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1 Einleitung

1.1 Extrazellulare Matrix (EZM)

Die extrazellulare Matrix (EZM) reprasentiert ein komplex angeordnetes Geflecht
verschiedener Makromolekiile, die entweder Komponenten der perizellularen Matrix
oder der Basalmembranen sind, oder im Interstitium lokalisiert sind. Ein wesentlicher
Bestandteil sind die Kollagenfibrillen, die aus unterschiedlichen Kollagentypen (z.B.
Typ I, Typ lll, Typ V, Typ VI) zusammengesetzt sind. Die Kollagene kdnnen uber
Bindung an Integrine, eine intrazellulare Signaltransduktion Uber den ,Fokalen
Adhasionskomplex” (FA) auslosen und eine Interaktion der EZM mit dem Aktin
Zytoskelett vermitteln und so die Zellmigration und -—proliferation sowie das
Uberleben der Zellen beeinflussen (Aplin et al., 1998). Die EZM enthalt weiterhin
Elastinfasern (Fibrillin, Elastin und Emilin), die der EZM Elastizitat verleihen.

Ferner enthalt die EZM eine heterogene Gruppe aus Glykoproteinen, die
verschiedene Funktionen ausiben kdnnen. Fibronektin oder Tenascin z.B. kénnen
als Adhasionsproteine fungieren und den Zell-Matrix- bzw. den Matrix-Matrix-Kontakt
vermitteln. Andere Glykoproteine wie z.B. Laminin sind Komponenten der
Basalmembranen und ebenfalls Liganden an Integrinrezeptoren. Eine weitere
Gruppe der EZM-Molekule bilden eine stark hydratisierte, gelartige ,,Grundsubstanz*,
in der die Kollagenfibrillen und die Elastinfasern eingebettet sind. Diese Gruppe wird
aus Glykosaminoglykanen (GAGs) und Proteoglykanen gebildet. GAGs werden je
nach Zucker, Art ihrer Verbindung und der Zahl und Position der Sulfatgruppen in 4
verschiedene Klassen unterteilt (1. Chrondroitinsulfat und Dermatansulfat, 2.
Heparansulfat und Heparin, 3. Keratansulfat und 4. Hyaluronsaure). Im Gegensatz
zu den anderen GAGs, die zunachst immer gebunden an Kernproteine und somit als
Proteoglykane vorliegen, besteht die Hyaluronsaure lediglich aus einer unsulfatierten
Polysaccharidkette. Proteoglykane, wie Versikan, Decorin oder Biglykan enthalten
stark sulfatierte GAGs.

EZM-Molekile erfullen aufgrund ihrer komplexen Struktur und Anordnung
verschiedene Aufgaben. Zahlreiche Wechselwirkungen im Extrazellularraum fuhren
zu Veranderungen in der dreidimensionalen Struktur und tragen somit zur Modulation
von diversen Zellfunktionen bei. Zusétzlich zu den oben genannten Mechanismen

kénnen EZM-Molekile mit verschiedenen Wachstumsfaktoren interagieren sowie
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durch proteolytische Spaltung in Fragmente mit neuen biologischen Funktionen

umgesetzt werden.

1.2 Hyaluronsaure, ein Glykosaminoglykan der EZM

Die Hyaluronsaure (HA), ein GAG der EZM, ist ein hochmolekulares Polysaccharid
aus [31,3-verkntpfter D-Glukuronsaure und 13-1,4-verkntpften NAcetylglukosamin.
Die Synthese erfolgt durch drei membranstéandige HA-Synthasen (HAS1, HAS2,
HAS3), die auf der Membraninnenseite die Verknipfung aktivierter Zuckermolekiile
katalysieren und anschlie3end das Polysaccharid in die EZM extrudieren (Philipson
and Schwartz 1984). Die HAS-Isoformen weisen unterschiedliche enzymatische
Aktivitaten und Funktionen auf (Spicer and McDonald, 1998). HAS1 und HAS2
synthetisieren hochmolekulare HA, mit einem Molekulargewicht von ca. 2x10° Da.
Dabei hat HAS2 im Vergleich zu HAS1 eine hdhere enzymatische Aktivitat. HASS,
die eine sehr hohe intrinsische Aktivitat besitzt, synthetisiert niedermolekulare HA,
mit einem Molekulargewicht von ca. 1x 10°-1x10° Da (Itano et al., 1999b). HA kann in
Abhéngigkeit vom  Molekulargewicht  verschiedene  Funktionen  erflllen.
Niedermolekulare HA, fordert die Zellproliferation fordert, die Angiogenese und
inflammatorische Reaktionen. Dagegen zeigt hochmolekulare HA anti-proliferative
Eigenschaften (West and Kumar, 1989).

Untersuchungen der Organogenese von HAS’-Mausen zeigten unterschiedliche
Funktionen der einzelnen Isoformen. Dabei wiesen HAS2-defiziente Mause wéahrend
der Embryogenese eine Fehlentwicklung der Gefalle und eine Hemmung der
Herzmorphogenese auf. Diese kardiale Fehlentwicklung fuhrte zum Absterben der
Embryonen. Im Gegensatz dazu, ist die HAS1- bzw. die HAS3-Defizienz nicht
embryonal letal (Camenisch et al., 2000). Neben funktionellen Unterschieden konnte
auch eine differentielle Genexpression der einzelnen HA-Synthasen gezeigt werden.
In Mesothelzellen induzierte PDGF-BB (platelet-derived growth factor-BB) die
Expression von HAS2 wahrend TGF-R1 (transforming growth factor-31) die HAS2-
MRNA herunterregulierte. Die Expression von HAS1 und HAS3 hingegen wurde nur
marginal reguliert (Jacobson et al., 2000). In Keratinozyten bewirkte EGF (epidermal
growth factor) eine Transkripterhhung von HAS2 im Vergleich zu HAS1 und HASS
(Pienemaki et al., 2001).
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HA bindet sich Uberwiegend an die membranstandigen Rezeptoren CD44 und
RHAMM (receptor of HA mediated motility) und aktiviert so verschiedene
intrazellulare Signalwege (Abbildung 1). Die Interaktion von HA  mit dem
Transmembranrezeptor CD44 kann die Zell-Matrix-Adh&sion regulieren und ist
involviert in de Proliferation, Migration und Angiogenese verschiedener Zelltypen

(Bourguignon et al., 1992; Bourguignon et al., 1998; Lesley et al., 1993).

WVersikan

Q Integrine

B Tsg-6

VCD44
@RHAMM
=lal

_ HA-Synthasen

UDP-GIcNACO

UDP-GIC. \\Kollagen
/

Abbildung 1: Schematische Darstellung der HA -Synthese, der Proteininteraktionen und der
Aktivierung der Rezeptoren CD44 und RHAMM.

Durch die Interaktion von HA mit CD44 kann die Tyrosinkinase c-Src an die
Membran rekrutiert werden und durch Phosphorylierung Cortactin, ein Protein des
Zytoskleletts aktivieren (Bourguignon et al., 1999). Desweiteren kénnen durch die
Bindung von HA an CD44 die GTPasen RhoA und Racl aktiviert werden, die
ihrerseits den Aufbau des Zytoskeletts und dessen Funktion steuern (Bretscher,
1999; Oliferenko et al., 2000).

Zusatzlich bindet CD44 an Ankyrin, ein Verbindungsprotein des Zytoskeletts
(Lokeshwar et al., 1996) und an Proteine der ERM-Familie (ezrin/radixin/moesin)
(Bourguignon et al., 2000), wodurch eine direkte Signalvermittiung von HA im

Extrazellularraum zum Zytoskelett entsteht. Dieser CD44-mediierte Mechanismus ist
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vergleichbar mit der Integrin-mediierten Signaltbermittlung von Kollagenfasern zum
Zytoskelett und dem FA.

Die Interaktion von HA mit CD44 kann weiterhin den Phosphoinositol-3-Kinase (Pk)
/Akt-abhangigen Signalweg aktivieren (Kamikura et al., 2000) und dadurch zellulare

Prozesse wie die Zellbewegung, Proliferation oder die Apoptose regulieren.

RHAMM, der wie CD44 als Zelloberflachenrezeptor HA binden kann, ist nicht nur in
der Zellmembran verankert, sondern ist auch im Zytoplasma lokalisiert und kann im
Nukleus nachgewiesen werden. Die Interaktion von HA mit RHAMM kann z.B. die
Signaltransduktion der Tyrosinkinase c-Src (Hall et al., 1996) und die der
Serin/Threonin-Kinasen-Erk1/2 (Lokeshwar and Selzer, 2000) modulieren. Die
Aktivierung von RHAMM reguliert aul3erdem die Bildung und den Abbau von fokalen
Adhéasionspunkten, vermittelt durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung der
fokalen Adhasionskinase (FAK) (Hall et al., 1994). Zusatzlich erfolgt abh&angig von
der RHAMM-HA-Interaktion eine Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung von
Paxillin, einem Protein des FA (Lokeshwar and Selzer, 2000). Weiterhin ist RHAMM
an der Ras-abhéngigen Zelltransformation und Zellzyklus-Progression beteiligt
(Mohapatra et al., 1996). Darin ist hauptsdchlich membranstandiger und
zytoplasmatischer RHAMM involviert (Turley et al.,, 2002). Untersuchungen des
Aktinzytoskeletts und der Mikrotubuli der mitotischen Spindel, zeigten eine

Kolokalisation mit intrazellularem RHAMM (Assmann et al., 1999).

Neben der HA-abhangigen Rezeptoraktivierung werden die Funktionen von HA auch
durch die Interaktion mit EZM-Proteinen, den Hyaladh&rinen vermittelt (Abbildung 1).
Zu dieser Gruppe gehoren Versikan, Inter-a-Trypsirtinhibitor (lal) und Tsg-6 (tumor
necrosis factor stimulated gene 6) (Day and Prestwich, 2002). Die HA-bindenden
Proteine Tsg-6 und lal fungieren als Adaptoren, die die einzelnen HA-Strédnge
kovalent miteinander verknipfen. Das Proteoglykan Versikan bindet sich Uber das
,Link Protein“ an die HA-Strdnge und ermoglicht die Ausbildung eines vernetzten
perizellularen HA-,Mantels®, der die Zelle wie eine Hulle umschliel3t. Die perizellulare
HA-abhéngige Matrix besitzt anti-adhésive Eigenschaften, wodurch die Abrundung
der mitotischen Zelle wahrend der Teilung und die Zellbewegung gefoérdert werden,

sowie die Zellgestalt beeinflusst wird.
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1.3 Bedeutung der Hyaluronsaure in der Tumorprogression

Die Entstehung eines Tumors kann durch unterschiedliche Faktoren bewirkt werden.
Einhergehend mit dem Verlust der genomischen Stabilitstt und der
Zellzykluskontrolle, verlieren die Zellen die Eigenschaft zur Differenzierung. Die
Fehlregulation der Proliferation kann zu einer unkontrollierten Zellteilung fihren, mit
anschlielender invasiver und infiltrierender Migration der Tumorzellen in
abgegrenzte Gefal3e oder Organe. Metastasierende Zellen, die diese Eigenschaften
aufweisen, induzieren gleichzeitig die Apoptose der angrenzenden ,gesunden®
Zellen. Gleichzeitig kann die molekulare Aktivierung von Onkogenen oder die
Inaktivierung von Tumorsuppressoren eine irreversible Aktivierung von Signalwegen
bewirken, die das Zellwachstum enthemmen (Felsher et al., 2004).

HA ist auch in die Prozesse, die zur Tumorprogression fuhren, involviert (Knudson
and Hino, 1997). HA-Akkumulation wird mit verschiedenen Tumorarten, wie z.B.
Darmkrebs (Ropponen et al., 1997), Lungenkrebs (Horai et al., 1991), Brustkrebs
oder mit der Gliomentwicklung (Delpech et al., 1993) assoziiert. In unterschiedlichen
Tumorzelllinien fihrt eine verstarkte HA-Synthese, vermittelt durch die
Uberexpression der verschiedenen HA-Synthasen, zu verstarktem Tumorwachstum
(Kosaki et al., 1999), verstarkter Invasivitat (Zoltan-Jones et al., 2003) und einer
Aktivierung der Metastasierung (Itano et al., 1999a). Die Uberexpression von HAS2
kann in Krebszellen eine Zunahme der Zellteilung, des invasiven Wachstums und die
Transformation der Zellen herbeifihren (Itano et al., 1999a; Zoltan-Jones et al.,
2003). Untersuchungen von Brust- bzw. Darmkrebszelllinien zeigten, dass durch die
Inhibierung der Interaktion von HA und CD44 die Proliferation, sowie das diffuse und
invasive Zellwachstum reduziert werden konnte (Merzak et al., 1994; Toole, 2002).
Die Unterbrechung der CD44-Aktivierung fuhrt in vivo und in vitro (Toole, 2002)
durch Zellzyklusarrest zur Inhibierung des Tumorzellwachstum, oder zur Induktion
der Apoptose. Die Inhibierung der Pk-Kinase/Akt-abhangigen Signaltransduktion
vermittelt die Inhibierung des malignen Phéanotyps, der durch die Interaktion von HA
mit CD44 entsteht (Kamikura et al., 2000; Sohara et al., 2001). Die Aktivierung der
Rho-Kinase durch HA-CD44-Interaktion, bewirkt Uber eine Aktivierung der Pk-
Kinase/Akt-abhangigen Signaltransduktion (Bourguignon et al., 2003), die

Stimulation des invasiven Wachstums, die unkontrollierte Zellteilung, sowie durch
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eine verstarkte Produktion des Zytokins M-CSF (makrophage-colony-stimulating
factor), die Progression von Brustkrebs.
Zusatzlich kann HA durch die Bindung an RHAMM Ras-abhangiges

Tumorwachstum, die Migration von Tumorzellen und die Invasivitat induzieren.

HA kann demnach durch Interaktion mit CD44 oder RHAMM zellulare Signalwege
aktivieren, die zur Entstehung eines malignen Phanotyps fuhren.

1.4 Atherosklerose und pro-atherosklerotische Wirkungen der
Hyaluronsaure

Die Atherosklerose, eine chronisch-entziindliche Erkrankung der Gefaliwand, ist
ahnlich wie die Tumorprogression, mit einer Differenzierung verschiedener Zelltypen
verbunden, sowie mit Proliferation und Migration von VSMC (vaskulare glatte
Muskelzellen). HA ist durch die Férderung der Proliferation und Migration von VSMC
auch mit der Atherosklerose assoziiert.

Lokale Risikofaktoren, wie turbulente Flussbedingungen an Gefal3verzweigungen,
oder systemische Risikofaktoren (Ross, 1999), wie ein erhdhter Cholesterolspiegel
im Plasma, Diabetes, Ubergewicht oder ein erhéhter Blutdruck (Lefkowitz and
Willerson, 2001) férdern die Entwicklung der endothelialen Dysfunktion, welche den
ersten Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose darstellt und die Entwicklung
der Erkrankungen des arteriellen Systems wie z.B. Angina pectoris, Myokardinfarkte,
Schlaganfélle und die periphere Verschlusskrankheit initiiert. Die gesunde arterielle
GefaBwand besteht aus 3 verschiedenen Zellschichten. Die auf3ere Schicht wird
durch die Adventitia, die aus Fibroblasten besteht, gebildet. Darauf folgt die Media
aus mehreren Schichten VSMC und die innen liegende Schicht aus Endothelzellen.
Die innen liegende Gefaldschicht, das Endothel reguliert den Gefaldtonus durch die
Produktion von vasoprotektiven Molekilen, wie Stickstoffmonoxid (NO) und
Prostazyklin (PGl,). NO und PGk hemmen aulerdem die Plattchenadhasion und -
aggregation. Ein gesundes Endothel hemmt weiterhin die Adhasion von Leukozyten
an die GefaBwand. VSMC der Media weisen einen ruhenden, kontraktilen Phanotyp
auf, mit einer sehr geringen Proliferation- und Migrationsneigung. Durch die
endotheliale Dysfunktion kommt es zu einer erhdohten Endothelpermeabilitat, zur

Abnahme der NO- und PGhk-Produktion und =zur Expression von
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Adhasionsmolekulen, die die Bindung von Leukozyten an die GefaRwand vermitteln.
Die Leukozyten und Monozyten, welche das Endothel durchdringen, differenzieren
zu Makrophagen und wandeln sich anschlieBend durch Akkumulation von ,low
density lipoprotein“ (LDL) und oxidiertem LDL zu Schaumzellen um, die grol3e
Mengen an Zytokinen und Chemokinen produzieren. Die Ausschittung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen induziert eine Dedifferenzierung der VSMC in der
Media in einen ,synthetischen“ Phanotyp, mit hoher proliferativer und migratorischer
Aktivitat, sowie einer verstarkten Synthese von EZM (Campbell et al., 1988; Owens
et al.,, 1995). Wahrend der GefalRveranderung erfolgt die Synthese neuer EZM-
Molekille (z.B. Proteoglykane und HA) und IntegrinrRezeptoren (a,bs- und asb;-
Integrine). Infolge der veradnderten EZM entstehen neue Ligand-EZM-Rezeptor
Interaktionen, die die Migration und Proliferation induzieren, sowie die Wirkungen
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen verstarken. Die VSMCs migrieren aus der
Media in die dartber gelegene Intima, der, durch die gesteigerte Matrix-Synthese
und der induzierten Proliferation weitere Gefal3schichten, die Neointima, aufgelagert
werden. Die Bildung der Neointima im Gefa3inneren kann zu einer Stenose
(Gefal3verengung) fiuhren. Weiterhin  kdnnen atherosklerotische Lasionen
thrombotische Gefal3verschlisse auslosen. Gefaldstenosen koénnen mit der
Angioplastie beseitigt werden, in der die verengten Gefal3e durch einen
Ballonkatheter dilatiert werden. Infolge dieser Dilatation kann es zu einer
Uberdehnung und Verletzung im jeweiligen Bereich kommen, mit anschlieRender
Adhéasion von Thrombozyten. Die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen kann erneut die Proliferation und Migration von VSMCs fordern, die
Bildung einer Neointima induzieren und den Wiederverschluss des Gefalies

bewirken (Restenose).

In atherosklerotischen Lasionen nach Gefal3schadigung, oder in restenotischen
GefalRen konnte eine starke HA-Akkumulation im Bereich der Neointima
nachgewiesen werden (Papakonstantinou et al., 1998). Wahrend der Entwicklung
einer atherosklerotischen Lasion findet sich HA, assoziiert mit aktiv proliferierenden
und migrierenden VSMC (Riessen et al., 1996). PDGF-BB, ein pro-atherogener
Wachstumsfaktor und Interleukine, die in atherosklerotischen L&sionen von
Makrophagen und spéter von Schaumzellen sezerniert werden, induzieren in VSMC

die HA-Synthese (Evanko et al., 1999). Zusatzlich wird die Expression von Versikan,
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CD44 und Tsg-6, die direkte Interaktionsproteine von HA darstellen, bei der
Proliferation von VSMC induziert. W&ahrend der Stimulation der Migration und
Proliferation akkumuliert Versikan in der perizellularen Matrix von VSMC. HA-
Oligosaccharide kénnen hochmolekulare HA von CD44 und RHAMM verdrangen und
auf diese Weise die Bildung der perizellularen Matrix sowie die PDGF-BB-induzierte
Proliferation von VSMC hemmen (Evanko et al., 1999). Desweiteren wurde eine
starke Akkumulation von HA, Versikan und CD44 in humanen Koronararterien im
Grenzbereich der Neointima atherosklerotischer Plaques und Thromben
nachgewiesen (Kolodgie et al., 2002). Diese Befunde legen eine pro-thrombotische
Wirkung der HA- und Versikan-reichen Matrix nahe.

In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde gezeigt, dass der HA-Rezeptor
CD44 auch von Thrombozyten exprimiert wird und mdglicherweise die Adhasion von
Thrombozyten an HA-reiche EZM fordert. (Matrosova et al., 2004). Weiterhin wurde
nachgewiesen, dass CD44 die Adhésion von T-Lymphozyten an das Endothel und
an VSMC (Lazaar et al, 1994) dber HA-Strukturen der EZM vermittelt.
Untersuchungen atherosklerotischer L&sionen zeigten, dass CD44 verstarkt
exprimiert war, wohingegen eine Reduktion der Atherosklerose in CD44-defizienten
Méausen erreicht werden konnte (Cuff et al., 2001). Zuséatzlich wurde von Cuff und
Mitarbeitern gezeigt, dass CD44 die Migration von Makrophagen in
atherosklerotischen Lasionen ApoE-defizienter Mause vermittelt (Cuff et al., 2001).
Eine Infektion durch Viren oder die Stimulation mit Polyl:C (polyinosinic
acid:polycytidylic acid) bewirkt die CD44-vermittelte Adhasion von Makrophagen an
.kabelférmige“ HA-Stukturen der EZM von SMC (de La Motte et al.,, 1999; de la
Motte et al., 2003).

Die verschiedenen pro-atherosklerotischen Wirkungen der HA umfassen die
Forderung von Migration und Proliferation von VSMC sowie mdglicherweise die
Adhéasion von Thrombozyten und die Adhésion und Retention inflammatorischer

Zellen, wie Makrophagen und Lymphozyten.

1.5 Prostaglandinwirkungen und Atherosklerose

Prostaglandine, wie das Prostazyklin (PGl,) und das Prostaglandin E; (PGE>) oder
Thromboxan A, (TXAz) sind Lipidmediatoren und Mitglieder der Eikosanoide
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(Moncada et al., 1976). Die Generierung der Prostaglandine aus der Arachidonsaure,
erfolgt sequentiell durch verschiedene Enzyme. Die geschwindigkeitsbestimmenden
Enzyme der Prostaglandinsynthese sind die Cyclooxygenasen, die in 2 Isoformen
vorkommen (COX1 und COX2). COX1 ist konstitutiv exprimiert und reguliert in den
meisten Geweben die Prostaglandinsynthese unter physiologischen Bedingungen.
Die von COX1 synthetisierten Prostaglandine férdern u. a. die Bildung des
Magenschleims und die Magendurchblutung und wirken magenprotektiv. PGL und
PGE, wirken vasodilatierend. PGk ist ein starker Hemmstoff der
Thrombozytenaggregation und -adhasion. Neuere Untersuchungen aus dem
eigenen Labor zeigten, dass PGk und in geringerem MalRe auch PGE, die
Proliferation und Migration von hVSMC durch eine Hemmung der Phosphorylierung
von FAK hemmen (Bulin et al., 2004). Aufgrund der voranstehend beschriebenen
Wirkungen wird besonders PGl als gefal3protektiver und anti-atherosklerotischer
Faktor angesehen. COX2 ist die induzierbare COX-Isoform und wird wéhrend der
Atherosklerose durch zahlreiche Zytokine, Hormone und Wachstumsfaktoren in
Endothelzellen, VSMC und Makrophagen atherosklerotischer Lasionen
heraufreguliert (Schonbeck et al., 1999). Die Aktivitat von COX1 und COX2 werden
durch nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAIDs) wie z.B. Aspirin gehemmt. Dagegen
wurden auch die COX2-spezifische Inhibitoren, Etoricoxib, Roficoxib, Valdecoxib,
Lumiracoxib entwickelt.

PGl wird Gberwiegend im Endothel und in VSMC von Blutgefa3en (Smith et al 1986)
mittels der membranstandigen Prostazyklin-Synthase (PGIS) (Pereira et al., 1994)
aus Prostaglandin B (PGH,) synthetisiert. Die Wirkungen von PGl umfassen die
Hemmung der Thrombozyten-Aggegation (Weiss and Turitto; 1979), die Dilatierung
glatter Gefalle (Moncada et al., 1976), sowie die Inhibierung der Proliferation und
Migration von VSMC (Weber et al., 1998; Bulin et al., 2004). Die physiologischen
Wirkungen von PGL werden lber den PGhk-Rezeptor (IP-Rezeptor) vermittelt
(Coleman et al.,, 1994), der auf Thrombozyten und VSMCs (Town et al.,, 1982)
nachgewiesen werden konnte. Bei niedrigen, physiologischen PGhk-Konzentrationen
koppelt der IP-Rezeptor an stimulatorische G-Proteine (Gs), wodurch die Adenylat
Zyklase (Abbildung 2) aktiviert und verstarkt intrazellulares cAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat) generiert wird, wodurch die Proteinkinase A (PKA) aktiviert
wird. Hohe PGl-Konzentrationen hingegen (Schror and Verheggen, 1988) kénnen
Uber Gg-gekoppelte Proteine eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC) vermitteln
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(Schwaner et al., 1992). PLC katalysiert durch Spaltung die Produktion von IP3
(Inositol-1,4,5-Triphosphat) und DAG (Diacylglycerol). Anschlie3end aktiviert DAG
die Proteinkinase C (PKC) und IP3 bewirkt eine Erhéhung der intrazellularen Ca®*-
Konzentration.

PGE, besitzt wie PGl vasodilatierende, anti-migratorische und —proliferative
Eigenschaften (Wong et al., 2001) in VSMC. Zusatzlich ist PGE; in inflammatorische
Prozesse involviert und fungiert als Schmerzmediator. Die Prostaglandin E-Synthase
(PGES), die sowohl Membran-assoziiert als auch im Cytosol vorkommt (Ogorochi et
al., 1987), katalysiert die Synthese von Prostaglandin H, zu PGE..

PGl, PGE,
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Signaltransduktion des transmemranéaren
PGl,-Rezeptors (IP) und der transmembranaren PGE,-Rezeptoren (EP1-EP,).

Die Klassifizierung der unterschiedlichen PGE,-Rezeptoren erfolgt in 4 Subtypen
(EP1-EPy), die sich in ihrer Funktion und Ligandenspezifitat unterscheiden. EP» und
EP4 koppeln an Gs-Proteine, mit nachfolgender Aktivierung der Adenylat-Zyklase und
Zunahme des cAMP-Spiegel in der Zelle (Narumiya et al., 1999). EP; aktiviert durch
Gq-Proteine PLC und induziert somit einen Anstieg der intrazellularen Ca?*-
Konzentration. Die Bindung von PGE; an den G-gekoppelten EP3;-Rezeptor bewirkt
die Hemmung der Adenylat-Zyklase und fuhrt zur Reduktion der cAMP-
Konzentration.



Einleitung 18

Bei der Progression der Atherosklerose wird COX2 verstarkt exprimiert. In
atherosklerotischen L&sionen generieren dann VSMC und Makrophagen grol3e
Mengen an PGE, und PG, (Belton et al., 2000; Schonbeck et al., 1999). Aul3erdem
kbénnen Prostaglandine den Verlauf der Atherosklerose, durch die Induktion von
Matrixmetalloproteinasen (Cipollone et al., 2001), die Inhibierung der Proliferation
und Migration von VSMC, sowie die Beeinflussung der Thrombozyten-Aktivitat
modulieren. Ob Prostaglandine die Expression von EZM-Molekilen in
atherosklerotischen  L&sionen  steuern ist  bisher  unbekannt. Mittels
Expressionsanalysen wurde in humanen VSMC eine verstarkte Heraufregulation der
HAS2-mRNA 6 h nach Stimulation mit lloprost, einem stabilen PGl-Mimetikum,
gezeigt (Debey et al., 2003). Die Schlussfolgerung, dass PGL moglicherweise die
HA-Synthese humaner glatter Muskelzellen  stimmuliert, wurde durch
Untersuchungen an Fibroblasten und Mesothelzellen unterstitzt, die eine erhéhte
HA-Sekretion in Antwort auf PGE» zeigten (Honda et al., 1993).
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Dedifferenzierung der quiescenten VSMCs der Media, in einen ,synthetischen®
Phanotyp, resultiert in einer gesteigerten Proliferation, Migration und einer Zunahme
der EZM-Synthese. Diese Vorgédnge sind verantwortlich fur die Progression
okklusiver GefalRerkrankungen, wie der Atherosklerose oder der Restenose nach

Ballondilatation.

Die Bedeutung von HA, einem GAG der EZM, fur die Kontrolle von Proliferation und
Migration von Zellen, sind im Bereich der Tumorforschung vielseitig untersucht
worden. HA, die durch HA-Synthasen gebildet wird, akkumuliert jedoch auch
verstarkt in der Neointima atherosklerotischer Lasionen. Wahrend der Atherosklerose
wird die Prostaglandinsynthese durch COX2 verstarkt. Ob Prostaglandine die
Synthese der HA modulieren ist derzeit unbekannt. Weiterhin ist die Funktion der HA
fur den Phanotyp von VSMC und die Atherosklerose bisher nur ansatzweise
erforscht worden. Im ersten Teil der Arbeit wurde die Regulation der HAS2-
Expression und der HA-Synthese durch vasodilatierende Prostaglandine untersucht.
AnschlieBend wurde eine mdgliche Korrelation von HA mit COX2 in humanen
atherosklerotischen Lé&sionen analysiert. Die Bedeutung der durch HAS2-
synthetisierten HA fir den Phéanotyp VSMC, wurde mittels HAS2-spezifischer siRNA
untersucht. Um die Gene zu identifizieren, die die Entstehung des HAS2-abhéngigen
Phanotyps vermitteln und in die pro-atherosklerotische Funktion von HA involviert
sein konnten, wurde mittels Expressionsanalysen nach HAS2-abh&ngig regulierten
Genen in VSMC gesucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Losungen

Tabelle 1: verwendete Puffer und Lésungen

Blockierungspuffer

1 x PBS + 3 % Magermilchpulver

oder

1 x TBS + 5 % Magermilchpulver + 0,1 % Tween 20

Blot-Puffer
1 x Laufpuffer ohne SDS
20 % Laufpuffer

2 x Farbe-Puffer
100 mM MES

1 M NacCl

0,05 % Tween 20
0,005 % Antifoam

10 x Laufpuffer
250 mM Tris7HCI
1,9 mM Glycin
0,1 % SDS

Hybridisierungspuffer
100 mM MES

1 M NacCl

20 mM EDTA

0,01 % Tween 20

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 NacCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO,4
8,3 mM Na;HPO,

5 x RNA-Fragmentierungspuffer
200 mM Tris-Acetat, pH 8,1

500 mM K-Acetat

150 mM Mg-Acetat

pH 7,4

10 x TAE 10 x TBS

40 mM Tris/HCI 100 mM Tris/HCI
20 mM Na-Acetat 1,5 mM NacCl

2 mM EDTA pH 7,4

pH 7,8

TBST siRNA-Puffer

1xTBS + 0,1 % Tween 20

100 mM K-Acetat
30 mM HEPES KOH
2 mM Mg-Acetat; pH 7,4

1 x Waschpuffer
0,5 % Magermilchpulver + PBS
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2.2 Zellkultur

Die Substanzen fur die Nahrmedien wurden von Gibco Life Technologies bezogen.
Die KulturgefaRe, die 60-cm? Schalen, sowie die 6-Lochplatten wurden von der Firma
Becton-Dickinson bezogen. Das FCS wurde von den Firmen Gibco Life Technologies
(Lot-Nummer: 40Q1130K) und BioWhittaker (Lot-Nummer: 14801F) verwendet.

2.2.1 Kultivierung humaner glatter Gefallmuskelzellen

Humane glatte GefaBmuskelzellen (hVSMC) wurden nach der Explant-Technik
(Fallier-Becker et al., 1990) aus der Vena Saphena oder der Arteria Mammaria
isoliert, bei Patienten nach einer Bypass-Operation. Die hVSMCs wurden in
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) mit 15 % FCS, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin bei 37°C unter Begasung mit 5 % CO; kultiviert. Fur die
Versuche wurden generell Zellen in den Passagen 4 bis 10 verwendet. Humane
VSMCs aus Koronararterien (Promocell) wurden in Dulbecco's modified Eagle
Medium (DMEM) mit 10 % FCS, Penicillin, Streptomycin, Glutamin und nicht-
essentielle Aminosauren bei 37°C unter Begasung mit 5 % CO- kultiviert.

Nach dem Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen, mit
Trypsin / EDTA (0,05 %/ 0,5 mM) abgeldst und in einer Dichte von 7000 - 10000
Zellen / cm? ausgesat. Fir die Versuche wurden Zellen in den Passagen 4 bis 10

verwendet.

2.2.2 Stimulationsversuche

In allen Stimulationsversuchen wurden die Zellen zunachst 2 x mit PBS gewaschen,
fur 24 h in serumfreien DMEM unter Normalbedingungen kultiviert und anschliel3end
mit den beschriebenen Reagenzien (Tabelle 2) fir die angegebenen

Inkubationszeiten stimuliert.
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Tabelle 2: Verwendete Reagenzien in den Zellkulturversuchen

Inhibitor

Reagenz Beschreibung Quelle/Referenz
lloprost IP-/EP;- Schering
Rezeptoragonist
Cicaprost IP-Rezeptoragonist Schering
Prostaglandin E; EP;y.4- Sigma-Aldrich
(PGEy) Rezeptoragonist
PDGF-BB Wachstumsfaktor Promokine
Forskolin Aktivator der Sigma-Aldrich
Adenylatcyclase
db-cAMP cAMP-Analogon Sigma-Aldrich
Butaprost EP,-Rezeptoragonist Dr. P. Gardiner,
Bayer (Middlesex,
UK)
SC19220 EP;- Tocris
Rezeptorantagonist
M&B 28.767 EP3-Rezeptoragonist Dr. L Caton,
Rhoéne-Poulenc
ONO-AE1-321 EP4-Rezeptoragonist ONO
Pharmaceutical
H89 PKA-Inhibitor Sigma-Aldrich
GF109203X PKC-Inhibitor Sigma-Aldrich
Calphostin C PKC-Inhibitor Calbiochem
Rottlerin PKC-Inhibitor Sigma-Aldrich
Pertussis Toxin Inhibitor von G- Sigma-Aldrich
(PTX) gekoppelten
Rezeptoren (z.B.
EP3-Rezeptor)
Etoricoxib selektiver COX2- Laboratorien

Berlin Aldersdorf
GmbH

Interleukin-1b

Zytokin

Sigma-Aldrich

2.3 Transfektion glatter Muskelzellen mit siRNA

Die einzelstrangigen siRNAs wurden ausgehend von der Sequenz der cDNA

chemisch von Qiagen-Xeragon synthetisiert. Fur die Transfektion wurden folgenden

siRNA-Sequenzen ausgewabhlt, die spezifisch das HAS2-Gen erkennen und binden:
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sense HAS2-siRNA: 5 -UUGGAACCACACUCUUUGG(-TT)-3
antisense HAS2-siRNA: 5 -CCAAAGAGUGUGGUUCCUUJ(TT)-3

Als Kontrolle diente eine doppelstrangige siRNA, die zu keinem humanen Gen

homolog war:

sense Kontroll-siRNA: 5 -UUCUCCGAACGUGUCACGUI(TT)-3°
antisense Kontroll-siRNA: 5-ACGUGACACGUUCGGAGAA(TT)-3"

Die einzelstrangigen siRNAs wurden in einem sterilen siRNA-Puffer (Qiagen-
Xeragon) in einer Konzentration von 40 puM resuspendiert und mittels folgenden

Temperaturprofils zu komplementaren Basenpaarungen zusammengelagert:

90°C,1 Min
37°C,60 Min

Da jeweils gleiche Mengen sense- und antisense-siRNA zusammengelagert wurden,
betrug die Endkonzentration der siRNA-Duplex 20 uM. Humane VSMCs wurden 1 x
mit PBS gewaschen, mit 1 x TE abgelést und in einer Zelldichte von 10000
Zellen/cm? (~50 % - 70 % Konfluenz) in verschiedenen ZellkulturgefaRen ausgesét.
Nach 24-stindiger Kultivierung unter Normalbedingungen wurden die Zellen in
serumfreien DMEM mit 1,6 pg HAS2-siRNA bzw. Kontroll-siRNA pro 45000 Zellen
mittels einer auf Liposomen basierenden Transfektionsmethode (Transmessenger
Transfection Reagent; Qiagen) nach Herstellerangaben transfiziert. Daflr wurde pro

12-Loch-Platte folgender Transfektionsansatz gewahlt:

84,72 ul Puffer
+ 1,6 ul Enhancer
+ 5,68 pl HAS2- / Kontroll-siRNA

+ 8 ul Transfektionsreagenz

Der Puffer, der Enhancer und die siRNA wurden vermischt und anschlieRend fir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann erfolgten die Zugabe des

Transfektionsreagenz und eine weitere 10-mindtige Inkubation der Liposomen
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Komplexe bei Raumtemperatur. Der Transfektionsansatz wurde mit 600 ul
serumfreien DMEM vermischt und anschlielend auf die mit PBS gewaschenen
VSMC gegeben. Dann erfolgte eine Inkubation mit den Liposomen-Komplexen Utber
Nacht und anschlieBend wurden die Zellen fur die nachfolgenden Versuche

stimuliert.

2.4 Bestimmung der mRNA-Expression

2.4.1 Praparation von Gesamt-RNA aus Saugetierzellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Saugetierzellen erfolgte mittels peqGOLD
Trifast (PegLab) nach Herstellerangaben. Nach der Abnahme des Mediums wurden
die Zellen durch die Zugabe von 1ml/ 10 cm? Trifast lysiert, in ein neues Eppendorf-
Gefald Uberfuhrt, mit Chloroform versetzt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Zentrifugation wurde die RNA aus dem Uberstand durch die
Zugabe von Isopropanol ausgefallt und anschlieRend mit Ethanol gewaschen. Das

RNA-Pellet wurde getrocknet und mit 25 pl DEPC - Wasser resuspendiert.

2.4.2 Quantifizierung der Gesamt-RNA

Die Quantifizierung der praparierten RNA erfolgte spektrometrisch durch Messung
der Absorption bei 260 nm und 280 nm mit einem Genequant Il DNA / RNA
Calculator (Amersham Pharmacia Biotech). Der Quotient aus den Absorptionswerten
260 nm / 280 nm gibt den Reinheitsgrad der praparierten RNA an. Fur Micro-DNA-
Arrays wurde die praparierte RNA in einem Bioanalyzer analysiert.

2.4.3 Semiquantitative Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR)

Die Untersuchungen zur HAS2-Expression erfolgte durch semiquantitative RT-PCR
mittels QiagenO One-Step RT-PCR-Kit (Qiagen). Bei jeder Reaktion wurde GAPDH

als interner Standard koamplifiziert.
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RT-PCR-Ansatz 2,5 ul Gesamt-RNA (250 ng)

5 ul 5-fach Puffer

5 ul Q-Ldsung

1 puldNTPs

je 0,75 pl HAS2 forward + reverse (15 pM)

je 0,75 pl GAPDH forward + reverse (20 uM)

1pl Enzymmix

7,5 ul RNA-se freies Wasser
Gesamt-Volumen: 25 pl

RT-PCR-Temperaturprofil: 30 Minuten; 50°C

15 Minuten; 95°C

1 Minute; 95°C

1 Minute; 51°C 28 Zyklen
1 Minute; 72°C

10 Minuten; 72°C

8 ;4°C

Tabelle 3: Verwendete Primer in der RT-PCR

Primer-Sequenz (5® "3) GrofRe des
Gen PCR-
Produktes
(bp)
GTCTCAAATTCATCTGATCTC
HAS?2-forward 419
ACATTTCCTTAAGTAGTCTGG
HAS2-reverse
TGATGACATCAAGAAGGTGGTTGAA
GAPDH-forward 219

GAPDH-reverse

TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT
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2.4.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Fur die densitrometrische Auswertung der semiquantitativen RT-PCRs wurden die
PCR-Produkte zunéachst in 2 %-igen Agarosegelen bei 100 V aufgetrennt (Agarose,
in 1 x TAE mit %2 Volumen Ethidiumbromid (Stockldsung 10 mg/ml; Sigma). Zuvor
wurden die DNA-Fragmente mit 1/5 Volumen Blaumarker (1 % Bromphenolblau, 87
% Glycerol) versetzt. Eine 100 bp-DNA-Leiter (Invitrogen) diente als
GrolRenstandard. Die Quantifizierung der Pixelintensitat der einzelnen Banden und
damit der Expressionsstarke erfolgte mit einer Software (Quantity One 4.1-1; Biorad).
Die HAS2-Exression wurde mittels des Quotienten der HAS2- zu der GAPDH-

Bandenintensitatat bestimmt und auf die unstimulierte Kontrolle normalisiert.

2.4.5 Real-Time RT-PCR

2.4.5.1 cDNA-Synthese

Die Erzeugung von cDNA aus der praparierten Gesamt-RNA erfolgte mittels eines
cDNA-Synthese Kits (Invitrogen). Es wurden zunachst jeweils 3 pg Gesamt-RNA fur

5 Minuten bei 70°C erhitzt. Danach erfolgte die Zugabe des Reaktionsgemisches:

0,4 ul DTT

1 yl RNAsIn

1,7 ul BSA (2,9 mg/ml)

2,5 pl dNTPs (jeweils 25 nM)

3 ul (N)s-Polymerase (1,5 pg/ul)
10 pl 5 x H-RT-Puffer

AnschlieRend wurde der cDNA-Syntheseansatz fur 50 Minuten bei 42°C und danach
fur 15 Minuten bei 70°C inkubiert. Die erhaltene cDNA wurde in der nachfolgenden
Real-Time RT-PCR als Matrize eingesetzt.
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2.4.5.2 Real-Time RT-PCR

Die Real-Time RT-PCR basiert auf einer normalen PCR-Reaktion und wurde mit
einem ,qPCR™ Core Kit for Sybr™ Green I* (Eurogentec) durchgefiihrt. Wahrend
der Reaktion interkaliert ein Fluoresze nzfarbstoff in die doppelstrangige DNA, dessen
Einbau jeweils am Zyklus-Ende gemessen wird. Diese Messung ermdglicht eine
Aufzeichnung der Produktbildung tber die Zeit.
Real-Time RT-PCR-Ansatz: 2 pl 10-fach Puffer

3 ul MgCl, (25 mM)

2 Ul dNTPs (2,5 mM)

0,125 ul Hot GoldStar Taq Polymerase

0,75 pl SYBR Green

5 ul cDNA (1:50 verdiinnt)

4,5 ul HAS2 forward (10 pM)

1,5 ul HAS2 reverse (10 uM)

1,125 pl deionisiertes Wasser

Gesamtvolumen: 20 pl

Real-Time RT-PCR-Temperaturprofil: 10 Minuten; 95°C
15 Sekunden; 95°C } 40 Zyklen
60 Sekunden; 60°C

Die HAS2-Expression wurde auf ein Referenzgen (ARF1; ADP Ribosylierungsfaktor
1) normalisiert, welches in den zu vergleichenden cDNA-Proben Kkeine

Expressionsunterschiede zeigte.

Tabelle 4 : Verwendete Primer in der Real-Time RT-PCR

Primer Sequenz (5" > 3'7?) PCR-Produktlange
ARF1 forward GACCACGATCCTCTACAAGC 111bp
ARF1 reverse TCCCACACAGTGAAGCTGATG
HAS2 forward GTGTGGATTATGTACAGGTTTGTG 114 bp
HAS?2 reverse GAGATCCAGGAATCGTACTTG

Die Real-Time RT-PCR Reaktionen erfolgten im 96-well Format in einem Real-Time
PCR-Thermocycler (GeneAmp 5700 SDS; Applied Biosystems).
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2.5 DNA-Mikroarray

2.5.1 Ubersicht

D GRAAR

l Isolierung der Gesamt-RNA

S

mMRNA
_
2) l cDNA-Synthese

AAAA-T7-Promotor cDNA
TTTT-T7-Promotor

3)
l In-vitro Transkription

4)

* * * cRNA

* * *
5) l Fragmentierung
% %
* *

6) l

Hybridisierung, Waschen,Scannen

Abbildung 3: Ubersicht iiber die Array-Analyse

Fur die Mikroarray-Analyse wurden hVSMC zunachst mit Kontroll- und HAS2-siRNA
transfiziert @bbildung 3) und 24 h nach Transfektion fur 12 h mit PDGF-BB (20
ng/ml) stimuliert. AnschlieBend erfolgten die Praparation der Gesamt-RNA
(Abbildung 3), die Quantifizierung der RNA und die cDNA-Synthese unter
Verwendung eines Oligo(dT)-Primers (Abbildung 3). Nach der Aufreinigung der
cDNA wurde diese mittels in-vitro Transkription in cRNA umgeschrieben und mit

biotinylierten CTP und UTP markiert Abbildung 3). Nach der Fragmentierung der
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cRNA (Abbildung 3) wurde je ein HG_U95Av2-Array (Affymetrix Inc., USA) mit der

jeweiligen Probe hybridisiert, gewaschen und gescannt (Abbildung 3).

2.5.2 Ethanol-Préazipitation

Fur die Array-Analyse wurde die RNA zunéchst wie in 2.4.1 und 2.4.2 beschrieben
isoliert und quantifiziert. Anschlie3end wurde die isolierte RNA mit 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und mit 2,5-fachem Volumen absoluten Ethanol flr
mindestens 1 h bei —20°C inkubiert und anschlieBend fir 20 Minuten zentrifugiert
(13000 rpm, 4°C). Das RNA-Pellet wurde 2 x mit 80 % Ethanol gewaschen und dann
in RNAse-freiem Wasser resuspendiert.

2.5.3 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit dem ,Superscript double stranded cDNA synthese kit"
(Invitrogen) und einem T7-(dT)24-Primer durchgefihrt (MWG Biotech A):

5-GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT)4-3

Es wurden von jeder Probe 6 pg RNA eingesetzt und nach Herstellerangaben
weiterverarbeitet.

Erststrang-Synthese: 1) 10 pul RNA (6 ug)
1ul Kontroll-RNA
1pl T7-(dT)24-Primer
70°C,10 min

2) 4 ul 5x Erststrang-Synthese Puffer
2 Ul DTT (0,1M)
1 pl ANTP-Mix (10mM)
42°C,2 min

3) + 2 ul Superscript Il RT
42°C,1 h
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Danach erfolgte die Zugabe der Reagenzien fiir den Zweitstrang -Synthese

Ansatz.

Zweitstrang-Synthese: 1) 91 pl H,O

30 ul 5x Zweitstrang -Synthese Puffer
3 ul 10 mM dNTP

1 pl E.coli DNA-Ligase (10 U/ul)

4 ul DNA-Polymerase (10 U/pl)

1 pl RNAse H (2 U/ul)

2 h; 16°C

2) + 2 pl T4A-DNA-Polymerase
5 min, 16°C
+10ul 0,5M EDTA

2.54 Aufreinigung der RNA mittels Genechip Sample Cleanup-Module
(Affymetrix 900371)

Die Aufreinigung erfolgte mittels des Cleanup-Modules nach Herstellerangaben.
Nach der Zugabe des Bindepuffers zu der in 2.5.3 synthetisierten cDNA wurde die
Losung auf die Saule gegeben und 1 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde die
Saule mit Waschpuffer gewaschen, trocken zentrifugiert und die cDNA mit

Elutionspuffer bei 50°C von der S&aule eluiert.

2.5.5 Synthese von Biotin-markierter cRNA (in-vitro Transkription)

Fur jede Probe wurde die Halfte der in 2.5.4 aufgereinigten cDNA fur die in-vitro
Transkription eingesetzt, die mit dem BioArray™ HighYield™ RNA Transcript
Labeling Kit (Enzo Biochem, Inc., Farmingdale, USA) durchgefihrt wurde.
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in-vitro Transkriptions-Ansatz: 11 ul dsDNA-Probe
2 ul HY-Reaction Buffer 10 x

2 pl Biotin labeled Ribonucleotides 10 x
2 DTT 10 x

2 pl RNase Inhibitor-Mix 10 x

1 yl T7-Enzym-Mix 20 x

5h, 37°C

Anschlie3end wurde die cRNA wie in 2.5.4 beschrieben, aufgereinigt und wie in 2.4.2

quantifiziert.

2.5.6 cRNA-Fragmentierung

Fiar die Fragmentierung der cRNA wurden jeweils 5 pg cRNA mit 6 pl eines 5 x
Fragmentierungspuffer (Affymetrix Inc., USA) versetzt (Gesamtvolumen 30 pl) und
bei 94°C fur 35 min inkubiert.

2.5.7 Hybridisierung, Waschen und Scannen der Arrays

Die Hybridisierung, das Waschen und das Scannen der Affymetrix-Arrays erfolgte im
Institut fir Onkologische Chemie der Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf nach

Herstellerangaben.

2.5.8 Expressionsanalyse

Der Vergleich der beiden Arrayexperimente wurde durch eine vergleichende
Expressionsanalyse anhand der Affymetrix Microarray Suite Version 5.0
durchgefuhrt. Da die Signalintensitdten der verschiedenen Chips, hinsichtlich der
Menge und Qualitat der cRNA oder der Farbung der Chips, Schwankungen
aufweisen konnten, wurde vor der Expressionsanalyse eine Normalisierung beider
Chips durchgefihrt und ein gemeinsamer ,Faktor" als Mal3stab festgelegt. Um
differentiell exprimierte Gene in Abh&angigkeit der HAS2-siRNA identifizieren zu
kénnen, wurde das Kontrollexperiment (Transfektion mit Kontroll-siRNA) als Basis
definiert. Der Vergleich aller ,durchschnittlichen* Unterschiede (Average-Difference-

Werte; AD-Werte) mit der Basis ergab eine ,unterschiedliche Signalintensitat* (DC)
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von entweder ,Zunahme* (I), ,Abnahme® (D), ,marginaler Unterschied" oder kein

Unterschied".

2.6 Quantifizierungen der sezernierten Hyaluronséure

2.6.1 Bestimmung der Hyaluronsaure im Zellkulturtberstand

Die Menge an Hyaluronsdure im Zellkulturiiberstand wurde mittels eines
Radioaktivitatstests (Pharmacia HA-Test, Pharmacia-Diagnostics) nach
Herstellerangaben bestimmt. Dieser Test beruht auf der spezifischen Interaktion der
Hyaluronsaure mit einem [I**°]-markierten Hyaluronsaure-Bindeprotein (HABP-
[12°]). Es wurden jeweils in Doppelbestimmung 100 ul Medium sowie 100
Standard (0, 10, 25, 75, 200, 500 und 1000 ug / | Hyaluronsaure) mit HABP-[I*?°] fiir
60 Minuten bei 4°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von Hyaluronsaure-
gebundener Sepharose, der sich eine weitere Inkubation fir 60 Minuten bei 4°C
anschloss. Daraufhin wurde die Suspension dekantiert und die g-Strahlung im
Sepharosepellet mittels eines Szintilationszahlers (LS Beckmann 500) ermittelt. Die
gemessene Radioaktivitdt verhielt sich dabei umgekehrt proportional zur
Hyaluronsdure-Konzentration (ug / ) im Medium und wurde mittels der

Standardkurve ausgewertet.

2.6.2 Nachweis der perizellularen Hyaluronsaure

Der perizellulare HA-Mantel wurde mittels fixierter Erythrozyten lichtmikroskopisch
(Knudson and Toole, 1985) dargestellt. Es wurden 750 pl Erythrozyten, die zuvor in 1
% Paraformaldehyd fixiert und mit 1 x PBS gewaschen worden waren, in einer Dichte
von 7 x 10°/ 10 cm? auf die hVSMC gegeben. Nach einer 15-miniitigen Inkubation,
wahrend der die Erythrozyten sedimentierten, wurden die perizellularen HA-Mantel
sichtbar. Die Darstellung der perizellularen HA-Mantel beruht darauf, dass
Erythrozyten nicht in die perizellulare Matrix eindringen kénnen und sich daher am

Rand ablagern.
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2.7 Morphometrische Analyse humaner glatter Muskelzellen

Die Zellflache in pm? wurde in 6Lochplatten mittels der analySIS Software (Soft
Imaging System) bestimmt. Transfizierte und stimulierte glatte Muskelzellen wurden
mit 3,7 % Paraformaldehyd fixiert und anschlieBend mit 1 x PBS Uberschichtet. In
jedem Versuchsansatz wurden 3 Bilder (100-fache VergréRerung) pro Bedingung
aufgenommen. Anschliel3end wurde die Zellflache (40-60 Zellen

/Versuchsbedingung) quantifiziert.

2.8 Immunfluoreszenz

Humane glatte Muskelzellen wurden auf speziellen Kulturschalen (Labaratory-Tek;
Nunc; 0,8 cm? / well) unter Normalbedingungen kultiviert, unter Serumentzug mit
SiRNA transfiziert (2.3) und anschlieRend stimuliert. Dann wurden die Zellen 1 x mit
PBS gewaschen und unter Zugabe von 3,7 % Paraformaldehyd fir 20 Minuten fixiert.
Nach erneutem Waschen mit 1 x PBS erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit
Triton X-100. Durch die nachfolgende Inkubation mit 3 % BSA / PBS fur 1 h wurden
unspezifische Proteinbindungsstellen blockiert. Darauf schloss sich eine Inkubation
mit dem Primar-Antikorper (anti-Paxillin; 1:200 in 1 % BSA / PBS verdiinnt, Maus-
IgG1, BD Biosciences) fur 1 h bei Raumtemperatur an. Danach wurden die Zellen mit
einem Cy3-konjugierten Sekundar-Antikdrper (Anti-Maus 1gG; 1:600 in PBS
verdunnt, Sigma) fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend 3 x mit
PBS gewaschen. Dann erfolgte die Zugabe von FITC-gekoppelten Phalloidin (Sigma
(P5282), 1:1000 in PBS verdiunnt) far 1 h unter Lichtausschluss, bevor die Zellen
wiederum 3 X mit PBS gewaschen wurden. AbschlieBend wurden die Zellkerne
mittels eines Kernfarbstoffs (Hoechst 33342; 1:1000 in PBS verdunnt; Sigma)
angefarbt. Die Praparate wurden anschlieRend mit 1 x PBS gewaschen und
eingedeckt (Vectashield mounting media; Vector Laboratories). Die Detektion der
Proteine erfolgte mittels eines Fluoreszenzmikroskops (Olympus BX 50, Filter U-
MWG fur FITC-Phalloidin; U-MWU fir Hoechst 33342 und U-MNIBA fir Cy3-Paxillin)
Die Uberlagerung der einzelnen Bilder, die mit einer Colorview II-Kamera (Soft
Imaging System) aufgenommen wurden, erfolgte mittels der analySIS Software (Soft

Imaging System).
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2.9 Western-Blot-Analyse

2.9.1 Lyse der hVSMC

Fur die Untersuchungen der Proteinexpressionen mittels Western-Blot-Analyse
wurden hVSMCs in 6-Lochplatten kultiviert und nach der Stimulation unter Zugabe
von 1 x Laemmli-Puffer lysiert. Das Zelllysat wurde mit einem Zellschaber vom
Boden der Kulturschale abgeschabt und in ein Eppendorfgefall Uberfihrt.

Anschlief3end erfolgte die Denaturierung der Proteine bei 95°C fir 10 Minuten.

2.9.2 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-Page)

Die Proteine wurden in Abhangigkeit von ihrem Molekulargewicht in SDS-
Polyacrylamidgelen nach der Methode von Laemmli (Laemmli 1970) aufgetrennt. Zur
Auftrennung der Proteine wurde ein Sammelgel (3 % Acrylamid, Biorad) und ein
Trenngel (10 % Acrylamid, Biorad) verwendet. Der Gellauf erfolgte in einer Mini-
Gelelektrophoresekammer (Mini-Protean® 3 Cell; Biorad) in 1 x Laufpuffer + 0,1 %
SDS bei 160 V. Als Molekulargewichtsmarker wurde ein hochmolekularer
Proteinstandard verwendet (Prestained Protein Ladder ~ 10-180 Kd; Fermentas).

Generell wurden gleiche Mengen Proteinlysat aufgetragen.

2.9.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen mittels Western-Blot-Analyse

Nach der Proteinauftrennung mittels SDS-Page wurden die Proteine auf eine
Polyvinyliden Difluoride Membran (PVDF; Hybond-P PVDF-Transfer Membran;
Amersham Pharmacia) transferiert. Die Ubertragung der Proteine erfolgte in einem
Mini-Transfer-Blot-System (Mini Transfer Blot® Cell; Biorad) in Blotpuffer bei 100 V
fur 1 h. Zur Kontrolle der gleichméRigen Proteinbeladung wurde das SDS-
Polyacrylamidgel nach dem Transfer mit Coomassie (7,5 % Essigsaure, 50 %
Methanol, 0,1 % Coomassie-Brilliant Blue) angefarbt. Zur Blockierung unspezifischer
Proteinbindungsstellen wurde die Membran fur mindestens 1 h in Blockierungspuffer

bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran mit dem Primér-
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Antikoérper (in 0,5 % Trockenmilchpulver/PBS (Cyclin D1; p-FAK), 5 % BSA/TBST
(phospho-(Ser/Thr)-Akt-Substrat) oder in 5 % Trockenmilchpulver/TBST verdinnt
(Akt, P-Akt)) tber Nacht bei 4°C hybridisiert. Danach wurde die Membran 3 x fur 10
Minuten in Waschpuffer gewaschen, mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundar-
Antikérper (1:5000 in 5 % Trockenmilchpulver/TBST (phospho-(Ser/Thr)-Akt-
Substrat; Akt, p-Akt) oder 0,5 % Trockenmilchpulver/PBST (Cyclin D1; p-FAK)
verdunnt) fir 1-2 h bei Raumtemperatur inkubiert und wiederum 3 x gewaschen. Die
Detektion der Proteine erfolgte durch Zugabe eines Peroxidase-Substrats (ECL-plus
Western Blotting Detection System; Amersham Biosciences) nach Herstellerangaben
und Auflegen eines Réntgenfims (Hyperfim™ ECL™: Amersham Pharmacia
Biotech).

Tabelle5: Fur die Western-Blots verwendete Primar-Antikdrper

Antikdrper Verdinnung Quelle/Referenz
Cyclin D1, human,
Santa Cruz
polyklonal, 1:1000
. (sc753)
Kaninchen
COX-2 (H62),
human, Santa Cruz
1:500
polyklonal, (sc-7951)
Kaninchen
Akt, human . .
Cell Signalling
polyklonal, 1:1000
(9272)
Maus
phospho-Akt
Ser473), human Cell Signallin
( ) 1:500 9 g
polyklonal, (9271)
Kaninchen
phospho-FAK
(Y397), human Santa Cruz
1:500
polyklonal, (sc 11765-R)
Kaninchen
phospho-(Ser/Thr)
Akt-Substrat, ) )
Cell Signalling
human, 1:1000
(9611)
polyklonal,
Kaninchen
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2.9.4 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate erfolgte mittels Bestimmung
nach Bradford (Bradford, 1976) mittels eines ,BioRad Protein Assay Dye Reagent®
(BioRad). Die Eichkurve wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Rinderserumalbumin (0, 2, 4, 6, 8 und 10 pg / ml) erstellt. Die Proben wurden jeweils
mit 800 pl dH20 und 200 ul Bradfordreagenz fir 10 Minuten inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Messung der Absorption bei 595 nm in einem ELISA-Reader Modell 550
(BioRad).

2.10 Radioimmunologische Bestimmung von 6-Keto-PGF,

Die Messung der PGh-Freisetzung in humanen VSMC erfolgte durch die
Bestimmung des stabilen Hydrolyseproduktes 6-Keto-PGFi14 in  einem
Radioimmunoassay (RIA) (Schror and Seidel 1988). Humane VSMCs wurden unter
Serumentzug fur 24 h unter Normalbedingungen kultiviert und anschlielend fir 24 h
mit Interleukin-1f3 stimuliert. Fur die Ermittlung der 6-Keto-PGFi,-Konzentration

wurde der Zellkulturiiberstand jeweils in 4-fach Bestimmung vermessen.

2.11 Bestimmung der Migration mittels einer modifizierten Boyden-
Kammer

Humane VSMCs wurden 2 x mit PBS gewaschen und mit 1 x TE von der
Kulturschale abgelést. Die unteren Vertiefungen der BoydenKammer (48-
Lochmikrochemotaxis-Kammer, Neuro Probe) wurden mit je 25 ul DMEM + 10 %
FCS als chemotaktischen Stimulus gefullt. Eine, mit Kollagen (bovines Kollagen Typ
I; PAA Laboratories GMBH) lberschichtete Membran (Polycarbonat, Porengréf3e 10
UM; Neuro Probe Inc.) wurde luftblasenfrei zwischen den Kammern angeordnet. Die
glatten Muskelzellen wurden mit einer Zelldichte von 5000 bzw. 15000 Zellen pro
Loch (45 pul) in die oberen Vertiefungen ausgesat und fir 6 bzw. 24 h unter normalen
Kulturbedingungen inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit migrierten die Zellen aus
der oberen Kammer durch die Poren auf die Unterseite der Membran. Nach
Abschluss der Inkubationszeit wurde die Membran vorsichtig aus der Boyden

Kammer entfernt. Die migrierten Zellen auf der Membranunterseite wurden mit
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Methanol fixiert. Die Ubrigen Zellen, die die Poren nicht passiert hatten, wurden von
der Membran entfernt. Nach der Fixierung erfolgte die Anfarbung des Zytoplasmas
und der Zellkerne mittels Hemacolor (Merck) nach Herstellerangaben. Die
angefarbten Zellen wurden lichtmikroskopisch (Olympus BX 50; 100-fache
VergroRerung) gezahlt. Die Versuchsansatze wurden in 6-fach-Bestimmung

durchgefihrt.

2.12 Messung der DNA-Neusynthese mittels [*H]-Thymidin-Inkorporation

Untersuchungen zum PH]-Thymidin-Einbau in die neusynthetisierte DNA erfolgte im
24-Loch Format in 4-fach-Bestimmung an hVSMC, die mit siRNA @.3) transfiziert
wurden. 24 h nach Transfektion erfolgte die Stimulation der Zellen unter Zugabe
eines mitogenen Stimulus fir weitere 24 h. BH]-markiertes Thymidin (Perkin Elmer)
wurde fur die letzten 8 h in einer Endkonzentration von 1 pCi/ml in das Medium
gegeben. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen 2 x mit eiskaltem PBS
gewaschen. Durch Zugabe von 0,1 M Perchlorsdure fir 2 Minuten bei
Raumtemperatur wurden die Zellen abgetdtet und die DNA prazipitiert. Dann wurde
die DNA mit 0,1 M Natronlauge fur 30 Minuten bei 37°C lysiert und die Radioaktivitat
im  Zelllysat, unter Zugabe von 4 ml Szintilationsflissigkeit, in einem
Szintillationszahler (Beckmann LS 6000 IC) bestimmt. Vor der Messung wurden

jeweils 20 pl des Zelllysates fir die Proteinbestimmung (siehe 2.9.4) entnommen.

2.13 Ermittlung der Zellproliferation

Humane VSMC wurden mit siRNA wie in 2.3 beschrieben transfiziert und fir 48 h in
DMEM mit 10 % FCS kultiviert. Nach Inkubation wurden die Zellen fixiert (37 %
Formaldehyd, 2,5 g NaCl, 7,5 g Na,SO, auf 1 Liter deionisiertes Wasser) fixiert.
Anschlieend wurde die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Die

Zellzahl wurde in jedem Versuch in 4-fach-Bestimmung bestimmt.
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2.14 Immunhistologische Untersuchungen humaner atherosklerotischer

Lasionen

Die immunhistologischen Untersuchungen erfolgten an atherosklerotischen Lasionen
der Arteria Carotis von 19 Patienten (9 Frauen und 10 Manner) zwischen 52 und 83
Jahren. Die mit Formalin fixierten Préparate stammten aus der Gewebesammlung
des Institutes fur Pathologie des Universitatsklinikums, Dusseldorf (Prof. Dr. Mario
Sarbia). Die Hyaluronsdure wurde mittels eines biotinylierten Bindeproteins (HABP;
Calbiochem; 1:100 verdinnt) angefarbt. Immunhistologische Anfarbungen von
COX1, COX2, IP-Rezeptor, EP,-Rezeptor, glattmuskularen Aktin und CD68 wurden
mit den in Tabelle 6 angegebenen Primar-Antikdrpern und Verdinnungen
durchgefihrt. Fur die Anfarbung von HA und einem anderen Antigen wurde zuné&chst
HABP mit einem Streptavidin-Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikoérper (Sigma)
und Diaminobenzidin (DAKO) als Substrat fiir die Peroxidase detektiert. Die Lasionen
wurden anschlieBend 1 h mit dem jeweiligen Primarantikorper (Tabelle 6) inkubiert
und dann mit einem an die alkalische Phosphatase gekoppelten Sekundarantikdrper
und Fast Red (DAKO) als Substrat behandelt. Abschliel3end wurden die Zellkerne mit
Hamalaun angefarbt.

Tabelle 6: Fur die Immunhistochemie verwendete Antikorper

Antikorper Beschreibung Quelle/Referenz

COX-1, human Maus, monoklonal; CXIll; 1:100 | Cayman (Bestellnummer:
160110)

COX-2, human Maus, monoklonal;1:150 Cayman (Bestellnummer:
160112)

EP,-Rezeptor, human Kaninchen, polyklonal; 1:100 Prof. Dr. R.M. Nising; Phillips
Universitat, Marburg

IP-Rezeptor; human Kaninchen, polyklonal; 1:100 Prof. Dr. R.M. Nusing; Phillips
Universitat, Marburg

CD68; human Maus, monoklonal; DAKO (Klon PG-

1:500 M1)

SM-Aktin; human Maus, monoklonal; 1:100 DAKO (Klon HHF35)
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2.15 Statistik

Die Ergebnisse der unterschiedlichen Experimente sind entweder als Mittelwert +
Standardabweichung (Mittelwert £ SD) oder als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwerts (Mittelwert £ SEM) angegeben. Fir die statistische Auswertung der
Ergebnisse wurde zunachst das ANOVA-Verfahren (One-Way Analysis of Variance)
angewandt, gefolgt von Dunnett’'s oder Bonferoni-Test. Die Unterschiede zwischen
den Mittelwerten von 2 Gruppen wurden mit dem Student’s T-Test hinsichtlich der
Signifikanz geprift. In den Analysen wurde ein Signifikanzniveau von *P<0,05
festgelegt. Die Analysen erfolgten mittels der GraphPad Instat.-Software (Version
3.01).
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3 Ergebnisse

3.1 Regulation der HAS2-mRNA durch lloprost

Proinflammatorische und mitogene Stimuli wie PDGF-BB, Interleukin-13 oder Serum
induzieren die Expression von HAS2 (Jacobson et al., 2000; Evanko et al., 2001). In
Expressionsanalysen konnte kuirzlich erstmals eine HAS2-Induktion unter dem
Einfluss von lloprost, einem stabilen PGL-Mimetikum, gezeigt werden (Debey et al.,
2003).

Die Ergebnisse sollten zunachst in humanen VSMC der Arteria Mammaria bestatigt
werden. Die humanen VSMC wurden 24 h unter Serumentzug kultiviert, dann fir 1,
3, 6, 16 und 24 h mit lloprost (100 nM) stimuliert. Anschlie3end wurde die HAS2-

Expression mittels semiquantitativer RT-PCR bestimmit.
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Abbildung 4: Induktion der HAS2-mRNA durch lloprost in VSMC.

Dargestellt ist die zeitabh&ngige Induktion der HAS2-mRNA durch lloprost (100 nM) in VSMC der
Arteria Mammaria. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives DNA-Gel der PCR-Produkte einer
semiquantitativen RT-PCR, sowie die densitometrische Auswertung von n=3-6 Versuchen
(Mittelwert + SD; *, P < 0,05 versus Kontrolle).

Die Expression von HAS2 verlief transient (Abbildung 4), mit einer maximalen
Induktion nach 3-stuindiger Inkubation mit lloprost (3,5 = 1,4 - fach versus Kontrolle).

Auch nach 24-stindiger Stimulation verlief die Expression noch oberhalb des
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Basalwertes. Die Expression von GAPDH, als Referenzgen blieb annahernd
konstant. Da eine maximale Stimulation nach 3-stiindiger Inkubation gezeigt werden

konnte, wurde dieser Zeitpunkt fir alle weitergehenden Untersuchungen der HAS2-
Expression gewahlt.
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Abbildung 5: Originalaufzeichnung der Produktamplifizierung von HAS2 aus VSMC
mittels Real-Time RT-PCR.
Dargestellt ist das Ergebnis eines Real-Time-Experimentes nach Inkubation von hVSMC der Arteria
Mammaria mit 100 nM lloprost (3 h) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Die Stimulation
bewirkte eine deutliche Induktion der HAS2-mRNA (B) im Vergleich zum Referenzgen ARF1 (A).

AnschlieRend sollte die Induktion der HAS2-Expression durch lloprost mittels der
Real-Time RT-PCR bestatigt werden. Bei dieser Methode wird ein
Fluoreszenzfarbstoff in die doppelstrangige DNA interkaliert, welches die Messung
der Fluoreszenzzunahme in jedem PCR-Zyklus erméglicht. So wird die Zunahme des
PCR-Produktes in Abhangigkeit der Zyklenzahl erfasst. Die Quantifizierung der
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Expressionsunterschiede erfolgte durch Bezug auf das Referenzgen ARF-1 (ADP-
Ribosylierungsfaktor 1).

Die Inkubation mit lloprost bewirkte eine deutliche Linksverschiebung des HAS2-
Signals zu einer geringeren Zyklenzahl. Diese Verschiebung ist die Folge einer
Induktion. Die ermittelten Ct-Werte (cycle threshold: Schwellenwert) fur die
erhaltenden Kurven sind dabei umgekehrt proportional zur Menge des Transkriptes.
Im Vergleich dazu zeigte ARF-1 keine Unterschiede zwischen unstimulierter und
lloprost-behandelter Probe (Abbildung 5).
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Abbildung 6: Konzentrationsabhéangigkeit der HAS2-Induktion.
Humane VSMC der Arteria Mammaria wurden 3 h mit lloprost (1 nM, 10 nM und 100 nM) stimuliert
und anschlieRend wurde die HAS2-Expression Uberprift. Dargestellt ist ein reprasentatives DNA-
Gel der PCR-Produkte einer semiquantitativen RT-PCR, sowie die densitometrische Auswertung
von n = 3-6 Experimenten (MW % SD; *, P < 0,05 versus Kontrolle).

Abbildung 6 verdeutlicht, dass bereits geringe lloprost-Konzentrationen ¢ 1 nM) die
HAS2-Expression induzierten. Daher konnte die Induktion von HAS2-mRNA sowohl
als Antwort auf pharmakodynamisch wirksame lloprost-Konzentrationen als auch

physiologisch in Antwort auf endogene P Gh-Bildung und -Freisetzung erfolgen.
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3.2 Induktionen der Hyaluronsauresynthese in humanen glatten
Muskelzellen

HA wird durch HA-Synthasen an der Innenseite der Plasmamembran synthetisiert
und anschlielend in die EZM extrudiert. Um zu Uberprifen, ob die Induktion der
HAS2-mRNA auch zu einer verstarkten Bildung von HAS2 und erhohter HA-
Synthese fuhrt, wurden sowohl perizellulare HA als auch die sezernierte HA

untersucht.

3.2.1 Perizellulare Akkumulation der Hyaluronsaure

Der Nachweis eines perizellularen HA-Mantels erfolgte lichtmikroskopisch durch
Zugabe von fixierten Erythrozyten, die von den perizellularen HA-Manteln
ausgeschlossen werden (2.6.2). Die Stimulation mit lloprost (100 nM) fuhrte in VSMC
zu einer verstarkten Ausbildung des perizellularen HA-Strukturen (weil3e Pfeile). Im
Vergleich dazu, konnten in den unstimulierten Kontroll-Zellen nur geringe Mengen

perizellularer HA nachgewiesen werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Induktion von perizellularen HA-Manteln durch llopro

Tl e

stin VSMC.

Dargestellt ist eine reprasentative, lichtmikroskopische Aufnahme hVSMC der Arteria Mammaria,
die 24 h mit lloprost (100 nM) stimuliert wurden (C, D) im Vergleich zu unstimulierten Kontroll-
zellen (A, B). Die Stimulation mit lloprost fuhrte zu einer verstarkten Ausbildung von perizellu-laren
HA-Manteln. In A und C ist jeweils eine 40 - fache und in B und D eine 200 - fache Ver-gréRerung
dargestellt; weil3e Pfeile, Grenze des perizellularen HA-Mantels; schwarze Pfeile, Grenze des
Zytoplasmas.

3.2.2 Quantifizierung der Hyaluronsaure

Die Akkumulation der sezernierten Hyaluronsaure im Zellkulturiiberstand wurde
mittels eines [[**]-markierten HA-Bindeproteins quantifiziert (2.6.1). Die Zellen
wurden unter Serumentzug fur 24 h inkubiert und anschlieBend fir weitere 24 h mit
lloprost (1 nM bzw. 100 nM) stimuliert. Die Stimulation mit PDGF-BB (20 ng / ml)
diente als Positiv-Kontrolle, da der Wachstumsfaktor als ein potenter Induktor der

HA-Synthese beschrieben wurde (Papakonstantinou et al., 1995).
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Wahrend eines Zeitraums von 24 h wurden in den Kontrollzellen ca. 20 ng bis 70 ng
HA in den Kulturiberstand abgegeben. Da die Menge der synthetisierten HA in den
unterschiedlichen Versuchen je nach Zelllinie variierte, wurden die HA-
Konzentrationen jeweils als ein Vielfaches der unstimulierten Kontrollzellen

angegeben (Abbildung 8).

15 -

HA-Sekretion
[Vielfaches der Kontrolle]

Abbildung 8: Induktion der HA-Sekretion in VSMC.

Die Abbildung zeigt die Induktion der HA-Sekretion in den Zellkulturiiberstand von hVSMC der
Arteria Mammaria nach 24-stindiger Inkubation mit lloprost (1 nM, 100 nM) und PDGF-BB (20
ng/ml). Dargestellt ist das Ergebnis von n = 3 Versuchen fir lloprost (Mittelwert £ SD; P < 0,05
versus Kontrolle) und n = 2 fir PDGF-BB.

lloprost (100 nM) induzierte die Abgabe von HA im Zellkulturiberstand um den
Faktor 8,73 = 1,64 — fach im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen. Diese
Induktion der HA-Synthese konnte bereits mit geringen lloprost-Konzentrationen (1
nM) erzielt werden (9,32 + 5,07 — fach versus Kontrolle). Der Wachstumsfaktor
PDGF-BB bewirkte ebenfalls eine Zunahme der HA-Synthese (6,6 + 3,8 — fach
versus Kontrolle) in der gleichen Gré3enordnung.
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3.3 Untersuchungen zur Signaltransduktion der HAS2-/HA-Induktion

3.3.1 Identifizierung der verantwortlichen Rezeptoren

lloprost kann sowohl agonistisch den PGl,-Rezeptor (IP-Rezeptor), als auch den
PGE,-Rezeptor 1 (EPi-Rezeptor) aktivieren (Casals-Stenzel et al., 1983). Die
Expression beider Rezeptoren konnte mittels semiquantitativer RT-PCR in den
kultivierten hVSMC nachgewiesen werden (nicht gezeigte Daten). In diesem
Zusammenhang sollte nun analysiert werden, welcher Rezeptor die Induktion der
HAS2-mRNA vermittelt.
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Abbildung 9: Die lloprost-abhangige HAS2-Induktion wird Uber den IP-Rezeptor vermittelt.

In VSMC der Arteria Mammaria fihrte eine Stimulation mit Cicaprost (10 nM) zu einer deutlichen
Induktion der HAS2-Expression (A) und der HA-Synthese (B). SC19220 (10 pM), zeigte keinen
Effekt auf die lloprost-vermittelte Induktion (A). Die Koinkubation mit H89 fiihrte zu einer Reduktion
der HAS2-Induktion. Die HAS2-mRNA wurde mittels semiquantitativer RT-PCR nach 3stiindiger
Stimulation bestimmt (A). Die Messung der HA-Sekretion erfolgte nach einer Inkubation von 24 h
(B). Dargestellt ist ein reprasentatives DNA-Gel der PCR-Produkte einer semiquantitativen RT-
PCR, sowie die densitometrische Auswertung von n = 36 Experimenten (A). In B ist die Aus-
wertung von n=3 Experimenten gezeigt (Mittelwert + SD;*P<0,05).
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Fur die Identifizierung, wurden Cicaprost, ein selektiver Agonist am IP-Rezeptor
(Coleman et al., 1994), und der selektive EP;-Rezeptorantagonist, SC19220,
verwendet (Reimer et al., 1992). Cicaprost (10 nM) induzierte sowohl HAS2-mRNA
(3,01 £ 0,98 — fach versus Kontrolle), als auch die HA-Synthese 9,49 + 1,90 — fach
versus Kontrolle (Abbildung 9). Die erzielten Effekte waren vergleichbar mit der
lloprost-vermittelten HAS2-Expression und der HA-Synthese (Abbildung 9). Der
selektive EPi-Rezeptorantagonist SC19220 (10 uM) zeigte keinen Effekt auf die
lloprost-mediierte HAS2-Expression (Abbildung 9 A).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass lloprost tber den IP-Rezeptor die HAS2-

Expression und die HA-Synthese induziert.

AnschlieRend sollten mogliche Effekte von PGE; auf die HAS2-Expression und HA-
Synthese untersucht werden.

PGE; bewirkte wie lloprost eine deutliche Induktion der HAS2-mRNA und der HA-
Akkumulation im Zellkulturmedium. Die Induktion der HAS2-mRNA betrug das 8,53 +
1,25 - fache der Kontrolle und die HA-Synthese wurde gegenuber der Kontrolle um
das 7,25 + 4,64 - fache erhéht (Abbildung 10 A und B). Weiterhin war der Effekt von
PGE, auf die HAS2-Expression konzentrationsabhangig und konnte ab 1 nM PGE;
nachgewiesen werden (nicht gezeigte Daten).

PGE- bindet sich als nicht-selektiver Ligand an alle 4 Prostaglandin E-Rezeptoren
(EP1-4) (Coleman et al.,, 1994). Anhand semiquantitativer RT-PCRs konnte die
Expression aller 4 Prostaglandin ERezeptoren in hVSMC nachgewiesen werden
(nicht gezeigte Daten), so dass anschlielRend der PGE»-Rezeptor identifiziert werden
sollte, der die HAS2-Induktion in hVSMC vermittelt.

Butaprost, ein selekiver EP»-Rezeptoragonist (Gardiner, 1986) bewirkte einen
Anstieg der HAS2-mRNA (Abbildung 10 A) und der HA-Synthese (4,36 + 0,72 — fach
versus Kontrolle; Abbildung 10 B).

Analysen der HAS2-Expression in Anwesenheit von M&B28.767, einem EPs3-
Rezeptoragonisten (Lawrence and Jones, 1992), fuhrten zu keiner Veranderung in
der HAS2-Expression. Pertussis Toxin (PTX) ein Inhibitor des G-gekoppelten EPs-

Rezeptors zeigte keine hemmende Wirkung auf die PGEj-vermittelte HAS2-
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Induktion, womit eine Bedeutung dieses Rezeptors fur die Induktion ausgeschlossen
werden konnte.

Die Stimulation des EP4-Rezeptors mit dem Agonisten Ono-AE1-321 bewirkte
ebenfalls keine Induktion der HAS2-Expression (Abbildung 10 A).
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Abbildung 10: PGE;-abhangige Induktion von HAS2 tiber den EP,-Rezeptor.

PGE; (10 nM, A; 100 nM, B) induziert die HAS2-mRNA (A) und die HA-Synthese (B) in VSMC der
Arteria Mammaria. PTX (10 ng/ml) zeigt keinen Effekt auf die PGE,-vermittelte Induktion (A).
Butaprost (10 pM) bewirkt eine deutliche Zunahme der HAS2-mRNA (A) und der HA-Synthese (B).
M&B 28.7267 (100 nM) und Ono-AE 1-321 (100 nM) (A) hatten keinen Effekt auf die HAS2-mRNA.
Die Abbildung zeigt eine reprasentatives DNA-Gel der PCR-Produkte einer semiquantitativen RT-
PCR (A) sowie die densitometrische Auswertung von n=3-4 (A) Versuchen; In (B) sind die
Ergebnisse von n = 3-8 Experimenten dargestellt. (Mittelwert £ SD; *, P<0,05).

Die oben beschriebenen Stimmulationsversuche mit spezifischen
Prostanoidrezeptoragonisten und —antagonisten zeigten, dass lloprost tber den IP-
Rezeptor und PGE; Uber den EP»-Rezeptor die Induktion von HAS2 und der HA-

Akkumulation vermitteln.
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3.3.2 Untersuchung der intrazellularen Signaltransduktion

Die unter 3.3.1 identifizierten IP- und EP»-Rezeptoren, die die HAS2-Induktion in
Antwort auf lloprost- bzw. PGE» vermitteln sind an stimulatorische G-Proteine (Gs)
gekoppelt und bewirken Uber eine Aktivierung der Adenylat-Zyklase, eine Erh6hung

der cAMP-Konzentration und eine Aktivierung der PKA (Breyer and Breyer, 2001).
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Abbildung 11: cAMP-abhéangige Regulation der HA in VSMC.

Die Inkubation von hVSMCs der Arteria Mammaria mit db-cAMP (1 mM) und Forskolin (10 uM)
induziert HAS2-Expression (A) und HA-Sekretion in den Zellkulturiiberstand (B). Dargestellt ist ein
reprasentatives DNA-Gel der PCR-Produkte einer semiquantitativen RT-PCR, sowie die
densitometrische Auswertung von n = 5 Experimenten (A). In B ist das Ergebnis von n = 411
Versuchen dargestellt (Mittelwert + SD; *, P < 0,05 versus Kontrolle).

Dibutyryl-cAMP (db-cAMP), ein zellpermeables cAMP-Analogon und Forskolin, ein
direkter Aktivator der Adenylat-Zyklase wurden verwendet, um zu Uberprifen ob
cAMP als zweiter Botenstoff in die Regulation von HAS2 involviert ist. Dabei zeigte
sich, dass die Stimulation mit db-cAMP (1 mM) eine deutliche Zunahme der HAS2-
MRNA und der HA-Akkumulation (4,85 + 0,56 — fach versus Kontrolle) bewirkte
(Abbildung 11 A + B).

Die Inkubation mit Forskolin ergab eine Zunahme der HAS2-mRNA und auch die HA-
Konzentration im Zellkulturtiberstand erhohte sich deutlich 0,09 + 4,74 — fach
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versus Kontrolle). Die Effekte einer Forskolin-Stimulation (10 uM) waren im Vergleich
zu den db-cAMP-vermittelten Induktionen wesentlich starker ausgepragt.

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung der PKA in die erhdhte HAS2 Expression
nach Stimulation der Gs-gekoppelten Prostanoid-Rezeptoren involviert war, wurde
die Stimulation in Anwesenheit des PKA-Inhibitors, H89, durchgefiuhrt. Die
Koinkubation mit H89 (100 nM) reduzierte die lloprost-induzierte HAS2-Expression
(Abbildung 9 A) signifikant. Auf3erdem zeigten verschiedene Inhibitoren der
Proteinkinase C (PKC) keinen Effekt auf die lloprost-induzierte HAS2-Expression
(nicht gezeigte Daten).

Die erzielten Ergebnisse deuten daher darauf hin, dass die PGL- und PGE>-
mediierte HA-Induktion durch cAMP als zweiten Botenstoff und nachfolgende

Aktivierung der PKA vermittelt wird.

3.4 Regulation von HAS2 durch endogene Prostaglandine

Vasodilatierende Prostaglandine, wie PGL und PGE, werden unter physiologischen
Bedingungen durch COX1 synthetisiert und erflillen vasoprotektive Funktionen, wie
die Inhibierung der Proliferation und Migration von VSMCs. Wahrend der Progression
der Atherosklerose wird COX2 induziert, welche die Prostaglandin-Synthese in
atherosklerotischen Gefal3en reguliert. Ein Effekt endogen synthetisierter
Prostaglandine auf die HAS2-Expression, konnte daher auf eine mdgliche

physiologische Bedeutung hinweisen.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass in hVSMCs lloprost und PGE, HAS2
induzieren und eine Zunahme der HA-Synthese erzeugten, sollte nachfolgend
gepruft werden, ob endogen durch COX2 gebildete Prostaglandine ebenfalls die
HAS2-Expression regulieren. Zu diesem Zweck wurde die HAS2-Expression in
Abhangigkeit der COX2-Aktivitdt mittels semiquantitativer RT-PCR untersucht.
Etoricoxib, ein spezifischer COX2-Inhibitor, bewirkte nach 12-stindiger Inkubation
eine starke Abnahme der basalen HAS2-Expression. Im Vergleich zu unstimulierten
Zellen konnte die HAS2-Expression (Abbildung 12 A) nicht mehr detektiert werden.
Anschliel3end wurde die Proteinexpression von COX2 in An- und Abwesenheit von

Etorixocib mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen (Abbildung 12 B). Es zeigte
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sich keine Veranderung der COX2-Proteinkonzentration, bei gleichzeitiger Inkubation

mit dem spezifischen COX2-Inhibitor.
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Abbildung 12: Die basale HAS2-Expression ist abhangig von COX2-abhangig gebildeten
Prostaglandinen.

Die 12-stindige Inkubation von gehungerten VSMCs mit Etoricoxib (10 uM) reduziert die basale
HAS2-Expression (A). Die Abbildung zeigt ein reprasentatives DNA-Gel der PCR-Produkte einer
semiquantitativen RT-PCR (A), sowie die densitometrische Auswertung von n = 3 Versuchen
(Mittelwert £ SD *, P < 0,05 versus Kontrolle). In B ist ein COX2-Westernblot in An- und
Abwesenheit von Etoricoxib (10 uM) (B). In einem Zeitraum von 24 h wurde in gehungerten hVSMC
1,6 £ 0,42 ng/ml 6-Keto-PGF1, und in mit IL-1b stimulierten hVSMC 4,86 + 0,64 ng/ml 6-Keto-
PGF1, gebildet (C).

Anschliel3end wurde die Konzentration von 6-Keto-PGF1,, dem stabilen Metaboliten
von PGbh, im Zellkulturiberstand gemessen (Abbildung 12 C). Die Messungen im
Kulturiiberstand unstimulierter VSMC zeigten, dass in einem Zeitraum von 24 h
Konzentrationen von 1,6 = 0,42 ng/ml 6-Keto-PGFi, erreicht wurden. Durch
Stimulation von hVSMC mit Interleukin 13, einem potenten Induktor der COX2-
Proteinexpression (Englesbe et al., 2004), stieg die Konzentration von 6-Keto-PGF 1,4
auf 4,86 £ 0,64 ng/ml 6-Keto-PGF1,. Damit liegen die ermittelten Werte fir 6-Keto-

PGF1a im Zellkulturmedium von unstimulierten und mit IL-1b- stimulierten Zellen
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innerhalb des Konzentrationsbereichs, in dem eine Stimulation mit lloprost bereits
eine deutliche HAS2-Induktion vermittelt (siehe Abbildung 6).

3.5 Immunhistochemische Untersuchungen an humanen
atherosklerotischen Lasionen

In Zellkulturexperimenten mit humanen VSMCs wurde zunachst die Regulation der
HA-Synthese durch PGI, und PGE> analysiert und die beteiligten Mechanismen der
Signaltransduktion identifiziert. Im Anschluss sollte nun tberprift werden, ob dieser
Regulationsmechanismus auch wahrend der Atherosklerose bedeutend sein kénnte.
Dazu wurden verschiedene immunhistochemische Untersuchungen an humanen
atherosklerotischen L&sionen durchgefuhrt. Dabei wurde mittels des biotinylierten
HA-Bindeproteins HA angefarbt, sowie die Expression von COX2 und dem EP»-
Rezeptor nachgewiesen. Desweiteren wurden in den atherosklerotischen Plaques
hVSMC mittels SM-Aktin und Makrophagen mittels des Makrophagenmarkers CD68

identifiziert.
A S
oy h |
% L :
iy ey e W SRR
) p’.;'_:-"'.'}*-;_'i,_é_q‘??'-i iy
‘1‘.‘- s ._‘L",, . " _-l - -
. R e
o |
: T
.
3 | sl ]

Abbildung 13: Kolokalisierung von HA und COX2 in humanen atherosklero-
tischen Lasionen der Arteria carotis.

Dargestellt ist eine reprasentative Farbung von HA (A) und die immunhistochemische
Darstellung von COX2 (B) an 2 konsekutiven Paraffinschnitten einer
atherosklerotischen Plaque der Arteria carotis (40 - fache Vergréf3erung). HA und COX2
sind mittels DAB braun angeféarbt und die Zellkerne erscheinen mittels Hamalaun blau.

Abbildung 13 zeigt exemplarisch 2 aufeinanderfolgende Schnitte einer der
untersuchten L&sionen, in der sowohl HA angefarbt wurde (A) als auch COX2 (B). Im
Bereich der Neointima zeigte sich eine starke HA-Akkumulation. Im Vergleich dazu,

konnte an dem Folgeschnitt in diesen HA-positiven Bereichen eine verstarkte COX2-
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Expression detektiert werden. Bei der Begutachtung aller untersuchten Plaque wurde
die Kolokalisierung von HA und COX2 sehr haufig beobachtet. Allerdings gab es in
jeder Plague auch Areale, in denen entweder COX2 oder HA allein nachgewiesen
wurden.

Anschlieliend wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen der Expression des
EP»>-Rezeptors und HA bestand. Zunéchst wurden Areale der Neointima, die reich an
alpha-SM-positiven glatten Muskelzellen waren, mittels Doppelfarbung fir HA (DAB)
und fur den EP»-Rezeptor (Fast Red) angefarbt (Abbildung 14 A und B). Diese
Areale enthielten keine Makrophagen, wie mittels der immunhistochemischen

Anfarbung des Makrophagenantigens (CD68) gezeigt wurde (Abbildung 14 C).

HA/EP,,_ SM-Aktin CD68
Rezeptor

Abbildung 14: Verteilung von HA, dem EPj,-Rezeptor und VSMC in
atherosklerotischen Lasionen.

Die Abbildung zeigt eine reprasentative Doppelféarbung von HA (braun) und dem EP,-
Rezeptor (rot) an einer Neointima einer humanen, atherosklerotischen Plaque (A).
Nachfolgende Schnitte wurden fir alpha SM-Aktin (glatte Muskelzellen, B) und fur CD68
(Makrophagen, C) angefarbt.

Auch in Arealen, die reich an CD68-positiven Makrophagen waren, wurde eine starke
COX2-Expression nachgewiesen. Auch hier zeigte sich haufig eine Kolokalisation
von COX2, HA und dem EP2;-Rezeptor (Daten nicht gezeigt). Der IP-Rezeptor konnte
nur auf Endothelzellen immunhistochemisch nachgewiesen werden. Die hVSMC der
Neointima zeigten dagegen keine Expression des IP-Rezeptors (Daten nicht
gezeigt). Zusammenfassend zeigten die immunhistologischen Untersuchungen
humaner atherosklerotischer Lasionen eine starke Expression von COX2, HA und

EP,-Rezeptoren im Bereich der Neointima, die sowohl glatte Muskelzellen als auch
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Makrohagen enthielt. COX2 und HA waren haufig kolokalisiert und die hVSMC in HA-

positiven Bereichen zeigten eine starke Expression des EP,-Rezeptors.

3.6 Reduktion der HA-Synthese in humanen glatten Muskelzellen mittels
RNA-Interferenz (RNAI)

Wie in 3.1 und 3.2 beschrieben, bewirkte die Stimulation mit lloprost (1-100 nM) in
humanen VSMC sowohl eine Induktion der HAS2-Expression, als auch eine
Zunahme der HA-Synthese.

In Anlehnung an diese Ergebnisse sollte nun n&her analysiert werden, ob die
lloprost-vermittelte Zunahme der HA-Sekretion tatsachlich durch HAS2 vermittelt
wurde. Fur diese Untersuchungen wurde die Methode der RNA-Interferenz in
humanen VSMCs etabliert. Der Mechanismus der RNA-Interferenz beruht auf einer
Degradierung der mRNA des Zielgens, wodurch ein genspezifischer , knock-down "
erzielt werden kann. Die Zellen wurden mit einer HAS2-spezifischen siRNA (small
interfering RNA) und mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 24 h
erfolgte die Uberprifung der HAS2-Expression mittels semiquantitativer RT-PCR.
Wie in Abbildung 15 A dargestellt, fihrte die Transfektion spezifischer HAS2-siRNA
zu einer Reduktion der lloprost-vermittelten HAS2-Induktion im Vergleich zur
Kontroll-siRNA. Die Kontroll-siRNA, verhinderte nicht den deutlichen Anstieg der
HAS2-mRNA nach Stimulation mit lloprost (100 nM).

Nachdem die Reduktion der HAS2-Expression mittels RNAi nachgewiesen wurde,
sollte eine mdgliche Reduktion der Proteinexpression untersucht werden. Da keine
Antikorper gegen HAS2 zur Verfigung standen, wurde der Effekt von HAS2-siRNA
auf die HA-Synthese betrachtet. Daftir wurden die Zellen wiederum mit HAS2- und
Kontroll-siRNA transfiziert, nach 24 h fir weitere 24 h mit lloprost (100 nM) stimuliert
und anschlie3end wurde die HA-Konzentration im Zellkulturiiberstand bestimmit.

Diese Untersuchungen ergaben eine Reduktion der HA-Menge um 48,06 % im
Vergleich zur Kontroll-siRNA (Abbildung 15 B). In Zellen mit Kontroll-siRNA, konnte
wiederum ein deutlicher Anstieg der HA-Synthese, nach Stimulation mit lloprost
gemessen werden. Diese Ergebnisse zeigten, dass durch die Transfektion
spezifischer HAS2-siRNA die lloprost-vermittelte HAS2-Induktion inhibiert und die
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HA-Synthese reduziert werden konnte. Die Etablierung der RNA-Interferenz
ermdglichte auRerdem die nachfolgende Analyse der Funktion von HAS2 und der

Bedeutung fur den Phénotyp von hVSMCs.

A B 10,0
)
S 7,57
c C
2 8
5:
é T 5,07
<2
T8
600 bpP>| — T 2,57
>
<9HAS?2 -
T Wsss === 9GAPDH
0,0-
lloprost - + + lloprost - + +
6@' & > '
Fy éﬁg &
e g « #
Abbildung 15: Inhibierung der lloprost-induzierten HAS2-Expression und HA-
Synthese durch HAS2-siRNA.
hVSMC der Arteria Mammaria wurden nach siRNA-Transfektion fur 3 h (A) oder 24 h (B) mit
lloprost (100 nM) stimuliert. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines reprasentativen DNA-
Gels der PCR-Produkte einer semiquantitativen RT-PCR (A), sowie die Auswertung von n =
2 Experimenten (B).

3.7 Untersuchungen zur Funktion von HAS2 in humanen VSMCs

Nachdem die Methode der RNA-Interferenz in hVSMC etabliert wurde, sollte nun die
Funktion von HAS2 fur den glattmuskularen Phanotyp naher analysiert werden. Dazu
wurden Eigenschaften von hVSMC, die mdglicherweise durch HA beeinflusst

werden, untersucht.

3.7.1 Einfluss auf die Zellmorphologie

Perizellulare HA-Mantel konnten durch Interaktion mit den HA-Rezeptoren oder
durch Interaktion mit Liganden von Integrinen die Zellgestalt und die Zelladhasion
beeinflussen. Die HAS2-siRNA-vermittelte Reduktion der HA-Synthese, kbnnte daher
auch die Zellmorphologie verandern. Fir die morphologischen Untersuchungen
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wurden die Zellen mit Kontroll- und HAS2-siRNA transfiziert, nach 24 h fur weitere 22

h mit lloprost (100 nM) stimuliert und anschliel3end lichtmikroskopisch untersucht.
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Abbildung 16: HAS2-siRNA verstérkt die Ausbreitung von hVSMC.

hVSMC aus Koronararterien wurden mit Kontroll-(b) oder HAS2-siRNA (c) transfiziert und
anschlieBend fur 22 h mit lloprost (100 nM) inkubiert. Im Vergleich dazu wurden unstimulierte,
nichttransfizierte Kontrollzellen verwendet (a). Dargestellt ist jeweils eine reprasentative
lichtmikroskopische Aufnahme (A), sowie die Bestimmung der Zellfliche von n = 5
Experimenten (B) Mittelwert + SEM; *. P < 0,05)

Die Transfektion mit HAS2-siRNA erzeugte einen stark ausgebreiteten, hypertrophen
Zellkorper. Das Zytoplasma erschien deutlich diinner und im direkten Kontakt mit der
Zellkulturschale (Abbildung 16 c). Im Vergleich dazu, zeigten die Kontroll-siRNA-
Zellen den charakteristischen lloprost-vermittelten Phénotyp, mit abgerundetem

Zytoplasma und einem vermindert ausgebildeten Zytoskelett (Abbildung 16 b).
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Die Form der untransfizierten und unstimulierten Zellen zeigte Ahnlichkeiten zu den
HAS2-siRNA transfizierten Zellen (Abbildung 16 a).

Ebenso wie die lichtmikroskopische Untersuchung, bestétigte die Quantifizierung der
Zellflache (uM?) eine deutliche Zunahme der Zellausbreitung nach Transfektion mit
HAS2-siRNA (Abbildung 16 B).

3.7.2 Veranderungen im Zytoskelett

Fur die nachfolgenden Untersuchungen der HAS2-Funktion wurde nun der pro-
atherogene Stimulus PDGF-BB verwendet, der vermehrt wahrend der Atherosklerose
gebildet wird, und der die HA-Synthese in &hnlichem Ausmal’d wie lloprost induziert
(3.2.2).

Die in 3.7.1 identifizierten morphologischen Veranderungen unter dem Einfluss von
lloprost, konnten auch nach Stimulation mit PDGF-BB (20 ng / ml) nachgewiesen
werden. Die Zellausbreitung wurde durch HAS2-siRNA deutlich verstarkt und das

Zytoplasma erschien im direkten Kontakt mit dem Untergrund.

In weiteren Analysen wurden nun die Korrelation zwischen der veranderten
Zellmorphologie und Veranderungen im Zytoskelett untersucht. Zu diesem Zweck
wurden die Aktin-Filamente, Bestandteile des Aktin-Zytoskeletts, mittels FITC-
gekoppeltem Phalloidin dargestellt.

Weiterhin wurde Paxillin immunhistochemisch untersucht. Paxillin ist ein Protein des
fokalen Adh&asionskomplexes (FA), welches nach Phosphorylierung durch FAK eine
Interaktion zwischen der EZM und dem Zytoskelett vermittelt und essentiell fur die

Signaltransduktionder FA ist.

HAS2-siRNA induzierte eine starke Auspragung definiert angeordneter Aktin
Stressfasern (grin) auf der Zelloberflache (Abbildung 17 C, D). Im Vergleich dazu
waren die Aktin-Filamente in den Zellen, die mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden,
diffus im Zytoplasma verteilt und gering ausgepragt. Paxillin (rot) war in den Zellen
mit Kontroll-siRNA deutlich starker exprimiert, als in den HAS2-siRNA-Zellen. In den
Kontroll-Zellen konnten die fokalen Adhé&sionspunkte verstarkt an den

Ausgangspunkten der Aktin-Filamente, aber auch Uber den gesamten Zellkdrper
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verteilt nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu zeigten sich nach Hemmung der
HAS2-Expression durch HAS2-siRNA die Paxillinpositiven fokalen Adhasionspunkte

schwéacher ausgepragt.

Abbildung 17: Effekt von HAS2-siRNA auf FA und die Ausbildung von Aktin-Stressfasern.

Nach der Transfektion mit Kontroll- (A, B) oder HAS2-siRNA (C, D) wurden hVSMC aus
Koronararterien fir 24 h mit PDGF-BB (20 ng / ml) stimuliert. In der Immunofloureszenz ist Aktin
grun, Paxillin rot und die Zellkerne blau dargestellt. Die Abbildung zeigt eine représentative
Darstellung von n = 3 Versuchen.

3.7.3 Auswirkungen auf die Zellmigration

Das Zytoskelett und die FA befahigen die Zelle ihre Gestalt und Form zu variieren
und sind essentiell fur die gerichtete Bewegung der Zellen innerhalb der EZM. Da
HAS2-siRNA starke Effekte auf die Morphologie und das Zytoskelett hatte, konnte
auch die Migration der Zellen durch HAS2-siRNA beeinflusst werden.
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Die Zellbewegung wurde zunachst mit der ,Time-Laps"-Mikroskopie untersucht. Die
Migration transfizierter und anschlie3end mit 10 % FCS stimulierter VSMCs, wurde
Uber einen Zeitraum von 48 h mikroskopisch beobachtet und aufgenommen (nicht
gezeigte Daten). Dabei konnten deutliche Unterschiede zwischen den Transfektionen
mit Kontroll-siRNA und HAS2-siRNA festgestellt werden. Eine deutlich starkere
migratorische Aktivitat zeigten die Zellen, die mit der Kontroll-siRNA transfiziert
wurden.

Um die Beobachtungen der ,Time-Laps"-Mikroskopie zu bestatigen, wurde die
Migration anschlieBend in einem ,BoydenKammer‘-Ansatz, mit FCS als
chemotaktischen Stimulus weiter untersucht. Fir diese Analysen wurde zum einen
eine ,Kurzzeit*-Inkubation (6 h), sowie eine ,Langzeit“-Inkubation (24 h) ausgewahlt,

um auch eventuelle langfristige Auswirkungen auf die Migration erfassen zu kénnen.
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Abbildung 18: HAS2-siRNA-vermittelte Reduktion der Migration in hVSMC.

hVSMC aus Koronararterien wurden mit Kontroll- oder HAS2-siRNA transfiziert. Nach 24 h
wurde die migratorische Aktivitat in einem ,Boyden-Kammer“Ansatz mit FCS (10 %) als
chemotaktischen Stimulus ermittelt. Die Versuche wurden in einem ,Kurzzeit™- bzw.
.Langzeit*-Experiment (6 h (A) bzw. 24 h (B)) durchgefiihrt. Im ,Langzeit-Experiment wurde
die Migration auch in Anwesenheit von Hydroxyharnstoff (1 mM) erfasst (C). Die Abbildung
zeigt die Auswertung von n = 3 - 4 (A und B) bzw. ein reprasentatives Experiment (C).
(Mittelwert + SEM; *, P < 0,05 versus Kontrolle).

Eine Reduktion der Migration um 47,95 % + 9,07 konnte durch HAS2-siRNA nach 6-
stindiger Inkubation gezeigt werden (Abbildung 18 A). Auch nach 24 Stunden
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bewirkte HAS2-siRNA eine Abnahme der Migration um 51,63 % + 1,43 (Abbildung 18
B). In einem Zeitintervall von 24 h muss bei einem Teil der hVSMCs bereits mit
Zellteilung gerechnet werden, wodurch die Zahl der Zellen auf der Unterseite der
Membran unabhangig von der Migration ansteigen konnte. Daher wurde die
Migration anschliel3end Uber 24 h bei gleichzeitiger Inkubation mit Hydroxyharnstoff,
einem Proliferationsinhibitor analysiert. Die Abnahme der Migration war in
Anwesenheit von Hydroxyharnstoff noch etwas starker (Abbildung 18 C).

Die Ergebnisse belegen, dass durch den Verlust endogener HAS2 die migratorische
Aktivitat VSMCs verringert wird.

3.7.4 Analyse der Zellproliferation

HA fordert auch die Proliferation von hVSMC (Evanko et al., 1999). HA bildet durch
die Interaktion mit zahlreichen EZM-Proteinen distinkte Strukturen aus, die sich als
perizellulare HA-Mantel darstellen. Die perizellularen HA-Mantel scheinen
beispielsweise die Abrundung der Zelle wahrend der Mitose zu erleichtern (Evanko et
al., 1999). Moglicherweise wird HA sogar im Inneren der Zellen fur die Mitose
bendtigt, da intrazellulare und intranukledre HA in mitotischen Zellen nachgewiesen
werden konnte (Evanko and Wight, 1999).

Die Proliferation ist ein wesentlicher Bestandteil des Phéanotyps humaner VSMCs in
atherosklerotischen Plaques. Im Rahmen der Untersuchungen zum Effekt von HAS2-
siRNA auf die Zellteilung von hVSMC wurde die Zellzahl, die DNA-Neusynthese und
die Expression des Zellzyklusproteins Cyclin D1 betrachtet.

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden VSMC mit Kontroll- und HAS2-siRNA transfiziert,
Uber einen Zeitraum von 48 h unter Normalbedingungen kultiviert und anschlief3end
mit PDGF-BB stimuliert.

Die verschiedenen Experimente zeigten Schwankungen in der gesamten Zellzahl,
sodass die Ergebnisse als Prozent der Kontrolle dargestellt wurden. Die Ermittlung
der Zellzahl ergab eine deutliche Reduktion um 45,6 % + 27,4 durch HAS2-siRNA
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: HAS2-siRNA bewirkt eine Verminderung der Zellzahl in hVSMC.

VSMC aus Koronararterien wurden 24 h nach der Transfektion mit Kontroll-/ oder HAS2-
SiRNA fiir 48 h mit PDGF-BB (20 ng / ml) stimuliert und anschlieRend wurde die Zellzahl

ermittelt. Dargestellt ist das Ergebnis von n = 4 Experimenten (Mittelwert + SEM; *, P <
0.05).

Zusatzlich wurde de Auswirkung der Transfektion mit HAS2-siRNA auf die DNA-
Synthese, wahrend der Synthese-Phase (S-Phase) des Zellzyklus untersucht. Zu
diesem Zweck wurde [*H]-markiertes Thymidin verwendet, dass in die
neusynthetisierte DNA inkorporiert wird. Zunéchst wurde die Inkorporation von [*H]-
Thymidin nach Stimulation mit 10 % FCS, einem sehr stark mitogenen Stimulus
ermittelt. In nicht-transfizierten Zellen, bewirkte FCS eine ca. 8fache Induktion der
[*H]-Thymidin-Inkorporation im Vergleich zu unstimulierten Zellen (nicht gezeigte
Daten). Die Transfektion mit HAS2-siRNA verminderte die FCS-mediierte [*H]-
Thymidin-Inkorporation um 26,21 % £ 7,18 im Vergleich zur Kontroll-siRNA.
(Abbildung 20 A).

Anschlie3end sollte die DNA-Synthese unter dem Einfluss von PDGF-BB, einem pro-
atherogenen Wachstumsfaktor, untersucht werden. HAS2-siRNA reduzierte die DNA-
Synthese um 39,11 % + 17 im Vergleich zur Kontroll-siRNA, (Abbildung 20 B), was

auf eine Inhibierung der DNA-Synthese oder einen Zell-Zyklus -Arrest hindeutet.
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Abbildung 20: Reduktion der DNA-Neusynthese durch HAS2-siRNA in hVSMC.

Humane VSMC aus Koronararterien wurden mit Kontroll-/ bzw. HAS2-siRNA transfiziert und
anschlie3end fir 24 h mit FCS (10 %) (A) oder PDGF-BB (20 ng/ ml) stimuliert und die [SH]-
Thymidin-Inkorporation gemessen. Dargestellt sind die Ergebnisse von n = 3 Versuchen.
(Mittelwert + SEM; *, P < 0,05).

Der Zellzyklus, der den mehrstufigen Prozess der Proliferation steuert, besteht aus
verschiedenen Phasen und wird mit der Mitose (Zellteilung) abgeschlossen. Die
Progression des Zellzyklus wird gesteuert von Cyclinen und diversen Cyclin
abhangigen Kinasen (CDKSs), die tber Bindung an die regulatorische Untereinheit der
Cycline, diese aktivieren und den Ubergang in die nachste Zyklusphase induzieren.
Eine essentielle Komponente fur die Zell-Zyklus-Progression ist das Cyclin D1.
Dieses Protein reguliert durch die Bindung der regulatorischen Untereinheit an CDK
4 und 6 das Fortschreiten durch die G;-Phase und den Ubergang in die S-Phase des
Zellzyklus (Sherr et al., 1999; Bornfeldt, 2003).

Da die Effekte der HAS2-siRNA auf die Zellzahl und auf die DNA-Neusynthese einen
Zell-Zyklus-Arrest andeuten, sollte nun die Expression des Zellzyklusproteins Cyclin
D1 mittels Westernblot-Analyse Uberprift werden.

Die Reduktion endogener HAS2-Expression bewirkte eine verminderte Cyclin D1-
Proteinexpression in PDGF-BB stimulierten hVSMCs im Vergleich zur Kontroll-siRNA
(Abbildung 21 A). Diese verminderte Cyclin D1-Konzentration konnte auch nach

Stimulation mit lloprost beobachtet werden (Abbildung 21 B), welches auf einen
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HAS2-spezifischen und Stimulus-unabhangigen Effekt hinweist. Die Beladung mit
einer gleichméaRigen Proteinkonzentration wurde durch das Anfarben des SDS-
Polyacrylamidgels (mit Coomassie-Blau) und durch den Nachweis von beta-Aktin als

Referenzprotein (nicht gezeigte Daten) sichergestellt.

A B
Cyclin D1 b| s Cyclin D1 - [ —
PDGF-BB - + + lloprost - + *

Abbildung 21: Abnahme der Cyclin D1-Proteinkonzentration durch HAS2-siRNA.

Humane mit HAS2-siRNA und Kontroll-siRNA transfizierte VSMC aus Koronararterien
wurden fir 24 h mit PDGF-BB (20 ng/ml) (A) und lloprost (100 nM) (B) stimuliert. Mittels
Westernblot wurde Cyclin D1 (35 kDa) im Zelllysat nachgewiesen. Dargestellt ist jeweils
ein reprasentatives Ergebnis von n = 4 Experimenten.

Die beschriebenen Experimente legen nahe, dass der der Verlust endogener HAS2
in hVSMC eine deutliche Abnahme der Zellzahl, eine Reduktion der DNA-Synthese

sowie eine verminderte Proteinkonzentration von Cyclin D1 nach sich zieht.

3.8 Untersuchungen zu méglichen Mechanismen des HAS2-vermittelten
Phanotyps von hVSMC

Mit der Methode der RNA-Interferenz konnten verschiedene Funktionen von HAS2
hinsichtlich des Phanotyps von VSMC nahe gelegt werden. Die Transfektion
spezifischer HAS2-siRNA bewirkte eine Zunahme der Zellausbreitung, sowie die
verstarkte Ausbildung von Aktin-Stressfasern. Ferner reduzierte HAS2-siRNA die
migratorische Aktivitdt und die Zellproliferation. Im Anschluss sollten nun mdgliche
Mechanismen identifiziert werden, die fur die HAS2-vermittelten Veranderungen

verantwortlich sein kénnten.
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3.8.1 Phosphorylierung der fokalen Adhasionskinase (FAK)

Ein madglicher Signaltransduktionsweg wird Uber die FA vermittelt. Die FA
ermoglichen die Weiterleitung von Signalen, die durch Integrin-vermittelte Interaktion
mit der EZM entstehen. FA sind essentiell fir die Ausbildung des Aktin-Zytoskeletts.
die Migration und die Proliferation (Mirza et al., 2004). Eine essentielle Komponente
fur die FA-vermittelte Signaltransduktion, stellt die FAK dar. FAK ist eine
Tyrosinkinase, deren Aktivierung fur die oben aufgezahlten zellularen Prozesse
essentiell ist. Die Phosphorylierung der Autophosphorylierungsstelle von FAK am
Tyrosin 397 (Y397) ist der initiale Prozess fur die FAK-Aktivierung (Owen et al.,
1999). Diese Y397-abhangige FAK-Aktivierung fuhrt zur Rekrutierung der cSrc-
Kinase und zur nachfolgenden Tyrosinphosphorylierung weiterer FAK-
Phosphorylierungsstellen.

Der Phosphorylierungsgrad der Autophosphorylierungsstelle Y397, als Mal3 fir die
Aktivitdt von FAK, sollte nun nach Transfektion mit HAS2-siRNA mittels Western

Blot-Analyse naher untersucht werden.
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Abbildung 22: Verminderung der FAK-Phosphorylierung durch HAS2-siRNA.

Humane VSMC aus Koronararterien wurden mit Kontroll- und HAS2-siRNA transfiziert

und anschlieBend fir 24 h mit PDGF-BB (20 ng / ml) (A) und lloprost (100 nM) (B) inku
biert. Die Detektion von p-FAK (Y397) erfolgte mittels Westernblot. Die Abbildung zeigt
ein reprasentatives Ergebnis von n = 4 Versuchen.

Die Analysen zeigten eine Dephosphorylierung von FAK nach Transfektion mit
HAS2-siRNA, im Vergleich zur Kontroll-siRNA. Die Dephosphorylierung trat
unabhangig vom Stimulus auf und konnte sowohl nach Stimulation mit PDGF-BB als

auch mit lloprost nachgewiesen werden (Abbildung 22 A und B).
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Eine gleichmaRige Proteinbeladung wurde in den Experimenten durch die Anfarbung
des SDS-Polyacrylamidgels (Coomassie-Blau) und den Nachweis von beta-Aktin als

Referenzprotein tUberprift.

Die Transfektion mit HAS2-siRNA erzeugte in VSMC eine Dephosphorylierung von
FAK an der Autophosphorylierungsstelle Y397. Die verminderte FAK-
Phosphorylierung kénnte die FA-mediierte Signaltransduktion hemmen und so zu der

beobachteten Hemmung der Migration und Proliferation (3.7.3 und 3.7.4) flhren.

3.8.2 Pls-Kinase-/Akt-abhangige Signaltransduktion

Phosphorylierte Lipide werden an der Zellmembran wahrend der Aktivierung
verschiedener Signaltransduktionskaskaden gebildet und kénnen so unterschiedliche
zellulare Prozesse regulieren. Eine wichtige Bedeutung haben diese Lipide in der
Signaltransduktion, die von der Phosphoinositol-3-Kinase (Pk-Kinase) vermittelt wird.
Die Rekrutierung zahlreicher Signalmolekile an die Plasmamembran wird durch die
Pl-katalysierte Bildung von Phosphatidylinositol3,4,5-Triphosphat (PIP3) bzw.
Phosphatidylinositol-3,4 -Bisphosphat ~ (PIP,), reguliert. PIP3 induziert die
Translokation von Akt (Protein-Kinase B) an die Membran, die dort durch
Phosphorylierung aktiviert wird. Da die Pk-Kinase-/Akt-abhangige Signaltransduktion
verschiedene zellulare Prozesse in VSMC regulieren kann, wie die Migration, das
Wachstum, die Zell-Zyklus-Progression oder die Apoptose, sollte ein moglicher Effekt
von HAS2-siRNA auf diesen Signhalweg untersucht werden.

Zunachst wurde der Phosphorylierungsgrad von Akt an der Phosphorylierungsstelle
(Ser 473), als Mal3 fur die Aktivitat, mittels WesternblotAnalysen ermittelt. HAS2-
SiRNA bewirkte eine Dephosphorylierung von Akt im Vergleich zur Kontroll-siRNA.
Die Gesamtexpression von Akt blieb auch nach Transfektion mit HAS2-siRNA
nahezu unverandert (Abbildung 23 A). Der verminderte Phosphorylierungsgrad von

Akt, weist auf eine reduzierte Akt-Aktivitat hin.
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Abbildung 23: Inhibierung des Pls-/Akt-Signaltransduktionsweges durch HAS2-siRNA.

HAS2-siRNA fiihrte in humanen VSMC aus Koronararterien nach 24-stiindiger Stimulation mit
PDGF-BB (20 ng / ml) zu einer Dephosphorylierung von Akt (60 kDa) (A) und zur Reduktion der
Phosphorylierung von Akt-Substraten (B, geschlossene Pfeile). Die Phosphorylierung einzelner
Substrate blieb unverandert (offener Pfeil). Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer Westernblot
von n = 4 Experimenten.

Ein weiteres Kriterium der Aktivitat von Akt ist zusatzlich zum Akt-
Phosphorylierungsgrad die Phosphorylierung der Akt-Substrate. Die phosphorylierten
Akt-Substrate wurden daher mittels WesternblotAnalysen nach Transfektion mit
HAS2-siRNA nachgewiesen. Die Transfektion mit HAS2-siRNA erzeugte eine
verminderte Phosphorylierung zahlreicher Akt-Substrate (Abbildung 23 B;
geschlossene Pfeile). Andererseits blieb der Phosphorylierungsgrad vereinzelter
Substrate unbeeinflusst (offener Pfeil).

Die HAS2-siRNA-induzierte Dephosphorylierung von Akt ging somit auch mit einer

Reduktion der Phosphorylierung einzelner Akt-Substrate einher.

Zusammengefasst fuhrt HAS2-siRNA zu einer Hemmung der Pk-/Akt-abhéngigen
Signaltransduktion, so dass dieser Signaltransduktionsweg fir die verschiedenen, in

3.7 identifizierten, phanotypischen Veranderungen verantwortlich sein kdnnte.
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3.8.3 HAS2-abhangige Veranderung der Genexpression

Mit der Methode der RNA-Interferenz wurde zunéchst die Funktion von HAS2 fir die
Proliferation und Migration humaner VSMCs analysiert. Die Transfektion spezifischer
HAS2-siRNA bewirkte in VSMCs im Vergleich zur Kontroll-siRNA eine starke
Reduktion der FCS-vermittelten Migration sowie einen Zellzyklusarrest und
Veranderungen in der Zellmorphologie. Anhand von DNA-Mikroarrayanalysen sollten
nun neue Kanditatengene identifiziert werden, die unter Stimulation mit PDGF-BB
durch HAS2-siRNA differentiell exprimiert werden. Fir die Expressionsanalysen
wurde ein Zeitpunkt von 36 h nach Transfektion ausgewdahlt. Da die phéanotypischen
Veranderungen 48 h nach Transfektion mit HAS2-siRNA beobachtet wurden, sollten
so Gene identifiziert werden, welche mdoglicherweise die phanotypischen
Veranderungen in VSMCs erzeugten.

Kontroll- HAS2-siRNA-

SiRNA Phanotyp
24 h 16h  RrNA

| | Zellausbreitung A
+ PDGF-BB . .
l Migration ¥
i Proliferation
Genregulation ? Affymetrix ¥
Array

Abbildung 24: Identifizierung differentiell exprimierter Gene nach Transfektion von
hVSMC mit HAS2-siRNA.

Humane VSMCs wurden jeweils mit Kontroll- oder HAS2-siRNA transfiziert. Nach 24 h
wurden die Zellen fur weitere 16 h mit PDGF-BB (20 ng / ml) stimuliert. Mittels Affymetrix-
DNA-Chips wurden differentiell exprimierte Gene identifiziert, die moglicherweise den HAS2-
siRNA-Phéanotyp vermitteln.

Fur die Expressionsanalysen, wurden humane VSMCs jeweils mit Kontroll- und
HAS2-siRNA transfiziert und nach 24 h fir weitere 16 h mit PDGF-BB stimuliert. Die
praparierte RNA wurde wie in 25 beschrieben weiter verarbeitet und anschlieend
jeweils auf einem HG_U95Av2-Array hybridisiert.

In der Analyse der beiden Einzelexperimente wurden zunachst verschiedene
Kontrollen zur Uberpriifung der Qualitat bestimmt (Tabelle 7). Eine dieser Kontrollen,
waren die jeweiligen Hintergrinde der Chips, die in beiden Experimente keine

groBen Differenzen zeigten. Die entstandenen Hintergrundsignale, die durch
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Autofluoreszenz der Arrayoberflache oder unspezifische Bindungen entstehen
konnten, konnten daher vernachlassigt werden. Ein weiteres Kriterium fur die
Qualitatskontrolle der Hybridisierung war de durchschnittliche Signalintensitat der
Kontrollen bioB, bioC, bioD, creX, die in beiden Experimenten ,vorhanden“ waren. Da
die Kontrol-Gene in beiden Experimenten vorhanden waren, konnte von einer
ausreichenden Hybridisierungsqualitdt beider Chips ausgegangen werden. Ferner
gab der Quotient der ,durchschnittlichen Unterschiede? (AD-Werte) der ,Referenz-*
Kontrollen GAPDH und R3-Actin Aufschluss Uber die Qualitat der in-vitro Transkription

und sollte im Bereich von 1 bis 2 liegen.

Tabelle 7 : Kontrollen in den Mikroarrayanalysen.

Kontroll-siRNA HAS2-siRNA
Hintergrund 59,57 60,08
. Spike?-Kontrollen Absolute Signalintensitat Absolute Signalintensitat
BioB vorhanden vorhanden
BioC vorhanden vorhanden
BioD vorhanden vorhanden
CreX vorhanden vorhanden
. Referenz”-Kontrollen durchschnittliche durchschnittliche
AD 3/5°GAPDH Unterschiede unterschiede
AD 3°/5°3-Actin 0,95 0,99
1,15 0,94

Nachdem die Qualitatskontrollen beider Einzelexperimente erfullt wurden, konnte die
Identifizierung differentiell exprimierter Gene erfolgen. Dazu wurden in einer
vergleichenden Expressionsanalyse, die Signalintensitaten beider Einzelexperimente
miteinander verglichen. Die Transfektion mit Kontroll-siRNA diente als Kontrolle und
die Signalintensitaten des HAS2-siRNA-Experiments wurden auf die Kontrolle
normiert. Bei der Auswertung wurden nur die Gene bericksichtigt, die im Vergleich
zur Kontrolle einen ,unterschiedliche Signalintensitat’ (DC) von Zunahme (1) oder
Abnahme (D) aufwiesen, der = oder = 2 war. Gene die einen ,marginalen
Unterschied” (MC) zeigten, wurden in die Auswertung nicht einbezogen.

Die verschiedenen identifizierten Gene, wurden in funktionelle Gruppen
zusammengefasst, die in Abhangigkeit der HAS2-siRNA entweder eine hohere

(Zunahme; 1) oder geringere Signalintensitat (Abnahme; D) aufwiesen (Tabelle 8).
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Die Faktoren der Regulation wurden als Gesamtunterschied (FC) angegeben und

berechneten sich aus 2 Si9nalLog Ratio 5y, - _5Signal Log Ratio

Tabelle 8: Klassifizierung der differentiell exprimierten Gene

Genklassifizierung bC Signal Log FC
Ratio
EZM Zunahme (l); Abnahme
D)
matrix-metalloproteinase 10 I 4,9 29,86
matrix-metalloproteinase 8 I 4,3 19,7
tenascin-C I 1,4 2,64
tissue inhibitor of MMP-3 D -1,3 2,46
tsg-6 | 1,5 2,64
versikan (V3) D -1,2 2,3
collagen alpha-2 type 1 D -1,5 2,83
collagen VI alpha-2 D -1,1 2,14
collagen alpha-1 type XV D -1,1 2,14
collagen type 1 alpha 1 D -1 2
collagen VI alpha-1 D -1 2
Rezeptoren
NOT (steroid/thyroid hormone receptor) I 4,1 17,15
N-formylpeptid-Rezeptor D -2,2 4,59
TR3-orphan-Rezeptor I 1,5 2,83
major group rhinovirus receptor HRV) I 1,6 3,03
B2-Bradykinin-Rezeptor I 1,8 3,48
Transferrin-Rezeptor D -1,2 2,3
Transkriptionsfaktoren
Activating transcription factor 3 ATF3) I 2,1 4,29
cellular oncogene c-fos I 2 4
musculin I 1,4 2,64
Zellzyklus
BRCA2 D -3,4 10,56
retinoblastoma protein (RB protein) D -2,79 7,76
CDKS8 protein kinase D -2,5 5,66
replication factor C D -1,7 3,25
proliferating cell nuclear_.antigen (PCNA) D -1,5 2,83
cyclin G1 D -1,3 2,46
Cdc 6 related protein (cell-division-cycle) D -1,2 2,3
cyclin G1-interactin protein | 1,3 2,46
Wachstumsfaktoren
gene for granulocyte colony-stimulating factor I 7,1 137,2
amphiregulin (EGF-like growth factor) I 4,1 17,15
melanoma growth stimulatory activity gene I 3 8
bone morphogenetic protein 2A (BMP-2A) | 2,6 6,06
transforming growth betainduced factor (TGIF) I 1,2 2,3
basic fibroblast growth factor 2 | 1,6 3,03
Cytoskelett
epidermal keratin type | D -1,9 3,73
calmodulin (CALM1) D -1,2 2,3
plectin D -1,2 2,3
vascular smooth muscle alpha-actin D -1,1 2,14
microfibril-associated glycoprotein-2 (MAGP-2) D -1,1 2,14
microtubule-associated protein 1B (MAP1B) D -1,1 2,14
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caldesmon D -1,1 2,14
Apoptose
melanoma differentiation-associated gene 7 (MDA-7) I 5,3 39,4
DRAK?2 D -4,7 25,99
early growth response 2 protein (EGR2) I 3,3 9,85
radiation-inducible immediate-early gne (IEX-1) I 2,4 5,28
Bcl-2 related protein (BFI-1) I 1,8 3,48
SOX-4 I 1,6 3,03
Proteinkinasen
MAPKAPK-3 D -1,7 3,25
thymidine kinase D -1,4 2,64
AMP-activated protein kinase alpha-1 D -1,3 2,46
serine/threonine kinase (EPK2) D -1 2
GTP-/Ras-assoziiert
ras inhibitor D 2,1 4,29
ras-related protein Rab5b D 2,1 4,29
GTP-binding protein Rap2,ras-oncogene-related D -1,8 3,48
GTP-binding protein Ral, ras-oncogene-related D -1,1 2,14
PTPL1-associated RhoGAP D -1,3 2,46
GTP-binding protein Rab6 D -1,1 2,14
GTPase Gem | 1,4 2,64
Phosphatasen
protein-tyrosine-phosphatase D1 D -2,3 4,92
phosphatase 2A D -1 2
Lipidstoffwechsel-assoziierte Gene
cyclooxygenase-2 (COX-2) I 3,3 9,85
adipogenesis inhibitory factor I 2,7 6,5
Transporter
organic anion transporter OAT I 3,9 14,93
monocarboxylate transporter homologue MCT6 I 2,3 4,92
glutamate transporter D -1,1 2,14
Zell-Oberflachen-Proteine
annexin Il D -1,3 2,46
cadherin-13 D -1 2
BRAVO NrCAM-precursor | 3,3 9,85
Membranproteine
membrane glycoprotein gp130 D -1,8 3,48
BENE D -1,8 3,48
membrane glycoprotein 4F2 antigen heavy chain I 1,2 2,3
metabolische Enzyme
oligo A synthase E I 2,6 6,06
manganese superoxide dismutase I 1,9 3,73
aldose reductase I 1,2 2,3
inactive palmitoyl-protein thioesterase-2i (PPT 2) D -1,9 3,73
retinol dehydrogenase D -1,8 3,48
ATP synthase alpha D -1,4 2,64
GTP-specific succinyl-CoA synthase beta D -1,1 2,14
mevalonate pyrophosphate decarboxylase (MPD) D -1,7 3,25
Immunsystem
putative IL-16 protein precursor D 2,7 6,5
autoantigen DFS70 D 2,1 4,29
cytokine (GRO-gamma) | 4,6 24,25
cytokine (GRO-beta) I 4 16
prointerleukin 1 beta I 3,3 9,85
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interleukin 1-beta (IL-1R) I 3,2 9,19
monocyte chemotactic protein-3 (MCP-3) I 2,9 7,46
interleukin-1 receptor antagonist I 2,5 5,66
chemokine alpha 3 (CKA-3) I 2,2 4,59
interferon-beta-2 I 1,9 3,73
interferon-inducible peptide I 1,5 2,83
interferon-inducible potein 9-27 I 1,3 2,46
Transferasen
O-linked GIcNAc transferase D -1,4 2,64
beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase I D -1,3 2,46
(MGAT2)
beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase (SIAT I 1,5 2,83
4A)
Proteasen
serine protease D -1,2 2,3
calpain-like protease D -1,2 2,3
Cyctochrom-assoziierte Gene
dioxin-inducible cyctochrome P450 (CYP1B1) I 2,4 5,28
nucleare Gene
nuclear cap binding protein D -3,6 12,13
nuclear factor NF-IL6 I 1,3 2,46
Andere
apM1 I 4,3 19,7
human heat-shock protein HSP70B I 2,6 6,06
plasminogen activator inhibitor 2 (PAI2) I 1,4 2,64

HAS2-siRNA bewirkte in VSMCs eine Herauf- bzw. eine Herunterregulierung
zahlreicher Gene. Die identifizierten Gene konnten anhand der Literatur
verschiedenen zellularen Prozessen zugeordnet werden, wie z.B. der Regulierung
der Zell-Zyklus-Progression (z. B. Cyclin G1; CDK 8), der Apoptose (z. B. MDA-7;
EGR2) oder der Ras-abhangigen Signaltransduktion (z. B. Ras-Inhibitor; Rab 6).
Weiterhin deutet die Regulation von diversen zytoskelettaren Genen (z. B.
Caldesmon; Calmodulin) auf eine Funktion von HAS2 fur die Zusammensetzung des
Zytoskeletts hin. Zusatzlich induzierte die Transfektion mit HAS2-siRNA die
Regulation zahlreicher EZM-Gene, was auf einen Einfluss von HAS2 auf die
Zusammensetzung der EZM hindeutet. HAS2-siRNA induzierte beispielsweise eine
deutliche Heraufregulierung der Gene fir die Matrix-Metalloproteinasen 8 und 19.
Desweiteren, kam es zu einer Induktion von Tsg-6 und zu einer verminderten
Expression von Versikan (V3). Beide Proteine sind direkte Interaktionspartner von
HA im perizellularen Mantel und Extrazellularraum.

Die Expression von COX2, wurde unter dem Einfluss von HAS2-siRNA induziert,
welches moglicherweise einen ,Ruckkopplungs“Mechanismus darstellen konnte, mit

dem die Zellen der verminderten HAS2-Expression entgegenwirken.
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Zusammenfassend fihrte die Hemmung der HAS2-Expression und der HA-Synthese
zu zahlreichen phanotypischen Verdnderungen der VSMCs. Die Transfektion mit
HAS2-siRNA bewirkte eine Dephosphorylierung von FAK und eine Inhibierung des
Pl-Kinase/Akt-abhangigen  Signalweges.  Zusatzlich  wurden  verschiedene
morphologische Veranderungen, wie eine verstarkte Zellausbreitung oder
zytoskelettdre Veranderungen, wie die verstarkte Auspragung von Aktin-Stressfasern
gezeigt. Anhand der Expressionsanalysen konnten differentiell regulierte Gene
identifiziert werden, wie z. B. EZM- oder Zellzyklus- assoziierte Gene, welche an der
Veranderung des Phanotyps der hVSMC nach HAS2-siRNA beteiligt sein kdnnte.
Desweiteren, vermittelte HAS2-siRNA eine Reduktion der migratorischen Aktivitat,

induzierte ein Zellzyklus-Arrest und hemmte die Proliferation von hVSMC.
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4 Diskussion

Das GAG HA wird durch 3 membranstandige HA-Synthasen (HAS 1-3) synthetisiert,
die aktivierte Zuckermolekuile zu einem Polysaccharid verkntpfen, bestehend aus 13-
1,4-verknipften N-Acetylglukosaminen und 3-1,3-verkntpfter D-Glucuronsaure. Das
hochmolekulare Molekldl wird in das Interstitium sezerniert, in dem es durch die
Interaktion mit Tsg-6, Versikan und lal, einen perizellularen HA-Mantel ausbilden
kann. Zusatzlich kann HA als kettenformiges EZM-Molektl die Rezeptoren CD44 und
RHAMM aktivieren und so intrazellulare Signalwege auslésen. HA kommt vermehrt
im atherosklerotischen Plague (Levesque et al., 1994), aber auch in restenotischen
GefalRen (Riessen et al., 1996) vor. Zusatzlich ist in atherosklerotischen Lasionen
eine Assoziation von HA mit proliferierenden und migrierenden SMC beschrieben
worden (Papakonstantinou et al.,, 1998). Migration und Proliferation von hVSMCs
sind mal3geblich an der Entstehung der Atherosklerose beteiligt. Daher sind HA und
die Regulationsmechanismen der HA-Synthese fir die kardiovaskuldre Forschung

von groRem Interesse.

4.1 Regulation der HA-Synthese durch vasodilatierende Prostaglandine
in hVSMC

Der erste Teil der Arbeit beschéaftigte sich mit der Regulation der HAS2-Expression
und der damit verbundenen HA-Synthese durch vasodilatierende Prostaglandine
(PG) in hVSMC. HAS2, die Hauptisoform in hVSMC (Evanko et al., 1999), und die
HAS2-vermittelte HA-Synthese werden durch einige Wachstumsfaktoren und
Zytokine wie PDGF-BB in VSMC (Evanko et al., 1999), L-11 in Fibroblasten (Kaback
and Smith, 1999) oder EGF in Keratinozyten (Pienimaki et al., 2001) induziert. In
einigen friheren Arbeiten konnte bereits eine PGEj-vermittelte, cAMP-abhéngige
Stimulation der HA-Synthese in Fibroblasten (Yaron et al., 1978) und Mesothelzellen
(Honda et al., 1993) gezeigt werden.

Anhand von DNA-Mikroarrayanalysen wurde jedoch erstmals eine HAS2-Induktion
unter dem Einfluss von lloprost, einem stabilen PGl,-Mimetikum, in hVSMC
nachgewiesen (Debey et al., 2003).

Die Zeitabhéngigkeit der Induktion der HAS2-mRNA nach Stimulation mit lloprost

wurde durch semiquantitative RT-PCR analysiert. Die Inkubation mit lloprost bewirkte
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eine transiente HAS2-Induktion, mit einem Maximum nach 3-stiindiger Stimulation
(Abbildung 4). Eine deutliche Zunahme der HAS2-mRNA konnte anschlie3end auch
mittels Real-Time RT-PCR bestétigt werden (Abbildung 5). Die Induktion der HAS2-
Expression in Abhé&ngigkeit von lloprost flhrte zusatzlich zu einer verstarkten
Ausbildung eines perizellularen HA-Mantels (Abbildung 7) und zu einer vermehrten
HA-Synthese und Sekretion in den Zellkulturtiberstand (Abbildung 8).

Ob lloprost zu einer vermehrten HAS2-Proteinexpression fiihrte, konnte nicht direkt
untersucht werden, weil derzeit noch keine spezifischen HAS2-Antikdrper zur
Verfiigung stehen. Da allerdings die HA-Synthese nach Stimulation mit lloprost um
das 8-fache anstieg, ist es sehr wahrscheinlich, dass die erh6hte HAS2-Transkription
auch zu einer erhéhten HAS2-Translation fuhrte. In zukunftigen Experimenten sollte
untersucht werden, wo die HA lokalisiert ist, die nach Stimulation mit Prostaglandinen
vermehrt sezerniert wird. Zusatzlich ware es interessant, ob neben der
extrazellularen, auch die intrazellulare HA-Menge durch Prostaglandine reguliert

wird.

lloprost ist nicht nur Agonist am IP-Rezeptor sondern auch in hdheren
Konzentrationen am EP;-Rezeptor Schwaner et al., 1992). Die Identifizierung des
fur die lloprost-mediierte HAS2-Induktion verantwortlichen Rezeptors erfolgte mit
Cicaprost, einem selektiven IP -Rezeptoragonisten, und SC19220, einem EP;-
Rezeptorantagonisten. Die PGhL-abhangigen Effekte wurden Uber den IP-Rezeptor
vermittelt, da Cicaprost ahnlich wie lloprost, die HAS2-Expression und die HA-
Synthese induzierte. Der EP1-Rezeptorantagonist hatte keinen Effekt auf die lloprost-
induzierte HAS2-Expression (Abbildung 9).

Neben dem PGhk-Analog lloprost, induzierte auch PGE, deutlich die HAS2-
Expression und die HA-Synthese. Da die verwendeten hVSMCs alle 4 PGE»-
Rezeptoren (EPi.4) exprimierten, musste der verantwortliche PGE»-Rezeptor
pharmakologisch, durch verschiedene Agonisten und Antagonisten identifiziert
werden. Da Butaprost, ein Agonist am EP,-Rezeptor die PGE»-vermittelten
Induktionen imitierte und die Ubrigen Rezeptoragonisten und —antagonisten keine
Effekte zeigten, kann davon ausgegangen werden, dass der EP,-Rezeptor die PGE -
mediierte HAS2-Induktion vermittelt (Abbildung 10).
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Der IP- und EP»-Rezeptor koppeln an stimulatorische G-Proteine (Gs) und bewirken
durch Aktivierung der AdenylatZyklase eine Erhohung der intrazellularen cAMP-
Konzentration. HAS2-mRNA und HA-Synthese konnten auch mit Forskolin, einem
Aktivator der Adenylat-Zyklase und db-cAMP, einem cAMP-Analog, induziert werden.
Der EP4-Rezeptor, der wie der IP- und EP2-Rezeptor an stimulatorische G-Proteine
koppelt, hatte keinen Einfluss auf die HAS2-Expression. Diese Tatsache konnte
damit erklart werden, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten hVSMC nur
geringe Mengen an EP4-Rezeptoren auf der Zelloberflache exprimieren. Aus
Literaturbefunden geht auch hervor, dass in anderen Zelllinien die Stimulation mit
EP,-Rezeptoragonisten eine héhere intrazellulare cAMP-Konzentration erzeugte, als

die Stimulation mit EP4-Rezeptoragonisten (Debey, Dissertation 2002).

lloprost PGE,
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Abbildung 25: cAMP-/PKA-/CREB-abhangige Induktion der HASZ-mRNA.

Die IP- und EP,-mediierte Zunahme der cAMP-Konzentration fuhrt zur Aktivierung der PKA. Die
PKA aktiviert durch Phosphorylierung den Transkriptiosfaktor CREB, der nachfolgend an die
CRE-Sequenz in der Promotorregion von HAS2 bindet. Die Bindung desTranskriptionsfaktors

bewirkt die Aktivierung der HAS2-Transkription.
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Weiterhin konnte die lloprost-induzierte HAS2-Expression durch den PKA-Inhibitor
H89 gehemmt werden (Abbildung 9 und 11). Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass
die Aktivierung der Gs-gekoppelten IP- und EP2-Rezeptoren Uber eine Erh6hung des
intrazellularen cAMPs und Aktivierung der PKA die erh6hte HAS2-Transkription
auslosen. Damit im Einklang steht das Ergebnis, dass die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten PKC-Inhibitoren keinen Einfluss auf die Illoprost-vermittelte HAS2-
Induktion zeigten. Daher konnte ausgeschlossen werden, dass die Aktivierung der
PKC an der HAS2-Induktion beteiligt ist.

Die IP-/EP»>-Rezeptor-vermittelte HAS2-Induktion koénnte durch die
Transkriptionsfaktoren CREB (CAMP-responsive element binding protein) und CREM
(cCAMP-responsive element modulator) vermittelt werden. CREB und CREM werden
durch cAMP-/PKA-abhangige Phosphorylierung aktiviert und binden sich an die
sogenannten CRE-Elemente (cAMP-responsible elements), in den
Promotorsequenzen ihrer Zielgene. Die Bindung von CREB/CREM in der
Promotorregion bewirkt eine Aktivierung der Transkription (Abbildung 25).

In der Promotorregion von HAS2 konnte durch eine Datenbankrecherche (Mat
Inspector V2.2/TRANSFAC 4.0) eine CRE-Sequenz, als mdgliche Zielsequenz der
Transkriptionsaktivatoren CREB/CREM identifiziert werden (Genlokus: -460). Diese
Erkenntnisse lassen daher auf eine Beteiligung von CREB und CREM an der durch
IP- und EP2-Rezeptor induzierten HAS2-Expression schliel3en.

Die Untersuchungen der lloprost-vermittelten Regulation der HAS2-mRNA und der
HA-Synthese zeigten Unterschiede in der jeweiligen Induktionsstérke. Die erhaltenen
Faktoren der mRNA-Induktion waren dabei wesentlich schwécher ausgeprégt, als die
Faktoren, die bei den Induktionen der HA-Synthese erzielt wurden. Untersuchungen
deuten darauf hin, dass HA-Synthasen unabh&ngig von der Proteinneusynthese
phosphoryliert und dadurch aktiviert werden konnen. Die Beteiligung einer PKC-,
aber auch einer cAMP-abhéngigen Aktivierung der HA-Synthasen konnte an
humanen Fibroblasten gezeigt werden (Suzuki et al., 1995). Neben der HAS2-
Induktion, kdnnte die cAMP-abhangige Aktivierung der HA-Synthasen, additiv oder
synergistisch die HA-Synthese steigern und so die Unterschiede zwischen der

Induktion der HAS2-Expression und der HA-Synthese erklaren.
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Prostaglandine weisen neben der vasodilatierenden Funktion auf3erdem anti-
proliferative und anti-migratorische Eigenschaften auf und hemmen auch direkt die
Funktion von FA (Bulin et al., 2004). Die Schlisselenzyme der PG-Synthese sind die
Cyclooxygenasen (COX), die entweder konstitutiv exprimiert vorliegen (COX1), oder
wéhrend der Atherosklerose durch pro-inflammatorische Mediatoren induziert werden
(COX2). Im Rahmen dieser Arbeit konnte der Regulationsmechanismus der HA-
Synthese durch die vasodilatierenden PGs, PGl, und PGE,, in hVSMCs aufgeklart
werden. Eine mdgliche physiologische Bedeutung dieser PG-vermittelten Induktion
der HAS2-Expression, konnte dadurch gezeigt werden, dass auch die Stimulation mit
geringen, physiologisch relevanten Konzentrationen, eine deutliche Zunahme der
HAS2-Expression und der HA-Synthese bewirkte. Einen weiteren Hinweis darauf,
dass die Regulation von HAS2 durch Prostaglandine physiologisch relevant sein
konnte, ergaben Untersuchungen mit dem COX2-spezifischen Inhibitor Etoricoxib. In
kultivierten, wachstumsarretierten hVSMCs bewirkte die Inhibierung der COX2-
Aktivitdt durch Etoricoxib eine Reduktion der basalen HAS2-Expression (Abbildung
11) bei gleichzeitiger Expression von funktionell aktivem COX2-Protein. Zuséatzlich
wurden im Zellkulturiberstand von gehungerten hVSMCs Konzentrationen von 6
Keto-PGF14, einem stabilen PGk-Metaboliten, im nanomolaren Bereich gemessen.
Da nanomolare Konzentrationen von lloprost und Cicaprost in Zellkulturversuchen
die Expression von HAS2 deutlich induzierten (Abbildung 11), lassen diese Befunde
den Schluss zu, dass endogen COX2-abhangig gebildete Prostaglandine die HAS2-
Expression in hVSMC autokrin oder parakrin induzieren.

Da HA aber abhangig vom Molekulargewicht entweder pro- oder anti-
atherosklerotische Funktionen vermitteln kann (West et al., 1989), sollte in
weiterfiihrenden Arbeiten auch das Molekulargewicht von HA nach Stimulation mit
PG bestimmt werden. AulRerdem ist es noch unbekannt, ob Prostaglandine auch
Effekte auf andere Komponenten der perizellularen HA-Matrix haben. Auch diese
Frage sollte in zuklnftigen Arbeiten untersucht werden, da auch eine Regulation
anderer MatrixKomponenten durch PGs, die perizellulare HA-EZM indirekt

beeinflussen und so den Phanotyp von hVSMCs verandern konnte.
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4.2 Die Bedeutung von HAS2 fiir die Regulation des glattmuskularen
Phanotyps

Die Bedeutung von HAS2 fur den Phénotyp von hVSMCs und die
pathophysiologische Rolle von HA und den HAS-Isoenzymen wahrend der
Atherosklerose, ist bis heute weitgehend unbekannt. Eine Mdglichkeit die Funktion
einzelner Gene zu untersuchen, bietet neben der Erzeugung einer transgenen oder
Gen-defizienten Maus in vivo, die RNA-Interferenz-Technologie. Mit dieser Methode
kann auch in Zellkulturexperimenten, in vitro eine Ausschaltung eines spezifischen
Gens erzielt werden.

Die Methode der RNA-Interferenz wurde in der vorliegenden Arbeit fir HAS2 an
hVSMCs erfolgreich angewendet. Die Transfektion spezifischer HAS2-siRNA
inhibierte die lloprost- und PDGF-BB-induzierte HAS2-Expression nahezu vollstandig
und hemmte auch die HA-Synthese und Sekretion um 50 % (Abbildung 15). Die
Diskrepanz zwischen der starken Wirkung der siRNA auf die HAS2-Expression und
der nur 50 %-igen Hemmung der HA-Synthese konnte durch den Mechanismus der
RNA-Interferenz erklart werden. Die Reduktion der Proteinexpression hangt dabei
nicht nur von der Herabregulierung des Transkriptes, sondern zusatzlich von der
Halbwertszeit der Proteindegradation ab. Wahrend des Versuchszeitraums konnte
trotz verringerter HAS2-Expression, noch funktionell aktive HAS2 in der
Plasmamembran vorhanden sein. Weiterhin sind neben HAS2 noch HAS1 und HAS3
in die Plasmamembran integriert, die zusatzlich HA in die EZM extrudieren und fir

den nicht-hemmbaren Anteil der HA-Synthese verantwortlich sein kdnnten.

Da die HAS2-vermittelte Funktion auf den glattmuskularen Phanotyp weitgehend
unbekannt war, wurden anschlie3end mit Hilfe der siRNA-Technik in funktionellen
Analysen HAS2-spezifische Effekte auf VSMCs untersucht.

4.2.1 Morphologie

Unter dem Einfluss von lloprost traten deutliche Veranderungen in der
Zellmorphologie auf. Das PGhk-Mimetikum lloprost induzierte in humanen VSMCs
deutliche Verédnderungen in der Zellmorphologie, mit einer Auflésung von Aktin

Stressfasern und fokalen Adhasionspunkten (Bulin et al., 2004). Diese reversible
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Auflosung zytoskelletdrer Bestandteile bewirkte eine Abrundung des Zellkérpers.
Auch VSMC, die mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden, zeigten unter dem Einfluss
von lloprost, die beschriebene Abrundung der Zelle. Im Gegensatz dazu flihrte die
Suppression von HAS2 zu einer deutlichen Zunahme der Zellausbreitung und zur
Veréanderung der Zellgestalt (Abbildung 16). Die HAS2-spezifische HA kdnnte daher
an der Regulation der Zellform und der Zellausbreitung beteiligt sein. Dieser Effekt ist
maoglicherweise sehr relevant, da Ausbreitung und Zellform den Phanotyp von
adharenten Zellen stark beeinflussen kdnnen (lvanov et al., 2004; Sroka et al., 2002).
Weitere Hinweise auf eine mogliche Beteiligung an der Regulation der
Zellausbreitung, lieferten Untersuchungen an Keratinozyten, in denen antisense-
HAS2 die Ausbildung fokaler Adhasionsplaques induzierte (Rilla et al., 2002). In der
vorliegenden Arbeit wurde ein dhnlicher Phanotyp durch HAS2-siRNA induziert, da
auch die transfizierten VSMC direkte Kontakte mit dem Untergrund ausbildeten. Das
Fehlen anti-adhasiver perizellularer HA-Hillen (Evanko et al.,, 1999), die
moglicherweise Uberwiegend durch HAS2 synthetisiert werden (Itano et al., 2002),
konnte eine mdgliche Ursache fur die HAS2-siRNA-vermittelte Zellausbreitung sein.
Eine  morphologisch  &hnlich  induzierte  Zellausbreitung und  flachige
Erscheinungsform konnte auch in Analysen mit HA-Oligosacchariden gezeigt werden
(Evanko et al., 1999), die HA von den CD44- und RHAMM-Rezeptoren verdrangen.
Die Zunahme der Zellflache ging in der Arbeit von Evanko et al. einher mit einer

Reduktion perizellularer HA-Huillen.

4.2.2 Migration

Die perizellulare HA-abhangige Matrixbildung ist ein dynamischer, rasch koordinierter
Prozess, der durch verringerte Adhéasion, die Migration und die Proliferation von
VSMCs fordert (Evanko et al., 1999). In den vorliegenden Untersuchungen konnte
eine Abnahme der migratorischen Aktivitdt von hVSMCs nach Inhibierung der HAS2-
Expression gezeigt werden (Abbildung 18). Dieser Befund legt nahe, dass die HAS2-
Isoform eine wichtige Funktion fir die Regulation migratorischer Prozesse in hVSMC
spielt. Eine Ursache dafur konnte eine unzureichende Ausbildung perizellularer HA-
Hullen darstellen einhergehend mit einer erhdhten Zelladhasion, wie oben stehend
erlautert. Eine weitere Erklarung konnte das Fehlen von HA an der Zellunterseite

sein, wodurch die koordinierte Ablésung der Zelle wahrend der gerichteten
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Bewegung erschwert wirde. Die vorliegenden Ergebnisse stehen im Einklang mit
Untersuchungen an Keratinozyten mittels antisense-HAS2 (Rilla et al., 2002) und an
Fibroblasten mittels ektopischer Uberexpression von HAS2 (ltano et al., 2002).
Ebenso bewirkte die Inkubation von VSMC mit HA-Oligosacchariden, &hnlich wie
HAS2-siRNA, eine Suppression der Migration mit gleichzeitiger Reduktion
perizellularer HA-Hullen (Evanko et al., 1999).

Waéhrend es noch unbekannt ist, welcher Rezeptor fur die HAS2-vermittelte Migration
von hVSMC verantwortlich ist, ergaben Untersuchungen an Fibroblasten (Sohara et
al., 2001) und an Endothelzellen (Singleton and Bourguignon, 2002), dass die durch
HA-stimulierte Migration CD44-abhangig ist. Eine Regulierung migratorischer
Prozesse, wird durch die Interaktion der EZM mit Integrinen vermittelt. Durch diese
Interaktion wird die Phosphorylierung der fokalen Adhasionskinase (FAK) und die
Bildung fokaler Adhasionskomplexe (FA) induziert, die den dynamischen Auf- und
Abbau des Aktin-Zytoskleletts regulieren kénnen. Zusatzlich werden von der FAK
auch intrazellulare Signalwege aktiviert, die ebenfalls essentiell fur die Migration von
VSMCs sind, wie z.B. die Aktivierung von Rho, die Aktivierung der durch ,src'-
initiilerten ,ras’-raf’-Tyrosinkinase-Kaskade und des Pk-Kinase-Weges (Aplin et al.,
1998). Die FAK-mediierte Siganltransduktion wird initiert durch die
Autophophorylierung von FAK am Tyrosin 397. So fihrte eine Inhibierung der FAK-
Phosphorylierung an der Autophosphorylierungsstelle Y397 zu einer reduzierten
Rekrutierung der Tyrosinkinase Src in den FA-Komplex und bewirkte so eine
Reduktion der Migration (Sieg et al., 2000). Somit ist es denkbar, dass die
Dephosphorylierung der fokalen Adhasionskinase (FAK) an der
Autophosphorylierungsstelle Y397 nach Inhibierung der HAS2-Expression durch
HAS2-siRNA (Abbildung 22) eine Erklarung fir die Hemmung der Migration von
hVSMC in diesen Experimenten bietet.

Die Dephosphorylierung von FAK konnte auch eine verminderte Phosphorylierung
und Bindung von Paxillin bewirken und so zur Auflosung FA und zur veranderten
Anordnung von Aktinfilamenten fuhren. Die Funktion HAS2-synthetisierter HA in der
Regulation von FA ist bisher unbekannt. Analysen der Signaltransduktion des
Rezeptors CD44, ergaben jedoch eine HA-stimulierte Induktion der Src-
Kinaseaktivitat hin, wodurch die Phosphorylierung von Cortactin, einem Protein des
Zytoskeletts, induziert und die Vernetzung mit F-Aktin vermindert wurde
(Bourguignon et al., 2001).
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Untersuchungen an Fibroblasten wiesen auch auf eine HA-mediierte RHAMM-
abhangige Regulation von FA hin, einhergehend mit einer Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von pp125 ¥ (Hall et al., 1994). Im Gegensatz dazu bewirkte
eine HA-Stimulation in humanen ventsen und arteriellen Endothelzellen eine
RHAMM-abhéngige Tyr-Phosphorylierung von pp125™K und Paxillin (Lokeshwar and
Selzer, 2000). Es ist somit mdglich, dass in den hier vorgelegten Experimenten an
hVSMC die von HAS2 synthetisierte HA tber RHAMM die Phosphorylierung von FAK

steuert.

Der HA-Rezeptor CD44 aktiviert nicht nur die HA-abhangige Signaltransduktion,
welche die Ausbildung des Zytoskleletts reguliert, sondern kann zusatzlich, nach HA-
Bindung, ahnlich wie Integrine, direkt mit Proteinen des Zytoskeletts interagieren. Zu
diesen Proteinen gehdrt das Ankyrin (Bourguignon et al., 1998) oder die Familie der
ERM-Proteine (Ezrin, Radixin, Moesin, Merlin) (Tsukita et al., 1994). Das Fehlen
HAS2-synthetisierter HA konnte diese direkte Interaktion von CD44 mit Ankyrin und
ERM inhibieren und so die beobachteten Veranderungen der FA und des Zytoskelett

hervorrufen.

4.2.3 Zellproliferation

Die anti-adhé&siven Eigenschaften perizellularer HA und die Organization des
Zytoskleletts, sind auch wahrend der Proliferation von VSMCs von grol3er
Bedeutung, sowie auch intrazellulare HA, die Uberwiegend mit dem Zellkern
assoziiert vorkommt und nukleéare Prozesse wie z.B. die Chromosomensegregation
wahrend der Mitose steuert (Evanko and Wight, 1999).

Die eigenen Untersuchungen zur Rolle der HAS2-Expression fur die Proliferation von
hVSMC, ergaben eine Reduktion der Zellzahl, eine reduzierte DNA-Neusynthese und
einen verminderten Gehalt an Cyclin D1 (Abbildung 19, 20, 21). Diese Ergebnisse
weisen auf eine Funktion von HAS2-synthetisierter HA in der Zellzyklusprogression
hin. Wie im Prozess der Migration konnte das Fehlen perizellularer HA-Hdllen, die
Abrundung der Zelle in der Mitose erschweren (Evanko et al., 1999). Eine weitere
Mdoglichkeit far den Zellzyklusarrest konnte das Fehlen HAS2-spezifischer

intrazellularer HA sein.
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Die Assoziation von HA mit der Zellproliferation ist vielféltig, im Hinblick auf die
Tumorentstehung beschrieben. So induzierte die HA-Stimulation in Krebszellen,
durch Aktivierung des HA-Rezeptors CD44 das Zellwachstum in Tumorzelllinien. In
Ubereinstimmung  zeigten  Untersuchungen mit HA-Oligosacchariden, die
hochmolekulare HA von CD44 und RHAMM verdrangen, eine Reduktion der Zellzahl,
sowie die Abnahme von Tumorwachstum (Ghatak et al., 2002).

Die hier fur HAS2 gezeigte Regulation der Proliferation von hVSMCs, steht im
Einklang mit Untersuchungen in anderen Zelltypen. So konnte auch in Keratinozyten
durch antisense-HAS2 eine deutliche Abnahme der Proliferation gezeigt werden
(Rilla et al., 2002). Im Gegensatz dazu induzierte eine adenovirale Uberexpression
von HAS2 die Zellzahl in Epithelzellen vermittelt durch den HA-Rezeptor CD44
(Zoltan-Jones et al., 2003). Weiterhin bewirkte die ektopische Uberexpression von
HAS2 eine Aufhebung der Kontaktinhibierung des Zellwachstums von Fibroblasten
(Itano et al., 2002).

In Zellkulturexperimenten konnte mit CD44 ein méglicher HA-Rezeptor auf der Zell-
Oberflache identifiziert werden, tGiber den die Signaltransduktion fiir Proliferation und
Zellwachstum aktiviert wird (Zoltanldones et al., 2003). Beruhend auf
Untersuchungen an RHAMM™-defizienten (Receptor of HA-mediated motility)
Mausen wurde auch eine Beteiligung dieses HA-Rezeptors an der Kontrolle der
Proliferation postuliert. In Fibroblasten und Tumorzellen konnte abhéngig von der
RHAMM-Defizienz, eine Inhibierung der Zellproliferation gezeigt werden (Tolg et al.,
2003). RHAMM ist nicht nur Zelloberflacherezeptor, sondern kommt zusétzlich
intrazellular und nuklear vor. Im Zellkern assoziiert RHAMM mit den Mikrotubuli der
Interphase und der mitotischen Spindel (Assmann et al., 1999). Anhand von
Genexressionsanalysen wéahrend der Zellzyklus-Progression, konnte die Induktion
von RHAMM und HAS2 vor Beginn der Mitose gezeigt werden (Assmann et al.,
1999), welches wiederum auf eine bedeutende Funktion von HAS2 im Zellzyklus

hinweist.

Unter Einbeziehung der Literaturbefunde konnte der an hVSMC erhobene Befund,
dass die Suppression von HAS2 mittels siRNA die Migration und Proliferation
hVSMCs hemmt, auf der Modulation der FA (FAK-Phophorylierung und Paxillin) und
auf Veranderungen des Aktin-Zytoskleletts beruhen. Diese Effekte konnten auf der

Hemmung der RHAMM - und / oder CD44 - vermittelten Signaltransduktion basieren.
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Ein weiterer Mechanismus konnte das Fehlen perizellularer, durch HAS2-
synthetisierte HA-Hillen sein, welches zur verstarkten Zelladhasion fihrt und
dadurch die Abrundung der mitotischen Zelle sowie die gerichtete Zellbewegung

erschwert.

4.2.4 Plz-Kinase-/Akt-abhangige Signaltransduktion

Die Pk-Kinase-/Akt-abhéngige Signaltransduktion, die z.B. fur die Migration, de
Proliferation oder die Apoptose eine bedeutende Rolle spielt, wird anhand
verschiedener Untersuchungen in Tumorzellen mit der CD44-/HA-vermittelten
Signaltransduktion assoziiert (Fujita et al., 2002). Hinweise auf eine HAS2-
vermittelte Regulation, erbrachte eine adenovirale Uberexpression von HAS2, durch
die der Phosphorylierungsgrad von Akt und der Gsk3R (Glykogen-Synthase-Kinase
313), einem Substrat von Akt, induziert wurde (Zoltan-Jones et al., 2003). Analog der
adenoviralen HAS2-Uberexpression, fiihrte in der hier vorgelegten Arbeit das Fehlen
endogener HAS2 in hVSMC zu einer verminderten Akt-Phosphorylierung und zu
einer Abnahme phosphorylierter Akt-Substrate (Abbildung 24). Ahnliche Effekte
zeigten auch HA-Oligosaccharide, die die hochmolekulare HA von ihren Rezeptoren
verdrdngen und dadurch auch die Phk-Kinaseaktivitdit und das Wachstum von
Tumorzellen inhibierten (Ghatak et al., 2002). Die vorliegenden Untersuchungen
untersttitzen daher die Annahme, dass in hVSMC besonders die von HAS2 gebildete
HA eine Hemmung der Pk-Kinase/Akt-Signaltransduktion bewirkt und so zu einer
Reduktion der Migration und der Proliferation fihrt.

Die Bindeglieder zwischen den HA - Rezeptoren einerseits und der Phosphorylierung
von FAK und AKT andererseits sind bisher unbekannt. In Tumorzellen scheint die
CD44-/HA-abhangige Aktivierung der Rho-Kinase (ROK) durch RhoA, fur die
Rekrutierung von Akt verantwortlich zu sein, wodurch das wiederum das Wachstum
gefordert wird. Eine Beteiligung der Rho-Kinase an den HAS2-vermittelten Effekten
auf die Pk-Kinase/Akt-abhangige Signaltransduktion in hVSMC, sollte daher
nachfolgend untersucht werden.

Weiterhin kdnnte eine Induktion der Phosphatase PTEN, wie zuvor nach Applikation
von HA-Oligosacchariden beobachtet wurde durch das Fehlen HAS2-spezifischer HA
bewirkt werden (Ghatak et al., 2002). Diese Phosphatase induziert eine

Dephosphorylierung von PIP3, wodurch die Rekrutierung von Akt inhibiert und die
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Signaltransduktion unterbrochen wird (Maehama and Dixon, 1998). Zusatzlich kann
PTEN eine Dephosphorylierung von FAK bewirken und so die Zelladh&sion und
Migration beeinflussen.

Ziel zukinftiger Untersuchungen konnte es demnach sein zu klaren, ob tatsachlich
ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen HAS2-Expression und HA-Synthese
und der Aktivitdt von FAK sowie der der Pk-/Akt-abhéngigen Signaltransduktion
besteht und ob dieser Zusammenhang die Regulation des glattmuskularen
Phanotyps durch HAS2 erklaren kann. Zusatzlich sollte die mdgliche Beteiligung von
Phosphatasen, Kinasen oder GTPasen wie Ras, RhoA oder Racl fir HAS2-
abhangige Effekte analysiert und die verantwortlichen HA-Rezeptoren identifiziert

werden.

4.2.5 Genexpression

Die Suppression von HAS2 bewirkte dramatische Verédnderungen der
phanotypischen Eigenschaften von VSMC. Mittels Mikroarrayanalysen sollte
anschlieBend der Einfluss von HAS2-siRNA auf die Genexpression untersucht
werden. Die Klassifizierung differentiell regulierter Gene erfolgte in verschiedenen
funktionellen Gruppen (Tabelle 8). Es wurden viele Gene identifiziert, die den
Zellzyklus regulieren oder in inflammatorische Prozesse involviert sind sowie Gene
der EZM, des Zytoskleletts, oder die mit der Apoptose assoziiert werden. Diese
veranderte Genexpression konnte mal3geblich an der HAS2-siRNA-induzierten
Entstehung des glattmuskul&ren Phanotyps beteiligt sein.

Die wichtigsten der differentiell regulierten Gene sollten nachfolgend hinsichtlich
einer potentiellen Bedeutung fir den glattmuskularen Phanotyp besprochen werden.
Die Ergebnisse der Expressionsanalysen weisen darauf hin, dass das Fehlen von
HAS2 eine Modulation der EZM induzieren konnte. Die massive Induktion der
Matrixmetalloproteinasen 8 und 10 (MMP 8; MMP 10), konnte die Degradierung von
Matrixkomponenten bewirken, da z.B. Kollagene (Typ I, Il, lll, IV und V), nicht-
polymerisiertes Kollagen, Proteoglykane, das Link-Protein, Fibronektin, Laminin oder
Elastin, Substrate dieser Matrixmetalloproteinasen darstellen (Katsuda and Kaiji,
2003) und so die Zusammensetzung der EZM verandert werden kdnnte (Nagase and
Woessner, 1999; Okada and Hashimoto, 2001). Im Gegensatz zu den MMPs, wurde
TIMP-3 (tissue inhibitor of metalloproteinase 3), ein Inhibitor der MMP-Aktivitat, durch
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HAS2-siRNA herunterreguliert. Die reduzierte TIMP-mediierte Hemmung der MMP-
Aktivitat, konnte sich additiv oder synergistisch auf den MMP-induzierten Abbau der
oben beschriebenen EZM-Moleklle auswirken. Aus der publizierten Literatur
ergeben sich zu VSMC bisher noch keine Hinweise auf eine HAS2-abhangige
Regulation der MMP-Expression. Nach Stimulation mit HA-Oligosacchariden zeigen
allerdings Tumorzellen, eine Induktion von MMP9 und MMP13, (Fieber et al., 2004).
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den hier vorgelegten Daten, da die HA-
Oligosaccharide in Tumorzellen die Signaltransduktion von CD44 und RHAMM
hemmen. Zuséatzlich fuhrte HAS2-siRNA zu einer Herabregulation der Genexpression
fur die Kollagene Typ I, VI und XV. Kollagene sind wesentliche Bestandteile der EZM
und beeinflussen verschiedene zellulare Prozesse, wie die Differenzierung,
Adhasion, Apoptose, Migration oder die Proliferation (Plenz et al., 2003). Die
experimentelle Hemmung der HAS2-Expression konnte demnach eine Forderung
des Kollagenabbaus durch MMPs induzieren und gleichzeitig die
Kollagenneusynthese hemmen. Dadurch koénnte ein dramatischer Umbau der
Kollagenmatrix eingeleitet werden.

Eine weitere funktionelle Bedeutung fur den glattmuskuldren Phanotyp, kénnte die
HAS2-abhangige Herunterregulierung von Versikan (SpleiRvariante V3) haben. Das
Versikan V3 ist in die Regulation der Elastinfibrillogenese und damit in die
Organisation der EZM involviert (Merrilees et al., 2002). Aul3erdem fungiert Versikan
V3 wabhrscheinlich als Antagonist zum ,normalen’ Versikan. Versikan ein
Chondroitinsulfat-Proteoglykan, das auch Bestandteil der perizellularen EZM-Matrix
ist. Sowohl Versikan V3 als auch Versikan interagieren mit HA durch spezifische HA-
Bindungsregionen (Merrilees et al., 2002; Wight and Merrilees, 2004). Auch ein
weiteres Molekil des perizellularen HA-Mantels, Tsg-6, wurde durch HAS2-siRNA
differentiell reguliert. Tsg-6 ist wie Versikan und Versikan V3 ein mit HA-
interagierendes Hyaladherin und wird in Fibroblasten, Monozyten, Chrondozyten und
SMC, als Antwort auf inflammatorische Mediatoren und Wachstumsfaktoren
exprimiert (Day, 1999; Wisniewski and Vilcek, 1997). Obwohl die Funktion von Tsg-6
nicht eindeutig scheint, gibt es Hinweise darauf, dass das anti-inflammatorische
Molekul (Wisniewski et al., 1996) einen endogenen Inhibitor der Migration darstellt
(Parkar et al., 1998). Daher konnte die Tsg-6-Induktion durch HAS2-siRNA

maoglicherweise zu der Hemmung der Migration durch HAS2-siRNA beitragen.



Diskussion 86

Zusammenfassend ergibt sich aus der Expressionsanalyse, dass ein Mangel an
HAS2 eine verédnderte Zusammensetzung der extrazellularen und der HA-
abhangigen perizellularen Matrix auslost. Da diese die zellulare Antwort von VSMC
auf Wachstumsfaktoren kontrolliert und so die Migration und Proliferation VSMC
beeinflusst, konnte die EZM-Modulation ein Grund fur die HAS2-vermittelte

Reduktion von Migration und Proliferation sein.

Anhand der DNA-Mikroarrayanalysen konnten auch Genregulationen aufgedeckt
werden, die den durch HAS2-siRNA-induzierten Zellzyklus-Arrest vermitteln kénnten,
da eine differentielle Regulation verschiedener Zellzyklus-assoziierter Gene auftrat.
So ergab die Transfektion mit HAS2-siRNA eine Transkriptverminderung des
Replikationsfaktors C, der in der DNA-Elongation wahrend der Replikation involviert
ist (Munshi et al., 2003). Einen weiteren Hinweis auf eine HAS2-siRNA-induzierte
Abnahme der Proliferation, kénnte die Herabregulation von PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) sein (Baroja et al., 1996). Desweiteren bewirkte HAS2-siRNA eine
verminderte Expression einer Reihe von weiteren Genen, die fur die Progression des
Zellzyklus essentiell sind wie CDKS8 (cyclin-dependent-kinase 8), CDC6 (cell-

devision-cycle 6), Cyclin G1 und Rb-Protein (retinoblastoma protein).

Desweiteren, scheint HAS2-synthetisierte HA apoptotische Prozesse zu regulieren.
Die Expressionsanalyse ermoglichte die Identifizierung verschiedener Apoptose-
assoziierter Gene, die unter dem Einfluss von HAS2-siRNA differentiell reguliert
waren. SOX-4, der als positiver Regulator apoptotischer Prozesse beschrieben
wurde (Kim et al., 2002), wurde bei Suppression von HAS2 induziert und kdnnte so
einen Zelltod bewirken. Zusatzlich wurde die Expression von MDA-7 (melanoma
differentiation-associated gene-7) in Abhangigkeit der HAS2-siRNA massiv
heraufreguliert, dass ebenfalls die Apoptose in hVSMC induzieren kénnte. Hinweise
auf eine Beteiligung von MDA-7 an apoptotischen Prozessen, erbrachten
Untersuchungen an Krebszellen. Dort bewirkte die adenovirale Uberexpression von
MDA-7, uUber Inhibierung der Pk-Kinase/Akt-abhdngigen Signaltransduktion, eine
Reduktion der Migration, mit gleichzeitiger Induktion der Apoptose (Ramesh et al.,
2004). Im Gegensatz dazu wurde die Expression von DRAK2, eine Serin-
/Threoninkinase, die Apoptose induzieren kann (Sanjo et al.,, 1998), durch HAS2-

siRNA deutlich vermindert. Diese Ergebnisse erscheinen von grofiem Neuheitswert,
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da es auf die HAS2-/bzw. HA-vermittelte Regulation dieser Apoptose-assoziierten
Gene und die resultierenden Auswirkungen auf hVSMC bisher noch keine Hinweise
gab. Dass die Akt-Phosphorylierung, ein starkes anti-apoptotisches Signal, durch
HAS2-siRNA gehemmt wurde, spricht ebenfalls fiir eine Rolle von HAS2 in der
Regulation der Apoptose. Untersuchungen an Krebszellen unterstitzen den
postulierten HAS2/HA-vermittelten Einfluss auf die Apoptose, da fir die Interaktion
von CD44 mit HA in Krebszellen starke anti-apoptotische Wirkungen nachgewiesen
wurden (Fujita et al., 2002). Ein moglicher pro-apoptotischer Effekt der HAS2-siRNA
in hVSMC sollte Ziel nachfolgender Untersuchungen sein.

Interessanterweise fuhrte die Transfektion mit HAS2-siRNA zu einer verstarkten
COX2-Expression. Da COX2-abhangig gebildete Prostaglandine die HAS2-
Expression fordern, konnte die durch HAS2-siRNA-vermittelte Induktion eine positive
Ruckkopplung darstellen. Durch das Fehlen endogener HAS2, wirde so die PG-
Synthese COX2-vermittelt induziert werden, was wiederum zur HAS2-Induktion und

zur verstarkten HA-Synthese fuhren konnte.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der HAS2-siRNA-mediierten Veranderungen auf
den glattmusklularen Phanotyp.
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Zusammenfassend konnten zahlreiche differentiell regulierte Gene identifiziert
werden. Vielen dieser Gene werden Funktionen in der Phé&notyp-Modulation
zugeschrieben (Abbildung 26). Eine HAS2-siRNA-vermittelte EZM-Modulation kénnte
eine Verminderung der Migration und Proliferation sowie eine Fo6rderung der
Apoptose bewirken. Zusatzlich konnte die verdnderte Expression zytoskelettarer
Gene, die Zellmorphologie beeinflussen und so ebenfalls zur Hemmung der

Migration und die Proliferation betragen.

4.3 Die Bedeutung der Prostaglandin-vermittelten HA-Induktion fir die
Atherosklerose

Die Atherosklerose, eine chronische Entziindung der GefalRwand, kann aus einer
arteriellen GefalRverletzung hervorgehen oder die Folge von lokalen und
systemischen Risikofaktoren sein. Der Atherosklerose geht die endotheliale
Dysfunktion vorraus, durch die vasoprotektive Mediatoren wie z.B. PGL vermindert
gebildet werden (Ross, 1999). Nach der Adhasion von Thrombozyten und
Leukozyten an die Endothelschicht, durchwandern diese das Endothel und
differenzieren im subendothelialen Raum zu Makrophagen und spéter zu
Schaumzellen. Die Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine,
induziert die Dedifferenzierung von VSMCs in einen ,synthetischen* Phanotyp.
Dieser Phanotyp weist sehr hohe proliferative und migratorische Aktivitat auf, sowie
eine hohe Synthese verschiedener EZM-Molekile, die eine neue Umgebung fur die
VSMC schaffen. Diese pro-atherosklerotischen Eigenschaften von VSMCs, werden
wahrscheinlich durch HA geftérdert. Im Gegensatz dazu, besitzen die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten PGs, anti-atherosklerotische Eigenschaften, wie z.B. die

Inhibierung von Proliferation und Migration VSMCs.

Die in den Zellkulturexperimenten nachgewiesene signifikante Induktion der HA-
Synthese, bereits bei physiologisch relevanten PG-Konzentrationen, kbénnte auf eine
mogliche physiologische Bedeutung des identifizierten Regulationsmechanismus
hinweisen. Diese These wurde zusatzlich unterstiitzt durch die Assoziation der
COX2-Aktivitat mit der basalen HAS2-Expression in vitro. Da ein mdglicher
Zusammenhang von HA mit PG in der humanen Atherosklerose nicht bekannt war,

wurden  verschiedene  immunhistologische  Untersuchungen  durchgefihrt.
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Atherosklerotische Lasionen wurden zum einen fur HA gefarbt und zum anderen
wurden COX2, der EP2-Rezeptor, glatte Muskelzellen und Makrophagen
nachgewiesen. Die Befunde dieser Analysen, gaben Hinweise auf eine
Kolokalisierung von HA mit COX2 im Bereich der Neointima. Zusatzlich konnte eine
Assoziation von HA mit EP»-Rezeptoren und VSMCs identifiziert werden. Diese
Ergebnisse, werden durch verschiedene Befunde bestétigt, in der das Vorkommen
von HA in allen Bereichen atherosklerotischer Plaques (Levesque et al., 1994), sowie
in der Neointima nach Gefal3verletzung (Riessen et al., 1996) gezeigt werden konnte.
Zusétzlich assoziierten perizellulare HA-Mantel in atherosklerotischen Lasionen mit
stark proliferativen VSMC (Riessen et al., 1996), was die pro-atherosklerotische
Funktion von HA unterstutzt.

In verschiedenen Untersuchungen wurde eine mdgliche Funktion von HA, in der
Rekrutierung von Makrophagen und deren CD44-abhangige Adhasion an die
Endotheloberflache postuliert (Nandi et al., 2000), welches den Initialprozess in der
Entstehung der Atherosklerose fordern konnte. Weiterhin konnte in CD44” /ApoE™ -
defizienten Mausen eine Reduktion atherosklerotischer Lasionen um 50%-70%
erzielt werden, begleitet von einer verminderten Adh&asion von Makrophagen (Cuff et
al., 2001).

Im Gegensatz zu den postulierten pro-atherosklerotischen Eigenschaften von HA,
wird die Funktion von COX2 in der Atherosklerose kontrovers diskutiert. COX2 und
die Prostaglandin E-Synthase (PGES) werden verstarkt durch Makrophagen und
VSMCs in atherosklerotischen Lasionen exprimiert (Cipollone et al., 2001), was auf
eine mogliche pro-atherosklerotische Funktion von COX2 und PGE; hindeutet.
Weiterhin wird die Expression von COX2 und auch die von PGES durch pro-
inflammatorische Stimuli, wie Interferon g oder IL-13 induziert, die wéhrend der
Atherosklerose durch die Aktivierung von Makrophagen vermehrt gebildet werden.
(Murakami et al., 2000). Die koordinierte Heraufregulierung von COX2 und PGES
konnte in atherosklerotischen Lasionen hohe Konzentrationen pro-inflammatorischer
PGs (PGE,) induzieren. Das Konzept der pro-atherosklerotischen PGE»-Wirkung
wird durch Befunde an Patienten gestitzt, die nahelegen, dass PGs in
atherosklerotischen Plagues Matrix-Metalloproteinasen (MMP 9) induzieren (Burleigh
et al., 2002; Cipollone et al., 2001). Die Induktion von MMPs konnte begrenzte,
kleine Rupturen der fibrotischen Plaquekappe begiinstigen, die die Progression der

Plagues fordern oder auch umfangreiche Rupturen auslésen, welche wiederrum
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haufig einen thrombotischen Verschluss der betroffenen Arterie nach sich ziehen.
Weitere pro-atherosklerotische Effekte von COX2 wurden bei Patienten mit koronar
vaskularen Erkrankungen beobachtet. Hier fuhrte die selektive COX2-Inhibierung zu
einer Verbesserung der Endothel-abhangigen Funktionen, mit einhergehender
Verminderung der Menge an C-reaktivem Protein (Chenevard et al., 2003).

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der Kolokalisierung von HA, COX2
und dem EP»-Rezeptor, deuten ebenfalls auf eine pro-atherosklerotische Funktion
von COX2 hin (Abbildung 13 und 14). Da eine Assoziation von HA mit VSMCs
gezeigt werden konnte, die den EP2-Rezeptor exprimierten, kdnnte von COX2-
synthetisiertes PGE, Uber den EP,-Rezeptor die HA-Synthese in atherosklerotischen
Lasionen induzieren. Im Gegensatz dazu scheint der IP-Rezeptor, der in den
untersuchten humanen atherosklerotischen Lasionen nicht detektiert werden konnte,
keine Bedeutung fur die HA-Akkumulation in der Neointima zu haben. Somit scheint
die pathophysiologische Relevanz der Regulation von HAS2 durch Eikosanoide fur
die Atherosklerose in der durch PGE»- und dem EP,-Rezeptor-mediierten HA-
Synthese zu liegen. PGL oder lloprost kdnnen zwar in vitro ebenfalls Gber
Aktivierung der AC und des cAMP-/PKA-Weges HAS2 induzieren. Dieser Weg
scheint aber in vivo keine Rolle zu spielen, da die IP-Rezeptoren in den
atherosklerotischen Plagues nicht nachgewiesen werden konnten und es auch keine
Befunde gibt, die zeigen, dass in atherosklerotischen Lasionen die PGhk-Synthase in
groReren Mengen zusammen mit COX2 exprimiert wird. Diese Schlussfolgerung ist
daher auch mit dem Konzept der vasoprotektiven Funktion von PGL und IP-
Rezeptoren in gesunden Gefal3en vereinbar.

Zusammenfassend deuten die an Patienten mit koronarer Herzkrankheit und
Atherosklerose erhobenen Erkenntnisse, dass PGE; die MMP Bildung induziert
(Cipollone et al., 2001), dass sich die Endothelfunktion nach COX2-Inhibition
verbessert (Chenevard et al., 2003) und dass PGE;, via EP;-Rezeptoren HAS2
induziert, darauf hin, dass die Uber COX2, PGES, PGE, und EP»-Rezeptoren
vermittelten Signale die Progression der Atherosklerose fordern. Weitere Hinweise
auf eine pro-atherosklerotische Funktion von COX2, erbrachten Untersuchungen an
LDL-Rezeptor-defizienten Mausen. Die genetische Deletion, sowie die
pharmakologische Inhibierung von COX2, bewirkte in diesem Tiermodell eine
verminderte Bildung atherosklerotischer Lasionen. Im Gegensatz dazu, werden durch
COX2-Inhibitoren ~ akut  pro-thrombotische  Effekte  bei  Patienten  mit
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atherosklerotischer Grunderkrankung ausgelost. So ergaben die Befunde aus der
VIGOR-Studie, dass die Hemmung von COX2 mittels Rofecoxib ein erhohtes
kardiovaskulares Risiko bewirken kann. Dieser pro-thrombotische Effekt wird auf die
verminderte Synthese vasodilaterender PGs und eine Reduktion von anti-
aggregatorischem PGk (Bombardier et al., 2000) bei unveranderter Thromboxan A,-
Synthese durch COX1 in Thrombozyten zurlckgefuhrt. Damit ergibt sich die
Hypothese, dass COX2 Inhibitoren mdglicherweise die Progression der
atherosklerotischen Plaques langfristig hemmen, gleichzeitig aber durch das gestorte
Gleichgewicht von Prostazyklin und Thromboxan A akut das thromboembolische

Risiko von Patienten mit bestehender atherosklerotischer Gefal3erkrankung erhéhen.



Zusammenfassung 92

5 Zusammenfassung

HA wird durch 3 HAS-Isoformen synthetisiert und anschlie3end in den e xtrazelluléaren
Raum sezerniert. Die HA-Synthese und die HAS-Expression werden durch
verschiedene pro-inflammatorische Stimuli induziert. HA vermittelt eine Vielzahl
proatherogener Eigenschaften, wie die Forderung der Migration oder der Proliferation
von VSMCs. Desweiteren findet man eine starke HA-Akkumulation im
atherosklerotischen Plaque und restenotischen Lasionen. PGL und PGE; gehoren
zur Gruppe der Prostaglandine, deren Vorstufen in BlutgefaRen aus Arachidonséure
durch die Cyclooxygenasen (COX1l, COX2) gebildet werden. PGl und PGE;
hemmen die Migration und Proliferation von VSMCs und wirken vasodilatierend.

In der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass die HA-Synthese in hVSMC
durch Prostaglandine induziert wird und eine Bedeutung dieser Regulation fur die
Atherosklerose nahegelegt. Es konnte gezeigt werden, dass vasodilatierende
Prostaglandine vermittelt Gber IP- und EP,-Rezeptoren die HAS2-Expression und
HA-Synthese cAMP-/PKA-abhangig induzieren. Die Zunahme der HAS2-mRNA
fuhrte zur verstarkten Ausbildung perizellularer HA-Mantel. Nachfolgend wurde die
Bedeutung des PG-vermittelten Regulationsmechanismus fur die Atherosklerose an
humanen atherosklerotischen Lasionen bestatigt. Bei diesen Untersuchungen wurde
eine Kolokalisierung von HA und COX2 nachgewiesen, sowie eine Assoziation von
HA mit dem EP2-Rezeptor und VSMCs gezeigt. Die lloprost-vermittelte HAS2-
Expression und die HA-Synthese konnten anhand der Methode der RNA-Interferenz
gehemmt werden, wodurch auch Untersuchungen zur Funktion der von HAS2-
synthetisierten HA ermdglicht wurden. HAS2-siRNA induzierte morphologische und
zytoskelettare Veranderungen sowie eine reduzierte Migration. Desweiteren wurde
durch Hemmung der HAS2-Expression ein Zellzyklus-Arrest ausgel6st, welches sich
anhand der verminderten Cyclin Di-Konzentration, der Abnahme der DNA-
Neusynthese und letztlich durch die reduzierte Zellproliferation zeigen liel3. Kausal fur
diese Effekte konnten die Dephosphorylierung von FAK und eine Inhibierung der Pk-
Kinase/Akt-abhangigen Signaltransduktion sowie Veréanderungen der Genexpression
sein, die mittels Genexpressionsanalysen nachgewiesen wurden. Unter den HAS2-
abhangig regulierten Genen fanden sich funktionell verwandte Gen-Gruppen, die die
EZM-Modulation, den Zellzyklus-Arrest oder die zytokelettaren Vera&nderungen
vermitteln konnten. Aus den vorgelegten Daten lasst sich daher schliel3en, dass
HAS2 und HAS2-mediierte HA-Synthese eine bedeutende Funktion fir den
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glattmuskularen Phanotyp haben und dass die Prostaglandin-vermittelte Regulation

von HAS2 madglicherweise eine Rolle fiir die Progression der Atherosklerose spielt.
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