von PGI, und PGE; in SMC fiihrt beispielsweise zu einer
Hemmung der Proliferation und Migration von SMC und Hemmung der
Thrombozytenaggregation. Es ist bislang noch nicht systematisch untersucht worden, ob
Prostaglandine Thrombozyten-unabhéingig die Blutgerinnung beeinflussen. Denkbar wire
jedoch eine Interaktion mit der plasmatischen Koagulation durch eine PGl-induzierte TM-
Expression. Folgende Fragestellungen waren daher Gegenstand dieser Arbeit: 1. Wird TM in
humanen arteriellen SMC durch exogene Prostaglandine beeinflusst? 2. Welche Rezeptoren
sind an dieser Regulation beteiligt und welche Signaltransduktionwege sind involviert? 3.
Wird TM von endogen COX-1/COX-2-abhéngig gebildeten Prostaglandinen reguliert? 4. Hat
die TM-Expression von SMC eine funktionelle Bedeutung (z.B. PC- Aktivierung)? 5. Welche
Bedeutung konnten diese Befunde fiir das erhohte Thromboserisiko bei einer Atherosklerose
haben?

lloprost induzierte zeit- und konzentrationsabhingig die Expression von Thrombomodulin.
Mechanistisch wurde gezeigt, dass Stimulation von Gs-gekoppelten Prostaglandin-Rezeptoren
(IP-, EP,4), tlber eine Steigerung der intrazelluliren cAMP-Konzentration zu einer
Aufregulation von TM fiihrt. Die Aktivierung der Gi-gekoppelten EP3;-Rezeptoren reduziert
dagegen tiber eine Verminderung der intrazelluliren cAMP-Konzentration die TM-
Expression. Die zentrale Rolle von cAMP bei der TM-Regulation konnte durch Induktion der
TM-Expression mit Forskolin und dbcAMP bestitigt werden. Die Reduzierung der TM-
Expression durch Inhibition der PKA legte zusitzlich die Involvierung des cAMP/PKA-
Signaltransduktionsweges nahe. Iloprost fiihrte iiber die Thrombomodulin-Induktion zu einer
erhohten Protein C-Aktivierung. Damit konnte erstmals ein inhibitorischer Mechanismus von
Iloprost auf die plasmatische Gerinnung beschrieben werden. Die Relevanz endogener, COX-
2-abhéngig gebildeter Prostaglandine fiir die Regulation von TM wurde durch die partielle
Hemmung der PMA-induzierten TM-Expression mit Etoricoxib und Diclofenac gezeigt.
COX-2-abhéngig gebildetes PGI,/PGE, fiihrte ebenso zu einer Induktion der Protein C
Aktivierung. Damit kommt der Induktion von Thrombomodulin durch endogene
Prostaglandine eine bedeutende Rolle fiir die Aktivierung von Protein C zu. Das Ausmal} der
Hemmung durch den unselektiven COX-Inhibitor Diclofenac und des selektiven COX-2-
Inhibitors Etoricoxib unterschied sich nicht signifikant. Dies zeigt, dass maB3geblich COX-2
und nicht COX-1 an dieser Regulation beteiligt ist. Die Relevanz dieser Befunde in vivo
wurde durch die Kolokalisation von TM und COX-2 in SMC humaner atherosklerotischer
Lésionen belegt. Die Hemmung des antikoagulatorisch wirkenden Thrombomodulin/Protein C
Signalweges durch den COX-2-Inhibitor Etoricoxib stellt einen weiteren Prostaglandin-
abhingigen Mechanismus dar, der zu erhdhten kardiovaskuldren Nebenwirkungen dieser
Pharmaka beitragen konnte.

Bei inflammatorischen Erkrankungen wie der Atherosklerose kommt den hier dargestellten
Ergebnissen eine besondere Bedeutung zu. Hemmung der vaskuldren Prostacyclin-Synthese
durch selektive COX-2-Inhibitoren bei gleichzeitig unverdnderten Thromboxan-A,-Spiegeln
wiirde klinisch einem erhohten Thromboserisiko entsprechen, zum einen iiber die fehlende
Inhibierung der Pléttchenaggregation und zum anderen {iiber die Reduktion von
antikoagulatorisch wirkendem aktivierten Protein C.
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