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1 Zusammenfassung

Zielstellung: Das Endothel ist eine wesentliche zelluldre Komponente im komplexen
hamostasiologischen System und besitzt Enzymsysteme zur Synthese des gasférmigen
Transmitters Hydrogensulfid (H,S). H,S entfaltet auf vaskularer Ebene zahlireiche protektive
Funktionen. Ziel der vorgestellten Studie ist es, den Einfluss des H,S Donors GYY4137
(GYY) auf die Aktivitat humaner Endothelzellen (HUVECs) in vitro, sowie auf die
Neointimabildung in vivo zu evaluieren.

Material und Methodik: Die Untersuchung der Beeinflussung der Aktivitat von HUVECs
durch GYY erfolgte in einem ersten Schritt durchflusszytometrisch, indem die
Adhéasionsmoleklile CD62E, CD54 und CD106 auf ruhenden, mit TNF-a aktivierten oder mit
1, 5 oder 10 mM GYY behandelten und unmittelbar im Anschluss mit TNF-a stimulierten
Endothelzellen analysiert wurden. Eine potentielle Reversibilitdt von GYY wurde anhand der
CD62E Expression durch TNF-a Stimulation 24h nach der GYY Exposition mit 10 mM
untersucht. Zum Ausschluss toxischer Effekte wurde ein WST Assay durchgefihrt. Zur
Analyse der Zellaktivitdt GYY behandelter HUVECs wurde zusatzlich ein ELISA zur
Detektion des von Willebrand Faktors (VWF) durchgeflihrt. Die Analyse der Protein S-
Sulfhydrierung erfolgte unter Verwendung des Biotin Switch Assays. Weiterhin wurde ein
Migrationsassay durchgefuhrt, bei dem die Migration von unbehandelten, VEGF stimulierten,
mit 1 mM GYY behandelten bzw. gleichzeitig mit VEGF und GYY behandelten HUVECs
untersucht wurde. In vivo diente das FeCl;-Thrombosemodell der Arteria carotis zur
Evaluation des Einflusses von GYY auf die Neointimabildung. Die Mause wurden unmittelbar
nach Induktion der Carotislasion i.v. mit GYY oder dem Vehikel behandelt. Die an Tag 7 oder
Tag 21 entnommenen Carotiden wurden sowohl morphometrisch mittels Hamatoxylin-Eosin
Farbung als auch immunhistochemisch durch Bestimmung der Expression von alpha-smooth
muscle actin (a-SMA) und proliferating cell nuclear antigen (PCNA) analysiert.

Ergebnisse: Die Vorbehandlung mit GYY vor der TNF-a induzierten Aktivierung der
HUVECs fuhrt im Vergleich zur alleinigen Stimulation zu einer signifikanten,

dosisabhangigen Reduktion der Expression von CD62E wund des mittleren
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Fluoreszenzshiftes von CD54. Demgegentber zeigt die Expressionsanalyse von CD106 nur
eine marginale Beeinflussung durch GYY. Erfolgte die TNF-a Stimulation erst 24h nach der
GYY Behandlung, so zeigen mit 10 mM GYY behandelte HUVECs eine CD62E Expression
wie unter alleiniger Stimulation. Im WST Assay konnten nach drei Stunden keinerlei
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen aufgezeigt werden. Des Weiteren flhrt
GYY zur Reduktion der vWF Sekretion, steigert signifikant die S-Sulfhydrierung endothelialer
Proteine und schrankt die Migration der HUVECs ein. Die in vivo Untersuchungen zeigen
eine Reduktion der Neointimabildung und Abnahme der Anzahl der a-SMA und PCNA
positiven Zellen unter GYY Behandlung.

Schlussfolgerung: Anhand der Daten kann postuliert werden, dass GYY die Aktivierbarkeit
von HUVECs reversibel reduziert. Zudem konnte eine toxische Wirkung ausgeschlossen

werden. In vivo fihrt GYY zu einer verminderten Neointimabildung.
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2 Abstract

Purpose: The endothelium is crucial during thrombogenesis. This study aims to evaluate the
effect of the H,S donor GYY4137 (GYY) on the activity of human umbilical vein endothelial
cells (HUVECS) in vitro and on neointimal formation in vivo.

Materials and Methods: Flow cytometry of resting, TNF-a stimulated or with 1, 5 or 10 mM
GYY ftreated and subsequently stimulated HUVECs was performed to analyze the
expression of CD62E, CD54 and CD106. To study a potential reversibility of the GYY action,
CDG62E expression was further assessed on HUVECs activated 24h after exposure to 10 mM
GYY. A WST assay was performed to exclude toxic effects. To examine the cellular activity
of GYY treated HUVECs, an ELISA for detection of von Willebrand factor (VWF) was
additionally performed. Biotin switch assay served for analysis of S-sulfhydration of GYY
exposed endothelial proteins. Furthermore a migration assay was carried out, in which the
migration of untreated, VEGF stimulated, 1 mM GYY treated or simultaneously VEGF and
GYY treated HUVECs was investigated. In vivo the effect of GYY on neointimal formation in
the carotid artery was studied in the FeCl; injury model in GYY or vehicle treated mice. At
day 7 or 21 after treatment, the carotid artery was removed for histological and
immunhistochemical analysis.

Results: GYY treatment significantly reduces the expression of CD62E and CD54 but not of
CD106. When HUVECs are stimulated 24h after GYY treatment, CD62E expression is no
longer affected. The WST assay reveals no differences between the groups. GYY
significantly increases the S-sulfhydration of endothelial proteins, leads to a restricted
migration of HUVECs and reduction of VWF secretion. The in vivo studies show a reduction
of the neointimal formation and a decrease in number of a-smooth muscle actin and
proliferating cell nuclear antigen positive cells under GYY treatment.

Conclusions: Summarizing, GYY dose dependently and reversible decreases the activation

of HUVECs in an untoxic way and reduces neointimal formation in vivo.
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3 Glossar

3-MST 3-Mercaptopyruvat Sulfurtransferase
A. Arteria

Abb. Abbildung

ANOVA Analysis of Variance

ATP Adenosintriphosphat

ca* Kalzium

CAT Cystein Aminotransferase

CBS Cystathionin R-Synthase

CO Kohlenstoffmonoxid

CSE Cystathionin y-Lyase

DAO D-Aminooxidase

DMSO Dimethylsulfoxid

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay
ER Endoplasmatisches Retikulum

EZM Extrazellularmatrix

FCS Fetales Kélberserum

FeCl, Eisen(lll)-chlorid

FSC Vorwartsstreuung

g Gramm

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GABA Gamma-Aminobuttersaure

GYY GYY4137

h Stunde(n)

H.S Hydrogensulfid

HE Hamatoxylin-Eosin

HuUR Human Antigen R
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HUVEC Human umbilical vein endothelial cell
ICAM-1 Intracellular adhesion molecule 1
IFN-y Interferon gamma

IL-1 Interleukin 1

i.p. Intraperitoneal

V. Intravends

K" Kalium

kDa Kilodalton

Keap1 Kelch-like ECH-associated protein 1
KG Korpergewicht

Ko Kontrolle

LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen 1
LTP Langzeitpotenzierung

MAC-1 Macrophage-1 antigen

MFS Mittlerer Fluoreszenzshift

min Minute(n)

ml Milliliter

mM Millimolar

MMTS Methylmethanethiosulfonat

MW Mittelwert

NaCl Natriumchlorid

NF-kB Nekrosefaktor kappa B

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Stickstoffmonoxid

Nrf2 Nuclear factor erythroid 2-related factor
PCNA Proliferating cell nuclear antigen
PSGL-1 P-Selektin Glykoprotein Ligand-1
SAM S-Adenosylmethionin
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SEM Standardfehler des Mittelwerts

SMC Smooth muscle cells

SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
SSC Seitwartsstreuung

TF Tissue factor

TNF-a Tumornekrosefaktor alpha

t-PA Tissue plasminogen activator

TRAP Thrombin Rezeptor aktivierendes Peptid
TRPV4 Transient receptor potential cation channel subfamily V member 4
TVT Tiefe Venenthrombose

V. Vena

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1
VEGF Vascular endothelial growth factor

VS Versus

vWF Von Willebrand Faktor

Wo Woche(n)

WPK Weibel-Palade Kérperchen

WST Water soluble tetrazolium

ZNS Zentralnervensystem

a-SMA Alpha-smooth muscle actin

I Mikroliter

UM Mikrometer
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4 Einleitung

41 Hydrogensulfid

Hydrogensulfid  (H.S), welches im allgemeinen  Sprachgebrauch auch als
Schwefelwasserstoff bezeichnet wird, ist ein farbloses, Ubelriechendes und giftiges Gas. Es
besteht aus zwei Wasserstoffatomen und einem Schwefelatom. H,S ist neben
Kohlenstoffmonoxid (CO) und Stickstoffmonoxid (NO) der dritte endogene gasférmige
Transmitter, beeinflusst ebenfalls zahlreiche Organsysteme und hat somit einen pleiotropen
Charakter. Aufgrund seiner lipophilen Eigenschaft diffundiert H,S schnell und ohne
spezifische Transportproteine durch Biomembranen.

H.S wurde erstmals 1989 in Gehirnen von Saugetieren entdeckt (Goodwin et al. 1989,
Warenycia et al. 1989) und ist seitdem Bestandteil zahlreicher Studien. Es konnten vielfaltige
positive rheologische Effekte nachgewiesen werden wie z.B. anti-thrombogene (Zagli et al.
2007, Grambow et al. 2014, Olas & Kontek 2014) und pro-thrombolytische Eigenschaften
(Grambow et al. 2016). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass niedrige H,S Spiegel mit
einer endothelialen Dysfunktion und Entstehung von Atherosklerose in Verbindung stehen

(Wang et al. 2015).

41.1 Metabolismus

H,S wird physiologisch in Saugetieren gebildet. Dazu stehen dem Organismus drei
Enzymsysteme zur Verfigung. Hauptsachlich sind die Enzyme Cystathionin R-Synthase
(CBS) und Cystathionin y-Lyase (CSE) an der enzymatischen Entstehung von H,S beteiligt
(Stipanuk und Beck 1982). Ein weiteres H,S bildendes Enzym ist die in den Mitochondrien
gebildete 3-Mercaptopyruvat Sulfurtransferase (3-MST, Shibuya et al. 2009). Zunachst
katalysiert die CBS die Synthese aus Homocystein zu Cystathionin (Chen et al. 2004). Aus
diesem synthetisiert die CSE die Hauptquelle fur die H,S Bildung, die Aminosaure L-Cystein.
Das Cystein wird wiederum von der CBS auf direktem Weg, oder durch die 3-MST uber das
Substrat 3-Mercaptopyruvat in H,S umgewandelt. Des Weiteren entsteht H,S durch die CSE

aus Cystin (Abb. 1).
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Cystin 4®
Homocystein Cystathionin @ Cystein H,S

CAT DAO

3-Mercaptopyruvat

Abb. 1: Schematische Darstellung der H,S Biosynthese.

4.1.1.1 Cystathionin y-Lyase

Die CSE ist ein Pyridoxal-5-phosphat abhangiges Enzym und stellt das primare
Ausgangsprodukt fiir die H,S Synthese bereit, in dem sie die Reaktion vom Cystathionin zum
Cystein katalysiert. AulRerdem bildet die CSE aus L-Cystin Thiocystein, Pyruvat und
Ammoniak. Uber das Thiocystein entsteht ebenfalls H,S, indem es nichtenzymatisch in H,S
und Cystein zerfallt (Stipanuk & Beck 1982). Die Aktivitat der CSE ist von der intrazellularen
Ca?*-Konzentration abhéngig. So findet die H,S Produktion im steady state statt und wird
supprimiert wenn die Ca**-Konzentration steigt (Mikami et al. 2013). Eine Studie von Yang et
al. hat im Jahr 2008 gezeigt, dass eine Inhibierung der CSE zu einer starken Abnahme der
H,S Synthese in Aorta, Herz und Serum, nicht aber im Gehirn flhrt. Diese Entdeckung
unterstltzt die These, dass die CSE in den vaskularen Endothelzellen hoch exprimiert wird
(Yang et al. 2008, Bearden et al 2010). Sie ist zwar hauptsachlich im kardiovaskularen
Systemen zu finden, wurde jedoch auch in Mikrogliazellen (Lee et al. 2006), im Ruckenmark
(Distrutti et al. 2006) und in Neuronen des Kleinhirns (Garcia-Bereguiain et al. 2008)
nachgewiesen. Des Weiteren wird sie in der Leber und den Nieren exprimiert (Ischii et al.

2004).
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4.1.1.2 Cystathionin B-Synthase

Die CBS ist, wie bereits beschrieben, an wesentlichen Schritten der Synthese des H,S
beteiligt. Sie ist ebenfalls von Pyridoxal-5-phosphat abhangig und wird durch S-
Glutathionylierung (Niu et al. 2015) sowie durch S-Adenosylmethionin (SAM, Abe und
Kimura 1996), welches am Carboxylende der Cystathionin R-Synthase bindet, reguliert und
verstarkt aktiviert. Im Gegensatz dazu wird ihre Aktivitat durch Bindung von NO oder CO an
eine Hdmgruppe des Aminoterminus unterdriickt (Taoka & Benerjee 2001). Da die CBS aus
dem Homocystein das Cystathionin bildet, ist sie wesentlich an der Regulation des
Homocysteinhaushaltes beteiligt. Mutationen im CBS Gen sind die haufigste Ursache fir
Homocystinurie, eine genetische Stérung, die durch stark erhéhte Mengen an Gesamt-
Homocystein und vermindertes Cystein im Plasma charakterisiert ist (Mudd et al. 1964,
1985). Die Homocystinurie geht auRerdem mit einem erhohten Risiko fur thromboembolische
Ereignisse einher (Mudd & Levy 1978).

Primar ist die CBS im Zentralnervensystem (ZNS) zu finden und wird besonders stark im
Hippocampus exprimiert (Abe & Kimura 1996, Whiteman & Moore 2009, Njie-Mbye et al.
2010). Dort ist sie hauptsachlich in den Astrozyten lokalisiert (Enokido et al. 2005).
Aulerdem wird sie ebenfalls, wie die CSE, in den Nieren, der Leber und in Endothelzellen

synthetisiert (Ishii et al. 2004, Bearden et al 2010).

4.1.1.3 3-Mercaptopyruvat Sulfurtransferase

Das Enzym, welches erst vor einigen Jahren als H,S bildender Biokatalysator beschrieben
wurde, ist die 3-MST. Sie wandelt ihr Substrat 3-Mercaptopyruvat neben dem H,S zu
Pyruvat, Ammoniak und elementarem Schwefel um (Shibuya et al. 2009). Das Substrat wird
durch Transaminierung von L-Cystein durch die Cystein Aminotransferase (CAT, Ubuka et
al. 1978) bzw. durch die D-Aminooxidase (DAO) aus D-Cystein (Shibuya et al. 2013) gebildet
(Abb. 1). Die Produktion des H,S lGber den Weg der 3-MST und CAT ist ebenfalls von der
intrazellularen Ca?*-Konzentration abhangig und findet am effektivsten wiahrend des steady

states statt (Mikami et al. 2011).
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3-MST ist primar in den Mitochondrien und im Zytoplasma lokalisiert (Nagahara et al. 1998).
Es wird jedoch kontrovers diskutiert, in welchen Zellen des zentralen Nervensystems die 3-
MST Uberwiegend exprimiert wird, in Neuronen oder in Astrozyten (Shibuya et al. 2009,
Zhao et al. 2013). Es wurde beschrieben, dass H,S, gebildet von der 3-MST, leicht als
gebundener Sulfan-Schwefel gelagert wird und durch einen Stimulus schnell als H,S
freigesetzt werden kann (Shibuya et al. 2009, Ishigami et al 2009). Aktuell konnte gezeigt
werden, dass die Expression der 3-MST im Kortex in Folge eines Schadel-Hirn-Traumas
signifikant steigt (Zhang et al. 2017). Daruber hinaus wird die 3-MST auch in Endothelzellen

exprimiert (Shibuya et al 2009).

4.1.2 Protein S-Sulfhydrierung

Unter einer S-Sulfhydrierung, auch Protein-Persulfidbildung genannt, versteht man die
Bildung von -S-SH-Addukten aus Cysteingruppen (-SH). Sie bewirkt eine oxidative
posttranslationale Modifikation (Paul & Snyder 2015), die eine wichtige Rolle bei der
Signalvermittlung des H,S spielt. Vor wenigen Jahren konnte festgestellt werden, dass die
Protein S-Sulfhydrierung eine physiologische Modifikation vieler Proteine darstellt, die durch
H,S induziert wird (Mustafa et al. 2009). Einige Proteine wurden bereits als Ziele der
Sulfhydrierung identifiziert: beispielsweise die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), R-Tubulin und Aktin, welche schatzungsweise zu 10-25% sulfhydriert werden
(Mustafa et al. 2009). Aufgrund seiner Haufigkeit und chemischen Stabilitdt kann die
Sulfhydrierung leicht durch Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Weiterhin stehen
Biotin Switch Assays und densitometrische Analysen zur lIdentifizierung der Protein-

Persulfidbindung zur Verfligung.

41.3 Endogene Funktionen
Aufgrund des pleiotropen Charakters von H.,S wurde dessen Einsatz bereits intensiv als
potentielles Therapeutikum bei Ischamie- und Reperfusionsschaden in Gehirn, Herz, Lunge

und Leber untersucht. Auflerdem reguliert H,S die Aktivitdt der NO Synthetase (NOS), um
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die Produktion des Stickstoffmonoxids zu kontrollieren. Auf der einen Seite erleichtert es die
Phosphorylierung der Aktivierungsstelle der endothelialen NOS (eNOS) und erhoht so die
NO Produktion (King et al. 2014). Auf der anderen Seite wird die Aktivitat der neuronalen
NOS (nNOS) durch H,S in den glatten Muskelzellen des Colons unterdrickt (Sha et al.

2014).

4.1.3.1 Zentralnervensystem

H,S erreicht im ZNS physiologisch héhere Konzentrationen als in anderen Organen und ist
etwa dreifach héher konzentriert als im Serum (Hogg 2009). H,S Gbernimmt hier zahlreiche
Funktionen (Abb. 2). Es fungiert beispielsweise als Neuromodulator, indem es NMDA-
Rezeptor vermittelte Reaktionen verstarkt, die Induktion der hippocampalen
Langzeitpotenzierung erleichtert und die synaptische Transmission im Hippocampus hemmt
(Abe & Kimura 1996, Kimura 2014, 2015). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass H,S
eine wichtige Rolle bei der Hochregulierung des GABA [3-Rezeptors, sowohl an der pra- als
auch postsynaptischen Membran, spielt (Han et al. 2005). Daruber hinaus reguliert es den
intrazellularen pH Haushalt in Gliazellen (Lu et al. 2010), sowie den intrazelluldren Ca®'-
Haushalt in verschiedenen Zellen des Gehirns. Weiterhin fuhrt H,S durch die Aktivierung
transienter Rezeptorpotential-(TRP)-Kanale zu einem Ca?-Einstrom in die Astrozyten und
den Hippocampus (Nagai et al. 2004).

Neben den neuromodulatorischen Funktionen wirkt H,S ebenfalls neuroprotektiv. Es wurde
schon lange spekuliert, dass H,S eine Rolle bei der Pathogenese der Alzheimer Erkrankung
spielt. Bereits 1996 zeigten Morrison et al., dass die endogene Synthese des
Schwefelwasserstoffs bei Alzheimer Patienten, aufgrund stark verringerter Spiegel von SAM,
dem Aktivator der CBS, eingeschrankt ist (Morrison et al. 1996). Sowohl in vitro als auch in
vivo Studien zeigten, dass H,S einen protektiven Effekt auf die Entstehung und den Verlauf
der Alzheimer Krankheit austibt. Des Weiteren wurde beschrieben, dass H,S auch in Bezug
auf weitere neurologische Erkrankungen, wie Morbus Parkinson (Hu et al. 2010), Schadel-

Hirn-Traumata (Zhang et al. 2013) und zerebrale Ischamien protektiv wirkt. So wurde in einer
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Studie bezlglich zerebraler Ischamien nachgewiesen, dass H,S durch anti-apoptotische
Effekte in murinen Neuronen eine schitzende Funktion vor neuronaler Apoptose
zugeschrieben werden kann, welches sich in einem abnehmenden Infarktvolumen aufierte

(Lin et al. 2012).

Neuromodulation Neuroprotektion

- NMDA-Rezeptor H,S

- Hippocampale LTP «  Alzheimer Krankheit
AN «  Morbus Parkinson

=  Synaplische Transmission o7 e 7

- GABA B-Rezeptor % «  Schadel-Him-Trauma
=L .

« Intrazelulares Ca?* ; =  Zerebrale Ischamie

« Intrazelularer pH Wert

Abb. 2: Effekte von H,S auf das ZNS. Uberblick iiber die vielféltigen neuromodulatorischen und
neuroprotektiven Funktionen des H,S.

Der H,S vermittelten Neuroprotektion stehen verschiedene und bereits ausflhrlich
untersuchte Mechanismen zur Verfugung. So schutzt H,S die Nervenzellen durch seine
reduzierende und somit anti-oxidative Wirkung (Yin et al. 2009) vor oxidativem Stress, der
experimentell z.B. durch Glutamat (Kimura & Kimura 2004) oder Wasserstoffperoxid (Lu et
al. 2008) induziert wurde. Der anti-inflammatorische Effekt von H,S wurde erstmals 2007 von
Hu et al. beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl endogenes als auch
exogenes H,S die Lipopolysaccharid induzierte NO Freisetzung und die TNF-a Produktion in
Mikrogliazellen abschwachen kann (Hu et al. 2007). Neben der anti-oxidativen und anti-
inflammatorischen Wirkung wird H,S ein anti-apoptotischer Effekt zugeschrieben, der auf
einer Inhibition pro-apoptotischer Signalwege beruht (Zhu et al. 2007, Yin et al. 2009, Lin et
al. 2012). AuRerdem verringert H,S die Stressantwort des endoplasmatischen Retikulums

(ER, Krishnan et al. 2011).
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4.1.3.2 Herz-Kreislaufsystem

Neben dem ZNS lbernimmt H,S auch zahlreiche Funktionen im kardiovaskularen System.
Einer der ersten beschriebenen physiologischen Effekte des H,S ist die Regulation des
Tonus von BlutgefaRen, was primar auf der Aktivierung ATP abhangiger K*-Kanéle beruht
(Hosoki et al. 1997, Wang et al. 2001, Tang et al. 2005) und konsekutiv zu einer Relaxation
der glatten Muskelzellen fuhrt. Die Folge ist eine Vasodilatation und Verbesserung der
Perfusion des nachgeschalteten Gewebes sowie die Senkung des systemischen Blutdrucks.
Die H,S induzierte Aktivierung der K*-Kanale wird dabei durch Protein S-Sulfhydrierung der
Kir6.1 Untereinheit vermittelt (Mustafa et al 2009).

Durch den bereits beschriebenen Mechanismus der Regulation der eNOS schitzt H,S den
Herzmuskel vor Ischamien und Reperfusionsschaden (Elrod et al. 2007, King et al. 2014).
Die genetische Uberexpression der CSE in Mausen flhrt zu erhdhten H,S Spiegeln, einer
verbesserten linksventrikularen Leistung und einem gesteigerten Uberleben bei ischamischer
Herzinsuffizienz  (Calvert et al. 2010). In einem Bluthochdruck induzierten
Herzinsuffizienzmodell wurde gezeigt, dass H,S die Progression zur nachteiligen
Remodellierung des linken Ventrikels verlangsamt und myokardiale Angiogenese induziert
(Polhemus et al. 2013). Es wurde aulierdem nachgewiesen, dass H,S bei chronischer
Ischamie eine stark pro-angiogene Wirkung auf vaskulare Endothelzellen ausubt, indem es
extrazellulare Kinase Signalkaskaden aktiviert, die das GefalBwachstum férdern (Szabd &
Papapetropoulos 2011). Viele Arbeitsgruppen haben beschrieben, dass H,S die
Endothelzellproliferation und -migration stimuliert, indem entweder das Zellwachstum
gesteigert oder die Neubildung von Endothelzellen induziert werden (Cai et al. 2007,
Papapetropoulos et al. 2009). Die zunehmende myokardiale Vaskularisierung und Perfusion
sowie das Wachstum der Kardiomyozyten sind entscheidend, um das Fortschreiten der
Herzinsuffizienz zu verhindern. H,S scheint fir diese Indikation ein aussichtsreicher, pro-
angiogener und damit kardioprotektiver Mediator zu sein (Polhemus und Lefer 2014).
Aullerdem zeigten Mani et al., dass H,S durch Verringerung der Intimaproliferation einen

protektiven Mechanismus in der Pathogenese der Atherosklerose darstellt und in CSE-
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Knockout Mausen zu einer beschleunigten Entwicklung von Atherosklerose fihrt (Mani et al.

2013).

4.1.3.3 Gerinnungssystem

Die Hamostase ist ein lebenswichtiger Prozess und umfasst alle Mechanismen, die zur
Blutgerinnung beitragen. Man unterscheidet dabei die primare von der sekundaren
Hamostase. Bei der primaren Hamostase kommt es unmittelbar nach der Gefalverletzung
zur Anlagerungsreaktion der Thrombozyten an subendotheliale Strukturen wie z.B. Kollagen.
Die Adhasion erfolgt mit Hilfe des von-Willebrand-Faktors (VWF, Silbernagl et al. 2010).
Umgehend nach der Anlagerung erfolgt der Aktivierungsprozess der Thrombozyten, der im
Wesentlichen aus der Freisetzung verschiedener Mediatoren, Formveranderung und
Aggregation der Blutplattchen besteht. Zeitlich Uberschneidend kommt es zur sekundaren
Hamostase, welche Uberwiegend durch die Bildung von mechanisch stabilem Fibrin
gekennzeichnet ist. Der initial gebildete instabile Thrombozytenthrombus wird dabei durch
ein maschenwerkartiges Fibrinnetz, in das auch Erythrozyten eingebunden sind, stabilisiert.
Man unterscheidet bei der Bildung des roten Thrombus die Aktivierungsphase, die
Koagulationsphase und die Retraktionsphase (Silbernagl 2010).

Unter physiologischen Bedingungen besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen pro-
und anti-koagulatorischen Prozessen. An der Aufrechterhaltung dieses Equilibriums sind
unter anderem die drei endogenen gasformigen Mediatoren beteiligt. So wurde gezeigt, dass
H,S neben NO und CO wesentliche Funktionen in der Modulation des Gerinnungssystems
zugeschrieben werden kdénnen. Im Jahr 2007 wurde erstmals der anti-thrombogene Effekt
von H,S nachgewiesen, der auf einer Inhibition der Aggregation der Thrombozyten beruht
(Zagli et al. 2007, Grambow et al. 2014, Olas & Kontek 2014). Die anti-thrombogene
Eigenschaft wird auf der einen Seite Uber die Hochregulation der NO Synthese (Kram et al.
2013) und andererseits durch die verminderte Thrombozytenaktivierung und die konsekutiv
reduzierte Thrombozytenaggregation vermittelt (Morel et al. 2012, Grambow et al. 2014).

Einen Mechanismus der Regulation der Adhasionsmolekilexpression der Thrombozyten
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konnte dabei die S-Sulfhydrierung thrombozytarer Proteine darstellen. Diese fihrt zu einer
signifikanten und dosisabhangigen Reduktion der Expression der Adhasionsmolekule P-
Selektin und Glykoproteinrezeptor GP,a durch H,S (Grambow et al. 2014). Neben der
Adhasion der Thrombozyten werden auch die adhasiven Eigenschaften von Fibrinogen und
Kollagen inhibiert (Morel et al. 2014). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Behandlung
der Thrombozyten mit H,S zu einer verminderten Granulaexozytose und Formveranderung
fuhrt (Grambow et al. 2014). Zudem hat H,S eine pro-thrombolytische Wirkung (Grambow et
al. 2016). Daruber hinaus wird die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT), die
Prothrombinzeit (PT) und die Thrombinzeit (TT) durch eine H,S Behandlung verlangert (Olas
& Kontek 2014). AuRerdem kann das Endothel durch H,S zur Angiogenese stimuliert
werden, wodurch zusatzlich zur Beschleunigung der Wundheilung beigetragen wird (Altaany
et al. 2014). Weitere Effekte von H,S auf das Endothel bezliglich der Hdmostase sind nicht
hinreichend beschrieben und werfen hinsichtlich anderer Faktoren und Ursachen der

Thrombogenese weitere Fragen auf.

4.2 Thrombogenese

Die Thrombogenese fasst die Mechanismen der Thromboseentstehung zusammen. Unter
einer Thrombose versteht man eine lokale, intravasale oder intrakardiale Blutgerinnung, die
zur Bildung eines Blutgerinnsels fuhrt. Dabei kommt es zu einem partiellen oder
vollstandigen Verschluss eines Blutgefalles. Man unterteilt sie anhand der Lokalisation im
Gefalsystem in arterielle und venése Thrombosen, sowie Thrombosen der Makrozirkulation
und Mikrozirkulation.

Vendse Thrombosen sind im klinischen Alltag von groRer Bedeutung, wobei die tiefen Bein-
und Beckenvenenthrombosen (TVT) mit einer Inzidenz von 70 bis 110 pro 100.000
Einwohner die haufigsten Formen darstellen. Dabei kommt es als Folge, trotz verbesserter
Therapieoptionen, bei etwa einem Drittel der Patienten zu einer Lungenarterienembolie
(White 2003). Tiefe Venenthrombosen und die Lungenarterienembolie stellen wahrend eines

Krankenhausaufenthalts auch heutzutage noch eine der Hauptursachen fur Morbiditat und
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Letalitdt von Patienten dar. Doch auch fir ambulante Operationen besteht ein erhohtes
Risiko (Herold 2017).

Arterielle Thrombosen entstehen hauptsachlich auf dem Boden eines atherosklerotischen
Endothelschadens oder als Folge von Herzrhythmusstérungen und fluhren zu einer
Durchblutungsstérung und Sauerstoffmangel im versorgten Gewebe. Sie manifestieren sich
als  Myokardinfarkt, Hirninfarkt, = Mesenterialarterienischamie, periphere arterielle
Gefaldverschlisse der Extremitaten, als akuter retinaler Arterienverschluss oder auch als

Niereninfarkt (Herold 2017).

4.21 Virchow Trias

Die ,Virchow'sche Trias“ beschreibt die Ursachen einer Thrombose und ist nach dem
deutschen Pathologen Rudolf Virchow (1821-1902) benannt. Demnach spielen bei den
pathophysiologischen Mechanismen der Entstehung einer Thrombose drei Faktoren eine
wesentliche Rolle (Abb. 3), die Veranderung der Blutviskositat bzw. Blutzusammensetzung,

die Veranderung des Blutflusses und die Schadigung des Endothels (Virchow 1856).

Blutfluss

Thrombose

Viskositat Endothel

Abb. 3: Komponenten der Virchow'schen Trias: pathophysiologische Grundlagen der Entstehung
einer Thrombose.

Eine Veranderung der Viskositat kann durch eine Anderung der Zusammensetzung des
Blutes bedingt sein und somit zu einer Hyperkoagulabilitdt fihren. Hierbei besteht ein
Ungleichgewicht zwischen Gerinnung und Fibrinolyse (Herold 2017). Die Risikofaktoren der

Hyperkoagulabilitdt kbnnen entweder angeboren oder erworben sein (Seligsohn & Lubetsky
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2001). Hereditare Thrombophilien kénnen sich beispielsweise im jungen Alter des ersten
Auftretens einer TVT oder durch rezidivierende Thrombosen auf3ern. Aufgrund eines Protein
S-Mangels oder eines Antithrombin (AT)-Mangels liegt bei Heterozygotie ein zehnfach
erhdhtes relatives Risiko fur die Entwicklung einer TVT vor (Herold 2017). Der erworbene
Protein S-, C-, und AT-Mangel ftritt bei Leberzirrhose, Schwangerschaft und auch bei
disseminierter intravasaler Gerinnung (DIC) auf. Andere erworbene Risikofaktoren fir eine
Hyperkoagulabilitdt sind Adipositas, Rauchen, Exsikkose, die Einnahme oraler Kontrazeptiva
und systemische Infektionen.

Veranderungen des Blutflusses sind am haufigsten durch Immobilisation, z.B. in Folge eines
operativen Eingriffes, bedingt. Es kommt aber auch durch rechtsventrikulare und
linksventrikulare Herzinsuffizienz sowie eine lokale Stase zZu einer
Stromungsverlangsamung, was die Bildung einer Thrombose beglnstigt. Varizen kénnen zu
einer Wirbelbildung und somit ebenfalls zu Blutstromveranderungen flihren (Herold 2017).
Dabei entsteht anstelle einer linearen Stromung eine turbulente Stromung.
Endothelalterationen entstehen unter anderem aufgrund lokaler Entziindungen, Traumata,

arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus und durch Nikotinabusus (Herold 2017).

4.3 Endothelzellen

Im Jahr 2000 beschrieb Cooke das Endothel als gréftes Organ des Koérpers, welches etwa
der GrofRke von sechs Tennisplatzen entspricht (Cooke 2000). Es kleidet alle BlutgefalRe von
innen aus und stellt die entscheidende Barriere zwischen Intra- und Extravasalraum dar.
Histologisch bildet das Endothel mit der subendothelialen Schicht und der Membrana
elastica interna die Tunica intima. Das Endothel ist ein einschichtiger, Iickenloser Belag aus
platten, polygonalen Zellen, die mit ihrer Langsachse parallel zum Blutstrom ausgerichtet
sind und auf einer Basallamina sitzen (Lillmann-Rauch 2012).

Man unterscheidet histologisch das kontinuierliche, fenestrierte und diskontinuierliche
Endothel, wobei das kontinuierliche, geschlossene Endothel in den meisten Abschnitten des

Gefalksystems vorkommt. Die Permeabilitdt ist entsprechend des Organs sehr
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unterschiedlich. Ein Sonderfall ist das kontinuierliche Endothel der Hirnkapillaren, deren
Permeabilitat im Gegensatz zu anderen Kapillaren ca. einhundertfach niedriger ist. Diese
Eigenschaft des Endothels tragt wesentlich zur Bildung der Blut-Hirn-Schranke bei
(Lallmann-Rauch 2012). Die apikale Oberflache der Endothelzellen ist mit einer bis zu 500
nm dicken Glykokalyx versehen, die fur die selektive Permeabilitit des Endothels
verantwortlich ist. Das Endothel ist auBerdem mit Adharenskontakten, Tight junctions und
Gap junctions ausgestattet, wodurch es den Durchtritt von Plasmabestandteilen kontrolliert
und den Kontakt zwischen Blutzellen und Extrazellularmatrix verhindert (Lillmann-Rauch

2012).

4.3.1 Funktionen der Endothelzellen

Neben der bereits erwadhnten Barrierefunktion zwischen Blut und Interstitium kdnnen dem
Endothel zahlreiche weitere Funktionen zugeschrieben werden. Die wesentliche Funktion
besteht darin, den systemischen Blutfluss und die Perfusion des Gewebes durch
Veranderung des GefalRdurchmessers und des GefalRtonus zu regulieren. Die
Endothelzellen sind mit den glatten Myozyten der Media durch myoendotheliale Kontakte
verbunden (Lullmann-Rauch 2012) und ermdglichen somit die Einstellung der Gefalweite.
AuRerdem sezerniert das Endothel Mediatoren, die zur Regulation der GefalRweite beitragen.
Dazu gehdren z.B. das vasokonstringierend wirkende Endothelin und das vasodilatatorisch
wirkende, von der eNOS gebildete Stickstoffmonoxid. Des Weiteren reguliert das Endothel
die Rekrutierung und Extravasation von Leukozyten als Reaktion auf Gewebeschadigung
und Infektion durch Expression von Adhasionsmolekilen und Zytokinen (Cotran & Pober
1990, Ebnet & Vestweber 1999). Endothelzellen haben eine entscheidende Rolle im
Heilungsprozess nach Verletzung oder Entzindung. Sie fungieren als Vektor der
Angiogenese, die fur die korrekte Bildung von Granulationsgewebe und Gewebereparatur
sowie fur die Rekanalisation von wandstédndigen und okkludierenden Fibringerinnseln
essentiell ist. Der wichtigste pro-angiogenetische Faktor stellt der vascular endothelial growth

factor (VEGF) dar. Schlie3lich exprimiert die luminale Oberflache des Endothels viele
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Molekile, die die Aktivierung von Thrombozyten und die Koagulationskaskade regulieren,
wodurch der Blutfluss erhalten und die Thrombusbildung nach der Gefalverletzung

verhindert wird (Pearson 1999, Van Hinsbergh 2012).

4.3.1.1 Endothelzellen im Rahmen der Himostase

Endothelzellen nehmen in der vaskularen Hamostase eine Schlisselfunktion ein. Das
Endothel fungiert als aktives regulatorisches Organ, das die Hamostase aufrechterhalt. Die
Zellen befinden sich in einem dynamischen Gleichgewicht und passen sich mit ihrem
Phanotyp der aktuellen Situation und Umgebung an (Cines et al. 1998, Pober & Sessa
2007). Unter physiologischen Bedingungen besitzt die luminale Oberflache der ruhenden
Endothelzellen einen anti-thrombogenen Charakter, indem es die Adhéasion von
Thrombozyten und Leukozyten hemmt und die Aktivierung des Koagulationssystems
verhindert. Im Gegensatz zu ruhenden Endothelzellen erlangen aktivierte Endothelzellen

einen pro-thrombogenen Phanotyp, der zur Thrombusbildung fuhrt (Abb. 4).

Abb. 4: Rasterelektronenmikroskopie aktivierter HUVECs und Thrombozyten. Ubersichtsaufnahme
der HUVECs und Thrombozyten in 500-facher Vergré3erung (A) und Nahaufnahme der
HUVECs mit anhaftenden TRAP-aktivierten humanen Thrombozyten in 3000-facher
VergréBerung (B).
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Die Zellen sind sowohl Quelle anti- als auch pro-thrombogener Mediatoren und erhalten
somit das Gleichgewicht aufrecht. In Folge einer GefalRverletzung kooperieren
Endothelzellen, die subendotheliale Schicht, Plasmaproteine und Blutzellen in einem
mehrstufigen Prozess, um Blutungen zu verhindern. Dieser Prozess beinhaltet die primare
Hamostase, die Aktivierung der Koagulationskaskade und schlieBlich die Fibrinolyse
(Versteeg 2013). Die Exposition der subendothelialen Matrix und besonders die des VWF
und des Kollagens induzieren das Rolling und die Adhasion von Thrombozyten sowie die
damit verbundene  Thrombozytenaktivierung. Der VvWF ist ein  multimeres
Adhasionsglykoprotein und fir die Thrombozytenadhasion an das Kollagen essentiell. Er
wird im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und vom Golgi-Komplex der
Endothelzellen verarbeitet (Wagner & Marder 1984). Anschlielend wird er zusammen mit P-
Selektin, Angiopoetin-2, tissue plasminogen activator (t-PA) und Endothelin-1 in Weibel-
Palade-Koérperchen (WBK) gespeichert. Nachdem der vWF von den Endothelzellen
sezerniert wurde, bildet er an dessen Oberflache bis zu mehrere Millimeter lange Strange.
Dies flhrt zu ultra-langen VWF Multimeren, welche Gber Thrombozytenrezeptor-Glykoprotein
Ib-V-IX hochfeste Bindungen mit Thrombozyten entlang des beschadigten GefalRes bilden.
Des Weiteren stabilisiert der vWF den Faktor VIII der plasmatischen Gerinnung (Dubois et al.
2007). Die Bedeutung des VWF in der Faktor VIII Stabilisierung zeigt sich bei Abwesenheit
des VWF in der raschen Clearance von Faktor VIIl aus der Zirkulation, was zu einem
moderaten hamophiliedhnlichen Phanotyp fuhrt (Denis et al. 1998, Sadler et al. 2006). Der
vWF wird anschlielend schnell von seiner spezifischen Protease ADAMTS-13 gespalten,
wodurch die Multimere und ihre pro-thrombogenen Eigenschaften reduziert werden (Dong
2005, Turner et al. 2009). Parallel zu diesen Ereignissen exprimieren aktivierte
Endothelzellen und glatte Muskelzellen den stark pro-koagulatorischen tissue factor (TF), der
den zirkulierenden Faktor VII bindet, somit aktiviert und den extrinsischen Weg der
Hamostase stimuliert. Auerdem ist das Endothel durch die Produktion von t-PA an der

Fibrinolyse beteiligt (Chang et al. 1997).
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4.3.2 Endotheliale Adhasionsmolekiile

Fir die Kontaktaufnahme mit zirkulierenden Blutzellen nehmen endotheliale
Adhasionmolekule eine zentrale Funktion ein. Die unterschiedliche
Zelloberflachenmolekllexpression ruhender und aktivierter Endothelzellen beeinflusst nicht
nur das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-koagulatorischer Aktivitat, sondern auch den
Grad der Adhasion der zirkulierenden Blutzellen. Wesentliche Rezeptorfamilien sind dabei

Selektine, Integrine und die Immunglobulin-Superfamilie.

4.3.2.1 Selektine

Selektine sind transmembranare Glykoproteine und gehéren zum C-Typ der Lektin Familie.
Jedes der Selektine besitzt eine Ca®*-abhangige extrazelluldre Lektin Domane am N-
Terminus, eine epidermal growth factor-like Doméane, eine Komplementbindungsdomane,
eine transmembrane sowie eine zytoplasmatische Domane (McEver et al. 1995, Vestweber
& Blanks 1999, McEver 2002). Man unterscheidet L-, P- und E-Selektin. L-Selektin wird
konstitutiv auf der Oberflache aller Leukozyten exprimiert und ermdglicht die Migration von
neutrophilen Granulozyten (Bosse & Vestweber 1994) sowie die von P- und E-Selektin
unabhangige Migration von Th1-Zellen (Hirata et al. 2002).

Endothelzellen kénnen P- und E-Selektin exprimieren. P-Selektin wird aullerdem von
Megakaryozyten synthetisiert. Es wird in den a-Granula der Thrombozyten (Stenberg et al.
1985) und in Weibel-Palade-Kdérperchen der Endothelzellen (Van Mourik et al. 2002)
gespeichert. Mediatoren wie Thrombin, Histamin oder Komplement induzieren eine rasche
Umverteilung von P-Selektin zur Plasmamembran, so dass es innerhalb von Minuten nach
Stimulation an der Oberflache prasentiert wird (Bonfanti et al. 1989). Hauptligand ist neben
dem Glykoprotein Ib (Romo et al. 1999) der P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1), der
auf Leukozyten und Thrombozyten zu finden ist (Norgard et al. 1993, Varki 1994, Borges et
al. 1997). Die Bindung an die Liganden ermdglicht die Interaktion zwischen Endothelzellen,

Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten und Monozyten (Larsen et al. 1989).
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E-Selektin (CD62E) ist ausschlieBlich auf Endothelzellen lokalisiert und wird konstitutiv auf
Endothelzellen von Haut und Knochenmark exprimiert. In den meisten anderen
Gewebearten induzieren entziindliche Zytokine wie TNF-a, IL-1 und Lipopolysaccharid ihre
Expression auf Endothelzellen postkapillarer Venolen (Vestweber & Blanks 1999).
Urspringlich wurde angenommen, dass E-Selektin durch Interaktion mit mehreren
Glykoproteinen das Rolling der Leukozyten vermittelt. Allerdings demonstrierten Gen-
Knockout-Studien, dass PSGL-1 und CD44 die Hauptliganden fir dieses Adhasionsmolekil
auf Leukozyten darstellen (Xia et al. 2002, Katayama et al. 2005). Da E-Selektin als Folge
eines Stimulus erst nach etwa 4 Stunden maximal exprimiert wird, spielt es in der spateren
Phase der Entziindung eine entscheidende Rolle (Lawrence & Springer 1993, Abbassi et al.

1993).

4.3.2.2 Integrine

Endothelzellen sind Gber bestimmte Adhasionsmolekiile, die Integrine, an die Proteine der
Basalmembran gebunden. Es handelt sich bei den Integrinen um ubiquitar vorkommende
Glykoproteine, wobei jedes aus einer a- und einer B-Untereinheit besteht. Sie spielen bei der
Wechselwirkung einer Vielzahl von Zellen eine wichtige Rolle. Ein Beispiel fur ein wenig
selektives Integrin von Endothelzellen ist das a,Rs-Integrin. Uber diesen Rezeptor kann die
Zelle auf Vitronektin, Fibrinogen, Thrombospondin, Thrombin, vVWF und Fibronektin
adharieren. Er wird trotz der Vielfalt des Liganden als Vitronektin-Rezeptor bezeichnet
(Conforti et al. 1992, Luscinskas & Lawler 1994). Die Integrine sind durch die Verarbeitung
von auflen kommender Signale an Migration, Proliferation, Genexpression, Adhasion und

zellularer Differenzierung beteiligt (Horwitz 1997, Shattil et al. 1998).

4.3.2.3 Immunglobulin-Superfamilie
Die endothelialen Adhasionsmolekile ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1 gehdéren zur
Immunglobulin-Superfamilie. Sie weisen mehrere Immunglobulin Domanen auf und sind

durch eine typische raumliche Struktur charakterisiert.
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ICAM-1 (CD54) wird auf der Zelloberflache von Endothelzellen, Leukozyten, Keratinozyten
und Epithelzellen exprimiert (Roebuck & Finnegan 1999). Die extrazelluldare Doméane besteht
aus finf homologen Ig-Domanen, die als Bindungspartner fiir die Liganden LFA-1 und MAC-
1 auf Leukozyten dienen kénnen. Wie E-Selektin ist ICAM-1 auf ruhenden Zellen nur gering
exprimiert und wird durch einen pro-inflammatorischen Stimulus wie TNF-a, IL-1 und IFN-y
transkriptionell hochreguliert (Otto et al. 2006). Die Expressionssteigerung ist im
Wesentlichen NF-kB abhangig und erreicht nach etwa 18 bis 24 Stunden ihr Maximum
(Ledebur & Parks 1995). Die Rolle von ICAM-1 bei Ischamie-Reperfusionsschaden wurde in
verschiedenen Organen in Tiermodellen untersucht. Infolge einer 30-mindtigen
Myokardischamie durch Ligatur einer Koronararterie mit anschlieRender Reperfusion kam es
zu einer signifikanten myokardialen Nekrose in Wildtyp-Mausen, wahrend ICAM-1 Knockout-
Mause weniger nekrotische Lasionen aufwiesen (Metzler et al. 2001). ICAM-2 wird im
Gegensatz zu ICAM-1 primar konstitutiv auf Endothelzellen prasentiert (De Fougerolles et al.
1991).

VCAM-1 (CD106) ist ein 110 kDa Glykoprotein, das konstitutiv auf Gewebemakrophagen in
Milz und Thymus, dendritischen Zellen, Kupffer-Zellen der Leber und Epithelzellen (Rice et
al. 1991, Bloemen et al. 1993) sowie auf der Oberflache stimulierter Endothelzellen (Moore
et al. 1992) exprimiert wird. Aufgrund seiner breiten Verteilung in menschlichen Geweben
und Organen nimmt VCAM-1 an einer Vielzahl von pathophysiologischen Situationen wie
Autoimmunkrankheiten, Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder Infektionen teil (Allavena et al.
2010, Cybulsky et al. 2001, Stanley et al. 2008). Eine Steigerung der Expression auf
aktivierten Endothelzellen ist nach 2 bis 4 Stunden zu verzeichnen. Das Maximum wird
allerdings erst nach etwa 16 bis 24 Stunden detektiert. Neben den Granulozyten binden auch
Monozyten, Lymphozyten und verschiedene Tumorzellen an das Adhasionsmolekil. Durch
die Adhasion der Leukozyten wird das Rolling vermittelt. Dabei dienen B4-Integrine auf den

Leukozyten als Liganden von VCAM-1 (Elices et al. 1990).
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4.3.3 Endothelaktivierung

Wie bereits beschrieben, reagiert das Endothel und adaptiert seinen Phanotyp entsprechend
der verschiedenen Stimuli aus der Umgebung (Cines et al. 1998, Pober & Sessa 2007).
Diese Reaktionen umfassen die akute Freisetzung von Endothelprodukten, die sofortige
Reaktion auf Hypoxie durch Aktivierung hypoxieinduzierbarer Faktoren HIF-1 und HIF-2, die
anschliefende Induktion neuer Gene, die Induktion neuer endothelialer Rezeptoren und
sezernierter Proteine durch entzundliche Zytokine, Endotoxine und Aktivierung von Toll-like-
Rezeptoren und CD40 Liganden, den Abbau von Oberflachenrezeptoren und die Beteiligung
an immunologischen Reaktionen.

Endothelzellen konnen z.B. innerhalb von Minuten auf vasoaktive Stoffe, Thrombin oder
TNF-a reagieren. Die Mediatoren stimulieren die Endothelzellen Uber Rezeptoren, die den
klassischen NF-kB Signalweg aktivieren (Hoffmann et al. 2002). Diese Akutantwort folgt der
Rezeptor vermittelten Zellsignalisierung, welche von einem Einstrom von Ca®*-lonen und
einer Induktion verschiedener Arten von Phosphorylierungen begleitet wird. Diese bewirken
einerseits die Aktivierung von Enzymen, die NO, Prostazyklin, Prostaglandin E2 oder auch
Endothelin-1 erzeugen und andererseits die Rekrutierung von Vesikeln mit vorgeformten
Proteinen an die Plasmamembran. WPK sind spezifische Vertreter dieser
Speicherorganellen und setzen VWF, P-Selektin und Angiopoetin-2 frei, die an der
Thrombozytenbindung, der Leukozytenrekrutierung und der Entziindungsmodulation beteiligt
sind. Der aktivierte endotheliale Phanotyp ist somit pro-thrombotisch und
entziindungshemmend. An einer Entziindungs- oder Verletzungsquelle ist dieser Zustand
entscheidend fir die vaskuldare Remodellierung und Reparatur, das Rolling der Leukozyten

und die Sequestrierung von Pathogenen und Toxinen.
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5 Zielstellung

Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, den Einfluss des H,S Donors GYY4137
auf die Aktivitat humaner Endothelzellen in vitro, sowie auf die Neointimabildung in vivo zu
evaluieren. In zahlreichen Studien wurde bereits gezeigt, dass H,S einen Einfluss auf die
Thrombogenese und wesentliche Faktoren der Virchow’schen Trias geltend macht. Bisher ist
jedoch noch nicht hinreichend untersucht, welchen Effekt H,S auf die Endothelzellen als
einen der Faktoren der Trias auslbt. Daher ergaben sich fir die vorliegende Studie folgende

Fragestellungen:

1. Welchen Einfluss hat H,S auf die Expression pro-thrombogener

endothelialer Adhasionsmolekiile aktivierter Endothelzellen?

2. Welchen Einfuss hat H,S auf die vVWF Sekretion aktivierter

Endothelzellen?

3. Beeinflusst H,S die Protein S-Sulfhydrierung endothelialer Proteine?
4, Hat H,S einen Einfluss auf das Migrationsverhalten der Endothelzellen?
5. Beeinflusst H,S die Neointimabildung im geschadigten arteriellen

GefalRareal?
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6 Material und Methodik

6.1 Hydrogensulfid Donor GYY4137

Fir alle folgenden Versuche diente die Substanz GYY4137 (GYY, Abb. 5) als H,S Donor (Li
et al. 2008). Es ist wasserldslich und setzt H,S sowohl in vitro als auch in vivo langsam und
in physiologischen Konzentrationen frei. Urspriinglich wurde GYY als Beschleuniger bei der
Vulkanisation von Naturkautschuk in den spaten 1950er Jahren entwickelt und erst einige

Jahrzehnte spater als potentieller Arzneimittelkandidat ins Auge gefasst (Rose et al. 2015).
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Abb. 5: Chemische Synthese von GYY4137 mit Hilfe von Dichlormethan unter Raumtemperatur (Li et
al., 2008).

Geldst wurde GYY in allen Versuchen in einer Lésung bestehend aus 30% Dimethylsulfoxid
(DMSO) und 70% NaCl (0,9%). DMSO ist ein farb- und geruchloses organisches
Lésungsmittel und entstand zunachst als Nebenprodukt der Papierfabrik bei der
Umwandlung von Holz zu Zellstoff. Nachdem festgestellt wurde, dass DMSO Anti-Frost-
Eigenschaften besitzt, die flr Erfrierungsverletzungen genutzt werden konnten (Jacob et al.
1964), wuchs das Interesse an der Substanz in der Forschung. Tiermodelle zeigten weiterhin
die Ndutzlichkeit des DMSO als Lokalanasthetikum sowie als bakteriostatisches und
entzindungshemmendes Pharmakon (Jacob et al. 1964). Die ersten Anwendungen in der
Medizin erfolgten im Rahmen von Behandlungen ischamischer Ulzera und
Hautmanifestationen der Sklerodermie (Scherbel et al. 1965). Spater wurde DMSO aufgrund
des ausgezeichneten Eindringens in die Haut und in andere Membranen als Vehikel zum
Transport pharmazeutischer Wirkstoffe in biologische Systeme genutzt (Jacob & Herschler

1986).
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6.2 In vitro Experimente

6.2.1 HUVECs

Die in vitro Analysen erfolgten ausschlieRlich an Human Umbilical Vein Endothelial Cells
(HUVECs). Die primar isolieten HUVECs sind die wahrscheinlich popularsten
Endothelzellen in der Forschung, da die menschlichen Nabelvenen haufiger verfigbar sind
als andere Arten von Blutgefalen. Fir die Versuche wurden die HUVECs (PromoCell,
Heidelberg, Deutschland) mit dem Endothelial Cell Growth Medium (C-22010, PromoCell)
inklusive 2% fetalem Kalberserum (FCS) kultiviert. Zu dem Medium wurde auf’erdem ein
Supplement-Mix, Penicillin-Streptomycin zur Antibiotikaprophylaxe und 8% FCS, um eine

Gesamtkonzentration von 10% FCS zu erreichen, hinzugefugt.

6.2.2 WST Assay

Mit Hilfe des WST-1 (water soluble tetrazolium) Assays wurde zunadchst eine mogliche
Zytotoxizitat des H,S Donors GYY und anderer Substanzen, die in dieser Studie Anwendung
finden, untersucht. Der WST Assay beruht auf der enzymatischen Umsetzung des schwach
rot gefarbten Tetrazoliumsalzes WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) in das dunkelrot gefarbte Formazan durch vitale Zellen. Die
HUVECs wurden in 96 Well-Platten mit einer Zellzahl von 4 x 10° ausgeplattet. Neben den
unbehandelten Zellen wurden die HUVECs separat mit dem Vehikel, mit 10 ng/ml TNF-q,
welches fiir 3 Stunden zur inflammatorischen Stimulation der HUVECs diente, sowie fir
jeweils eine Stunde mit GYY in Konzentrationen von 1, 5 und 10 mM behandelt.
Anschlielend erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten (30 Minuten, 1, 2, 3 und 4 Stunden)
die Messung der Absorption mittels eines Photometers (VICTORT"’I X3, PerkinElmer,
Waltham, Massachusetts, USA) bei einer Wellenlange von 450 nm zur Beurteilung der

Absorptionsschwachungen und der damit einhergehenden potentiellen toxischen Effekte.
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6.2.3 Durchflusszytometrie

Fir die durchflusszytometrischen Analysen wurden die HUVECs in 6-Well Platten mit einer
Zellzahl von 1 x 10° ausgeplattet. Nach 24 Stunden war ein konfluentes Wachstum erreicht,
sodass die Behandlungen erfolgen konnten.

Im ersten Ansatz der Durchflusszytometrie (Abb. 6) erfolgte die Behandlung der HUVECs mit
GYY in Konzentrationen von 1, 5 oder 10 mM fir jeweils eine Stunde. Zur Analyse der E-
Selektin und ICAM-1 Expression erfolgte nach Wechsel des Mediums die Aktivierung der
Zellen mit TNF-a fur 3 Stunden. Um die Expression von VCAM-1 zu beurteilen, wurden die

HUVECs fur 24 Stunden mit TNF-a inkubiert. Am Ende des Settings wurde die FACS-

Analyse durchgefihrt.
24 h 1h 3/24h
) \ A A
|
Ausplatten GYY 1,5,10 mM Mediumwechsel FACS
oder +
Vehikel TNF-a 10 ng/ml

Abb. 6: Versuchsaufbau Durchflusszytometrie I. Im ersten Setting erfolgte die Behandlung der
HUVECs mit 1, 5 oder 10 mM GYY fiir jeweils eine Stunde. AnschlieBend erfolgten ein
Mediumwechsel und die Zellaktivierung durch zusétzliche Exposition mit TNF-a, entsprechend
des Adhésionsmolekiils fiir jeweils 3 oder 24 Stunden, sowie die anschliefende FACS-
Analyse.

Fir eine genaue Messung wurde das FACScan Durchflusszytometer (Becton Dickinson,

Franklin Lakes, New Jersey, USA) mit Fluoreszenz-Standard-Microbeads (CaliBRITE Beads,

Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) kalibriert. Von jeder Probe wurden

20.000 Zellen pro Messung ausgewertet. Die Endothelzellen wurden mit dem Programm

CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) identifiziert und hinsichtlich

ihrer Fluoreszenz analysiert. Die Fluoreszenzmessung der unbehandelten Probe diente zur

Erfassung des Dot-Plots sowie der Eigenfluoreszenz.

Fir die duchflusszytometrische Analyse der E-Selektin Expression (Abb. 7) wurde ein

monoklonaler, APC-markierter Maus anti-Human anti-CD62E Antikérper (20 ul, 551144, BD
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Pharmingen™ Franklin Lakes, New Jersey, USA) verwendet. Die Bestimmung der ICAM-1
Expression erfolgte durch Applikation eines monoklonalen, APC-markierten Maus anti-
Human anti-CD54 Antikorper (20 pl, 559771, BD Pharmingen”", Franklin Lakes, New Jersey,
USA). Die Expression von VCAM-1 wurde durch Applikation eines monoklonalen, FITC-
markierten Maus anti-human anti-CD106 Antikdrper (20 pl, 551146, BD Pharmingen™,

Franklin Lakes, New Jersey, USA) bestimmt.
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Abb. 7: Durchflusszytometrie E-Selektin. Fluoreszenzmessung der E-Selektin Expression von
ruhenden, nicht stimulierten humanen Endothelzellen (A) und mit TNF-a stimulierten HUVECs

(B).

Im zweiten Versuchsaufbau der Durchflusszytometrie (Abb. 8) wurde eine mdgliche
Reversibilitat des H,S Donors GYY anhand der E-Selektin Expression untersucht. Dazu
wurden die HUVECs fur eine Stunde mit der hochsten GYY Konzentration von 10 mM
behandelt. Die Aktivierung der Zellen mit TNF-a erfolgte in diesem Setting jedoch erst nach
weiteren 24 Stunden. Die FACS-Analyse schloss sich wiederum nach weiteren 3 Stunden

an.
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24 h 1h 24 h 3h

Ausplatten GYY 10 mM Mediumwechsel TNF-a 10 ng/ml FACS
oder
Vehikel

Abb. 8: Versuchsaufbau Durchflusszytometrie Il. In einem zweiten Setting wurden die HUVECs mit
der héchsten GYY Konzentration von 10 mM fiir eine Stunde behandelt. AnschlieBend erfolgte
identisch zu Setting | ein Mediumwechsel. Um anhand der E-Selektin Expression zu
untersuchen, ob die Effekte von Hydrogensulfid reversibel sind, erfolgte die dreistiindige
Stimulation der Endothelzellen mit TNF-a erst nach weiteren 24 Stunden.

6.2.4 ELISA

Um den Einfluss des H,S Donors GYY auf die VWF Sekretion zu bestimmen, wurde ein
ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) durchgefihrt. Dazu wurden die HUVECs mit
einer Zellzahl von 2 x 10° in der 96-Well Platte des Human ELISA Kit (ab189571, abcam,
Cambridge, UK), welche bereits mit einem vWF spezifischen Antikorper beschichtet war,
ausgeplattet. Neben der Kontrolle wurden die HUVECs zur Freisetzung des vWFs fir 60
Minuten mit 100 uM Histamin stimuliert. Des Weiteren erfolgte die Behandlung der HUVECs
fur 30 Minuten mit GYY in Konzentrationen von 5 und 10 mM. Separat erfolgte zusatzlich zu
den 30-minutigen GYY Behandlungen eine Histamin Aktivierung fur jeweils eine Stunde und
die Behandlung der Endothelzellen mit dem Vehikel. AnschlieRend wurde ein sekundarer
biotinylierter humaner vVWF Antikérper (ab189571, abcam, Cambridge, UK) aufgetragen.
Nach einer Waschung wurde ein Streptavidin-Peroxidase-Konjugat verwendet, um die
Konjugation des biotinylierten Antikorpers nachzuweisen. Zum Abschluss wurde dem
Versuchsansatz ein chromogenes Substrat hinzugefligt, die enzymkatalysierte Reaktion
gestoppt und die Messung der Absorption mittels eines Photometers bei einer Wellenlange

von 450 nm (VICTOR™ X3, PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA) durchgefiihrt.
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6.2.5 Biotin Switch Assay

Um den potentiellen Wirkmechanismus von H,S zu analysieren, erfolgte die Messung der S-
Sulfhydrierung endothelialer Proteine mit Hilfe eines Biotin Switch Assays (Mustafa et al.
2009). Dazu wurden die HUVECs jeweils mit einer Konzentration von 1, 5, oder 10 mM GYY
bzw. dem Vehikel exponiert. Nach der Inkubation mit Formaldehyd erfolgte die Waschung
mit PBS bei 10.000 rpm flr 5 Minuten. Daraufhin wurde das entstandene Pellet in HEN
Puffer (250 mM Hepes-NaOH; pH 7,7; 1 mM EDTA; 0,1 mM Neocuproin), welches mit 100
MM Deferoxamin supplementiert war, resuspendiert und bei 13.000 g und 4 °C fir 10
Minuten zentrifugiert. Das Zelllysat wurde zur Blockade unspezifischer Bindungen gepuffert
(HEN Puffer eingestellt mit 2,5% Natrium-dodecyl-sulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS), mit
20 mM Methylmethanethiosulfonat (MMTS)), in neue Reagenzgefalie Uberflhrt sowie fur 20
Minuten bei 50 °C kontinuierlich gevortext. Anschliellend wurde das MMTS durch Zugabe
von zwei Volumina Aceton entfernt und die Proteine fir 20 Minuten bei -20 °C prazipitiert.
Die Proteine wurden nach der Entfernung des Acetons in HEN Puffer (HEN eingestellt mit
1% SDS) resuspendiert, gefolgt von der Zugabe von vier Volumina 4 mM in DMSO geldstem
N-(6-(biotinamido)hexyl)-3-(2-pyridyldithio)  propionamid  (Biotin-HPDP). = Nach  der
zweistundigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die durch Biotin-HPDP biotinylierten
Proteine im Folgenden durch zwei Volumina Aceton gefallt. Vor dem Immunoblotten wurde
das Aceton erneut entfernt und die Proteine in HEN Puffer resuspendiert. Die biotinylierten
Proteine  wurden mit dem gleichen Volumen von  zweifachem  SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) Ladepuffer verdinnt und fur 5 Minuten auf 95 °C
erhitzt. Das Gesamtprotein (15 pg) wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt (12% Gele) und auf
Polyvinyldifluorid Membranen aufgetragen. Die immobilisierten Proteine wurden mit 2%
bovinem Serumalbumin (BSA; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) geblockt
und die Membranen Uber Nacht bei 4 °C mit einem monoklonalen anti-Biotin Antikdrper
(1:1.000; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) inkubiert. Darauf folgte die Inkubation mit
einem sekundaren Peroxidase gebundenen anti-Maus Antikérper (1:60.000; Sigma-Aldrich,

St. Louis, Missouri, USA). Die Proteinexpression wurde durch Luminol verstarkte
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Chemilumineszenz (ECL plus; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)
sichtbar gemacht und mit Hilfe des ChemiDox™ XRS Systems (Bio-Rad Laboratories,
Berkeley, CA USA) digitalisiert. Die Signale wurden am Ende des Versuches quantitativ
densitometrisch ausgewertet (Quantity One, Bio-Rad Laboratories, Berkeley, CA USA) und
gegeniuber dem R-Aktin Signal (Maus monoklonaler anti-R-Aktin Antikoérper; 1:20.000;

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) normalisiert.

6.2.6 Migrationsassay

Um zu untersuchen, ob sich die Beeinflussung der endothelialen Aktivitdt auch im
Migrationsverhalten der Zellen widerspiegelt, erfolgte ein Migrationsassay. Die
Endothelzellen wurden hierfiir mit einer Zellzahl von 0,5 x 10° in ibidi® p-Dish®**™™ ¥ Culture
Insert-Wells (ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland) ausgeplattet (Abb. 9).

Zunachst wurde die Migration von unbehandelten HUVECs untersucht. Des Weiteren
erfolgte eine Behandlung der Zellen mit dem Vehikel. Zur Stimulation wurde dem Medium in
einem weiteren Versuch VEGF zugesetzt. Zusatzlich erfolgte in separaten Ansatzen die
Behandlung mit GYY in einer Konzentration von 1 mM bzw. mit 1 mM GYY und VEGF
gleichzeitig. Die Migrationsanalysen erfolgten anschlieBend mittels Stereomikroskopie (Leica
DMI4000B, Wetzlar, Deutschland) nach 0, 8, 12 und 24 Stunden. Die Auswertung wurde mit

Hilfe der Software CAP Image (Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) durchgefihrt.

A B C D

Abb. 9: Migrationsassay. Die HUVECs wurden in Culture Insert 2-Well Platten (A) (lbid/®) ausgeplattet
(B). Nach etwa 24 Stunden war ein konfluentes Wachstum erreicht, so dass das Silikonkissen
entfernt werden konnte (C). AnschlielBend erfolgten die Behandlungen der Zellen (D) und die
Migrationsanalysen mittels Stereomikroskopie nach 0, 8, 12 und 24 Stunden.
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6.3 In vivo Experimente

6.3.1 Versuchstiere

Fir die in vivo Versuche wurden ausschliel3lich mannliche C57BL/6J-Tyr Mause mit einem
Alter zwischen zwei und sechs Monaten und einem Kdérpergewicht (KG) von 20 g bis 30 g
verwendet. Die Tierversuche waren gemaft dem Tierschutzgesetz §8 genehmigt (AZ: LALLF
M-V/TSD/7221.3-1.1-029/17) und  standen stets unter der Aufsicht des
Tierschutzbeauftragten am Rudolf-Zenker-Institut fir Experimentelle Chirurgie der Universitat

Rostock.

6.3.2 Versuchsgruppen

Die Wirkung von GYY auf die GefalRwand und die Bildung der Neointima wurde anhand vier
experimenteller Gruppen untersucht (Tab. 1). Die Versuchstiere wurden unmittelbar nach der
Gefalschadigung der linken A. carotis communis einmalig durch eine Injektion von GYY (50
mg/kg KG) oder einer aquivalenten Menge des Vehikels in die rechte Vena jugularis externa
behandelt. AnschlieRend erfolgte nach einer bzw. drei Wochen die Resektion des

entsprechenden Carotissegments zur histologischen und immunhistochemischen Analyse.

Versuchsgruppen 1 Woche 3 Wochen
GYY (50 mg/kg KG in DMSO) n=7 n=8
DMSO (30 vol/vol in 0,9% NaCl) n=7 n=8

Tab. 1: Uberblick iiber die in vivo Versuchsgruppen. Dargestellt sind die vier Versuchsgruppen mit den
jeweiligen Behandlungen und der Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe.
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6.3.3 Experimentelles Tiermodell

6.3.3.1 Anasthesie

Die Versuchstiere wurden mittels intraperitonealer Injektion von Xylazin (25 mg/kg) und
Ketamin (90 mg/kg) anasthesiert. Fur die initiale Anasthesie wurde eine Stammldsung aus
Xylazin 2% (20 mg/ml, Rompun, Bayer Healthcare, Leverkusen, Deutschland) und Ketamin
10% (100 mg/ml, Belapharm, Vechta, Deutschland) in einer 1 ml Spritze (0,2 ml Xylazin, 0,6
ml Ketamin) hergestellt und verwendet. Fur eine eventuell notwendige Aufrechterhaltung der
Narkose wurde der gleiche Ansatz 1:10 verdunnt und erneut intraperitoneal injiziert. Zur
Prophylaxe moéglicher Wundschmerzen wurde eine Analgesie mit Metamizol (5 Tropfen von
500 mg/ml Metamizol in 100 ml Trinkwasser, taglicher Wechsel des Trinkwassers)
durchgefiihrt und bereits 24 Stunden vor dem ersten Versuch begonnen, um einen
konstanten Wirkspiegel unmittelbar nach dem Erwachen aus der Narkose zu gewahrleisten.

Die Analgesie mit Metamizol wurde iber den gesamten Versuchsablauf hinweg fortgefiihrt.

6.3.3.2 Praparation der Arteria carotis

Fir die in vivo Versuche wurde das Modell des Eisen(lll)-chlorid (FeCl;) induzierten
Gefallsschaden an der Arteria carotis (Kurz et al. 1990, Tseng et al. 2006) gewahlt. Zur
Vorbereitung der Praparation wurden die Versuchstiere gewogen und gewichtsadaptiert
intraperitoneal, wie in 6.3.3.1 beschrieben, mit Ketamin-Xylazin andsthesiert. Nach einer
Wartezeit von etwa zehn Minuten erfolgten die Rasur des Halsfells mit einem Elektrorasierer
(Exacta, Aesculap®, Tuttlingen, Deutschland) und die Auftragung einer Enthaarungscreme
(Pilca, Sodalco, Lodi Vecchio, Italien), um restliche Haare zu entfernen. Diese wurde nach
einer Einwirkzeit von drei Minuten unter flieBendem 37 °C warmem Wasser abgespult. Im
Anschluss wurden die Tiere vorsichtig abgetrocknet und zur Aufrechterhaltung der
Koérpertemperatur auf eine 37 °C vorgewarmte Heizplatte gelegt. Zum Schutz der Augen und
Prophylaxe einer méglichen Austrocknung wurde eine Salbe (Bepanthen® Bayer,
Leverkusen, Deutschland) auf die Kornea aufgetragen. Nachdem die Versuchstiere auf dem

Rucken gelagert und der Hals leicht tberstreckt wurde, konnte mit der Praparation der linken
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Arteria carotis communis begonnen werden, welche unter dem Mikroskop (Leica
Microsystems, M651, Wetzlar, Deutschland) erfolgte. Nach einem Mittellinieneinschnitt des
Halses, der sich vom Unterkiefer zur suprasternalen Kerbe und der dartiber liegenden Haut
erstreckte, wurde das freiliegende vordere Halsdreieck stumpf mit einer gebogenen Pinzette
prapariert, um die linke Halsschlagader vom umgebenden Gewebe zu befreien.
AnschlieRend wurde das Gefal® mit Hilfe der Pinzette unterfahren und fir eine bessere Sicht
und Hervorhebung der A. carotis communis zwei Faden Prolene® 4-0 (Ethicon, Somerville,
New Jersey, USA) unter das Gefal gebracht (Abb. 10). Des Weiteren wurde die Freilegung
und Darstellung der rechten V. jugularis externa flr die intravendse Applikation der

Substanzen GYY bzw. DMSO vorbereitet.

Abb. 10: Préparation der Arteria carotis. Zum Hervorheben und zur besseren Darstellung wurden zwei
Faden (Prolene® 4-0) und ein Stiick Filterpapier unter die Arterie gelegt.
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6.3.3.3 Schadigung der Arteria carotis mit FeCl;

Im Anschluss an die Praparation der linken A. carotis communis erfolgte die Schadigung der
Halsschlagader und Induktion eines arteriellen Thrombus mit Hilfe von FeCl; (Kurz et al.
1990, Tseng et al. 2006). Die Gefalverletzung wurde induziert, indem ein
Filterpapierstreifen, gesattigt mit 10% FeCls, fur drei Minuten auf die praparierte A. carotis
communis aufgelegt wurde. Die adventitiale Applikation von FeCl; verursacht
Endothelverletzungen, Thrombozytenaggregation und einen schnellen Beginn der

Thrombusbildung (Kurz et al. 1990, Tseng et al. 2006).

6.3.3.4 Intravendse Applikation von GYY4137/DMSO

Unmittelbar nach der Schadigung der A. carotis communis wurde den Versuchstieren je
nach Versuchsgruppe intravends die Substanz GYY (50 mg/kg KG) bzw. das Vehikel in die
zuvor praparierte V. jugularis externa appliziert. Im Anschluss wurden die Wunden mit einer
Hautnaht (6-0 Prolene®, Ethicon, Somerville, New Jersey, USA) verschlossen. Der gesamte
Versuch, inklusive der Anasthesie, Praparation und Schadigung der A. carotis communis und
der i.v. Applikation von GYY bzw. des Vehikels, nahm eine Zeit von etwa 45 Minuten ein.
AnschlieBend erwachten die Versuchstiere unter einer Rotlichtwarmelampe (Body Fit,
Beurer, Ulm, Deutschland) aus der Narkose, um die Aufrechterhaltung der Korpertemperatur
zu gewahrleisten. Bis zur Resektion des Gefalles wurden die Tiere bei Standardfutter fur
Nager und freiem Zugang zu Wasser in einem zwdlfstindigen Tag-Nacht-Rhythmus

gehalten.

6.3.3.5 Resektion der Arteria carotis

Je nach Versuchsgruppe wurde das geschadigte Carotissegment nach einer oder drei
Wochen reseziert. Dazu wurden die Versuchstiere nach der entsprechenden Zeit erneut mit
Ketamin-Xylazin narkotisiert und die linke A. carotis communis, wie unter 6.3.3.2
beschrieben, prapariert. Fir eine bessere Sicht auf das Zwerchfell und das Herz wurde die

Leber nach einer Medianlaparotomie vorsichtig mit Hilfe eines Wattestadbchens zur rechten
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Seite ausgelagert. Anschlieend erfolgte nacheinander die intrakardiale Applikation von 5 ml
NaCl und 5 ml Formalin. Unmittelbar danach wurde die mit FeCl; geschadigte A. carotis
oberhalb und unterhalb der makroskopisch sichtbaren Lasion mit einer mikrochirurgischen
Schere abgesetzt, in einer Einbettkassette verschlossen und anschlielend in einer
wassrigen Formalinldsung mit 4% Formaldehyd bei Raumtemperatur fixiert, um das Gewebe
moglichst natirlich und in der urspringlichen Architektur zu erhalten. Die Resektion,

inklusive der Anasthesie, dauerte ca. 30 Minuten.

6.3.4 Histologie/lmmunhistochemie

Im Anschluss an die Resektion des Carotissegments und der Fixierung und Pufferung in
Formalin (4% Formafix) wurde das Praparat in einer Histokinette (Leica TP1020, Wetzlar,
Deutschland) platziert und mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe schonend entwassert.
Der Alkohol wurde anschliefend durch das Intermedium X-TRA-Solv (Medite, 41-5583-10,
Burgdorf, Deutschland) aus dem Gewebe verdrangt. Die A. carotis wurde dann in einem
GielRschalchen vertikal aufgerichtet, mit heilem Paraffin (56 °C - 58 °C, Merck, Darmstadt,
Deutschland) Ubergossen und mit Hilfe einer Paraffinausgief3station (Leica EG1160, Wetzlar,
Deutschland) zu einem Paraffinblock verarbeitet. Nach Erkalten des Paraffins konnten die
Blocke geschnitten werden. Zum Anfertigen der Schnitte wurde ein Rotationsmikrotom (Leica
RM2145, Wetzlar, Deutschland) benutzt. Hierzu wurden die Paraffinblocke zunachst auf
Gefrierblocken geklhlt und im Anschluss aus der Giel3form herausgel6st. Die Blocke wurden
in der Haltevorrichtung des Mikrotoms eingespannt und in einem Abstand von 200 ym mit
einer Schnittdicke von 4 pym geschnitten. Der Gewebeschnitt schob sich dabei auf das
Messer, wurde mit einem angefeuchteten Pinsel abgehoben und in ein Warmwasserbad (37
°C, pfm medical, Kéln, Deutschland) Ubertragen, wodurch der Schnitt gestreckt und von
Falten befreit wurde. Dann wurden die Schnitte auf einen sauberen und fettfreien
Objekttrager (Menzel-Glaser, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
aufgezogen. Die bestlickten Objekttrager wurden je nach Farbung in Kivetten sortiert und

bis zur entsprechenden Farbung bzw. immunhistochemischen Behandlung in einem
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Brutschrank (Memmert, Bichenbach, Deutschland) getrocknet und zur besseren Haftung
aufbewahrt. Nach dem Schneiden und Trocknen wurden die Schnitte mit dem Intermedium
X-TRA entparaffiniert, durch eine absteigende Alkoholreihe wieder in ein wassriges Milieu
Uberfihrt und schlieRlich in den jeweiligen Farbeldsungen gefarbt.

Zur Ubersichtsdarstellung und Bestimmung der Dicke und Flache der Neointimabildung
wurden die histologischen Schnitte der A. carotis communis zunachst mit Hamatoxylin-Eosin
(HE, Abb. 11) gefarbt. Die HE-Farbung stellt die Routinefarbung der Wahl dar, wobei
Zellkerne blau-violett und das Zytoplasma rosa erscheinen. Dazu wurden die Praparate unter
Raumtemperatur fir 5 Minuten mit Hdmalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt, Deutschland)
gefarbt und bis zum Sichtbarwerden einer Blauténung unter flieRendem Leitungswasser
gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Gegenfarbung mit 0,5% Eosin G (Merck, Darmstadt,
Deutschland) fur eine Minute, das Abwaschen mit Leitungswasser und die Entwasserung mit
Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe. Zum Abschluss wurden die gefarbten Praparate mit
X-TRA behandelt und mit dem X-TRA Kitt (Medite, 41-5213-00, Burgdorf, Deutschland)
eingedeckt.

Des Weiteren erfolgte die immunhistochemische Untersuchung der Carotissegmente. Dabei
wurde die Spezifitdt von Antikdrpern genutzt, wodurch der Nachweis von bestimmten
Antigenen am histologischen Schnitt gelang. Fir die Anfertigung der Immunhistochemie
(Abb. 11) wurden die Schnitte zunachst zur Demaskierung der Antigene einer
Mikrowellenbehandlung (Bosch HMT702C, Stuttgart, Deutschland) unterzogen, wobei sie fur
7 Minuten bei 700 Watt in einer Pufferlésung (Target Retrieval Solution, S1699, Dako,
Carpenteria, CA, USA) mit einem pH Wert von 6,0 erhitzt wurden. Am Ende der Prozedur
verblieben die Objekttrager in der Pufferloésung und wurden bei Raumtemperatur abgekunhlt.
Nach der dreifachen Spilung der Praparate wurde flir 5 Minuten ein Peroxidaseblocker
(S2023, Dako, Carpenteria, CA, USA) und fur 30 Minuten ein Proteinblocker (X0909, Dako,
Carpenteria, CA, USA) aufgebracht. AnschlieRend konnte der Primar-Antikérper anti-a-
smooth muscle actin (a-SMA, ab5694, abcam, Cambridge, UK) in einer Verdinnung von

1:600 (Verdunnungsmedium, S3022, Dako, Carpenteria, CA, USA) bzw. anti-proliferating cell
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nuclear antigen (PCNA, ab29, abcam, Cambridge, UK) in einer Verdinnung von 1:1000
aufgetragen und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert werden. Am darauffolgenden Tag wurden die
Schnitte fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem jeweiligen Sekundar-Antikérper
behandelt. Fur a-SMA wurde als sekundarer Antikdrper Goat anti-Rabbit AP (D0487, Dako,
Carpenteria, CA, USA) und fir PCNA Goat anti-Maus AP (D0486, Dako, Carpenteria, CA,
USA) verwendet. Danach wurden die Schnitte fir 6-8 Minuten mit Permanent Red
Chromogen (K0640, Dako, Carpenteria, CA, USA) behandelt, um die Zielantigene in der
anschlieBenden Lichtmikroskopie zu identifizieren. Zum Abschluss wurden die
immunhistochemisch behandelten Schnitte fir 5 Minuten mit Hamalaun gefarbt, mit der
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, zur Verdrangung des Alkohols mit X-TRA behandelt
und mit dem X-TRA Kitt eingedeckt. Im Anschluss konnten die gefarbten Praparate unter
dem Lichtmikroskop (BX51, Olympus, Shinjuku, Tokio, Japan) ausgewertet werden. Fur die
Auswertung wurden die Dicke und die Flache der Neointimabildung mit der Software
Olympus cellSens Standard (Olympus K. K., Shinjuku, Prafektur Tokio, Japan) ermittelt und

die a-SMA und PCNA positiven Zellen gezahlt.

Abb. 11: Querschnitt durch die A. carotis nach FeCl; und Vehikel Behandlung. Die A. carotis wurde 3
Wochen nach der initialen Behandlung reseziert. Zunéchst erfolgte die Farbung in
Hématoxylin-Eosin (HE) (A), um den maximalen Durchmesser und die Fldche der Neointima
zu bestimmen. Zur immunhistochemischen Analyse erfolgten eine a-SMA (B) und PCNA
Antikérpermarkierung (C), um die Zellaktivierung zu untersuchen.
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6.4  Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der in vitro und in vivo Daten erfolgte nach Prifung der Daten
auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und Varianzhomogenitat (ANOVA) mit dem
Students t-test und anschlieRender Bonferroni-Korrektur unter Verwendung der SigmaStat®
Statistical Software (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA). Zunachst wurde zum Vergleich
der Versuchsgruppen ein Holm-Sidak multipler Vergleichstest durchgefihrt. Falls die
Voraussetzungen flr diesen nicht gegeben waren, erfolgte ein Rangsummen-Test (Kruskal-
Wallis-Test) flr unverbundene Stichproben mit einem sich anschlieRenden Dunn’s Test.
Unter der Verwendung der Software SigmaPlot® (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA)
wurden die Ergebnisse bei Normalverteilung in Saulendiagrammen als Mittelwerte mit
Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM) bzw. bei nicht normalverteilten Ergebnissen in
Boxplots als Median mit den 25%- und 75%-Quantilen sowie den Ausreil’ern dargestellt.
Unter Bertcksichtigung der Bonferroni-Korrektur wurden Unterschiede in den Ergebnissen
ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikant angenommen. Beim Auftreten
signifikanter Unterschiede wurde keine weitere Unterscheidung hinsichtlich weiterer

Signifikanzniveaus vorgenommen.
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7 Ergebnisse
71 WST Assay
Anhand der Absorptionsabschwachungen der einzelnen Gruppen im Verhaltnis zur
Kontrollgruppe, welche 100% gesetzt wurde, war bei der Auswertung des WST Assays nach
3 Stunden zu erkennen, dass keine der Behandlungen relevante Unterschiede zur Kontrolle
aufzeigten (Abb. 12). Somit geht weder vom H,S Donor GYY, noch von dessen Vehikel bzw.

von TNF-a eine relevante Zytotoxizitat aus.
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Abb. 12: Statistische Auswertung des WST Assays. Innerhalb der einzelnen Behandlungsgruppen
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Absorptionsabschwéchungen. Ko -
Kontrolle. MW + SEM; ANOVA; n=4.

7.2 Durchflusszytometrie

In der durchflusszytometrischen Untersuchung zeigten die ruhenden Endothelzellen eine
aulerst geringe Expression von E-Selektin, ICAM-1 sowie von VCAM-1. Durch die pro-
inflammatorische Stimulation der Endothelzellen mit TNF-a liel sich die Expression der

Adhasionsmolekile E-Selektin und ICAM-1 signifikant steigern (Abb. 13A und 14A). Die
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Exposition TNF-a aktivierter Endothelzellen mit GYY in aufsteigenden Konzentrationen fuhrte
zu einer dosisabhangigen Reduktion der Expression aller untersuchten Adhasionsmolekiile.

Die Expression von E-Selektin wurde dabei am starksten beeinflusst und deutlich
herunterreguliert. Die Applikation der geringsten GYY Konzentration von 1 mM fluhrte zu
keinem signifikanten Efffekt der Adhasionsmolekiilexpression. Die Steigerung der GYY
Konzentration auf 5 mM bzw. auf 10 mM reduzierte die Expression hingegen signifikant von
56,6 + 2,7% TNF-a aktivierter Endothelzellen auf 39,2 + 3,4% (p=0,010) bzw. auf 24,0
4,5% (p<0,001, Abb. 14A). Wurden die HUVECs 24 Stunden nach der 10 mM GYY
Exposition mit TNF-a stimuliert, so zeigte sich, dass die Zellen das Adhasionsmolekil wie die

unbehandelten Endothelzellen exprimierten (p=0,758, Abb. 13B).
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Abb. 13: Durchflusszytometrische Analyse der E-Selektin Expression humaner Endothelzellen. Die
Endothelzellen wurden im ruhenden Zustand sowie nach Exposition mit TNF-a und
steigenden GYY Konzentrationen auf die Expression des Adhésionsmolekiils E-Selektin
untersucht. Eine Stunde nach GYY Behandlung zeigte sich eine signifikante, dosisabhéngige
Reduktion der Expression von E-Selektin (A), wohingegen eine Stimulation 24 Stunden nach
GYY Exposition keinen signifikanten Unterschied der E-Selektin Expression im Vergleich zur
alleinigen TNF-a Aktivierung aufwies (B). MW = SEM; ANOVA; Dunn's Method; n=6-9; *
p<0,05 vs TNF-a @ GYY:* p<0,001 vs TNF-a @ GYY.
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Auf die ICAM-1 Expression hatte die Behandlung der TNF-a stimulierten Endothelzellen mit
der hochsten GYY Konzentration ebenfalls einen deutlichen Effekt. Der mittlere
Fluoreszensshift wurde dabei durch Behandlung mit 10 mM GYY signifikant von 874,7 +
139,1 nach TNF-a Stimulation auf 311,1 + 28,5 reduziert (p=0,014, Abb. 15A). Die
Expression des Adhasionsmolekiils VCAM-1 wurde durch die Applikation von 10 mM des

H,S Donors hingegen nur marginal von 91,9 + 6,7 auf 77,6 + 5,1 gesenkt (p=0,384, Abb.

14B).
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Abb. 14: Durchflusszytometrische Analyse der ICAM-1 und VCAM-1 Expression humaner
Endothelzellen. Die Endothelzellen wurden im ruhenden Zustand sowie nach Exposition mit
TNF-a und steigenden GYY Konzentrationen auf die Expression der Adhésionsmolekiile
ICAM-1 (A) und VCAM-1 (B) untersucht. Durch die Behandlung mit 1, 5 oder 10 mM GYY kam
es zu einer signifikanten und dosisabhédngigen Reduktion der ICAM-1 Expression (A).
Demgegeniiber wurde die Expression des Adhdsionsmolekiils VCAM-1 unter GYY
Behandlung nur marginal beeinflusst (B). MW + SEM; ANOVA; Holm-Sidak; ICAM-1: n=4-5; *
p<0,05 vs TNF-a @ GYY; VCAM-1: n=6-7.
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7.3 ELISA

Im ELISA zur Analyse der VWF Sekretion zeigte sich, dass es durch Stimulation der
Endothelzellen mit Histamin zu einer Freisetzung des in den Weibel-Palade-Kdrperchen
gespeicherten VWF kam. Die Freisetzung des vVWF konnte durch die Aktivierung mit
Histamin von 1,2 IU/ml (25%-Quantil: 1,0 1U/ml; 75%-Quantil: 3,6 ng/ml) im ruhenden
Zustand auf 6,83 IU/ml (25%-Quantil: 4,73 1U/ml; 75%-Quantil: 9,95 1U/ml) gesteigert werden
(p<0,05). Durch die Behandlung mit dem H,S Donor GYY, sowohl mit 5 mM als auch mit 10
mM, lield sich die VWF Ausschittung signifikant auf 1,65 IU/ml (25%-Quantil: 1,0 IU/ml; 75%-
Quantil: 4,23 IU/ml) bzw. 1,45 IU/ml (25%-Quantil: 1,05 IU/ml; 75%-Quantil: 2,8 1U/ml)

reduzieren (p<0,05), was annahernd den Werten der Kontrollgruppe entspricht (Abb. 15).
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Abb. 15: Statistische Auswertung der vWF Sekretion. Die vWF Konzentration wurde im Medium
humaner Endothelzellen untersucht. Dabei wurde die vWF Sekretion durch die GYY
Behandlung signifikant reduziert. Median mit 25%- und 75%-Quantil; ANOVA; Dunn’s Method;
n=7-8; * p<0,05 vs Histamin 7 GYY.
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7.4 Biotin Switch Assay

In der quantitativen densitometrischen Analyse stellte sich dar, dass die Behandlung der
HUVECs mit 1 mM GYY im Vergleich zur Vehikelgruppe zu einer signifikanten Steigerung
der relativen Intensitdt des an SH-Gruppen gebundenen Proteins von 0,54 (25%-Quantil:
0,34; 75%-Quantil: 0,73) auf 2,72 (25%-Quantil: 1,49; 75%-Quantil: 3,07) fuhrte (p<0,05),
welches die gesteigerte S-Sulfhydrierung endothelialer Proteine widerspiegelt. Die Analyse
des Biotin Switch Assay erfolgte durch die spezifische Bindung von Biotin an sulfhydrierte
Proteine, die im Westernblot sichtbar wurden. Durch die Steigerung der GYY Konzentration
auf 5 und 10 mM konnte keine signifikante Zunahme der endothelialen Protein S-

Sulfhydrierung erzielt werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Quantitative Densitometrie des Biotin Switch Assays von endothelialen Proteinen. Der Biotin
Switch Assay erfolgte entsprechend des Protokolls von Mustafa et al. (2009). Statistisch
wurde die relative Intensitét sulfhydrierter Proteine ausgewertet, welche durch Exposition mit
GYY 1 mM signifikant zunimmt. Median mit 25%- und 75%-Quantil; ANOVA; Holm-Sidak-
Method; n=5; * p<0,05 vs Vehikel g GYY.
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7.5 Migrationsassay

In Abbildung 17 wird exemplarisch der Migrationsverlauf von unbehandelten, VEGF
stimulierten sowie gleichzeitig mit GYY und VEGF behandelten Endothelzellen dargestellt.
Anhand der mikroskopischen Bilder des Migrationsassays war deutlich zu erkennen, dass
die mit VEGF behandelten Endothelzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine gesteigerte
Migration aufwiesen. Demgegentber fiihrte die gleichzeitige Behandlung mit VEGF und
GYY, verglichen mit der alleinigen VEGF Stimulation, zu einer verzogerten Migration der

Endothelzellen.
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Abb. 17: Migration von HUVECs im ibidi® Migrationsassay. Darstellung der Migration humaner
Endothelzellen im unbehandelten, mit VEGF stimulierten und gleichzeitig mit GYY und VEGF
behandelten Zustand mittels Stereomikroskopie. Es war zu erkennen, dass die mit VEGF
behandelten HUVECs, gegeniiber der Kontrolle, eine beschleunigte Migration aufzeigten.
Demgegentiber stellte sich der Migrationsverlauf der HUVECs, die mit GYY und VEGF
gleichzeitig behandelt wurden, im Vergleich zur alleinigen VEGF Stimulation verzégert dar.
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Bei der statistischen Auswertung der von HUVECs bedeckten Flache nach 12 Stunden
wurde bestatigt, dass der pro-angiogene VEGF Stimulus im Vergleich zu unbehandelten
HUVECs zu einer signifikant gesteigerten Migration von 10,6 * 0,9% auf 14,9 £ 0,7%
(p=0,012) fGhrte. Die isolierte Behandlung mit GYY schrankte das Migrationsverhalten der
humanen Endothelzellen gegeniiber dem unbehandelten Zustand ebenfalls signifikant auf
4,1 + 0,5% (p<0,001) ein. Die simultane Applikation von VEGF und GYY wies mit 10,6
1,3% wiederum einen Migrationsverhalten auf, das den unbehandelten Endothelzellen
gleicht (p=0,998) Die Behandlung der HUVECs mit dem Vehikel hatte im Vergleich zur

Kontrolle keinen Effekt auf die Migration (p=0,967, Abb. 18).
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Abb. 18: Statistische Auswertung des Migrationsassays nach 12 Stunden. Die Behandlung mit dem
Vehikel wies im Vergleich zur Kontrolle keinen signifikanten Unterschied auf. Der VEGF
Stimulus flihrte zu einer signifikant gesteigerten Migration. Durch die alleinige GYY
Behandlung kam es zu einer signifikant eingeschrdnkten Migration. Auch die simultane
Behandlung mit VEGF und GYY fiihrte zu einer signifikant verzégerten Migration im Vergleich
zur alleinigen VEGF Stimulation. MW £ SEM; ANOVA; Holm-Sidak; n=3-5; * p<0,05 vs Ko; #
p<0,05 vs Vehikel: * p<0,05 vs VEGF; ¢ p<0,05 vs GYY.
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7.6 Neointimabildung

Die histologische Untersuchung der A. carotis in HE-Farbung zeigte, dass sowohl der
maximale Durchmesser als auch die Flache der Neointima signifikant durch die GYY
Behandlung verkleinert wurde. Eine Woche nach der FeCl; Applikation zeigte sich der
maximale Durchmesser der Neointima durch die GYY Behandlung von 128,27 ym (25%-
Quantil: 93,71 ym; 75%-Quantil: 163,76 pm) in Vehikel behandelten Tieren auf 43,34 ym
(25%-Quantil: 36,92 um; 75%-Quantil: 50,33 um) reduziert (p<0,05). Auch nach drei Wochen
war durch die einmalige Behandlung mit GYY ein signifikanter Effekt (p<0,05) auf die
Reduktion des Durchmessers von 153,97 um (25%-Quantil: 100,47 um; 75%-Quantil: 250,1
um) in Vehikel behandelten Mausen auf 56,3 um (25%-Quantil: 40,47 um; 75%-Quantil:
71,27 ym) zu verzeichnen (Abb. 19A). Die Flache der Neointima der A. carotis konnte durch
die GYY Behandlung ebenfalls nach einer Woche und nach drei Wochen im Vergleich zu
den Vehikel behandelten Tieren reduziert werden (Abb. 19B). Nach einer Woche konnte eine
Reduktion der Flache von 26074,35 pm® (25%-Quantil: 16995,93 um? 75%-Quantil:
28214,48 pm?) auf 8590,16 pm? (25%-Quantil: 7877,64 ym?, 75%-Quantil: 10131,72 pm?)
gemessen werden (p=0,039). Nach 3 Wochen erreichte die Neointima in der Vehikelgruppe
eine Flache von 73500,1 ym? (25%-Quantil: 48545,5 ym? 75%-Quantil: 75705,06 pm?),
welche durch die einmalige Behandlung mit GYY auf 14070,58 um? (25%-Quantil: 9751,66
um? 75%-Quantil: 22828,82 pm?) verkleinert werden konnte (p<0,001). Insgesamt kann
somit auf eine Reduktion der Neointimabildung durch die GYY Applikation geschlossen

werden.
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Abb. 19: Statistische Auswertung der Neointimabildung. Die Auswertungen des maximalen
Durchmessers (A) und der Fldche (B) zeigten durch die einmalige GYY Behandlung sowohl!
nach einer Woche als auch nach drei Wochen eine signifikante Abnahme beider Parameter.
Median mit 25%- und 75%-Quantil; ANOVA; Dunn's Method (A); Holm-Sidak (B), n=6-7;
* p<0,05 vs Vehikel 1 Woche bzw. Vehikel 3 Wochen.

7.7 Immunhistochemie

Wahrend die immunhistochemischen Analysen nach einer Woche nur geringe Unterschiede
zwischen den verschieden behandelten Versuchsgruppen aufwiesen, war nach drei Wochen
eine Signifikanz hinsichtlich der a-SMA positiven und der PCNA positiven Zellen gegeniber
der Kontrollgruppe zu verzeichnen. Anhand der Vehikelgruppe zeigte sich, dass die Anzahl
der a-SMA positiven und der PCNA positiven Zellen innerhalb der Neointima zwischen der
ersten und dritten Woche nach der FeCl; Applikation signifikant anstieg (p<0,05). Jedoch
kam es auch innerhalb der mit GYY behandelten Gruppe zwischen Woche eins und Woche
drei zu einem signifikanten Anstieg der a-SMA positiven Zellen von 11,3 = 0,8 Zellen auf
18,2 + 2,2 Zellen (p=0,015). Allerdings konnte der Anstieg der a-SMA positiven Zellen der

Neointima nach drei Wochen im Vergleich zur Vehikelgruppe durch die Behandlung mit dem
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H>S Donor GYY von 35,4 + 4,1 Zellen auf 18,2 + 2,2 Zellen abgeschwacht werden (p=0,005,
Abb. 20A). Die PCNA positiven Zellen konnten nach drei Wochen ebenfalls durch die GYY
Behandlung von 13,0 = 1,1 Zellen auf 5,3 + 1,7 Zellen reduziert werden (p=0,002, Abb. 20B).
AuBerdem sind die PCNA positiven Zellen im Gegensatz zu den a-SMA positiven Zellen im
Verlauf der GYY Behandlung, zwischen der ersten und dritten Woche, nicht signifikant

gestiegen (p=0,803).
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Abb. 20: Statistische Auswertung der Immunhistochemie. Die GYY Behandlung fiihrte nach 3 Wochen
zu einer signifikanten Abnahme der Anzahl der a-SMA positiven Zellen (A) sowie der PCNA
positiven Zellen (B) gegeniiber der jeweiligen Behandlung mit dem Vehikel. MW + SEM;
ANOVA; t-test mit Bonferroni-Korrektur; n=6-8;, * p<0,05 vs Vehikel 1 Woche; # p=0,005 vs
Vehikel 3 Wochen; § p=0,015 vs GYY 1 Woche (A). Holm-Sidak; n=6-8; * p<0,05 vs Vehikel 1
Woche; # p=0,002 vs Vehikel 3 Wochen (B).
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8 Diskussion

8.1 Diskussion von Material und Methodik

8.1.1 Hydrogensulfid Donor GYY4137

GYY ist ein langsam und kontinuierlich H,S freisetzender Donor, welcher im Vergleich zu
den Sulfidsalzen Na,S und NaHS uber eine Pharmakokinetik verfugt, die die physiologischen
Gegebenheiten der endogenen, konstanten H,S Freisetzung besser widerspiegelt (Li et al.
2008). Die Liberation von H,S aus GYY ist von der Temperatur und dem pH Wert abhangig.
Die erhohten H,S Plasmakonzentrationen konnen fiir mindestens 180 Minuten
aufrechterhalten werden (Li et al. 2008). Im Vergleich zu NaHS induziert GYY keine DNA
Schéaden und fuhrt nicht zum programmierten Zelltod (Yang et al. 2004, Baskar et al. 2007),
was durch die unterschiedlichen Freisetzungsmechanismen der H,S Donatoren erklart
werden konnte (Li et al. 2008). Eine Studie zeigte aulerdem, dass eine schnelle Freisetzung
von H,S aus NaHS eher pro-inflammatorische Wirkungen induziert, wohingegen eine
langsame, kontinuierliche Freisetzung aus GYY hauptsachlich entziindungshemmende
Wirkungen hervorruft (Whiteman et al. 2010). In den letzten Jahren hat der H,S Donor GYY
aufgrund seiner Imitation der annahernd physiologischen H,S Freisetzung ein betrachtliches
Interesse in der Forschung geweckt und wurde in zahlreichen Studien verwendet, um die
Effekte von H,S auf verschiedenste Organsysteme, wie z.B. das Herz und die Nieren zu
evaluieren. Dabei kam es u.a. zu einem verbesserten Outcome nach myokardialen
Reperfusionsschaden (Meng et al. 2015) und zu einer Protektion vor Myokardfibrose (Meng
et al. 2015). Des Weiteren konnte durch den Einsatz von GYY nach der Induktion einer
einseitigen Harnwegsobstruktion, gemessen anhand der Retentionsparameter, eine
geringere Nierenschadigung erzielt werden. Zudem wurde histologisch der kortikale Verlust,
die inflammatorische Schadigung sowie die tubulointerstitielle Fibrose gemildert (Lin et al.

2016), weshalb H,S ebenfalls ein nephroprotektiver Charakter zugeschrieben werden kann.
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8.1.2 WST Assay

Wasserlosliche Tetrazoliumsalze, wie WST-1, sind Verbindungen, die aus einem positiv
geladenen quartaren Tetrazolringkern bestehen, welcher vier Sickstoffatome, die von drei
aromatischen Gruppen umgeben sind, enthalten (Berridge et al. 2005). Sie stellen breit
genutzte Farbstoffe in Zellproliferationsassays dar. Der WST-1 Assay ist ein etabliertes
Testsystem zur Beurteilung einer potentiellen Zytotoxizitat verschiedenster Stoffe und findet
seinen Einsatz zur Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen. Der schwach rétliche Farbstoff
WST-1 wird dabei mit Hilfe des Enzyms Succinat-Tetrazolinium-Reduktase zum dunkelroten
Tetrazolam-(Formazan)-Farbstoff gespalten. Da dieses Enzym ausschlieBlich Bestandteil
der Atmungskette in den Mitochondrien ist, dient es zum Nachweis einer intakten
Atmungskette und ist somit nur in lebensfahigen Zellen aktiv.

H>S wurde in zahlreichen Studien als toxisches Gas beschrieben (Smith & Gosselin 1979,
Olson 2011) und gilt in hohen Konzentrationen, nach Kohlenmonoxid, als zweitwichtigste
Ursache fir gasbedingte Todesfalle am Arbeitsplatz (Guidotti 2010, Woodall et al. 2005).
Daher wurde zunachst mittels eines WST-1 Assays eine Zytotoxizitat des H,S Donors GYY
in den Konzentrationen 1, 5 und 10 mM ausgeschlossen. Durch diese Konzentrationen
wurde eine H,S Plasmakonzentration von etwa 5, 25 bzw. 50 uM erreicht (Li et al. 2008), die
annahernd die physiologischen Bedingungen widerspiegeln, denn laut einer Studie von
Whiteman und Moore liegt der physiologische H.,S Plasmaspiegel zwischen 34 yM und 65

MM (Whiteman & Moore 2009).

8.1.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt seit Jahrzehnten ein wichtiges Forschungsinstrument der
Zytologie, Genetik, Mikrobiologie und Immunologie dar. Sie dient der Unterscheidung und
Charakterisierung verschiedener Zellpopulationen bezulglich ihrer biologischen, chemischen
und physikalischen Eigenschaften. Dabei werden die Zellen, wahrend sie einzeln und
hintereinander durch eine Messkammer flieRen, von einem Laser angestrahlt. Daraufhin

entsteht ein von den Zellen ausgehendes Streulicht, das fur jede Zellpopulation individuell
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charakteristisch ist. Die Lichtstreuung wird dabei als Vorwartsstreuung (FSC) zur
Grollenbestimmung der Zelle und als Seitwartsstreuung (SSC) zur Detektion der
intrazelluldren Granularitét erfasst. Diese Methode lasst sich mit fluoreszensmarkierten
Antikérpern kombinieren. Dadurch lassen sich neben der Zellpopulation auch bestimmte
Strukturen auf Zellmembranen darstellen und stehen fir eine quantitative Auswertung bereit.
Diese Methodik wurde in der vorliegenden Studie genutzt, um die Expression endothelialer

Adhasionsmolekule zu analysieren.

8.1.4 ELISA

Der ELISA ist ein immunologisches Testverfahren und basiert auf einer enzymkatalysierten
Farbreaktion einer Antigen-Antikérper-Reaktion. Der Sandwich-ELISA stellt eine Methode
dar, die dem Nachweis hochmolekularer Verbindungen dient, bei der das Enzym, das die
Farbreaktion katalysiert, an einen sekundaren monoklonalen Antikorper gebunden ist. Das
Antigen muss dafiir Uber zwei Antikérperbindungsstellen verfligen. Diese Voraussetzung
wird von dem VWF erfillt und somit konnte das Human ELISA Kit (ab189571, abcam,
Cambridge, UK), das auf der Methode des Sandwich-ELISA basiert und bereits in anderen
Studien Anwendung fand (Chan et al. 2014), der quantitativen Messung der VWF

Konzentration dienen.

8.1.5 Biotin Switch Assay

Mit Hilfe eines Biotin Switch Assays wurden urspriinglich S-nitrosylierte Proteine detektiert,
indem freie Thiole durch eine hochspezifische freie Sulfhydryl-reaktive Verbindung (MMTS)
blockiert werden und Biotin somit ausschlief3lich an -SNO-Gruppen bindet (Jaffrey & Snyder
2001, Jaffrey et al. 2001). Durch Modifikationen des Biotin Switch Assays nach Mustafa et al.
lasst sich durch ein ahnliches Prinzip der Biotinylierung an -SSH-Gruppen ebenfalls eine S-
Sulfhydrierung der Proteine detektieren (Mustafa et al. 2009), welche durch H,S vermittelt

wird und einen der Wirkmechanismen von H,S darstellt. AnschlieRend wird die Biotinylierung
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der S-sulfhydrierten Proteine durch anti-Biotin-Antikérper sichtbar gemacht und quantitativ

ausgewertet.

8.1.6 Migrationsassay

Migration und Motilitat sind Schliisseleigenschaften und essentielle Merkmale von lebenden
Zellen. Zellmigration ist an wesentlichen Mechanismen des Lebens, wie z.B. der Konzeption,
der embryonalen Entwicklung, der Immunantwort, der transendothelialen Extravasation von
Leukozyten und auch an diversen pathologischen Prozessen beteiligt (Lauffenburger &
Horwitz 1996, van Buul & Hordijk 2004). Daher sind Methoden zur Untersuchung des
Migrationsverhaltens von Zellen bedeutungsvolle Instrumente der Forschung.

Um das Migrationsverhalten der humanen Endothelzellen zu untersuchen, wurde ein gut
etablierter Wundverschluss Assay (Justus et al. 2014) durchgefihrt und dazu ein Culture-
Insert verwendet, um die Oberflache der Zellkulturplatten vor Beschadigungen durch eine
Pipettenspitze zu schitzen und die artifizielle Wundgrdlie einheitlich zu gestalten und so

Messfehlern vorzubeugen.

8.1.7 In vivo FeCl;-Thrombosemodell

8.1.7.1 C57BL/6J-Tyr Maus

C57BL/6 Mause stellen aufgrund des vollstdndig entschlisselten Genoms und der damit
einhergehenden Mdglichkeit der gezielten genetischen Modifikation einen populdren
Inzuchtstamm fUr Laborversuche dar. Die weit verbreitete Nachfrage resultierte jedoch in der
Bildung mehrerer B6-Substamme, wie C57BL/6J und C57BL/6N, mit unterschiedlichen
Phanotypen. Die Substdmme sind miteinander verwandt, jedoch nicht genetisch identisch,
was sich in unterschiedlichen Verhaltensmustern der Tiere widerspiegelt (Bothe et al. 2004,
Bryant et al. 2008). Der co-isogene C57BL/6J-Tyr Stamm enthalt eine Mutation im
Tyrosinase-Gen, die bei homozygoter Mutation durch Inhibierung der Melaninsynthese zu
einem vollstandigen Fehlen des Pigments in Haar, Haut und Auge und somit zu einer weil}en

Fellfarbe und roten Augen fihrt (Le Fur et al. 1996).
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Fir das FeCls-Thrombosemodell wurden ausschlie3lich mannliche Versuchstiere verwendet,
um fluktuierende Ergebnisse durch den Einfluss von Ostrogenschwankungen im

Hormonzyklus weiblicher Tiere zu vermeiden.

8.1.7.2 Narkose

Die Durchfihrung der Schadigung der A. carotis communis mit Hilfe des FeCls;-Modells (Kurz
et al. 1990, Tseng et al. 2006) und die intravendse Injektion von H,S bzw. des Vehikels
machen die Anasthesie der Versuchstiere unvermeidlich. Die verwendete
Anasthesiemethode mit Kombination von Ketamin und Xylazin stellt in tierexperimentellen
Versuchen ein weit verbreitetes und etabliertes Narkoseverfahren dar.

Ketamin fand seinen ersten Einsatz beim Menschen im Jahr 1964 und wurde als
dissoziatives Anasthetikum beschrieben (Domino et al. 1965). Es vermittelt seine Wirkung
Uber eine nichtkompetitive Hemmung der Phencyclin-Bindungsstelle von NMDA-Rezeptoren
(Davies et al. 1988) und fuhrt durch Blockade der Acetylcholin Freisetzung zu einer
schnellen Bewusstlosigkeit. Heute ist Ketamin fir seine grof’e therapeutische Breite, die
suffiziente Analgesie und gute Kompatibilitat mit anderen Medikamenten bekannt (Mion &
Villevieille 2013). Durch Verstarkung der Wirkung von Katecholaminen fuhrt Ketamin zu einer
Stimulation und Stabilisierung des Herz-Kreislaufsystems wahrend der Anasthesie. Es findet
jedoch auch bei behandlungsresistenter Depression Anwendung (Berman et al. 2000, Zarate
et al. 2006) und wird als schnellwirksames Antidepressivum fur Patienten mit akuter
Suizidalitdt empfohlen (Zarate & Niciu 2015).

Xylazin ist ein direkter a2-Adrenozeptor-Agonist und wurde urspringlich als
Antihypertensivum entwickelt. Jedoch bewirkt es zudem eine Sedierung, leichte bis
moderate Analgesie und im Gegensatz zu Ketamin auch eine Muskelrelaxation (Dittmar et
al. 2004). Unerwunschte Nebenwirkungen von Xylazin kénnen Herz-Kreislauf- und
Atemdepression (Dittmar et al. 2004) sowie akute Hyperglykdmie (Saha et al. 2005) und

ausgepragte Diurese (Greene & Thurmon 1988) sein.
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8.1.7.3 Modell der FeCl;-Schadigung

Thrombotische Herz-Kreislauferkrankungen stellen in den Industrielandern die haufigste
Ursache fur Behinderungen und Todesfalle dar (Sanz et al. 2012, Abegunde et al. 2007). In
vitro Modelle kénnen den komplexen Hintergrund der Thromboseentstehung und dessen
Beeinflussung durch extrinsische Faktoren, wie Hormone, Zytokine, zirkulierende Blutzellen
und oxidativen Stress (Libby 2002, Fearon & Faux 2009) nicht adaquat genug widerspiegeln,
so dass in vivo Studien an Tiermodellen entscheidend sind, um ein besseres Verstandnis der
pathophysiologischen Mechanismen von thrombotischen Stérungen zu ermoglichen
(Westrick et al. 2007, Vilahur et al. 2011). Daher wurden diverse tierexperimentelle
Verfahren zur Thromboseinduktion entwickelt. Dazu gehdren u.a. laserinduzierte
Thrombosen (Rosen et al. 2001), die ihren Ursprung bereits 1969 fanden (Arfors et al. 1969),
Plaguemodelle mit Hilfe von Apo-E-defizienten Mausen (Nakaschima et al. 1994) oder
cholesterin- und fettreiche Diaten (Breslow 1996) sowie mechanisch induzierte
Thrombosemodelle durch Ligatur (Singh et al. 2003) und Platzierung einer
Polyethylenmanschette (Sasaki et al. 2004).

Im Jahr 1944 wurde FeCl; zum ersten Mal zur Induktion einer Thrombose der V. cava inferior
des Kaninchens eingesetzt (Reimann-Hunziker 1944). Viele Jahre spater wurde die Methode
auf die A. carotis der Ratte (Kurz et al. 1990) und anschlielend auf die Spezies der Maus
(Farrehi et al. 1998) Ubertragen. Heute stellt der FeCl; induzierte Gefallschaden ein weit
verbreitetes Thrombosemodell dar (Day et al. 2004, Whinna 2008).

Es wird allgemein vermutet, dass FeCl; einen starken oxidativen Stress mit der Erzeugung
freier Radikale verursacht (Li et al. 2013). Die Anwendung auf der Adventitia des Gefalles
fuhrt zu einem vesikelgetragenen endozytisch-exozytischen Transport der Eisenionen zur
luminalen Oberflache und verursacht somit eine Endothelverletzung und anschlieRende
Thrombusbildung (Tseng et al. 2006, Eckly et al. 2011). Jungere Studien zeigten weitere
madgliche zugrundeliegenden Mechanismen, wie die Adhasion roter Blutkérperchen an die
geschadigte Gefallwand (Barr et al. 2013) sowie den physiochemischen Effekt der FeCl;

induzierten Aggregation von Plasmaproteinen und Blutzellen (Ciciliano et al. 2015). Diese
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neuen Erkenntnisse sprechen dafiir, dass die potentiellen Mechanismen dieses Modells viel
komplexer sind als bisher vermutet. Aullerdem ist Uber die pathophysiologischen
Mechanismen der Effekte des FeCl; auf die Media und Adventitia wenig bekannt, sodass das
Modell bislang insgesamt schlecht verstanden bleibt.

Jedoch ist das FeCl;-Thrombosemodell einfach durchzuflihren und reagiert sowohl auf
Antikoagulantien als auch auf Thrombozytenaggregationshemmer sensibel, sodass dieses
Modell in der Analyse von potentiellen Hamostase-beeinflussenden Mediatoren etabliert ist
(Leadley et al. 1999, Konstantinides et al. 2001, Marsh et al. 1998). Es bietet durch prazise
Kontrolle von FeCl; Konzentration, Gréflke des Arteriensegments und Dauer der Schadigung
eine identische Ubertragung von Tier zu Tier und somit eine einheitliche Induktion der
Neointimabildung (Farrehi et al. 1998). Da FeCl; keinen zirkumferentiellen GefalRschaden
verursacht, wird die Thromboseinduktion ohne vollstandige Zerstérung der Gefalzellen, die
eine nachfolgende Thrombolyse vermitteln, ermoéglicht. Des Weiteren wird ein kompletter
Gefalverschluss im murinen Modell aufgrund von ausgepragten Kollateralen gut toleriert

(Farrehi et al. 1998).

8.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss des H,S Donors GYY auf die Aktivitat, die
Protein S-Sulfhydrierung und das Migrationsverhalten humaner Endothelzellen in vitro sowie
auf die Neointimabildung in vivo untersucht.

Mithilfe eines WST Assays konnte eine Zytotoxizitdt des verwendeten H,S Donors in den
entsprechenden Konzentrationen und der weiteren Metabolite ausgeschlossen werden,
sodass der Einsatz der in dieser Studie verwendeten Konzentrationen von H,S als
unbedenklich angesehen werden kann.

Obwohl die Gerinnungskaskade und die beteiligten Faktoren wahrend der Thrombogenese
gut untersucht und verstanden sind, wurden diese noch nicht ausreichend hinsichtlich einer
madglichen pharmakologischen Beeinflussung, wie z.B. durch H,S, untersucht und bendtigen

daher weitere Analysen.
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Ein als wahrscheinlich angesehener Mechanismus des anti-thrombogenen Effektes des H,S
Donors GYY ist die Beeinflussung der Endothel-Thrombozyten-Interaktion wahrend der
primaren Hamostase sowie der Endothel-Leukozyten-Interaktion. Das Binden von
Thrombozyten und Leukozyten an Endothelzellen bzw. subendotheliale Strukturen im
Bereich einer Gefallwandlasion oder einer Gefallentziindung wird wesentlich Uber
Adhasionsmolekile dieser Zellen erreicht. Die in dieser Studie durchflusszytometrisch
untersuchten Adhasionsmolekiile stellen entscheidende Strukturen dar, welche die primare
Hamostase sowie Entziindungsreaktionen vermitteln, indem sie die Wechselwirkungen der
GefalRwand mit zirkulierenden Blutplattchen und Leukozyten vermitteln (Wakefield et al.
2008).

E-Selektin ist ein Glykoprotein, das auf aktiviertem Endothel exprimiert wird und die
Thrombogenese erleichtert, indem es die Neutrophilen- und Monozytenaktivitat direkt
moduliert. Auflerdem wurde E-Selektin auch als wichtiger Regulator der Thrombusbildung
und des Fibringehalts im murinen Thrombosemodell identifiziert (Myers et al. 2002, Sullivan
et al. 2003). Es wurde weiterhin gezeigt, dass die Deletion von E-Selektin und die
kombinierte P- und E-Selektin Deletion mit einer verringerten Thrombogenese einherging,
wahrend zusatzlich die Entzindungsreaktion in der Venenwand stark gehemmt wurde
(Myers et. al 2002). ICAM-1 vermittelt die Bindung von Leukozyten an Endothelzellen,
wodurch die Leukozyten wahrend einer Immunreaktion in das Gewebe wandern kdnnen
(Frank & Lisanti 2008). Erhohte ICAM-1 Spiegel im Serum stellen einen Marker fur die lokale
Endothel- und Leukozytenaktivitat dar und sind an der Bildung einer Thrombose von kleinen
GefalBen und einer TVT groRer GefalRe unter septischen Bedingungen im Mausmodell
beteiligt (Darbousset et al 2012, Obi et al. 2017). Ferner erhoht I16sliches ICAM-1 das Risiko
fur ein postthrombotisches Syndrom und spiegelt dessen Schweregrad wider (Shbaklo et al.
2009, Rabinovich et al 2015). Experimentell ist der Beitrag von VCAM-1 zur Entwicklung
einer Thrombose zwar unklar, jedoch deuten Kklinische Daten darauf hin, dass der
Plasmaspiegel wahrend der Prasenz einer in vivo Thrombose erhoht ist (Quarmby et al.

1999, Smith et al. 1999). Da die Thrombose auch immer mit einer sterilen, lokalen
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Entziindung verbunden ist, kann angenommen werden, dass auch VCAM-1 einen
pathophysiologischen Mechanismus wahrend der Thrombogenese einnimmt. Diese
beschriebenen Adhasionsmolekiile sind jedoch nicht nur an der Thrombogenese, sondern
auch an der Entstehung von Atherosklerose beteiligt (Chia 1998, Ley & Huo 2001,
Blankenberg et al. 2003, Galkina & Ley 2007), wodurch ihre Beeinflussung neben anti-
thrombogenen zusatzlich mit anti-atherogenen Effekten einhergehen kénnte.

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich anhand der Intensitat der
Antikérperbindung bzw. des mittleren Fluoreszensshifts, dass durch Vorbehandlung TNF-a
stimulierter HUVECs mit GYY eine signifikante und dosisabhangige Reduktion der
Expression der endothelialen Adhasionsmolekile E-Selektin und ICAM-1 erzielt werden
konnte. Die Expression von VCAM-1 wurde hingegen nur marginal durch die Anwendung
von GYY reduziert. Allerdings konnte die Expression des Adhasionsmolekiils durch den pro-
inflammatorischen Stimulus mit TNF-a, im Vergleich zu der Expression von E-Selektin und
ICAM-1, nicht aussagekraftig gesteigert werden, so dass dies eine Erklarung flr den in
dieser Studie nur mafigen Effekt von GYY auf die VCAM-1 Expression sein kénnte. Des
Weiteren konnte erstmalig anhand der Expression von E-Selektin gezeigt werden, dass der
Effekt des H,S Donors GYY reversibel ist, was eine essentielle Eigenschaft fur den
potentiellen Einsatz des volatilen Mediators als Pharmakon darstellt.

Es wurde bereits im Jahr 2009 herausgefunden, dass der H,S Donor NaHS in
Apolipoprotein-E Knockout Mausen und HUVECs Uber die Inhibition der Kerntranslokation
des NF-kB Signalwegs zu einer verminderten ICAM-1 Expression flhrt und die
atherosklerotische Lasionsflache im Mausmodell verkleinert wird (Wang et al. 2009), was
wiederum einer anti-atherogenen Wirkung entspricht. Kurze Zeit spater konnten diese
Erkenntnisse auch flir weitere Adhasionsmolekiile, wie E-Selektin und VCAM-1, gezeigt
werden. Dabei nahm der durch TNF-a induzierte Anstieg der mRNA Expression von ICAM-1,
VCAM-1, P-Selektin und E-Selektin und in einem weiteren Schritt der Proteinexpression von
ICAM-1 und VCAM-1 durch die Behandlung mit NaHS signifikant ab (Pan et al. 2011).

AulRerdem wurden in der Studie bereits Wirkmechanismen von H,S identifiziert. Dazu
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gehdéren zum einen die Reduktion der durch TNF-a stimulierten intrazellularen ROS-
Produktion und zum anderen die Hemmung der NF-kB und p38 Signalwege sowie die
Hochregulierung der HO-1 Expression (Pan et al. 2009). Dies resultiert in einer verminderten
Adhasionsmolekilexpression und wirkt folglich entzindungshemmend und einer
progredienten endothelialen Dysfunktion entgegen.

Nun wurde in dieser Studie gezeigt, dass auch der H,S Donor GYY die Expression
endothelialer Adhasionsmolekule in HUVECs reduziert und somit die endotheliale Aktivitat
herabsetzt und einen protektiven Einfluss auf die Pathogenese der Thromboseentstehung
sowie der Atherosklerose ausibt. Dariber hinaus kénnte durch die Behandlung mit GYY das
Risiko fur die Entstehung eines postthrombotischen Syndroms Uber die Reduktion der ICAM-
1 Spiegel im Serum durch die Behandlung mit GYY abgeschwacht werden.

Neben der Verringerung von oxidativem Stress und Modulation von Signalwegen stellt die
posttranslationale Modifikation von Proteinen, wie z.B. die Protein S-Sulfhydrierung, einen
weiteren Wirkmechanismus von H,S dar (Kabil & Banerjee 2010, Fukuto et al. 2012,
Predmore et al. 2012, Mustafa et al. 2009, Grambow et al. 2014). So wurde unter
Verwendung des Biotin Switch Assays auch in dieser Studie eine signifikante Steigerung der
S-Sulfhydrierung endothelialer Proteine durch Applikation von GYY nachgewiesen. Eine
Dosisabhangigkeit war im Gegensatz zu den durchflusszytometrischen Analysen jedoch
nicht zu finden. Die Anzahl der vorhandenen Cysteinreste kdnnte einen limitierenden Faktor
fur die Protein S-Sulfhydrierung darstellen, sodass bereits durch die niedrigste GYY
Konzentration ein Groldteil der Cysteinreste sulfhydriert wird. Dies kénnte eine mogliche
Ursache fur die fehlende Dosisabhangigkeit sein. Daraus lasst sich jedoch auch schlielRen,
dass GYY mehrere Wirkmechanismen zur gleichen Zeit entfalten kénnte und seine Wirkung
in unterschiedlichen Konzentrationen Uber die verschiedenen Mechanismen ausibt. In dem
Versuch bleibt auBerdem ungeklart, welche der endothelialen Proteine in welcher Intensitat
und an welcher Position sulfhydriert werden. Es konnte jedoch rezent gezeigt werden, dass
die Expression des endothelialen Adhasionsmolekiils E-Selektin indirekt Gber die S-

Sulfhydrierung des RNA-bindenden Proteins Human Antigen R (HuR) vermindert wird (Bibli
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et al. 2019), da die E-Selektin mRNA Spiegel durch HuR reguliert werden (Ceolotto et al.
2014). AuRBerdem induziert H,S die Keap1 S-Sulfhydrierung (Kelch-like ECH-associated
protein 1) und unterdrickt somit die Diabetes-assoziierte Atheroskleroseentstehung Uber
Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor) Aktivierung (Xie et al. 2016). Der exakt
aktivierte Signaltransduktionsweg durch H,S innerhalb von Endothelzellen wurde jedoch
noch nicht abschlieRend geklart.

Die S-Sulfhydrierung ist auch im Hinblick auf die tonusregulierende Eigenschaft von H,S
nicht zu vernachlassigen. Ein moglicher Angriffspunkt der Protein-Persulfidbildung ist die
eNOS, wodurch die eNOS Aktivitdt steigt, vermehrt NO synthetisiert und somit eine
Vasodilatation induziert wird (Altaany et al. 2014). Ein weiterer Mechanismus ist die S-
Sulfhydrierung des Kationenkanals TRPV4 (transient receptor potential cation channel
subfamily V. member 4), sodass es zu einem Ca®*-Einstrom und folglich zur Aktivierung
spannungsabhangiger K'-Kanale kommt, was in einer endothelialen Hyperpolarisation und
anschlielRender Vasodilatation resultiert (Naik et al. 2016). Basierend auf diesen molekularen
Eigenschaften und dem Effekt auf die Regulation des Blutdruckes kann davon ausgegangen
werden, dass H,S einen protektiven Effekt auf die Entwicklung eines metabolischen
Syndroms besitzt. Der Einsatz von H,S kdnnte somit die Morbiditdt und Mortalitat in der
westlichen Welt senken, da das metabolische Syndrom eine Erkrankung mit stetig
steigender Pravalenz und mit seinen Folgen eine fihrende Todesursache in den
Industrienationen darstellt (Saklayen 2018, Desai et al. 2011).

In der Analyse des ELISAs zeigte sich durch Anwendung von H,S eine deutliche Reduktion
der VWF Sekretion der mit Histamin aktivierten Endothelzellen. Dies kdnnte ein weiterer
Mechanismus sein, Uber den H,S seine anti-thrombogenen Eigenschaften entfaltet, welcher
in der Literatur bisher nicht beschrieben wurde.

Neben der Modulation der lonenkanale durch S-Sulfhydrierung deuten diese Ergebnisse auf
einen Effekt des H,S auf die Exozytose der Weibel-Palade-Kdrperchen hin und bieten damit
eine weitere Mdoglichkeit, um die Endothelzellen in ihrer Funktion zu beeinflussen. Die

Exozytose der endothelialen Granula und ihrer Proteine, wie VWF und P-Selektin, gelingt
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wesentlich durch die Fusion der WPK mit der Plasmamembran und wird durch den soluble
N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor (SNARE)-Komplex vermittelt. Die
Aufklarung der molekularen Mechanismen, die der WPK Exozytose zugrunde liegen, wird
durch die Tatsache verkompliziert, dass Endothelzellen durch eine Reihe von Agonisten
aktiviert werden kénnen, welche wiederum zahlreiche nachfolgende Signalwege hervorrufen.
Allgemein wird angenommen, dass die Agonisten hauptsachlich Uber die Steigerung der
intrazelluldren Ca?- und cyclischen Adenosinmonophosphat (cAMP)-Spiegel agieren
(McCormack et al. 2017). Es ist bereits bekannt, dass H,S die Exozytose der Granula
chromaffiner Zellen (de Pascual et al. 2018), neurosekretorischer Tumorzellen der
Hypophyse (Mustafina et al. 2015) und die Mastzelldegranulation (Marino et al. 2016) u.a.
Uber die Regulation der intrazelluldren Ca®*-Konzentration beeinflussen kann. Da auch die
Exozytose der WPK von der intrazellularen Ca?-Konzentration abhangig ist, kénnte
geschlussfolgert werden, dass die Behandlung mit H,S iber die Modulation der Ca*-
Konzentration und der Beeinflussung der Funktionalitdit des SNARE-Komplexes in einer
verminderten Exozytose endothelialer Granula resultiert. Inwiefern die S-Sulfhydrierung
endothelialer Proteine eine Rolle bei der Reduktion der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
spielt, ist bislang nicht bekannt. Es konnte aber gezeigt werden, dass H,S in Mastzellen
durch Modulation einer Signalkaskade zu einer Reduktion der Ca®*-Konzentration fahig ist,
wodurch die Degranulation inhibiert wird (Marino et al. 2016). In den Endothelzellen ware
ebenfalls eine Modulation von Signalkaskaden denkbar, die zu einer verringerten
intrazelluldren  Ca?*-Konzentration filht und somit einen weiteren potentiellen
Wirkmechanismus darstellt. Auf diese Weise wirden, wie in dieser Studie gezeigt, geringere
VWF Konzentrationen zur Verfugung stehen und somit die thrombozytdre Adh&sion an
subendotheliale Strukturen behindert werden. Auflerdem wirde es zur verminderten
Expression von P-Selektin kommen, was zu einer Reduktion des Rollings der Leukozyten
und Thrombozyten auf den Endothelzellen wahrend der primaren Hamostase flihren wiirde.
Diese moglichen Mechanismen der Endothelzellmodulation stellen einen weiteren

erklarenden Ansatz der anti-thrombogenen Eigenschaften von H,S dar. H,S verlbt diese
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anti-thrombogenen Eigenschaften allerdings nicht nur Uber die Beeinflussung von
Endothelzellen, sondern auch durch Modifikation weiterer Zellgruppen des Blutes, wie z.B.
Thrombozyten mittels S-Sulfhydrierung thrombozytarer Proteine (Zagli et al. 2007, Grambow
et al. 2014) und Leukozyten (Zanardo et al. 2006).

Die Angiogenese ist ein Prozess, der hauptsachlich mit Migration, Proliferation und
Differenzierung vaskularer Endothelzellen einhergeht und ist ein haufiges Phanomen bei
vielen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen, einschlieflich
Organentwicklung, Wundheilung, Tumorentwicklung und Metastasierung (Folkman & Shing
1992). Es wurde belegt, dass H,S die Proliferation und Differenzierung von Endothelzellen
durch NO abhangige und unabhangige Mechanismen fordert (Altaany et al. 2013) und als
endogener Stimulator die VEGF induzierte Angiogenese vermittelt (Papapetropoulos et al.
2009). Obwohl zahlreiche Signalmolekule an der Wirkung von H,S beteiligt sind, ist die
Identifizierung der molekularen Mechanismen und Rezeptoren, dem direkten Ziel von H,S,
eine der herausfordernsten Fragen auf diesem Gebiet. Kirzlich wurde in einem Zell-freien
System eine neue S-S-Bindung zwischen Cys1045 und Cys1024 in rekombinantem
VEGFR?2 identifiziert, dessen Aktivitdt durch H,S erhéht wurde (Tao et al. 2013) und somit
als moglicher Rezeptor fur H,S dient. Eine S-Sulfhydrierung der in VEGFR2 enthaltenen
Cys-Reste wurde in der Studie allerdings nicht beobachtet. Die RNA-Interferenz von CSE,
welche der gezielten Abschaltung von Genen dient, erzeugte eine fordernde Wirkung der
Zellmigration sowohl bei Normoxie als auch bei Hypoxie, was darauf hindeutet, dass Uber
CSE gebildetes H,S eine hemmende Rolle bei der Zellmigration von HUVECs spielt (Tao et
al. 2017). In der vorliegenden Studie zeigte sich ebenfalls, dass die Migration der
Endothelzellen durch den H,S Donor GYY deutlich reduziert wird, was fir eine Verminderung
der endothelialen Aktivitat spricht und einen erganzenden Ansatz fir die anti-thrombogene
Eigenschaft darstellt. Im Gegensatz dazu wurde durch die Behandlung von HUVECs mit
dem herkdmmlichen Sulfidsalz NaHS eine signifikant gesteigerte Proliferation von
Endothelzellen induziert (Altaany et al. 2013). Diese kontroversen Ergebnisse kdnnten durch

die unterschiedlichen pathophysiologischen Eigenschaften der H,S Donatoren erklart
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werden, da durch NaHS pro-inflammatorische und durch GYY entzindungshemmende
Effekte hervorgerufen werden (Whiteman et al. 2010), die eine unterschiedliche Auswirkung
auf die Induktion der Migration, Proliferation und damit die Angiogenese haben kdnnten.

Die vaskulare Neointimabildung ist eine haufige Folge von Gefallasionen. Um nun die anti-
thrombogene Eigenschaft des H,S Donors GYY und dessen Mechanismen fortfihrend in
vivo zu untersuchen, wurde der Einfluss auf die Neointimabildung und die a-SMA und PCNA
positiven Zellen im FeCl;-Thrombose Mausmodell analysiert.

Ein protektiver Effekt von H,S gegeniber der Atherosklerose Entstehung wurde in vivo
bereits mithilfe der Ballonverletzung induzierten atherosklerotischen Gefallasion im
Rattenmodell anhand einer reduzierten Neointimabildung und eines verbesserten Intima-
Media-Verhaltnisses fur den schnellwirksamen H,S Donor NaHS festgestellt (Meng et al.
2007). Dabei wendeten Meng et al. NaHS vor der Schadigung der Carotis in einer
Konzentration von 30 uM/kg KG an und verabreichten den H,S Donor intraperitoneal. Dabei
wurden H,S Plasmaspiegel von etwa 70 uM erzielt. Im Anschluss der Gefalischadigung
erfolgte in der Studie fir vier Wochen jeden Tag eine weitere Injektion von H,S und somit die
Aufrechterhaltung der héheren H,S Plasmaspiegel (Meng et al. 2007).

In einem weiteren Gefalverletzungsmodell mittels Ligatur wurde gezeigt, dass der H,S
Donor NaHS neben der Neointimabildung auch die Migration der glatten Muskelzellen
abschwacht (Yang et al. 2012). In dieser Studie wurde NaHS ebenfalls an 28
aufeinanderfolgenden Tagen intraperitoneal injiziert, jedoch mit einer Konzentration von 60
MM/kg KG, sodass hier von deutlich erhdhten H,S Plasmaspiegeln ausgegangen werden
kann (Yang et al. 2012).

Als Reaktion auf GefaRverletzungen wandern glatte Muskelzellen (smooth muscle cells,
SMC) von der Media in die Intima, wo sie an der Bildung der Neointima teilnehmen (Pauly et
al. 1994). Der Prozess der SMC Migration wird durch eine Reihe von Signalen geregelt und
kénnte auch im FeCl;-Thrombosemodell eine pathophysiologische Rolle spielen. Flihrende
Signale umfassen die Wechselwirkung von Integrinen mit der umgebenden extrazellularen

Matrix (EZM) sowie eine veranderte Expression von Matrix-abbauenden Proteasen (Bendeck
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et al. 1994). Die EZM beeinflusst die Funktionalitat der SMCs, wie z.B. deren Adhasion und
Ausbreitung (Dollery et al. 1995). Integrine stellen die Verbindung zwischen der EZM und
dem intrazellularen Signalapparat dar (Murillo et al. 2009). Matrix-Metalloproteasen (MMPs)
gehodren zu einer Familie von Zink-abhangigen Endopeptidasen, die alle EZM Komponenten
abbauen kénnen und somit die Migration von SMCs erleichtern (Galis & Khatri 2002). Die
Produktion der MMPs wird durch Rickmeldung der EZM durch Signalisierung des
Integrinrezeptors reguliert (Bendeck et al. 2000, Abraham et al. 2008).

Uber die Interaktionen zwischen H,S, Integrinen und MMPs wurde bereits in zahlreichen
Studien berichtet. So schitzte H,S das Herz vor oxidativem Stress und nachteiligem
Remodelling bei chronischer Herzinsuffizienz, indem es die Expression von MMPs reduzierte
(Calvert et al. 2010) und beeintrachtigte die Zelladhdsion von Keratinozyten durch
Herunterregulierung der p4-, a2- und a6-Integrine (Gobbi et al. 2009). Die Auswirkungen von
H,S auf Integrine und MMPs hinblicklich der SMC Migration sind jedoch nicht gut
charakterisiert und kénnten neben dem Einfluss von H,S auf die Endothelzellaktivitat einen
weiteren pathophysiologischen Ansatz der Gefaliprotektion darstellen. Qin et al. zeigten
bereits im Rattenmodell eine Reduktion der durch FeCl; induzierten arteriellen Thrombose
durch Anwendung von H,S (Qin et al. 2016). Allerdings wurde auch in dieser Studie NaHS
als H,S Donor verwendet. Des Weiteren erfolgte eine NaHS Vorbehandlung an drei
aufeinander folgenden Tagen und erst im Anschluss die Schadigung der A. carotis mittels
FeCl;. Dabei wurde NaHS in einer Konzentration von 0,056, 0,56, 2,8 oder 5,6 mg/kg KG
verwendet und 24 Stunden nach der Gefaliverletzung das Gewicht des herausgeldsten
Thrombus gemessen. Es zeigte sich, dass die Thrombusformationen in den Ratten, die mit
einer Konzentration von 0,56 mg/kg KG NaHS vorbehandelt wurden, das geringste Gewicht
aufwiesen. Durch diese Konzentration wurden H,S Plasmaspiegel von etwa 48 uM erreicht.
Eine Reduktion der a-SMA Expression konnte durch die Anwendung von NaHS jedoch nicht

erzielt werden (Qin et al. 2016).
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Die Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit lielen eine signifikante Reduktion des
Durchmessers, der Flache sowie der a-SMA und PCNA positiven Zellen der arteriellen
Neointimabildung der A. carotis communis durch die Behandlung mit GYY verzeichnen. So
kann postuliert werden, dass der kontinuierlich und in physiologischen Konzentrationen
liberierende H,S Donor einen protektiven Effekt auf die Neointimabildung und somit auf die
Entstehung einer arteriellen Thrombose besitzt. Im Vergleich zu dem salzférmigen H,S
Donor NaHS besitzt GYY zudem den Vorteil, dass die einmalige intravendse Applikation
ausreicht, um die protektiven Eigenschaften auf das GefalRsystem zu entfalten. Zudem kann
die Reduktion der a-SMA und PCNA positiven Zellen als Ausdruck einer Reduktion der
Zellaktivitat von SMCs und Fibroblasten gewertet werden und legt einen mdglichen

Mechanismus von H,S dar.
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9 Schlussfolgerung

H.S spielt als pleiotroper Mediator in vielen physiologischen als auch pathologischen
Aktivitaten eine wesentliche Rolle, beeinflusst zahlreiche Organsysteme, und kénnte somit
auf verschiedensten Gebieten als Therapeutikum eingesetzt werden (Wu et al. 2016).
Aufgrund der limitierten Daten Uber die physiologischen Konzentrationen von H,S im
menschlichen Organismus ist die klinische Anwendung von H,S freisetzenden Substanzen
jedoch noch als kritisch zu werten und bedarf weiterer experimenteller Studien. Die in der
Literatur angegebenen Konzentrationen reichen dabei von Werten im Bereich von nanomolar
bis mikromolar (Furne et al. 2008, Whiteman & Moore 2009, Hughes et al. 2009). Jedoch
werden die geringeren Konzentrationen eher als physiologisch betrachtet. Die Detektion
unterschiedlicher Speicherformen von H,S durch verschiedene Messmethoden liefern eine
Erklarung fur die divergierenden Angaben der Konzentration (Vandiver & Snyder 2012).
Um den sicheren Einsatz von H,S zu ermdglichen, missen demnach neue Methoden mit
niedrigen Nachweisgrenzen entwickelt werden, um die eindeutige Messung von H,S
Konzentrationen in verschiedenen Geweben und Erkrankungen zu gewahrleisten sowie um
bedrohliche Nebenwirkungen zu vermeiden. Unerwlnschte Reaktionen beruhen dabei
vornehmlich auf der Bindung von H,S an die Cytochrom-C-Oxidase und der damit
einhergehenden Hemmung der mitochondrialen Atmungskette (Lloyd 2006, Hughes et al.
2009). Potentielle Nebenwirkungen und auch vielfaltige Interaktionen resultieren zusatzlich
aus dem pleiotropen Charakter von H,S und der Beeinflussung zahlreicher Organsysteme.
GYY ware in diesem Zusammenhang aufgrund der kontinuierlichen Freisetzung geringerer
H.S Konzentrationen, gegeniber anderen H,S liberierenden Substanzen, hinsichtlich des
Nebenwirkungsprofils im Vorteil.

Auch die eindeutigen Wirkmechanismen von H,S sind noch immer kontrovers diskutiert,
sodass die Mechanismen der Zellsignalisierung, welche die vielseitigen protektiven Effekte
vermitteln, weiterhin in einer Vielzahl von Krankheitszustanden in einer Reihe von Studien
untersucht werden missen. Daruber hinaus ist es von duRRerster Wichtigkeit, ein Verstandnis

des Mechanismus der H,S Freisetzung, der Modulation der Synthese und des Abbaus zu
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erlangen, um einen Weg in der klinisch therapeutischen Anwendung fir zuklnftige Vorteile
der Verwendung von H,S zu bieten. Auch in diesem Hinblick kann davon ausgegangen
werden, dass GYY den anderen H,S Donatoren aufgrund der besseren Steuerungsfahigkeit
Uberlegen ware.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieser Studie nahe, dass GYY, als langsam und
kontinuierlich liberierender H,S Donor, durch seine anti-thrombogenen und anti-atherogenen
Effekte ein potentielles Target in der medikamentdsen Prophylaxe und Therapie von

venosen und arteriellen Thrombosen sowie der Atherosklerose sein kdnnte.
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Obstruktive und thrombotische Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen trotz jahrelanger
klinischer sowie experimenteller Forschung zur Prophylaxe und Therapie die

haufigsten Ursachen fur Tod und Invaliditat in der entwickelten Welt dar.

Die Vorgdnge wahrend der Thrombogenese sind komplex und werden als
Hamostase bezeichnet. Wahrend der primaren Hamostase wird ein initial instabiler
Gefalthrombus geformt, bei dessen Bildung die Endothel-Thrombozyten-Interaktion

eine entscheidende Rolle spielt.

Hydrogensulfid (H.S) ist ein endogener gasférmiger Transmitter. Aufgrund seiner
bereits vielseitig beschriebenen protektiven Wirkung auf verschiedene Organsysteme
und die Thrombogenese ist es wahrscheinlich, dass H,S sein anti-thrombogenes
Potential neben der Beeinflussung von Thrombozyten ebenso Uber die Modulation

endothelialer Aktivitat ausubit.

In der vorliegenden Studie wurden die aktuell nicht hinreichend beschriebenen
Effekte von H,S auf die Aktivitdt humaner Endothelzellen in vitro und die Bildung von

arteriellen Thrombosen in vivo untersucht.

Als H,S Donor wurde GYY4137 (GYY) verwendet, welches in Dimethylsulfoxid
(DMSO) geldst wurde. Es handelt sich hierbei um eine Substanz, die H,S
kontinuierlich Uber mehrere Stunden und in physiologischen Konzentrationen freisetzt
und somit die physiologische, endogene Bildung widerspiegelt. DMSO diente als

Kontrolle.
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In vitro wurde die dosisabhangige Wirkung von GYY auf die Expression pro-
thrombogener und pro-atherogener endothelialer Adhasionsmolekile E-Selektin,
ICAM-1 und VCAM-1, die vWF Sekretion, die Protein S-Sulfhydrierung sowie das
Migrationsverhalten humaner Endothelzellen mittels Durchflusszytometrie, ELISA,

Biotin Switch Assay und Migrationsassay analysiert.

In vivo erfolgte die Analyse der Neointimabildung im FeCls;-Thrombosemodell und die
Auszahlung der a-SMA und PCNA positiven Zellen innerhalb der arteriellen

Thrombusformation. Hierzu wurden die Tiere mit GYY oder DMSO behandelt.

Die Expression der untersuchten endothelialen Adhasionsmolekiile auf aktivierten
humanen Endothelzellen wurde durch die Behandlung mit GYY dosisabhangig
reduziert. In Gegenwart von GYY konnte aullerdem die VWF Sekretion und das
Migrationsverhalten der Endothelzellen eingeschrankt sowie die S-Sulfhydrierung

endothelialer Proteine signifikant gesteigert werden.

Die Behandlung mit GYY fuhrte im Vergleich zu DMSO zu einer signifikanten
Reduktion der Neointimabildung und der Anzahl der a-SMA und PCNA positiven

Zellen im Mausmodell.

In der vorliegenden Studie wurde die anti-thrombogene Wirkung von H,S auf die
Modulation der Aktivitat humaner Endothelzellen und die arterielle Thrombogenese
gezeigt. Somit sind bei thrombotischen Geschehnissen vor allem langsam-

liberierende H,S Donatoren, wie GYY, als potentielle Therapeutika anzusehen.
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