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1. EINLEITUNG

1.1.  Geschichtliche Entwicklung der Nierentransplantation

Fiir viele Menschen, de an einer mangelnden Nierenfunktion leiden, Ibeibt am Ende
einer langdauernden medikamentésen Therapie oder Dialysebehandlung nur noch de
Organtransplantation, m die Lebensqualitit des betreffenden Patienten zu erhalten
oder zu verbessern. Die Geschichte der Nierentransplantation keginnt imJahre 1902.
In Wien wurde damals die este erfolgreiche tierexperimentelle Nierentransplantation
von E. Ullmann (1861-1944) vorgenommen (Hamilton  1988Es erfolgten weitere
Versuche von Allo- und Xenotransplantationen  voilieren, id fiir eine kurze Zeit
sogar etwas Urin produzierten (von Decastello 1902).

Damals wufdte man noch nichtsiiber den Temperatureinflufd auf das Transplantat und
die immunol ogischen Abstof3ungsreaktionen.

Alexis Carell (1873-1944) zeigte in seinen Veoffentlichungen 1902, a3
Allotransplantate im Gegensatz u Autotransplantaten schon aah ulzer Zeit hre
Funktion einstellten.

Mathieu Jaboulay (1860-1913) iihrtef1906 ie rste Nierentransplantation am
Menschen dch. Er verwendete dazu i€l Niere von einem Schwein  unde der
Ziege, iedr zwei Patientinnen mit chronischer Niereninsuffizienz jeweils in ied
Ellenbeuge impflanzte. Beide Nieren stellten jedoch schon nach wenigen Stunden
ihre Funktion ein (Jaboulay 1906).

Ernst Unger 1875-1938) versuchte 1909 iedNiere ines totgeborenen Kindes in
einen Affen zu transplantieren, unditer eine Affenniere in  en dMenschen zu
verpflanzen. Beide Male wurde kein Urin rquuziert und Unger oligerte, a@d eine
biochemische Barriere zwischen Mensch ide bestehen miisse, welche eine
Transplantation unmaglich mache.

Im Jahre 1933 wurde von emh ukrainischen Chirurgen Voronoy (1896-1961) die
erste menschliche Nierenallotransplantation an einer Patientin, iedn aner durch

Quecksilbervergiftung verursachten Niereninsuffizienz litt, durchgefiihrt.



Es wurde zwar etwas Urin produziert, id Patientin evstarb aber zwei Tage spiter
wegen ABO-Blutgruppenunvertriaglichkeit, Ischamie und fortdauernder Quecksilber-
schidigung (Voronoy 1936).

In den folgenden Jahren stagnierte das Interesse n der Nierentransplantation, a
kaum neue wissenschaftliche Erkenntnisse gewonnen wurden und de Therapie kaum
Fortschritte machte. In en & Jdbben, in enen uhit steigender Gewil3heit
immunol ogische Mechanismen al's Ursache fiir die Abstol3ungsreaktion angenommen
wurden, stieg das Interesse B @ Nierentransplantation wieder an. Zum ersten Mal
wurden Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) und Kortison as Immunsuppressiva
eingesetzt, jedoch mit wenig Erfolg (Hume ted. 1956 Erst indahre 1954, alsim
Peter Bent Brigham Hospital niBoston id rete riolgreiche Nierentransplantation
an eingligen Zwillingen  wvgenommen wurde, wurde die Nierentransplantation zur
therapeutischen Realitit (Merrill et al. 1956 Murray, Merrill & Harrison 1958. Der
transplantierte Patient iiberlebte den Eingriff neun Jahre, bevor er an einem
Herzinfarkt verstarb. Joseph E. Murray verwendete dabei die in Paris durch Kiiss
beschriebene Methode der extraperitonealen Transplantation mit GefilRanastomose
an teiliakalen Gefille. Diese Methode sollte von nuran Standard werden. Murray
erhielt fiir seine Arbeit  idahre 1990 edNobelpreis. Es klirten sich auch iele
ungeloste Fragen, so zum Beispiel, @3 drch ¢ Transplantation ¢k vorbestehende
Animie (mangelnde Erythropoietinbildung) und Urimie komplett verschwinden.

Mit Beginn eslneu entwickelten Diadyseverfahrens in e  &0Jahren wuchs die
Zahl der Patienten mit etminaer Niereninsuffizienz. Zwischen 1958 und 1862
die Ganzkorperbestrahlung die ingge Maoglichkeit der Immunsuppression. Diese,
sowie die Kombination mit einer Knochenmarkstransplantation ven selben Spender
zeigten nowenig Erfolg (Hamilton & Carell 1988; Hamilton 1988 Im Jahre 1961
wurde Azathioprin, ein Imidazolderivat des 6-Mercaptopurin Amti metabolit,
entwickelt und erfolgreich am Menschen eingesetzt (Schwartz & Dameshek 1959
Die Kombination mit dem neu entwickelten synthetischen Kortikosteroid
Prednisolon zeigte die rsten lingerfristigen Erfolge und galt fiir lingere Zeit as
Standardi mmunsuppressionstherapie.



Jean Dausset beschrieb as erster das Leukozytenantigen , MAC*, welches piter as
HLA-A,-Antigen erkannt wurde (Dausset 1980).

Dadurch gelangte man zu der Erkenntnis, dal3 der Major Histocompatibility Complex
(MHC) eine zentrale Rolle bei der Transplantationsimmunbiologie inne hat. Durch
die HLA-Typisierung gelang es zunehmend, dem Organempfinger ein  assendes
Organ zukommen zu lassen. Im Jahre 1972 wurde bei der Firma Sandoz die
immunsuppressive Wirkung des Pilzmetaboliten Cyclosporin A entdeckt und dssen
Einsatz bei Nierentransplantation erstmals 1978 dah Calne beschrieben (Calne &
White 1978). Durch Kombination erschiedener Immunsuppressiva konnte die
Toxizitdt und id Dosierung der einzelnen Immunsuppressiva herabgesetzt werden.
Sollte s én Zukunft gelingen, rdh Manipulation esdimmunsystems das fremde
Organ as eigen anzuerkennen, konnten id mit schwerwiegenden Nebenwirkungen

behafteten Immunsuppressiva vermieden werden.

1.2.  Definition akute/chronische Abstof3ung

1.2.1. Akute Transplantatabstol3ung

Als akute Transplantatabstof3ung wird eine spezifisch egen Transplantatantigene
gerichtete Immunreaktion daeichnet, id zwischen zwolf Tagen  undier Wonaten
die Transplantatvitalitit bedroht. Dauert die Abstol3ungsreaktion nueinige Tage, so
ist sie in erster Linie ufaeine zellgebundene Immunreaktion zuriickzufiihren. Die
humoraen Immunreaktionen manifestieren sich vor allem in einer Arteriitis (= akute
Transplantatvaskulopathie), welche zur Thrombose kortikaler Gefille mit
Rindeninfarkten fiihrt.



1.2.2. Chronische Transplantatabstof3ung

Darunter ist ein meist schleichend fortschreitenden Schaden des transplantierten
Organs zu enstehen, der sich mehrere Monate bis iiber ein Jahr nach der Nieren-
transplantation in Form einer eingeschrinkten Nierenfunktion manifestiert.

Meist beruht diese hronische AbstoRungsreaktion rwiegend \af einer
obliterierenden Arteriopathie, ebwelcher eine konzentrische, zwiebel schalenartige
Intimafibrose im Vordergrund steht (Fig. 1). Diese Gefildverinderung (= chronische
Transplantatvaskulopathie) betrifft vor allem die Rindenarterien filmd zur
renden Ischimie mit ubulirdér Atrophie, Nephrenzerstérung und interstitieller

Nephrose bis hin zur Schrumpfung des Nierenparenchyms.

normal

Fig. 1

Transplantatvaskul opathie-Stadien

a Im akuten tadium finden sich Endotheldefekte mit Fibrinabscheidungen nd ein subendotheliales
lympho-histiozytares Infiltrat mit einzelnen Shaumzellen.

b Im chronischen Stadium findet sich eine progressive &nzentrisch-obliterierende Gefgpwandfibrose
auf Kosten ad Intima und ed Media (Schauhild aus. Allgemeine und spezielle Pathologie, U.-N.
Riede und H.-E. Schaefer, 1993)



1.3.  Immunodlogische Gesichtspunkte

Unter den 1elen Faktoren, ¢k den Erfolg einer Nierentransplantation sichern, spielt
die genetisch gesteuerte Immunantwort des Empfingers auf die Histokompatibilitits-
antigene des Spenders wohl die groBte Rolle. Diese stellen én Hauptangriffsort der
Abstolungsreaktion ar.dDeshab nkmot n ier cheutigen Transplantationsmedizin
der HLA-Typisierung eine bevorzugte Stellung zu (Adams, Wyner & Karnowsky
1993).

Die Abstolungsreaktion wird urch HLAdAntigene usgelost. Zellen  es
Immunsystems werden aktiviert und setzen Zytokine frel. Interleukin-1 zum Beispiel
aktiviert T-Helferlymphozyten. Diese setzen weitere Zytokine, urter anderem TNFa,
frei. Wihrend der Abstol3ungsreaktion erhohen sich  ielSpiegel von Interleukin-2-
und TNFo- Rezeptoren sowie die Serumspiegel dieser Zytokine selbst (Noronha te
al. 1989).

TNFa aus aktivierten Monozyten bewirkt einen Anstieg der Expression  vafell-
adhisionsmolekiilen [E-Selektin und intrazellulire Adhisionsmolekiile (1-CAM)] auf
der Endothel zel loberfliche (Bobik et al. 1990).

Wechselwirkungen zwischen Endothelzellen ghaiten Muskelzellen alteh ie d
Proliferationsbestrebungen Mhgration eideb Zelltypen in einem bestimmten
Gleichgewicht (Hayry et a. 1936Dies geschieht durch Substanzen wie Heparan-
sulfat, Proteoglykane und em Zytokin Transforming-growth-factor-g1 (Fig. ;
Wrenn et al. 1993).

Es ist auch avod auszugehen, dal3 Molekiile, ie wbm Spenderorgan sezerniert
werden, in iesed immunologischen Prozess involviert sind. Die persistierenden
perivaskuliren Infiltrate fithren zur Zerstérung des GefilRendothels, induzieren ied
Sekretion  erschiedener Wachstumsfaktoren asoekfiver Hormone. Diese
Molekiile stimulieren glatte Muskelzellen zur Proliferation (Oemer, Yang & Liischer
1995).



1.4. Pathophysiologie der Abstol3ungsreaktion

Die Hauptmanifestationsformen er chrongchen AbstoRung sind anhatende
perivaskulire Entziindungen Artenndsklerose des Transplantates. Bel  der
Entstehung der Transplantationsarteriosklerose laufen mehrere inflammatorische
Kaskaden innerhalb der Gefildwinde ab (Carrel 1994).

Bei Entziindungsreaktionen vermittelt das Endothel die Einwanderung von
Leukozyten Lyomghozyten in  as umbegende Gewebe und reguliert die
Kapillarpermeabilitit.

Das Endothel wird mh iede Lasion zur Proliferation stimuliert und setzt dabel
Molekiile mit ogenemifunktion frei. Durch iese Vorginge sowie durch

die an Endothel , entlangrollenden® Leukozyten, welche Zytokine freisetzen, erfihrt

das Endothel eine Oberflichenverinderung (Lerman & Burnett 1992).

Es kommt zur Leukozytenadhision. Diese bewirkt eine vermehrte Expression  von
Adhisionsmolekiilen auf der Endothelzelloberfliche (I-CAM/E-LAM) und en d
Leukozyten (CAM-1/LFA-1). Durch ie weitere Verinderung der Zelloberfliche
wandern Leukozyten wurch i@ porcd gewordene Endothelzellschicht n as i d
Wundgebiet ein (Robertson & Khairala 1973). Lymphozyten, Granulozyten und
Monozyten, ie wiedetum hrerseits iZytokine sezernieren, €elangen gn ie
Gefilwand. Dadurch wird die Proliferation der glatten Muskel zellen angeregt.

Um diese Leukozytenaktivierung nach einer erfolgten Transplantation zu
unterdriicken, wird vawiegend das Immunsuppressivum CSA eingesetzt. CSA wirkt
zwar stark immunsuppressiv antiwhtziindlich, erhoht aber das Risko e d
Transplantatarteriosklerose. Dieser Effekt st aber nur in  dn ersten beiden Monaten
nach er Tdansplantation zu eobabhten wind als Endotheliasis bezeichnet
(Mennander et al. 1991).
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Fig. 2

Regulative Rolle des Endathels und Zirkulierender Blutzellen  falie proliferative Antwort glatter
Muskelzellen. Das Endathel sezerniert eine Vielzahl wachstumsinhibierender Faktoren wie Heparin-
Sulfat (HS'HP), endathelium-derived ritric oxide (EDNO) und transforming gowth factor-f1 (TGF-
B1). Desgleichen werden Wachstumsfaktoren wie basic fibroblast growth factor (bFGF), platelet
derived growth factor (PDGF), Angiotensin 11 (All), Endathelin-1 (ET) von Endathelzellen produziert.
Fiir die normale Funktion er Gefiife dienen iese Sdbstanzen zur Aufrechterhaltung eines
Gleichgewichtzustandes; bel verschiedenen Krankkheitbildern ewirken Wachstumsfaktoren eine
iibermiBige Proliferation und Migration er glatien Muskezellen. PGI2, Prostacyclin; Thr,
Thrombin; Ts, Trombospondn. Schauhild aws: Molecular and cellular mechanism of atherosclerosis,
Barry S. et al., Curr. Op. Neph. Hyp 1995, 4:82-91.

Bel den Ursachen erdAbstoungsreaktion gibt es vielerlei Mechanismen, iedzur
Transplantatinsuffizienz und somit zur Abstolung fiithren. Die genauen
Mechanismen sind is helite noch icht ganz klar und es gibt noch einenk
befriedigenden therapeutischen Ansatz. Viede Substanzen zur Hemmung der
Proliferation in Gegenwart von Zytokinen wurden urtersucht, um den intrazelluliren
Mechanismus der unkontrollierten Proliferation glatter Muskelzellen  esser
verstehen zu lernen, da Zytokine ine daminante Rolle bel der chronischen
Abstol3ungsreaktion zu haben scheinen (Bevilagua et al. 1985).



1.5. Histologische Befunde

Der histologische  Endpunkt der  chronischen  AbstoBung ist die
Transplantatarteriosklerose. Sie ist charakterisiert durch fokale Lisionen @ Lamina
elastica interna, der Proliferation glatter Muskelzellen in  er Mddia, emd
Einwanderung dieser Zellenin de Intima, de aich drt proliferieren (Mennander et
al. 1991).

Verantwortlich ierfiir ist eine persistierende perivaskulire Entziindung, ie dnee
arterielle Intimaverdickung, proliferative und sklerotische Verinderungen in en d
Glomeruli, interstitielle Fibrosierung und tubulire Atrophie zur Folge hat (Hayry et
al. 199Pm Gegensatz ur zinfachen Arteriosklerose, iedokal und exzentrisch
verliuft, ist die gemeinsame Form der Transplantatarteriosklerose konzentrisch  und
generaisiert. Sie betrifft ale intramuraden GefiRe b Aderiolengroflle (Demetri,
Zerbe & Banner 1989).

Mit einer geringen Variationsbreite liuft die Sklerose folgendermal3en ab:

Durch idAusdiinnung der Gefimedia gibt es fokale Briiche der Lamina lastica
interna und zentrikdme generalisierte Intimaverdickung. Durch ie darads
resultierende  Wandverdickung erfahren ie Gefille ind zunehmendes
Lumeneinengung (Geraghty et al. ;  Vierbuchen 1996 ). Die
Sauerstoffdiffusionsstrecke zur Parenchymzelle wird linger und fiihrt somit zur

Zdl|schiadigung.

In ie derdickte Intima sind glatte Muskelzellen, inflammatorische T-Zellen und

Makrophagen, ied Is&Schaumzellen ezeichnet werden, eingewandert (Owens &
Grisham 1993). Das Endstadium besteht in der Akkumulation von Thrombozyten im
Transplantat. Diese binden an ie Endathelzellen, reduzieren en Blutfluf3,
verursachen mikrovaskulire Thromben undNekrosen (van Neck & Bloemers 1992).
Es ist anzunehmen, af® id hronische Transplantatabstol3ung eine Fortsetzung der
akuten Abstoflung darstellt, in welcher die Histoinkompatibilitit eine dominante
Rolle spielt, ioht zuletzt bei der Induktion ed arteriosklerotischen Verinderungen
(Hayry et al. 1992).

19



Es wurden in ed vergangenen Jahren iele Experimente mit glatten Muskelzellen
verschiedener Spezies (Hund, Hase, Ratte) durchgefiihrt (Crocer & Salomon 1989
Menschliche Zellen wurden isher vienig verwendet, weil sie schwierig zu
kultivieren sind. In istolbgischen Schnitten, ie ds abgestol3enen Tierorganen
gewonnen wurden, zeigten sich elne Unterschiede im Vergleich zu menschlichen
Abstof3ungstransplantaten. In der akuten Phase der Entziindung ist eine hohe
Aktivitit lymphoider Zellen nachweisbar.

Die Akutphase geht n e i hrdnische Phase iiber, in welcher die Aktivitit
lymphoider Zellen geringer ist. Begleitet wird idses Phinomen vosinem Verlust
glaiter Muskelzellen in  er Media (Medianekrose), partieller Fragmentation er
laminaelasticainterna, Proliferation der glatten Muskelzellen in der Gefildintima und
Intimasklerose (Mennander et al. 1991).
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1.6. Zieledieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zu urtersuchen, welche Substanzen cer Proliferation glatter
Muskelzellen in  Mro entgegenwirken, m kiinftig einen therapeutischen Ansatz ar
Unterdriickung des unkontrollierten Wachstums der GefilBmuskelzellen zu
entwickeln.

Zunichst wurden im ni itko-Test die glatten Muskelzellen mit solchen Zytokinen
inkubiert, fiir die ine proliferative Wirkung zu erwarten war. Desweiteren wurde
untersucht, inwieweit eine zytokin-induzierte Proliferation rch  Hemaonung
intrazelluldrer Signalwege zu unterbinden ist.

Dafiir wurden verschiedene Substanzen eingesetzt, ie dneeEnzymhemmung der
beiden wichtigsten intrazelluliren Signalwege bewirken: Genistein, as die
Tyrosinkinase inhibiert und Staurosporin, as die dProteinkinase C inhibiert
(Kawahara, Kariya & Fukumoto 198Bsowie CSA, &b fiir die Blockade der LI-2 -
Synthese bel T-Zellen bekannt ist, nicht aber dessen direkte Wirkung auf die zytokin-
induzierte Proliferation der glatten Muskelzellen.

Den glatten Muskelzellen wurde Endothelin zugesetzt, welches in  er &hase der
akuten Entziindungsreaktion Endothatpdlen sezerniert wird, m die
Wechselwirkung von Substanzen endothelialer Herkunft mitglatten Muskelzellen zu
untersuchen. Dariiber hinaus wurden Mediumiiberstinde us &ndothelzellkulturen
verwendet und eren Auswirkung auf die Proliferationsrate der Muskelzellen
beobachtet (Hiritara teal. 1989 Um zu iiberpriifen, ollvemmende Effekte, welche
zum Beispiel durch CSA hervorgerufen werden NO-vermittelt sind, wurde der
Stickoxidhemmer L-NAME (N-nitro-L-Arginine-Methylester) eingesetzt. Von
besonderem Interesse war dabei der Kulturmediumiiberstand TNFo préinkubierter
Endothelzellen, m damit eine der Entziindungsreaktion #hnliche Situation zu
erzielen (Weisensee et al. 1996).
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2. MATERIAL UND METHODEN

21. Materid

2.1.1. Medien und Reagentien

Dexamethason (0,1 ng/ml)
FCS

BSA

MCDB-131

Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

TNFa (2,5 ng/ml)

Interleukin-113 (50 U/ml)
Interleukin-2 (50 U/ml)
Interleukin-6 (50 U/ml)

Pharma Biotechnol ogie Hannover
Pharma Biotechnol ogie Hannover
Pharma Biotechnol ogie Hannover

Promocell, Heidelberg

Genistein (1; 10; 15 und 50 ug/ml)
Staurosporin (10 und 50 nM)

Cyclosporin A (1 mg/ml)

L-NAME

1gG: smooth muscle Aktinantikorper (Maus)
Anti-mouse 1gG: FITC-konjugiert
Phalloidin: TRITC-konjugiert
Alpha-Chymotrase (Chymotrypsin)

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sandoz, Schweiz

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Pharma Stroschein, Hamburg



2.1.2. Chemikalien

Penicillin (50 U/ml); Streptomycin (50 ug/ml)

PBS

Trypsin (0,05%) - EDTA (0,02%) - Lésung

[*H]-Thymidin (1 uCi/ml)
Na, COs3

CuS0O,

K-NaTartrat
Folinreagenz

NaOH (1 N)
Methanol-Azeton (1:1)
Formalin

Szintillatorfliissigkeit Ecoplus Rotiscint

2.1.3. Gerite

Brutschrank

Laminar Air flow

Zellwaschgerit: Multiwash 2000
Whatmanfilter

Szintillator R-Counter Tricarb 1500
Zentrifuge Minifuge
ELISA-Reader (Softmax)
Neubauer-Zihlkammer
Gewebekulturflaschen

24-1 ochplatten

96-Lochplatten

Kamera (Canon AE 1)

Diafilm (Kodachrome 400 ASA Elite)

BRL Gibco, Eggenstein
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

NEN Dupont, Dreieich
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Dynatech Wesbard, England
Maidstone, England
Packard, Frankfurt

Heraeus, Hanau

DPC Biermann, Bad Nauheim
BRAND

Greiner

Greiner

Nunc Intermed, Wiesbaden
Canon
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Mikroskop IM 35 (Phasenkontrast, integrierte
Kamera mit automatischer Belichtungszeit) Zeiss, Jena
Fluoreszenzmikroskop Axioskop

(integrierte Kamera mit autom. Belichtungszeit)  Zeiss, Oberkochen

2.2. Methoden

2.2.1. lsolation und Kultivierung humaner glatter Muskel zellen

Die Priparation findet unter sterilen Bedingungen & Raumtemperatur statt. Die zu
bearbeitende Nabelschnur liegt dabel n enei mit PBS (ohne Kazium und
Magnesium) gefiillten Petrischale, m diese vor Austrocknung zu schiitzen. Aus
einer humanen Nabel schnur wird ein ca. 2 cm langes Arterienstiick freipriapariert und
mit dem Skalpell excidiert. Die AufRenhiutchen werden sorgfiltig abgezupft.
AnschliefRend wird iesks Stiick in acht Teile zerlegt. Nach unech wird jedes
einzelne Stiickchen ku in FCS getaucht, m die Zellen or dem Austrocknen zu
bewahren ucld ie Pra#iinbeschichtung das Auswachsen er Zedden zu
erleichtern (Nihrstoffe). Das in FCS getrinkte Material wird nunmit einem Skalpell
in iele kheine Teilchen zerschnitten asndo nwgdnisierte Gewebe in
Petrischilchen (d=60 mm) ausgestrichen. Nach einer Antrocknungszeit von -2
Minuten werden bk Explantate vorsichtig mit 4 ml Zellkulturmedium iiberschichtet
und im Brutschrank weiterkultiviert.

Nach 22 Wochen regelmifiger Nihrstoffzufiihrung (alle zwei Tage) sind de Zellen
ausgewachsen und koénnen in ie rste dPassage iiberfiihrt werden (kleine
Kulturflasche).

Die Gewebestiickchen werden vorselbst eliminiert, d sie nicht anwachsen und eb
den Medienwechseln nach und nach ausgeschwemmt werden.

Die weiteren Zellpassagen werden in grof3e Kulturflaschen iiberfiihrt und von nuran
im Verhiltnis 1:3 gesplittet. Die Medienzusammensetzung ist: MCDB-131 mit L-
Glutamin, NaCOs, HEPES 20 mM, 26 FCS, 0,1g/ml Dexamethason, 0% P/S
(Penicillin 50 U/ml, Streptomycin 50 ug/ml).

1
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2.2.2. Zdllaktivititstest

Der Zellaktivititstest EZ4U (Biozol, Eching) basiert auf der Umwandlung von
schwach ¢elblichen Tetrazoliumsalzen in stark rot gefirbte Formazan-Derivate durch
lebende Zellen.
Dieser Farbumschlag ist abhiangig von intakten und funktionellen Mitochondrien und
ist proportional zur Aktivitit itoomondrialer Dehydrogenasen. Dieser Test wird
haufig eingesetzt zur Bestimmung der Zellzahl bzw. al Zellproliferation. In etwas
abgewandelter Form ni Bezug auf die Mefdintervalle diente rebei gleicher Zellzahl
zur Registrierung unterschiedlicher mitochondrialer Stoffwechselzustinde. Es
wurden x10% Zellen/cm? in ale Vertiefungen einer 96-Lochplatte  usgesit

Ausnahme der vier dulBersten Reihen. Diese idulReren Locher wurden wegen

verstirkter Verdunstung des Mdiums nicht miZellen, sondern mit PBS beschickt.

Folgendes Protokol | wurde angewendet:

- Die Kultivierung der SMC erfolgte 5-6 Tage (100 ul/Vertiefung) lang.

- Danach wurde ein Wechsel von Kultur- auf Testmedium (100 ul) durchgefiihrt.

- Die Inkubationsdauer betrug 3,5-5 Stunden.

- Dieletzten 2,5 Stunden wurde das Gemisch aus Substrat (Tetrazoliumsalz) und
einem nicht niher bezeichneten Aktivator (10 ul) in jedes Loch pipettiert und die
Kulturplatte im Brutschrank bei 37° Celsius aufbewahrt.

- Nun konnte die Kulturplatte dle 0,5 Stunden im ELISA-Reader (siehe Proteinbe-
stimmung) bei 450 nm gegen eine 620 nm Referenz gemessen werden.

Das Geriit verfiigt iiber eine integrierte Schiittelvorrichtung, so dal3 sich der gebildete

Farbstoff direkt vor jeder Messung leichngifig verteilt. Als Leerwert diente

Testmedium  mBubstrat/Aktivatorgemisch  obrZellen. Die verwendete Software

wurde so eingestellt, a iedExtidktion es mitileren Leerwertes von den

Extinktionen der einzelnen Vertiefungen abgezogen wurde. Als Resultat wurden

Extinktionswerte (n=6) erhalten, deren Anderung innerhalb eines 1,5 Stunden-

intervalls prozentual zur Kontrolle berechnet wurde. Parallel dazu wurde der [*H]-

Thymidineinbau als efldmethbde fiir die Proliferation angewendet um beide

Ergebnisse zu vergleichen bzw. beide Testmethoden miteinander zu korrelieren.

mit
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Aufgrund grof3er Schwankungen er HErgebnisse beim EZ4U-Test, wurden iesed
Ergebnisse nicht vorgestellt. Da der Thymidineinbau ie dicekte Methode zur
Messung der DNA-Synthese darstellt und zudem eine geringe Streubreite der
Mel3werte liefert, wurde von jetzt an igser Test als Standardverfahren angewendet.
Der [*H]-Thymidineinbau wird unter Punkt 2.2.5. noch genauer vorgestellt.

2.2.3. Zellwachstumskurve

2.2.3.1. Bestimmung der Zel |zahl

Das ddium (10% FCS) wird zunichst aus der mit einem Zellrasen (Monolayer)

bewachsenen Kulturflasche bgegossen une Flasdhe zweimal PES (ohne

Calcium und Magnesium) gespiilt, nuMediumreste zu entfernen. Es werden &l

Trypsin zugegeben, mudie Zellen  vohrer Unterlage bzalosen. Dabel wird ied
Kulturflasche 5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nachdem sich ale Zellen wo
Untergrund gelost haben, werden 5ml 10% FCS zugesetzt. Die Zellsuspension wird

nun in ein steriles Zentrifugenrohrchen ipefiert und MOnuten e bOOO rpm

zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und agiPellet mi6 ml Kulturmedium

resuspendiert. Von der Suspension werden jetzt 10.ul abpipettiert und auf eine

vorbereitete Neubauer-Zihlkammer iiberfiihrt. Unter dem Mikroskop werden de nun

als kleine Kiigelchen sichtbaren Zellen ausgezihlt und aoh folgender Formel die

Zél|zahl pro ml ermittelt:

Zellen (64 Felder)

x 10* = zdlzahl/ml
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Die fiir die Wachstumskurve benétigten Zellen werden abpipettiert und mit der
entsprechenden Menge Medium versetzt, so aR am Ende iee Suspension von X2
10* Zellen/ml herauskommt. Je 1 ml dieser Zellsuspension wird nuin eine kleine
Petrischale iiberfithrt (J=35mm). Sieben iader Petrischalen werden so  Raereitet
und in endBrutschrank gegeben. Alle 24 Stunden wird eine Schale ntr®mmen,
unter das Mikroskop gelegt und die Zellen im sichtbaren Flachenabschnitt gezihlt.
Der Flichenabschnitt wurde hierbei  méner Videokamera ufégenommen  undas
Bild auf einen Monitor iibertragen. Die Gesamtzellzahl errechnet sich achn er
Eichung mit einem Mikrometer wie folgt:

Fliche des Mikroskopausschnittes: 0,196 mm x 0,27 mm = 0,0529 mm?

Fliiche der Schale: 9,61 cm?

Der Multiplikationsfaktor (F) betrigt demnach 18178.

Es zeigt sich, dal? de Zellen nech einem Zeitraum von ca. 48 Stunden in ein Stadium
verstirkter Proliferation treten.

Dieser Versuch wurde doppelt angesetzt, nu gleichzeitig zur Wachstumskurve die

Zunahme der Proteinmenge zu bestimmen.

2.2.3.2. Proteinbestimmung

Wie im vorangegangenen Versuch wurden auch ibr sieben lkine Petrischalen mit
einer Ausgangszellzahl von 2x10* Zellen/ml vorbereitet, deren Proteingehalt ermittelt
wurde.

Die Bestimmung des zelluliren Proteingehalts erfolgte nach der Methode von Lowry
et al. (1951). Das Niahrmedium der mit humanen glatten Muskelzellen lbwachsenen
Petrischilchen wird abgegossen und das Monolayer fiir 10 Minuten mit PBS gespiilt.
Nach Absaugen des Puffers wird das Schilchen zur Denaturierung der Proteine mit

1 ml 1 N NeOH iiberschichtet. Bel Raumtemperatur wurde die proteinreiche Lésung
nach 15Minuten auf dem Riittler vorsichtig in ein Reaktionsgefild ppettiert und s
zur Weiterverarbeitung bei -20° Celsius aufbewahrt.
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Photometrische Messung:

Verwendete Lsungen:
L1: 10ml 2% (w/v) NaCO3
100 ml 1% (w/v) CuSOq4
100 ml 2% (w/v) K-NaTartrat
L2: 50 % Folinreagenz in a.d.
L3: 1N NaOH
L4: 1 mg/ml BSA (Bovine Serum Albumin) in 1 N NaOH

100 pl der Probenlosung (NaOH) werden in ein Reaktionsgefild vorgel egt und mit

1 ml L1 gemischt. Nach 30 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur werden

100 ul Folinreagenz (L2) dazugegeben, sofort gut ménem Vortex gemischt und
fiir weitere 60 Minuten e RT inkubiert. Kurz vor Ablauf der Inkubationszeit
werden Leerwerte, Standards und Proben, tk jeweils doppelt angesetzt wurden, auf
96-Lochplatten tiberfiihrt (300 ul/Well) und iedExtinktion e 660 mnn @nem
ELISA-Reader bestimmt. Nach Einstellung der Software uf deam verwendeten
Verdiinnungsfaktor druckt das Programm neben der Eichkurve und den

Regressionsparametern gleich den Gesamtproteingehalt der Proben (in mg) aus.
Proteinstandard
Jewells 100 pl der Standards wurden aus 1 mg/ml BSA (L4) und 1IN NaOH (L3) im

Bereich von 20-100 ug angesetzt. Als Leerwert diente 1 N NaOH ohne BSA-Zusatz.

Der hieraus resultierende Faktor (F) ergibt sich aus folgender Formel:

¥ BSA- Gehalt (ug)

Y. BSA- Extinktion

Der Proteingehalt der Probe rgibt sich aus dem Produkt aus Probenextinktion —und
Standardfaktor F.
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2.2.4. Zellcharakterisierung mittels Immunfluoreszenz

In ein Petrischilchen wird ein Deckglischen gelegt und wie oben beschrieben mit
einer Zellsuspension iiberdeckt. Die Zellen werden fiir zwel bis drei Tage im

Brutschrank Ktiviert. In idser Zeit wichst ein mifdig dichter Zellrasen heran, der

fiir diesen Versuch optimal ist.

Nach deser Zeit wird das Medium verworfen unddas mit Zellen locker bewachsene
Deckglaschen vesichtig mit einer Pinzette hAgehoben undn ein anderes Schilchen

gelegt. Das Deckglischen wird mit PBS gespiilt und mit einer Fixierlosung

[Methanol-Azeton :1 (-20PCelsius)] iiberdeckt. Die Einwirkzeit betrigt etwa
10 Minuten bei RT. Danach wird 2 x 5 Minuten mit PBS gespiilt, um das Fixiermittel

zu entfernen. Auf das o ghereitete Glischen werden jetzt 100 ul des zuvor

angesetzten Antikorpers (AK) pipettiert.

Es handelt sich terbei um ein 1gG aus der Maus (Antikorper gegen o-Aktin glatter

Muskelzellen), welches pezifisch an o-Aktin  er gldtten Muskelzellen indetb
Dieser AK wird 1:40 mit der Losung PBS/BSA 0,2% verdiinnt.

Das Glaschen wird nurel RY etwa 45 Minuten inkubiert. Nach ieer Zeit wird
wieder 3 x 5 Minuten mit PBS gewaschen.

Der zweite AK [Anti mouse-1gG; FITC-konjugiert (PBS/BSA 0,2%; 1:10)] wird jetzt
auf das Glaschen pipettiert und es bildet sich bei einer Inkubationszeit von wiederum
45 Minuten ein Komplex mit dem ersten Antikorper. Diese Reaktion mul3 im
Dunkeln erfolgen, rmuein Ausbleichen des Fluorochromes zu ewmeiden. Nachher
wird wiederum mit PBS 3 x 5 Minuten bel RT gewaschen.

Auf einen Objekttriger wird  nuein Tropfen eines Einbettmediums gebracht, asl
mit dem AK-Komplex beschichtete Deckglischen mgedrentuund mit der
behandelten Zellschicht nach unten auf den Objekttriger gelegt.

Bis zur Begutachtung unter dem Mikroskop verbleibt das Priparat ni einer dunklen
Umgebung oder in einer lichtundurchldissigen Mappe, da sonst der Farbstoff

ausbleicht und keine Beobachtungen mehr erfolgen kénnen.
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Die Fluoreszenzpriparate wurden im Mikroskop (Axioskop) begutachtet und mit der
zum Mikroskop gehorenden Kamera (35 mm) die Fluoreszenz dokumentiert. Ein
Versuch der Firbung von Endothelzellen  unéibroblasten mit dem Anti-a-smoaoth

muscle actin-AK erbrachte erwartungsgemil? ein negatives Ergebnis.
Gesamt-Aktinfarbung mit Phalloidin

Zellen werden wie oben esthrieben  rlereitet. Zur Fixation wird %4Formalin
verwendet. 100 ul Phalloidinlosung (TRITC-gekoppelt) werden aufpipettiert und

20 Minuten im Dunkeln b RT inkubiert. Die Vorbereitungen zum Mikroskopieren
wurden oben beschrieben.

Zur mikroskopischen Beurteilung wurde mit griinem Licht angeregt (Anregungsfilter
510-560 nm) und rotes Licht emittiert (Emissionsfilter 590 nm).

2.2.5. Proliferationsstudien mittels [*H]-Thymidineinbau

Diein einer Zdlkulturflasche herangeziichteten Zellen werden aus dem Brutschrank
entnommen  un@s Nahrmedium verworfen. Dann wird mit PBS (ohne Kalzium
und Magnesium) gespiilt, m restliches ediunMzu entfernen. Die uf dema
Flaschenboden aftenden Zellen werden mit 5 ml Trypsinlosung (0,05% Trypsin;
0,02% EDTA in PBYS) iiberschichtet und fiir caa.  Mbnhuten in  en @rutschrank
verbracht. Nach deser Zeit haben sich de Zellen van Boden gelost und abgekugelt.
Es wird  nun B8l Kulturmedium dazugegeben  unike Zetsuspension mit einer
Pipette in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und Mirl@en e 1000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen amdPellet  d Nanimedium
resuspendiert. Die Zellen werden anschlief3end wie oben beschrieben ausgezihlt und
die Suspension soweit verdiinnt, af auf eine 24-Lochplatte pro Loch ca.  1610°
Zellen/ml kommen. In jedes Loch wird 0,5ml pipettiert, so @3 je Loch 7500Z€llen
verbleiben. Es hat sich als giinstig erwiesen, jedes Loch einzeln undrandomisiert zu
pipettieren. Die Schwankungsbreite der Ergebnisse konnte mit dieser Methode von

tiber 20% auf teilweise unter 10% gesenkt werden.
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Die so nNmereiteten Zellen werden iiber Nacht zur Anheftung elgacht, eib0,5%
FCS im Wachstum synchronisiert und am folgenden Tag mit den Testsubstanzen
inkubiert. Die Kultur befindet sich nunin der logarithmischen Wachstumsphase. Am
nichsten Tag wird ie Rliatte us d@em Brutschrank entnommen ured Zellend
werden mit radioaktiv markiertem Thymidin in er idonzentration — pQi/ml fiir
weitere 24 Stunden inkubiert. In deser Zeit wird ds radioaktiv markierte Thymidin
in die DNA der Zellen eingebaut.

Somit kann de Proliferation @r mit Zytokinen stimulierten Zellen (siehe unten) mit
der einer nichtstimulierten Kontrollgruppe direkt verglichen werden.

Nach 3tunden Inkubationszeit wird er dMediumiiberstand abpipettiert und als
Sondermiill verworfen. Die Zellen werden gewaschen, mudas iiberschiissige und
nicht eingebaute Thymidin zu entfernen, trypsiniert (300 ul) und ke Zellsuspension
wird in eine 24-Lochplatte (300 ul/Loch) pipettiert. Die 24-Lochplatte mit den auf 24
Locher verteilten Suspensionen wird in eine Zellwaschvorrichtung ebraght, ie
Zellen aufgesogen aofl einem n  ér Mlaschine ingespannten Glasfiberfilter
aufgefangen. Nach dem Waschvorgang ergeben sich  amus 24 runde Filterpapier-
stiickchen, welche mit einer Pinzette bgezupfta und in  rher vedoereitete
Szintillatorrohrchen iiberfiihrt werden.

Diese Rohrchen werden mit einer speziellen Szintillatorfliissigkeit (3 ml) gefiillt und
in zu emh Beta-Counter gehorende Halterungen gestellt. Die ingebrachten Filter-
plittchen [6sen sich auf und egen e Zellen frei, iddabe auch zerstért werden.
Das in ie [ANA der Zellen inkorporierte markierte Thymidin erteNt sich
homogen in der Szintillatorfliissigkeit.

Die Rohrchen werden ach @uflosung der Filterplittchen in den Beta-Counter
gestellt, einzeln in i Maschine iegefahren undabdi Photonenblitze proportional
der B-Aktivitidt registriert. Ein Mefdvorgang dauert dabei 3 Minuten. Die so
erhaltenen Ergebnisse (Counts per minute, cpm) werden automatisch auf einem
Papierstreifen ausgedruckt und nach Auswertung graphisch zur Darstel lung gebracht.
Dargestellt werden i€ Mittelwerte mit Standardabweichung (x£SD) aus 3-7 db-

hangigen Experimenten mit je einem dreifachen Ansatz.

d

nun
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2.2.6. Inkubation mit Stimulantien und Inhibitoren

2.2.6.1. Stimulation mit Zytokinen
Die Stimulation der Zellen wurde mit folgenden Substanzen untersucht:
Interleukin-1p (11-1B), Interleukin-2 (11-2), Interleukin-6 (11-6),

Tumornekrosefaktor oo (TNFo) und Endothelin (Eth).

Folgende K onzentrationen wurden e ngesetzt:

- 11-1: 50 U/ml

- 1I-2: 50 U/ml

- 11-6: 50 U/ml
-TNFa: 2,5ng/ml
- Eth: 0,1 ug/ml.

In allen Fillen wurde gleich verfahren. Nach der Aussaat wurden die Zellen auf 0,5%
FCS gesetzt, nusie in ed Ruhephase des Zellzyklus zu synchronisieren. Nach 24
Stunden wurde das editvin gegen frisches ediluin, welches die zu testenden
Zytokine nthatt, ausgetauscht. In Vorversuchen wurden ie aptimalen Konzen-
trationen er phweiligen Substanz ermittelt. Am darauffolgenden Tag wurde das
Medium erneut gegen frisches edilvin ersetzt, welches nun zusitzlich zu en d
Testsubstanzen mit [*H]-Thymidin ersetzt war 1 (1Ci/ml). Die Zellernte rfelgte
nach weiteren Sdnden, indem der adioektive Uberstand verworfen urel

Zellen wie vorher beschrieben geerntet wurden.
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2.2.6.2. Hemmstoffe

Zur Untersuchung der intrazelluliren Wirkmechanismen  rch stihulierende
Agentien wurden folgende Hemmstoffe e ngesetzt;
- Cyclosporin A (CSA)

- Staurosporin

- Genistein

- L-NAME

Das Immunsuppressvum CSA  urde amnichst n Konzentrationen von 0,1

150 g/ml eingesetzt. In Kombinationsversuchen wurden standardmifdig 10 ng/ml
verwendet. Als Blocker des intrazelluliren Signalweges wurde Staurosporin, ein
Hemmer der Proteinkinase C (PKC) oder Genistein, ein Hemmer der Tyrosinkinase
(TK) in eh Konzentrationen 10 50 W (Staurosporin) und ¥ 10/ 15/ 50 pg/ml
(Genistein) eingesetzt.

L-NAME, ein Inhibitor der induzierbaren Stickoxid-Synthase (iNOS) sollte
AufschluB iiber die Wechselwirkung der zelluliren NO-Synthese mit der zytokin-
induzierten Proliferation ebeng Als Standardkonzentration wurde 100 uM ver-
wendet.

Alle verwendeten Hemmstoffe wurden zu Beginn der Versuche (Tag 1) und
nochmals bel Thymidinzugabe (Tag 3) appliziert, muweinen Abfall des Substanz-
spiegels durch den Zel Istoffwechsel zu kompensieren.

Das gleiche Schema wurde bei der Kombination  vadytokinen mit Hemmstoffen

angewendet.

Testsubstanz
Aussaat Testsubstanz + Thymidin Zéllernte

t0 tl t2 t3
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2.2.6.3. Versuchemit L-NAME

Die Zellen wurden wie oben eschricben  rbereiteh. Diese wurden in -
Lochplatten ausgesit (ca. 1,7 10* Zellen/ml) und in Medium mi0,5% FCS fiir 24
Stunden  ltiviled. Um den Effekt des NO-Hemmers auf die Proliferation zu
untersuchen, wurden L-NAME und Zytokine ineeln  eodn Kombination inku-
biert. L-NAME wurde in ed Konzentration  100M eingesetzt. Am nichsten Tag
fand ein Mediumwechsel und ie @neute Inkubation mit Zytokinen (inotler
L-NAME statt. Um zu pifen, obCSA moglicherweise iiber den NO-Signalweg die
hemmende Wirkung entfaltet, wurde dieses Immunsuppressivum gemeinsam
L-NAME engesetzt.

Es folgte die Inkubation mit [®H]-Thymidin e Konzentration 1.Ci/ml fiir weitere
24 Stunden. Die Ernte der Zellen erfolgte wie unter Punkt 2.2.5. beschrieben.

2.2.7. lsolation und Kultivierung humaner Endothelzellen und

Versuche mit Endotheliiberstanden

Endothel zellen wurden aus dem venosen Gefil? einer Nabelschnur isoliert. Die Vene
wurde kaniiliert und mit PBS (ohne Ka zium/Magnesium) gespiilt, m Blutzellen zu
eliminieren. Das Gefil3 wurde nun mit 5 ml (1500 I.E.) Alpha-Chymotrase infundiert
und an edén Enden mit Klemmen abgeklemmt, m den Zellablésungsvorgang
einzuleiten. Nach 15Minuten Einwirkzeit wurde én Ende des Gefil3es gesffnet und
die Chymotrasesuspension in einem sterilen Gefild gesammelt.

Die Vene wurde durch zwei separate Waschvorginge mit PBS gespiilt und ie
Suspension fiir 10 Minuten e 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, as Pelet 10mil Endothelzellwachstumsmedium (MCDB-131)
resuspendiert und in eine Zdllkulturflasche tiberfithrt. Nach ~ Z&unden wurde das
Medium erneuert, m iibriggebliebene rote Blutzellen zu entfernen. Das Zellkultur-
medium wurde lle zavel Tage gewechselt. Die Passagen -8 w2rden fiir die

V ersuche verwendet.

mit
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Es wurden zwei verschiedenartige Ansitze zur Proliferationsmessung mittels
[*H]-Thymidineinbau gew:hlt.

Zum einen wurden Endothelzdlliiberstinde verwendet, ie night Zyakinen
(TNFo) vorgtimuliert waren, zum anderen Uberstinde, eren Zelldn eine
Vorstimulation von TNFo erfahren haben. Hierbel wurde wie folgt verfahren:

Die Endothelzellen wurden wie oben leschrieben in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt
und dort so lange belassen, bis sch ein subkonfluenter Zellrasen gebildet hatte. Dann
wurde das Medium gewechselt, und a neue Medium fiir zwel Tage af den Zellen
belassen. Im ersten Versuchsansatz wurde das , verbrauchte, ichh vorstimulierte
Medium abpipettiert und araud 1- bzw. %id® Verdiinnungen ergedellt. Im
zweiten Versuchsansatz wurde nach ech Mediumwechsel zusitzlich mit 25 giml
TNFa  rstomuliert und wie oben verfahren. Die konditionierten Medien wurden
dann is zur lweiteren Verwendung (maxima zwel Tage) im Kiihlschrank
aufbewahrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Charakterisierung der Zellkultur

Zur Bestimmung der optimalen Wachstumsrate, ie #ir den Thymidineinbau am
besten eeignetg st, wurde unidchstz die Zellzahl und er Prowingehalt der
Zdlkulturen/Schale im Zeitverlauf untersucht. Die Zellen wurden in 14Schilchen in
einer Dichte von ca.  1@ellen/Schale usgesit und tiglich ein Doppelansatz iiber
den Zeitraum einer Woche zur Bestimmung der Zellzahl (Abb. Ybzw. s Protein-
gehaltes (Abb. 2) ausgewertet (siehe Material und Methoden). Die Kulturen wurden
fiir diesen Vorversuch in - mmalem Zellkulturmedium (MCDB-131) mit 10% FCS
und Antibiotika gehalten. Die Kulturschalen mit den fixierten Zellen wurden erp
Videomikroskopie w einen Monitor iibertragen und db 10 Bildfelder ausgezihit.
Die Werte von zwel Schaen fiir jeden Zeitpunkt wurden gemittelt. Nach einer
kurzen Lag-Phase kommen ie déllen in eine Wachstumsphase, ie dxpaentiell
verlauft (Abb. 1).

Dieses typische Zellverhalten war die Basis fiir ale weiteren Messungen er
Zelproliferation mit [*H]-markiertem Thymidin. Bei diesen Versuchen wurde die
Proliferationsrate in er dPhase des exponentiellen Wachstums, ie dypischerweise
2-3 Tage nach Aussaat eintritt, estimmtb Die Proteinbestimmung einzelner
Zellkulturschalen zu eh gleichen Zeitpunkten wie Abb. 1 kderdas exponentielle
Wachstumsverhalten aus den Tests der Zellzahlbestimmungen estlitigen. Hierfiir
wurden fiir die Bestimmung nach Lowry je zwei Petrischilchen pro Zeitpunkt (alle
24 Stunden) mit NaOH versetzt, undis Zor Messung bei -20°Celsius aufbewahrt.
Der Anstieg des Proteingehaltes im Verlauf der Zeit (Abb. )2erlauft niAnaogie
zur Wachstumsrate der Kulturenin Abb. 1 (Seidel et a. 1988).
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Abb. 1
Proliferationskurve humaner glatter Muskelzellen im Zeitraum von einer Woche. Nach einer Lag-
Phase von zwei Tagen deutlich exponentieller Wachstumsschub.

Die Morphologie der Zellkulturen wihrend @r ersten zwei Tage nach Aussaat $ n
Abb.  Zrgegkllt. Die linglichen Zellen sind flach ausgebreitet und zeigen iele
Zellkontakte. Mit erhohter Zelldichte werden e Interzellularraume geringer und es
zeigt sich ein ichta Zellrasen mit gleichartiger Ausrichtung der Zellen (nicht
dargestellt). Zur Charakterisierung des Zelltyps wurden zwei Methoden angewendet:
Ein Antikorper gegen a-Aktin, add pezifisch fiir glatte Muskelzellen ist, farbt n i
Kombination mit einem Rhodamin-konjugierten Zweitantikorper (TRITC) grof3e und
kleine Aktinfilamente rot an (Abb. 4).
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Die Aktinfasern rchziehen duie ganze delle, sind fiir Zellbewegungen
mitverantwortlich usghbilisieren ihre Struktur. Zusitzlich ank FITC-markiertes
Phalloidin zum Einsatz, welches das gesamte Aktin  Rtivierter Zellen rgn anfirbt
(Abb. ). Auch mit dieser Methode sind ie alluliren Aktinfasern deutlich zu
erkennen. Die Markierung o-Adatin ist ein eindeutiger Nachwels glatter
Muskelzellen, da Endothelzellen wie aich Fibroblasten mit dieser Methode nicht zur
positiven Darstel lung kommen (Weisensee et al. 1997).
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Abb. 2
Exporentiell steigender Proteingehalt/Schale humaner glatter Muskelzellen im Verlauf einer Woche.
Paralleler Verlauf zu oben dargestelltem Kurvenverlauf zur Bestimmung der Zellzahl.
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Abb. 3

Typisches Erscheinungsbild subkonfluenter humaner glatter Muskelzellen (HSMC) in  er dfitten
Passage. Die Zellen sind  &unden zuvor in iedPetrischale ausgesit worden und weisen viele
Zellkontakte sowie ine Mitose im Bildausschnitt auf. Die Zellen sind t erkenngar.
Phasenkontrastaufnahme (Ph 2) in der Gesamtvergragserung 300fach.
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Abb. 4

Markierung ed Aktinfasern einer formalinfixierten Kultur mit TRITC-konjugiertem Phalloidin. Gut

erkennbar ind ies grofdn Aktinfasern, wie sie bei ausgebreiteten Zellen zu finden sind.
Fluoreszenzaufnahme in 1400 facher VergragfBerung.



30

Abb. 5

Immunfluoreszenz  um Nachweis der glatten Muskelzellen. Die Zellen sind f Demlgldaschen
gewachsen uthwurden mit Methand/Azeton fixiert. Der verwendete Antikorper bindet spezifisch an
das a-Aktin lattergMuskelzellen wirdd  rch éiinen FITC-konjugierten zweiten Antikorper

detektiert. Die aus o-Aktin  bstehenden Fasern sind dutlich erkennbar und ©enen  Bs Nachweis fiir
diesen Zdlltyp. Fluoreszenzaufnahme in 1400 facher Vergrdferung.
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3.2.  Bestimmung der Proliferationsrate mittels Thymidineinbau

3.2.1. Stimulationsexperimente

Der Einbau von [*H]-markiertem Thymidin in die zellulire DNA wird a's anerkannte
Standardmethode zur Bestimmung der Proliferation [tivierter Zell&
herangezogen. Zunichst wurden ersehiedene Wachstumsfaktoren eingesetzt, von
denen de wachstumsstimulierenden Eigenschaften bekannt sind, um die Methode zu
verifizieren. Insbesondere Zytokine wie Interleukin-113 (IL-1f3), IL-2, Tumornekrose-
faktor oo (TNFa) sowie Endothelin-1 (Eth) sind fiir ihre wachstumsfordernden
Wirkungen auf glatte Muskelzellen bekannt (Cerami 1992; Chua et al. 1992, Muegge
& Durum 1993; Yashushi et al. 199%. Es existieren dbei nur wenige Berichte,
humane Zellen  tensucht haben. In  end Standardassay wurden iedulturen auf
»Mangelmedium" gesetzt, emdiur 0,5% FCS beigefiigt wurde. Vierundzwanzig
Stunden ach Zugabe der zu testenden Substanzen wurde [*H]-Thymidin e
gleichzeitigem Mediumwechsel zugesetzt und fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Das
in deser Zeit in de DNA proliferierender Zellen eingebaute Thymidin wird rech cer
oben eschriebened Methode nach e Zelern@ in einem Beta-Counter
nachgewiesen (siehe 2.2.5.).

In iesdr Arbeit konnte ineestimulierte DNA-Synthese nach Inkubation mit den
wichtigsten Zytokinen in em kier vorgestellten Zellkultursystem aus humanen
glatten Muskelzellen gezeigt werden. Die hochsten Stimulationsraten an en
untersuchten  mdmen Zellen ewikkten TNF, Eth Und; hier lag der Wert
zwischen % un@5 % ge@fmiiber der unbehandelten Kontrolle (Abb. ).
Interleukin-2 tekionn er getbsteten Konzentration en Thymidineinbau m
immerhin % erhéen (Abb. ). Der &influld Intenawkin-6 auf das
Wachstumsverhalten er glatted Muskelzellen war sehr ambivalent. Durch
gelegentliche Steigerungen undVerminderungen s Zellwachstums kam es zu einer
tibermifdigen Streuung der Ergebnisse, ie ddrum wenig aussagekriftig sind. In

anderen Arbeiten wurden #dhnliche Ergebnisse erzielt (Andreesen et al. 1994).



32

[*H] - Thymidineinbau

50 +

40 - ‘ -[

30

——

20 A J. _

10 +

-1 04

-2 0

Prozentuale Anderung der Proliferation
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle

30/
Kon TNF IL-1 IL-2 IL-6 Eth

Abb. 6

Zellproliferation  tenndem EinfluR er dytokine Interleukin-148 (IL-1: 50 U/ml), IL-2 (50 U/ml),
IL-6 (50 U/ml), Tumornekrosefaktor o (TNF: 2,5 ng'ml) und Endathelin (Eth: 0,1 ug/ml).

Dargestellt st die prozentuale Anderung egeiber der Kontrolle (auf die Kontrolle normierte
Mittelwerte mit Standardabweichung) aus 5-12 unabhdngigen Experimenten (n=15-36; x+ SD). Die
getesteten stanzeSuNF, 1L-1, IL-2 Eth wwdisen eine signifikante Steigerung er
Proliferationsrate gegeniiber der Kontrolle auf. Auf Sgnifikanz wurde mit dem unabhdingigen
Sudents-t-Test gepriiftt (+ p<0,05).
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3.2.2. Hemmungsexperimente

Der Hemmer der Proteinkinase C, Staurosporin, konn en Honzentrationen
10 Mnund 501 dem Einbau markierten Thymidins in iedDNA dosisabhingig
vermindern. Durch ie Einwidkung des Staurosporins verringerte sich der
Thymidineinbau un 20% (0 M ) bzw. 6% 60 ™) gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle (Abb. 7a). Diesist ein Nachweis fiir die Bedeutung der Proteinkinase C fiir
intrazellulire Signalwege, ie loB der Stimulation es dellwachstums eingeleitet
werden. Ebenso ist die Aktivierung der Tyrosinkinase fiir die Regulation ed Zell-

proliferation von Bedeutung.

[’H] T hymidineinbau
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——

-40 -

-50 -

-60 -

Prozentuale Anderung der Proliferation
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle

-80 * +
Kon Stau 10 Stau 50

Abb. 7a

Die Graphk zeigt eine signifikante (* <0,01) fkonzentrationsabhdngige Verminderung er
Proliferationsrate gegeniiber der Kontrolle durch 10 und 50 ™M Staurosporin sowie @e signifikante
(" p<0,01) Hemmungvon ®Bu B ggeniiber Yau 10Eswurden oei unabhdngige Experimente mit
jedrei Einzelwerten duchgefiiart. Dargestellt & die prozentuale Anderung ggeniiber der Kontrolle
(auf die Kontrolle normierte Mittelwerte mit Sandardabweichung).

d
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Abb. 7b

Dosisubhiingige Hemmung er Proliferationsrate durch Genistein  (G) in fsteigendenau
Konzentrationen von -30 ug/ml. Die Aktivitit der Tyrosinkinase scheint eine bedeutende Rolle fiir
das Zellwachstum zu spielen. Die Wachstumshemmung ist proportiona zur eingesetzten Dosis.
Eswurden rai unabhingige Experimente mit g drei Einzelwerten duohgefiirt. Dargestellt st der
Mittelwert mit Sandardabweichung (x+ SD). * p <0,01 ist signifikant gegeniiber der Kontrolle,

" p<0,01ist signifikant gegeniiber G 10 und G 15.

Durch Konzentrationen 1-50verg/ml  Genistein, welches pezifisch s ie
Tyrosinkinase hemmt, wurde i@e dosisabhingige Reduktion es Thymidineinbaues
um 4-90% gegeniiber der unbehandelten Kontrolle gefunden (Abb. 7b).
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Abb. 7¢c

Gezeigt wird ed Einflu von Cyclosporin A (C) in ed Konzentrationen von , D150 gl auf die

Proliferation. Dargestellt sind ie Mittewerte (x+ SD) prozentual zur Kontrolle on reiv
unabhidngigen Experimenten mit je drei Einzelwerten (n =9). Ab einer Konzentration von 40ng/ml &t

ein starker hemmender Einfluf3 von CSA zu beobachten (* p<0,01).

Cyclosporin A (CSA) ist ein standardmildig angewandtes Immunsuppressivum,
welches die IL-2-abhingige T-Zellproliferation  terdriickt und r alem bel
Organtransplantationen eingesetzt wird (Erdel, Spaeth & Alsenz 1984).

Da pathologische Verinderungen glatter Muskelzellen e Abstol3ungsreaktionen
eine wichtige Rolle spielen, war die Wirkung des nach Transplantation eingesetzten
CSA auf die Proliferation  Itikierter glatter Muskelzellen in  iesed Arbeit von
besonderer Bedeutung. Konzentrationen vdn20 ngnl CSA zeigten in em d

untersuchten Zeitraster keinen wesentlichen Einflul® auf die Zellproliferation.
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Bei Konzentrationen von0-450 ng/ml CSA  wd eine deutliche Hemmung um bis
zu % gepeniiber der unbehandelten Kontrolle beobachtet (Abb. c). Eirné
interessante Beobachtung ist, al3de bKonzentrationen ab Pml CSA keine
weitere dosis-abhingige Hemmung festzustellen ist. Im Gegenteil, mit steigender
Konzentration es ldnmunsuppressvums nimmt die Hemmung in geringfiigigem
MalRe von 56 auf ca. 36 ab. Dieser Effekt konnte in mehreren experimentellen

Ansitzen reproduziert werden.

3.3.  Wirkung von Zytokinen nach Vorinkubation mit Hemmstoffen

In den folgenden Experimenten wurde versucht, Kulturen maner lgletter
Muskelzellen, ie unterddem Einflul eines Hemmstoffes tehen, m#& den
verschiedenen Zytokinen zu mbinierekp  eren sdiver Ppoflud auf die
Proliferationsrate bekannt st.i Aus diesem Grunde wurden wiederum Zellkulturen,
die nach end bekannten Schema gezogen wurden, mit einem Wachstumshemmer
vorinkubiert und spiter zusammen mit einem Zytokin inkubiert. Abbildung 8a stellt
die Koinkubation des Proteinkinase C-Hemmers Staurosporin mit den \erschiedenen
Zytokinen ard Die signifikante Proliferationssteigerung von Interleukin-18 (I1L-1),
Interleukin-2 (IL-2) und Endothelin (Eth) @bb. 6) wird konplett mhibiert durch de
Ko-Administration mit Staurosporin (Abb. 8), d.h. i@Wirkung dieser Zytokine ist
abhingig von @r Aktivierung der Proteinkinase C (PKC). Interleukin-13 (IL-1), IL-
6 undEndothelin (Eth) zeigen einen additiven Effekt, d.h.sie hemmen in Gegenwart
von Staurosporin ie ZHIproliferation zusitzlich m weitere . c&6-80%. Die
einzige Ausnahme bildet hier der Tumornekrosefaktor o (TNF). TNFa scheint die
Hemmung der Proteinkinase C durch Staurosporin aufzuheben. Der gezeigte Wert
von ca. +30% entspricht einem Wert, wie r erreicht wird, wenn iedZellkulturen
nicht stimuliert werden und einem ,normalen” Zellwachstum unterliegen.

Die Proteinkinase C ist ni id Proliferationssteigerung durch TNFow demnach icht

alleine oder nur teilweise einbezogen.
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Abb. 8a

Die Wirkung & getesteten Zytokine in Kombination mit Staurosporin im Vergleich zu  t&urosporin
allein. Die Abbildung zeigt verschieden starke Ausprigungen der Staurosporin-induzierten
Proliferationshemmung  cm&ugabe onvnterleukin-18 (IL-1), Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-6
(IL-6) und Endathelin (Eth). Deren EinfluR dulie Zellproliferation scheint von e Aktivierung &
Proteinkinases C (PKC) abhiingig zu sein. Tumornekrosefaktor o (TNF¢a) induziert eine
Proliferationssteigerung trotz Ko-Inkubation mit Staurosporin, ein Hemmer der Proteinkinase C. Die
Wirkung von TNF« ist also ieht ausschliefdlich von @t Aktivierung der PKC abhdngig. ES wurden
drel unabhdngige Experimente mit ejdrei Einzelwerten dohgefiiart. Dargestellt sti der Mittelwert
mit Sandardabweichung (x+ SD). Eine signifikante Anderungen es [tH]-Thymidineinbaus bei
TNFe, IL-6 (* p<0,01), IL-183 (* p<0,05) und Eth ist zu erkennen.
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Abb. 8b

Die Wirkung el getesteten Zytokine in Kombination mit Genistein im Vergleich zu Genistein |kein
als Kontrolle (15 ug/ml). TNFo bewirkt eine Steigerung ed Proliferation lajter Muskelzellen von
nur 13,3% gegeniiber der Genistein-Kontrolle. Die Wirkung von TNF« ist also teilweise onv erd
Aktivitit der Tyrosinkinase abhdngig und in diesem Experiment teilweise durch Genistein urterdriickt.
Die IL-1- und Eth-induzierte Proliferationssteigerung wird komplett durch Genistein inhibiert. Es
wurden reidunabhdngige Experimente mit e drel Einzelwerten  rahgefiiart. Dargestellt st der
Mittelwert mit Sandardabweichung (x+ SD) und i& Sgnifikanz* 0,05 fiir IL-6 und TNF baw. *
p<0,05 fiir Eth.

Cyclosporin A (CSA) wird schon lange |s &tandardimmunsuppressivum bei der
Therapie zur Vorbeugung er Transplantatabstof3ung angewandt. CSA  urder in
dieser Arbeit n einer Konzentration  von ndlfhl verwendet. Abbildung 8c zeigt
einen autlichen Synergismus zwischen IL-1 undCSA. Die Proliferationsrate wurde
hier um zusitzlich 60% gegeniiber der CSA-Kontrolle gesenkt. Auch de anderen ge-
testeten Zytokine haben einen Effekt, er did CSA-Hemmung zu  terstiltzen

scheint.
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Wegen der hohen Schwankungsbreite ist der Effekt h Gegenwart von IL-2 undIL-6
schwierig zu interpretieren.

Die Wirkung von TNF, ein starker Mediator der Zellproliferation (Estrada t ak
1995), wird mih iedKo-Inkubation mit CSA eliminiert. Der hemmende Einfluf3
von CSA auf die Wirkung der getesteten Zytokine war bei TNFow am geringsten.
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Abb. 8c

Die Wirkung er getedeten Zytokine in Kombination mit Cyclosporin A (CSA) bel einer
Konzentration von 10 ng/ml und CSA allein IsaKontrolle. Unter der CSA-Wirkung zeigt sich eine
deutliche Reduktion er Vemehrungsrate. Besonders bei IL-1 zeichnet sich eine hochgradige
Verminderung ces Zellwachstums (ca. 60 %) gegeniiber der Kontrollgruppe ab.

Die proliferationssteigernde Wirkung von TNF wird  temndem Einflul? von CSA aufgehoben. Es
wurden reidunabhdngige Experimente mit e drei Einzelwerten  rahgefiiirt. Dargestellt st der
Mittelwert mit Sandardabweichung (x+ SD; # p <0,01).
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3.4.  Wirkung von Hemmstoffen nach Vorinkubation mit Zytokinen

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluf3 der zellwachstumsunterstiitzenden
Faktoren (TNF, IL-1 etc.) auf die hemmenden Stoffe Genistein (G), Staurosporin
(St), Cyclosporin A (CSA) iiberpriift. Dazu wurden in jeweils mehreren Ansitzen
Zdlkulturen hwaner glatter Muskelzellen mit einem Faktor vorinkubiert und ash
dem festgelegten Zeitraster zusitzlich mit den erschvedenen Hemmstoffen mit
vorgegebener Dosierung behandelt.
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Abb. 9a
Jeder Balken entspricht einer Ko-Administration mit TNFa (2,5 ngml). Es wurde mit TNFa. zundgchst
vorinkubiert und  schlielfendn emeinsam g it den jewells dargestellten stanzen Subd

Konzentrationen ppliziert. In al Darstellung ist eine deutlich dalitive Wirkung  texr dem Einflu
von TNFa und IL-1 festzustellen. Se betrcgt hier 55% (signifikant mit * <m®,01) gegeniiber der
Kontrollgruppe, welche mit TNFa allein stimuliert wurde. Alle anderen Ergebnisse zeigen en
erwarteten Verlust an Zuwachs unter Zugabe von Hemmfaktoren (C, Cyclosporin A: ng/ml; G,
Genistein: pg/ml; ST, Saurosporin: nM). Es wurden rei dinabhdngige Experimente mit e dijel
Einzelwerten durchgefiiart. Dargestellt ist der Mittelwert mit Sandardabweichung (x+ SD).

un
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Abb. 9b

Jeder Balken entspricht einer Ko-Administration mit IL-1 (50 U/ml). Mit IL-1 wurde zundgchst
vorinkubiert und  sohlieBend iedjeweils aufgefiihrten Substanzen  uridonzentrationen appliziert.
Dargestellt wird in  ¢eser Grafik der Einflul} drselben Sultanzen wie in Abb. 9a, diesmal mit IL-1-
Vorstimulation. Die addtive Stimulation durch TNFa von iiber 75% gegeniiber der Kontrollgruppe
entspricht dem Effekt von TNFa und IL-1 aus Abb. 9a. (C, Cyclosporin A: ng/ml; G, Genistein:
ug/ml; ST, Staurosporin: nM). Es wurden reil unabhdangige Experimente mit e @rei Einzelwerten
durchgefiiart. Dargestellt ist der Mittelwert mit Sandardabweichung (x+ SD) und dle Signifikanz mit.
* p <0,01 gegeniiber der Kontrolle.

In denselben Versuchsansitzen wurden auf3erdem die verschiedenen Hemmestoffe in
unterschiedlichen Dosierungen auf die mit einem Zytokin  rinkabierten Zellen
aufgebracht, um deren Effekt auf proliferierende Zellen zu beobachten. Abbildung 9a
stellt die jeweiligen Reaktionen auf die verschieden Substanzen ardIL-1 ah mit
TNF einen e€ltlich additiven Effekt, aen Proliferationsrate um ca. 3% hoher as
die TNF-Kontrolle liegt.
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Der Zellzuwachs TNF-vorinkubierter Zellen wird nach Zugabe von CSA in end
Konzentrationen 0,1-10 ng/ml um bis zu 20% reduziert (siehe Abb. 9a).

Beai  Vorbehandlung mit TNF und anschlieRender Inkubation mit Genistein  erod
Staurosporin  inglgen findet sich e dbeigenden Konzentrationen eine deutliche
Hemmung der TNF-Wirkung. Es cleeint, a@ ialintrazellulire Wirkung des TNF
iiber die Tyrosinkinase und / oder iiber die Proteinkinase C vermittelt wird.

Bei Vorstimulation mit IL-1  urahschlief3ender Kombination mit TNFa wird ein
deutlich additiver Proliferationseffekt erzeugt (Abb.  PDie Steigerung von etwa
75% gegeniiber der Stimulation mit IL-1 allein  ecktdsich sehr gut dem mit
Experiment n Abbildung 9a. Dariiberhinaus zeigen sich gute dosisabhingige
Hemmungseffekte mit Genistein Widurosporin. Die ntifoliferative Wirkung
von CSA bel niedriger Dosierung wird deeh IL-1  imgegen aufgehoben. Jedoch ab
einer Konzentration von Ify/ml CSA zeigt sich eine ®va 30%ige Minderung der
Zellvermehrungsrate.

Die Abbildung 9c veranschaulicht bei Vorstimulation mit IL-2 @n Synergismus mit
Endothelin ~ ero@NF. Interleukin-2  ewibkt allgemeinen (siehe Abb. 6) eine
Steigerungsrate der Proliferation m cai %. e Kombination ke mit
Endothelin, welches im Rahmen er aliRer Kontrolle geratenen Glechgewichts-
funktion (Dubin, Pratt & Dzau ; BB&%rnagel 1995) bel der chronischen
Transplantatabstol3ung vermehrt von proliferierenden Endothelzellen sezerniert wird,
bewirkt eine Zunahme des Thymidineinbaus um 40%.

IL-1 Uneb scheinen enek groflen Einflul auf die Proliferationsrate glatter
Muskelzellen aahm Vorinkubation mit IL-2 zu alden. Die Proliferationssteigerung
durch IL-1 ist nach Vorinkubation mit IL-2 mcht nehr vorhanden. Bel Abwesenheit
von IL-2 &nn IL-1 seine proliferationssteigernde Wirkung wie in Abb.  @ntfalten.
Dies aheint klinisch interessant zu sein, @CSA die IL-2-Produktion vorT-Zellen
inhibiert, unas nicht bekannt st, olglatte Muskelzellen ahn moglicherweise
IL-1 empfindlicher eagieren. Wie in endAbbildungen a Gnd Atsichtlich ist,
zeigen ie Hemmstoffe CSA, Genistein Bdurosporin einen  sisfbhingigen
Riickgang des Zellwachstums.
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Abb. 9c

Die Wirkung von TNFa (TNF: 25 /mipgEndahelin (Eth: 0,1 ug/ml), Interleukin-18 (IL-1:
50 U/ml), Interleukin-6 (IL-6: 50 U/ml) und rei Hemmstoffen [C, Cyclosporin A: (ng/ml)/G,
Genistein: (ug/ml) und t,Staurosporin: (nNM)] in Kombination mit Interleukin-2 (IL-2) gegeniiber
IL-2 lleiree als Kontrolle. Deutliche Zunahme des Zellwachstums unter TNFa (2,5  /mbgund
Endathelin (0,1 ug/ml) bei Vorstimulation mit Interleukin-2 (50 U/ml). Im weiteren Verlauf sind id
Kombinationen von IL-2 mit den verschiedenen Enzymhemmern Cyclosporin A, Genistein  nd
Saurosporin im Vergleich zu IL-2 allein dargestellt. Eswurden dei unabhdngige Experimente mit g
drel Einzelwerten dwhgefiihrt. Dargestellt & der Mittelwert mit Standardabweichung (x+ SD) und
die Sgnifikanz mit * p <0,01.
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Abb. 9d

Die Wirkung dr Hemmstoffe Cyclosporin A (C), Genistein (G) und $aurosporin (S) ko-inkubiert mit
Interleukin-6 (IL-6) im Vergleich zu IL-6 llein als Kantrolle. Interleukin-6 scheint n dieger
Darstellung fiir die Proliferation einen eriggeren Einflufd zu d&rabAuch ierhwird wieder die
dosisabhdiingige Reduktion der Proliferation der verschiedenen Hemmstoffe (C, Cyclosporin A: ng/ml;
G, Genistein: ug/ml; &, Staurosporin: nM) demonstriert (* p<0,01).

In Abb. 9dst der hemmende Einflul3 vorCSA, Genistein  undStaurosporin auf mit
Interleukin-6  rstomulierten Zellkulturen argestellt. 1IL-6 spielt als  edfator der
Zd lproliferation glatter Muskelzellen in desen Untersuchungen undmaglicherweise
auch im Rahmen er chronischen Abstol3ungsreaktion einék zentrale Rolle. Die
positiven Ergebnisse mit CSA (0,1 ng/ml) und CSA (1 ¢/ml) hatten wegen der
hohen Schwankungsbreite nur geringe Aussagekraft. Demgegeniiber wird der
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dosisabhingige Abfall der L-6 abhingigen Zellwachstumsrate durch Genistein  oér
Staurosporin demonstriert.

Endothelin, eine Substanz, i@ von Endothelzellen sezerniert wird undchon in et
Kontrollgruppe ine Steigerung der Proliferation von iiber 30% bewirkt (Abb. ), 6
zeigt n Abbildung 9e inere eutlich synergistischen Effekt 50itU/ml Inter-
leukin-18 (IL-1).

[’H] -Thymidineinbau

20 -

10 -

0 .=.|{_|*TITT
':l_jl TT

-3 0 -:E

-1 0

Prozentuale Anderung der Proliferation
gegeniiber der mit Eth vorinkubierten Kontrolle

-4 O
-5 0
-6 0 {
-7 0O *

>y Vo Q Q
TV TS 06

Abb. 9e

Dargestellt st die Wirkung von IL-1, IL-2 IL-6, CSA und Genistein e Ko-Administration mit
Endathelin  im Vergleich zur endathelinvorstimulierten Kontrolle. Unter Endathelinvorstimulation
wird er Hemmende Einflul? von CSA (C: ng/ml) auch in hsheren Konzentrationen unterdriickt.
Interleukin-1 zeigt hier eine additive, 10%ige Seigerung @l Wachstumsrate gegeniiber Endothelin.
Die starke Hemmung dah Genistein (G: ug/ml) verdeutlicht, daf? Endothelin iiber den i§nalweg
der Tyrosinkinase an hmanen ¢ptten Muskelzellen wirkt. Es wurden del unabhingige Experimente
mit je drei Einzelwerten durchgefiiart. Dargestellt ist der Mittelwert mit Sandardabweichung

(x££ SD) und de Sgnifikanz mit * p<0,01.



46

Der Thymidineinbau in ie DNA humaner glaiter Muskelzellen wurde mit
Endothelin Il m waitere 10% gegeniiber Endothelin aleine gesteigert
werden. 1L-2 IL-6undiben elmen zusitzlich  sitiven fgeffekt auf das
Zellwachstum nach Vorinkubation mit Endothelin. Ein Hauptbefund in  ieser d
Graphik ist, al’d ie Wirkung von CSA auch in hoheren Dosierungen  rcu den
Endothelineinfluld  kplett blockiert wird. Es zeigt sich  elke Verminderung erd
Proliferationsrate.

Bei Genistein findet sich erneut eine dosisabhingige Reduktion der Proliferation.

Be dlen ier dardestellten Experimenten wurde ine starke  sisabhingige
Hemmung der Proliferation  rch ¢enistein  er mitl verschiedenen Zytokinen

vorstimulierten Zellkulturen nachgewiesen(Abb. 9a-€).

3.5. Blockade der NO-Synthase durch L-NAME

L-NAME, er Bldcker der Stickoxid-Synthase (NOS), sollte die intrazellulire
Bildung von Stickoxid (NO) unterbinden. Die Produktion  vontrazelluliarem NO
wird insbesondere durch Aktivierung extrazellulirer Rezeptoren gsteuert. Stickoxid
ist fiir seine gefilRerweiternde und antiproliferative Wirkung bekannt (Anggard
1994). In em dorliegenden Zellkulturmodell wurde deshab  tersucht, iab
Blockade der NO-Synthase durch L-NAME die Proliferationssteigerung durch
Zytokine verstirken annkIm weiteren Ansatz sollte die Frage geklirt werden,
inwieweit die CSA-induzierte Proliferationshemmung der Muskelzellen ebenfalls
NO-vermittelt ist und dementsprechend durch L-NAME antagonisiert werden kann.
Die Inkubation von 1QM L-NAME aleine tendiert zu einer geringen Steigerung
der Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle. Dies ist ein Indiz fiir die
antiproliferative Wirkung des intrazel lulir gebildeten Stickoxids (Abb. 10a).

Durch ie gdmeinsame Gabe von Interleukin-13 lus p-NAME konnte gezeigt
werden, dal3 id Inhibition al NOS nicht zu einer Steigerung der Lil-induzierten
Proliferation fiihrt (Abb. 0&). L-NAME ist ebenfalls ohne Einfluf3 auf die TNFo-
induzierte DNA-Synthese (Abb. 10b).



47

[°H]- Thymidineinbau

1000 -
900 |
=
= 800 T %
g o T I
25 700 i J]:
£:2 600-
-
EO
EX 500
22 400
AT l
S
g8 300-
&0 @
S2 200-
53
T T 1000 -
=
:<U
O T T

Abb. 10a

Der EinfluR &b Blockers der NO-Synthase L-NAME (N: 100 uM) auf den Thymidineinbau humaner
glatter Muskezellen. Untersucht wurde das Wachstumsverhalten er Z#llen e ableiniger oder
2usitdicher Simulation mit 1L-1 (IL-1: 50 U/ml) oder CSA (C: 10 /mhg Angegeben sind ie d
Absolutwerte in cpm (counts per minute) als Mittelwerte (x+ SD).
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L-NAME konnte den Effekt von CSA, welchesin dn verwendeten Konzentrationen
gerade inereminimalen Hemmungseffekt aufwies, antagonisieren tiddte zu
einer Erhohung der gemessenen Radioaktivitit von ca. 5800 cpm (CSA) auf ca. 6670
cpm (CSA plus L-NAME). Dies entspricht einer Steigerung um ca. 5% @bb. 110).
Dies war jedoch nicht immer eindeutig reproduzierbar und stellt nur einen Trend dar.
Aus den Versuchen wird auch deutlich, a®lCSA die TNFa-Wirkung aufzuheben
vermag (Abb. b)1Mies piegelt die klinische Situation wider, in er ldnmun-
suppressiva die Aktivierung von Immunzellen  uerdriicken sollen. Darum sind id
Ergebnisse us dea kombinierten Gabe von CSA, TNFa und L-NAME von
besonderem Interesse.

L-NAME ist n eriLage, en sclibon urch @SA verminderten TNFo-Wert
(Abb. 10b) um weitere 10% zu reduzieren.

In weit stirkerem Mal3e Isdei CSA/TNFo hemmt CSA die IL-1-Wirkung. Hier
wird der Absolutwert der eingebauten Radioaktivitit von ca. 8050cpm (IL-1) auf ca.
6500 cpm (IL-1 IugppCSA, ILC) vermindert. Dies entspricht einer ca.  %20gen
Reduktion der DNA-Synthese (Abb. 10a). Der Versuchsansatz war der gleichewiein
Abb. 9a

Zuerst wurde mit den Einzelsubstanzen mokubiert (IL-1; CSA; L-NAME; siehe
Abb. H) Nach eh Mediumwechsel wurden adn i€l jewelligen Testsubstanzen
mit der zuerst applizierten Substanz koinkubiert.
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Abb. 10b

Der EinfluR &b Blockers der NO-Synthase L-NAME (N: 100 M) auf den Thymidineinbau humaner
glatter Muskelzellen. Untersucht wurde das Wachstumsverhalten er Z#llen e ableiniger oder
zusiticher Inkubation mit TNFea (T: 2,5 /miigoder CSA (C: 10 /mbg Angegeben sind die
Absolutwerte in cpm (counts per minute) und de Sgnifikanz mit * p = 0,026 gegeniiber T/N.
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3.6. Der Einflussvon Endothel zal liiberstinden auf die Proliferation
von HSMC

Um den Einfluss von Mediumiiberstinden aus Endothelzellkulturen in  em dhier
beschriebenen Zellkulturmodell zu testen, wurden i@ glatten Muskelzellen mit drel
Tage Iten Ubarstinden inkubiert. In ieser Zet wurde das  edium Mon
Endothelzellen itioniert.komibbel Mediatoren freigesetzt und essentielle
Nihrstoffe verbraucht wurden. Durch ieten Mediumaustausch kénnen Zellsignale
vermittelt werden, wie sain situ in - hysiologischer Weise zwischen dem Endothel
und @r glatten Muskulatur der Fall s$t. Die Mediumiiberstinde wurden in ein- bzw.
zehnprozentigen Konzentrationen zugesetzt.

Hier wird aber nur auf die Ergebnisse mit 1% Endothelmediumiiberstand
eingegangen. Von edonderer Bedeutung war die paralele Stimulation erdglatten
Muskelzellen mit TNFo nach Gabe des Uberstandes (U, U/T), es fristhen
Endothelmediums (ECM, EC/T) und es fristhen Muskelzellmediums (HSM,
HMS/T). ECM diente hierbel als Kontrolle fiir den Endotheliiberstand (U). Frisches,
unverbrauchtes Nahrmedium der Endothel zellen fiihrt zu einer Wachstumshemmung
glaiter Muskelzellen m ga.  9%0ECHM, Ab. 1al Wenn asd eddim von end
Endothelzellen reidTage konditioniert wurde (Uberstand, U) ist die Wachstums-
hemmung der glatten Muskelzellen r nociu sehr gering, Faldtbren er
Endothelzellen kénnen ad Wachstum glatter Muskelzellen erhohen. In Gegenwart
des Endotheliiberstandes (U) eagieren id glatten Muskelzellen auf die zusitzliche
Stimulation mit TNFo. (U/T) nicht miginer Proliferationssteigerung. Das heifdt, s
konditionierte Medium der Endothelzellen erhindert eine iibermiliige Proliferation
der glatten Muskelzellen, dhnlich wie es in physiologischer Weise zu erwarten ist.
Eine sonst deutliche Stimulation mit TNFa (bis 26,2%), wie siein dér Kontrolle, der
ECM gefunden wird (Abb. @), Mird in Anwesenheit von % Uberstand (U)
komplett unterdriickt (U/T). Ahnliche Ergebnisse wurden ki Verwendung von 0%
Uberstand gefunden (nicht dargestellt), wobei die Hemmung dort konzentrations-
abhingig verstiarkt wurde (Mandt et al. 1996).
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Abb. 11a

Der EinfluR von Endathel zellmedium-Uberstand (U: 1%) auf den Thymidineinbau humaner glatter
Muskel zellen. Gepriift wurde das Verhalten der Zellen bel zusitzicher Stimulation mit TNFa

(T: 2,5 ngml). AlsKontrolle zu den Uberstinden dienten Kontrollmedium (Kon, K), Endathel zell-
medium (ECM) und da Medium glatter Muskel zellen (HSM). Die Uberstiinde der Endothel zellen
verhindern die durch TNFo -vermittelte Proliferationssteigerung (U/T). Es wurden jeweils 3-fach-
Bestimmungen durchgefiiart (x+ SD) und mit dem unabhdngigen Students-t-Test auf Sgnifikanz
gepriift(* p <0,05).
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Abb. 11b

Der Einflu von aktiviertem, mit TNF« vorstimuliertem Enddhelzell—Uberstand(Ua: 1%)

(siehe Abschnitt 2.2.7.) auf den Thymidineinbau raner glatter Muskelzellen. Gepriift wurde das
Verhalten er Zellen e kusiatdicher Simulation mit TNFa (T: 2,5 /mb. Als Kontrolle zu  end
Uberstinden (U) diente Kontrollmedium (Kon, K). Als Kontrolle fir die TNFo-Inkubation e b
aktiviertem Endaheliiberstand (UaT) diente die TNFa-Inkubation mit  unbehandeltem
Endatheliiberstand (U/T). Die glatten Muskelzellen werden fiir den TNFa-Siimulus  ensibilisiert,
wenn ieden TNF-aktivierte Endatheliiberstinde zugesetzt werden (UaT vs. U/T). Es wurden ral
unabhdngige Experimente mit e gdrei Einzelwerten  ingefiiart. Dargestellt stider Mittelwert mit
Sandardabweichung (x+ SD) und die Sgnifikanz mit * p<0,05.
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3.7.  Einfluss von Uberstinden TNFo-aktivierter Endothelkulturen

Weiteres Ziel der Arbeit war die Untersuchung von endothel spezifischen Faktoren,
die durch TNFo induziert werden unat Aktivierung der glatten Muskelzellen
fithren. Zu desem Zweck wurden Endothelzellen fiir drei Tage mit TNFo stimuliert
und anschliefend el Uberstand gewonnen. Dieses wurde dann in Konzentrationen
von % udd % déh Muskelzellen zugesetzt. Die unbehandelten Uberstinde
hemmen de Proliferation der Muskelzellen in @m gleichen Ausmal? wie die TNFa-
aktivierten Endotheliiberstinde (um biszu 226, Abb. 11p Die gleiche Hemmung
wurde gefunden, wenn zu eh unghandelten Uberstinden zusitzlich TNFo, auf die
glatten Muskelzellen gegeben wurde. Die Uberstinde von Endothelzellen, ach
dreitigiger Konditionierung entnommen, erhindern bw. antagonisieren te TNFo-
Wirkung und damit die erwartete Proliferationssteigerung (Abb. 11a, 11b).

Die Muskelzellen, iedmit dem TNFa-aktivierten Endotheliiberstand (Ud) versetzt
wurden, zeigten eine ndege Zellantwort. Hier konnte die zusitzliche Gabe von
TNFa, (UaT) die Uberstand-induzierte Abnahme der Proliferationsrate um ca. 50
reduzieren (UaT vs. Ud). Der aktiviete Uberstand (Ua) iihrt zu &iner
Sensibilisierung der Muskelzellen fiir einen weiteren  TNFo~Stimulus. Die
Proliferationsrate konnte somit um 50% gesteigert werden (-10,3% vs. -19,3%),
wenn i@ TNFo-Stimulation ebnicht aktivierten Uberstinden (U/T) als Kontrolle
gesetzt wurde (Abb. 11b).
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4, DISKUSSION

Das Endstadium der chronischen AbstoRungsreaktion ist die sogenannte
Transplantatarteriosklerose. Verschiedene Mechanismen, wie das HLA-System und
die dadurch induzierte Freisetzung von Zytokinen (z.B. TNFa, IL-1, IL-2) tragen
dazu e (Cévami 1992; Wiithrich ). 19@Bbel handelt es ich m enan
permanenten Entziindungsreiz, er nach Monaten e Jabullen einer gewissen
Autonomie unterliegt (Tracey et a. 1988; Hiyry et a. 1992; Yin et a. 1993).

Die Interaktion zwischen glatten Muskelzellen @efillendothel n Biezug auf
Migration Ruolferation steht unter physiologischen Bedingungen in einem
gewissen Gleichgewicht. Zellwachstum und Migration er ZEllen werden  rchdu
verschiedene Mechanismen reguliert und duch einen permanenten Entziindungsreiz,

wie r poste ransplantationem vorliegt, empfindlich gestért. Es entsteht eine

Gefillumeneinengung und als Spitfolge in Oeganversagen (Vierbuchen ; 1993

Geraghty et 4. ). Di386 Vorginge in er Gefildvand scheinen eine
herausragende Rolle bei der chronischen Transplantatabstof3ung zu spielen. Lermann
und Burnett (1992) wiesen nach, dal3 rch Scherkrifte, wie sie bei den
Gefillanastomosen auftreten, Endothelzellen wie ach Leukozyten aktiviert werden.
Das Endothel wird zur Proliferation stimuliert und am Endothel entlangrollende
Leukozyten setzen ermehrty Zytokine frei. Durch ermehrte Expression
Zelladhisionsmolekiilen (I-CAM/E-LAM) der Endothelzellen Anheiindg
zytokinfreisetzender Leukozyten wird er fHlverband es Endothels der Intima
aufgelockert, was mit einem Eindringen weiterer Leukozyten rch da nurd
»permeabel” gewordene Zellschicht verbunden ist ( Robertson & Khairallah 1973).
Die in iedGefilmedia ingedrungenen Leukozyten setzen emnehrt Zytokine frei
und regen ie dort egenden glatten Muskelzellen zur Migration
Zdlproliferation an. Durch iedlaraus resultierende  aldverdickung erfahren ied
Gefil3e eine zunehmende Lumeneinengung (Vierbuchen 1993; Geraghty et al. 1996).
Die Sauerstoffdiffusionsstrecke zur darunter liegenden Zellschicht wird linger und
kann iiber die daraus resultierende Erniedrigung des Sauerstoffpartialdruckes zur
Einschrinkung der Zellfunktion in der Gefzldwand fiihren.

von

ur
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Die durch ie GkfilRwand freigelegte subendotheliale Kollagenschicht kann as d
Gerinnungssystem  aktivieren als &othe zusitzlich zur Entstehung von
Mikrothromben in edterminalen Strombahn des transplantierten Organs beitragen
(van Neck & Bloemers 1992). Viele Untersucher, wie Crocer & Salomon (1989)
oder Morisaki et a. (1993) und Thomae t ae (1996) haben in ihren Arbeiten
tierische Zellen fiir ihre Experimente herangezogen. Die Ubertragbarkeit der
Versuchsergebnisse af das humane System $t @doch ein icht zu umerschitzendes
Problem.

Deshalb wurden in ieser Arbed glaite Muskelzellen aus menschlichen
Nabelschnurarterien &wendet, on die i@zelnen Effekte so @ am Menschen wie
maoglich zu studieren. Die humanen glatten Muskelzellen wurden anhand ihrer
Morphologie im Phasenkontrast und in er Fluodeszenz mittels pezifiscleer
Antikorper (Material und Methoden 2.2.4.) charakterisiert.

Zunichst wurden ie ZHlkulturen fiir die nstehenden Proliferationsexperimente
optimiert und anschliefRend in einem standardisierten Testverfahren verwendet.

In den werschiedenen Ansitzen zeigten sich gelegentlich gpl3e Schwankungsbreiten
in en Hrgebnissen. Dies ist oglioherweise darauf zuriickzufithren, a3 dellen
verschiedener menschlicher Nabelschniire verwendet wurden, welche verschiedene
biochemische oder immunologische Voraussetzungen aufwiesen daimet auf

Kulturbedingungen und Testsubstanzen unterschiedlich reagierten.

4.1. Stimulationsversuche

Um das Proliferationsverhaten er dlatten Muskelzellen zu  texsuchen, wurden
diese Zellen mit verschiedenen Zytokinen stimuliert. TNFa, IL-1f, IL-2, IL-6 und
Endothelin wurden dazu eingesetzt.

Alle Substanzen mit Ausnahme von IL-6 erhohen ielZellproliferation edHSMC
um 22%-36% in Bezug zur Kontrolle.

Beim Patienten mit chronische Abstol3ungsreaktion konnten eine Aufregulation von
Adhisionsmolekiilen (I-CAM-1) und eine gesteigerte Zytokinfreisetzung durch
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Infiltration IL-2 aktivierter Blutzellen (Makrophagen, CD 4- und T-Zellen) in ied
EndothelzelIschicht fiir die Proliferationssteigerung der Gefilizellen verantwortlich
gemacht werden (Hancock et a.1993). Aus diesen aktivierten Blutzellen wird uer
dem Einfluid ILx®ninterferon yund TNFo sezerniert. Beide Substanzen
(Interferon yund TNFa) stimulieren ie IL-2-Rezeptorexpression auf der
Zdloberfliche. TNFa aktiviert intrazelluldr eine Adenylatzyklase, was einen Anstieg
von CAMP bewirkt.

IL-2 elt lepppl yrosinresten indumert eine schnelle Phosphorylierung
intrazel luldrer Proteine (Taniguchi et al. 1993).

Auch scheint IL-6 eine gewisse Rolle zu spielen, welche &er nicht so dfensichtlich
zum Tragen kam. IL-6 zeigte in erdverschiedenen Experimenten eine rhebliche
Schwankungsbreite, so a® eine klare Aussage iiber dessen ,,Roll€’ nicht getroffen
werden kann.

Dasin ive mh Endothelzellen sezernierte Endothelin scheint iiber einen etwas
anderen intrazel luliren Mechanismus als Interleukine und TNFo auf die Proliferation
der HSMC zu wirken. Die durch Endothelin angeregte Produktion  vd?GE, und
EDRF erhoht iiber ein G-Protein iedntrazellulire Konzentration ~ voGMP und
CAMP. Auf diesem Wege konnte der endothelinvermittelte Proliferationsschub
erklart werden (Walter et a. 19%urch cGMP und cAMP werden wichtige
Enzyme und Regulatorproteine ktiviert, avelche die intrazellulire Kalzium-
konzentration regulieren eing wichtige Rolle bel der Zellteilung innehaben
(Cantoni et al. 1994; Goldfeld et al. 1994).

Esist bekannt, a3 Endothelin alein zwar schwach an HSMC bindet, aber dal3 durch
die Ausschiittung von EGF, PDGF oder bFGF anderer Zellen utdch Komodulation
die Rezeptor-Dichte-Affinitit von Endothelin an HSMC erhoht wird (Bonin, Leadley
& Erickson 3). B9 ist daher durchaus denkbar, dal3 Endothelin in einen
Synergismus mit anderen Wachstumsfaktoren tritt, wie z.B. IL-1f, IL-2 odr TNFo.
Dieser Synergismus konnte dann ielverstirkte Proliferation  vddSMC bewirken
und folglich ie Beschleuniguhg der Transplantatarteriosklerose  bzw.
Wandverdickung der kleinen Arteriolen im Rahmen e chronischerd
AbstolRungsreaktion (Hiyry et a.1992; Bonin, Leadley & Erickson 1993).
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4.2. Hemmungsexperimente

Cyclosporin A

Seit éngem schon wird Cyclosporin A as Standardtherapeutikum zur Verhinderung
der Transplantatabstol3ung durch Unterdriickung des Immunsystems herangezogen.
CSA hemmt die Interleukin-2-Synthese und amd die zellulire Proliferation es d
Immunsystems, lat aber keinen Einfluf auf die Expression hohempfindlicher IL-2-
Rezeptoren (Szamel, Bartels & Resch 1993).

IL-2 scheint keinen gesicherten EinfluR auf die Proliferation er glatted
Muskelzellen d Gefillintimazu bsitzen (Abb. 8 bcund 8. CSA greift n i
G1-S;-Phase des Zdllzyklus ein undockilert an ieder Stelle die Proliferation. In
diesem Fall bei glatten Muskelzellen einer Ratte (Wiithrich; 1996).

Zellen, i@ mit TNFo aat LF2 arinkubiert waren, reagieren auf CSA nicht sfr
oder nur in eingeschrinktem Ausmal3, d.h. @& hemmende CSA-Effekt bleibt aus und
die Proliferation leibt kerhalten. Beide Substanzen miissen aher dntrazellulire
Signalwege durch auf der Zelloberfliche gelegene Rezeptoren beeinflussen. Eine
Erklarung fiir einen solchen Mechanismus fanden Morisaki et a. (1993) in ihrer
Arbeit an glatten Muskelzellen @ Hasenaorta Zellen, i@ fiir drei Tage mit TNFo
inkubiert wurden, roduzierten @lattmuskel derived growth factor und
metabolisierten a-LDL auf andere Weise ds die entsprechenden Kontrollen.

Dies konnte in Hinwes darauf sein, al TNk den Phinotyp zw. ied
Zdloberfliche von HSMC in ewisseg Weise modulieren ann. [Kes wiirde
bedeuten, al} urchd iesd Zedlaberflichenverinderungen rch TNFu die
anfingliche Empfindlichkeit gegeniiber CSA gemindert wird undsomit der gewollte
antiproliferative CSA-Effekt aufgehoben wird. Es ist dies eine mogliche Erkldrung
fir die mit der Zeit auftretende ,chronische” Zelproliferation, ie die
Transplantatarteriosklerose inledtet und spiter persistieren |4t (Wiithrich 1996
Ahnliches vermutet eine Arbeit von Leszczynski et al. (1993), welche zeigt, ald
CSA eventuell auch eine Proliferation vonglatten Muskelzellen anregen kann. Diese
Daten sind jedoch widerspriichlich, weil sich auch eine Proliferationshemmung
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gezeigt hat. In der vorliegenden Arbeit wurden mit alen hoheren (iiber 40  ingl)
CSA-Konzentrationen eine Hemmung der Zellproliferation erreicht.

Genistein und Staurosporin

Bis jetzt st noch ichtnganz geklirt, inwieweit ntradellulire Signalwege durch
rezeptorvermittelte Zytokinwirkung angeschaltet werden (Eissner et al. 1P9%s
wurde daher der EinfluR er Enaymblocker Genistein Staunolsporin - auf
zytokinvermittelte Proliferation glatter Muskelzellen getestet. Die Proteinkinasen
sind ene Gruppe zelulirer Enzyme, ie uch mid Reaeptoren fiir
Wachstumsfaktoren in Verbindung stehen.

Die Phosphorylierung des Tyrosins verschiedener Proteine durch id Tyrosinkinase
(TK) ist entscheidend fiir die Transduktion extrazelluldrer Signale ins Zellinnere und
die Regulierung der Zdlproliferation (Hunter & Cooper 1985; Chang & Geahlen
1992; Punt 1992; Schwartz & Liaw 1993).

Die Frage nach er Beteiligung der Tyrosinkinase n en Pabliferation glatter
Muskel zellen sollte durch ihre Hemmung untersucht werden.

Genistein, ein Hemmer der Tyrosinkinase, ist ein aus Sojabohnen undPseudomonas
isoliertes Isoflavon (Eldridge 1982; Ogawara 1982; Akiyamaet al. 1987).

Genistein  evhindert z.B. den Stimulationseffekt von Angiotensin Il (AT I1), einen
Wachstumsfaktor, er untler anderem die Proteinbiosynthese stimuliert, welche
wiederum fiir die Proliferation von HSMC notwendig ist.

AT Il ist unter anderem fiir die Tyrosinphosphorylierung verantwortlich. Die
Blockade dieses Signalweges verhindert Phosphorylierungsprozesse, lat aber keinen
Einflufd auf die durch AT |1 stimulierte Inositol 1,4,5-triphosphat Produktion und ic
Kaziummobilisation, welcher eine wichtige Funktion innerhalb er Zdlteilung
zukommt (Leduc et al. 1995; Semenchuk & Di Salvo 1995).

In ieser Alrbeit, wie uch e Semenchuk & Di Salvo (1995), wird eine
dosisabhingige Inhibition er Rfoliferation glatter Muskelzellen  rchd@enistein
bestitigt. Hemmeffekte von zum Teil 90% wurden ierbei hfestgestellt. Diese

Ergebnisse zeigen, dal? der durch Genistein blockierte intrazellulire Signalweg auch
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nach Stimulation duch Entziindungsmediatoren vonBedeutung fiir die Proliferation
glatter Muskelzellen zu sein scheint.

Ein weiterer Hemmstoff iirf Proteinkinasen ist Staurosporin,  vorem lokkannt st,i
dal3 es die Proteinkinase C hemmt (Vigne & al. 1994).

Eine Blockade der durch TNFo oder L-1B irduzierten Proliferation rch du
Staurosporin konnte fiir eine Beteiligung der Proteinkinase C der intrazelluliren
Signaliibertragung durch diese Zytokine sprechen.

In den ter Punkt 3.2.2. eschriebenen Experimenten te kiogser Effekt
eindrucksvoll nachgewiesen werden. Dort bewirkte die Zugabe von Staurosporin zu
vorstimulierten wie uah zu ruhenden Zellen eine Blockade der TNFo oder L11P3
vermittelten Proliferationserhhung.

Gang et a.(1994) haben in ihren Untersuchungen an glatten Muskelzellen ermutet,
daid die Aktivierung der Proteinkinase C die zytokininduzierte NO-Synthese hemmt.

4.3. Versuche mit L-NAME

L-NAME, ein Blocker der Stickoxid-Synthase (NOS), sollte in erdLage sein, ied
intrazellulare Bildung von Stickoxid (NO) zu lockieren b falls uNd)
antiproliferativ wirkt, eine gesteigerte Zellantwort zu éwirken (Anggard 199 Da

die NOS vermutlich iiber extrazellulire Rezeptoren gesteuert wird, wurde in  end
vorangegangenen Versuchen gepriift, inwieweit verschiedene Zytokine in Gegenwart

von L-NAME ihre proliferative Wirkung steigern konnen.

Hierzu wurden ie glatten dMuskelzellen mit TNFa, I1L-1B e dem od
Immunsuppressivum Cyclosporin A (CSA) inkubiert. Zusitzlich zu iesen d
Substanzen wurden die glatten Muskelzellen mit L-NAME koinkubiert.

In einer Konzentration von 100uM bewirkte L-NAME eine geringfiigige Steigerung

der Proliferation. Dies konnte ine Bestitigung der oben enangten Vemutung
darstellen (Abb. 115, 11b), dal3 NO eine antiproliferative Wirkung entfalten kann.
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Doch im weiteren Versuchsablauf zeigte sich, dal3 L-NAME keinerlei Einfluld auf die
Zdlproliferation in Gegenwart von TNFa und IL-1B dsitzt, atohl nachgewiesen
wurde, aR wch TNFa undlL-1f die NOS aktiviert und evmehrt NO produziert
wird (Durante, Liao & Schafer 1995).

Cyclosporin A, welches einen elmmenden Einflufld auf die Zellproliferation glatter
Muskelzellen at, zdgt n Kombination mit L-NAME jedoch eine verstirkte
Abnahme der Zellantwort (Abb. 16). Dies kénnte bedeuten, d3 CSA die Wirkung
von L-NAME entweder antagonisiert, er @he vermehrte NO-Produktion iiber
NOS-Aktivierung anregt. Dieser Effekt wurde jedoch nur bei IL-13 beobachtet.
Dieses Ergebnis konnte jedoch icht rer reproduziert werden. In den
Abbildungen Oa ufd witth ies ddirch ie grd3e Streuung der einzelnen
Experimente verdeutlicht, was nur allgemeine Aussagen erlaubt. Wird TNFa  der
IL-18 zusammen mit CSA inkubiert, zeigt sich eine deutliche Verringerung der
Zellantwort. Durch Zugabe von L-NAME zu ah diden Zytokinen erhoht sich id
Proliferationsrate wieder. Daraus wire zu folgern, a3 N einen wesentlichen
Beitrag zur Proliferationshemmung |gter Muskelzellen esteuert. Will  an  iebe
Aussage ufadie Kklinische Situation iibertragen, so scheint dieser Einfluld lediglich
auf den Zeitraum der akuten Phase der Transplantatabstol3ung begrenzt zu sein. Wie
in er ldteratur beschrieben, erfihrt die Zelloberfliche glatter Muskelzellen ei
chronischer Exposition vonEntziindungsmediatoren eine Modulation (Morisaki et a
1993), so @R TNFo weiterhin oliferativ wirkt, was letztendlich zum Organverlust

beitragen kann.
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4.4. Besteht ein Synergismus zwischen den einzelnen Zytokinen ?

Die hronische TransplantatabstoRung stellt Prinzip ieine permanente
Entziindungsreaktion ar. Hierbel werden erschiedene Zytokine freigesetzt, ie
miteinander in Wechselwirkung treten und erschiedene intrazellulire Mechanismen
und Signalwege anschalten bzw. beeinflussen konnen. In dieser Arbeit wurde nun die
Frage gestellt, inwieweit die untersuchten Zytokine synergistisch  eodadditiv auf
glatte Muskelzellen wirken. Gibt es einen Synergismus oder haben ie dytokine
einen hemmenden Einflufd auf das Wachstum der glatten Muskel zellen?

Hancock (1993) und Loppnow (1994) wiesen in ihren Arbeiten nach, dal3 16 Wochen
nach ener Transplantation  rch @&influld Endothelin im  Spenderendothel
vermehrt Adhiasionsmolekiile &primiert werden. Parallel dazu zeigte sich auch eine
erhohte Konzentration von IL-6 und TNFo im Patientenserum (siehe Punkt 1.3.).

Es ist also anzunehmen, a3 d rchulL-6 drdFoc intrazellulire Mechanismen
angeschaltet werden, ie denteell auch Auswirkungen auf die Zeloberflichen-
beschaffenheit haben konnten. Wie das Beispiel zeigt, reagierten Zellen auf
Endothelin mit der gesteigerten Expression von Adhisionsmolekiilen.

Wenn igse Vorginge uach bel glatten Muskelzellen stattfinden, 14l sich ielleicht
erklaren, warum Endothelin, welches unter physiologischen Bedingungen schwach
an MSMC bindet, erstirkt an viese Zelen d indet und &omit zur
Proliferationssteigerung beitriagt (Bonin, Leadley & Erickson  199Fine stirkere
Bindung des Endothelins an glatte Muskelzellen erfolgte, wenn iesedmit EGF,

PDGF oder bFGF vorbehandelt wurden. Es konnte daher vermutet werden, a3 d

zwischen em Zytokinen, iedbei einer Entziindungsreaktion ausgeschiittet werden,
ebenfalls ein Synergismus besteht.

Die in ieser Arbeit durchgefiithrten Experimente bestitigen teilweise diese

Vermutungen. Abbildung 9bzeigt zum Beispiel die Kombination vonlL-1 mit TNFa.

Es zeigt sich eine Steigerung der Proliferationsrate um 75% gegeniiber der Kontrolle.

Das entspricht einem Zuwachs von ca. 456 gegeniiber TNFow und ca. 406 gegeniiber

IL-1 alein (Abb. 6). Beachtenswert st iauch erdSynergismus zwischen Endothelin

und IL-2 (Abb. 9¢).

d



62

Hier konnte ene Steigerung der Proliferation um 5% (Abb. 6 undibb. @) gegeniiber
Endothelin (nur Eth) und ca. 20% gegeniiber IL-2 alein beobachtet werden.

Wie bel Bonin, Leadley & Erickson (1993) schon angedeutet, konnte dies darauf
zuriickzufiihren sein, a8l Endothelin - @dandere Substanzen eine Modulation ed
Zelloberfliche oder Rezeptordichte (Morisaki et al. 1993 L-2 aktivierter Blutzellen
bewirkt (Hancock et a. 1993).

4.5.  Welchen Einfluld haben Genistein oder Staurosporin auf die

zytokinvermittelte Zellproliferation?

Wie bereits oben eschrieben, bhemmen Genistein Staurogpadin  ie
Zéllproliferation um bis zu 90 % (Abb. 7a, 7b).
Humane glatte Muskelzellen wurden zuerst Gemstein  zw. Sturosporin

vorinkubiert und anndnit den erschiedenen Zytokinen inkkibiert. Trotz des
hemmenden Einflusses von Genistein  ewirldten IL-6 TOifee eine geringe
Proliferation glatter Muskelzellen (Abb. b).8Bei Staurosporin, endHemmer der
PKC zeigte sich wie ewartet eine starke Hemmung ds Wachstums. Jedoch scheint
hier TNFo. ie Btiockade der PKC durchbrochen zu abenh Es resultierte ine
Steigerung der Proliferation nudurchschnittlich 30 gegeniiber der Staurosporin-
Kontrolle.

Wurden i@ Zellen jedoch zuvor mit den Zytokinen vinkubiert und dann mit den
Blockern & PKC bzw. TK zusammengebracht, erhielt @an ein ganz anderes Bild.
In alen Fillen zeigte sich eine starke Hemmung der Proliferation nubiszu 70
gegeniiber der jeweiligen Kontrolle.

Hunter & Cooper 1985), Chang & Geahlen (1992), Punt (1992) und Schwartz &
Liaw (1993) haben achgewiesen, a ie dIK aine wichtige Komponente
intrazelluldrer Signalwege darstellt und Semenchuk & Di Salvo (1993) beschrieben
dasselbe von @r PKC, was die €genen Ergebnisse bestitigt. Vermutlich wird doch
TNFa  und-6 ein anderer Signalweg beschritten, erdunabhingig von erdPKC
bzw. TK arbeitet. Wihrend die PKC und TK blockiert sind, konnten [L-6 und TNFo
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intrazelluldre Signalwege r@schalten, i@ dazu fithren, id Zellproliferation in Gang
zu halten. Das,,wi€" ist derzeit noch nicht bekannt.

Auf der anderen Seite werden il Zytokine die TK und iedPKC, @dauf der
Zdloberfliche gelegene Zytokinrezeptoren so sensibilisiert bzw.  ermehrt
exprimiert, so aR ein Eingriff in idse Systeme durch Staurosporin @l Genistein

dieses ,labile* Gleichgewicht empfindlich stéren ank. Das wiirde bedeuten, al3d

entweder Phosphorylierungsvorginge im Cytoplasma zum Erliegen nkoen  eod

entsprechende Rezeptoren auf der Zelloberfliche beeinflul3t werden. Moglicherweise
geschieht dies durch Konformationsinderung der aktiven Zentren auf molekularer
Ebene. Diese Mechanismen konnten eine mogliche Erklarung fiir den anti-
proliferativen Effekt von Staurosporin Genigmd auf aktivierte glatte
Muskelzellen sein.

4.6. Der Einfluf® von Endothelzelliiberstinden mit und ohne TNFo
auf die Proliferation glatter Muskelzellen

Endothelzellen  urglaite Muskelzellen alten  ten physiologischen Bedingungen
die Proliferation bhidyration in einem gewissen Gleichgewicht (Hiyry et al.
1986).

Das heilit, ie gegedseitige Beeinfluung beider Zellsysteme garantiert die
Durchgingigkeit des Gefillumens. Ist dieses Gleichgewicht gestort, wie sebei der

chronischen Transplantatabstollung zu  eobachten ist,b mmt es zuko

Lumeneinengung und somit Endefiekt zu einer Mangelversorgung des
betreffenden Organs mit Sauerstoff und Nihrstoffen. Dies bedeutet n letzier
Konsequenz den Untergang des betreffenden Organs (Robertson & Khairallah 1973.
In den Experimenten zu iesed Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob
inwieweit Endothelzellen  urgllatte Muskelzellen miteinander in Wechselwirkung
treten. Hierzu wurden icht vorbehandelte sowie mit TNFo konditionierte
Medieniiberstinde von ltiviertenklEndothelzellen mit glatten Muskelzellen
inkubiert.

und
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Wihrend ein 1%iger Uberstand (+ TNFa) die Proliferation um 8% (hne TNF) bzw.
25% mit TNF) hemmte (nicht gezeigt), reduzierte in  &6igé&0 Endothelzell-
tiberstand (+ TNFo) die Rate um ca 20%. Eine mogliche Folgerung daraus wire, daf3
Stoffwechselprodukte von Endothelzellen (EC) glaite Muskelzellen in ihrer
Proliferation remmen konnen. Dieser Effekt wird deutlich erhoht, wenn ein 1Q%iger
Uberstand  erwendet wird. Moglicherweise sezernieren  ie  Endothezellen
verschiedene Mediatoren in  asdKulturmedium, ie diiese Hemmung verursachen.
Werden die EC jedoch mit TNFo vorinkubiert, so werden vermehrt Mediatoren ins
EC-Medium sezerniert, ie imk verstirkte Proliferationshemmung verursachen,
wenn dieser aktivierte Uberstand den glatten Muskelzellen appliziert wird.

Estrada eal. (1995) haben @ Wirkung von TNFa auf glatte Muskelzellen  bowner
Herkunft (BCSMC) untersucht. Die BCSMC wurden ei vbrschiedenen TNFo-
Konzentrationen (2-100 ng/ml) iiber 8-72 Stunden egestet. Bei gder Konzentration
bzw. zu jedem Zeitpunkt der Untersuchung wurde eine Erhéhung der NO-Produktion
von BCSMC festgestellt. Thomae ted (1996) zeigte in einer Kokultur von glatten
Muskelzellen tmdiothelzellen aus Rattenarterien, da3  rcliuTNFa aktivierte
glatte Muskelzellen NO freigesetzt wird, was auf Endothelzellen zytotoxisch wirkt.
Wenn iesk Ergebnisse uf dhumane Gefildzellen iibertragbar wiren, konnte  ine
durch TNFo gesteigerte NO-Freisetzung der Endothelzellen ein Grund fiir die
antiproliferative Wirkung  von rstiaulierten Uberstinden auf glatte Muskelzellen
sein.

Die Abbildung 10 beigt eén  vonieseh Ergebnissen abweichendes Verhalten der
glatten Muskelzellen. TNFow scheint auf Glattmuskelzellen trotz des hemmenden
Einflusses von EC-Uberstinden einen @ingfiigigen proliferativen Effekt zu dben.
Dieselbe Wirkung wurde beobachtet, wenn Uberstinde verwendet wurden, ie
vorher mit TNFa aktiviert wurden. Wie in  erd.iteratur beschrieben, sezernieren
Endothel-zellen wihrend der Entziindungsreaktion ermehrt Endothelin, welches
bekanntlich einen  sitpeen roliferativen Effekt auf HSMC hat. Estrada (1995)
stellte ine Erhohung der NO-Produktion elbSMC boviner Herkunft fest, iedmit

verschiedenen Konzentrationen von TNFa inkubiert wurden. Moglicherweise ist
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dies auch ebEC der Fal, womit sich erdantiproliferative Effekt auf HSMC bel
Inkubation mit EC-Uberstinden erkliren lielRe.

Wie eklirt sich aber das vermehrte Wachstum von HSMC nach Zugabe von TNFo
aktivierten EC-Uberstinden und gleichzeitiger TNFo. Stimulation ?

Vermutlich rgduzierten EC Stickoxid (NO) und  dth ielStimulation mit TNFo
auch ermehnt Endothelin. Wird ieman oktivierté Uberstand mit HSMC
inkubiert, umiSMC zusitzlich mit TNFa angeregt, so tritt vermutlich erdoben
beschriebene Synergismus zwischen TNFo und Endothelin auf. Das von endeC
sezernierte NO  ird wtellweise oder vollstindig antagonisiert und er
proliferative Effekt der Kombination TNFo/Endothelin tritt verstirkt auf. ES konnte
dies eine Erklarung dafiir sein, @l trotz der Gegenregulation dr endothelialen NO-
Produktion ie Proliferatiod e HSMC wdhrend es chronischerd
» Entziindungsvorganges® der Absto3ungsreaktion iiberhand nmmt und im Endeffekt
zum Organversagen durch Gefaldverschlul3 fiihrt.
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4.7. Schlul¥folgerung

TNFo scheint bei der chronischen Abstof3ungsreaktion eine herausragende Rolle zu
spielen. Erstens durch seinen starken roliferptiven Effekt auf humane glatte
Muskelzellen unaweitens durch seinen Einflufd auf die Oberflichenbeschaffenheit
bzw. seine Beeinflussung an der Zelloberfliche gelegener Rezeptoren.

Diese Rezeptoren scheinen wichtige intrazellulire Signalwege nzusehalten, ie
unter anderem auch fiir die Proliferation enantwortlich zeichnen. In ieder Arbeit

scheinen sich zumindest zwei mogliche Therapieansitze abzuzei chnen.

Erstens. Eine Erhohung der NO-Produktion er dds Serumspiegels konnte im
akuten Stadium der AbstolRungsreaktion en droliferativen Effekt des  edilstors
TNFo in Kombination mit CSA mildern.

Zweitens. Viele intrazellulire Stoffwechselwege, ie thit der Proliferation glatter
Muskelzellen in engem Zusammenhang stehen, werden iiber die Proteinkinase C und
die Tyrosinkinase vermittelt. Proliferationseffekte, ie durchd TNFo in  er
chronischen Phase der Transplantatabstolung induziert und aufrecht erhalten
werden, konnten durch eine magliche Blockade dieser beiden Systeme @ngeschrinkt

werden.
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9. ZUSAMM ENFASSUNG

Das Endstadium der chronischen AbstoRungsreaktion ist die sogenannte
Transplantatarteriosklerose. Zu en dierau eitrbgenden Mechanismen zihlen ie d
Aktivierung des HLA-Systems und ie dinkontrollierte Induktion URCKE setzung
von Zytokinen wie TNFa, IL-1B3, IL-2 etc. (Cerami 1992). Dieser permanente
Entziindungsreiz unterliegt nach Monaten  eodahren einer gewissen Autonomie
(Tracey et al. ; 1088t al. ). D983 Freisetzung von Zytokinen aus
T-Lymphozyten wird jedoch deh CSA, ein anerkanntes Immunsuppressivum, —mu
zeitweise unterdriickt (Granelli-Piperno, Inaba & Steinmann 1984). Gleichzeitig wird
durch eine Sensibilisierung sowohl der glatten Muskelzellen er Gefillmedia as
auch er Eddothelzellen er Irdima ine Aufregulierung der Zytokinrezeptoren
induziert und somit der CSA-Wirkung entgegengewirkt (Russel et a. 1995).

Die Rolle der glatten Muskelzellen sowie der Einflul es Endothels im
pathophysiologischen Geschehen @ chronischen Transplantatabstof3ung ist ni ivo
schwer fal3bar und sollte in einem in vitro Ansatz niher charakterisiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden mane (gliatte Muskelzellen aus der
menschlichen Nabelschnur isoliert und ie Bulturbedingungen fiir diesen Zelltyp
zunichst optimiert. Durch immunzytochemische Markierungen wurden iedellen
identifiziert. Die glatten Muskelzellen wachsen zu einem konfluenten Monolayer und
zeigten e begelmilRiger Subkultivierung eine  xpa@nentielle Wachstumsphase. In
anschlief3en-den  Experimenten  wurden iese  Zellen erschietlenen
Entziindungsmediatoren ausgesetzt und ie Broliferationsrate mit Hilfe des [*H]-
Thymidineinbaues bestimmt. Zur Anwendung kamen Endothelin-1, Interleukine und
Tumornekrosefaktor o.

Die stirksten Wachstumssti mulatoren waren TNFo (2,5 ng/ml), I1L-113 (50 U/ml) und
Eth (0,1 ug/ml). Die Wachstumsraten wurden m ca.  -35256 gegeniiber der
Kontrolle gesteigert. Mit TNFow und IL-13 in  €h gleichen Konzentrationen wurden
auch additive Effekte gefunden.

Zur Beschreibung der intrazelluliren Signalwege, ie dlrch ie Einwirkung der
verschiedenen Substanzen aktiviert werden, wurden in einem weiteren Ansatz die
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Proteinkinase C (PKC) durch Staurosporin sowie die Tyrosinkinase (TK) durch

Genistein inhibiert.

Es konnte nachgewiesen werden, dal3 rwidegend iedPKC fiir die Induktion erd

Proliferation durch TNFo oder IL-1 verantwortlich ist.

Der Einflul3 vorCyclosporin A (CSA) unter den Stimulationsbedingungen war nun
von esbnderem Interesse. Es zeigte sich keine deutliche Hemmung der zytokin-
induzierten Proliferation durch CSA im Vergleich zur Kontrolle.

Da die Zdlen im natiirlichen Gewebeverband einer gegenseitigen Wachstums-
kontrolle unterliegen, wurde in einem zusitzlichen Ansatz Kulturiiberstand

Endothelzellen, ied benfalls aus der Nabelschnur isoliert wurden, mit den glatten
Muskelzellen inkubiert. Dieser Uberstand wurde nach  Bagen  vaten Endothel-
zellen geawonnen und émmte in Konzentrationen von%lnd B das Wachstum
der glatten Muskelzellen. Wurden ie Endothelzellen mit TNFo stimuliert
(vorinkubierter Uberstand), so attdr dieser Uberstand eine #hnliche Wirkung auf
glatte Muskelzellen. Am deutlichsten konrte in deser Versuchsserie gezeigt werden,
dald ie dlatten Muskelzellen fiir eine zusitzliche TNFa-Stimulation (2,5 ng/ml)
sensibilisiert werden, wenn sie mit dem TNFo vorinkubierten Endothel zel liiberstand

versetzt wurden.

Die zdllulire Aktivierung durch Zytokine wirll iiber die Proteinkinase C vermittelt.
Cyclosporin A hat keine protektive Wirkung auf die zytokinvermittelte
Zdllaktivierung bei den untersuchten humanen glatten Muskel zellen.

von
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1. ANHANG

Zusammenstellung der Ergebnisse us den eiraelnen mbi ni enbeh

Proliferationsmessungen (Thymidineinbau). Im Falle iner Vorinkubation wird ied
Testsubstanz der Versuchbedingung zusitzlich eigegeblen. Die Angaben der

Proliferationsinderung sind als Pfeile in @ letzten Spalte dargestellt; die jeweilige

Kontrolleist in der ersten Spalte aufgelistet.

Die zu den Tabellen gehdrenden Abbildungen sind genannt; dort finden sich auch die

jeweilige Anzahl der durchgefiihrten Experimente.

Kontrolle Vorinkubation Versuchsbed. Proliferation
MCDB — TNF T
MCDB — Eth T
MCDB — IL-1 T
MCDB — IL-2 T
MCDB — IL-6 —

Abb.6

Kontrolle Vorinkubation Versuchsbed. Proliferation
MCDB — St 10 rmol/l d
MCDB — St 50 rmol/l W

Abb. 7a

Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
MCDB — G1ug/ml —
MCDB — G10 ug/mi d
MCDB — G15ug/ml d
MCDB — G50 pg/ml W

Abb. 7b

Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
MCDB — CSA 0,1ng/ml d
MCDB — CSA 1ng/m T
MCDB — CSA 10ng/ml —
MCDB — CSA 20ng/ml —
MCDB — CSA 40ng/ml Jl
MCDB — CSA 80ng/ml A
MCDB — CSA 100ng/ml Il
MCDB — CSA 150ng/ml I

Abb. 7c
Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
St 10 nmol/l St 10 nmol/l IL-1 d
St 10 nmol/l St 10 nmol/I IL-2 —
St 10 nmol/l St 10 nmol/l IL-6 A
St 10 rmol/l St 10 rmol/l Eth N
St 10 rmol/l St 10 rmol/I TNFa. T

Abb.8a
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Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
G 15ug/ml G 15ug/ml IL-1 —
G 15ug/ml G 15 pg/ml IL-2 —
G 15 ug/ml G 15ug/ml IL-6 )
G 15ug/ml G 15 pg/ml Eth 1
G 15 ug/ml G 15ug/ml TNFa T
Abb. 8b
Kontrolle Vorinkubation Versuchsbed. Proliferation
CSA 10ng/ml CSA 10ng/ml IL-1 NN
CSA 10ng/ml CSA 10ng/ml IL-2 —
CSA 10ng/ml CSA 10ng/ml IL-6 —
CSA 10ng/ml CSA 10ng/ml Eth 1
CSA 10ng/ml CSA 10ng/ml TNFa. —
Abb.8c
Kontrolle Vorinkubation Versuchsbed. Proliferation
TNFo 2,5ng/ml | TNFo 2,5ng/ml IL-1 T
TNFa 2,5ng/ml TNFa 2,5ng/ml CSA 0,1 N
TNFa 2,5ng/ml TNFo 2,5ng/ml CSA 1l d
TNFo 2,5ng/ml TNFo 2,5ng/ml CSA 10 —
TNFo. 2,5ng/ml | TNFo 2,5ng/ml G1 |’
TNFo 2,5ng/ml TNFo 2,5ng/ml G 10 —
TNFo 2,5ng/ml | TNFo 2,5ng/ml G15 J
TNFo 2,5ng/ml | TNFa 2,5ng/ml St 10 {
TNFo 2,5ng/ml | TNFo 2,5ng/ml St 50 4
Abb.9a
Kontrolle Vorinkubation Versuchsbed. Proliferation
IL-18 50 U/ml IL-1B 50 U/ml TNFo )
IL-13 50 U/ml IL-1B 50 U/ml CSA 0,1 —
IL-13 50 U/ml IL-1B 50 U/ml CSA 1l —
IL-1B 50 U/m IL-18 50 U/ml CSA 10 J
IL-1B 50 U/mi IL-1B 50 U/ml G1 J
IL-18 50 U/ml IL-1B 50 U/ml G10 d
IL-13 50 U/ml IL-1B 50 U/ml G15 d
IL-18 50 U/ml IL-18 50 U/ml St 10 \:
IL-1B 50 U/ml IL-1B 50 U/ml St 50 J

Abb.9b
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Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
IL-2 50U/ml IL-2 50 U/ml TNFo. T
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml Eth )
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml IL-1 —
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml IL-6 —
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml CSA 0,1 —
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml CSA 1 —
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml CSA 10 d
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml G1 N
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml G10 d
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml G15 Il
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml ST 10 —
IL-2 50U/ml IL-2 50U/ml ST 50 |’

Abb. 9c

Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
IL-6 50U/ml IL-6 50U/ml CSA 0,1 T
IL-6 50U/ml IL-6 50U/ml CSA 1 —
IL-6 50U/ml IL-6 50U/ml CSA 10 N
IL-6 50U/ml IL-6 50U/ml G1 —
IL-6 50U/ml IL-6 50U/ml G10 Jl
IL-6 50U/ml IL-6 50U/ml G15 I
IL-6 50U/ml IL-6 50U/ml ST 10 —
IL-6 50U/ml IL-6 50U/ml ST 50 A

Abb.9d

Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
Eth 0,1ug/ml Eth 0,1ug/ml IL-1 T
Eth 0,2ug/ml Eth 0,1ug/ml IL-2 —
Eth 0,2ug/ml Eth 0,1ug/ml IL-6 —
Eth 0,1ug/ml Eth 0,1ug/ml CSA 0,1 —
Eth 0,1ug/ml Eth 0,2ug/ml CSA 1 —
Eth 0,2ug/ml Eth 0,1ug/ml CSA 10 —
Eth 0,1ug/ml Eth 0,1ug/ml G1 d
Eth 0,2ug/ml Eth 0,1ug/ml G10 d
Eth 0,1ug/mi Eth 0,1ug/ml G15 Il

Abb.9e
Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
MCDB — IL-1 )
MCDB — CSA 10ng/ml —
MCDB — N T
MCDB — ILC N
MCDB — ILN )
MCDB — INC d
MCDB — NC —

Abb.10a
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Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
MCDB — TNFa. T
MCDB — CSA 10ng/ml —
MCDB — N _
MCDB — TC —
MCDB - TN T
MCDB - TNC d
MCDB — NC T

Abb. 10b
Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation
MCDB MCDB KIT )
ECM ECM U —
ECM ECM uIT d
MCDB - ECM N
ECM ECM EC/IT 2
MCDB — HSM T
MCDB — HSM/T )
Abb.11a

Kontrolle Vorinkubation V ersuchsbed. Proliferation

MCDB MCDB KIT T
ECM ECM U d
ECM ECM uIT d
ECM ECM Ua J
ECM ECM Uarl —

Abb. 11b
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AT I
BCSMC
bFGF
BSA
cAMP
cGMP
cpm
CAM-1
CSA/C
CuSO,
DNA
EC
ECM
ECIT
EDRF
EGF
ETDA
Eth
FCS
FITC

HEPES

HLA

HSMC
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ABKURZUNGEN

Adrenocorticotropes Hormon
Antikorper

Angiotensin |1

Bovine Colon Smooth Muscle Cells
basic Fibroblast Growth Factor
Bovine Serum Albumin

cyclisches Adenosinmonophosphat
cyclisches Guanosinmonophosphat
counts per minute

Cell Adhesion Molecule-1
Cyclosporin A

Kupfersulfat

Desoxyribonucleic Acid

Endothel zellen

Endothelia Cell Medium

Endothel zel Imedium/TNFo,
Endothelin Derived Releasing Factor
Epidermal Growth Factor
Ethylendiamintetraessigsiure
Endothelin

Fetal Calf Serum
Fluorescein-1sothiocyanat
Genistein

N-2-Hydroxyethyl pi perazin-N'-2-
Ethansulfonsiure

Humanes Leukozyten Antigen
Human Smooth Muscle Cells
Human Smooth Muscle Medium



HSM/T
I-CAM
IL-1

IL-2

IL-6

ILC

ILN

INC
iNOS
Kon/K
K/IT
o-LDL
L-NAME
MCDB-131

MHC

NC

NO
NOS
NaCO3
NaOH
PIS
PBS
PDGF
PGE;
PKC
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Human Smooth Muscle Medium/TNFo
Intercellular Cell Adhesion Molecule
Interleukin-13

Interleukin-2

Interleukin-6

Interleukin/Cyclosporin A
Interleukin/L-NAME
Interleukin/L-NAME/Cyclosporin A
induzierbare Stickoxid Synthase

Kontrolle

Kontrollmedium/TNFa.

o-Low Density Lipoprotein
N-Nitro-L-Arginin-Methylester

Kulturmedium entwickelt n e Abteillungl
Molecular and Cellular Developmental Biology,
University of Colorado.

Major Histocompatibility Complex
N-Nitro-L-Arginin-Methyl ester
N-Nitro-L-Arginin-Methylester/Cyclosporin A
Nitric Oxid

Nitric Oxid Synthase

Dinatriumcarbonat

Natriumhydroxid

Penicillin/Streptomycin

Phosphat-gepufferte Salzl ssung

Plateled Derived Growth Factor

Prostaglandin E,

Proteinkinase C



rpm
RT

SD

SMC

Stau/St
TGF-B1

TK

T/IN

TNC
TNFo/TNF/T
TRITC

U

Ua

Uar

u/IT

Umdrehungen/min

Raumtemperatur
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Standardabwei chung
Smooth Muscle Cells

Staurosporin

Transforming Growth Factor-f1

Tyrosinkinase

TNFo/Nitric Oxid
TNFo/Nitric Oxid/Cyclosporin A
Tumornekrosefaktor o

Tetramethyl-Rhodaminyl-I sothi ocyanat

Uberstand

Uberstand, aktiviert

Aktivierter Uberstand zusitzlich mit

inkubiert

Uberstand/TNFa.

Mittelwert

TNFa
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