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Einleitung

1. Einleitung

Stérungen des Herz-Kreislauf-Systems flhren in den westlichen Industrienationen zu
zahlreichen kardiovaskularen Erkrankungen, die sich haufig mit Frihinvaliditdt oder letalem
Ausgang manifestieren. Die koronare Herzkrankheit mit einhergehender Herzinsuffizienz und
folgendem Myokardinfarkt stellt dabei die haufigste Todesursache dar. Zudem werden
zunehmend zerebrovaskuldre Erkrankungen, Schlaganfalle, sowie die periphere
Verschlusskrankheit beobachtet (ORTMANN et al., 2004; MILLONIG et al., 2002).

Hauptursache bei einem Grofiteil dieser Vorfalle ist die Atherosklerose, deren Genese,
bedingt durch verschiedene Risikofaktoren, Uber Jahrzehnte symptomlos erfolgt. Durch
chronische, inflammatorische Prozesse und dem degenerativen, arteriosklerotischen Umbau
der arteriellen BlutgefaBe mit Plaquebildung resultiert eine Reduzierung des
Blutgefallumens sowie Verdickung, Verhartung und Elastizititsverlust des betroffenen
GefalRabschnittes. Betroffene Organe weisen eine eingeschrankte Vitalitat und Funktionalitat
auf (GALLE, 2004). Durch eine mogliche Plaqueruptur mit einhergehender Thrombenbildung,
einem lokal begrenzter Prozess, kann binnen weniger Minuten ein lebensbedrohlicher
Zustand entstehen (GIMBRONE JR., 1999).

Die bevorzugte Behandlung stellt die von Andreas Gruntzig entwickelte und 1977 zuerst
durchgefuhrte minimal-invasive perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) dar
(SLAVIN et al., 2007). Der Groldteil der heute praktizierten perkutanen transluminalen
koronaren Interventionen (PCI) wird mit der Implantation von Blutgefalistutzen (Stents)
kombiniert, die Mitte der 80er Jahre diese Behandlungsmethode revolutionierten (DENES et
al.,, 2012). Heute kommen in Deutschland auf eine Bypassoperation sechs
Koronarinterventionen (BRUCKENBERGER, 2007). Die Erfolgsquote perkutaner transluminaler
koronarer Interventionen wird jedoch durch einen moglichen sekundaren Gefalverschluss
drastisch eingeschrankt. Diese sogenannte Restenose, verursacht durch die Ausbildung
einer Neointima mit erhodhten Proliferations- und Migrationsraten vaskularer
GefalBmuskelzellen, tritt bei einer konventionellen PTCA innerhalb von 6 Monaten mit einer
Haufigkeit von 20-60 % (SLAVIN et al., 2007; RENZ-POLSTER und KRAUTZIG, 2008), bei einer
perkutanen Intervention mit Metallstent-Implantation mit 10-30 % auf (LUSCHER et al., 2007,
MOULIAS und ALEXOPOULOS, 2011).

Das Ziel der Forschung besteht daher in der Weiterentwicklung der PCl und somit der
weiteren Reduktion der Restenoserate. Im Fokus des Interesses stehen dabei lokal
applizierbare restenosehemmende Pharmaka. Der Vorteil der lokalen Anwendung liegt zum
einen in der gezielten Medikamentengabe in der entsprechenden Blutgefalllasion, zum
anderen in der geringen systemischen Belastung des behandelten Patienten. Dieser Ansatz

wurde in der Weiterentwicklung der Stenttechnologie und des Stentdesigns umgesetzt,
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Einleitung

indem Blutgefalistutzen mit Drug-Delivery Systemen entwickelt wurden. Bei diesen sog.
Drug-Eluting Stents (DES) handelt es sich in der Regel um Polymer-beschichtete Stents mit
Wirkstoffinkorporation zur Inhibition der Neointimabildung durch Einfluss auf verschiedene
zellulare Signalwege, die in Inflammation, Proliferation, Migration und ECM-Remodeling
involviert sind (GARCIA-GARCIA et al., 2006).

Die ersten DES wurden im April 2002 in Europa bzw. Marz 2003 in den USA
kommerzialisiert (ONG und SERRUYS, 2005), bei den inkorporierten restenosehemmenden
Medikamenten handelte es sich zunachst um Paclitaxel oder Sirolimus. Die Restenoseraten
konnten signifikant auf weniger als 10 % weiter reduziert werden (WEISSMAN et al., 2007,
MORICE et al., 2006; BABAPULLE et al., 2004), die Langzeitergebnisse stellten die Forschung
aber vor ein neues Problem: der Stent Thrombose (LUSCHER et al., 2007).

Die akute, subakute und spate in-Stent Thrombose betrifft alle Stenttypen. Insbesondere die
spate in-Stent Thrombose scheint jedoch ein spezielles Problem von Drug-Eluting Stents zu
sein (CARLSSON et al., 2006). Eine Ursache fiir Stent Thrombosen ist die Verletzung bzw.
Aktivierung des Endothels durch die vaskulare Intervention. Ein normal funktionierendes
Endothel ist essentiell zur Verhinderung von Thrombosen. Die Funktion besteht in der
Regulierung von Angiogenese und Wundheilung und der Aufrechterhaltung der vaskularen
Integritdt und Homoostase. Als Barriere reguliert das Endothel die Permeabilitat der
BlutgefaBwand, die Thrombogenitat, die Leukozyten-Adharenz, die Koagulation, den
Blutdruck, die Produktion wachstumsinhibierender Molekile und die Modulation der SMC-
Proliferation (GARCIA et al., 2001; MEHTA und MALIK, 2006).

Nach einer vaskuldren Intervention mit der Schadigung des Endothels nimmt eine
Endothelialisierung des traumatisierten Bereichs etwa 2 Wochen in Anspruch; der komplette
Heilungsprozess ist nach einem Monat abgeschlossen. Der primare Grund fir die verzdgerte
Reendothelialisierung nach der Intervention mit einem DES und folgender Stent Thrombose
ist bisher nicht vollstandig verstanden, multiple Faktoren spielen dabei aber eine Rolle
(lokale Hypersensitivitatsreaktionen auf Polymer oder Wirkstoff, Bifurkallasionen,
antiproliferativer Einfluss des aus dem DES freigesetzten Medikaments; LUSCHER et al.,
2007; SILBER et al., 2008).

Hinsichtlich dieses Wissens sollte eine schnelle Endothelialisierung Spatkomplikationen in
Form einer Stent Thrombose und somit weitere Interventionen reduzieren oder verhindern
kénnen. Ein Drug-Eluting Stent sollte daher folgenden Anforderungen entsprechen: Ein oder
mehrere Wirkstoffe sollten inkorporierbar sein, welche die Regenerationen eines funktionalen
Endothels begiinstigen und die Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen hemmen. Die
inkorporierten Wirkstoffe sollten (ber eine kontrollierbare Freisetzungskinetik aus dem
Implantat verfigen, um die optimale therapeutische Dosis mit der temporalen

Heilungsreaktion synchronisieren zu kénnen.



Einleitung

Auf der Suche nach neuen Wirkstoffen wurden in diesem Zusammenhang verschiedene
Arbeitsgruppen auf den kardioprotektiven Effekt von Ostrogenen wahrend der menopausalen
Hormonersatztherapie aufmerksam. Durch die Verabreichung von Ostrogenen konnte das
Risiko atherosklerotischer Erkrankungen sowie restenotischer Vorgange nach PCI reduziert
werden (ABU-HALAWA et al., 1998; WU et al.,, 2003). Zahlreiche Autoren, beispielsweise
DUBEY et al., 2000; DAI-DO et al., 1996 und GERALDES et al., 2003 zeigten, dass das
Ostrogen 17B-Estradiol die Proliferation und Migration von GefalRmuskelzellen hemmt, die
Migration und Proliferation von Endothelzellen jedoch beglnstigt. Zudem wurde eine
Reduktion der neointimalen Hyperplasie und die Reendothelialisierung im Tiermodell
Schwein (CHANDRASEKAR et al., 2005; CHANDRASEKAR et al., 2001; CHANDRASEKAR et al.,
2000; NEw et al., 2002; KYRIAKIDES et al., 2006; GERALDES et al., 2008) sowie im Kaninchen
(HAN et al., 2007) nachgewiesen.

Da 17B-Estradiol jedoch nachteilige Effekte auf das reproduktive System sowohl bei Frauen
als auch Mannern hat, ist das therapeutische Potenzial und somit die Einsetzbarkeit
eingeschrankt (SQUADRITO et al., 2000). Eine Alternative zu 17B-Estradiol stellt das
Phytoostrogen Genistein dar. Es ist 17B-Estradiol in der chemischen Struktur sehr ahnlich
und es wurden von vielen Autoren ebenso kardioprotektive Effekte (CLARKSON, 2002), wie
proliferations- und migrationshemmende Eigenschaften auf glatte GefaBmuskelzellen (YU et
al., 2008; Xu et al, 2004; PAN et al, 2001). und eine Beglnstigung der
Endothelzellproliferation, beschrieben (XIANG et al., 2010).

Da in der Literatur das Ostrogen 17B-Estradiol als mdgliche DES-Inkorporation diskutiert
wird, sollen im Rahmen dieser Arbeit im Tiermodell Schwein die publizierten Daten zu 17(3-
Estradiol verifiziert und der Wirkstoff auf seine Eignung als Stentinkorporation beurteilt
werden. Auf Grund der bekannten Nachteile von 17B-Estradiol soll das Phytodstrogen
Genistein gleichermalien auf die Tauglichkeit als restenosehemmendes Medikament geprift

und die Resultate der 17B3-Estradiol-Testung als Referenz herangezogen werden.



Stand der Forschung

2. Stand der Forschung
21. Entstehung atherosklerotischer Lasionen und deren
Behandlung

Unter dem Oberbegriff Arteriosklerose versteht man die verschiedenen degenerativen
Veranderungen arterieller Blutgefal’e, wobei die Atherosklerose den pathogenetisch
spezifischen, stenotisch ablaufenden Prozess beschreibt, der sich, lokalisiert an grofsen und
mittelgro3en arteriellen Blutgefalien, im gesamten Korper mit nachfolgender Organischamie
oder Infarkt im entsprechenden Versorgungsgebiet manifestiert (RENz-POLSTER und
KRAUTZIG, 2008).

Der atherosklerotische Umbau von arteriellen Blutgefallen ist eine chronische,
inflammatorische Erkrankung (Ross, 1999). Es handelt sich dabei um einen komplexen
Prozess, dessen Pathogenese bis heute noch nicht vollstandig aufgeklart ist.

Der Zeitraum der Atherogenese kann ca. 45 Jahre umfassen und findet seinen Ursprung
oftmals schon in der Kindheit. Nach dieser langen, in der Regel dem Patienten unbekannten
praklinischen Phase ist der Ubergang in die klinische Phase meist sehr plétzlich (MCGILL et
al., 2000; GIMBRONE JR., 1999; CHARAKIDA et al., 2005).

211. Aufbau eines arteriellen Blutgefales

Um die Atheroskleroseentstehung besser

darstellen zu konnen, soll zuvor auf den

Adventitia- - - e

grundlegenden Aufbau eines arteriellen
BlutgefalRes eingegangen werden.

Man kann 3 groRe Gruppen von Arterien
unterscheiden: die elastischen Arterien
(conducting  arteries), die  muskularen
Arterien (distributing arteries) und die S

Arteriolen.

Ein arterielles Blutgefald muskularen Typs ist

Nerv

in der Regel aus drei Schichten aufgebaut:

Der Tunica intima (Intima), der Tunica media  Bindegewebe

der Intima

(Media) und der Tunica externa sive

Basalmembran '
adventitia (Adventitia). Elastica il
S Elastica

Diese Schichten sind konzentrisch externa

angeordnet, wobei die Intima das Blutgefaly

nach innen, dem BlutgefaBlumen, abgrenzt. Abb. 2.1: Wandaufbau einer Arterie (WELSCH, 2006)
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Diese besteht aus einem Endothel, welches an eine subendotheliale Bindegewebsschicht
grenzt, einer anschlielenden Basalmembran und der aus ein bis zwei kraftigen Membranen
bestehenden Elastica interna.

Die Wandmitte wird von der Media gebildet. Diese besteht hauptsachlich aus zirkular
angeordneten glatten Muskelzellen und Bindegewebsfasern und der anschlieRenden Elastica
externa. Nach auflen wird die GefaRwand mit der Uberwiegend aus langs verlaufenden
Kollagenfibrillen und zahlreichen elastischen Fasern bestehenden sowie fibroblastenhaltigen
Adventitia abgeschlossen. Diese geht ohne scharfe Grenzen in das benachbarte
Bindegewebe lber (WELSCH, 2006).

21.2. Atherogenese

Das Endothel spielt bei der Atherogenese eine zentrale Rolle. Als physikalische Barriere
zwischen der Blutgefallwand und dem Lumen reguliert diese Struktur unter physiologischen
Bedingungen auf mechanische und humorale Signale hin zahlreiche Funktionen wie den
Blutdruck, Leukozytenadhasion, Koagulation, Fibrinolyse, Plattchenadhasion und -aggregation
sowie die Proliferation glatter Muskelzellen. Veranderungen in dieser Struktur, bedingt durch
verschiedene Risikofaktoren wie Alter und Geschlecht, Bluthochdruck, Hypercholesterinamie,
oxidativer Stress, gestorte endotheliale NO-Produktion, Homocystinurie, Adipositas, Diabetes,
Rauchen, chronische Infektionen (Helicobacter pylorii, Streptococcus pneumoniae, Herpes
virus), Scherstress und genetische Disposition kdnnen zu Stérungen der endothelialen
Integritat, der sog. endothelialen Dysfunktion, fihren (GIMBRONE JR., 1999; VERMA et al.,
2003; CHARAKIDA et al., 2005; GEBBERS, 2007).
Zunachst nahm man an, dass diese Veranderungen des Endothels auf einen mechanischen
Reiz hin ausgelést worden sind. Diese von Ross 1973 aufgestellte ,response to injury“-
Hypothese als Ausloser atherosklerotischer Prozesse (ROSS und GLOMSET, 1973) gilt als
Uberholt; vielmehr ist bekannt, dass auch bei einer mikroskopisch intakten GefaRwand
chronisch entziindliche Prozesse ablaufen kdnnen (ROsSS, 1999). GOLDSTEIN pragte 1977 die
.Lipoprotein-induced-atherosclerosis“-Hypothese. Als Folge einer endothelialen Dysfunktion
kommt es zu einer Aufnahme von chemisch modifiziertem LDL (Low Density Lipoprotein)
durch Makrophagen und zur Schaumzellbildung (GOLDSTEIN und BROWN 1977).
Der inflammatorische Prozess der Atherogenese mit der Plagqueentstehung lasst sich in drei
Stadien unterteilen (CHENG et al., 2005):

- Anstieg der vaskularen Permeabilitat

- Infiltration von Leukozyten

- Tissue Remodeling.
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Anstieqg der vaskuldren Permeabilitat:

Als Folge der u. a. durch Hypertonie verursachten Veranderungen der Hdmodynamik (DANCU
et al., 2004) und dem Auftreten von Verwirbelungen in Zusammenhang mit einer gestorten
NO-Produktion kann es, zusatzlich verstarkt durch weitere Risikofaktoren, zu Veranderungen
des Endothels mit inflammatorischen Prozessen kommen (LUCAS et al., 2006). Dieser Verlauf
ist durch eine erhdhte Endothelzellproliferation, Apoptose und einer ansteigenden
Endothelpermeabilitdt gekennzeichnet. Es erfolgt die Freisetzung verschiedener Mediatoren
wie den Eicosanoiden, dem Vaskuldren Permeabilitdtsfaktor und dem Vascular Endothel Cell
Growth Factor sowie ein Rearrangement von Proteinen des Zytoskeletts (SUzUKI et al., 2003).

Infiltration von Leukozyten:

Die endotheliale Dysfunktion mit erhéhter Permeabilitat der Gefallwand beginstigt die
Adhasion und die Infiltration von inflammatorischen Zellen, den Monozyten. Es erfolgt die
Aktivierung des Endothels und die damit verbundene Expression von Adhasionsmolekilen wie
den Selectinen (z. B. E-Selectin), der Immunglobulin-Superfamilie (z. B. Endotheliales
Leukozyten Adhasionsmolekil [ELAM], Vaskulares Zelladhasionsmolekil-1 [VCAM-1],
Interzellulares  Zelladhasionsmolekiil-1  [ICAM-1]) und den Integrinen sowie die
Konzentrationserhdhung vasoaktiver Mediatoren wie z. B. das Endothelin-1 und Prostanoide
und Faktoren, die die Koagulation beeinflussen wie der von Willebrandt Faktor, Tissue
Plasminogen Activator und Plasminogen Activator Inhibitor-1 Factor. Gleichzeitig steigt die
chemotaktische Aktivitat durch die Bildung von z. B. Macrophage Chemotactic Protein-1 und
Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF), die von endothelialen, glatten Muskel- und
den inflammatorischen Zellen selbst durch die Stimulation lokal freigesetzter Zytokine
produziert werden und Rekrutierung und Reifung der Monozyten unterstitzen (CHARAKIDA et
al., 2005; CUSHING et al., 1990; CHEN et al., 1998; SUKOVICH et al., 1998; ANTONOV et al.,
2004; DI VIRGILIO und SOLINI, 2002; CHENG et al., 2005; MILLER et al., 2003).

Die Zellen rollen entlang der Endotheloberflache, wobei die Chemokinrezeptoren der
Leukozyten mit entsprechenden Liganden des Endothels in Kontakt kommen. Es erfolgt die
Aktivierung von Integrinen und die feste Adhé&sion durch die Adhasionsmoleklle der
Immunglobulin-Superfamilie (ARNAL et al.,, 2004). VCAM-1 bindet dabei den spezifischen
Integrinrezeptor Very Late Activating Antigen 4 (VLA-4), der von Monozyten und
Lymphozyten, aber nicht von Granulozyten exprimiert wird. Dadurch erfolgt eine selektive
Rekrutierung von Lymphozyten in der frihen Atherogenese. Dieser Prozess wird von der
Auswanderung der Monozyten aus dem vaskularen in den subendothelialen Raum gefolgt,
einem initialen Schritt der Plaque-Bildung (ARNAL et al., 2004; CUSHING et al., 1990; CHEN et
al., 1998; SUKOVICH et al., 1998; ANTONOV et al., 2004; DI VIRGILIO und SOLINI, 2002).
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Tissue Remodeling:

Ein weiterer SchlUsselprozess der Atherogenese stellt die Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen sowie die Akkumulation und Modifikation von Lipoproteinen in der arteriellen
Intima dar (CHEN et al., 1998; ANTONOV et al., 2004). Durch die Differenzierung der Monozyten
zu Makrophagen sind diese in der Lage oxidiertes Low Density Lipoprotein (oxLDL) Uber
Scavenger-Rezeptor Pathways (wichtigste Scavenger-Rezeptoren: SRA und CD36 [ANTONOV
et al., 2004]) zu phagozytieren, wodurch die Makrophagen aktiviert werden und Zytokine und
Wachstumsfaktoren  freisetzen. Da die Aufnahme nicht durch intrazellulare
Cholesterolkonzentrationen limitiert wird, folgt die Schaumzellbildung, die Lipidanreicherung
im subendothelialen Raum und die Entstehung von Fatty Streaks. Zum Teil sterben die
Schaumzellen ab, wodurch der Inhalt in den nekrotischen Kern der entstehenden Plaque
freigesetzt und diese kontinuierlich verandert wird. Zudem erfolgt eine Stimulation der
Proliferation und Migration von unter physiologischen Bedingungen nur in der Media
vorkommenden glatten Muskelzellen durch LDL, Zytokine und Wachstumsfaktoren. Neben der
mitogenen Stimulation verandern diese auch den Phanotyp durch Verlust der kontraktilen
Eigenschaften und Befahigung zur Synthese (,Inflammatorische Differenzierung“; DI VIRGILIO
und SOLINI, 2002).

Durch ein Remodeling der extrazellularen Matrix (ECM), SMC-Proliferation, der Ablagerung
von Lipiden und der weiterhin erfolgenden Infiltration von Makrophagen erfolgt ein
anhaltendes Plagueremodeling. Zudem bildet sich eine fibrése Kappe, die den Lipidkern vom
Blut trennt. Entstehen Schwachstellen in der fibrésen Kappe, kann eine Plaqueruptur folgen,
an deren Oberflache Thrombosen (TEDGUI, 2005) oder Mikroembolien entstehen kénnen bzw.
sich eine fortschreitende Entziindung manifestieren kann (LUCAS et al., 2006).

Die Bildung von Blutgerinnseln und die inflammatorischen Pathways beschleunigen die lokale
Makrophagen- und T-Zellaktivierung (LUCAS et al., 2006), wodurch in kiirzester Zeit ein

Gefalverschluss (Stenose) resultiert.

21.3. Die Rolle von Angiotensin ll, des Renin-Angiotensin-Systems

und des AT1-Rezeptors in der Atherogenese

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist in der Pathogenese zahlreicher kardiovaskularer
Erkrankungen wie Hypertonie und Atherosklerose involviert, bei deren Verlauf die
Inflammation in der GefalRwand eine Schlisselrolle spielt (Ruiz-ORTEGA et al., 2003; KON und
JABS, 2004; RUIz-ORTEGA et al., 2000; Suzuki et al., 2006). Als wichtigstes Effektorpeptid des
RAS gilt dabei das Angiotensin Il, welches neben der hamodynamischen Aktivitat, als lokaler,
biologisch aktiver Mediator in der Initiation und Verstarkung pathologischer Vorgange eine
Rolle spielt (TSUDA et al., 2005; Xu et al., 2004) und in allen drei Phasen der Atherogenese
involviert ist (CHENG et al., 2005).
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Angiotensin |l wird Gber das RAS gebildet, wobei Angiotensinogen durch Renin gespalten und
das inaktive Dekapeptid Angiotensin | gebildet wird. Durch das Angiotensin Converting
Enzyme (ACE) erfolgt die Konvertierung zum aktiven Oktapeptid Angiotensin I, was als
zirkulierendes Hormon vorkommt, aber auch lokal im Gewebe Uber den ACE-Pathway gebildet
werden kann. Bei vaskularen, inflammatorischen Erkrankungen spielt die Bildung durch
endotheliale Zellen eine wichtige Rolle (RAKUGI et al., 1994; CHENG et al., 2005).

Angiotensin |l wirkt Gber die Bindung an spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberflache: dem
Angiotensin Il Typ 1 (AT1) und Angiotensin Il Typ 2 (AT2) Rezeptor (CHENG et al., 2005;
DOUILLETTE et al., 2006; MUKOYAMA et al., 1993; KAMBAYASHI et al., 1993; RuUIz-ORTEGA et al.,
2000). Der AT1 Rezeptor vermittelt viele wichtige kardiovaskulare Reaktionen, wie die
Stimulierung der Produktion von Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-B), Bildung von
Matrixkomponenten, Vasokonstriktion, vaskulares und kardiales Remodeling sowie vaskulares
Zellwachstum (RAKUGI et al., 1993; DEBLOIS et al., 1996; PRESCOTT et al., 1991).

Es erfolgt zudem die Stimulation intrazellularer Signale wie der Calcium-Mobilisierung und die
Aktivierung von Proteinkinasen (z. B. Protein Kinase C [PKC], Tyrosinphosphorylierung) sowie
die Aktivierung des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) Pathways (GRIENDLING et al.,
1997; MOLLOY et al., 1993; DUFF et al., 1992; TSUDA et al, 1992). Diese durch Angiotensin Il
stimulierten Signalwege konnen zur direkten Transkriptionsaktivierung von Genen,
Wachstumsfaktoren und extrazelluldren Matrixkomponenten fiihren, die Hypertrophie oder
Hyperplasie in glatten Gefalmuskelzellen verursachen (FUNAKOSHI et al., 1999).

Uber den AT2 Rezeptor hat Angiotensin Il Einfluss auf apoptotische Vorgange, die
Rekrutierung inflammatorischer Zellen und die Bildung von Second Messengers (MAP
Phosphatase Aktivierung, Kinase Inhibition; MATSUBARA, 1998; WOLF et al., 1997).

Die Aktivitdt des Hormons Angiotensin Il ist in atherosklerotischen Prozessen sowie bei
vaskuldren Verletzungen erhdht (SCHIEFFER et al., 2000). Es wird beschrieben, dass als
Reaktion darauf eine Hochregulation des RAS erfolgt, insbesondere von Renin (IDE et al.,
2008), Angiotensinogen (RAKUGI et al., 1993), ACE und Angiotensin Il (RAKUGI et al., 1994;
AKISHITA et al., 2001; IDE et al., 2008). Uber den AT1 Rezeptor beeinflusst Angiotensin I
insbesondere das Tissue Remodeling, die Entstehung von oxidativem Stress und die
Stimulation von Transkriptionsfaktoren; alles grundlegende Prozesse der neointimalen
Hyperplasie.

Wahrend des Tissue Remodelings wird Uber den AT1 Rezeptor durch Angiotensin Il die
p44/42 MAPK-vermittelte Zellteilung von SMCs (MEIJERING et al., 2009) durch autokrine und
parakrine Wachstumsfaktoren (bFGF, PDGF, VEGF, TGF-B) stimuliert (CHENG et al., 2005;
FUNAKOSHI et al., 1999; DAEMEN et al., 1991). Die AT1-vermittelte Stimulation von
Wachstumsfaktoren bewirkt zudem die Phosphorylierung von Protein Tyrosinkinasen (PTK),

wichtige Regulatoren des Zellwachstums und der Differenzierung (POLKOWSKI und MAZUREK,
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2000). Angiotensin Il beeinflusst Uber den AT1 Rezeptor zudem Hypertrophie und Hyperplasie
(DOUILETTE et al.,, 2006; FUNAKOSHI et al.,, 1999), Fibrose (CHENG et al.,, 2005),
Vasokonstriktion (Ruiz-ORTEGA et al., 2000), Hypertonie (FUNAKOSHI et al., 1999; CHENG et
al., 2005), die Expression von vasoaktiven Substanzen (Endothelin und Aldosterone; CHENG
et al.,, 2005), von Adhasionsmolekilen (VCAM-1 und ICAM-1; DOUILETTE et al., 2006), von
Chemokinen (z. B. MCP-1; CHEN et al., 1998; DOUILETTE et al., 2006) und die Bildung von
Matrix-Komponenten (Collagen und Fibronectin; FUNAKOSHI et al., 1999).

Zudem wird durch Angiotensin Il ebenfalls Uber den AT1 Rezeptor die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) bewirkt. Es erhdht die Expression und die
Aktivitat der NADH/NAD(P)H Oxidase Uber multiple Signalwege (Phospholipase D-,
Proteinkinase C-, Rac- und Src-abhangige Pathways; CHENG et al., 2005; SOHN et al., 2000),
was endotheliale Dysfunktion und die Bildung von Peroxynitrit mit sich bringt
(WATTANAPITAYAKUL et al., 2001). Die p22phox Untereinheit ist dabei als essenzielles Protein
in der Aktivierung der NADPH-Oxidase von zentraler Bedeutung (MA et al., 2001).

Angiotensin Il ist in allen Phasen der Atherogenese involviert. Die vaskulare Permeabilitat wird
durch den durch Angiotensin Il verstarkten Blutdruck und den daraus resultierenden
Schadigungen am Endothel erhoht. Zudem ist Angiotensin Il von zentraler Bedeutung bei der
Regulation der Leukozyten-Adhdsion an der Arterienwand bei kardiovaskularen
Erkrankungen. Durch die Hochregulation proinflammatorischer Mediatoren in vaskularen
Endothel- und glatten Muskelzellen wird die Adh&sion von Monozyten und Neutrophilen an die
Endothelzellen gesteuert. Neben dem Einfluss auf die Endothelpermeabilitdt sowie die
Leukozyten-Adhasion moduliert Angiotensin 1l Zellhypertrophie und —proliferation sowie
Gewebefibrose. Die proliferationsstimulierenden Effekte werden Uber autokrine und parakrine
Wachstumsfaktoren wie basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), Platelet-Derived Growth
Factor (PDGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Transforming Growth Factor-
B (TGF-B) reguliert (CHENG et al., 2005).

Der wichtigste Transkriptionsfaktor bei inflammatorischen Erkrankungen oder chronischen
Immunantworten, ist der Nuclear Transcription Factor kappa-B (NF-kB). Durch Stimuli wie z.
B. der Freisetzung von Zytokinen (IL-6 und TNF-a) und Wachstumsfaktoren, mechanischen
Kraften oder auch Angiotensin I, alle relevant bei kardiovaskularen Erkrankungen, kommt es
zur Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors. NF-kB reguliert Gene flir Adhasionsmolekiile,
Zytokine, Chemokine, Angiotensinogen und andere flir die Zellproliferation und die
Immunantwort wichtige Gene (Ruiz-ORTEGA et al., 2000; GUIJARRO und EGIDO, 2001).

Es wird also deutlich, dass das Hormon Angiotensin Il in allen Phasen der Atherogenese eine
zentrale Rolle spielt, aber auch in anderen inflammatorischen Prozessen, wie der Restenose,

die im spateren Verlauf dieser Arbeit noch naher erlautert wird, von Bedeutung ist.
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Abb. 2.2: Angiotensin Il vermittelte kardiovaskulare Reaktionen nach vaskularer Schadigung
Erlduterungen siehe Text; Abk.: Aogen: Angiotensinogen; Ang I: Angiotensin I; Ang Il
Angiotensin Il; ACE: Angiotensin Converting Enzyme; AT1: Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor;
PTK: Protein Tyrosinkinasen; MAPK: Mitogen Activated Protein Kinasen
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Abb.2.3: Mechanismen der Angiotensin Il induzierten Inflammation (CHENG et al., 2005)

21.4. Koronare Herzkrankheit (KHK)

Die klinische Manifestation der Atherosklerose der Herzkranzgefalie stellt die Koronare
Herzkrankheit dar. Aus der Abnahme der koronararteriellen Perfusion des Herzens resultiert
ein Missverhaltnis zwischen zu geringem Sauerstoffangebot und zu hohem Sauerstoffbedarf
des Herzmuskels. Es entstehen Folgekrankheiten wie der Herzinfarkt, die Herzinsuffizienz und
Herzrhythmusstérungen. Das Leitsymptom der Koronaren Herzkrankheit ist die Angina
pectoris, umgangssprachlich auch als ,Herzenge* bezeichnet.

Der Krankheitsverlauf mindet in der Regel in den lebensbedrohlichen Phasen der Koronaren
Herzkrankheit, man spricht dann vom akuten Koronarsyndrom. Kennzeichnend dafiir ist eine
instabile Angina pectoris, gefolgt vom akuten Myokardinfarkt und dem plétzlichen Herztod

(RENZ-POLSTER und KRAUTZIG, 2008).

2.1.5. Behandlung atherosklerotischer Lasionen und der

Folgeerkrankungen

Bei der Behandlung von atherosklerotischen Lasionen unterscheidet man zwischen einer nicht
invasiven (medikamentdsen) und einer invasiven (Revaskularisierungs-) Therapie.

Die nicht invasive Therapieform hat zum einen das Ziel, die myokardiale Sauerstoffversorgung
durch Senkung des Gefaldtonus in den Herzkranzgefalien, der Verldngerung der
Diastolendauer und der Senkung des linksventrikuldren enddiastolischen Druckes (Vorlast) zu
verbessern. Des Weiteren soll durch Senkung der Kontraktilitdt, der Herzfrequenz und der
Nachlast der Sauerstoffbedarf des Herzens verringert werden. Weiterhin sind die Reduktion

des Risikos eines thrombischen Koronarverschlusses und die Senkung des LDL-Cholesterins
11
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als wichtigster Risikofaktor flr die Koronare Herzkrankheit Ziele der medikamentdsen

Behandlung.
Tab. 1.1. Nicht invasive Behandlung atherosklerotischer Lasionen (RENZ-POLSTER und
KRAUTZIG, 2008)
Medikament Wirkweise
Betablocker - Senkung des Sauerstoffverbrauchs des Herzens
-> Therapie der ersten Wahl bei KHK
- Praparate: Metoprolol, Bisoprolol, Carvedilol
Nitrate - Vor- und Nachlastsenkung
- Koronardilatation
Calciumkanalblocker - Antianginés
ACE-Hemmer - Nachlastsenkung
- Antiproliferativ durch Hemmung der Angiotensin |I-Bildung
- Nicht antianginés
Thrombozytenaggregationshemmer - Praparate: Acetylsalicylsaure, alternativ Clopidogrel
- Aber: Blutungsgefahr (Pham et al., 2011)
Cholesterinsynthesehemmer - Statine
- Senkung des LDL-Cholesterins (wichtigster Risikofaktor der
KHK)
- besondere Bedeutung bei manifestierter Erkrankung, da
Gesamtcholesterin durch Diat allein nicht mehr ausreichend
gesenkt werden kann

Fir die invasive Revaskularisierung stehen zwei grundlegend verschiedene Therapieformen
zur Verfigung: Katheterintervention und Bypass-Operation.

Bei einer nachweisbaren Stenose mit mehr als 75%igem GefalRverschluss mit einer Ischamie
im Versorgungsgebiet, ist eine minimalinvasive Katheterintervention indiziert, die zum Ziel hat,
das stenotisierte Blutgefal® wieder zu erdffnen. Erste Schritte der Perkutanen Koronaren
Intervention wurden 1964 durch DOTTER und JUDKINS beschrieben. 13 Jahre spater flihrte
ANDREAS GRUNTzIG die erste perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) durch,
was die Interventionen in der Kardiologie grundlegend veranderte und neue Wege in der
Therapie von Herzerkrankungen eroffnete. Probleme dieser Behandlungsmethode bestanden
jedoch in dem akuten Recoil des BlutgefalRes sowie in hohen Restenoseraten nach der
Ballonangioplastie. Durch die Einfiihrung von Blutgefaf3stiitzen (Stents) Mitte der 80er Jahre
konnten diese signifikant reduziert werden. Mittlerweile sind eine Vielzahl von Stents aus
unterschiedlichen Materialien, in verschiedenen Designs sowie Drug-Eluting Stents verfugbar.
Die Mehrheit aller koronaren Interventionen erfolgt in Kombination mit einer Stentimplantation
(LEVENSON, 2003; CURCIO et al., 2011; GARCIA-GARCIA et al., 2006; SERRUYS et al., 1994;
FISCHMAN et al., 1994).

Weitere Formen der minimalinvasiven Katheterinterventionen stellen die Rotations-, Laser-
oder Hochfrequenzangioplastie sowie die Atherektomie dar.

Perkutane transluminale koronare Interventionen werden in der Regel von einer
medikamentdésen  Antikoagulations-Therapie begleitet (Clopidogrel fir 6 Monate,

Acetylsalicylsaure ohne zeitliche Begrenzung; RENZ-POLSTER und KRAUTZIG, 2008).
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Die primare Erfolgsquote liegt bei 90-95 %, innerhalb von 6 Monaten sind jedoch bei 20-60 %
der Patienten eine Restenose sowie pektangidse Beschwerden beobachtbar (SLAVIN et al.,
2007; RENz-POLSTER und KRAUTZIG, 2008). Bei perkutanen koronaren Interventionen mit
Stentimplantation liegt die Quote je nach Komorbiditat, GefalRgrélke, Patientenkollektiv,
anatomischer Morphologie und Komplexitat der Gefaldlasion bei 10-30 % (LUSCHER et al.,
2007; MOULIAS und ALEXOPOULOS, 2011; LEVENSON, 2003).

Die Restenose und die Late Stent Thrombose sind nach wie vor die Probleme der
minimalinvasiven perkutanen koronaren Intervention.

Ist die Angina pectoris durch eine medikamentdse Therapie oder einer Katheterintervention
nicht mehr beherrschbar, muss der stenotisierte GefalRabschnitt mittels einer Bypass-
Operation umgangen werden. Eine weitere Indikation fur diesen invasiven Eingriff stellt zudem
eine koronare MehrgefalRerkrankung dar. 80 % der so behandelten Patienten sind
postoperativ beschwerdefrei, 10-20 % der Venenbypasse verschlielen sich jedoch innerhalb
des ersten Jahres, 20-30 % innerhalb von 5 Jahren (RENZ-POLSTER und KRAUTZIG, 2008).

2.2, Hauptkomplikation: Restenose und in-Stent Restenose

Der Erfolg perkutaner transluminaler koronarer Interventionen wird durch den
Wiederverschluss (Restenose) des behandelten BlutgefaRabschnitts limitiert. Um mdogliche
Therapieansatze zur Reduktion dieser Problematik zu entwickeln, missen die restenotischen
Prozesse grundlegend verstanden werden.
Bei der Restenose handelt es sich um einen Wundheilungsprozess als Reaktion auf die
mechanische Verletzung nach einer Katheterintervention. Durch die direkte Verletzung glatter
GefaRmuskelzellen,  der  Deendothelialisierung, der  Thrombus-Deposition und
Plaquezerstérung sowie der Uberdehnung des BlutgefaRes bei dem Eingriff wird die
Proliferation und Migration der glatten GefaRmuskelzellen und die Deposition der
extrazelluldaren Matrix und damit die neointimale Hyperplasie und ein Gefafiremodeling
induziert (CURCIO et al., 2011; WELT und ROGERS, 2002; COSTA und SIMON, 2005). Beim
neointimalen Wachstum und der Lumenverengung des betroffenen GefalRes spielen
inflammatorische Prozesse eine zentrale Rolle (WELT und ROGERS, 2002; WELT et al., 2003).
Durch den Einsatz von Stents, der stetigen Verbesserung des Stentdesigns, der Optimierung
der Implantationstechnik, dem zunehmendem Wissen Uber den Mechanismus der
Restenoseentstehung und Weiterentwicklungen in der flankierenden Pharmakotherapie
konnten die Akutergebnisse kurzfristig gesichert und verbessert werden. Die Restenose bleibt
jedoch weiterhin eine signifikante Limitation des Langzeiterfolges (WELT und ROGERS, 2002;
LEVENSON 2003). Die Restenose findet als Prozess in drei Phasen statt:

- Inflammatorische Phase

- Zellulare Proliferation
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- Remodeling sowie Synthese extrazelluldrer Matrixproteine (FORRESTER et al.,
1991; WELT und ROGERS, 2002; RAFFETTO und KHALIL, 2008).

Inflammatorische Phase:

Die Rekrutierung und die Infiltration von Leukozyten erfolgen am Ort der vaskularen
Schadigung. Diese ist durch eine Stérung des Zellzusammenhangs des Endothels sowie
durch die Anlagerung von Blutplattchen und Fibrin gekennzeichnet. Die Interaktion zwischen
Blutplattchen und Leukozyten spielt vermutlich eine zentrale Rolle bei der inflammatorischen
Reaktion.

Durch Schadigung des Endothels gehen antithrombotische Faktoren wie NO, Prostaglandin
und Tissue Plasminogen Activator verloren, was die Adhasion und Aggregation von
Blutplattchen zur Folge hat (SLAVIN et al., 2007). Aktivierte Blutplatichen exprimieren
Adhasionsmolekiile wie P-Selectin und Glycoprotein (GP) Iba. Uber Plattchenrezeptoren wie
P-Selectin- und Glycoprotein-Ligand werden Leukozyten locker an die Blutplattchen gebunden
und ,rollen* entlang der geschadigten Oberflache. Durch den Einfluss von Zytokinen folgt die
feste Adhasion und Migration (ber die Blutplattchen. Es handelt sich dabei um einen Integrin-
abhangigen Prozess (WANG et al., 2012). Das in Neutrophilen und Monozyten vorkommende
Mac-1 (B.-Integrin) ist bei der Leukozytenbindung nach einer vaskularen Verletzung dabei von
zentraler Bedeutung. Die Migration der Leukozyten Uber die Blutplattchen-Fibrin Oberflache in
das Gewebe wird durch die Zytokinfreisetzung von glatten Gefalmuskelzellen und im Gewebe
vorkommenden Leukozyten zusatzlich begunstigt (WELT und ROGERS, 2002).

Zellulare Proliferation:

Die von Blutplattchen, Leukozyten und glatten Gefalimuskelzellen freigesetzten Zytokine
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Transforming Growth Factor (TGF) und Epidermal
Growth Factor (EGF) wirken mitogen und agieren als chemotaktische Faktoren fir glatte
Muskelzellen (SMCs) und Makrophagen. Dadurch wird die Proliferation von vaskularen Zellen
wie SMCs und Monozyten/Makrophagen und die Migration der SMCs aus der Media in die
Neointima begunstigt (WELT und ROGERS, 2002; COSTA und SIMON, 2005). Die Makrophagen
setzen zudem PDGF und Interleukin-6 frei, was zusatzlich stimulierend auf die glatten
GefalRmuskelzellen wirkt.

Normalerweise besitzen die in der Tunica Media lokalisierten, kontraktiien SMCs nur eine
geringe proliferative Aktivitat, sie befinden sich somit in der Go-Phase des Zellzyklus. Durch
die mechanische Verletzung und die freigesetzten Wachstumsfaktoren erfolgt ein
phanotypischer Wechsel zu Myofibroblasten mit synthetisierenden, sekretorischen,
proliferativen und migratorischen Charakteristika; die Zellen gehen nun in die G4/S Phase des
Zellzyklus Uber.

Die Progression von der Gy in die G4 Phase wird durch die Cyclin-Dependent Kinase (CDK)

reguliert. Unter physiologischen Bedingungen wird durch die Prasenz endogener Inhibitoren
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der CDK, wie p21°"", p27""*' und Molekiilen der INK4 Familie, der Ubergang aus der G in die
Go-Phase des Zellzyklus reguliert und somit die Proliferation glatter GefalRmuskelzellen
drastisch eingeschrankt. Vaskulare Inflammation und Verletzungen reduzieren den Level von
p27""! was die Ruhephase der SMCs beendet und diese zur erhdhten Proliferation befahigt
(SLAVIN et al., 2007).

Da auch die SMC-Migration durch den Zellzyklus reguliert wird, SMCs haben nur in der G;
Phase des Zellzyklus und zu keinem spateren Zeitpunkt nach einem mitogenen Stimulus die
Méglichkeit zu migrieren, werden die glatten Muskelzellen durch den Wechsel aus der Gg in
die G4-Phase des Zellzyklus zur Migration befahigt.

Durch die Anderung des Phénotyps von kontraktil zu synthetisierend, sekretorisch, proliferativ
und migratorisch erfolgt die Ausbildung einer Neointima mit folgender Wiederverengung des
behandelten Blutgefallabschnittes (WELT und ROGERS, 2002; COSTA und SIMON, 2005; SLAVIN
et al., 2007).

Remodeling sowie Synthese extrazellularer Matrixproteine:

In dem Prozess, auch als negatives Remodeling bezeichnet, werden zudem zahlreiche
Matrixproteine in das Blutgefallumen sezerniert. Unter physiologischen Bedingungen
unterliegt das ECM (extrazellulare Matrix)-Remodeling (Abbau und Resynthese von
Bestandteilen der ECM) einer strengen Regulation und befindet sich im Gleichgewicht.
Wahrend der Ausbildung der Neointima erfolgt eine erhdhte Produktion von ECM-
Bestandteilen, was Uber langere Zeit einen Wechsel zu einem geringeren zellularen Anteil in
der Neointima fuhrt. Die ECM der Neointima enthalt verschiedene Kollagensubtypen (Typ 1
und Ill) und Proteoglycane, welche Hauptbestandteile der entstehenden restenotischen
Plague sind. Der Prozess der Neointimabildung umfasst zudem auch die
Reendothelialisierung der verletzten Oberflache.

Die Kombination aus Elastic Recoil, der Neointima-Bildung durch Inflammation und zellularer
Proliferation und Migration sowie dem negativen Remodeling fuhrt zu den hohen
Restenoseraten nach Ballonangioplastie (WELT und ROGERS, 2002; COSTA und SIMON, 2005;
SLAVIN et al., 2007; RAFFETTO und KHALIL, 2008).

2.3. Drug Eluting Stents

Die ,Erste Revolution“ der interventionellen Kardiologie wurde Ende der 70er Jahre durch die
Einflhrung der perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie durch GRUNTZIG gepragt.
Die PTCA bewirkte jedoch ballonassoziierte Probleme wie das Elastic Recoil, das
eingeschrankten Remodeling, der vaskularen SMC-Proliferation und somit der neointimalen
Hyperplasie, was restenotische Prozesse und somit den Wiederverschluss des behandelten
BlutgefalRes bei bis zu 60 % der Patienten zu Folge hatte. Mitte der 80er Jahre wurde diese
Problematik durch die Einfiihrung des Metallstents (BMS) reduziert, der ,Zweiten Revolution®

der interventionellen Kardiologie. Da die Restenoserate mit 20-30 % immer noch sehr hoch
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war, wurden Drug-Delivery Systeme zur Iokalen Applikation antiproliferativer,
restenosehemmender Pharmaka am Ort der Neointimabildung entwickelt und in der
Stenttechnologie angewendet. Die Einflhrung der Drug-Eluting Stents (DES) fuhrte zur
,Dritten Revolution® in der interventionellen Kardiologie.

Die erste DES-Implantation im Menschen wurde im Dezember 1999 durch SOUSA in Sao
Paulo (Cypher SES [Sirolimus-Eluting Stent]) durchgefihrt (MOSES et al., 2003). Gleichzeitig
erfolgte auch die Entwicklung des TAXUS PES (Paclitaxel-Eluting Stent; STONE et al., 2004).
Zunachst hatten DES eine sehr gute Erfolgsquote, perkutane
Revaskularisierungsmaflinahmen wurden deutlich weniger notwendig als bei der Verwendung
von BMS, was einen rasant steigenden Einsatz von DES nach sich zog. Dieser erste
Enthusiasmus wurde durch die Erkenntnis der Late Stent Thrombose (LST) gedampft
(MAHMOUDI et al., 2011). Im Jahr 2006 berichtete CAMENZIND auf dem European Society of
Cardiology Congress von einer signifikant hoheren Sterberate durch Myokardinfarkt nach
DES-Implantation (6,3 %) als nach einer Intervention mit einem klassischem Metallstent (3,9
%) (CURCIO et al., 2011). Zudem haben Patienten, deren atherosklerotische Lasion durch PCI
mit DES-Implantation behandelt wurden ein wesentlich langeres thrombotisches Risiko als
Patienten nach BMS-Implantation (HAO et al., 2011).

Trotzdem besteht das Ziel weiterhin darin, DES sicherer zu machen. Es soll die SMC-
Proliferation bei gleichzeitiger Begunstigung der Endothelialisierung inhibiert werden.

Prinzip medikamentenfreisetzender Stents:

Stentdesigner bezwecken die Herstellung effektiver BlutgefaRstutzen mit maximaler
Sicherheit. Neben einer optimalen Flexibilitdt missen Stents gut fuhr- und darstellbar sein
sowie eine hohe Biokompatibilitdt aufweisen. Die Stentstruktur beeinflusst die Eigenschaften
des Stents mafRgeblich. Sowohl Elastic Recoil als auch zu hohe Steifigkeit kdnnen bei
Katheterinterventionen zu Problemen flihren (BARRAGAN et al., 2000; ORMISTON et al., 2000).
Zudem kann das Design des Stents die FlieReigenschaften intravaskularer Zellen und somit
den Heilungsprozess und die neointimale Hyperplasie beeinflussen. Somit haben
Unterschiede in Stentdesign und -geometrie auch Einfluss auf den spaten
Gefallwiederverschluss und die neointimale Proliferation, was sich wiederum auf die
Restenoserate und die Quote nachfolgender Interventionen auswirkt (HOFFMANN et al., 2001).
Neben dem Stentdesign und der -geometrie hat auch das Material maRRgeblich Einfluss auf die
Stenteigenschaften. Stents der ,Ersten Generation“ wurden in der Regel aus 316 L Edelstahl
hergestellt, es wurden aber auch andere Materialien wie beispielsweise eine Kobalt-Chrom
Legierung (MULTI-LINK VISION Stent) verwendet. In der Weiterentwicklung von
Stentmaterialien hat sich die Forschung zunehmend auf Drug-Delivery Systeme konzentriert
und Drug-Eluting Stents mit lokal freisetzenden, restenosehemmenden Medikamenten, die

einen Wiederverschluss durch Verdickung der Intima des Blutgefal3es verhindern sollen,
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entwickelt. Diese Pharmaka mussen dazu in zellulare Signalwege eingreifen, die in der
Inflammation, Migration, Proliferation und Sekretion von ECM involviert sind.

DES haben in der Regel eine Polymerbeschichtung als Reservoir, in der Medikamente
inkorporiert und kontrolliert freigesetzt werden, was definierte pharmakologische,
pharmakokinetische, physikochemische und mechanische Anforderungen an Wirkstoff und
Tragermatrix, Medikamenten-Konzentration und Polymerrezeptur (Formulierung) voraussetzt
(DOOSTZADEH et al., 2010; GARCIA-GARCIA et al., 2006).

Die Tragersubstanz muss biologisch inert und sterilisierbar sein, wahrend der Expansion
konform bleiben und mechanisch resistent gegen Abrasion wahrend der Implantation sein.
Entsprechende Materialien miissen eine kontrollierbare und sowohl konzentrations- als auch
zeitabhangige Medikamentenfreisetzung zulassen. Sie dirfen keinesfalls thrombogene oder
inflammatorische Effekte auf die Blutgefallwand und das Gewebe ausiiben.

Je nach Medikament sind heute verschiedene Tragersubstanzen verfiigbar. Es handelt sich
meistens um Polymerbeschichtungen mit biokompatiblen, nichterodierbaren,
biodegradierbaren oder bioabsorbierbaren Eigenschaften, es befinden sich aber auch andere
Beschichtungen wie z. B. Keramik im Einsatz.

Ein effektiver, in einen DES inkorporierter Wirkstoff sollte komplexe Signalwege, die zur
neointimalen Hyperplasie nach Stentimplantation flhren, inhibieren. Dabei stellen
inflammatorische und proliferative Mechanismen des normalen Heilungsprozesses und die
spezifische Rolle von Komponenten des Bluts und der Gefalwand in der
Gefalwiederherstellung Angriffsziele flr potenzielle Therapeutika dar, um die neointimale
Proliferation zu reduzieren. Die klinischen Effekte von DES sind also von den einzelnen
Komponenten sowie deren Wechselwirkungen abhangig (ONG und SERRUYS, 2005).

Zu den bekannten Drug-Eluting Stents gehdéren u. a. der Sirolimus-Eluting Stent (SES;
Cypher®; Cordis Corporation, Miami Lakes, FL, USA), der Paclitaxel-Eluting Stent (PES;
Taxus®; Boston Scientific Corporation, Maple Grove, MN, USA; NAKAZAWA et al., 2007), der
Everolimus-Eluting Stent (EES; Xience V®; Abbot Vascular, Santa Clara, CA, USA) und der
Zotarolimus-Eluting Stent (ZES; Endeavor ®; Medtronic Vascular, Santa Rosa, CA, USA;

BYRNE et al., 2009). Erlauterungen dazu sind dem Anhang zu entnehmen.

2.4, Late Stent Thrombose

Die zentrale Komplikation nach der Implantation von Drug-Eluting Stents ist die Late Stent
Thrombose (LST; GARG und MAURI, 2007; GERALDES et al., 2008).
Bei der In-Stent Thrombose wird nach dem Zeitraum des Auftretens der Komplikation nach
Stent-Implantation unterschieden. Nach:

- <24 h: Akute Stent Thrombose

- <30 Tage: Subakute Stent Thrombose

- > 30 Tage: Late Stent Thrombose
17
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- > 12 Monate: Very Late Stent Thrombose (LUSCHER et al.,, 2007; SERRUYS und
DAEMEN, 2007).

Verschiedene Faktoren kénnen zur In-Stent Thrombose fiihren. Behandlungsabhangige
Faktoren umfassen eine schlechte Positionierung des Implantats, eine Unterexpansion,
falsche Stentlange, ein persistierender langsamer koronarer Blutfluss, die Platzierung
mehrerer Stents bei multiplen Lasionen oder eine Malapposition bzw. eine Late Stent
Fehlposition durch eine Thrombenldsung. Diese Faktoren kdnnen wahrend der Intervention
verhindert werden und es sind keine Unterschiede zwischen DES und BMS beschrieben.
Zu den patienten- und lasionsabhangigen Faktoren werden eine geringe Ejektionsfraktion,
Diabetes mellitus, fortgeschrittenes Alter, die Stentimplantation bei akutem Koronarsyndrom,
ASS- und/oder Clopidogrel-,Resistenz”, Nierenfehlfunktion und der Myokardinfarkt gezahit.
Gerade Patienten mit akutem Koronarsyndrom haben eine verzdgerte Heilung und verringerte
Endothelialisierung in der inflammatorischen und thrombogenen Umgebung des exponierten
nekrotischen Kerns sowie eine verstarkte Blutplatichenreaktivitat. Zudem beglnstigt die
Stentimplantation in Gefallen mit ostialen und Bifurkationsstenosen oder in Abschnitten mit
einer In-Stent Restenose die Entstehung von LST (SILBER et al., 2008).
Eine verstarkte Blutgerinnung ist ein wichtiger Mechanismus in der Prognose von LST. Zum
einen konnen Stents als Fremdkorper eine Fremdkorperreaktion mit Blutplattchenaggregation
und somit die Aktivierung der Gerinnungskaskade induzieren. Zum anderen kann durch die
Stentdilatation mit zu hohem Druck oder einem stdrrischen Ballon eine signifikante vaskulare
Schadigung verursacht werden, wodurch es zur Freisetzung von thrombogenen Molekulen
aus Subintima und Media inklusive Plaquematerial in den Blutstrom kommt.
Die Thrombogenitat des Stents liegt zum einen in Stentdesign (z. B. Stentstrut-Gré3e) und
zum anderen in Material (z. B. Polymertyp) und Wirkstoffinkorporation begriindet.
Die Wirkstoffe in Sirolimus-Eluting Stents (SES) und in Paclitaxel-Eluting Stents (PES) wurden
in nicht-erodierbaren Polymeren inkorporiert, was eine chronische Infiltration von Eosinophilen
der Arterienwand und somit eine Hypersensitivitatsreaktion verursachen kann. Zudem wurden
fur Sirolimus und Paclitaxel prothrombogene Effekte beschrieben. Beide Wirkstoffe
penetrieren auf Grund ihrer lipophilen Eigenschaften leicht in die Zellen der Gefalwand, was
zur chronischen Retention des Medikaments in der Arterienwand fuhrt. Somit wird die Tissue
Factor Expression induziert, was eine prothrombische Umgebung nach der Implantation des
Drug-Eluting Stents schafft und somit das Phanomen der Late Stent Thrombose begtinstigen
kann.
Nach vaskularer Schadigung folgt im Rahmen der Heilungsreaktion normalerweise auch eine
Endothelialisierung des geschadigten Gewebes bzw. des Implantats. Die Wirkstoffe Sirolimus
und Paclitaxel hemmen jedoch nicht nur SMC-Proliferation und -Migration sondern

supprimieren auch Endothelzellen sowie die Proliferation, Migration und Differenzierung von
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Endothel-Vorlauferzellen aus dem Knochenmark. Dieser Zusammenhang fuhrt zu einer
Reduktion der endothelialen Heilungsreaktion und somit zu einer Erhohung der
Thrombogenitat von Sirolimus-Eluting und Paclitaxel-Eluting Stents (LUSCHER et al., 2007;
SILBER et al., 2008)

2.5. Ostrogene als Wirkstoffe in der DES-Technologie

Kardioprotektive Eigenschaften von Ostrogenen wurden in den letzten 2 Jahrzehnten von
vielen Autoren publiziert (u. a. STAMPFER et al., 1991; MENDELSOHN und KARAS, 1999; The
Writing Group for the PEPI Trial, 1995). Es wurde gezeigt, dass Frauen nach der Menopause
ein erhdhtes Risiko aufweisen, an kardiovaskularen Stérungen zu erkranken. Es besteht also
eine direkte Verbindung zwischen der koérpereigenen Ostrogenkonzentration und deren
Einfluss auf das kardiovaskulare System, insbesondere dem Endothel, glatten
Gefalmuskelzellen und Kardiomyozyten (MATURANA et al., 2007; SIMONCINI et al., 2007).
Zudem wurde in epidemiologischen Studien gezeigt, dass durch die Gabe von Ostrogen in der
Hormon-Ersatz-Therapie menopausaler Frauen das Risiko kardiovaskularer Erkrankungen
reduziert werden konnte (STAMPFER et al., 1991; GRODSTEIN et al., 2000). Die Applikation von
Ostrogenen konnte auRerdem das Risiko atherosklerotischer Lasionen sowie restenotische
Vorgange nach PCI reduzieren (ABU-HALAWA et al., 1998; WU et al., 2003).

DUBEY et al., 2000, DAI-DO et al., 1996 und GERALDES et al., 2003 zeigten, dass das (")strogen
17B-Estradiol die Proliferation und Migration von Gefalimuskelzellen hemmt, CONCINA et al.,
2000 konnten zudem nachweisen, dass die Migration und Proliferation von Endothelzellen
begilinstigt werden. Zudem wurde eine Reduktion der neointimalen Hyperplasie und die
Reendothelialisierung im Tiermodell Schwein (CHANDRASEKAR et al., 2005; CHANDRASEKAR et
al., 2001; NEw et al.,, 2002; KYRIAKIDES et al., 2006; GERALDES et al., 2008) sowie im
Kaninchen (HAN et al, 2007) nachgewiesen. SCHNAPER und Mitarbeiter haben in einem
Ubersichtsartikel zudem die positiven Auswirkungen von Ostrogenen auf die endotheliale
Zellbiologie beschrieben (SCHNAPER et al., 2000).

Die Literaturdaten des Ostrogens 17B-Estradiol sollen im Rahmen dieser Arbeit verifiziert und

dessen Wirkweise weiter aufgeklart werden.

251. 17B-Estradiol — Wirkweise und Bedeutung fiir die Restenose-
Pravention
Bei 173-Estradiol (1,3,5(10)-estradiene-3,173-diol) handelt es sich um ein C18 Steroidhormon

mit einem Phenol-A-Ring, welches sowohl das weibliche als auch das mannliche reproduktive

System beeinflusst.
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OH

Struktur: C1gH240-

HO
Abb. 2.4: Strukturformel von 17B-Estradiol (DYKENS et al., 2004)

Mit einem Molekulargewicht von 272,4 g/mol ist es eines der wichtigsten natirlichen
Ostrogene und wird vom Grafschen Follikel, der weiblichen Follikel und der Plazenta
produziert, in kleineren Mengen auch von den Nebennieren und den mannlichen Hoden
gebildet (TSANG et al., 1980; GORE-LANGTON et al., 1988; PENTIKAINEN et al., 2000).

Uber die Ostrogenrezeptoren ERa und ERB ist 17B-Estradiol in die Regulation von
verschiedenen Targets involviert. Die Ostrogenrezeptoren gehéren zur Steroid/Thyroid
Hormon Rezeptor Superfamilie der Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren. Sie besitzen
DNA- und Ligandenbindungsdomanen und regulieren Gene, die vaskulare Strukturen und
Funktionen beeinflussen. Die Rezeptor-Ligand Interaktion setzt eine Signalkaskade in Gang,
wie die Dissoziation von Hitzeschockproteinen, die Rezeptordimerisation, Phosphorylierung,
Translokation in den Zellkern und die Assoziation mit spezifischen Zielgenen, was die
Aktivierung verschiedener biologischer Prozesse mit sich fihrt (GERALDES et al., 2003). Die
Ostrogenrezeptoren ERa und ERP haben eine &hnlich hohe Affinitat zu 17B-Estradiol
(PENTIKAINEN et al., 2000).

Das Steroidhormon 17p-Estradiol beeinflusst so umfassend kardiovaskulare Prozesse. Neben
der positiven Veranderung der Plasmalipidzusammensetzung (WALSH et al., 1991) erfolgt die
Reduktion der Plattchen und Monozyten-Akkumulation sowie der Kollagen- und Elastin-
Synthese und/oder -Deposition (DUBEY et al., 2000). 17p-Estradiol bewirkt zudem die
Hemmung der PDGF-induzierten Proliferation und Migration vaskularer glatter Muskelzellen
(DAl DO et al.,, 1996; KOLODGIE et al., 1996; SuzUKI et al., 1996; SOMJEN et al., 1998),
wahrscheinlich Uber die Hemmung der Angiotensin Il Rezeptor 1 (AT1)-vermittelten
Aktivierung von Extracellular signal-Regulated Kinases (ERKs; LIU et al., 2002). Ein Grofteil
aller Reaktionen auf extrazelluldare Stimuli wird Uber Kinase- und Phosphatase-Pathways
reguliert. Eine der wichtigsten Kinase-Familien in inflammatorischen Zellen stellen die
hochkonservierten Mitogen-Activated-Protein-Kinasen (MAPKs) dar. Fir Sauger sind vier
Subfamilien der MAPK bekannt: 1. Extracellular signal-regulatet Kinases (ERK1/2; bekannt
auch als p44/42 MAPK, 2. c-jun N-terminal Kinases (JNKs; auch als Stress-Activated Kinases
(SAPKs) bezeichnet, 3. ERK5/big MAP Kinase 1 (BMK1) und 4. p38 MAPKSs (LUO und REIDY,
2002). Die fur diese Arbeit interessanten p44/42 MAPK sind hauptsachlich in Pathways des
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Zellwachstums und -differenzierung involviert. Die beiden verwandten ERKs p44 MAPK
(ERK1) und p42 MAPK (ERK2) werden ubiquitar exprimiert. Die Aktivierung dieser Pathways
durch Phosphorylierung fuihrt zur Aktivierung von Nuclear Transcription Factors und anderen,
im Cytoplasma lokalisierten Kinasen und somit unter anderem zur Stimulation zellularer
Proliferation und Migration (KOISTINAHO und KOISTINAHO, 2002).

Es ist jedoch bekannt, dass durch 173-Estradiol die Angiotensin II-Bildung durch Einfluss auf
den Renin-Angiotensin-Pathway gehemmt wird, was die Expression des Angiotensin Il Typ 1
Rezeptors (AT1), Uber den samtliche kardiovaskuldre Auswirkungen des Hormons reguliert
werden (NICKENIG et al., 1998), inhibiert. Die Modulation der Angiotensin Il Konzentration
erfolgt durch die Inhibierung des Angiotensin Converting Enzyme (ACE) und somit der
Reduktion von zirkulierendem Angiotensin || (BROSNIHAN et al., 1999). Mdglicherweise
reguliert 17B-Estradiol aber auch die AT1 Rezeptor Expression durch die Manipulierung der
AT1 Rezeptor Genexpression (WU et al., 2003). Durch die 17B-Estradiol-vermittelte Hemmung
des AT1-Rezeptors soll die p44/42-MAPK-Expression und Aktivierung in SMCs reduziert
werden, wodurch eine SMC-Proliferationshemmung resultiert (DUBEY et al., 2000; GERALDES
et al, 2003). Die Proliferationsregulation erfolgt neben den ERKs auch Uber die
Proteintyrosinkinasen. Die Tyrosin-Phosphorylierung ist ein fundamental wichtiger
Mechanismus in der Signal-Transduktion und Regulation in allen eukaryotischen Zellen und
steuert viele Prozesse wie u. a. Zellwachstum, -differenzierung und -entwicklung,
metabolische Homdostase, und Gentranskription (HUNTER, 2009). Es handelt sich bei der
Tyrosin-Phosphorylierung in vivo um einen reversiblen und dynamischen Prozess, der durch
die gegensatzlich arbeitenden Proteine Protein-Tyrosin Kinase und Protein-Tyrosin
Phosphatase reguliert wird (BURKE und ZHANG, 1998).

Neben der Proliferationshemmung glatter Gefallkmuskelzellen ist fir 17p-Estradiol bekannt, die
Endothelialisierung (CONCINA et al., 2000; CHANDRASEKAR et al., 2005; LIU et al., 2002) u. a.
durch eNOS-Expression zu stimulieren (KiM et al., 2006, MIYAZAKI-AKITA et al., 2007). Dadurch
wird die Stimulation von Endothelzellen bewirkt (ODENLUND et al., 2008), was sich durch eine
erhdhte Expression und Aktivierung des p44/42 MAPK-Pathways in vaskuldren ECs
widerspiegelt (GERALDES et al., 2002). GERALDES et al. publizierten 2003 in diesem
Zusammenhang, dass dieser biphasische Effekt in SMCs durch die ERp-vermittelte
Inhibierung der p44/42 und p38 MAPK Phosphorylierung entsteht, in ECs durch die ERa-
vermittelte Induktion der p44/42 und p38 MAPK Phosphorylierung.

Desweiteren wird fir 17p-Estradiol die Fahigkeit zur Hemmung des Fibrinogen Plasminogen
Activator Inhibitors beschrieben, was auf ein fibrinolytisches Potential schlielen lasst (KOH et
al., 1997).
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Abb. 2.5: Die Wirkweise von 173-Estradiol auf AT1-vermittelte vaskulare Reaktionen nach vaskularer

Schadigung

Erlduterungen siehe Text; Abk.: Aogen: Angiotensinogen; Ang I: Angiotensin I; Ang Il
Angiotensin Il; ACE: Angiotensin Converting Enzyme; AT1: Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor;
PTK: Protein Tyrosinkinasen; MAPK: Mitogen Activated Protein Kinasen

-- : zusatzliche Signalwege

Induktion der NO-Produktion durch vaskulare
1995; SIMONCINI et al., 2000; DUBEY et al., 2000;

Zusatzlich wurde fir 17B-Estradiol die

Endothelzellen aufgezeigt (HAYASHI et al.,
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HisAMOTO et al., 2000). Durch 17B-Estradiol erfolgt eine Aktivierung der Phophatidylinositol-3
Kinase (PI3K)/Akt, was wiederum zur Aktivierung von eNOS und zur Erhéhung der NO-
Produktion fahrt (HAYNES et al., 2000). NO ist in der vaskuldren Homdostase durch den
Einfluss auf Endothel- und glatte Muskelzellen sowie auf Leukozyten und Blutplattchen von
zentraler Bedeutung (ALBRECHT et al., 2003).

Bei schadigungsbedingten inflammatorischen Prozessen ist die NO-Produktion in der
GefalRwand gestort, was die neointimale Hyperplasie und das Negative Remodeling
beginstigt. Die Wirkweise von 173-Estradiol auf AT1-vermittelte vaskuldre Reaktionen nach
vaskularer Schadigung ist in Abb. 2.5 zusammenfassend dargestellt.

Die biphasische Wirkweise von 173-Estradiol auf unterschiedliche vaskulare Zelltypen macht
diesen Wirkstoff sehr interessant. Auf Grund der beschriebenen kardioprotektiven Effekte soll
17B-Estradiol als Referenz in dieser Arbeit herangezogen werden, um fir weiterfiihrende

Untersuchungen am Phyto6strogen Genistein Vergleichswerte vorliegen zu haben.

2.5.2. Genistein — Einsatz von Phytodstrogenen als Alternative zu 178-

Estradiol

Da 17B-Estradiol trotz der kardioprotektiven Eigenschaften nachteilige Effekte zum einen auf
das reproduktive System sowohl bei Frauen als auch Mannern hat und zusatzlich kanzerogen
wirkt (COLLABORATIVE GROUP on HORMONAL FACTORS iN BREAST CANCER, 1997; COLDITZ,
1999; PICKAR et al.,, 1998), ist das therapeutische Potenzial und somit die Einsetzbarkeit
eingeschrankt (SQUADRITO et al., 2000; DUBEY et al., 1999). Eine Alternative zu 17@3-Estradiol
stellt das Phytodstrogen Genistein dar. Es ist 17B-Estradiol in der chemischen Struktur sehr
ahnlich und es wurden von vielen Autoren ebenso kardioprotektive Effekte (CLARKSON, 2002)
wie proliferations- und migrationshemmende Eigenschaften auf glatte Gefallmuskelzellen (Yu
et al., 2008; PAN et al., 2001). und eine Begunstigung der Endothelzellproliferation (XIANG et
al., 2010) beschrieben.

Das Isoflavon Genistein (5,7-Dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one) ist in zahlreichen
Pflanzen wie der Sojabohne, der Lupine oder der Ackerbohne zu finden (COWARD et al., 1993;
KAUFMAN et al., 1997) und interagiert mit den tierischen und humanen Ostrogenrezeptoren mit

vergleichbaren Effekten wie die Ostrogene.

HO 0

Struktur: C1 5H1005

HO O Ol

Abb. 2.6: Strukturformel von Genistein (WOOD et al., 2006)
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Fir das in BlutgefaRen sowohl Ostrogenrezeptor-abhéngig als auch -unabhéngig agierende
Phytoostrogen Genistein (CLARKSON et al.,, 1998) wurden positive Auswirkungen auf
atherosklerotische Lasionen und kardiovaskulare Risikofaktoren beschrieben (ANTHONY et al.,
1998; VAN DER SCHoOuUWw et al., 2000; WANGEN et al., 2001). Daraus lasst sich neben der
Ostrogenen Wirkweise (AN et al., 2001) ein protektiver Effekt durch hypolipideme (CASSIDY
und HOOPER, 2006) und antioxidative Eigenschaften (RuUIz-LARREA et al., 1997) bei
kardiovaskularen Ereignissen ableiten (ANTHONY et al., 1996; KONDO et al., 2002).

Genistein kann genauso wie 17B-Estradiol die Ostrogenrezeptoren stimulieren, wobei eine
feste Bindung an ERp erfolgt. Dabei ist es aber 1/3 potenter als 17p-Estradiol (KUIPER et al.,
1998). Genistein ist vergleichbar mit 17p3-Estradiol in der Lage den AT1 Rezeptor zu hemmen.
Wie in vorhergehenden Kapiteln erlautert, werden Uber den AT1 Rezeptor zahlreiche
Mechanismen wahrend des Tissue Remodelings nach vaskularer Verletzung und
Inflammation reguliert, wie unter anderem die p44/42 MAPK-vermittelte Zellteilung von SMCs
(MEIJERING et al., 2009), Hypertrophie und Hyperplasie (DOUILETTE et al., 2006; FUNAKOSHI et
al.,, 1999), Fibrose (CHENG et al., 2005), Vasokonstriktion (Ruiz-ORTEGA et al., 2000),
Hypertonie (FUNAKOSHI et al., 1999; CHENG et al., 2005) und die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS; CHENG et al., 2005; SOHN et al., 2000).

Es wurden wie flir das Phytodstrogen Genistein proliferations- und migrationshemmende
Eigenschaften auf glatte GefaRmuskelzellen (Yu et al., 2008; Xu et al., 2004; PAN et al., 2001)
durch die Hemmung der Phosphorylierung von p44/42 MAPK in SMCs, bei gleichzeitiger
Stimulation von Endothelzellen durch Phosphorylierung von p44/42 MAPK in ECs (XIANG et
al., 2010) beschrieben.

Fir Genistein wurden zudem antioxidative Aktivitdten publiziert. Durch die Applikation von
Genistein wird die p22phox NADPH Oxidase Untereinheit supprimiert, was zu einer Reduktion
von Superoxidanionen (XU et al., 2004) sowie von oxidativen DNA-Schaden (DJURIC et al.,
2001) fuhrt.

AuRerdem stimuliert Genistein die Bildung von NO durch die Phosphorylierung von eNOS
sowie der Verstarkung der eNOS Gentranskription und Proteinsynthese in humanen
Endothelzellen, was zusatzlich zur Produktion von NO fihrt (SI und Liu, 2008). NO ist von
zentraler Bedeutung in der vaskularen Homoostase (ALBRECHT et al., 2003).

Des Weiteren ist fir Genistein die Wirkung als Protein Tyrosinkinase (PTKs) Inhibitor
beschrieben worden. Bei PTKs handelt es sich um wichtige Regulatoren in
Kontrolinetzwerken, die das zellulare Wachstum und die Differenzierung steuern. Eine
spezielle Form stellen die Rezeptor Tyrosinkinasen dar. Diese sind in der Signaltransduktion
von der extrazellularen Umgebung in das Zellinnere von Bedeutung. Die Rezeptor
Tyrosinkinasen werden durch Wachstumsfaktoren wie EGF, PDGF, IGF und NGF reguliert
(PoLkowskl und MAZUREK, 2000).
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Abb. 2.7: Die Wirkweise von Genistein auf AT1-vermittelte vaskuldre Reaktionen nach vaskularer
Schadigung
Erlduterungen siehe Text; Abk.: Aogen: Angiotensinogen; Ang I: Angiotensin I; Ang Il
Angiotensin II;ACE: Angiotensin Converting Enzyme; AT1: Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor;
PTK: Protein Tyrosinkinasen; MAPK: Mitogen Activated Protein Kinasen
- -9 : zusatzliche Signalwege

Werden Protein Tyrosinkinasen inhibiert, folgt die Hemmung multipler Schritte des Zellzyklus
von glatten Muskelzellen (SHIMOKADO et al., 1995).
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Als Topoisomerase Il Inhibitor ist Genistein zusatzlich in der Lage auf DNA-Ebene in die
Regulation der Replikation, der Transkription und in DNA-Reparaturprozesse hemmend
einzuwirken. Fur die Topoisomerase |l sind in sich schnell teilenden Zellen erhéhte Aktivitaten
bekannt (POLKOWSKI und MAZUREK, 2000).

Des Weiteren ist Genistein in der Lage die Nitrotyrosin Produktion zu inhibieren (XU et al.,
2004). Zudem agiert Genistein als Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y (PPARYy)
Agonist und kann so den Lipid-Metabolismus verbessern (MEzEl et al., 2003; DANG et al.,
2003), ein Risikofaktor bei vaskularen Erkrankungen. Die Wirkweise von Genistein auf AT1-
vermittelte vaskulare Reaktionen nach vaskularer Schadigung ist in Abb. 2.7
zusammenfassend dargestellt.

Fir das Isoflavon Genistein wird genauso wie fir 17p-Estradiol ein biphasischer
Wirkmechanismus beschrieben. Neben der Hemmung der Wachstumsfaktor-induzierten
Proliferation und Migration glatter GefaBRmuskelzellen wird die von vaskularen Endothelzellen
induziert. Im Gegensatz zu 17B-Estradiol beeinflusst Genistein aber nicht das reproduktive
System und es sind keine kanzerogenen Effekte bekannt.

Daher handelt es sich bei Genistein um einen potenten Kandidaten in der Entwicklung neuer
Drug-Eluting Stents und soll im Rahmen dieser Arbeit auf die Eignung als

restenosehemmendes Medikament untersucht werden.
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3. Zielstellung

Diese Arbeit beschreibt einen Teil der Forschungen zur Entwicklung eines potenten Drug-
Eluting Stents, deren Gesamtziel in der signifikanten Reduktion der Restenoserate nach
perkutaner transluminaler koronarer Intervention besteht. Wirkungen dieser Implantate
sollten in kultivierten porcinen BlutgefalRabschnitten untersucht und beurteilt werden um
somit flr solche wissenschaftlichen Arbeiten unabdingbare Tierversuche auf ein
kleinstmdgliches Mal} reduzieren zu kdnnen.

Die Entwicklung von Drug-Eluting Stents setzt die genaue Charakterisierung des zu
inkorporierenden Pharmakons voraus. Restenosehemmende Medikamente zur Inhibition der
Neointimabildung muissen Einfluss auf verschiedene zellulare Signalwege, die in
Inflammation, Proliferation, Migration und ECM-Remodeling involviert sind, nehmen.

Dazu sollte das Phytodstrogen Genistein im Vergleich zu 17p-Estradiol hinsichtlich Vitalitat,
Proliferation und Migration an vaskularen Zelllinien und porcinen und humanen Primarzellen
untersucht werden. Zum besseren Verstandnis der Wirkweise von 17@-Estradiol und
Genistein sollten diese Resultate durch Westernblotuntersuchungen erganzt werden. Unter
Bertcksichtigung der am Institut fiir Biomedizinische Technik ermittelten Freisetzungskinetik
sollten entsprechende Wirkstoffmengen auf einen Drug-Eluting Stent aufgebracht, und in
einen kultivieren BlutgefaRabschnitt implantiert werden.

Relevante Gewebeteile (porcine Carotisabschnitte) sollten dazu in einem Perfusionssystem
kultiviert, Uber einen ausreichenden Zeitraum vital erhalten und histologisch und
morphologisch beurteilt werden. In vorhergehenden Arbeiten am Institut wurde bereits ein
geeignetes Kulturmedium entwickelt. Das Ziel bestand nun darin den Kulturaufbau sowie die
Kultivierungsbedingungen hinsichtlich getrennter innerer und auflerer Blutgefaliversorgung
zu optimieren, um kultivierungsbedingte Schaden an der Endothelschicht des kultivierten
Blutgefales zu reduzieren.

In die im Perfusionssystem kultivierten BlutgefaRabschnitte sollten ein Metall-, ein 17p3-
Estradiol- oder ein Genistein-Eluting Stent implantiert werden um die Auswirkungen der
Blutgefallstiitzen auf die Zellen des Gewebeverbands zu charakterisieren. Die Informationen
Uber die Implantat-abhangigen Gewebereaktionen im Kultivierungsmodell kénnen auf den
Nutzen in vivo Ubertragen werden und eine erste Beurteilung zur Anwendbarkeit dieser

Implantate in der interventionellen Kardiologie erlauben.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

Material, Gerdte, Chemikalien, Grundmedien, Puffer und Losungen

Die Arbeit mit Zell- und Gewebekulturen erforderte steriles Arbeiten. Daher wurden alle
Instrumente und Materialien entweder mit Heil3luft, H,O,-Plasma oder durch Autoklavieren
sterilisiert bzw. durch den Hersteller sterilisierte Einwegmaterialien genutzt, Medien und
Lésungen steril filtriert oder autoklaviert und ein Groldteil der Arbeitsschritte an einer
Sterilwerkbank durchgefiihrt. Genaue Material- Chemikalien- und Geréatelisten sowie die
Zusammensetzungen der Grundmedien, Puffer und sonstigen Lésungen sind dem Anhang zu
entnehmen.

Zelllinien und priméare Zellkulturen

BFA: Die bovine fétale Endothelzelllinie BFA aus der Aorta weist eine endotheliale
Morphologie auf. Die Kultivierung erfolgte in Ham’s F 12-Medium (Biochrom) mit 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin und 20 % (v/v) FCS bei 37 °C und 5%iger CO,-Atmosphare.

ECACC Nr.: 87022601

A7r5: Die Zelllinie A7r5 wurde aus der thorakalen Aorta einer embryonalen BDIX-Ratte
isoliert. Es handelt sich dabei um glatte Muskelzellen, die eine flache, spindelférmige
Morphologie aufweisen. Diese Zellen wurden in DMEM-Medium (Applichem) mit 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin und 10 % (v/v) FCS bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.

ECACC Nr.: 86050803

PPEC und ppSMC: Die porcinen Primarzellen ppEC und ppSMC wurden im Rahmen dieser
Arbeit isoliert und charakterisiert. Bei der Zellkultur ppEC handelt es sich um vaskulare
Endothelzellen, die durch Kollagenaseverdau aus dem Zellverband der Intima porciner
Carotisabschnitte gewonnen wurden. Sie weisen bei ausreichender Zelldichte einen
lickenlosen Zellverband mit typischer flachiger endothelialer und z. T. lang gestreckter
Morphologie auf.

Die vaskulare glatte Muskelzellkultur ppSMC wurde durch PDGF-stimuliertes Auswachsen
aus porcinen Carotisstiicken gewonnen und umfasst Zellen mit typischem spindelférmigen,
langlichen Aussehen. Zudem sind zahlreiche Auslaufer bei diesem Zelltyp zu beobachten. Die
Kultivierung erfolgte fur beide Zelltypen in DMEM-Medium (Applichem) mit 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin und 10 % (v/v) FCS bei 37 °C und 5 % CO..

Die Isolierung wird unter Punkt 4.2.1. naher beschrieben.

HCAEC und HCASMC: Es wurden in weiterfihrenden Arbeiten am Institut die humanen
Primarzellen HCAEC und HCASMC verwendet.

Die humanen Primarzellen HCAEC wurden aus der Koronararterie (Spenderorgan) eines

54jahrigen Mannes isoliert und weisen eine endotheliale Morphologie auf. Diese Zellen
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wurden in Endothelial Cell Growth Medium MV 2 mit Supplement (Promocell) bei 37 °C und
5%iger CO,-Atmosphare kultiviert.

Promocell Order Nr.: C-12221

Bei der Primarzellen HCASMC handelt es sich um humane glatte Muskelzellen, die aus der
Koronararterie (Spenderorgan) einer 36jahrigen Frau isoliert wurden. Die Kultivierung erfolgte
in Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 mit Supplement (Promocell) bei 37 °C und 5 % CO..
Promocell Order Nr.: C-12511

Wirkstoffe: 173-Estradiol und Genistein

Im Rahmen der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Untersuchungen an den Zellkulturen und

zur Inkorporation in Stents wurden die Wirkstoffe 173-Estradiol und Genistein von SIGMA
verwendet (Cat. No.: 17B-Estradiol: E8875, Genistein: G6649). Es wurden Stammldsungen in
absolutem Ethanol mit folgenden Konzentrationen hergestellt:

- 17B-Estradiol: 10" M

- Genistein: 5 x 10% M.
Diese Stammlésungen dienten als Grundlage fir weitere Verdinnungen, die mit den
Versuchsbedingungen entsprechenden Zellkulturmedien erfolgten.

Priifkorper: Stents

In der Gewebekultur sollten in dieser Arbeit der Gewebe-Stent-Kontakt und die durch die
inkorporierten Wirkstoffe 173-Estradiol und Genistein ausgeldsten Gewebereaktionen naher
untersucht werden. Es wurden verschiedene Stent-Prototypen in porcine Carotisabschnitte
implantiert und im Perfusionssystem kultiviert.
- Unbeschichteter Metallstent (316-L, Lange: 13 mm, Durchmesser nach Dilatation: 3,5
mm, Oberflache 3D gesamt: 66,3 mm?; Quelle: Cortronic)
- DES mit Genistein-Inkorporation: (Beschichtung eines Metallstents: 70/30 % (w/w)
PLLA/Genistein, Schichtdicke: 5-10 um, Masse der Gesamtbeschichtung: 700 ug)
- DES mit 17B-Estradiol-Inkorporation (Beschichtung eines Metallstents: 70/30 % (w/w)
PLLA/17B-Estradiol, Schichtdicke: 5-10 um, Masse der Gesamtbeschichtung: 700 ug)
Die Drug-Eluting-Stents (DES) mit Genistein und 173-Estradiol Inkorporation wurden mittels
eines teilautomatisiertem Spraycoating-Verfahrens mit der RAMSES (Rostock Advanced
Manufacturing of Spraycoatet drug Eluting Stents)-Anlage (patentiert fiir das Institut fir
Biomedizinische Technik der Universitit Rostock) hergestellt.
Basis fiir diese Stents war ein Metallstent mit Poly-L-lactid (PLLA) Beschichtung, in der der
entsprechende Wirkstoff inkorporiert wurde. Der jeweilige Wirkstoff wurde in einem definierten
Verhaltnis mit dem Polymer gemischt (70 % PLLA / 30 % Genistein bzw. 70 % PLLA / 30 %
17B-Estradiol) und auf den Stent gleichmaRig mit der elektropneumatischen

Beschichtungsanlage durch Dipl.-Ing. Peter Littwin aufgebracht.

29



Material und Methoden

Fur diese DES erfolgten am Institut fir Biomedizinische Technik durch Dr. rer. nat. Thomas
Langer Freisetzungsstudien in isotonischer Salzlésung, Phosphatpuffer und porcinem
Blutplasma. Es wurde dabei der Gehalt an Wirkstoff, der in das entsprechende
Elutionsmedium Ubergeht mittels HPLC Uber einen definierten Zeitraum quantifiziert und in
Relation zu der Wirkstoffmenge in der Beschichtung gesetzt, um das Freisetzungsverhalten

des entsprechenden Wirkstoffes genau zu bestimmen.

4.2. Untersuchungen auf Zellkulturebene
4.2.1. Isolierung primarer porciner Endothel- und glatter Muskelzellen
4.211. Probenentnahme und Zellisolierung

Die Primarzellisolierung erfolgte nach OPITZ et al. (2004) und LINDL (2002) an porcinem
Schlachtmaterial, welches freundlicherweise durch das Versuchsschlachthaus des
Forschungsinstituts fiir die Biologie landwirtschaftlicher Nutztiere (FBN) in Dummerstorf zur
Verfugung gestellt wurde. Den ca. 6 Monate alten, meist weiblichen Schweinen der deutschen
Landrasse (DL) wurden BlutgefalRabschnitte der Arteria Carotis communis sowie der Arteria
carotis interna et externa entnommen und in Transportmedium (DMEM-Medium + 200 pg/ml
Penicillin/Streptomycin + 5x10° M Amphotericin) bei 4 °C bis zur Zellisolierung aufbewahrt.
Nach dem Entfernen aller Gewebsreste wurde der GefaRabschnitt mit steriler 1 x Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS), supplementiert mit 300 pg/ml  Penicillin/Streptomycin,
gewaschen. Daraufhin wurde eine sterile 0,2%ige Kollagenaseldsung (in 1 x PBS + eine
Spatelspitze BSA) in das GefalRlumen gegeben, das Blutgefall mit Klemmen verschlossen, in
1 x PBS gelegt und 20 min bei 37 °C inkubiert. Durch den Kollagenaseverdau wurden die
Endothelzellen aus dem Gewebeverband geldst und konnten durch das Offnen einer Klemme
in ein mit DMEM-Medium gefiillites Zentrifugenréhrchen Uberfihrt werden. Durch ein weiteres
Spulen des Gefaltabschnittes mit DMEM-Medium, sollte eine moéglichst hohe Zellausbeute
erlangt werden. Nach dem Pelletieren der Zellen (350 x g) wurden diese in Primaria-
Zellkulturflaschen (BD Biosciences) ausgesat und mit DMEM-Medium + 10 % FCS (v/v) + 100
pg/ml Penicillin/Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Sobald ein subkonfluenter
Zellrasen zu beobachten war, erfolgte die Passage mit Trypsin/EDTA in gebrauchliche T75-
Zellkulturflaschen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird dieser Zelltyp als ppEC (primary
porcine Endothelial Cells) bezeichnet.

Nach der Endothelzellgewinnung konnte dieser Carotisabschnitt fur die Gewinnung vaskularer
glatter Muskelzellen weiter genutzt werden. Dazu wurde das Blutgefal® mit PBS gespdlt und in
ca. 5 x 5 mm grolle Stucke geteilt. Mit der Gefaldsinnenseite nach unten wurden die
GefaRstuckchen in Primaria-Petrischalen (BD Biosciences) gelegt und mit 5§ ml DMEM-
Medium + 10 % FCS (v/v) + 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin zunachst fur 2 Wochen bei 37
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°C und 5 % CO, kultiviert, um ein Auswachsen der Fibroblasten zu gewahren. Das Medium
musste dabei alle 2-3 Tage gewechselt werden.

Daraufhin wurden die Gefafstlicke in neue Primaria- Petrischalen Uberfiihrt und mit DMEM-
Medium + 10 % FCS (v/v) + 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin + 10 ng/ml PDGF kultiviert. Bei
PDGF handelt es sich um einen Wachstumsfaktor, der die Migration und Proliferation glatter
GefalRmuskelzellen beglnstigt und somit ein Auswachsen dieses Zelltyps aus dem
Carotisabschnitt bewirkt. Nach 2 Tagen wurde das Medium erneuert. Nach einer
Inkubationsdauer von 4 Tagen wurden die Gefalstiickchen verworfen und die
ausgewachsenen vaskularen glatten Muskelzellen mit DMEM-Medium + 10 % FCS (v/v) + 100
pg/ml Penicillin/Streptomycin weiter bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Sobald auch bei diesem
Zelltyp ein subkonfluenter Zellrasen beobachtbar war, erfolgte die Passage mit Trypsin/EDTA
in herkdmmliche T75-Zellkulturflaschen. Dieser Zelltyp wird im weiteren Verlauf ppSMC
(primary porcine Smooth Muscle Cells) genannt.

Die weitere Kultivierung, Cryokonservierung und Rekultivierung der ppEC und ppSMC erfolgte
nach Standardprotokollen (LINDL, 2002).

4.2.1.2. Immunhistochemische Charakterisierung der Primarzellen ppEC
und ppSMC

Nach Zellisolierung und Kultivierung musste ein Nachweis erfolgen, ob es sich bei den
gewonnenen Zellkulturen wirklich um vaskulare Endothel- bzw. glatte Muskelzellen handelt.
Dieser Nachweis wurde immunhistochemisch mit dem EnVision + ®System-HRP (AEC) der
Firma Dako (For Use With Mouse Primary Antibodies: REF K4004, Lot: 035193; For Use With
Rabbit Primary Antibodies: REF K4008, Lot: 054161) nach Herstellerangaben durchgeflhrt.
Fir den Nachweis der Endothelzellen (ppEC) wurde der von-Willebrand-Faktor
herangezogen, der selektiv in Endothelzellen exprimiert wird und eine wichtige Rolle in der
Hamostase durch Plattchenadhasion und -aggregation spielt (VISCHER, 2006). Der Nachweis
der glatten Muskelzellen erfolgte an Hand von a-Smooth Muscle Actin, einer Actin-Isoform, die
nur in vaskularen glatten Muskelzellen vorkommt (WANG et al., 2004).

Als Positivkontrollen dienten fir die Endothelzellen BFA und HCAEC, fur die glatten
Muskelzellen A7r5 und HCASMC. Die Negativkontrollen stellten ppECs und ppSMCs, die an
Stelle des primaren Antikorpers nur mir Antikérperverdiinnungslosung behandelt wurden.
Zunachst wurden die Zellen mit einer Konzentration von 1 x 10* Zellen in Culture Slides
ausgesat. Bei Culture Slides handelt es sich um speziell fir die Zellkultur beschichtete
Objekttrager, auf die ein 4-Kammer-System aufgebracht wurde. Dieses System ermdglichte
eine Kultivierung von Zellen auf einem Objekttrager, was fir den spateren
immunhistochemischen Nachweis und die anschliefende mikroskopische Beurteilung von

Bedeutung war. Pro Kammer wurde 1 ml Zellsuspension pipettiert. Die Kultivierung erfolgte fir
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48 h in DMEM-Medium + 10 % FCS (v/v) + 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin bei 37 °C und 5
% CO,, um ein Adharieren der Zellen auf dem Objekttrager zu gewahrleisten.

Daraufhin wurden die Zellen fir 10 min mit 100 % Ethanol fixiert und der pH-Wert mit Tris-
gepufferter Salzlésung (TBS, pH 7,6) durch 5min(tige Inkubation eingestellt.

Danach erfolgte die Blockierung mit Peroxidase Block (gebrauchsfertig im EnVision +
®System) fur 5 min. AnschlieBend wurden die Zellen 3 x 5 min mit TBS (pH 7,6) gewaschen.
Wahrend der Wartezeiten konnten die entsprechenden Verdinnungen der primaren

Antikérper (siehe Tabelle 4.1) hergestellt werden.

Tab. 4.1: primare Antikorper fiir die Immunhistochemie
Nachzuweisendes Name des primaren Wirt Hersteller Verdlnnung
Protein / Zelltyp Antikérpers
a-smooth-muscle- Mouse Anti-Human| Mouse |DAKO 1:100
actin / ppSMC Smooth  Muscle  Actin in AntikOrperverdiinnung
(Clone 1A4, Code No. (Antibody Diluent; BD
MO0851) Pharmingen™)
von-Willebrand- Polyclonal Rabbit Anti-| Rabbit | DAKO Gebrauchsfertige
Faktor / ppEC Human von Willebrand Lésung
Factor (REFN1505, Lot
08433)

Nach Entfernen des Waschpuffers wurde 500 pl Antikérperldsung zu den entsprechenden
die

Antikérperverdinnungslésung behandelt. Es erfolgte eine 30minitige Inkubation in der

Zellen pipettiert, Negativkontrollen wurden mit der entsprechenden Menge
feuchten Kammer.

Nach der Inkubation wurde die Antikoérperldsung durch 3 x 5minttiges Waschen mit TBS (pH
7,6) von den Zellen wieder entfernt und es erfolgte die Zugabe des sekundaren Antikérpers.
Je nach Wahl des primaren Antikérpers handelte es sich dabei um den Labelled Polymer-HRP
Anti Mouse (Nachweis von a-Smooth Muscle Actin / ppSMC) bzw. dem Labelled Polymer-
HRP Anti Rabbit (Nachweis von von-Willebrand-Faktor / ppEC; gebrauchsfertig im EnVision +
®System). Die Inkubationsdauer des sekundaren Antikérpers umfasste wiederum 30 min in
der feuchten Kammer. Zum Entfernen des sekundaren Antikorpers erfolgte wiederholt ein 3 x
5minatiges Waschen mit TBS (pH 7,6).

Zur Visualisierung der Antigen/Antikdrperreaktion wurde das AEC + Substrat Chromogen
(gebrauchsfertig im EnVision + ®System) auf die Zellen gegeben und fiir 30 min abgedunkelt
in der feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden die Zellen mit Aqua dest. gewaschen.

Die Gegenfarbung erfolgte dann fir 4 min mit Contrast Blue (KPL, Product Code: 71-00-06,
Lot: 030104) und anschliefendem 5minitigem Blauen mit Leitungswasser.

Der Objekttrager wurde daraufhin mit Aqua dest. gesplilt und abschlieRend getrocknet. Nach

dem Entfernen der Kammern erfolgte das Einbetten mit Aquatek®.
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4.2.2. Untersuchung des Einflusses von 17B-Estradiol und Genistein
auf die Vitalitat und Proliferation vaskularer Endothel- und

glatter Muskelzellen

4.2.21. Zellkulturbedingungen und Wirkstoffzugabe fiir den Vitalitats-

und Proliferationsnachweis

Ein geeigneter Wirkstoff flir eine Stentbeschichtung muss bestimmte Eigenschaften
hinsichtlich des Einflusses auf Vitalitat und Proliferation auf vaskulare Zelltypen vorweisen. Es
soll die Proliferation glatter Muskelzellen gehemmt, die Vitalitat und Proliferation vaskularer
Endothelzellen jedoch begunstigt oder nicht beeintrachtigt werden.

Daher sollten die Wirkstoffe 173-Estradiol und Genistein hinsichtlich ihres Einflusses auf die
Vitalitat mit Hilfe des MTS-Tests und Proliferation mit Hilfe des BrdU-Tests auf die Zelllinien
BFA und A7r5 sowie auf die Primarzellen ppEC und ppSMC in verschiedenen
Konzentrationsbereichen untersucht werden. Zudem wurden in weiterfhrenden
Untersuchungen am IBMT Versuche zum Wirkstoffeinfluss dieser beiden Pharmaka auf die
Proliferation und Vitalitdt humaner vaskuldrer Endothelzellen (HCAEC) sowie humaner
vaskularer  Gefalmuskelzellen (HCASMC) durchgefihrt, deren Ergebnisse flr
Vergleichszwecke herangezogen werden sollen.

Da die Resultate der Zelllinien BFA und A7r5 fur die weiterfUhrenden Arbeiten keine
Konsequenzen haben, werden diese im Anhang dargestellt.

In der folgenden Tabelle sind die zu untersuchenden Konzentrationsbereiche sowie die

erforderlichen Kontrollen zusammenfassend dargestellt.

Tab. 4.2: Wirkstoffkonzentrationen fir MTS- und BrdU-Test (BFA, A7r5, ppEC, ppSMC)

17B-Estradiol Genistein Kontrollen
10™* mol/l 10" mol/l NC1 | Kontrolle ohne Arretierung
10~ mol/l 10~ mol/l NC2 | Kontrolle mit Arretierung ohne
10° molll 10° mol/l Restimulierung
10" molll 10" mol/l NC3 | Kontrolle mit Arretierung und
10 molll 10 mol/l Restimulierung
10" mol/l 10 mol/l EtC* | Kontrolle mit Arretierung und
10" moll/l 107 moll/l Restimulierung + 0,1 % EtOH [178-
10™"" mol/l 10" mol/l Estradiol-Testung] bzw. 0,2 %
10™"2 molll 1072 mol/l EtOH [Genistein-Testung]

B Blindwert

*Bei ETC handelt es sich um die Losungsmittelkontrolle. Die Konzentration von Ethanol entspricht der
Menge, die in dem Versuchsansatz mit der hochsten Wirkstoffkonzentration enthalten ist.

Far alle Wirkstoffkonzentrationen sowie fur die Kontrollen und den Blindwert wurden jeweils
vier Parallelen nach 24 und 48 h mit Hilfe des MTS-Tests zur Bestimmung der Vitalitat sowie
des BrdU-Tests zur Bestimmung der Proliferationsrate getestet. Die Versuche wurden an allen
vier Zelltypen durchgefuhrt und mindestens 2-mal wiederholt. Die Versuchsbedingungen in

der Zellkultur wurden nach MOHACSI et al., 1997 abgeleitet.
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Zunachst wurden die zu testenden Zellen mit einer Konzentration von 1 x 10* Zellen/ml (A7r5,
ppEC, ppSMC) in DMEM-Medium + 10 % FCS (v/v) + 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin bzw.
5 x 10° Zellen/ml (BFA) in Ham's F12-Medium + 20 % FCS (v/v) + 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin 72 h vor Versuchsbeginn in 96er Wellplatten mit 200 pl/Well ausgesat
und bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert um ein Adharieren der Zellen zu gewahrleisten. Als
Blindwert wurde das Medium verwendet, in dem die Zellen ausgesat wurden.

Daraufhin wurden die Zellen in der Go-Phase des Zellzyklus fur 48 h arretiert (aufler NC1).
Dazu wurde das Medium von den Zellen entfernt und diese mit 1 x PBS gewaschen. Danach

erfolgte die Zugabe des zelltypspezifischen Arretierungsmediums (200 ul/Well).

Tab. 4.3: Arretierung der Zellen

Zelltyp Arretierungsmedium

A7r5 DMEM-Medium + 2 % FCS + 100 ug/ml Pen./Strep.
ppEC DMEM-Medium + 0,2 % FCS + 100 ug/ml Pen./Strep.
ppSMC DMEM-Medium + 0,2 % FCS + 100 yg/ml Pen./Strep.
BFA Ham’s F12-Medium + 0 %FCS + 100 pyg/ml Pen./Strep.

Nach Ablauf der 48stlindigen Arretierungsphase erfolgte die Wirkstoffzugabe in den in Tabelle
4.2. angegebenen Konzentrationen. Die Pharmaka 17p-Estradiol und Genistein wurden je
nach Zelltyp in DMEM- bzw. Ham’s F12-Medium + 5 % FCS (v/v) + 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin verdinnt und 200 pl/Well der entsprechenden Wirkstofflosung
pipettiert. Die Kontrolle NC1 wurde weiterhin mit DMEM-Medium + 10 % FCS (v/v) + 100
pg/ml Penicillin/Streptomycin (A7r5, ppSMC, ppEC) bzw. Ham’s F12-Medium + 20 % FCS +
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (BFA) kultiviert, die Kontrolle NC2 mit dem entsprechendem
Arretierungsmedium. Fur die Kontrolle NC3 sowie fur die Ethanolkontrolle EtC und den
Blindwert wurde DMEM- bzw. Ham’s F12-Medium + 5 % FCS (v/v) + 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin verwendet und ebenfalls 200 pl/Well pipettiert. Nach 6stindiger
Inkubation bei 37 °C und 5 % COxAtmosphare erfolgte die Restimulierung mit
Wachstumsfaktoren. Die Restimulierung der glatten Gefallmuskelzellen (A7r5, ppSMC)
erfolgte mit PDGF, die der vaskularen Endothelzellen (BFA, ppEC) mit EGF.

Die Wachstumsfaktoren wurden mit einer Konzentration von 25 ng/ml verwendet und alle
Ansatze auler den Kontrollen NC1 und NC2 damit versetzt. Nach 24 und 48 h erfolgte die
Durchfliihrung des MTS- und des BrdU-Tests.

4.2.2.2. MTS-Test zum Nachweis der Vitalitat

Der MTS-Test (CeIITiter® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay) wird zur
Bestimmung lebender Zellen in Proliferations-, Vitalitdts- oder Chemosensitivitatstestungen
genutzt. Es handelt sich dabei um eine colorimetrische Methode bestehend aus einer
Tetrazoliumkomponente (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt; MTS®) und einem Elektronenkopplungsreagenz
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(Phenazin Methosulfat; PMS). Durch die Aktivitdt mitochondrialer und zellularer
Dehydrogenasen (DH) lebender, metabolisch aktiver Zellen wird MTS (gelb) zu einem
Formazanprodukt (braun reduziert, das in Zellmedien |8slich ist (MALICH et al., 1997). Die
Absorption des Formazansalzes kann optisch bei 492 nm gegen eine Referenz von 690 nm im
ELISA-Reader bestimmt werden und ist direkt proportional zu der Anzahl lebender Zellen in
Kultur. Zur Durchfuhrung des MTS-Tests wurde das Medium von den Zellen komplett entfernt
und durch 200 ul/Well MTS-Medium ersetzt.

Nach 60-120mindtiger Inkubation bei 37 °C und 5 %CO, unter Ausschluss von Licht erfolgte
die Messung der Extinktion bei einer Wellenlange von 492 nm gegen eine Referenz von 690

nm.

4.2.2.3. BrdU-Test zum Nachweis der Proliferation

Der BrdU-Test (Roche) wird fur den Nachweis der Proliferation von Zellen herangezogen. Bei
BrdU (5-bromo-2°-deoxyuridine) handelt es sich um ein Pyrimidinanalogon, welches in die
DNA anstelle von Thymin bei der DNA-Replikation wahrend der Zellteilung eingebaut wird
(HUONG et al., 1991). Nach Fixierung der Zellen und Denaturierung der DNA wird ein gegen
BrdU gerichteter Peroxidase-gekoppelter Antikérper zu den Zellen gegeben, der spezifisch
das in die DNA eingebaute BrdU bindet. Dieser Immunkomplex kann mit Hilfe eines
Substrates (TMB) visualisiert und photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm gegen
eine Referenz von 690nm quantifiziert werden. Die gemessene Extinktion korreliert mit der
Starke der DNA-Neusynthese und damit auch der Anzahl proliferierender Zellen.

Die Durchfihrung des BrdU-Tests erfolgte wie folgt nach Herstellerangaben: 24 h vor der
Messung wurden die zu untersuchenden Zellen mit BrdU markiert. Das BrdU-Labeling-
Reagenz (1000fach im BrdU-Kit) wurde 1:100 mit sterilem Zellkulturmedium (je nach
untersuchtem Zelltyp) verdinnt, jeweils 20 ul/Well pipettiert (Endverdiinnung 1:1000) und die
Zellen bei 37 °C und 5 %CO, reinkubiert.

Danach wurde das gesamte Medium aus den Platten entfernt und 200 pl/Well Fixierlésung
(gebrauchsfertig im BrdU-Kit) zu den Zellen gegeben. Nach 30minltiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Fixierlésung aus den Wells entfernt und 100 pl/Well anti-BrdU-
POD working solution (1:100 Verdinnung der anti-BrdU-POD Stammlésung mit der
Antikérperverdinnungslésung [gebrauchsfertig im BrdU-Kit]) pipettiert. Die Inkubation erfolgte
fir 90 min bei Raumtemperatur. Danach wurden die Proben 3mal mit 200 pl/Well 1 x BrdU-
Waschpuffer (10fach im BrdU-Kit, Verdiinnung in Aqua dest.) gewaschen und 100 pl/Well
Substratlésung (gebrauchsfertig im BrdU-Kit) pipettiert. Es erfolgte eine 5-30minltige
Inkubation unter leichtem Schdtteln, bis die gewlinschte Farbintensitat (Blaufarbung) erreicht
wurde. Diese Substratreaktion wurde daraufhin mit 25ul/Well 1 M H,SO, abgestoppt und eine

weitere min unter Schiitteln inkubiert (Farbumschlag von blau zu gelb). Daraufhin erfolgte die
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photometrische Bestimmung der Extinktion bei 450 nm gegen eine Referenzwellenlange von
690 nm.

42.24. Untersuchungen des Einflusses einer Genistein/Sirolimus-

Kombinationslosung auf das Proliferationsverhalten der

humanen Primarzellen HCAEC und HCASMC
In Tabelle 4.4 sind die zu testenden Konzentrationen und die Kontrollen zusammengefasst.

Die Zellen wurden unter denselben Bedingungen, wie unter Punkt 4.2.2.1. erlautert, kultiviert.
Die Proliferation wurde mittels des BrdU-Tests (Punkt 4.2.2.3.) nach 48 h Wirkstoffeinfluss

ermittelt.

Tab. 4.4 Wirkstoffkonzentrationen fir MTS- und BrdU-Test (BFA, A7r5, ppEC, ppSMC)
Genistein Sirolimus Genistein/Sirolimus | Kontrollen
10 mol/l 10™ mol/l 10 mol/l NC1 | Kontrolle ohne Arretierung
10° mol/l 10°° mol/l 10° mol/l NC2 | Kontrolle mit Arretierung
10" molll 10" mol/l 10" molll ohne Restimulierung
10 molll 10 mol/l 10 molll NC3 | Kontrolle mit Arretierung
10" molll 10 mol/l 10" molll und Restimulierung
107" mol/l 107 mol/l 107" mol/l B Blindwert
10" mol/l 10" mol/l 10" mol/l
4.2.3. Untersuchung des Einflusses von 17B-Estradiol und Genistein
auf die Migration primarer vaskularer glatter Muskelzellen
4.2.31. Zellkulturbedingungen und Wirkstoffzugabe fir die

Migrationstestung

In der folgenden Tabelle sind die zu untersuchenden Konzentrationsbereiche sowie die

erforderlichen Kontrollen zusammenfassend dargestellt.

Tab.4.5  Wirkstoffkonzentrationen fiir Migrationstest (ppSMC; HCASMC)
17B-Estradiol Genistein Kontrollen
10™* mol/l 10™* mol/l Ko Kontrolle mit Arretierung ohne PDGF-Behandlung
10™ moll/l 10™ moll/l
10° molll 10° molll Kp Kontrolle mit Arretierung und Restimulierung (10
10" molll 10" molll ng/ml PDGF)
107 mol/l 10® mol/l Ke Kontrolle mit Arretierung + 0,2 % Ethanol ohne
10" mol/l 10" mol/l PDGF-Behandlung
10" moll/l 10" moll/l Kee | Kontrolle mit Arretierung und Restimulierung (10
10™"" mol/l 10™"" mol/l ng/ml PDGF + 0,2 % Ethanol)
10™"? mol/l 10™"? mol/l K, | Kontrolle mit Arretierung + 1 mM Ly294002

Keiy | Kontrolle mit Arretierung und Restimulierung (10

ng/ml PDGF) + 1 mM Ly294002
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Fiar alle Wirkstoffkonzentrationen sowie fur die Kontrollen wurden jeweils 2 Parallelen je
Zelltyp getestet. Die Versuche wurden mindestens 2-mal wiederholt. 72 h vor Versuchsbeginn
wurden 3 T75-Zellkulturflaschen mit der entsprechenden subkonfluenten Zellkultur aus der
Routinezellkultur bereitgestellt und mit frischem Medium (DMEM-Medium + 10 % FCS (v/v)
und 100 pg/ml Pen./Strep.) versorgt. Zum Arretieren der Zellen wurde nach 72 h das
verbrauchte Medium aus den Zellkulturflaschen entfernt und die Zellen mit sterilem 1 x PBS
gewaschen. Daraufhin erfolgte die Zugabe des Arretierungsmediums (siehe Tabelle 4.3, 15
mi/Flasche). Die Zellen wurden nun fiir 48 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Fir die Durchfihrung des Migrationsversuches wurden Migrationseinsatze von Millipore
(Millicell Cell Culture Plate Assemblies; Cat. No. PSET010R5) genutzt, die zuvor mit Kollagen
beschichtet wurden. Dazu wurde eine Kollagenlésung (Stammlésung: Kollagen S, Typ I; 3
mg/ml, Roche) mit einer Konzentration von 0,75 mg/ml in 70 % Ethanol hergestellt. Die
Migrationseinsatze wurden in die dazugehdrende 24er Wellplatte gegeben und 50 ul
Kollagenlosung in jeden Einsatz pipettiert. Die Einsatze wurden daraufhin mindestens 3 h in
der Sterilwerkbank luftgetrocknet.

Bevor die Zellen nun in die Migrationseinsatze ausgesat werden konnten, wurden zunachst
500 yl DMEM-Medium + 5 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.) in die Wells gegeben. Daraufhin
wurden die arretierten Zellen mit einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in den Einsatzen
ausgesat. Dabei wurden in jeden Einsatz 450 pl Zellsuspension pipettiert. Nach 2stindiger
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, erfolgte die Zugabe der Wirkstoffe in den entsprechenden
Konzentrationen, so dass die Endkonzentrationen in den Einsatzen den Angaben aus Tabelle
4.4 entsprachen. Die Verdunnungen von Genistein und 173-Estradiol erfolgten in DMEM-
Medium + 5% FCS + 100 pg/ml Pen./Strep. Die Kontrollen wurden zunachst mit demselben
Medium weiter kultiviert, den Kontrollansatzen Kg und Kpg wurde zudem 0,2% Ethanol
zugesetzt, die Kontrollen K., und Kp.y mit 1 mM Ly294002 (Migrationshemmer) behandelt.
Nach 6stindiger Inkubation bei 37 °C und 5% CO, wurden die wirkstoffversetzten
Versuchsansatze und die Kontrollen Kp, Kpe und Kpy mit 10 ng/ml PDGF restimuliert. PDGF
ist ein Wachstumsfaktor der neben einer Erhdhung der Zellproliferation von glatten
GefalBmuskelzellen wahrend arteriosklerotischer und restenotischer Vorgange auch
migrationsférdernd ist. Der Wachstumsfaktor wurde in die mit den Einsatzen gefiiliten Wells
pipettiert, so dass die Endkonzentration im Well den angegebenen 10 ng/ml entsprach. Nun
wurden die Proben weitere 18 h bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

4.2.3.2. Zellzahlung

Um die Anzahl migrierter Zellen bestimmen zu kénnen, mussten die sich auf der AulRenseite
der Membran befindenden Zellen zunachst gefarbt, die Membranen von den Einsatzen

entfernt und auf einen Objekttrager tUberfihrt werden.
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Dazu wurde zunachst das Medium aus den Wells und den Einsatzen entfernt und die
Membraninnenseite mit einem Wattestdbchen abgerieben. Nach dem Waschen der Einsatze
mit 1 x PBS erfolgte das Farben der migrierten Zellen mit dem Diff-Quick-Kit nach
Herstellerangaben.

Die Zellen wurden dazu zunachst 5 s mit Fixierldsung behandelt und daraufhin fir jeweils 5 s
mit Farbelésung | (Eosin) und Farbelésung II (Hamalaun) gefarbt. Danach wurden die
Membranen, auf denen sich die gefarbten Zellen befanden von den Einsatzen entfernt und mit
der Innenseite nach unten auf einen Objekttrager gegeben. Nach dem Eindecken mit
Immersionso6l konnte der Versuch lichtmikroskopisch ausgewertet werden. Dazu wurden die

gefarbten Zellkerne gezahlt. Pro Einsatz wurden 10 Gesichtsfelder ausgezahit.

4.2.4. Untersuchung des Einflusses von 17B-Estradiol und Genistein
auf den Proteinstatus ausgewahlter Proteine in primadren

porcinen Endothel- und glatten Muskelzellen mittels Westernblot

4241. Zellkulturbedingungen und Wirkstoffzugabe fur die

Proteinisolierung

Die Proteinisolierung und die Untersuchungen zum Expressionsverhalten einiger Proteine
erfolgten an den vaskularen Primarzellen ppEC und ppSMC.
In der folgenden Tabelle sind die zu untersuchenden Konzentrationsbereiche sowie die

erforderlichen Kontrollen zusammengefasst.

Tab. 4.6:  Wirkstoffkonzentrationen fiir Proteinbiochemie

17B-Estradiol Genistein Kontrollen

10™* mol/l 10™* mol/l NC1 | Kontrolle ohne Arretierung

10~ mol/l 10™ mol/l NC2 | Kontrolle mit Arretierung ohne
10° molll 10° mol/l Restimulierung

10" molll 10" mol/l NC3 | Kontrolle mit Arretierung und
107 molll 10 mol/l Restimulierung

10" molll 10 mol/l EtC* | Kontrolle mit Arretierung und
107" mol/l 10™"° mol/l Restimulierung + 0,1 % EtOH [178-
10™"" mol/l 10™"" mol/l Estradiol-Testung] bzw. 0,2 %
10™"2 molll 102 mol/l EtOH [Genistein-Testung]

*Die Ethanolmenge in EtC entspricht der Menge Ethanol, die je nach Pharmakon in der héchsten
Wirkstoffkonzentration enthalten ist.

In jeder Versuchsreihe wurde fiir beide Zelltypen pro Wirkstoffkonzentration bzw. Kontrolle je
eine Flasche nach 24 h und 48 h Wirkstoffeinfluss aufgearbeitet, die Zellkulturbedingungen
wurden nach MOHACSI et al., 1997 und XU et al., 2004 abgeleitet.

Die zu untersuchenden Zellen wurden zunéchst mit einer Konzentration von 5 x 10* Zellen/ml
in DMEM-Medium + 10 % FCS (v/v) und 100 pg/ml Pen./Strep. in T25-Zellkulturflaschen
ausgesat. Das Gesamtvolumen der Zellsuspension pro Flasche betrug dabei 5 ml. Nach

72stiindiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurden die Zellen in der Go-Phase des
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Zellzyklus fur 48 h arretiert (aufler Kontrolle NC1). Als Arretierungsmedium wurde DMEM-
Medium + 0,2 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep. verwendet.

Daraufhin erfolgte die Zugabe des jeweiligen Wirkstoffes in den in Tabelle 4.6 angegebenen
Konzentrationen. Die Wirkstoffverdinnungen erfolgten in DMEM-Medium + 5 % FCS + 100
pug/ml Pen./Strep. + 1 ug/ml Angiotensin Il. Bei Angiotensin Il handelt es sich um ein wichtiges
Effektorpeptid des Renin Angiotensin Weges, das bei zahlreichen kardiovaskularen
Erkrankungen eine grof3e Rolle spielt (GUO et al., 2006; siehe 2.1.3.)

Fiar die Kontrolle NC1 wurde weiterhin DMEM-Medium + 10 % FCS (v/v) und 100 pg/ml
Pen./Strep. verwendet, die Kontrolle NC2 wurde mit frischem Arretierungsmedium (DMEM-
Medium + 0,2 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.) weiter kultiviert, die Kontrolle NC3 mit DMEM-
Medium + 5 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep. + 1 pg/ml Angiotensin Il. Die Ethanolkontrolle EtC
wurde mit demselben Medium wie NC3 versorgt, es wurde dort zusatzlich die in Tabelle 4.6
angegebene Menge Ethanol zugegeben. Nach 6stiindiger Inkubation erfolgte die
Restimulierung mit PDGF (ppSMC) bzw. EGF (ppEC). Die Wachstumsfaktoren wurden mit
einer Konzentration von 25 ng/ml verwendet und zu den mit Wirkstoff versetzten Ansatzen
sowie NC3 gegeben. Die Kultivierung erfolgte weiterhin bei 37 °C und 5 % CO,. Nach 24 bzw.

48 h wurden die Zellen lysiert und die Gesamtproteinmenge isoliert.

4.2.4.2. Proteinisolierung

Alle Arbeitsschritte der Proteinisolierung erfolgten auf Eis, Zentrifugen wurden bei 4 °C
betrieben und alle Lésungen eisgekuhlt verwendet.

Mit einem Zellschaber wurden die Zellen vom Flaschenboden geldst und das Medium mit den
abgeldsten Zellen in ein Reagenzglas Uberflhrt. Darauthin wurde die Zellkulturflasche mit 1 x
PBS gesplilt, diese Losung in das mit Zellsuspension geflillte Reagenzglas gegeben und die
Zellen bei 350 x g (1500 rpm) fiir 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 500 pl eiskaltem 1 x PBS aufgenommen. Nach Resuspendierung wurde diese
Suspension in ein Reaktionsgefal® Gberfuhrt, 5 min bei 10000 x g =zentrifugiert und der
Uberstand mit einer Pipette komplett abgenommen und verworfen. Je nach PelletgroRe
erfolgte die Zugabe von 100-500 pl Lysepuffer (Cell Lysis Buffer, Cell Signaling Technology®;
[#9803]) + 1 mM AEBSF-Hydrochlorid (Applichem; A1421) + 10 ug/ml Leupeptin-Hemisulfat
(Applichem; A2183). Bei AEBSF handelt es sich um einen Proteasehemmer, der Thrombin
und andere Serin-Proteasen irreversibel durch die Sulfonylierung einer funktionellen Gruppe
im aktiven Zentrum der Enzyme hemmt. AEBSF ist ein kaum giftiger Ersatzstoff zum sonst
gebrauchlichen PMSF (PROUTY AND GOLDBERG, 1972). Bei Leupeptin handelt es sich um ein
aus Streptomyces-Spezies isoliertes Peptidantibiotikum welches reversibel Serin- und
Cysteinproteasen inhibiert (UMEZAWA, 1976; BRASS und SHATTIL, 1988).

Nach 5minitiger Inkubation auf Eis wurde der Zellaufschluss durch eine

Ultraschallbehandlung auf Eis fir 4 x 15 s bei 50 % unterstitzt (Labsonic M, Sartorius).
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Danach erfolgte das Pelletieren der Zelltrimmer bei 10000 x g fir 10 min. Der Uberstand, der
die Proteine enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefal Uberfihrt, das Pellet mit den
Zelltrimmer verworfen. 10 pl der Proteinldsung wurden fir die Bestimmung des
Gesamtproteingehalts in ein weiteres Reaktionsgefald gegeben. Bis zur Zugabe des
Probenpuffers erfolgte die Lagerung auf Eis.

Proteinbestimmung nach Bradford (KRUGER, 1994):

Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge in den Proben erfolgte mit Hilfe einer BSA-
Eichgerade (BSA-Konzentrationen (1, 2, 4, 6, 8 und 10 pg/ml). Fiur das Erstellen der
Eichgerade wurde eine BSA-Stammlésung von 0,2 mg/ml in Aqua dest. verwendet. Die

Ansatze der Eichgerade sind in Tabelle 4.7 dargestellt.

Tab.4.7: BSA-Eichreihe

BSA-Konzentration (ug/ml) 1 2 4 6 8 10
BSA (0,2 mg/ml) (ul) 5 10 20 30 40 50
Aqua dest. (yl) 785 780 770 760 750 740
Lysepuffer (ul) 10 10 10 10 10 10
Bradford-Reagenz 5 x (ul) 200 200 200 200 200 200

Nach 5minutiger Inkubation unter Ausschluss von Licht erfolgte die Messung der Absorption
bei 595 nm im Photometer. Fir die Proteinbestimmung der einzelnen Proben wurde zu 10 pl
Probe (in Lysepuffer) 790 pl Aqua dest. und 200 ul Bradford-Reagenz pipettiert und nach
S5minttiger Inkubation im Dunkeln bei 595 nm gemessen. Anhand der Eichgeraden konnte die
Proteinkonzentration der einzelnen Proben berechnet werden. Die Eichgerade wurde fir jeden
Aufarbeitungstag neu erstellt. Die Proben wurden in einem Verhaltnis von 2:1 mit 3 x
Probenpuffer gemischt und fir 5min auf 95°C erhitzt. In dieser Form konnten die Proben bis

zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden.

4.2.4.3. Westernblot
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; LAEMMLI, 1970):

Es wurde die Multigel Long Gelelektrophoresekammer fiir die Proteintrennung von Biometra

nach Herstellerangaben genutzt. Das Gel flir die Proteintrennung bestand aus einem
12%igem Trenn- und einem 5%igem Sammelgel. Ein bzw. zwei Gele wurden in die
Elektrophoreseapparatur eingespannt und die Kammer mit 1 x Elektrodenpuffer geflllt. Es
wurden 10 pg Protein geladen, als GroRenmarker wurde der PeqGOLD Proteinmarker I
(Peqlab, 27-2010) mit einem GroéRenspektrum von 10-200 kDa verwendet. Zunachst wurde
eine Stromstarke von 20 mA/Gel angelegt, nachdem die Proben aus dem Sammelgel
gewandert waren, erfolgte eine Erhdhung auf 30 mA/Gel. Die Laufzeit betrug ca. 2 h.
Semi-Dry-Blot (BURNETTE, 1981, HEERMANN et al., 1988):

Nach dem Entfernen des Gels aus der Elektrophoreseapparatur, wurde dieses bis zum

Aufbau des Semi-Dry-Blots in Anodenpuffer Il aufbewahrt. 6 Blotpapiere (Whatmannpapier)
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und eine PVDF-Membran wurden auf das Gelmal} zurechtgeschnitten. 2 Blotpapiere wurden
in Anodenpuffer | getrankt, 1 in Anodenpuffer Il und 3 in Kathodenpuffer. Die PVDF-Membran
wurde zur Benetzung 15 min in Methanol geschwenkt und 5 min unter Schwenken mit Aqua
dest. gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran mindestens 5 min bis zum Aufbau des
Blots in Anodenpuffer Il adaptiert. Zum Ubertragen der Proteine aus dem Gel auf die PVDF-
Membran (Blot) wurde die Fastblot B43 Apparatur von Biometra verwendet. Der

Zusammenbau des Blots erfolgte nach folgendem Schema:

Kathode
I
| Kathodenpuffer
| Im
| Gel entsprechendem
| PVDF-Membran Puffer getrankte
Blotpapiere
T Anodenpuffer 2
| Anodenpuffer 1
I

Anode

Abb. 4.1;: Schema des Semi-Dry-Blots

Es wurde Strom (2 mA/cm?) angelegt, die Ubertragungszeit betrug 1,5 h. Nach Abschluss des
Proteintransfers wurde die Membran getrocknet und flir 5 min zunachst in Methanol inkubiert,

dann in Aqua dest. gewaschen.

Proteinfirbung (SALINOVICH AND MONTELARO, 1986): —_—

15000 kDo
Fir die Anfarbung der Proteine =zur Kontrolle des :__T I:E-Ll:i
Proteintransfers und zur Markermarkierung wurde die Membran A — o010s
1 min in Ponceau-S-Lésung gefarbt und 1 min in Aqua dest. _— fﬂih
gewaschen. Der Marker wurde auf der Membran markiert, e *t'h:‘
wonach die Membran wieder komplett mit 1 M NaOH entfarbt o f.»':
werden konnte. Nach einem weiteren Waschschritt mit Aqua e
dest. fur 1 min konnte die Membran blockiert werden. : ::f L:

Abb. 4.2: PeqGOLD Proteinmarker Il, Quelle: Peqg-
Lab
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Blockierung und Immunreaktion (HEERMANN et al., 1988):

Je nach Wahl des primdren Antikérpers erfolgte die Blockierung zum Séattigen der
unspezifischen Bindungsstellen mit BSA (5 % BSA in 0,05%iger PBS/Tween 20 Lésung) oder
Magermilch (5 % Magermilch in 0,05%iger PBS/Tween 20 Losung). Die Inkubationsdauer
betrug 1 h.

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten primaren Antikbrper mit den

entsprechenden Verdiinnungen und die Blockierungsart zusammenfassend dargestellt:

Tab. 4.8: primare Antikorper fir die Westernblotuntersuchungen

Nachzuweisendes | Name des primaren Wirt Hersteller | Verdiinnung Blockierung
Protein Antikorpers

HSP70 Anti-HSP70 mAb Maus abcam 1:20000 Magermilch
(70 kDa) Product code: ab6535 (ab6535) | 0,25 ul/5 ml
Phospho-Tyrosin | Anti-Phospho- Maus Cell 1:2000 BSA

Tyrosine mAb (P-Tyr- Signaling | 2,5 pl/5 ml

100) (#9411)
p44/42 MAPK Anti-p44/42MAP Maus Cell 1:2000 Magermilch
(42, 44 kDa) Kinase (L34F12) mAb Signaling | 2,5 pl/5 ml

(#4696)

Phospho-p44/42 Anti-Phospho- Kaninchen | Cell 1:1000 BSA
MAPK p44/42MAPK Signaling 5pl/5ml
(42, 44 kDa) (Thr202/Tyr204) (#4376)

(20G11) mAb
AT1-Rezeptor Anti  Angiotensin I Maus abcam 1:500 BSA
(40, 45, 60 kDa) Type 1 Receptor mAb (ab9391) 10 pl/5 ml

Die Verdlinnung der Antikorper erfolgte in der jeweiligen Blockierungslosung. Fur die Antigen-
Antikérper-Reaktion wurde die Membran bis auf eine Seite in Folie eingeschweil3t und 5 ml
der jeweiligen Antikérperldsung dazugegeben. Nach dem Entfernen aller Luftblasen wurde die
Membran komplett verschlossen und tber Nacht bei 4 °C unter Schwenken inkubiert.

Zum Entfernen des primaren Antikérpers wurde die Membran 3 x 10 min mit Waschpuffer (1 x
PBS/Tween20 [0,05 %]) unter Schwenken gewaschen. Je nach Wirt des primaren Antikdrpers
erfolgte die Wahl des sekundaren Antikdrpers (Tabelle 4.9).

Tab. 4.9: sekundare Antikorper fir die Westernblotuntersuchungen

Nachzuweisendes Name des Wirt Hersteller | Verdiinnung Blockierung
Protein sekundaren
Antikorpers
- HSP70 Anti-Maus IgG Ziege KPL 1:5000 siehe
- Phospho-Tyrosin Peroxydase-markiert (074-1802) 1 pl/5 ml primaren AK
- p44/42 MAPK (HRP)
- AT1-Rezeptor
- Phospho-p44/42 Anti-Kaninchen 1gG, Ziege Cell 1:1000 siehe
MAPK Peroxidase-markiert Signaling 5 pl/5 ml primaren AK
(HRP) (#7074)

Die Membran wurde wiederum in Folie eingeschweilt, 5 ml Antikdrperlésung (Verdinnung in

Blockierungslésung) dazugegeben und 1 h bei Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert.
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Durch 3 x 10minltiges Waschen (1 x PBS/Tween20 [0,05 %]) wurden die nicht gebundenen
Antikérpermolektile von der Membran entfernt.
Detektion mittels Chemolumineszenz (HAAs 2005):

Die Detektion der Immunkomplexe auf der Membran erfolgte mittels Chemolumineszenz.
Durch den Ubergang eines Elektrons aus einem angeregten Zustand in einen energetisch
niedriger liegenden Zustand durch den Umsatz von Luminol durch die am sekundaren
Antikdrper gebundenen Meerrettichperoxidase wird Licht emittiert.

Zunachst wurde der restliche Waschpuffer von der Membran entfernt und diese mit der
proteinbindenden Seite nach oben in eine Farbeschale gelegt. Daraufhin wurde die ECL-
Detektions-Losung auf die Membran pipettiert und fir 2 min inkubiert. Nach dem Abtropfen
der auf der Membran befindlichen Flissigkeit wurde diese zwischen zwei transparente Folien
gelegt und die Luftblasen entfernt.

Alle weiteren Arbeiten erfolgten nun in einem Fotolabor unter Rotlichtbeleuchtung. Die sich in
Folie befindende Membran wurde mit der proteinbindenden Seite nach oben in eine
Filmkassette gelegt und ein auf die GréRe zurechtgeschnittener Rontgenfilm (Medical X-Ray
Film HT1.000G Plus; Agfa) auf die Membran gegeben. Die Kassette wurde verschlossen und
der Rontgenfilm einige Zeit exponiert. Die Expositionsdauersdauer richtete sich nach den
verwendeten Antikdrpern und konnte einige Sekunden (HSP70, 10 sec) bis mehrere Minuten
betragen (1-5 min, trifft fir die anderen verwendeten Antikorper zu). AnschlieRend wurde der
Rontgenfilm unter Schwenken in Entwickler (Polymax RT Developer/Replenisher; Kodak: Cat.
No: P8432-25L) entwickelt, kurz mit Aqua dest. gewaschen und unter Schwenken in
Fixierldsung (Fixer; Kodak: Cat. No: P8307-20L) fixiert. Nachdem der Rdntgenfilm ein weiteres
Mal in Aqua dest. gewaschen wurde, konnte dieser lufttrocknen. Danach wurden die auf der
Membran markierten Markerbanden mit Permanentmarker auf den Rdntgenfilm tbertragen.

Strippen und weitere Antikorperinkubationen der Westernblots (ELLIS, 2004):

Zum Entfernen der Antikérper wurde die entsprechende Membran 1 h in 100 mM Glycin-
Lésung geschwenkt und anschlie®Bend 3 x 10 min in Waschpuffer (1 x PBS/Tween20 [0,05 %])
gewaschen. Daraufhin konnte die Membran erneut blockiert und mit einem Antikorper

inkubiert werden.

43. Kultivierung porciner Carotisabschnitte

Das Ziel der bisherigen Arbeiten bestand in der Suche nach einem geeigneten
Konzentrationsbereich der Wirkstoffe 17@-Estradiol und Genistein, unter dessen Einfluss die
Proliferation und Migration vaskularer glatter Muskelzellen gehemmt, die Vitalitat und
Proliferation von vaskuldren Endothelzellen jedoch beglinstigt wurde.

Diese Ergebnisse konnten genutzt werden um geeignete Drug Eluting Stents zu entwickeln, in
deren Oberflache entweder 17B-Estradiol oder Genistein inkorporiert wurde. Die genaue

Herstellung ist in Punkt 4.1. beschrieben. Das Freisetzungsverhalten der Wirkstoffe wurde
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zudem in von dieser Arbeit unabhangigen Untersuchungen am Institut fir Biomedizinische
Technik genau analysiert.

Es musste daraufhin eine experimentelle Methode fur die Untersuchung und die
Charakterisierung der durch die am IBMT entwickelten Drug-Eluting Stents ausgeldsten
Gewebereaktionen aufgebaut und erweitert werden.

Fur Gewebekulturen ist die Kultivierung in einem statischen Milieu im Gegensatz zur Zellkultur
nicht anwendbar. Zellen in einer Zellkultur lagern sich entweder in Form einer Monolayer
(adharente Zellen) oder in Form von Clustern (Suspensionszellen) zusammen. Daher deckt
die regelmafige Versorgung mit frischem Kulturmedium den Nahr- und Sauerstoffbedarf um
vitale und proliferierende Zellen zu erhalten Bei Gewebekulturen wirden tiefer liegende
Zellschichten nicht ausreichend versorgt und durch Stoffwechselendprodukte geschadigt
werden.

Dazu wurde im Rahmen anderer Arbeiten am Institut fir Biomedizinische Technik die
Kultivierung von porcinen Carotisabschnitten in dem Perfusionsmodell nach Minuth unter
Raumluftatmosphare mit verschiedenen Kultivierungsmedien getestet und etabliert (MINUTH,
2002, JAKOBS, 2004, SELENT, 2005, TUMMLER, 2006), bei dem durch die standige Zufuhr von
Medium der Nahr- und Sauerstoffgehalt konstant blieb und zellulare Metabolite abtransportiert
werden konnten.

Dazu wurde mit einer Peristaltikpumpe Perfusionsmedium aus einer Vorratsflasche unten in
den Container transportiert, wo es sich am Boden verteilte und zwischen dem Gewebe nach
oben aufstieg. Auf der anderen Seite des Containers befand sich im oberen Bereich eine
weitere Offnung, aus der das verbrauchte Medium das KultivierungsgefalR wieder verlassen
und in einer Abfallflasche gesammelt werden konnte. Das Gewebe wurde also immer mit dem
gleichen Nahr- und Sauerstoffgehalt versorgt.

Problematisch bei der Kultivierung von BlutgefaRabschnitten war jedoch, dass eine
Versorgung des BlutgefaBlumens mit Medium nicht gewahrleistet war. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit das Tube Chamber System TCS?® von Provitro etabliert. Prinzipiell
ahnelt dieses System dem zuvor verwendeten Perfusionssystem nach Minuth, das Gewebe
liegt jedoch nicht in einem Perfusionscontainer, sondern wird zwischen zwei Kolben mit
Adaptern fir die innere und auftere Mediumversorgung in einem Glaszylinder fixiert um dem
Gewebe so standig frische Nahrstoffe zuzufiihren, Es konnten so Blutgefalie variabler Langen
verwendet, das Lumen und die aulere Oberflache getrennt mit verschiedenen Medien

versorgt und unterschiedliche Flussraten der Medien eingestellt werden.

4.3.1. Kultivierungsbedingungen

Der Kultivierungszeitraum betrug 14 Tage, das Kulturmedium wurde im Rahmen anderer

Arbeiten am Institut fir Biomedizinische Technik etabliert (sieche Anhang).
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Es wurden porcine Carotisabschnitte nach unterschiedlichen Bedingungen kultiviert, dabei

zwei verschiedene Medien fur die Versorgung des inneren und des auflieren Bereichs der

Blutgefale untersucht sowie Stents in die Blutgefalie implantiert.

Tab. 4.10: Versuchsansatze Perfusionskultur

innere Versorgung auldere Versorgung Stent
1 Perfusionsmedium Perfusionsmedium ohne
2 Schweineserum Perfusionsmedium ohne
3 Perfusionsmedium Perfusionsmedium Metallstent
4 Perfusionsmedium Perfusionsmedium 17B-Estradiol-Eluting Stent
5 Perfusionsmedium Perfusionsmedium Genistein-Eluting Stent
4.3.2. Gewebekulturaufbau

Die Gewebekultivierung im Perfusionssystem erfolgte mit porcinem Schlachtmaterial, welches

genauso wie fur die Primarzellisolierung durch das Versuchsschlachthaus des
Forschungsinstitutes fur die Biologie landwirtschaftlicher Nutztiere (FBN) in Dummerstorf zur
Verfigung gestellt wurde. Auf Grund der GroRRe (passend flir die untersuchten Stentmalle)
und der Verflgbarkeit wurden BlutgefaRabschnitte der Arteria Carotis communis sowie der
Arteria carotis interna et externa von 6 Monate alten, meist weiblichen Schweinen der
deutschen Landrasse entnommen und in Transportmedium (DMEM-Medium + 200 pg/ml
Penicillin/Streptomycin + 5x10° M Amphotericin) bei 4 °C bis zum Gewebekulturaufbau

aufbewabhrt.

Abb. 4.3a

Abb. 4.3b
1 Eintritt auere Versorgung
2 Eintritt innere Versorgung
3 Kolben mit Adapter

1 Vorratsflasche auere Versorgung
2 Vorratsflasche innere Versorgung
3 Peristaltikpumpe

4 Warmeplatte

5 Kultivierungsgefan

6 Abfallflasche aulRere Versorgung
7 Abfallflasche innere Versorgung
8 Warmeabdeckung

4 Glaszylinder

5 Blutgefal mit implantiertem DES
6 Austritt auRere Versorgung

7 Austritt innere Versorgung

8 Stander

Abb. 4.3: Gewebekulturaufbau mit dem Tube Chamber System TCS?® von Provitro
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Die Einzelteile der Perfusionsapparatur wurden vor dem Aufbau nach Herstellerangaben
entweder autoklaviert, mit HeiRluft oder mit H,O,-Plasma sterilisiert. Der Aufbau erfolgte an
einer Sterilwerkbank, alle Hilfsmittel wurden sterilisiert verwendet. Um Kontaminationen zu
vermeiden, wurde zudem mit sterilen Handschuhen gearbeitet.

Zunachst wurden Gewebereste vom Blutgefal® entfernt und dieses mit PBS gespdlt. Bis zum
Einbau in die Perfusionskammer wurde der Carotisabschnitt in Transportmedium gelagert, um
Austrocknung zu verhindern. Bei Versuchsansatzen mit Stentimplantation, wurde ein
entsprechender DES-Prototyp auf einen Ballonkatheter gecrimpt und in dem Carotisabschnitt
positioniert. Eine mit isotonischer Kochsalzlésung geflillte Handpumpe (ACS) wurde an den
Katheter angeschlossen, und der Stent mit einem Druck von 10 bar fiir 10 sec aufgedehnt und
irreversibel dilatiert. Daraufhin wurde zum Stabilisieren des Gewebes ein dunner Draht in das
BlutgefaR eingefiihrt und das BlutgefaR mit Uberwurfmuttern an die Adapter der Kolben fir die
innere Versorgung fixiert. Dichtungsringe gewahrleisteten, dass sich die Medien fiir die innere
und aulere Versorgung nicht vermischten. Dieser Komplex wurde nun in den Glaszylinder
eingefiihrt und die Kolben fixiert. Danach erfolgte der Anschluss der Mediumversorgung an die
entsprechenden Adapter fir die innere und aulere BlutgefalRversorgung. Das Medium wurde
nun mit einer Peristaltikpumpe transportiert und die Perfusionskammer geflutet. Die Flussrate

fur die innere und dulRere Versorgung betrug 70,1 pl/min.

4.3.3. Untersuchungen des kultivierten Gewebematerials

Nach 14 Tagen wurde der Versuch abgebrochen und Gewebe, das mit dem Stent in Kontakt
war, fir rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen fixiert bzw. flr histologische
Untersuchungen und Immunfluoreszenz aufgeblockt. Der getestete Stentprototyp wurde
zudem in weiterfiihrenden Arbeiten am Institut hinsichtlich des Restwirkstoffgehalts mittels

HPLC untersucht und die Daten fir diese Arbeit freundlicherweise zur Verfligung gestellit.

4.3.31. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Der Carotisabschnitt, der gegebenenfalls direkten Stentkontakt hatte, wurde mit einer
ophthalonischen Schere langs aufgeschnitten, mit der Gefalinnenseite nach oben mit
Kanllen auf einer Praparationsunterlageunterlage befestigt und mit Fixierlésung
Uberschichtet. Nach 30minltiger Inkubation wurde die Gewebeprobe in Fixierlésung bei 4 °C
mind. 24 h gelagert. Nach dem Waschen mit 1 x Natrium-Phosphat-Puffer wurde die
Gewebeprobe mit 30 % Ethanol gespiilt und durch eine aufsteigende Ethanolreihe entwéassert.
Dazu erfolgte die Inkubation flr 10 min in 50 % Ethanol, 10 min in 75 % Ethanol, 15 min in 90
% Ethanol und 2 x 10 min in 100 % Ethanol. Daraufhin konnte die Probe schonend durch
Kritsch-Punkt-Trocknung getrocknet und mit einer ca. 10 nm dinnen Goldschicht im Sputter

Coater beschichtet werden.
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Die Bedienung des Rasterelektronenmikroskops und die Anfertigung der Aufnahmen erfolgte

am Insitut fur Biomedizinische Technik durch Martina Schroder und Babette Hummel.

4.3.3.2. Histologische Untersuchungen (H+E-, Azan- und Elastika
Farbung)

Aufblocken der Gewebeproben:

Zum Anfertigen von Cryostatschnitten war es notwendig, entsprechendes Gewebe (nativ oder
kultiviert) aufzublocken. Fir die histologischen Untersuchungen mussten die Carotisabschnitte
zuvor fixiert werden, die Immunfluoreszenz wurde mit unfixierten Proben durchgefiihrt.

Zu fixierende Carotisabschnitte wurden in Fixierlésung gegeben und 30 min inkubiert.
Daraufhin konnte die Gewebeprobe aufgeblockt werden. Dazu wurde ein Gefaldabschnitt
(fixiert oder unfixiert) von ca. 0,5 cm Lange auf einen Messingblock senkrecht mit etwas
Tissue-Tek® fixiert und in flissigem Stickstoff angefroren. Nachdem das Einbettmittel anfing
zu gefrieren, wurde die gesamte Gewebeprobe mit Tissue-Tek Uberschichtet und in fliissigem
Stickstoff durchgefroren. Es wurden Gewebeschnitte mit einer Schnittdicke von 5 pm in einem
Cryomikrotom (Leica) hergestellt und auf einen Objekttrager gezogen. Die Aufbewahrung der
Gewebeschnitte erfolgte bei -20 °C.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H+E-Farbung):

Bei der H+E-Farbung handelt es sich um eine histologische Ubersichtsfarbung, bei der alle
Zellkerne und basophile Bestandteile blau und das azidophile Zytoplasma rosa bis rot
angefarbt werden.

Nach 10minutiger Fixierung in eiskaltem Aceton wurden die Gewebeschnitte 4 min in
Hamalaun nach Mayer (Hamatoxylin-Ersatz; 1:5 verdinnt in Aqua dest.) gefarbt, kurz in Aqua
dest. gespult und in lauwarmen Leitungswasser fur 10 min gebldut. Daraufhin erfolgte die
50sekindige Farbung in Eosin, das Spilen in Aqua dest. und das Entwassern in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (10 s in 70 % Ethanol, 10 s in 96 % Ethanol, 4 min in absolutem
Ethanol). Nach 3mindtiger Inkubation in Xylol wurden die Praparate in Pertex eingedeckt und
nach dem Trocknen lichtmikroskopisch dokumentiert.

Azanfarbung nach Heidenreich

Mit der Azanfarbung werden kollagene und retikulare Bindegewebsfasern nach Beizung
intensiv blau gefarbt, Muskelgewebe und Zellkerne rot und elastische Fasern orange. Es ist
mit Hilfe dieser Farbemethode somit eine Unterscheidung von Bindegewebe und Muskulatur
moglich.

Die Gewebeschnitte wurden nach 10minutiger Fixierung in Aceton kurz in Anilinalkohol (0,1 %
[viv] Anilin in 90 % Ethanol) eingestellt und 15 min bei 56 °C mit einer vorgewarmten
Azokarminlosung im Warmeschrank gefarbt. AnschlieRend wurden die Praparate in Auga
dest. gespllt und in Anilinalkohol differenziert, so dass nur die Zellkerne angefarbt waren.

Nach 30sekindigem Waschen mit essigsaurem Alkohol (1 % [v/v] Eisessig in 96 % Ethanol)
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und kurzem Spulen in Aqua dest. wurden die Gewebeschnitte 30 min mit 5 % (w/v)
Phosphorwolframsaure entfarbt und gebeizt. Daraufhin wurde kurz mit Aqua dest. gespdlt, 30
min in einem Anilinblau-Orange G-Gemisch gefarbt und wiederum kurz in Aqua dest. gespdilt.
Nach Differenzierung der Gewebebestandteile in 96 % Ethanol wurden die Praparate in
absolutem Isopropanol entwassert und in Pertex eingedeckt. Nach Trocknung konnten die
Praparate lichtmikroskopisch dokumentiert werden.

Elastikafarbung nach Hart

Die Elastikafarbung ist eine histologische Farbemethode, mit der elastische Fasern
hervorgehoben werden kénnen. Diese werden blauschwarz, die Zellkerne rot und das
restliche Gewebe schwach violett angefarbt.

Nach 10minutiger Fixierung in Aceton durchliefen die Praparate eine absteigende Alkoholreihe
(jeweils 5 min 100 %, 96 % und 80 % Ethanol). Anschlie3end erfolgte die 15minltige Farbung
mit vorgewarmtem Resorcin-Fuchsin-Salzsaurealkohol im Warmeschrank bei 70 °C und das
Spulen in Aqua dest.. Fur jeweils 5 min wurden die Gewebeschnitte daraufhin in 96 % und 80
% Ethanol differenziert, in Aqua dest. gewaschen und zum Anfarben der Zellkerne 15 min in
Kernechtrot inkubiert.

Danach erfolgte die Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (10 min 80 % Ethanol,
10 min 96 % Ethanol, 1 min 100 % Ethanol) das Aufhellen fir 2 x 1 min in Xylol und das

Einbetten in Pertex. Die Dokumentation erfolgte am Lichtmikroskop.

4.3.3.3. Immunfluoreszenz zur Untersuchung der Wirkstoffverteilung

und -anreicherung im Gewebe

Bei einem Teil der Perfusionsansatze wurden Drug-Eluting Stents in einen porcinen
Carotisabschnitt implantiert. Die DES waren entweder 173-Estradiol- oder Genistein-
inkorporiert. Um zu analysieren, ob und wie der jeweilige Wirkstoff im Gewebe angereichert
und verteilt wird, sollten Cryostatschnitte der kultivierten Gewebeproben nach Stentkontakt mit
einem gegen dem Wirkstoff gerichteten Antikdrper untersucht werden. Diese Reaktion war

dann mit einem sekundaren, mit einem Fluochrom markierten Antikdrper visualisierbar.

Tab. 4.11  primare Antikorper fir die Immunfluoreszenz

Nachzuweisender Name des primaren Wirt Hersteller Verdiinnung
Wirkstoff Antikérpers
17B-Estradiol anti-17B-Estradiol (E2)| Maus |Acris 1:1000
mAb (BM959)
Genistein anti-Genistein (4°,5,7-| Maus |Biological 1:1000
Trihydroisoflavone) mAb (G2024-76)

Dazu wurden die unfixierten Gewebeschnitte (Cryostatschnitte, Schnittdicke 5 um) zunachst
mit 1 x PBS gewaschen und fur 30 min mit 4 % Formalin fixiert. Daraufhin erfolgte das

Permeabilisieren der Zellmembranen mit 0,1 % Triton X 100. Nach 3 x 5minitigem Waschen
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mit 1 x PBS wurde mit dem Primarantikérper (verdinnt in Antikdrperverdinnungslésung
[Antibody Diluent; BD Pharmingen™) fiir 2 h inkubiert.

Der Primarantikorper wurde daraufhin nach Ablauf der Inkubationszeit durch 3 x 5minltiges
Waschen mit 1 x PBS von der Gewebeprobe entfernt und diese mit dem Sekundarantikdrper

eine weitere h inkubiert.

Tab. 4.12  sekundarer Antikorper fir die Immunfluoreszenz

Nachzuweisender Name des primaren Wirt Hersteller Verdiinnung
Wirkstoff Antikérpers
17B-Estradiol anti-mouse IgG H+L (FITC) | Ziege |Abcam 1:1000
Genistein

Nach 3 x S5minutigem Waschen wurden fir 3 min mit Hoechst 33342 (1:100 verdunnt in 1 x
PBS) die Zellkerne angefarbt. Nach weiterem Waschen mit 1 x PBS (3 mal 5 min) konnte die
Probe mit PBS eingedeckt werden.

Die Fluoreszenz konnte schlieRlich mit dem Fluoreszenzmikroskop (FluoView 1000, Olympus;
Blaulichtanregung) visualisiert und mit der dazugehérigen Software dokumentiert werden.
Zum besseren Vergleich der Wirkstoffe wurde die Floureszenz fir 17(3-Estradiol rot, flr

Genistein griin dargestellt.

4.4, Statistik

Alle Versuche wurden mindestens dreimal durchgefihrt, beim MTS- und BrdU-Test vier und
bei den Migrationsuntersuchungen 2 Parallelen getestet.

Die statistische Beurteilung erfolgte mit Hilfe der Standardabweichung und des
homoskedastischen Students-t-Tests (Berechnung der Signifikanz) im

Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft EXCEL.

49



Ergebnisse

5. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Phytodstrogen Genistein im Vergleich zum humanen
Ostrogen 17B-Estradiol zunéchst hinsichtlich des Einflusses auf vaskulare Endothel- und
glatte Muskelzellen untersucht, um erste Aussagen Uber die biologische Aktivitat zu treffen
und Konzentrationsbereiche spaterer Stentbeschichtungen einzugrenzen.

Zudem wurden Stentprototypen mit 17p-Estradiol- und Genistein-Inkorporation hergestellt
und der Einfluss auf kultivierte porcine Carotisabschnitte untersucht.

Erforderliche Vorversuche, wie das Freisetzungsverhalten der Wirkstoffe aus der
Stentbeschichtung und die Etablierung des Perfusionsmediums sowie Untersuchungen an
den humanen vaskuldren Primarzellen wurden durch die Arbeiten der Nachwuchsgruppe
unter der Leitung von Frau Prof. Katrin Sternberg (IBMT, Rostock) bewerkstelligt und

konnten fir diese Arbeit freundlicherweise genutzt werden.

5.1. Untersuchungen auf Zellkulturebene

Im ersten Teil der Arbeit standen die Untersuchungen zum Einfluss von Genistein und 173-
Estradiol auf Zellebene im Mittelpunkt. Die Versuche wurden an den Zelllinien BFA und A7r5
sowie an den porcinen Primarzellen ppEC und ppSMC durchgefiihrt. Da die Resultate fiir die
Zelllinien BFA und A7r5 fir weiterfuhrende Arbeiten nicht relevant waren, sind diese im
Anhang dargestellt. Es erfolgten Untersuchungen zum Wirkstoffeinfluss hinsichtlich Vitalitat,

Proliferation, Migration und der Expression ausgewabhlter Proteine.

5.1.1. Ergebnisse der Primarzellisolierung

Es konnten in dieser Arbeit erfolgreich porcine vaskulare Endothel- und glatte Muskelzellen
nach OPITz et al. (2004) und LINDL (2002) isoliert werden. Die gewonnenen Zellen wurden
als ppEC (primary porcine Endothelial Cells) und ppSMC (primary porcine Smooth Muscle
Cells) bezeichnet.

Die Zellkultur ppEC zeigte in der Kultivierung bereits nach wenigen Tagen ein schnelles
Zellwachstum mit gut erkennbaren Zellansammlungen. Nach ca. 2 Wochen hatte sich eine
konfluente Monolayer ausgebildet und die Zellen konnten mit Trypsin/EDTA passagiert
werden, was Auswirkungen auf die Morphologie der Zellen hatte. Nach der Isolierung wiesen
die ppECs eine kleine kompakte Form auf, nach der Passage konnte man lang gestreckte

Zellen erkennen, die llickenlose Zellverbande bildeten.
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Abb. 5.1a Abb. 5.1b

Abb. 5.1: Entwicklung der primaren porcinen Endothelzellen (ppEC)
Abb. 5.1a:  ppEC 3 d nach der Isolierung
Abb. 5.1b:  ppEC Passage 1

In den immunchemischen Untersuchungen konnte der von Willebrand Faktor nur schwach
nachgewiesen werden. Der Antikérper war spezifisch fir den humanen von Willebrand
Faktor und kreuzreagierte mit dem porcinen Typ nur schwach.

Die gewonnen Endothelzellen wurden in den Passagen 3-10 fiir Versuche verwendet.

Abb. 5.2a Abb. 5.2b Abb. 5.2¢

Abb. 5.2: Immunhistochemischer Nachweis des von Willebrand Faktors in der Priméarzellen ppEC
Abb. 5.2a:  ppEC, Nachweis des von Willebrandfaktors

Abb. 5.2b:  ppEC, Negativkontrolle

Abb. 5.2c: HCAEC, Positivkontrolle, Nachweis des von Willebrandfaktors

Die Isolierung der ppSMC umfasste zunachst das Auswachsen der Fibroblasten fir 2
Wochen und die anschlieRende PDGF-induzierte Migration der Muskelzellen aus der Media
des BlutgefaRes. Nach ca. 3 Wochen waren somit die ersten Zellen muskularen Typs
nachweisbar. Diese wiesen eine langgestreckte, spindelférmige Morphologie auf und
konnten nach ca. 4 Wochen passagiert werden.
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Abb. 5.3a Abb. 5.3b

Abb. 5.3: Entwicklung der primaren porcinen glatten Muskelzellen (ppSMC)
Abb. 5.3a:  ppSMC 22 d nach Beginn der Isolierung
Abb. 5.3b:  ppSMC Passage 1

Im immunhistochemischen Nachweis des muskelzellspezifischen a-Smooth Muscle Actins
konnte eine deutliche Reaktion nachgewiesen werden.

Fir Versuche wurden die Muskelzellen ebenso in den Passagen 3-10 verwendet.

Abb. 5.4a Abb. 5.4b Abb. 5.4c
Abb. 5.4: Immunhistochemischer Nachweis des a-Smooth Muscle Actins in den Primarzellen
ppSMC

Abb. 54a: ppSMC, Nachweis des a-Smooth Muscle Actins
Abb. 5.4b:  ppSMC, Negativkontrolle
Abb. 5.4c: ATr5, Positivkontrolle

5.1.2. Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf Vitalitat und
Proliferation von vaskuliren Endothel- und glatten

Muskelzellen

Mit dem MTS-Test zum Vitalitats- und dem BrdU-Test zum Proliferationsnachweis sollte der
Einfluss des Phytodstrogens Genistein im Vergleich zum Ostrogen 17B-Estradiol analysiert
werden. Diese Untersuchungen dienten dem Eingrenzen eines interessanten
Konzentrationsbereiches, in dem mediale glatte Muskelzellen in der Proliferation gehemmt,
Endothelzellen hinsichtlich Vitalitdt und Proliferation aber nach Wirkstoffbehandlung

stimuliert wurden.
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Das Vitalitats- und Proliferationsverhalten der getesteten Zelltypen wurde nach 24 und 48 h
Wirkstoffeinfluss untersucht. Da zu den untersuchten Zeitpunkten keine nennenswerten
Unterschiede festgestellt wurden, wurde in den folgenden Abbildungen fir eine bessere
Ubersichtlichkeit lediglich der Einfluss der Wirkstoffe 17B-Estradiol und Genistein

vergleichend nach 48 h auf verschiedene Endothel- und glatte Muskelzelltypen dargestelit.

5.1.21. Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die porcinen

Primarzellen ppEC und ppSMC

Wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben wurden Primarzellen aus porcinem vaskuldrem
Gewebe isoliert und entsprechende Untersuchungen zum Wirkstoffeinfluss auf Vitalitat und
Proliferation durchgefihrt.

In Abb. 5.5 ist vergleichend der Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Vitalitat der
vaskularen Primarzellen ppEC in Bezug zur arretierten und restimulierten Negativkontrolle
NC3 dargestellt.
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Abb. 5.5: Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Vitalitat der porcinen Primarzellen
ppEC

relative Vitalitat in Bezug zu NC3; Test zur Vitalitdtsbestimmung: MTS (Promega) bei
A=492 nm; Ldsungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; n=4;
Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 ug/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 0,2 %
FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: EGF (25 ng/ml; auler bei NC1 und
NC2); NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH bei 173-
Estradiol-Testung, 0,2 % EtOH bei Genistein-Testung); Messung des
Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p <
0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,01)

Fir das Pharmakon 17B-Estradiol wurde nur bei einer Konzentration von 10* M eine
signifikante Vitalitdtshemmung der Primarzellen ppEC im Mittel um 48 % nachgewiesen. In
allen anderen untersuchten Konzentrationsbereichen konnte kein signifikanter Einfluss auf

die Vitalitat der Zellen gezeigt werden.
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Der Wirkstoff Genistein reduzierte die Vitalitat der primaren porcinen Endothelzellkultur ppEC
bei einer Konzentration von 10* M nach 48 h signifikant im Mittel um 15 %. Bei
Wirkstoffkonzentrationen von 10°-10"° M konnte nach 48 h Wirkstoffeinfluss eine
signifikante Vitalitdtsforderung von 11-30 % nachgewiesen werden. In den anderen
getesteten Konzentrationsbereichen wurde kein signifikanter Einfluss von Genistein auf die
Vitalitat dieses Zelltyps nachgewiesen.

Abb. 5.6 zeigt den Einfluss der Pharmaka 17B-Estradiol und Genistein auf die Proliferation

der vaskularen Primarzellen ppEC in Bezug zur Negativkontrolle NC3.
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Abb. 5.6: Einfluss von 17(3-Estradiol und Genistein auf die Proliferation der porcinen Primarzellen

ppEC

relative Proliferation in Bezug zu NC3; Test zur Proliferationsbestimmung: BrdU (Roche)
bei A=450 nm; Losungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10" Zellen/ml; n=4;
Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 ug/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 0,2 %
FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: EGF (25 ng/ml; auRer bei NC1 und
NC2); NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH bei 173-
Estradiol-Testung, 0,2 % EtOH bei Genistein-Testung); Messung des
Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p <
0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,01)

Die Proliferation der vaskularen Primarzellen ppEC wurde durch den Wirkstoff 17p-Estradiol
insbesondere bei einer Konzentration von 10* M beeinflusst. Es konnte in diesem
Konzentrationsbereich nach 48 h eine signifikante Reduktion der Zellteilungsrate im Mittel
um 71 % nachgewiesen werden. Bei einer Konzentration von 10 M wirkte17B-Estradiol um
23 % proliferationshemmend.

Das Pharmakon Genistein beeinflusste die Primarzellen ppEC hinsichtlich der Proliferation
bei einer Konzentration von 10* M durch eine signifikante 70%ige Hemmung nach 48 h
Wirkstoffeinfluss. Bei Wirkstoffkonzentrationen von 10® und 10° M konnte nach 48 h
Wirkstoffeinfluss eine signifikante Proliferationsférderung im Mittel um 10-15 % gezeigt
werden. Die Proliferationsuntersuchungen der Primarzellen ppEC nach Genistein-Einfluss

bestatigen somit die ersten in den Vitalitatstests gewonnenen Daten.
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Far die Negativkontrolle NC1, die wahrend der gesamten Versuchslaufzeit mit Vollmedium
(inkl. 10 % FCS) behandelt wurde, wurde fir diesen Zelltyp eine Proliferationshemmung
nachgewiesen. Die Zellzahl der in den entsprechenden Wells kultivierten ppEC ist wahrend
der Versuchsdauer zu hoch geworden, so dass in diesem Fall durch eine mikroskopisch
nachweisbare Kontaktinhibition die Zellteilungsrate reduziert wurde.

Der Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die primare vaskulare glatte
Muskelzellkultur ppSMC hinsichtlich Vitalitat in Bezug zu Negativkontrolle NC3 ist in Abb. 5.7

dargestellt.
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Abb. 5.7: Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Vitalitdt der porcinen Primarzellen

ppSMC

relative Vitalitat in Bezug zu NC3; Test zur Vitalitdtsbestimmung: MTS (Promega) bei
A=492 nm; Lésungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; n=4;
Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 ug/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 0,2 %
FCS + 100 ug/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: PDGF (25 ng/ml; auler bei NC1 und
NC2); NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH bei 17f3-
Estradiol-Testung, 0,2 % EtOH bei Genistein-Testung); Messung des
Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p <
0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,01)

Der Einfluss des Wirkstoffes 17(3-Estradiol auf die Vitalitat zeigte sich bei einer Konzentration
von 10™ M durch eine signifikante Hemmung im Mittel um 25 % nach 48 h Wirkstoffeinfluss.
Diese Reduktion lasst sich jedoch, wie auch zuvor schon mehrmals beobachtet auf die
Zytotoxizitat des Pharmakons in diesem Konzentrationsbereich zurtckfihren. Alle weiteren
untersuchten Konzentrationsbereiche des Wirkstoffes 17B-Estradiol Ubten keinen Einfluss
auf die Vitalitat der Zellen aus.

Der Wirkstoff Genistein bewirkte in allen getesteten Konzentrationen keine Veranderung

hinsichtlich der Vitalitat der primaren porcinen glatten Muskelzellkultur ppSMC.
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In Abb. 5.8 ist vergleichend der Einfluss von 17@-Estradiol und Genistein auf das
Proliferationsverhalten der Primarzellen ppSMC in Bezug zur arretierten und restimulierten

Negativkontrolle NC3 dargestellt.
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Abb. 5.8: Einfluss von 17(3-Estradiol und Genistein auf die Proliferation der porcinen Primarzellen

ppSMC

relative Proliferation in Bezug zu NC3; Test zur Proliferationsbestimmung: BrdU (Roche)
bei A=450 nm; Losungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10" Zellen/ml; n=4;
Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 0,2 %
FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: PDGF (25 ng/ml; aufer bei NC1 und
NC2); NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH bei 173-
Estradiol-Testung, 0,2 % EtOH bei Genistein-Testung); Messung des
Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p <
0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,01)

Die Proliferation der porcinen vaskularen glatten Muskelzellen ppSMC wurde durch den
Wirkstoff 17B-Estradiol bei Konzentrationen von 10* und 10° M deutlich gehemmt. Nach 48
h Wirkstoffeinfluss wurde die Proliferation im Vergleich zur Bezugskontrolle NC3 bei 10* M
signifikant im Mittel auf 17 % reduziert, bei 10° M auf 58 %. Zudem konnte bei einer
Konzentration von 107> M eine geringfiigige Proliferationshemmung um 17 % beobachtet
werden.

Nach 48 h Genistein-Behandlung wurde die Proliferation bei diesem Zelltyp bei einer
Konzentration von 10% M signifikant im Mittel um 93 % reduziert, bei einer
Wirkstoffkonzentraton von 10° M um 24 %. In allen weiteren getesteten
Konzentrationsbereichen konnte nach Genistein-Behandlung keine Veranderung der
Proliferationsrate gezeigt werden.

Sowohl das Pharmakon 17B-Estradiol als auch das Phytodstrogen Genistein waren nur in
hohen Wirkstoffkonzentrationen zu einer Proliferationshemmung bei der Zellkultur ppSMC
befahigt. In diesen Konzentrationsbereichen ist die Zytotoxizitat der Wirkstoffe

ausschlaggebende Ursache flr die nachgewiesene Reduktion der Zellteilungsrate. Eine
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Proliferationshemmung auch in geringeren Konzentrationsbereichen konnte fur die

Primarzellen ppSMC nicht nachgewiesen werden.

5.1.2.2. Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die humanen
Primarzellen HCAEC und HCASMC

Die Wirkstoffe 173-Estradiol und Genistein wurden im Rahmen anderer Arbeiten am Institut
fur Biomedizinische Technik unter der Leitung von Frau Prof. Katrin Sternberg an den
humanen Primarzellen HCAEC und HCASMC hinsichtlich Vitalitat und Proliferation getestet.
Diese Daten wurden freundlicherweise flir diese Arbeit bereitgestellt und sollen fir
Vergleichszwecke nachfolgend gezeigt werden.

Der Einfluss der Wirkstoffe 17B-Estradiol und Genistein auf die humane vaskulare
Endothelzellkultur HCAEC hinsichtlich Vitalitat in Bezug zur Negativkontrolle NC3 ist in Abb.
5.9 dargestellt.
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Abb. 5.9: Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Vitalitdt der humanen Primarzellen
HCAEC

relative Vitalitdt in Bezug zu NC3; Test zur Vitalitdtsbestimmung: MTS (Promega) bei
A=492 nm; Loésungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; n=4:
Medium: Endothelial Cell Growth Medium MV2 mit Supplement; 48 h Arretierung
(Endothelial Cell Growth Medium MV2 + 0,5 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.);
Wachstumsfaktor: EGF (25 ng/ml; auRBer bei NC1 und NC2); NC1: unbehandelte
Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3: arretierte und restimulierte
Negativkontrolle; Messung des Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch
signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden
zu NC3 (p=0,01)

Im Hinblick auf die Vitalitdt der humanen endothelialen Primarzellen HCAEC bewirkte das
Pharmakon 17B-Estradiol nach 48 h bei einer Konzentration von 10* M eine signifikante
Reduktion um 83 %, bei einer Konzentration von 10° M um 37 %. Fir alle anderen
untersuchten Wirkstoffkonzentrationen konnte hinsichtlich der Vitalitat kein weiterer Einfluss
von 17B-Estradiol nachgewiesen werden.

57



Ergebnisse

Fir das Phytodstrogen Genistein konnte ahnlich wie fiir das Ostrogen 17B-Estradiol bei einer
Wirkstoffkonzentration von 10* M nach 48 h eine Vitalitaitshemmung im Mittel um 50 %
gezeigt werden, was sich wieder durch die Zytotoxizitat der Wirkstoffe in diesem
Konzentrationsbereich erklart. Im Gegensatz dazu erwies sich Genistein jedoch in einem
Konzentrationsbereich von 107-10° M nach 48 h als vitalitatsstimulierend. Es wurde eine
signifikante Vitalitdtssteigerung der humanen Primarzellen HCAEC im Mittel um 20 %
ermittelt. Diese Resultate bestatigen die in den Vitalitdtsuntersuchungen der porcinen
Primarzellen ppEC bisher gezeigte endothelzellstimulierende Charakteristik Genisteins. Es
konnte aber auch mit diesen Ergebnissen fir den Wirkstoff 17p-Estradiol wiederholt gezeigt
werden, dass hier keine Stimulation bewirkt werden konnte.

Der Einfluss von 17p-Estradiol und Genistein auf das Proliferationsverhalten der humanen
endothelialen Primarzellen HCAEC in Bezug zur arretierten und restimulierten
Negativkontrolle NC3 ist in Abb. 5.10 dargestellt.
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Abb. 5.10: Einfluss von 173-Estradiol und Genistein auf die Proliferation der humanen Primarzellen
HCAEC
relative Proliferation in Bezug zu NC3; Test zur Proliferationsbestimmung: BrdU (Roche)
bei A=450 nm; Ldsungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10™ Zellen/ml; n=4;
Medium: Endothelial Cell Growth Medium MV2 mit Supplement; 48 h Arretierung
(Endothelial Cell Growth Medium MV2 + 0,5 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.);
Wachstumsfaktor: EGF (25 ng/ml; auRer bei NC1 und NC2); NC1: unbehandelte
Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3: arretierte und restimulierte
Negativkontrolle; Messung des Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch
signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden
zu NC3 (p =0,01)

Aus dieser vergleichenden Abbildung ist ein unterschiedliches Wirkverhalten der Pharmaka
17B-Estradiol und Genistein hinsichtlich des Einflusses auf die Proliferation der humanen
endothelialen Primarzellen HCAEC ableitbar. Flir den Wirkstoff 17p-Estradiol war bei einer

Konzentration von 10 M nach 48 h eine signifikante Proliferationsreduktion im Mittel um 90
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% nachweisbar. Zudem wurden weitere Proliferationshemmungen nach 48 h bei einer
Konzentration von 10° M um 55 % und bei 107 M um 10 % gezeigt.

Neben einer Proliferationshemmung des Phytodstrogens Genisteins nach 48 h
Wirkstoffeinfluss bei einer Wirkstoffkonzentration von 10* M um 90 %, konnte fiir eine
Genistein-Konzentration von 10° M eine signifikante Proliferationsinduktion im Mittel um 50
% nachgewiesen werden. Diese proliferationsstimulierenden Eigenschaften Genisteins auf
die humanen Endothelzellen HCAEC waren zudem in einem weiteren Konzentrationsbereich
von 107-10"" M erkennbar. Da die Untersuchungsergebnisse jedoch mit sehr hohen
Standardabweichungen behaftet waren, konnten diese Resultate nicht statistisch
untermauert werden.

Die Ergebnisse der Proliferationsuntersuchungen bestatigen zum einen die Vitalitatstests
dieses Zelltyps sowie die Vitalitats- und Proliferationsuntersuchungen an den porcinen
Primarzellen ppEC. Es konnten fiir das Pharmakon Genistein im Gegensatz zum Ostrogen
17B-Estradiol endothelstimulierende Eigenschaften nachgewiesen werden.

Der Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die primdaren humanen Muskelzellen
HCASMC hinsichtlich Vitalitat ist in Abb. 5.11 dargestellt.
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Abb. 5.11: Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Vitalitat der humanen Primarzellen
HCASMC

relative Vitalitat in Bezug zu NC3; Test zur Vitalitdtsbestimmung: MTS (Promega) bei
A=492 nm; Ldsungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; n=4;
Medium: Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 mit Supplement; 48 h Arretierung
(Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 + 0,1 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.);
Wachstumsfaktor: PDGF (25 ng/ml; aufler bei NC1 und NC2); NC1: unbehandelte
Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3: arretierte und restimulierte
Negativkontrolle; Messung des Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch
signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden
zu NC3 (p = 0,01)

Der Wirkstoff 17B-Estradiol hemmte bei einer Konzentration von 10* M die Vitalitat der
humanen glatten Muskelzellkultur HCASMC nach 48 h Wirkstoffeinfluss signifikant im Mittel

um 43 %. Die Konzentrationen 10°-10° M sowie 10™'? M bewirkten eine Vitalititshemmung
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um 5-10 %. Alle weiteren getesteten Konzentrationen des Ostrogens 17B-Estradiol nahmen
keinen signifikanten Einfluss auf das Vitalitdtsverhalten der untersuchten Zellen.

Bei einer Konzentration von 10* M beeinflusste das Phytodstrogen Genistein das
Vitalitatsverhalten der humanen Muskelzellen durch eine signifikante Hemmung um 30 %.
Desweiteren konnte bei etwas geringeren Wirkstoffkonzentrationen (10, 108, 10° M) eine
leichte Vitalitatsforderung von 7-17 % gezeigt werden. In allen anderen untersuchten
Konzentrationsbereichen konnte kein Einfluss des Wirkstoffes Genisteins auf die Vitalitat der
Zellen nachgewiesen werden.

Fir beide Pharmaka ist in der Literatur eine deutliche Hemmung glatter Muskelzellen
hinsichtlich  Vitalitit und Proliferation beschrieben worden. Die bei 10* M
Wirkstoffkonzentration nachgewiesene Vitalitatsreduktion ist wiederum der Zytotoxizitat der
Pharmaka in diesem  Konzentrationsbereich  zuzuschreiben. Bei  geringeren
Wirkstoffkonzentrationen konnte diese Hemmung nicht nachgewiesen werden, fir Genistein
wurde sogar eine geringe aber signifikante Vitalitatsstimulation gezeigt. Damit konnten die
Resultate aus den Vitalitatsuntersuchungen der porcinen glatten Muskelzellkultur ppSMC
bestatigt werden.

In Abb. 5.12 ist der Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf das Proliferationsverhalten
der humanen glatten Muskelzellkultur HCASMC in Bezug zur Negativkontrolle NC3

dargestellt.
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Abb. 5.12: Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Proliferation der humanen Priméarzellen
HCASMC
relative Proliferation in Bezug zu NC3; Test zur Proliferationsbestimmung: BrdU (Roche)
bei A=450 nm; Losungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10™ Zellen/ml; n=4;
Medium: Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 mit Supplement; 48 h Arretierung
(Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 + 0,1 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.);
Wachstumsfaktor: PDGF (25 ng/ml; aufder bei NC1 und NC2); NC1: unbehandelte
Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3: arretierte und restimulierte
Negativkontrolle; Messung des Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch
signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden
zu NC3 (p=0,01)
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Der hemmende Einfluss des Wirkstoffes 173-Estradiol auf das Proliferationsverhalten der
Zellkultur HCASMC ist nur bei einer Wirkstoffkonzentration von 10 M nachweisbar. Nach 48
h 17B-Estradiol-Behandlung wurde die Zellteilungsrate signifikant im Mittel um 72 %
reduziert. Dahingegen konnte bei einer Konzentration von 10" M eine signifikante
Proliferationsinduktion um 14 % gezeigt werden.

Das Proliferationsverhalten der humanen glatten Muskelzellen nach 48 h Genistein-
Behandlung konnte nur bei Genistein-Konzentrationen von 10* und 10° M beeinflusst
werden. Bei einer Wirkstoffkonzentration von 10* M wurde die Zellteilungsrate um 93 %, bei
10®° M um 41 % signifikant reduziert.

Alle weiteren getesteten Genistein-Konzentrationen bewirkten keine Proliferationshemmung.

Die in der Literatur beschriebenen proliferationshemmenden Wirkungen von 17B-Estradiol
und Genistein konnten wiederholt nur bei sehr hohen Wirkstoffkonzentrationen
nachgewiesen werden, die auf die Zytotoxizitat der Wirkstoffe zurlick zu fihren sind. Diese
Resultate bestatigen die bisher in dieser Arbeit gesammelten Ergebnisse aus den Vitalitats-

und Proliferationsuntersuchungen.

5.1.2.3. Einfluss einer Genistein/Sirolimus-Kombinationslésung auf das
Proliferationsverhalten der humanen Primarzellen HCAEC und
HCASMC

Hinsichtlich der Restenosepravention nach kardiovaskularen Interventionen wurden fur den
Wirkstoff Sirolimus antiproliferative Auswirkungen auf vaskulare glatte Muskelzellen durch
verschiedene Forschergruppen beschrieben (LUSCHER et al., 2007). Dieses Pharmakon ist
zudem als Inkorporation in einem kommerziellen DES in der Klinik vorzufinden (SES;
Cypher®; Cordis Corporation, Miami Lakes, FL, USA; NAKAZAWA et al.; 2007).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten flr das Phytodstrogen Genistein nur bedingt
antiproliferative  Fahigkeiten an glatten GefalRmuskelzellen nachgewiesen werden.
Interessant ist aber die Stimulation vaskularer Endothelzellen. Daher war es im Verlauf
dieser vorangegangenen Untersuchungen interessant, was eine kombinierte Wirkstofflésung
aus Genistein und Sirolimus fiur Auswirkungen auf vaskulare Endothel- und glatte
Muskelzellen hat, da das Ziel der Restenoseforschung darin besteht, ein Praparat zu
entwickeln, das die Fahigkeit besitzt vaskulare Endothelzellen zu stimulieren, vaskulare
glatte Muskelzellen dagegen zu hemmen.

Es wurde dazu das Proliferationsverhalten der humanen primaren Endothel- und glatten
Muskelzellen (HCAEC und HCASMC) nach 48stindiger Behandlung mit der

Wirkstoffkombination mittels des BrdU-Tests ermittelt.
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Der Einfluss von Genistein und Sirolimus auf das Proliferationsverhalten der humanen
endothelialen Primarzellen HCAEC in Bezug =zur arretieten und restimulierten
Negativkontrolle NC3 ist in Abb. 5.13 dargestellt.
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Abb. 5.13:  Einfluss von Genistein und Sirolimus auf die Proliferation der humanen Primarzellen
HCAEC
relative Proliferation in Bezug zu NC3; Test zur Proliferationsbestimmung: BrdU (Roche)
bei A=450 nm; Lésungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10™ Zellen/ml; n=6;
Medium: Endothelial Cell Growth Medium MV2 mit Supplement; 48 h Arretierung
(Endothelial Cell Growth Medium MV2 + 0,5 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.);
Wachstumsfaktor: EGF (25 ng/ml; auBer bei NC1 und NC2); NC1: unbehandelte
Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3: arretierte und restimulierte
Negativkontrolle; Messung des Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch
signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden
zu NC3 (p = 0,01)

Bei einer Wirkstoffkonzentration von 10° M bewirkten sowohl Genistein, als auch Sirolimus
sowie eine Kombination aus beiden Wirkstoffen eine deutliche Proliferationshemmung. Dabei
wurde die Zellteilungsrate durch Genistein im Mittel signifikant um 35 %, durch Sirolimus und
der Kombinationslosung um 50 % reduziert. Bei dieser hohen Wirkstoffkonzentration liegt die
Proliferationshemmung in der Zytotoxizitat der Wirkstoffe begrindet.

Das Phytodstrogen Genistein bewirkte bei Wirkstoffkonzentrationen von 105-107 M sowie
107"° M eine deutliche Proliferationssteigerung, die durch die hohen Standardabweichungen
jedoch statistisch nicht untermauert werden konnte, was jedoch die Ergebnisse der
bisherigen Proliferationsuntersuchungen an diesem Zelltyp bestatigt (Abb. 5.10). Zudem
wurde fiir eine Konzentration von 102 M eine signifikante Proliferationsinduktion im Mittel
um 200 % gezeigt, die aber in den bisherigen Untersuchungen einzigartig war und daher in
der Gesamtbetrachtung des Wirkstoffes Genisteins nicht aussagekrattig ist.

Neben der signifikanten Proliferationshemmung bei einer Konzentration von 10° M,
stimulierte das Pharmakon Sirolimus die Zellteilungsrate der primaren humanen

Endothelzellen in einem Konzentrationsbereich von 107'°-10™"" M signifikant im Mittel um 50-
62



Ergebnisse

150 %. In den anderen untersuchten Konzentrationsbereichen konnte kein signifikanter
Wirkstoffeinfluss ermittelt werden.

Die Kombinationsldsung der Wirkstoffe Genistein und Sirolimus zeigte neben der
Proliferationshemmung bei 10° M Wirkstoffkonzentration, die fiir alle Wirkstoffansatze
nachgewiesen wurde, auch in einem Konzentrationsbereich von 10%-107 M
zellteilungsreduzierende Eigenschaften auf die Primarzellen HCAEC. Bei einer
Konzentration von 10° M wurde hingegen eine signifikante Stimulation der Proliferation im
Mittel um 35 % gezeigt. Fir alle weiteren untersuchten Konzentrationsbereiche, konnte fiir
die Kombinationslésung kein weiterer signifikanter Einfluss nachgewiesen werden.

Es konnte in diesem Versuchsansatz wiederholt fir Genistein eine Proliferationsstimulation
gezeigt werden, die aber auch bei Untersuchung der Kombinationslésung ersichtlich wurde.
Wie aussagekraftig diese Daten nun sind, muss in weiterfiihrenden Versuchen ermittelt
werden.

In Abb. 5.14 ist der Einfluss von Genistein und Sirolimus sowie der Kombinationsloésung auf
das Proliferationsverhalten der humanen glatten Muskelzellen HCASMC in Bezug zur

Negativkontrolle NC3 dargestellt.
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Abb. 5.14: Einfluss von Genistein und Sirolimus auf die Proliferation der humanen Primarzellen
HCASMC
relative Proliferation in Bezug zu NC3; Test zur Proliferationsbestimmung: BrdU (Roche)
bei A=450 nm; Lésungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10" Zellen/ml; n=6;
Medium: Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 mit Supplement; 48 h Arretierung
(Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 + 0,1 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.);
Wachstumsfaktor: PDGF (25 ng/ml; aufer bei NC1 und NC2); NC1: unbehandelte
Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3: arretierte und restimulierte
Negativkontrolle; Messung des Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch
signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden
zu NC3 (p =0,01)
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Es wird in diesem Versuchsansatz deutlich, dass weder Genistein noch Sirolimus, wie auch
die Kombination beider Wirkstoffe im gesamten Konzentrationsbereich eine
Proliferationshemmung der primaren humanen glatten Muskelzellkultur HCASMC bewirkte.
Es konnte lediglich bei einzelnen Wirkstoffkonzentrationen eine signifikante
Proliferationssteigerung nachgewiesen werden. Das Phytodstrogen Genistein stimulierte bei
einer Konzentration von 10" M die Zellteilungsrate im Mittel um 43 %, Sirolimus bei
Konzentrationen von 10° und 10" M um 23-28 %. Fiir die Kombinationsldsung wurde bei
einer Wirkstoffkonzentration von 107'° M eine Proliferationsstimulation um 23 % gezeigt.

Fir Genistein wurde in vorangegangenen Untersuchungen bereits nachgewiesen, dass die
Fahigkeit zur Proliferationshemmung von vaskuldren glatten Muskelzellen nur bei sehr
hohen Wirkstoffkonzentrationen vorliegt. Dieser Sachverhalt konnte mit diesen
Untersuchungen bestatigt werden. Das Pharmakon Sirolimus zeigte in diesen Tests zudem
ahnliche Wirkungen wie Genistein, eine signifikante Proliferationshemmung konnte nicht
nachgewiesen werden.

Mit der Kombination beider Wirkstoffe sollte ein Praparat erzeugt werde, welches vaskulare
Endothelzellen in der Proliferation stimuliert, im gleichen Konzentrationsbereich vaskulare
glatte Muskelzellen jedoch hemmt. Da schon in der Sirolimus-Testung die erwartete
Hemmung nicht gezeigt werden konnte, konnte dieser Nachweis auch nicht fur die
Kombinationsldsung erbracht werden. In weiterfUhrenden Untersuchungen muss nun die

Aussagekraft dieser Daten ermittelt werden.

5.1.2.4. Zusammenfassung

In Tab. 5.1 sind die Resultate der Vitalitats- und Proliferationsuntersuchungen nach 17f3-
Estradiol- und Genistein-Einfluss sowie nach dem Einfluss der Genistein/Sirolimus-
Kombination zusammenfassend dargestellt. Die Wirkstoffe 17B-Estradiol und Genistein
bewirkten bei einer Konzentration von 10 M und zum Teil auch bei 10° M eine Reduktion
der Vitalitdt und der Proliferation bei fast allen Zelltypen. Es ist also davon auszugehen, dass
17B-Estradiol und Genistein in diesem Konzentrationsbereich zytotoxisch wirkten.

Im Gegensatz zu 17B-Estradiol konnte durch Genistein Vitalitdt bzw. Proliferation glatter
GefalRmuskelzellen auch in niedrigeren Konzentrationsbereichen gehemmt werden (insb. bei
A7r5, Abb. IV [Anhang]). Zudem konnte aber auch eine Proliferationsférderung vaskularer
Endothelzellen (ppEC bei 10°-10° M, Abb. 5.6; HCAEC bei 10°® M Wirkstoffkonzentration,
Abb. 5.10) gezeigt werden.

Die Wirkstoffkombination aus Genistein und Sirolimus bewirkte im getesteten
Konzentrationsbereich lediglich auf die Endothelzellkultur HCAEC eine
Proliferationshemmung in einem Konzentrationsbereich von 10°-107 M (Abb. 5.13). Die
Muskelzellkultur ~ HCASMC  wies  nach Genistein/Sirolimus-Behandlung keine

Proliferationshemmung auf.
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Tab. 5.1: Einfluss von 173-Estradiol und Genistein sowie Sirolimus/Genistein auf die Vitalitat und
Proliferation vaskularer Endothel- und glatter Muskelzellen
17B-Estradiol Genistein Sirolimus/
Genistein
Vitalitat Proliferation | Vitalitat Proliferation | Proliferation
BFA® 110%™ 0%, 10™m | [10*10°, | [10%10° |-
10™-10"" M | 10%-10°M
ATrS* }10* M L10%10°, | kein 11010 M | -
-10_4 -1 signifikanter
107710 M )
Einfluss
ppEC }10* ™M }10*-10° 10 m, }10* -
110°-10"M | 110°-10°M
ppSMC 110%m 110410\, | kein l10*10°m | -
1072 M signifikanter
Einfluss
HCAEC 10%10°m | [10%10°, | [10™M, 110%m, 1105107 M
-7
107 M 1107-10°M | 110°M 110°M
HCASMC 110*%10° M, | [10% M 110%m, }10%10° R
-12
107°M T072M 0%, 10%
10°M

| =Hemmung

1= Stimulation
*: Ausflhrliche Darstellung siehe Anhang

5.1.3. Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Migration

primarer vaskularer glatter Muskelzellen

In restenotischen Prozessen wurde neben einer Induktion der Proliferation auch eine
vermehrte Migration vaskularer glatter Muskelzellen beschrieben. Daher sollten im Rahmen
dieser Arbeit neben Vitalitdts- und Proliferationstestungen auch Untersuchungen zum
Migrationsverhalten vaskularer glatter Muskelzellen durchgefiihrt werden. Zunachst wurden
die Wirkstoffe 17p-Estradiol und Genistein an den porcinen Primarzellen ppSMC hinsichtlich
des Einflusses auf die Migration getestet. In weiterfUhrenden Arbeiten am Institut far
Prof.

Migrationsuntersuchungen an den humanen Primarzellen HCASMC durchgefuhrt. Die

Biomedizinische Technik wurden unter der Leitung von Frau Sternberg
Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden flur diese Arbeit zu Vergleichszwecken

freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

5.1.3.1. Wirkung auf die porcinen Primarzellen ppSMC

In Abb. 5.15 ist das Migrationsverhalten der Primarzellen ppSMC nach 17p-Estradiol- und

Genistein-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle Kp dargestellt.
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Abb. 5.15: Einfluss von Genistein und 17B-Estradiol auf die Migration der Primarzellen ppSMC;
relative Migration in Bezug zu Kp
Lésungsmittel der Wirkstoffe: Ethanol; Zellzahl: 1 x 10° Zellen/ml; n=2; Medium: DMEM
+ 10 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep. ; 48 h Arretierung (DMEM + 0,2 % FCS + 100
ug/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: PDGF (10 ng/ml; auRer bei Ko, Kg und K);
Ko: ppSMC unbehandelt
Ke: ppSMC + 0,2 % EtOH
Kpe: ppSMC + 0,2 % EtOH+10 ng PDGF
Ky: ppSMC + 1 mM Ly294002 (Migrationshemmer)
Kpiy: ppSMC+ 1 mM Ly294002+ 10 ng PDGF
Kp: ppSMC + 10 ng PDGF
Farbung und Zahlung nach 24 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu Kp (p <
0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu Kp (p < 0,01)

Das Pharmakon Genistein bewirkte in einem Konzentrationsbereich von 10°-10° M eine
signifikante Hemmung der Zellmigration im Mittel um ca. 50-60 %. In den anderen
untersuchten Konzentrationsbereichen konnte kein Einfluss auf das Migrationsverhalten
nach Genistein-Einfluss gezeigt werden.

Fir den Wirkstoff 17B-Estradiol konnte eine migrationshemmende Wirkung in einem
Konzentrationsbereich von 10“-10% M im Mittel um 45-57 % nachgewiesen werden. Zudem
zeigte 17B-Estradiol auch bei sehr geringen Wirkstoffkonzentrationen von10™"" und 102 M
einen migrationshemmenden Einfluss um ca. 30 bzw. 50 %.

Die mitgefiihrten Kontrollen entsprachen zudem den Erwartungen. Im Vergleich zur
Bezugskontrolle Kr zeigten die Zellen der Kontrolle K, eine deutlich verringerte Migration.
Daraus kann man schlief3en, dass der Wachstumsfaktor PDGF als Migrationslockstoff fir die
Primarzellen ppSMC unter diesen Versuchsbedingungen geeignet ist. Zudem lasst sich aus

den Kontrollen Ke und Kpe schlieBen, dass das Losungsmittel Ethanol in der hochsten
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wirkstoffrelevanten Konzentration das Migrationsverhalten der Zellen nicht signifikant
beeinflusst. Zusatzlich lasst sich aus den Kontrollen K., und Kp., die migrationshemmende
Wirkweise von Ly294002 ableiten.

5.1.3.2. Vergleich zu den humanen Primarzellen HCASMC

In der Abb. 5.16 ist das Migrationsverhalten der humanen Primarzellen HCASMC nach

Genistein- und 173-Estradiol-Einfluss dargestellt.
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Abb. 5.16: Der Einfluss von Genistein und 17B-Estradiol auf die Migration der Priméarzellen
HCASMC,; relative Migration in Bezug zu Kp
Lésungsmittel der Wirkstoffe: Ethanol; Zellzahl: 1 x 10° Zellen/ml; n=2; Medium: Smooth
Muscle Cell Growth Medium 2 mit Supplement; 48 h Arretierung (Smooth Muscle Cell
Growth Medium 2 + 0,1 % FCS + 100 pyg/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: PDGF (10
ng/ml; aufler bei Ko, Ke und Ky,);
Ko: ppSMC unbehandelt
Ke: ppSMC + 0,2 % EtOH
Kpe: ppSMC + 0,2 % EtOH+10 ng PDGF
Ky: ppSMC + 1 mM Ly294002 (Migrationshemmer)

A Kpy: ppSMC+ 1 mM Ly294002+ 10 ng PDGF
Kp: ppSMC + 10 ng PDGF
Farbung und Zahlung nach 24 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu Kp (p <
5); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu Kp (p < 1)

Im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich konnte lediglich bei einer 17p-Estradiol-
Konzentration von 10° M eine signifikante Migrationsstimulation gezeigt werden. Alle
weiteren getesteten Wirkstoffkonzentrationen, sowohl von 173-Estradiol als auch Genistein,
bewirkten keinen signifikanten Einfluss auf die Migration der primaren humanen glatten
Muskelzellkultur HCASMC.

67



Ergebnisse

Aus der Abbildung kann man jedoch ableiten, dass das Phytodstrogen Genistein im
Vergleich zum getesteten 173-Estradiol migrationshemmende Eigenschaften Dbesitzen
konnte. Die Daten konnten jedoch auf Grund der sehr hohen Standardabweichung statistisch
nicht untermauert werden. Mit diesem Versuch konnte somit das in dem vorangegangenen
Migrationstest der Primarzellen ppSMC nachgewiesene migrationshemmende Potential

beider Wirkstoffe nicht bestatigt werden.

5.1.4. Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf den Status
ausgewahlter Proteine in primaren porcinen Endothel- und

glatten Muskelzellen

Zunachst wurden die Effekte von 173-Estradiol und Genistein auf Vitalitat, Proliferation und
Migration vaskularer Endothel- und glatter Muskelzellen untersucht. Daher sollten neben der
Untersuchung des Hitzeschockproteins HSP70, dessen Expressionsmuster Aussagen Uber
den Zellstress der untersuchten Zellkulturen nach Wirkstoffeinfluss ermdglicht, einige in
mitotischen Vorgangen involvierte Proteine hinsichtlich der Expression und auch des
Aktivierungszustandes untersucht werden, die als Targets fir die Wirkstoffe 17B-Estradiol
und Genistein bekannt sind. Es soll untersucht werden, ob sich diese Zusammenhange auf

die porcinen Primarzellen ppEC und ppSMC Ubertragen und verifizieren lassen.

5.1.41. Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf den Proteinstatus

von ppEC
In der folgenden Abbildung ist der Einfluss des Wirkstoffes 17p-Estradiol sowohl nach 24 als

auch nach 48 h auf das Muster ausgewahlter Proteine der vaskularen Endothelzellkultur
ppEC zusammenfassend dargestellt.

Es wurde bei diesen Untersuchungen zunachst der Gesamtgehalt des Proteinkomplexes
p44/42 MAPK naher betrachtet. Der hier im Westernblot gegen p44/42 MAPK verwendete
Antikérper detektiert laut Herstellerangaben eine Doppelbande zum einen bei einer GréfRe
von 44 zum anderen bei 42 kDa. Aus Abb. 5.17 geht hervor, dass flr alle untersuchten
Proben nach 17B-Estradiol-Einfluss sowie flr die Kontrollen ein positiver Proteinnachweis
erfolgen konnte. Das Ostrogen 17B-Estradiol bewirkte nahezu im gesamten untersuchten
Konzentrationsbereich nach 24 wie auch 48 h im Vergleich zur 48 h arretierten und mit 5 %
FCS, 1 ug/ml Ang Il und 25 ng/ml EGF restimulierten Kontrolle NC3 keinen Unterschied in
der Signalstirke der Banden. Eine Ausnahme stellte die mit 10 M 17p-Estradiol versetzte
Probe nach 48 h Wirkstoffeinfluss dar. Im Hinblick auf die vorangegangenen Vitalitats-,
Proliferations- und Migrationsunteruchungen wurde, bedingt durch eine geringe Anzahl

lebender Zellen durch die hohe Wirkstoffkonzentration und der damit verbundenen
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Zytotoxizitat, nur eine geringe p44/42 MAPK Gesamtexpression bei dieser 173-Estradiol-

Konzentration nachgewiesen.
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Abb. 5.17: Einfluss von 17B3-Estradiol auf das Proteinmuster in primaren porcinen Endothelzellen.
Lésungsmittel des Wirkstoffs: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; Medium: DMEM + 10
% FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 0,2 % FCS + 100 pg/ml
Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: EGF (25 ng/ml; auRer bei NC1 und NC2); Ang II: 1
pg/ul; NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH)

Die Aktivierung von p44/42 MAPK erfolgt Gber Phosphorylierung und flhrt zur Aktivierung
von Nuclear Transcription Factors und anderen, im Zytoplasma lokalisierten Kinasen und
somit unter anderem zur Stimulation zellularer Proliferation und Migration. Daher wurde in
dieser Arbeit neben dem Gesamt p44/42 MAPK Gehalt die phosphorylierte und somit aktive
Form von p44/42 MAPK nachgewiesen, um mogliche Auswirkungen des Wirkstoffes 173-
Estradiol auf das Proliferationsverhalten der primaren porcinen vaskularen Zellkulturen ppEC
und ppSMC zu analysieren.

Dazu erfolgte der Nachweis mit einem, gegen phosphorylierte p44/42 MAPK gerichteten
Antikérper, der laut Herstellerangaben eine Doppelbande bei 42 und 44 kDa detektiert. Nach
24stiundiger 17B-Estradiol-Exposition waren die Intensitdten der Doppelbanden aller
untersuchter Konzentrationsbereiche vergleichbar mit der 48 h arretierten und mit 5 % FCS,
1 pg/ml Ang Il und 25 ng/ml EGF restimulierten Bezugskontrolle NC3. Nach 48 h
Wirkstoffeinfluss schien 17(3-Estradiol jedoch die Menge phosphorylierter p44/42 MAPK im

Vergleich zur Bezugskontrolle NC3 zu erhéhen, denn alle getesteten Konzentrationen (mit
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Ausnahme von 10 M Wirkstoffkonzentration) zeigten eine starkere Bandenintensitat als die
der Kontrolle NC3. Es ist daher anzunehmen, das 173-Estradiol ein geringes Potential zu
Aktivierung, sprich Phosphorylierung von p44/42 MAPK in den primdren porcinen
Endothelzellen ppEC aufweist.

Desweiteren wurde der Einfluss von 17B-Estradiol auf das Expressionsmuster des AT1-
Rezeptors der porcinen vaskularen Primarzellen ppEC untersucht. Der in diesen
Westernblotuntersuchungen verwendete, gegen den AT1-Rezeptor gerichtete Antikdrper
weist bis zu 3 Banden in den Proben bei GroRen von 60, 45 und 40 kDa je nach
Glykosylierung des Rezeptors nach, das Molekulargewicht des Rezeptors betragt 41 kDa.

Es konnten in allen untersuchten Proben dieses Zelltyps die in den Herstellerangaben des
Antikérpers angegebenen Banden nachgewiesen werden, die 60 kDa Bande war aber nur
schwach nachweisbar. Nach 24- wie auch nach 48stiindiger 173-Estradiol-Applikation waren
kaum Veranderungen im Bandenmuster nachweisbar. Dieser Wirkstoff scheint das
Proteinexpressionsmuster des AT1-Rezeptors in den primaren porcinen Endothelzellen
nachweislich nicht zu beeinflussen.

Weiterhin sollte in diesen Untersuchungen gepriift werden, ob 17B-Estradiol bzw. Genistein
Einfluss auf den Tyrosin-Phosphorylierungsstatus haben, und somit Riickschliisse auf das
zelluladre Proliferationsverhalten der porcinen Primarzellen ppEC und ppSMC geschlossen
werden kénnen. Dazu wurde zunachst der Phospho-Tyrosin-Status nach 17p-Estradiol-
Applikation der primaren porcinen Endothelzellkultur ppEC untersucht. 17p-Estradiol
beeinflusste sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden Wirkstoffexposition den Status
phosphorylierter Proteine nur wenig. Die Proben aller untersuchten Konzentrationsbereiche
zeigten ein vergleichbares Bandenmuster hinsichtlich Struktur und Intensitat. Eine
Ausnahme ist wiederum nach 48 h 17B-Estradioleinfluss bei einer Konzentration von 10* M
erkennbar. Hier ist die Starke der nachgewiesenen Banden etwas schwacher, vermutlich auf
Grund der Zytotoxizitat von 173-Estradiol bei dieser Konzentration.

Mit dem Nachweis des Hitzeschockproteins 70 (HSP70), welches zur Familie der 70 kDa
grofden, ubiquitar exprimierten HSPs gehort, sollten Aussagen Uber den zellularen Stress
nach Wirkstoffexposition getroffen werden. Es handelt sich dabei um hochkonservierte
Proteine, deren Aufgabe in der Aufrechterhaltung der zellularen Homdéostase besteht Das
unter normalen Umstanden konstitutiv exprimierte HSP70 arbeitet wahrend der
Proteinsynthese als Chaperon und ist in Prozessen des intrazellularen Transports und der
Degradation beteiligt. Unter Stress-Bedingungen wird durch die Beteiligung von HSP70 die
zellulare Struktur durch die Reparatur beschadigter Proteine im Zytoplasma und durch die
Blockade der Apoptose geschitzt. Daher wird HSP70 auch als Stressprotein bezeichnet und
eine Hochregulierung dieses Proteins als eine Reaktion auf zelluldren Stress angesehen
(BEERE et al., 2000; BEERE, 2004).
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Eine 24stiindige 17pB-Estradiol-Exposition mit Wirkstoffkonzentrationen von 10 bis 107 M
nach 48stundiger Arretierung und Restimulierung mit 5 % FCS, 1 ug/ml Ang Il und 25 ng/ml
EGF in Bezug zur arretierten und restimulierten Kontrolle NC3 zeigte keinen ersichtlichen
Einfluss auf die HSP70-Expression. Es konnte fir jede Probe eine Proteinbande mit einer
Grole von 70 kDa nachgewiesen werden, wonach es sich nach Herstellerangaben des
Antikdrpers um das nachzuweisende Protein HSP70 handelt. Nach 48stundigem 17(3-
Estradioleinfluss wurde ein ahnliches Resultat ermittelt. Lediglich bei einer
Wirkstoffkonzentration von 10* M wurde eine deutlich schwachere Bande im gesuchten
Grolenbereich nachgewiesen.

In Abb. 5.18 ist der Einfluss von Genistein auf das Muster ausgewahlter Proteine der

vaskularen Endothelzellkultur ppEC dargestellt.
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Abb. 5.18: Einfluss von Genistein auf das Proteinmuster in primaren porcinen Endothelzellen.
Lésungsmittel des Wirkstoffs: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; Medium: DMEM + 10
% FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 0,2 % FCS + 100 pg/ml
Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: EGF (25 ng/ml; auRer bei NC1 und NC2); Ang II: 1
pg/ul; NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,2 % EtOH)

Der p44/42 MAPK Proteinkomplex konnte nach Genistein-Applikation im gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich in Form einer Doppelbande bei Grofien von 44 und 42
kDa nachgewiesen werden. Nach 24 h Wirkstoffeinfluss war die Bandenintensitat von 10™-

107 M etwas geringer als die der arretierten und restimulierten Bezugskontrolle NC3. Die
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Expression wurde in diesem Konzentrationsbereich nach 24 h Wirkstoffeinfluss durch
Genistein folglich etwas reduziert.

Nach 48 h Genistein-Einfluss wurde auRer bei einer Wirkstoffkonzentration von 10* M eine
mit der der Bezugskontrolle NC3 vergleichbare Bandenintensitat im gesamten untersuchten
Konzentrationsbereich nachgewiesen. Durch die Applikation von 10*M Genistein wurde die
Menge von p44/42 MAPK deutlich reduziert.

Nach Prifung des p44/42 MAPK Gesamtprotein-Status der Endothelzellkultur ppEC, sollte in
weiteren Untersuchungen der Aktivierungsstatus dieser Proteingruppe ermittelt werden.
Nach 24 h Genistein-Behandlung wurde ein ahnliches Resultat wie nach 24 h 17(3-Estradiol-
Einfluss ermittelt. Alle untersuchten Konzentrationen auRer 10 M wiesen eine vergleichbare
Bandenintensitit mit der der Referenzkontrolle NC3 auf. Bei 10* M Wirkstoffkonzentration
wurde phosphorylierte p44/42 MAPK nur schwach exprimiert.

Eine 48stlindige Genistein-Behandlung bewirkte ein anderes Resultat: Die Proben, die mit
Wirkstoffkonzentrationen von 107 -10"2 M behandelt wurden lieferten eine vergleichbare
Bandenstarke wie die Bezugskontrolle NC3. Primare porcine Endothelzellen, die mit 10 und
10® M Genistein exponiert wurden, zeigten nach Westernblot hinsichtlich des Nachweises
von phosphorylierter p44/42 MAPK eine etwas geringere Bandenintensitat. Bei einer
Genistein-Konzentration von 10° M war dagegen der Gehalt dieses phosphorylierten
Proteinkomplexes deutlich héher.

Es konnten also fir beide Wirkstoffe nach 48 h bei einzelnen Konzentrationen eine erhéhte
Menge der aktivierten, also phosphorylierten Form von p44/42 MAPK nachgewiesen werden.
Fir das Phyto6strogen Genistein wurde vergleichend zu 17B-Estradiol der Einfluss auf die
AT1 Proteinexpression untersucht. Es konnten auch flir Genistein nur sehr geringe
Unterschiede in der Bandenintensitat nachgewiesen werden. Nach 24 h Wirkstoffinkubation
war bei Wirkstoffkonzentrationen von 10 bis 10° M die Signalstirke der Banden etwas
geringer im Vergleich zur arretierten und restimulierten Bezugskontrolle NC3, nach 48 h
konnte dieser Aspekt in einem Konzentrationsbereich von 10*-107 M nachgewiesen werden.
Da es sich nur um geringe Unterschiede in der Bandenintensitat handelt, sind diese schwer
zu beurteilen.

Die Resultate der Westernblotuntersuchungen nach Genistein-Einfluss hinsichtlich des
Phospho-Tyrosin-Status unterscheiden sich von denen nach 17p-Estradiol-Behandlung.
Nach 24stindiger Genistein-Applikation konnte im Vergleich zur Bezugskontrolle eine
verstarkte Phosphorylierung von Tyrosinen bei Konzentrationen von 10° M und 108-10° M
nachgewiesen werden, nach 48 h Wirkstoffexposition erweiterte sich der
Konzentrationsbereich auf 10°-10" M. Diese Resultate untermauern die
Proliferationsuntersuchungen. Neben der Aktivierung von p44/42 MAPK werden auch

Phosphotyrosinkinasen aktiviert, was sich in der Erh6hung des Phospho-Tyrosin-Status nach
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Genistein-Applikation widerspiegelt. Diese Aktivitdt beginstigt die Proliferation und die
Differenzierung von Zellen.

Der Einfluss von Genistein auf die endotheliale Primarzellen ppEC hatte, wie zuvor fir das
17B-Estradiol
Auswirkungen auf den HSP70-Status.

Es beide Wirkstoffe

Konzentrationsbereich (Ausnahme 10* M) den =zelluldren Stress im Vergleich zur

Pharmakon nachgewiesen, im gesamten Konzentrationsbereich kaum

ist also davon auszugehen, dass nahezu im gesamten

Bezugskontrolle NC3 nicht erhéhen.

5.1.4.2.
von ppSMC

Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf den Proteinstatus

Der Einfluss von 17B-Estradiol auf das Proteinmuster der porcinen vaskularen glatten

Muskelzellkultur ist in der folgenden Abbildung zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 5.19:
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Einfluss von 17(3-Estradiol auf das Proteinmuster in primaren porcinen glatten

Lésungsmittel des Wirkstoffs: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; Medium: DMEM + 10
% FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 0,2 % FCS + 100 pg/ml
Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: PDGF (25 ng/ml; auf’er bei NC1 und NC2); Ang II: 1

Hg/pl;

arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH)

NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
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Zunachst wurde auch fiir dieses Zellkultursystem der Einfluss des Ostrogens 17B-Estradiol
auf die p44/42 MAPK Gesamtexpression beurteilt.

Nach 17B-Estradiol-Applikation konnte sowohl nach 24 als auch nach 48 h
Wirkstoffbehandlung kein Unterschied in der Bandenintensitdt im Vergleich zur
Bezugskontrolle NC3 gezeigt werden. 17B-Estradiol zeigte somit keinen Einfluss auf die
p44/42 MAPK Gesamtexpression der Zellkultur ppSMC.

Fir die Kontrolle NC2, die wahrend der gesamten Versuchsdauer arretiert wurde, konnte nur
ein schwacher Nachweis erfolgen. Durch den fortwdhrenden Serumentzug zum Zeitpunkt
der Probenaufarbeitung, wies dieser Ansatz eine deutlich geringere Zelldichte als in den
anderen Proben auf. Zudem wurde die p44/42 MAPK Expression vermutlich durch den
Serummangel eingeschrankt.

Um Aussagen Uber die Aktivitat der p44/42 MAPK treffen zu kdbnnen war auch in diesem Fall
die Untersuchung der phosphorylierten Form dieses Proteinkomplexes notwendig. Nach
24stindiger 17(3-Estradiol-Applikation ist die Bandenintensitdt nach dem phospho p44/42
MAPK-Nachweis im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich etwas schwacher als die
der Referenzkontrolle NC3, die 48 arretiert und mit 5 % FCS, 1 yg/ml Ang Il und 25 ng/mi
PDGF restimuliert wurde. Die Menge aktivierter p44/42 MAPK wurde durch das Ostrogen
17B-Estradiol also geringfugig reduziert.

Ein 48stindiger 17B-Estradiol-Einfluss lieferte ein ganzlich anderes Bild: Bei
Wirkstoffkonzentrationen von 10° bis 10° M wurde im Vergleich zur Doppelbande der
Referenzkontrolle NC3 eine deutlich starkere Bandenintensitat und somit auch eine hdhere
Menge phosphorylierter p44/42 MAPK nachgewiesen. Fir alle Proben, die mit niedrigeren
17B-Estradiol-Konzentrationen behandelt wurden, zeigten mit der Bezugskontrolle NC3
vergleichbare Resultate.

Far 17B-Estradiol wurden somit die Ergebnisse aus den vorangegangenen Vitalitats- und
Proliferationstests bestatigt in denen sich dieses Pharmakon als nicht oder nur gering
proliferationshemmend auf die porcine Primarzellen ppSMC auswirkte. Die
Westernblotuntersuchungen zeigten, dass der in Signalkaskaden der Proliferation beteiligte
Proteinkomplex p44/42 MAPK in seiner aktiven Form zwar nach 24h 173-Estradioleinfluss
verringert wird, diese Reduktion aber nicht ausreichend ist, um eine Hemmung der
Proliferation von glatten Muskelzellen zu bewirken. Nach 48 h Wirkstoffexposition wurde
sogar eine etwas hdhere Menge phosphorylierter p44/42 MAPK als in der Kontrolle NC3
nachgewiesen, was bedeutet, dass 17B-Estradiol nach 48 h eine Proliferationsstimulation
bewirken konnte.

Fir das Ostrogen 17B-Estradiol wurde beschrieben, dass der AT1 Rezeptor nach Applikation
gehemmt und AT1-vermittelte Signalkaskaden inhibiert werden (NICKENIG et al., 1998).

Dieser Sachverhalt sollte nun auch fir die primare porcine glatte Muskelzellkultur ppSMC
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analysiert werden. Nach 173-Estradiol-Expositionen war bei 40 kDa ein positiver Nachweis
sowohl nach 24 als auch nach 48 h Wirkstoffinkubation ersichtlich. Es konnte nach 24 h eine
leichte Reduktion der AT1 Rezeptor Expression bei Konzentrationen von 10%-10° M im
Vergleich zur Bezugskontrolle NC3 gezeigt werden. In diesem Konzentrationsbereich
reduzierte das Ostrogen auch nach 48 h Wirkstoffinkubation die Proteinexpression des AT1
Rezeptors. Zusatzlich bewirkten 17B-Estradiol-Konzentrationen von 10°-10" M eine
verminderte AT1 Rezeptor Expression.

Der Phospho-Tyrosin-Status wurde durch 17B-Estradiol-Behandlung der primaren porcinen
Muskelzellkultur ppSMC nur nach 24stindiger Wirkstoffinkubation beeinflusst. In einem
Konzentrationsbereich von 10°-10"" M ist die Intensitit der Banden deutlich geringer als die
der arretierten und restimulierten Bezugskontrolle NC3 bei gleichbleibendem Bandenmuster.
Nach 48 h konnte kein Einfluss von 173-Estradiol auf die Aktivitat der Phosphotyrosinkinasen
(PTK) und somit dem Phospho-Tyrosin-Status im untersuchten Konzentrationsbereich
nachgewiesen werden. Diese Resultate stitzen vorangegangene Untersuchungen. Die
Reduktion der MAPK-Aktivitat konnte ebenso wie die Hemmung der Aktivitat der PTK nur
nach 24 h gezeigt werden.

Das Ostrogen 17B-Estradiol wirkte sich zudem sowohl nach 24 als auch nach 48 h nur leicht
auf den HSP70-Status der primaren porcinen glatten Muskelzellkultur ppSMC aus. Die bei
einer Grofle von 70 kDa nachgewiesenen Banden waren bei einer Wirkstoffkonzentration
von 10 bis 107 M nach 24 h Wirkstoffeinfluss von gleicher Intensitit wie die der
Bezugskontrolle NC3. 17B-Estradiol-Konzentrationen ab 10® M und geringer bewirkten sogar
eine geringere HSP70 Expression, was auf einen geringeren Zellstress als bei der
Negativkontrolle NC3 nach 24stundiger 173-Estradiol-Exposition schlie3en lasst.

Die Signalstarke der nachgewiesenen Banden bei einer Grof3e von 70 kDa war nach einer
48stundigen 17B-Estradiol-Inkubation bei verschiedenen Konzentrationen vergleichbar mit
der Intensitat der arretierten und restimulierten Referenzkontrolle NC3. Ausnahme bildeten
dabei die Proben, die mit Wirkstoffkonzentrationen von 10 und 10" M behandelt wurden.
Die geringere HSP70 Expression im Vergleich zur Negativkontrolle NC3 bei einer 17p3-
Estradiol-Konzentration von 10* M I&sst im Hinblick auf vorangegangene Untersuchungen
auf Zytotoxizitats-bedingte Effekte schlieRen, die geringere HSP70-Menge bei einer
Konzentration von 10" M im Vergleich zu den anderen untersuchten Konzentrationen und
der Bezugskontrolle NC3 ist einmalig in der gesamten Versuchsreihe und scheint
versuchsbedingt zu sein.

Fir die Kontrolle NC1 wurde nur eine sehr schwache Bande nachgewiesen, was darauf
hinweist, dass das Protokoll zur Stammhaltung der primaren porcinen glatten Muskelzellen

ppSMC nur eine geringe HSP70 Expression bewirkt und im Vergleich zur NC3 mit
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48stundiger Arretierung und Restimulierung mit 5 % FCS, 1 pg/ml Ang Il und 25 ng/ml PDGF
ein deutlich geringerer Zellstresses abzuleiten ist.

Da fir die durchgangig arretierte Kontrolle NC2 keine Bande nachgewiesen werden konnte,
kann davon ausgegangen werden, dass die Menge von HSP70 durch den andauernden
Serumentzug deutlich reduziert wurde.

In Abb. 5.20 ist der Einfluss des Phytotstrogens Genistein auf das Muster ausgewahlter

Proteine der primaren vaskularen glatten Muskelzellkultur ppSMC dargestellt.
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Abb. 5.20: Einfluss von Genistein auf das Proteinmuster in primaren porcinen glatten Muskelzellen.
Lésungsmittel des Wirkstoffs: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; Medium: DMEM + 10
% FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 0,2 % FCS + 100 pg/ml
Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: PDGF (25 ng/ml; aufder bei NC1 und NC2); Ang II: 1
pg/ul; NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,2 % EtOH)

Die p44/42 MAPK Gesamtexpression wurde nach 24 h Genistein-Behandlung in einem
Konzentrationsbereich von 10#-10° M leicht reduziert, nach 48 h bei Konzentrationen von
10%-10° M. Alle weiteren untersuchten Genistein-Konzentrationen zeigten keine
Auswirkungen auf die Expression von p44/42 MAPK Gesamtprotein, die nachgewiesenen
Doppelbanden waren in ihrer Intensitat vergleichbar mit der der arretierten und restimulierten
Bezugskontrolle NC3. Die unbehandelte Kontrolle NC1 lieferte zu beiden Zeitpunkten
hingegen ein unerwartetes Resultat. Es konnte nur eine schwache p44/42 MAPK

Gesamtexpression nachgewiesen werden, die eventuell durch eine Proliferationshemmung
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durch Kontaktinhibition der Zellen mit Erreichen einer zu hohen Zelldichte erklarbar ist (auch
in Proliferationsuntersuchungen wurde dieses Phdnomen nachgewiesen [Abb. 5.8]).

Der Aktivierungsstatus von p44/42 MAPK nach Genistein-Applikation wurde im Gegensatz
zur 17B-Estradiol-Behandlung sowohl nach 24 als auch nach 48 h deutlich verandert. Ein
24stiindiger Genistein Einfluss bewirkte in einem Konzentrationsbereich von 10 bis 10° M
eine Reduktion der aktiven, also phosphorylieten Form des p44/42 MAPK
Proteinkomplexes, nach 48 h war dieser Aspekt im gesamten untersuchten
Konzentrationsbereich zu beobachten.

Fir das Phytodstrogen Genistein wurde beschrieben, dass nach Applikation die Hemmung
des AT1 Rezeptors erfolgt (YU et al., 2008). Im Hinblick auf die Resultate zur p44/42 MAPK
Aktivitat ist es sehr interessant, wie sich das Isoflavon auf die AT1 Rezeptorexpression der
porcinen Primarzellen ppSMC auswirkt. Es konnten nach Genistein-Applikation alle 3, mit
diesem Antikérper nachweisbaren Banden des Rezeptors im gesamten untersuchten
Konzentrationsbereich nachgewiesen werden, was auf Unterschiede in der Glykosylierung
des Rezeptors hinweist. In Konzentrationsbereichen von 10*-10° M sowie 108-10° M konnte
nach 24 h eine leichte Reduktion der AT1 Rezeptorexpression im Vergleich zur
Bezugskontrolle NC3 gezeigt werden. Der Effekt bei einer Wirkstoffkonzentration von 10* M
liegt aber in der Zytotoxizitat von Genistein bei dieser Konzentration begrindet.

Eine 48stlindige Genistein-Exposition lieferte ebenso einen konzentrationsabhangigen
Unterschied in der Bandenstarke einiger Proben im Vergleich zur Bezugskontrolle NC3.
Wirkstoffkonzentrationen von 10 bis 10° M sowie 10™""-10"? M bewirkten eine Reduktion
der AT1-Rezeptor Menge in den primdren porcinen glatten Muskelzellen im Vergleich zur
arretierten und restimulierten Kontrolle NC3. Die Reduktion der AT1- Menge bei 10 M liegt
dabei wiederum in der Zytotoxizitat von Genistein bei dieser Konzentration begrindet.

Der Einfluss des Phytodstrogens Genistein wurde ebenso sowohl nach 24 als auch nach 48
h hinsichtlich des Status phosphorylierter Tyrosine untersucht. Es konnten lediglich nach 24
h Wirkstoffbehandlung leichte Unterschiede im Bandenmuster zwischen der Bezugskontrolle
NC3 und den mit unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen getesteten Proben festgestellt
werden. Zudem ist auch eine konzentrationsabhangige Beeinflussung der Bandenintensitat
erkennbar. Bei einer Wirkstoffkonzentration von 10* M konnte nur eine Bande bei 70 kDa
deutlich nachgewiesen werden, Wirkstoffkonzentrationen in einem Bereich von 108-10° M
bewirkten einen schwacheren Nachweis phosphorylierter Tyrosine.

AbschlieRend wurde fir das Phytodstrogen Genistein untersucht, in wie fern es sich auf den
Zellstress der glatten Muskelzellkultur nach Applikation auswirkt. Nach 24 h Genistein-
Exposition hatten alle nachgewiesenen Banden bei 70 kDa eine geringere Intensitat als die
der Bezugskontrolle NC3. Eine Ausnahme bildete dabei die Probe mit einer untersuchten

Wirkstoffkonzentration von 107° M, die vergleichbar zur Kontrolle NC3 war. Zudem wurde
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eine geringe HSP70 Expression bei 10* M festgestellt. Im Vergleich zu den
vorangegangenen Vitalitdts-, Proliferations- und Migrationsunteruchungen ist von einer
Zytotoxizitat des Wirkstoffes bei dieser Konzentration auszugehen.

Nach 48 h Genistein-Behandlung zeigte sich ein ahnliches Bild. Die nachgewiesenen
Banden bei 70 kDa wiesen eine etwas geringere Starke als die der Referenzkontrolle NC3
auf. Bei einer Wirkstoffkonzentration von 10* M zeigte sich auch nach 48 h aufgrund
zytotoxischer Eigenschaften von Genistein eine deutlich geringere HSP70 Expression im
Vergleich zur Kontrolle NC3.

Zusammenfassend konnen genauso wie flr 17B-Estradiol auch fir Genistein nahezu im
gesamten untersuchten Konzentrationsbereich keine Stressanzeichen durch erhdhte HSP70
Expression abgeleitet werden. Beide Wirkstoffe bewirken keinen erhéhten Zellstress in den

relevanten Konzentrationsbereichen.

5.2. Kultivierung porciner Carotisabschnitte

Im Anschluss an die in vitro Testungen der Wirkstoffe 17p-Estradiol und Genistein musste
ein experimentelles Modell herangezogen werden um die entsprechenden, am IBMT
hergestellten und auf das Freisetzungsverhalten untersuchten Stentprototypen hinsichtlich
der ausgelosten Gewebereaktionen zu charakterisieren. Basierend auf vorangegangene
Untersuchungen wurde ein Perfusionsmodell weiterentwickelt, in dem Blutgefalabschnitte
mit den zu testenden DES kultiviert werden konnten. Auf Grund der Verfligbarkeit des
biologischen Materials und der GrdlRe der zu applizierenden DES wurden porcine
Carotisabschnitte in dem Tube Chamber System TCS? (Provitro) 14 Tage nach
unterschiedlichen Bedingungen kultiviert (Punkt 4.3.1.) und nachfolgend morphologisch und

histologisch untersucht.

5.21. Kultivierung eines Carotisabschnittes mit innerer und aulBerer

Mediumversorgung

Bevor Gewebereaktionen nach Stentkontakt in diesem Kultivierungsmodell genauer
untersucht werden konnten, musste geklart werden, ob mit diesem System porcine
Carotisabschnitte Uber einen Zeitraum von 14 d mit dem zuvor am IBMT etablierten
Perfusionsmedium vital erhalten werden konnten. Daher erfolgte die Kultivierung zunachst
unter Verwendung des Perfusionsmediums sowohl fur die innere als auch die &dulere
Blutgefallversorgung. Die Darstellung der Resultate erfolgte mit bildgebenden Verfahren. Die
rasterelektronenmikroskopischen und histologischen Ergebnisse sind in Abb. 5.21

zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 5.21: Rasterelektronenmikroskopische und histologische Untersuchungen eines kultivierten
Carotisabschnittes mit innerer und aulRerer Mediumversorgung

Abb. 5.21a: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines nativen Carotisabschnittes

Abb. 5.21b:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, H+E-Farbung

Abb. 5.21c:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Azan-Farbung

Abb. 5.21d:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Elastika-Farbung

Abb. 5.21e: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines 14 d kultivierten
Carotisabschnittes

Abb. 5.21f:  Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, H+E-Farbung

Abb. 5.21g: Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, Azan-Farbung

Abb. 5.21h:  Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, Elastika-Farbung
1: Intima, 2: Media, 3: Adventitia, Pfeil gelb: geschadigter Intimabereich, Pfeil
weill+schwarz: Endothel

Zur Untersuchung der Intimamorphologie wurden rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen der BlutgefaRinnenseiten von nativem und 14 d kultiviertem Gewebe angefertigt
Das Endothel der Intima eines nativen Carotisabschnitt (Abb. 5.21a) wurde dem eines 14 d
mit innerer und &dufRerer Mediumversorgung kultivierten Carotisabschnittes vergleichend
gegenlbergestellt (Abb. 5.21e).

Arterielle Blutgeféle sind aus drei konzentrischen Schichten aufgebaut. Nach innen wird das
Blutgefal® von der Intima abgegrenzt, die mittlere Schicht stellt die Media und die aulere
Schicht die Adventitia dar. Die mit dieser Methode dargestellte Intima besteht aus einem
dinnen Plattenepithel, dem sogenannten Endothel. Die Zellen eines Epithels sind sehr dicht
gelagert und besitzen nur sehr schmale Interzellularraume. Epithelien besitzen eine
Barrierefunktion und bedecken innere und auftere Oberflachen oder kleiden Hohlorgane aus.
Die Intima des nativen Untersuchungsmaterials erwies sich als intakt, es ist ein Ilickenloser

Endothelzellverband erkennbar.
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Nach 14tagiger Kultivierung sind einige Lucken im Plattenepithel (gelber Pfeil) der sonst
weitestgehend intakten Intima erkennbar. Die Ursache des Fehlens einiger Endothelzellen
aus diesem Verband liegt jedoch in der Methode begrindet. Wahrend des Aufbaus der
Gewebekultur im Tube Chamber System TCS?® (Provitro) musste das BlutgefiR mehrmals
mit Waschpuffer gesplilt werden, um ein Verkleben des Lumens des Carotisabschnittes zu
vermeiden und damit die Durchgangigkeit des Mediums bei dem verwendeten Pumpendruck
zu gewahrleisten. Die Scherkrafte konnten beim Spulen des GefalRabschnittes zu grof3
gewesen sein, so dass sich einige Zellen aus dem Endothelzellverband I6sten und mit dem
Waschpuffer aus dem Carotisabschnitt entfernt wurden.

Neben der morphologischen Begutachtung der Intimastruktur mittels
Rasterelektronenmikroskopie wurden auch Querschnitte von nativem und Kkultiviertem
Probenmaterial angefertigt und diese drei unterschiedlichen etablierten histologischen
Farbungen unterzogen. Dazu diente die Hamatoxylin-Eosin-Farbung als Ubersichtsfarbung,
die Azanfarbung wurde zum Darstellen von Muskel- und Bindegewebe sowie der
Kollagenfasern herangezogen, mit der Elastikafarbung wurden die elastischen Fasern der
entsprechenden Blutgefallquerschnitte angefarbt.

In Abb. 5.21b und f sind Hamatoxylin-Eosin (H+E) gefarbte Querschnitte von nativen (b) und
14 d kultivierten Carotisquerschnitten (f) vergleichend dargestellt. Die Hamatoxylin-Eosin-
Farbung ist eine Ubersichtsfarbung, die die Zellkerne blauviolett, das Zytoplasma und
Kollagenfasern rot und die elastischen Fasern ungefarbt bis rosa erscheinen Iasst. Zunachst
ist mit der H+E-Farbung die hohe Varianz im biologischen Material erkennbar, was die
Beurteilung der Gewebeschnitte verkompliziert. Es sind jedoch sowohl im nativen als auch
im kultivierten Carotisabschnitt die charakteristischen drei, konzentrisch angeordneten
Schichten, die Intima (1), die das Blutgefald innen auskleidet, die Media (2), die den mittleren
aber auch groften Teil des arteriellen BlutgefalRes umfasst, sowie die das Blutgefa® nach
aullen abgrenzende Adventitia (3) gut darstellbar. Die mit dieser Farbung gezeigte
Zellstruktur wies kaum Unterschiede zwischen nativen und kultivierten Gewebematerial auf.
Die Kultivierung in diesem Perfusionssystem nimmt somit nur geringen Einfluss auf die mit
dieser Farbung darstellbare Gewebeintegritat, die Zellen der verschiedenen
BlutgefaRbestandteile bilden einen einheitlichen Verband, der mit dem des nativen Materials
vergleichbar ist.

Es sind lediglich Differenzen in der Beschaffenheit des Endothels (Pfeil) erkennbar. Im
nativen Carotisquerschnitt ist eine zusammenhangende Endothelschicht erkennbar, die
Zellen sind llickenlos nebeneinander angeordnet und grenzen das Blutgefal® zum Lumen hin
ab. Der Gewebequerschnitt des kultivierten Carotisabschnittes wies keine Ilckenlose

Anordnung der Endothelzellen auf. Es ist zu vermuten, dass der Querschnitt aus einem
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Bereich des Blutgefalles stammt, der methodisch bedingt Stérungen der Intimastruktur
aufwies, die in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen bereits erkennbar waren.
Fur weitere detailliertere Aussagen wurden diese Gewebeteile zusatzlich spezifischen
Farbungen unterzogen. Fir Blutgefal3e ist die Azanfarbung eine geeignete histologische
Methode. Es werden die Farbstoffe Azokarmin, Anilinblau und Orange G verwendet, die
retikuldre und kollagene Fasern blau und Zellkerne und Muskelgewebe leuchtend rot
anfarben. Es ist daher mit dieser Methode eine Differenzierung zwischen Muskel- und
Bindegewebe mdglich. Sowohl aus der Abbildung der nativen (Abb. 5.21c) wie auch der
kultivierten Probe (Abb. 5.21g) ist der typische Aufbau eines arteriellen Blutgefalies
muskularen Typs erkennbar, die einzelnen Schichten sind mit Hilfe dieser Farbung gut
voneinander abgrenzbar. Insbesondere die Struktur der Media (2) und der Adventitia (3) sind
gut darstellbar. Die Media besteht zu einem groRen Teil aus ringférmig angeordneten,
dichtgepackten glatten Muskelzellen, die von zarten Kollagenfasern umgeben sind. Fir die
Adventitia sind hauptsachlich Bindegewebsfasern erkennbar. Zudem ist die fiir diesen
Arterientyp typische Intima sehr diinn, die Media umfasst jedoch eine Vielzahl konzentrisch
angeordneter Schichten.

Auch mit der Azan-Farbung ist die hohe Varianz des biologischen Materials erkennbar, aber
eine Umverteilung der Gewebebestandteile sowie ein Verlust der Gewebeintegritdt nach der
Kultivierung des Carotisabschnittes im Tube Chamber System TCS? (Provitro) ist nicht
erkennbar. Lediglich die nur noch lockere Anordnung der epithelialen Zellen des Endothels
(siehe Pfeil) ist auch mit der Azan-Farbung in dem 14 d kultivierten Praparat darstellbar.

Die Elastika-Farbung ist eine weitere gewebsspezifische Farbung, die fir die Struktur
arterieller Blutgefalle geeignet ist. Mit Hilfe der Farbstoffe Resorcin-Fuchsin und Kernechtrot
werden elastische Fasern schwarzviolett dargestellt.

Es sind genauso wie fir die H+E- und die Azan-Farbung die 3 charakteristischen Schichten
des arteriellen BlutgefalRes muskuldren Typs darstellbar. Die Intima (1) wird durch die
kraftige Elastica interna (Pfeil) klar abgesetzt. Sie hat in diesen histologischen Praparaten
einen gewellten Verlauf, da die Arterien in einem kontrahierten Zustand fixiert wurden.

Die Struktur der langs verlaufenden elastischen Fasern der Media (2) ist nach 14tagiger
Kultivierung mit innerer und &aullerer Mediumversorgung vergleichbar mit dem nativen
Praparat. Die Elastica externa, die die Media von der Adventitia abgrenzt ist weniger klar
darstellbar und insbesondere in der nativen Probe als mehrlamellige Schicht erkennbar.
Diese Struktur ist fur die Arterien muskularen Typs aber vollkommen typisch.

Mit Hinblick auf die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen sowie der histologischen
Beurteilung scheint dieses Protokoll, sprich die Kultivierung von Carotisabschnitten im Tube
Chamber System TCS?® (Provitro) und das bereits am IBMT etablierte Perfusionsmedium

den Anforderungen zur Blutgefal3kultivierung und spateren DES-Testung zu gentgen.
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5.2.2. Kultivierung eines Carotisabschnittes mit innerer Serum- und

auBerer Mediumversorgung

Dieser Versuchsansatz, sprich die separate Versorgung des inneren und &uleren
BlutgefalRbereichs mit verschiedenen Medien wurde im Rahmen dieser Arbeit verfolgt, da in
der nativen Umgebung, also in einem Organismus, das Blutgefalslumen in stadndigem
Kontakt mit Vollblut ist. Blut besteht aus Zellen (Erythrozyten und Leukozyten) sowie
Thrombozyten und der Blutflissigkeit (Blutplasma), in der die Zellen suspendiert sind.
Entfernt man dem Blutplasma durch Gerinnung das Fibrin, spricht man von Blutserum.
Blutserum enthdlt einen organismusspezifischen Gehalt an Na&hrstoffen und
Wachstumsfaktoren, und soll fur diesen Kultivierungsansatz herangezogen werden.

Das Tube Chamber System TCS* (Provitro) bot die Md&glichkeit der getrennten
Mediumversorgung, weshalb im Rahmen dieser Arbeit das Lumen des kultivierten
BlutgefaRabschnittes mit kauflich erworbenem porcinem Schweineserum (PAA), der aullere

Bereich mit dem bereits am IBMT etablierten Perfusionsmedium versorgt werden sollte.

Nativ
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Abb. 5.22: Rasterelektronenmikroskopische und histologische Untersuchungen eines kultivierten
Carotisabschnittes mit innerer Serum- und auflRerer Mediumversorgung

Abb. 5.22a: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines nativen Carotisabschnittes

Abb. 5.22b:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, H+E-Farbung

Abb. 5.22c:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Azan-Farbung

Abb. 5.22d:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Elastika-Farbung

Abb. 5.22e: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines 12 d kultivierten
Carotisabschnittes

Abb. 5.22f:  Querschnitt eines 12 d kultivierten Carotisabschnittes, H+E-Farbung

Abb. 5.22g: Querschnitt eines 12 d kultivierten Carotisabschnittes, Azan-Farbung

Abb. 5.22h:  Querschnitt eines 12 d kultivierten Carotisabschnittes, Elastika-Farbung
1: Intima, 2: Media, 3: Adventitia, Pfeil gelb: intakter Intimabereich, Pfeil weill+schwarz:
Endothel
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Es erfolgte eine vergleichende Gegeniberstellung von nativem und 12 d kultiviertem
Gewebematerial mittels Rasterelektronenmikroskopie und histologischen Farbungen von
Carotisquerschnitten.

Aus den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Intima einschlieBlich Endothel
gehen eindeutige Differenzen zwischen nativem (Abb. 5.22a) und kultiviertem
BlutgefaRabschnitt (Abb. 5.22e) hervor. Wies der native Carotisabschnitt eine intakte Intima
mit einem geschlossenem Zellverband des Endothels auf, so war diese nach einer 12tagigen
Kultivierung im Tube Chamber System TCS?® (Provitro) bis auf einen kleinen Abschnitt
(gelber Pfeil) groBtenteils nicht mehr nachweisbar. Es traten hingegen die Kollagenfasern
der an die Intima grenzenden Media hervor.

Diese Aufnahmen geben ein erstes Bild darliber, dass die innere Blutgefallversorgung mit
Schweineserum methodisch nur begrenzt moglich ist. Im Laufe des angestrebten
Kultivierungszeitraumes von 14 Tagen verstopften sowohl die serumfiihrenden
Schlauchverbindungen als auch vermutlich das Blutgefalllumen, wodurch ein regularer
Transport des entsprechenden Mediums bei einer Pumpleistung von 70,1 pl/min nicht
gewabhrleistet war. Um die Durchgangigkeit aufrecht zu erhalten, musste mehrmals taglich fir
einige Minuten das Schweineserum mit maximaler Pumpleistung transportiert werden. Die
bei dieser FlieRgeschwindigkeit verursachten Scherkrafte resultierten dadurch, neben den
durch den Aufbau verursachten lIrretationen der Intima, in einer nahezu vollstandigen
Zerstérung der Endothelzellstruktur der Intima des kultivierten Carotisabschnittes. Zudem
konnte der angestrebte Kultivierungszeitraum von 14 d auf Grund nicht zu behebender
Verstopfungen des Schlauchsystems nicht erreicht werden, und die Auswertung dieses
Versuchsansatzes musste nach 12 d erfolgen.

Die histologischen Untersuchungen an nativen und 12 d kultivierten Carotisabschnitten
erfolgten auch mit der H+E-, der Azan- und der Elastika-Farbung.

Die H+E gefarbten Querschnitte zur Ubersichtsdarstellung des nativen (Abb. 5.22b) und
kultivierten Gewebes (Abb. 5.22f) zeigten aulRer der zu erwartenden biologischen Differenz
des Materials keine kultivierungsbedingten Unterschiede in der mit dieser Farbung
darstellbaren Gewebeintegritat. Es konnte der typische Aufbau eines arteriellen Blutgefalies
mit Intima (1), Media (2) und Adventitia (3) mit diesem Kultivierungsprotokoll erhalten und
nachgewiesen werden. Es ist lediglich die in der zuvor gezeigten morphologischen
Begutachtung nachgewiesene Endothelzellschadigung nachweisbar. Im nativen Praparat ist
eine zusammenhangende epitheliale Zellschicht erkennbar, im kultivierten Gefallabschnitt ist
diese nahezu nicht vorhanden. Die Aussage Uber die Endothelintegritdt an Hand der
histologischen Querschnitte ist jedoch auf Grund der begrenzten Auflésung und praparativer
Artefakte in der Lichtmikroskopie nur eingeschrankt mdglich, wurde durch die

rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen jedoch schon eindeutig beurteilt.
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Mit der gewebsspezifischen Azan-Farbung, die eine Differenzierung zwischen Muskel- und
Bindegewebe ermdglicht, konnte ahnlich, wie bei dem zuvor gezeigten Versuchsansatz der
inneren und aufleren Mediumversorgung, keine kultivierungsbedingten Differenzen in der
Gewebeintegritat sowie der -struktur nach der Kultivierung mit innerer Serum- und aul3erer
Mediumversorgung gezeigt. Der kultivierte Carotisabschnitt ist nach 12tagiger Kultivierung im
Tube Chamber System TCS* (Provitro) vergleichbar mit dem Querschnitt des nativen
Carotisabschnittes. Es konnten die typischen Schichten des arteriellen Blutgefalies gezeigt
werden, die relativ schmale Intima (1), die aus sehr vielen Schichten ringférmig angeordneter
glatter Muskelzellen und dinnen Kollagenfasern bestehende Media (2) und die
bindegewebsreiche, das Blutgefall nach auRen abgrenzende Adventitia (3). Es konnte auch
in diesem Fall keine Umverteilung von Binde- und Muskelgewebe gezeigt werden.

Mit der Elastika-Farbung wird die hohe Varianz des verwendeten biologischen Materials sehr
deutlich. Insbesondere die Wanddicke der gezeigten Carotisabschnitte ist sehr
unterschiedlich, auch im Hinblick auf die H+E- und Azan-gefarbten Querschnitte des
kultivierten BlutgefalRabschnitts. Die Querschnitte wurden von unterschiedlichen Abschnitten
desselben BlutgefalRes angefertigt, trotzdem sind in einigen Fallen diese Unterschiede in der
Struktur und der Gefallwandstarke aufgetreten.

Ein Einfluss der Kultivierung auf die Struktur der langs verlaufenden elastischen Fasern
konnte jedoch nicht gezeigt werden. Zudem ist die kraftige Elastica interna (Pfeil) sowohl im
nativen als auch im kultivierten Praparat deutlich erkennbar.

Insgesamt betrachtet scheint die Kultivierung mit innerer Serum- und &ufRerer
Mediumversorgung im Tube Chamber System TCS® (Provitro) im Hinblick auf die
Nahrstoffversorgung und die gezeigte Gewebeintegritat ebenso geeignet zu sein wie die
Kultivierung mit innerer und auferer Mediumversorgung in diesem Perfusionssystem. Es
konnten die BlutgefaRabschnitte vital erhalten werden.

Da es aber zu methodisch bedingten Strukturauffalligkeiten der Endothelzellschicht der
Intima kam, wurde der Versuch der differenzierten inneren und &uferen
Blutgefalversorgung mit porcinem Schweineserum und Perfusionsmedium im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr berlcksichtigt und der Kultivierungsansatz mit innerer und auf3erer
Mediumversorgung auf Grund der besseren, wenn auch nicht kompletten Erhaltung der

Intima bevorzugt.

5.2.3. Kultivierung eines Carotisabschnittes mit innerer und aulBerer

Mediumversorgung und implantiertem Metallstent

Nachdem nun die Kultivierungsbedingungen fir die Vitalerhaltung porciner Carotisabschnitte
genau ermittelt wurden, konnte dieses Perfusionssystem flir die Stenttestung herangezogen
werden. Bevor jedoch wirkstofffreisetzende Stents mit dieser Methode auf ihre Auswirkungen

hinsichtlich Gewebestruktur und -integritat untersucht werden konnten, wurde als Referenz
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ein unbeschichteter Metallstent in den zu kultivierenden Carotisabschnitt implantiert um

Auswirkungen des Implantats auf das Gewebe unabhangig von einer Beschichtung

beurteilen zu konnen.

Nach Kultivierung wurden Proben des 14 d kultivierten Carotisabschnittes morphologischen

und histologischen Untersuchungen unterzogen.

Abb.
14 d kultiviert

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Nativ

5.23a

Abb. 5.23b Abb. 5.23c Abb. 5.23d

Abb. 5.23e Abb. 5.23f Abb. 5.23g Abb. 5.23h

5.23: Rasterelektronenmikroskopische und histologische Untersuchungen eines kultivierten
Carotisabschnittes mit innerer und duRerer Mediumversorgung und Metallstent-Kontakt

5.23a: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines nativen Carotisabschnittes

5.23b: Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, H+E-Farbung

5.23c: Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Azan-Farbung

5.23d: Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Elastika-Farbung

5.23e: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines 14 d kultivierten
Carotisabschnittes

5.23f:  Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, H+E-Farbung

5.23g: Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, Azan-Farbung

5.23h:  Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, Elastika-Farbung

1: Intima, 2: Media, 3: Adventitia, Pfeil gelb: Stentabdruck, Pfeil weill+schwarz:
Endothel, Pfeil rot: Verformung durch Stentdilatation

Der Einfluss des Metallstents auf die Endothelzellstruktur der zum BlutgefalRlumen

angrenzenden Intima wurde mittels rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen betrachtet.

Die

in Abb. 5.23a gezeigte Intima des nativen Carotisabschnittes besitzt eine

zusammenhangende Endothelschicht. Diese Zellen weisen den typischen epithelialen

Charakter auf, da sie einen llickenlosen Zellverband bilden. Nach der Kultivierung im Tube

Chamber System TCS®* (Provitro) mit innerer und &uBerer Mediumversorgung und

Metallstentkontakt konnte ein deutlicher Stentabdruck nachgewiesen werden (Abb. 5.23e).

Die Bereiche der Intima, die im direkten Stentkontakt waren, zeigten eine deutliche
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Schadigung der Endothelzellschicht. Die angrenzenden Intimabereiche wurden jedoch weder
durch die Kultvierung noch durch die Applikation des Metallstents negativ beeinflusst.
Weiterhin wurden Querschnitte von nativen und 14 d kultivierten Carotisabschnitten mit
Metallstentkontakt histologisch mit der H+E-, der Azan- und der Elastikafarbung begutachtet
Die nativen Querschnitte weisen den charakteristische Aufbau des arteriellen BlutgefalRes
mit den konzentrisch angeordneten Schichten Intima (1) mit zusammenhangender
Endothelzellschicht (Pfeil), Media (2) und Adventitia (3) auf (Abb. 5.23b-d). Nach 14tagiger
Kultivierung mit Metallstentkontakt sind diese typischen Schichten mit der H+E-Farbung nur
begrenzt nachweisbar (Abb. 5.23f), bei den Azan- und Elastika-gefarbten Praparaten konnte
der klassische Blutgefaltaufbau jedoch nachgewiesen werden (Abb. 5.23g und h). Es wird
zudem eine deutliche Verformung des Gewebes ersichtlich, insbesondere im Bereich der
Intima (1, Pfeil rot) die sich zum Teil bis in die Media fortsetzt. Der Zellverband des
gesamten Gewebes scheint bis auf die plastische Verformung nach 14tagiger Kultivierung
und Metallstent Kontakt noch intakt zu sein.

Was mit der Azan-Farbung im Vergleich zum nativen Praparat jedoch auffallt, ist eine
Umverteilung und Anreicherung von Bindegewebe. Insbesondere im Bereich der Intima
sowie im oberen und mittleren Bereich der Media ist in der kultivierten Probe mit
Metallstentkontakt eine deutliche Blaufarbung zu erkennen (Abb. 5.23g). Normalerweise sind
im Bereich der Media viele Schichten l&dngs angeordneter und dicht gepackter glatter
Muskelzellen vorzufinden, die von dinnen Kollagenfasern umgeben sind, was aus der
Abbildung des nativen Carotisabschnittes auch hervorgeht (Abb. 5.23c). Nach dem Kontakt
mit dem Metallstent wird eine deutliche Ansammlung von Kollagenfasern und Bindegewebe
deutlich, was auf eine erhdéhte Produktion von extrazellularer Matrix (ECM) schlielRen Iasst.
Unter nativen Bedingungen sind die Degeneration und die Neubildung der ECM, gesteuert
von den Matrixmetalloproteinasen (MMPs), von grof3er Bedeutung fir die Gefaldintegritat
(KuzuyA und IGUCHI, 2003). Sowohl in atherosklerotischen als auch in restenotischen
Prozessen ist eine erhdhte Aktivitat von MMPs mit gesteigerter ECM-Produktion beschrieben
worden (NEwWBY, 2005). Durch den mechanischen Reiz mit der Dilatation des Metallstents in
dem Carotisabschnitt mit anschlieRender 14tagiger Kultivierung konnte selbst in diesem
Laborversuch dieser Aspekt gezeigt werden.

Mit der Elastika-Farbung wird wiederholt die hohe Varianz des biologischen Materials
deutlich, was insbesondere den Unterschied der GefalRwanddicke betrifft. Es ist jedoch eine
vergleichbare Struktur der elastischen Fasern im nativen (Abb. 5.23d) als auch 14 d
kultivierten Praparat mit Metallstentkontakt (Abb. 5.23h) sowie eine deutliche Abgrenzung
der kraftigen Elastica interna (Pfeil) erkennbar. In der kultivierten Probe erscheint diese

jedoch etwas starker gewellt als in der nativen Aufnahme.

86



Ergebnisse

Insgesamt betrachtet nimmt der Metallstent durch dessen Implantation in einen porcinen
Carotisabschnitt Einfluss auf die Gesamtstruktur des Gewebes durch eine plastische
Verformung der Intima und Teilen der Media sowie durch eine Zerstérung der
Endothelschicht in den Bereichen, die in direktem Stentkontakt standen. Zudem konnte
neben der mechanischen Beeinflussung ein Einfluss auf die gewebsspezifische Struktur des
BlutgefaRes beobachtet werden. Es wurden ein Ruckgang von Muskelgewebe und eine
verstarkte Produktion von kollagenen Fasern und Bindegewebe in Bereichen der Intima und

Media nachgewiesen.

5.2.4. Kultivierung eines Carotisabschnittes mit innerer und auBerer
Mediumversorgung und implantiertem 17B-Estradiol-Eluting
Stent

Der Wirkstoff 17B-Estradiol wurde im Rahmen der Arteriosklerose- und
Restenoseforschungen verschiedensten Untersuchungen auf Zellkulturebene bis hin zum
Tierversuch und als Stentbeschichtung in klinischen Studien naher betrachtet. Fir dieses
Ostrogen konnte eine Reduktion der neointimalen Hyperplasie und die Reendothelialisierung
im Tiermodell Schwein (CHANDRASEKAR et al., 2005; CHANDRASEKAR et al., 2001; NEw et al.,
2002, KYRIAKIDES et al., 2006, GERALDES et al., 2008) sowie im Kaninchen (HAN et al., 2007)
nachgewiesen werden. Zudem wurden 17B-Estradiol-Eluting Stents im Vergleich zu
Metallstents in einer klinischen Studie vielversprechend am Menschen getestet (EASTER-
Trial; ABIZAID et al., 2004). Da somit viele Resultate fir diesen Wirkstoff bekannt sind, soll
dieser im Rahmen dieser Arbeit als Referenz herangezogen werden.

Es wurden am IBMT 17B-Estradiol-Eluting Stents hergestellt, diese in porcine
Carotisabschnitte implantiert und 14 Tage im Tube Chamber System TCS* (Provitro) mit
innerer und aulerer Mediumversorgung kultiviert.

Die entsprechenden BlutgefalRanschnitte wurden daraufhin mit morphologischen und
histologischen Untersuchungen sowie Immunfluoreszenz beurteilt. In Abbildung 5.24a und e
sind die mit Rasterelektronenmikroskopie dargestellten Intimastrukturen eines nativen (a)
sowie eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes (e) nach 17B-Estradiol-Eluting Stent Kontakt
vergleichend dargestellt. Das Endothel des nativen Praparats (Abb. 5.24a) weist einen
lickenlosen Zellverband auf. In Abb. 5.24e sind sowohl kultivierungsbedingte als auch durch
das Implantat verursachte Schadigungen an der Intima erkennbar. Im Hinblick auf den
Versuchsansatz mit Metallstent- Implantation scheint der Einfluss dieses DES starker zu
sein. Es ist nicht nur ein Abdruck erkennbar, sondern auch Schadigungen an der Zellstruktur.
Das Gewebe reagiert also nicht nur auf den mechanischen Reiz durch die Stentdilatation,

sondern auch auf den in das Gewebe freigesetzten Wirkstoff.
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Abb. 5.24a Abb. 5.24b Abb. 5.24c Abb. 5.24d

14 d kultiviert

Abb. 5.24e Abb. 5.24f Abb. 5.24g Abb. 5.24h

Abb. 5.24: Rasterelektronenmikroskopische und histologische Untersuchungen eines kultivierten
Carotisabschnittes mit innerer und auRerer Mediumversorgung und 173-Estradiol-Stent-
Kontakt

Abb. 5.24a: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines nativen Carotisabschnittes

Abb. 5.24b:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, H+E-Farbung

Abb. 5.24c:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Azan-Farbung

Abb. 5.24d: Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Elastika-Farbung

Abb. 5.24e: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines 14 d kultivierten
Carotisabschnittes

Abb. 5.24f:  Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, H+E-Farbung

Abb. 5.24g: Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, Azan-Farbung

Abb. 5.24h:  Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, Elastika-Farbung
1: Intima, 2: Media, 3: Adventitia, Pfeil gelb: Stentabdruck, Pfeil weil3+schwarz:
Endothel, Pfeil rot: Verformung durch Stentdilatation

Die Charakterisierung der Gewebeintegritat eines BlutgefaRabschnitts nach 17(3-Estradiol-
Eluting Stent-Kontakt erfolgte histologisch mit der H+E-, der Azan- und der Elastika-Farbung.
Die Resultate sind im Vergleich zu entsprechend gefarbten nativen Praparaten dargestellt,
bei welchen die typischen Schichten des arteriellen Blutgefaes (Intima (1), Media (2) und
Adventitia (3)) gezeigt werden konnten. Bei den nativen Praparaten ist zudem das Endothel
(Pfeil weil® bzw. schwarz) gut erkennbar (Abb. 5.24b-d).

Nach 14tagiger Kultivierung und Stentimplantation weist dieses jedoch Schaden auf. Intima,
Media und Adventitia lassen sich zudem nicht mehr deutlich voneinander abgrenzen (Abb.
5.24f-h). Insbesondere bei den Azan- (Abb. 5.24g) und Elastika-gefarbten Proben (Abb.
5.24h) ist die typische Verformung des Gewebes nach Stentimplantation bis in tiefere
Bereiche der Media (2) erkennbar, die Elastica Interna war nach Kultivierung und DES
Kontakt starker gewellt (Abb. 5.24h; Pfeil rot) als im nativen Praparat (Abb. 5.24d). Zudem
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wirkt die Intima deutlich verdickt und das Endothel wurde durch Stent Implantation und
Dilatation geschadigt (Pfeil weil).

Bei den Azan-gefarbten Querschnitten wird im Bereich der Intima und der Media eine
starkere Blaufarbung deutlich als in der nativen Probe. Bei dieser ist der hohe Anteil der rot
gefarbten glatten GefaRmuskelzellen im Bereich der Media gut erkennbar. Die Reaktion der
Zellen des Gewebeverbands nach Implantation und Dilatation eines 17(-Estradiol-Eluting
Stents ist vergleichbar zur Reaktion nach Metallstent Kontakt. Der Anteil kontraktiler glatter
Muskelzellen ist im  Vergleich zum  nativen  Carotisabschnitt  verringert,
Bindegewebestrukturen sind verstarkt nachweisbar.

Bei Betrachtung der morphologischen und histologischen Untersuchungen nach der
Kultivierung eines Carotisabschnittes mit Implantation eines Metall- oder eines 17f3-Estradiol-
Eluting Stents scheinen die Auswirkungen des in das Gewebe freigesetzten Ostrogens nur
minimal sein. Gewebeintegritat und Verteilung erscheinen nach Kontakt mit beiden
Implantaten vergleichbar zu sein. Nur die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
lassen einen zytotoxischen Effekt von 17B-Estradiol auf die Intimazellen vermuten.

Mit Immunfluoreszenz-Untersuchungen sollte ermittelt werden, ob und wie sich das aus der
Stentoberflache eluierte Ostrogen 17B-Estradiol im kultivierten Carotisabschnitt anreichert. In
von dieser Arbeit unabhangigen Analysen wurde das Freisetzungsverhalten des
eingesetzten 17(3-Estradiol-Eluting Stents, in dem eine Gesamtwirkstoffmenge von 210 ug
inkorporiert wurde, bereits ermittelt. Es ist also bekannt, dass tber einen definierten Zeitraum
der Wirkstoff in das Elutionsmedium freigesetzt wird.

Zudem wurde nach 14tagiger Kultivierung im Perfusionssystem der DES aus dem Gewebe
explantiert und mittels HPLC die restliche 17p-Estradiol Beladung bestimmt. Es wurden in
diesem Zeitraum 167 ug Wirkstoff freigesetzt, es wurde eine Restbeladung von 43 ug 1783-
Estradiol bestimmt. Fast die gesamte Wirkstoffmenge wurde in diesem Zeitraum aus dem
Implantat eluiert, es ist aber nicht bekannt, ob sich der freigesetzte Wirkstoff nun im Gewebe
anreichert oder mit dem Medium abtransportiert wurde.

In Abb. 5.25 sind die Resultate der Immunfluoreszenz-Farbungen dargestellt. Es erfolgte
dazu der Vergleich zwischen nativen und 14 d kultivierten Praparaten mit 17p-Estradiol-
Eluting Stent Kontakt und den dazugehdérigen Farbekontrollen.

Im nativen Carotisabschnitt konnte kein positiver 17p3-Estradiol Nachweis erfolgen. Dieses
Ergebnis war zu erwarten, da dieses Gewebe keinen Kontakt zum DES hatte. Nach
14tagiger Kultivierung im Tube Chamber System TCS?® (Provitro) mit innerer und duRerer
Mediumversorgung und 17B-Estradiol-Eluting Stent Implantation wurde im entsprechenden
Carotisabschnitt 17B-Estradiol nachgewiesen. Das Ostrogen wird im gesamten Querschnitt

des BlutgefalRabschnittes angereichert.
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Abb. 5.25a Abb. 5.25b Abb.5.25¢ Abb. 5.25d

Abb. 25: Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis des Wirkstoffes 17B-Estradiol in
Querschnitten porciner Carotis-Abschnitte:
Abb. 25a: nativer Carotisabschnitt + anti-17p-Estradiol-AK + Hoechst-Farbung

Abb. 25b: nativer Carotisabschnitt + Antikérperverdiinnungslésung + Hoechst-Farbung

Abb. 25c: Carotis-Abschnitt nach 14 d Kultur mit innerer und dufRerer Mediumversorgung mit DES-
Stent-Kontakt (PLLA/173-Estradiol 70/30 % w/w) + anti-17p-Estradiol-AK + Hoechst-
Farbung

Abb. 25d: Carotis-Abschnitt nach 14 d Kultur mit innerer und du3erer Mediumversorgung mit DES-
Stent-Kontakt (PLLA/17B-Estradiol 70/30 % w/w) + Antikdrperverdiinnungslésung + sek.
AK + Hoechst-Farbung

5.2.5. Kultivierung eines Carotisabschnittes mit innerer und aulBerer

Mediumversorgung und implantiertem Genistein-Eluting Stent

In der Literatur wurde fur Genistein die Proliferations- und Migrationshemmung glatter
GefalBmuskelzellen (Yu et al., 2008; Xu et al., 2004; PAN et al., 2001) bei gleichzeitiger
Induktion von vaskularen Endothelzellen beschrieben (Xiang et al., 2010).

Diese fur die Stenttechnologie sehr interessante Wirkweise macht dieses Phytodstrogen in
der Weiterentwicklung von Drug-Eluting Stents sehr attraktiv. Am Institut fir Biomedizinische
Technik wurde ein entsprechender Stentprototyp hergestellt, der in porcine
BlutgefaRabschnitte implantiert und dessen Auswirkungen auf das Gewebe nach 14tagiger
Kultur im Tube Chamber System TCS* (Provitro) mit innerer und &uBerer
Mediumversorgung beurteilt wurden.

Der Einfluss des Genistein-Eluting Stents auf die Intima des Carotisabschnittes wurde mittels
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen begutachtet (Abb. 5.26e). Die Ergebnisse
sind im Vergleich zu einem nativen Carotisabschnitt (Abb. 5.26a) dargestellt.

Die Intima des nativen Praparats weist einen llickenlosen Zellverband des Endothels auf. Im
Vergleich dazu ist im kultivierten Carotisabschnitt nach Genistein-Eluting Stent Implantation
ein deutlicher Abdruck mit einhergehender Schadigung des Endothels erkennbar. Diese
Schaden kénnen zum einen in dem mechanischen Reiz nach Stentdilatation oder der

Freisetzung des in die Stentoberflache inkorporierten Genisteins begriindet liegen.
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pm

Abb. 5.26a Abb. 5.26b

Abb. 5.26e Abb. 5.26f Abb. 5.26g Abb. 5.26h

Abb. 5.26: Rasterelektronenmikroskopische und histologische Untersuchungen eines kultivierten
Carotisabschnittes mit innerer und auferer Mediumversorgung und Genistein-Stent-
Kontakt

Abb. 5.26a: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines nativen Carotisabschnittes

Abb. 5.26b:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, H+E-Farbung

Abb. 5.26¢:  Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Azan-Farbung

Abb. 5.26d: Querschnitt eines nativen Carotisabschnittes, Elastika-Farbung

Abb. 5.26e: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Intima eines 14 d kultivierten
Carotisabschnittes

Abb. 5.26f:  Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, H+E-Farbung

Abb. 5.26g: Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, Azan-Farbung

Abb. 5.26h: Querschnitt eines 14 d kultivierten Carotisabschnittes, Elastika-Farbung
1: Intima, 2: Media, 3: Adventitia, Pfeil gelb: Stentabdruck, Pfeil weil3+schwarz:
Endothel, Pfeil rot: Verformung durch Stentdilatation

Mit der H+E-, der Azan- und der Elastikafarbung sollte der Einfluss eines implantiertem und
dilatiertem Genistein-Eluting Stents auf die Gewebeintegritdt eines Carotisabschnittes
untersucht werden.

Das Gewebe der Gefalwand wies noch nach Kultivierung einen einheitlichen Zellverband
und somit eine vergleichbare Integritdt zum nativen Carotisabschnitt auf. Der typische
arterielle BlutgefaRaufbau mit den drei konzentrisch angeordneten Schichten Intima (1),
Media (2) und Adventitia (3) ist sowohl im nativen (Abb. 5.26b-d) als auch im kultivierten
BlutgefalRabschnitt (Abb. 5.26f-h) mit allen Farbemethoden darstellbar. Insbesondere mit der
Azanfarbung (Abb. 5.26 ¢ und g) konnte gezeigt werden, dass sowohl im nativen (c) als auch
im kultivierten BlutgefalRabschnitt nach Genistein-Eluting Stent-Kontakt die Media weiterhin
von den rot gefarbten, konzentrisch angeordneten glatten Muskelzellen dominiert wurde. Es

erfolgte keine Umstrukturierung des Gewebes sowie keine Anreicherung von Kollagen und
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Bindegewebe in Intima und Media wie nach Metall- (Abb. 5.23g) oder 17B-Estradiol-Eluting
Stent Implantation (Abb. 5.24g) gezeigt werden konnte.

Mit der Elastika-Farbung konnte zudem gezeigt werden, dass die Elastika Interna sowohl im
nativen als auch im kultivierten Blutgefalabschnitt erkennbar ist, die Anzahl der elastischen
Fasern scheint nach Kultivierung und Genistein-Eluting-Stent-Kontakt (Abb. 5.26h) etwas
geringer zu sein als im nativen Objekt (Abb. 5.26d).

Mit allen Farbemethoden fallt auf, dass im Vergleich zum nativen Objekt, das Endothel durch
die Kultivierung und Stentimplantation geschadigt wurde (Abb. 5.26f-h; Pfeil weil3 und
schwarz). Zudem scheint durch den Genistein-Eluting Stent-Kontakt die Intima verdickt zu
sein und es ist eine plastische Verformung des Gewebes durch die Dilatation des Implantats
bis in Bereiche der Media zu erkennen.

Zusammenfassend scheint nach Begutachtung der morphologischen und histologischen
Untersuchungen von kultiviertem Gewebe nach Implantation eines Metall-, eines 17[3-
Estradiol-Eluting oder eines Genistein-Eluting Stents die Variante der Genistein-
Inkorporation vielversprechend zu sein.

Fir den Genistein-Eluting Stent sollte weiterhin ermittelt werden, ob und wie sich das aus der
Stentoberflache eluierte Phytodstrogen im kultivierten Carotisabschnitt anreichert. Das
Freisetzungsverhalten  des  eingesetzten  Genistein-Eluting  Stents, mit  einer
Gesamtwirkstoffmenge von 210 pg, wurde in von dieser Arbeit unabhangigen Analysen am
Institut fUr Biomedizinische Technik ermittelt. Es wurde nachgewiesen, dass Uber einen
definierten Zeitraum der Wirkstoff in das Elutionsmedium freigesetzt wird.

Der DES wurde zusatzlich nach 14tagiger Kultivierung im Perfusionssystem aus dem
Gewebe explantiert und mittels HPLC die restliche Genistein Beladung bestimmt. Es wurde
eine Restbeladung von 106 pg Genistein ermittelt. 104 ug Wirkstoff wurden in diesem
Zeitraum also freigesetzt, etwas weniger als beim 17p-Estradiol-Eluting Stent. Es ist nun von
Interesse, ob sich der in diesem Zeitraum aus dem Implantat eluierte Wirkstoff im Gewebe
angereichert hat oder mit dem Medium abtransportiert wurde.

In Abb. 5.27 sind die Resultate der Immunfluoreszenz-Farbungen dargestellt. Es erfolgte
dazu der Vergleich zwischen nativen und 14 d kultivierten Praparaten mit Genistein-Eluting
Stent Kontakt und den dazugehorigen Farbekontrollen.

Im Vergleich zum nativen Gewebe erfolgt eine Genistein Anreicherung in der Blutgefaliwand
nach DES-Implantation in einem Zeitraum von 14 Tagen. Die Anreicherung scheint im
Bereich der Intima am starksten zu sein.

Die Effekte, die fir den Genistein-Eluting Stent in diesem Kapitel beschrieben wurden,

kénnten also vom inkorporierten Phytodstrogen resultieren.
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Abb. 5.27a Abb. 5.27b Abb.5.27¢ Abb. 5.27d

Abb. 27: Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis des Wirkstoffes Genistein in Querschnitten
porciner Carotis-Abschnitte:

Abb. 27a: nativer Carotisabschnitt + anti-Genistein-AK + Hoechst-Farbung

Abb. 27b: nativer Carotisabschnitt + Antikdrperverdiinnungslésung + Hoechst-Farbung

Abb. 27c: Carotis-Abschnitt nach 14 d Kultur mit innerer und auRerer Mediumversorgung mit DES-
Stent-Kontakt (PLLA/Genistein 70/30 % w/w) + anti-Genistein-AK + Hoechst-Farbung

Abb. 27d: Carotis-Abschnitt nach 14 d Kultur mit innerer und auRerer Mediumversorgung mit DES-
Stent-Kontakt (PLLA/Genistein 70/30 % w/w) + Antikdrperverdinnungsldsung + sek. AK
+ Hoechst-Farbung
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6. Diskussion

Weltweit haben Stentdesigner sich das Ziel gesetzt, neuartige Drug-Eluting Stents zu
entwickeln, um Restenoseraten weiter zu senken und die Langzeitprogose nach perkutanen
transluminalen Interventionen zu verbessern. Es sollten ein oder mehrere Wirkstoffe in
entsprechende Implantate inkorporierbar sein, welche die Regeneration eines funktionalen
Endothels beglinstigen und die Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen inhibieren.
Inkorporierte Wirkstoffe sollten Uber eine kontrollierbare Freisetzungskinetik aus dem
Implantat verfiigen, um die optimale therapeutische Dosis mit der temporalen
Heilungsreaktion synchronisieren zu kénnen. Es sind bis jetzt keine Daten Uber ein
Therapeutikum publiziert, welches unter den geforderten Bedingungen simultan die
Endothelialisierung begunstigt und die SMC-Proliferation signifikant inhibiert.

Fir das Ostrogen 17B-Estradiol wurde durch verschiedene Autoren beschrieben, dass auf
Zellkulturebene die Proliferation glatter GefalRmuskelzellen bei gleichzeitiger Stimulation von
Endothelzellen gehemmt wird (DUBEY et al., 2000; DAI-Do et al., 1996; GERALDES et al.,
2003). Die Untersuchungsdaten dieser Arbeit sollen diese Literaturdaten bestatigen und als
Referenz herangezogen werden.

Im Mittelpunkt in dieser Arbeit steht das Phytodstrogen Genistein, welches strukturell 17(3-
Estradiol ahnelt und fur das ein vergleichbarer Einfluss auf vaskulare Endothel- und glatte
Muskelzellen beschrieben wurde. Die Untersuchungsdaten sollten vergleichend
zusammengestellt und Vor- und Nachteile beider Wirkstoffe fur eine Inkorporation in DES
gezeigt werden.

Die Herstellung eines Stent-Prototyps mit Medikamenten-Inkorporation setzt zudem voraus,
dass der Wirkmechanismus entsprechender Pharmaka verstanden und
Konzentrationsbereiche eingegrenzt werden. Daher wurden die Wirkstoffe 173-Estradiol und
Genistein in verschiedenen Konzentrationen auf Zellkulturebene hinsichtlich ihres Einflusses
auf Vitalitat, Proliferation, Migration und die Expression ausgewabhlter Proteine untersucht. Es
sollten dabei relevante Konzentrationsbereiche eingegrenzt und Wirkstoffeigenschaften
bestimmt werden, um Rickschlisse auf spatere Stentbeschichtungen ziehen zu kénnen.
Vitalitats- und Proliferationstests erfolgten an Permanentzelllinien sowie porcinen und
humanen Primarzellen, Untersuchungen zum Migrationsverhalten und der Auswirkung auf
die Biochemie ausgewahlter Proteine erfolgten an porcinen Primarzellen.

Zudem wurden Stentprototypen mit 17B-Estradiol- und Genistein-Inkorporation hergestellt

und der Einfluss auf kultivierte porcine Carotisabschnitte untersucht.
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6.1. 17B-Estradiol und Genistein als potentielle Wirkstoffe in

der interventionellen Kardiologie

6.1.1. Der Einfluss von 17@-Estradiol auf ausgewahite zellulare

Funktionen

DUBEY et al.,, 2000, DAI-DO et al., 1996 und GERALDES et al.,, 2003 zeigten, dass das
Ostrogen 17B-Estradiol die Proliferation und Migration von GefaBmuskelzellen in einem
Konzentrationsbereich von 10° — 10" M hemmt, GERALDES et al., 2002 und CONCINA et al.,
2000 konnten zudem nachweisen, dass Migration und Proliferation von Endothelzellen bei
einer Konzentration von 107'° — 10" M begiinstigt werden.
Fir das Ostrogen 17B-Estradiol wurde bei den getesteten Endothelzellkulturen BFA (bovine
Zelllinie) und ppEC (porcine Primarzellen) eine Vitalititshemmung bei einer Konzentration
von 10 M (Abb. | Anhang) und bei HCAEC (kommerzielle humane Primérzellen) in einem
Konzentrationsbereich von 10#-10° M mit dem MTS-Test (Promega; Abb. 5.9) ermittelt. Es
ist davon auszugehen, dass 17@-Estradiol in diesem Konzentrationsbereich zytotoxisch
wirkte und die Vitalitdt der Zellen reduziert wurde. In dem vitalitdtsreduzierenden
Konzentrationsbereich von 173-Estradiol konnte zudem auch die Proliferationshemmung der
Endothelzellen mit dem BrdU-Test (Roche; Abb. Il Anhang; Abb. 5.6, 5.10) gezeigt werden.
Zusatzlich erwies sich 17B-Estradiol bei der Zellinie BFA bei 10 M als
proliferationshemmend (Abb. Il Anhang), die porcine Endothelzellkultur ppEC reagierte
weiterhin bei einer Konzentration von 10° M mit einer Reduktion der Proliferation (Abb. 5.6),
bei den humanen Priméarzellen HCAEC erweiterte sich der Konzentrationsbereich auf 107
und 107 M (Abb.5.10).
= 17B-Estradiol bewirkte keine Induktion der Proliferation der Endothelzellen
BFA, ppEC und HCAEC. Es konnte somit an keinem der getesteten
Zellkultursysteme die von CONCINA und et al. sowie GERALDES et al. gezeigte
Proliferationsinduktion von Endothelzellen ermittelt und diese Daten verifiziert
werden.
Die Vitalitat von glatten Gefallmuskelzellen nach 17p-Estradiol-Applikation wurde bei der
Zelllinie A7r5 (Ratte) und der primaren porcinen Zellkultur ppSMC nur bei einer
Wirkstoffkonzentration von 10* M reduziert (Abb. Il Anhang). Das Ostrogen wirkte auf diese
glatte Muskelzellkulturen also vergleichbar zytotoxisch wie auf die untersuchten
Endothelzellen. Die humane glatte Muskelzellkultur HCASMC reagierte etwas empfindlicher,
die Vitalitdit wurde in einem Konzentrationsbereich von 10“-10° M sowie bei einer
Konzentration von 102 M gehemmt (Abb. 5.11), wobei alle Konzentrationen geringer als 10
M zwar eine signifikante Hemmung bewirkten, die mit durchschnittich 10 %

Vitalitatsreduktion aber eher gering ausfiel. Hinsichtlich der Proliferation von vaskularen
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glatten Muskelzellen nach 173-Estradioleinfluss waren die Resultate der A7r5-Testung
zundchst vielversprechend. In Konzentrationsbereichen von 10%-10° und 107%-10™"" M
bewirkte das Ostrogen eine signifikante Reduktion der Proliferation. Diese Hemmung war bei
Wirkstoffkonzentration von weniger als 10 M mit durchschnittlich 15 % aber nicht sehr stark
(Abb. IV Anhang). Da es sich bei A7r5 um eine Zelllinie handelt, war fur die folgenden
Testungen an den porcinen und humanen Primarzellen ein starkerer Einfluss von 17(3-
Estradiol erwartet worden. Diese Vermutung wurde aber nicht bestatigt. Auf die primare
Zellkultur ppSMC wirkte das Ostrogen nur bei Konzentrationen von 10#-10° M deutlich
proliferationsreduzierend (Abb. 5.8) und auf die humane Primarzellen HCASMC nur bei einer
Konzentration von 10* M (Abb. 5.12). Bei einer 17p-Estradiolkonzentration von 10™"? M
konnte hierbei sogar eine Proliferationsinduktion von glatten GefalRmuskelzellen gezeigt
werden. Verschiedene Autoren haben eine Proliferationshemmung von glatten
GefaRmuskelzellen in einem Konzentrationsbereich von 10“-10"° M beschrieben. Diese
Resultate konnten anhand der untersuchten Zellkulturen nicht verifiziert werden.
= 17B-Estradiol inhibierte die Proliferation von den vaskuldaren glatten
Muskelzellen  AT7r5, ppSMC und HCASMC lediglich in einem
Konzentrationsbereich von 10%-10° M deutlich. Im Hinblick auf die
Vitalititstests liegt dieser Effekt in der Zytotoxizitit des Ostrogens in diesem
Konzentrationsbereich begriindet. Die von DUBEY et al., DAI-DO et al. und
GERALDES et al. gezeigte Proliferationshemmung von 17B-Estradiol in einem
Konzentrationsbereich von 10°-10"° M konnte nicht anndhernd bestitigt
werden.
Fur 17B-Estradiol konnte bei den porcinen Primarzellen ppSMC eine migrationshemmende
Wirkung in Konzentrationsbereichen von 10*-10® M und 107"'-10"'> M nachgewiesen werden
(Abb. 5.15). Die Resultate der Migrationsuntersuchungen an den Primarzellen HCASMC
untermauerten die Ergebnisse der Zellkultur ppSMC aber nicht. Es konnte im gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich fiir das Ostrogen an der Zellkultur HCASMC keine
Migrationshemmung nachgewiesen werden. Lediglich bei einer Konzentration von 10° M
17B-Estradiol wurde hingegen eine signifikante Migrationsstimulation gezeigt (Abb. 5.16).
= 17B-Estradiol inhibierte die Migration von den porcinen Primarzellen ppSMC,
was die Daten von Dai-Do et al. von 1996 bestétigt. Es scheint sich jedoch um
ein zell- und organismusspezifisches Phidnomen zu handeln, denn bei den
primdren humanen Muskelzellen HCASMC konnte dieser Effekt nicht gezeigt
werden.
Die in-vitro Untersuchungen hinsichtlich Proliferation, Vitalitat und Migration konnten fur 173-
Estradiol die in der Literatur beschriebenen Effekte auf glatte GefaRmuskelzellen und

vaskuldre Endothelzellen nicht zeigen. Die Daten suggerieren, dass die durch die
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verschiedenen Autoren beschriebenen, hier mehrfach erlauterten Effekte nicht auf alle
Zellkultursysteme Ubertragbar sind. Nach erster Einschatzung ist dieser Wirkstoff als
Inkorporation in DES hinsichtlich der Wirkung auf das Proliferationsverhalten von vaskularen

Endothel- und glatten Muskelzellen ungeeignet.

6.1.2. Der Einfluss von Genistein auf ausgewahlte zellulare

Funktionen

Fir das Phytodstrogen Genistein wurden von vielen Autoren kardioprotektive Effekte
(CLARKSON, 2002) wie proliferations- und migrationshemmende Eigenschaften auf glatte
GefaRmuskelzellen in einem Konzentrationsbereich von 10%#-10° M (XIANG et al., 2010; Yu
et al., 2008; PAN et al., 2001) und eine Induktion der Endothelzellproliferation bei einer
Konzentration von 10* M (XIANG et al., 2010) beschrieben.
Das Phytodstrogen Genistein bewirkte bei der Zelllinie BFA eine Reduktion der Vitalitat in
einem Konzentrationsbereich von 10*-10° M. AuRerdem erwies sich das Phytodstrogen in
einem Konzentrationsbereich von 10"°-10"" M als vitalititshemmend (Abb. | Anhang). Die
endothelialen Primarzellen ppEC und HCAEC reagierten deutlich weniger empfindlich,
Genistein wirkte sich nur bei einer Konzentration von 10* M reduzierend auf die Vitalitat der
Zellen aus. In Konzentrationsbereichen von 10°-10"° M fiir ppEC bzw. 107-10° M fir
HCAEC wurde mit dem MTS-Test eine erhohte Vitalitdt ermittelt (Abb. 5.5 und 5.9). Mit
diesem Test wird die Gesamtheit aller lebenden und proliferierenden Zellen beriicksichtigt,
diese Resultate liefern also ein erstes Indiz zur Stimulation von Endothelzellen durch das
Phytodstrogen Genistein und bestatigen die durch XIANG et al. beschriebenen Daten.
Die Proliferation der Zelllinie BFA wurde durch Genistein in Konzentrationsbereichen von
10*-10° M und 107°-10"" M im Vergleich zur Kontrolle reduziert (Abb. Il Anhang). Die
Primarzellen ppEC und HCAEC zeigten als Reaktion auf eine Genisteinkonzentration von 10
* M eine deutliche Proliferationshemmung, aber in einem Konzentrationsbereich von 108-10°
M fir ppEC bzw. einer Wirkstoffkonzentration von 10® M fiir HCAEC erwies sich das
Isoflavon als proliferationsstimulierend (Abb. 5.6 und 5.10).
= Genistein wirkte bei einer Wirkstoffkonzentration von 10* M zytotoxisch, die
Proliferation der vaskuldren Endothelzellen BFA, ppEC und HCAEC wird
deutlich gehemmt. Die durch XIANG et al. beschriebene Proliferationsinduktion
bei dieser Wirkstoffkonzentration konnte so nicht bestatigt werden.
Konzentrationen von 10°M und 108-10° M bewirkten bei den Endothelzellen
HCAEC bzw. ppEC eine signifikante Stimulation der Proliferation.
Die in dieser Arbeit untersuchten glatten Muskelzellen reagierten weitaus weniger
empfindlich auf die Genistein-Behandlung als die Endothelzellen. Sowohl die Zelllinie A7r5
(Abb. Il Anhang) als auch die primare Zellkultur ppSMC (Abb. 5.7) zeigten im gesamten

untersuchten Konzentrationsbereich keine Auswirkungen auf die Vitalitat. Lediglich die
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Vitalitat der humanen Priméarzellen HCASMC wurde bei einer Konzentration von 10* M
reduziert. Bei einer Wirkstoffkonzentration von 10° und im Bereich von 108-10° M wurde
eine erhohte Vitalitat im Vergleich zur Bezugskontrolle ermittelt (Abb. 5.11).
Die Proliferation glatter Muskelzellen wurde im Vergleich zur Vitalitat jedoch starker durch
Genistein beeinflusst. Die Zelllinie A7r5 reagierte nach Genistein-Applikation im gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich signifikant mit einer Reduktion der Proliferation.
Genisteinkonzentrationen von 10° M und niedriger bewirkten jedoch nur eine Hemmung von
20-30 % (Abb. IV Anhang).
Fir die Primarzellen ppSMC und HCASMC wurde eine Proliferationshemmung in einem
Bereich von 10*-10° ermittelt (Abb. 5.8 und 5.12). Niedrigere Konzentrationen hatten keinen
Einfluss auf die Zellteilungsrate, was die Resultate der A7r5-Testung nicht bestatigte.
= Genistein hemmte die Proliferation der glatten Muskelzellkultur A7r5 in einem
Konzentrationsbereich von 10*-10"? M, was die in der Literatur durch XIANG et
al., Yu et al., und PAN et al. beschriebene Proliferationsinhibierung von 10%-10°°
M von glatten GefaiBmuskelzellen bestatigt. Fiir die vaskuldaren Muskelzellen
ppSMC und HCASMC konnte ebenso eine Hemmung der Proliferation gezeigt
werden, jedoch nur bei Konzentrationen von 10* und 10° M. Geringere
Wirkstoffkonzentrationen nahmen keinen Einfluss auf die Proliferation von
ppSMC und HCASMC.
Untersuchungen zur Migration zeigten, dass das Phytodstrogen bei den porcinen
Primarzellen ppSMC in einem Konzentrationsbereich von 10°-10° M eine signifikante
Hemmung bewirkte (Abb. 5.15). Untersuchungen an der humanen Zellkultur HCASMC
konnten migrationshemmende Eigenschaften vermuten lassen, die Ergebnisse konnten auf
Grund hoher Standardabweichungen jedoch statistisch nicht untermauert werden (Abb.
5.16).
= Genistein hemmte die Migration der porcinen Muskelzellen ppSMC, was die
Arbeit von Dubey et al. von 1999 bestatigt, jedoch nicht die der humanen
Muskelzellen HCASMC. Genauso wie 173-Estradiol scheint auch Genistein nur
die Migration porciner Muskelzellen zu inhibieren, nicht jedoch die der
humanen. Genistein wirkt also auch zell- und organismusspezifisch auf die
Migration von Zellen.
Im Vergleich zu 17B-Estradiol wurde fiir das Phytodstrogen Genistein genauso eine
Proliferations- und z. T. eine Migrationshemmung von glatten Gefallmuskelzellen gezeigt,
zusatzlich wirkte das Isoflavon jedoch stimulierend auf die Endothelzellvitalitat und
-proliferation. Bezugnehmend auf Anforderungen an ein zu inkorporierendes Medikament in

der Stenttechnologie, missen weiterfihrende Untersuchungen jedoch klaren, ob die durch
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Genistein hervorgerufenen Effekte auf vaskulare glatte Muskelzellen ausreichend sind und
sich auf ein Implantat Gbertragen lassen.

Die endothelstimulierenden Eigenschaften von Genistein konnten im Rahmen dieser
Betrachtungen jedoch von Nutzen sein, in dem das Phytodstrogen mit einem bekannten
Medikament, beispielsweise Sirolimus, kombiniert wird. Seit Anfang dieses Jahrtausends ist
Sirolimus als Inkorporation in einen Drug-Eluting Stent im Einsatz (Sirolimus-Eluting Stent:
SES; Cypher®; Cordis Corporation, Miami Lakes, FL, USA), Late Stent Thrombosen stellen
dabei eine zentrale Komplikation bei der Anwendung dar. Fur Sirolimus ist beschrieben
worden, dass die SMC-Proliferation, bekannt als zentraler Mechanismus der neointimalen
Hyperplasie bei restenotischen Prozessen, gehemmt werden kann und so die
Restenoseraten signifikant senkt (LUSCHER et al., 2007). Durch eine verzdgerte
Endothelialisierung ist das Risiko von Stent Thrombosen jedoch erhéht. In Kombination mit
einem endothelstimulierenden Wirkstoff kann diesem Effekt vermutlich entgegengewirkt
werden.

Am Institut fir Biomedizinische Technik wurde eine entsprechende Kombinationslésung mit
den Wirkstoffen Genistein und Sirolimus hergestellt und vergleichend zu den jeweiligen
Wirkstofflosungen an den humanen Primarzellen HCAEC und HCASMC getestet.

Die Proliferation der Endothelzellkultur HCAEC wurde sowohl von Genistein, als auch von
Sirolimus sowie der Kombination beider Wirkstoffe bei einer Wirkstoffkonzentration von 10
M signifikant gehemmt. Genistein bewirkte bei Wirkstoffkonzentrationen von 10°-107 M
sowie 10" M eine deutliche Proliferationssteigerung, welche durch die hohen
Standardabweichungen jedoch statistisch nicht gesichert werden konnte. Zusatzlich wurde
fiir eine Konzentration von 102 M eine signifikante Proliferationsinduktion gezeigt, die aber
in der Gesamtheit aller Untersuchungen einzigartig war und daher in der Gesamtbetrachtung
des Wirkstoffes Genistein nicht berucksichtigt wurde.

Fur Sirolimus konnte in einem Konzentrationsbereich von 10"°-10™"" M eine signifikante
Stimulation der humanen Endothelzellen nachgewiesen werden.

Die Kombination beider Wirkstoffe erwies sich neben der Proliferationshemmung der
Primarzellen HCAEC bei 10° M in einem Konzentrationsbereich von 10°-107 M als
proliferationshemmend. Bei einer Konzentration von 10° M wurde hingegen eine signifikante
Stimulation der Proliferation gezeigt (Abb. 5.13).

Die Untersuchungen der Kombinationslésung aus Genistein und Sirolimus auf die humane
Muskelzellkultur HCASMC lieferte unerwartete Resultate. Es konnte bei keiner der
getesteten Konzentrationen eine Reduktion der Proliferation nach Wirkstoffeinfluss
nachgewiesen werden. Sirolimus wirkte in diesen Tests vergleichbar wie Genistein, was

nicht mit den in der Literatur beschriebenen Daten konform geht (Abb. 5.14). Dort wurde fir
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Sirolimus u. a. durch MORRIS et al. 1995 eine signifikante Proliferationshemmung nach
Wirkstoffeinfluss beschrieben.
= Die Kombination von Sirolimus und Genistein bewirkte bei hohen
Wirkstoffkonzentrationen eine Proliferationsinhibierung der Endothelzellen
HCAEC. Eine Konzentration von 10° M erwies sich jedoch als
proliferationsstimulierend. Es konnte im gesamten untersuchten
Konzentrationsbereich aber keine signifikante Proliferationshemmung der
vaskularen glatten Muskelzellen HCASMC gezeigt werden.
Insgesamt konnten flr den Wirkstoff Genistein vielversprechende Resultate gezeigt werden.
In einem Konzentrationsbereich von 10®-10° M wurden vaskulére glatte Muskelzellen in der
Proliferation gehemmt, vaskuldare Endothelzellen jedoch stimuliert. In weiterfihrenden
Untersuchungen muss nun geklart werden, ob der Wirkstoff Genistein als DES-Inkorporation

geeignet ist.

6.1.3. Der Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf Proteine von
proliferations-, migrations- und inflammationsregulierenden

Signalwegen

Es wurde beschrieben, dass die kardioprotektive Wirkweise des Ostrogens 17B-Estradiol
sowie des Phytodstrogens Genistein in dem Einfluss auf bestimmte Proteine, die zentral in
der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind, begrindet liegt (GERALDES et al., 2002; XIANG et
al., 2010). Es ist im Hinblick auf die Vitalitats-, Proliferations- und Migrationsuntersuchungen
sehr interessant, wie sich das Muster dieser ausgewahlten Proteine in den primaren
porcinen Endothel- und glatten Muskelzellen nach Angiotensin Il Stimulation verandert. Dazu
wurde der Einfluss dieser Wirkstoffe hinsichtlich der p44/42 MAPK Expression und Aktivitat
sowie der Aktivitdt von Phosphotyrosinkinasen (PTK) untersucht. Die hochkonservierten
Mitogen-Activated-Protein-Kinasen (MAPKs) gehdren zu einer der wichtigsten Kinase-
Familien in inflammatorischen Zellen, eine der bekannten Subfamilien der Sauger sind die
Extracellular Signal-Regulatet Kinases (ERK1/2; bekannt auch als p44/42 MAPK (LUO und
REIDY, 2002). Die p44/42 MAPK sind hauptsachlich in Pathways des Zellwachstums und
-differenzierung involviert (KOISTINAHO und KOISTINAHO, 2002).

Im vaskularen Gewebe wird Gber den AT1 Rezeptor die p44/42 MAPK-AKktivitat induziert und
die Proliferation von glatten Muskelzellen reguliert (MEIJERING et al., 2009; DUBEY et al.,
2000; GERALDES et al., 2003). Es wurde zudem beschrieben, dass durch 173-Estradiol und
Genistein die Expression des Rezeptors und somit die Expression aller durch den AT1
Rezeptor hochregulierten Proteine gehemmt wird (NICKENIG et al., 1998; Wu et al., 2003;
DUBEY et al., 2000; GERALDES et al., 2003) Es ist im Rahmen dieser Arbeit von Interesse, ob

sich dieser Zusammenhang auf die porcinen Primarzellen Ubertragen lasst.
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Das p44/42 Pathway-vermittelte Zellwachstum und die Migration in vaskularen glatten
Muskelzellen wird durch das, in atherosklerotischen und restenotischen Prozessen verstarkt
exprimierte, Hormon Angiotensin Il stimuliert (MEIJERING et al., 2009). Durch die Applikation
von 173-Estradiol und Genistein soll zum einen die Angiotensin [I-Bildung durch Einfluss auf
den Renin-Angiotensin-Pathway und zum anderen die Expression des Angiotensin Il Typ 1
Rezeptors gehemmt werden, Uber den samtliche kardiovaskuldre Auswirkungen des
Hormons reguliert werden. Daher soll durch 17B-Estradiol und Genistein die p44/42-MAPK-
Expression und Aktivierung in SMCs inhibiert und damit die SMC-Proliferation reduziert
werden (DUBEY et al., 2000; GERALDES et al., 2003).
Zudem ist fur 17p-Estradiol und Genistein bekannt, eine Endothelzellstimulation zu bewirken
(ODENLUND et al., 2008), was sich durch eine erhéhte Expression und Aktivierung des
p44/42 MAPK-Pathways in vaskularen ECs widerspiegelt (GERALDES et al., 2003).
Die p44/42 MAPK Proteinexpression der porcinen endothelialen Primarzellen ppEC wurde
durch 17p-Estradiol und Genistein nur bei einer zytotoxischen Konzentration von 10* M
(Abb. 5.17 und 5.18) reduziert. Die Zytotoxizitdt der Pharmaka in diesem
Konzentrationsbereich wurde durch die Vitalitats- und Proliferationsuntersuchungen an ppEC
in dieser Arbeit mehrfach gezeigt. Die Gesamtproteinmenge von p44/42 MAPK wurde im
weiteren untersuchten Konzentrationsbereich durch beide Wirkstoffe nicht beeinflusst.
Auf die primare porcine glatte Muskelzellkultur ppSMC hatte 17B-Estradiol sowohl nach 24
als auch nach 48 h im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich keinen Einfluss
hinsichtlich der Expression von p44/42 MAPK (Abb. 5.19 und 5.20). Durch das
Phytodstrogen Genistein wurde die Menge von p44/42 MAPK leicht reduziert.

= 17B-Estradiol und Genistein bewirkten sowohl bei den Endothelzellen ppEC als

auch bei den glatten Muskelzellen ppSMC nur einen geringen Einfluss auf die
Expression von p44/42 MAPK.

Uber Phosphorylierung erfolgt die Aktivierung von p44/42 MAPK was zur Aktivierung von
Nuclear Transcription Factors und anderen, im Zytoplasma lokalisierten Kinasen und somit
unter anderem zur Stimulation zellularer Proliferation und Migration fihrt.
Fir 17B-Estradiol konnte im nicht zytotoxischen Konzentrationsbereich eine erhéhte
Expression von phosphorylierter p44/42 MAPK in den primaren Endothelzellen ppEC
nachgewiesen werden (Abb. 5.17), was die Resultate von GERALDES et al. von 2003
bestatigt, die an porcinen Endothelzellen aus der Aorta zeigen konnten, dass 17B-Estradiol
die p44/42 MAPK Phosphorylierung sowie die Proliferation der Zellen induziert.
Fir das Isoflavon Genistein konnte genauso wie flir 17p3-Estradiol eine Induktion der p44/42
MAPK Phosphorylierung in den primaren porcinen Endothelzellen ppEC gezeigt werden
(Abb. 5.18), was die Resultate von XIANG et al. bestatigt (XIANG et al., 2010). Zudem wurde
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fur die endotheliale Primarzellen ppEC eine Stimulation der Proliferation im Rahmen dieser
Arbeit nachgewiesen (Abb. 5.6).

= Durch 17B-Estradiol und Genistein wurde die Menge von phosphorylierter

p44/42 MAPK in den porcinen Endothelzellen bei gleichbleibendem p44/42
MAPK Gesamtprotein erhoht.

Die Aktivierung der p44/42 MAPK in der in dieser Arbeit verwendeten porcinen
Endothelzellkultur ppEC misste nun eine erhdhte Proliferation dieser Zellen zur Folge
haben. In vorangegangenen Vitalitdts- und Proliferationsuntersuchungen konnte eine
Stimulation der primaren porcinen Endothelzellen ppEC nach Genistein-Applikation
beobachtet werden, das Ostrogen 17B-Estradiol erwies sich hinsichtlich des Einflusses auf
die Proliferation in den nicht-zytotoxischen Konzentrationen als wirkneutral (Abb. 5.5 und
5.6). Vermutlich war die Stimulation der Proliferation durch die Aktivierung des p44/42 MAPK
Proteinkomplexes nach 17B-Estradiol-Applikation zu gering, um mit der hier verwendeten
Methode zum Proliferationsnachweis messbar zu sein.
Im Gegensatz dazu wurde sowohl flir 17B-Estradiol, als auch fir Genistein beschrieben,
dass simultan neben der Aktivierung von p44/42 MAPK in vaskularen Endothelzellen die
Aktivierung dieses Proteinkomplexes in glatten Muskelzellen inhibiert wird, was schlieRlich
zur Proliferationshemmung dieses Zelltyps fuhrt (GERALDES et al., 2002). Im Rahmen der
hier dargestellten Untersuchungen wurde nach 17B-Estradiol-Applikation lediglich nach 24 h
Wirkstoffinkubation eine Verringerung des phosphorylierten p44/42 MAPK-Komplexes der
glatten Muskelzellen ppSMC nachgewiesen. 48 h Wirkstoffinkubation fuhrte hingegen zu
einer erhdhten Phosphorylierung von p44/42 MAPK (Abb. 5.19). In Kontrast zu der von LIU et
al., 2002 gezeigten Inhibierung der Aktivierung von p44/42 MAPK in C57BL/6J Mausen bzw.
der von GERALDES et al.,, 2002 demonstrierten Reduktion der p44/42 MAPK-Aktivitat in
porcinen, aus der Aorta isolierten, glatten Muskelzellen nach 17B-Estradiol-Behandlung,
konnte dieser Effekt in den ppSMC nur bedingt nachgewiesen werden, was die Resultate
aus den vorangegangenen Vitalitats- und Proliferationstests untermauert. Dieses Ostrogen
wirkte sich als nicht oder nur gering proliferationshemmend auf die porcine Primarzellen
ppSMC aus.
Fir das Phytoostrogen Genistein wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Proliferation von
glatten Muskelzellen konzentrationsabhangig gehemmt wird (Abb. 5.8 und 5.12). Damit
konnten die in der Literatur u. a. durch YU et al., 2008 beschriebenen Resultate bestatigt
werden. Es ist nun von Interesse, ob der Einfluss auf die Proliferation der Priméarzellen
ppSMC (ber die Inhibierung der Aktivitat von p44/42 MAPK reguliert wird. YU et al. hatten
2008 gezeigt, dass die Applikation von Genistein die Expression und Aktivierung u. a. von
p44/42 MAPK nicht beeinflusst und postulierten, dass der antiproliferative Effekt von

Genistein nicht im Einfluss in der frihen Signaltransduktion begrindet liegt. Genistein soll
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vielmehr die Expression des Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors (CDI) p27<*" induzieren, der
alle CDKs (Cyclin-Dependent Kinase), wichtige Regulatoren des Zellzyklus inhibiert
(COQUERET, 2003, Yu et al., 2008). XIANG et al. zeigten 2010 hingegen, dass Genistein
genauso, wie zuvor fur das Ostrogen 17B-Estradiol beschrieben, die Aktivierung von p44/42
MAPK in vaskularen glatten Muskelzellen hemmt, simultan in vaskuldren Endothelzellen
aber induziert.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte fiir die porcinen glatten Muskelzellen ppSMC sowohl nach
24 h als auch nach 48 h eine deutlich Reduktion der Aktivitdt von p44/42 MAPK nach
Genistein-Applikation gezeigt werden (Abb. 5.20). Diese Daten weisen darauf hin, dass die
durch Genistein vermittelte Reduktion der Proliferation der glatten Muskelzellen durch die
Inhibierung der p44/42 MAPK Aktivitat reguliert wird. Die von YU et al. beschriebene
Induktion von p27*?" und die damit verbundene Hemmung der den Zellzyklus regulierenden
CDKs konnte zusatzlich zur p44/42 MAPK Hemmung die Wirkweise von Genistein erklaren.
= 17B-Estradiol reduzierte die Menge von phosphorylierter p44/42 MAPK in den
primédren porcinen glatten Muskelzellen ppSMC nur gering. Im Gegensatz dazu
konnte fir Genistein eine deutliche Reduktion der p44/42 MAPK-Aktivitat
nachgewiesen werden.
Somit werden die Resultate der Proliferationsuntersuchungen gestitzt. Genistein scheint
also, neben der Beginstigung der Endothelzellproliferation, die sowohl in den
Untersuchungen zur Proliferation als auch durch die Induktion der p44/42 MAPK Aktivitat
gezeigt wurde, die glatten Muskelzellen gleichzeitig zu hemmen.
Ob die Regulation des p44/42 MAPK-Komplexes in den porcinen Primarzellen ppEC und
ppSMC Uber den Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf den AT1 Rezeptor erfolgt,
sollte durch den Expressionsnachweis des AT1 Rezeptors analysiert werden (Abb. 5.17,
5.18, 5.19 und 5.20). Uber den AT1 Rezeptor vermittelt das Hormon Angiotensin I
verschiedene kardiovaskulare Reaktionen, wie die Stimulierung der Produktion von
Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-B), Vasokonstriktion, vaskulares und kardiales Remodeling
und vaskulares Zellwachstum. Dieser, auf der Zelloberflache sich befindende Rezeptor,
spielt bei atherosklerotischen und restenotischen Prozessen eine zentrale Rolle. NICKENIG et
al. demonstrierten schon 1998, dass 17B-Estradiol zu einer konzentrationsabhangigen
Herunterregulierung der AT1 Rezeptor mRNA fihrt. Es wurde zudem von TAKEDA-
MATSUBARA et al. 2002 gezeigt, dass die AT1 Rezeptor vermittelte VSMC Proliferation und c-
fox Expression durch 17B-Estradiol-Applikation gehemmt werden. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Angiotensin Il stimulierte Aktivierung von p44/42 und p38 MAPK durch
17B-Estradiol Gber den AT1 Rezeptor inhibiert wird. Das hat zur Folge, dass nachgeschaltete
Proteine in diesem Signalnetzwerk wie STAT1 und STAT3 nicht durch Phosphorylierung von

Tyrosinresten aktiviert werden. Aktives STAT1 und STAT3 akkumulieren im Kern von
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VSMCs und verstarken die c-fox Promotoraktivitat, was zu einer Proliferationsstimulation der
betroffenen Zellen fiihrt. Das Ostrogen 17B-Estradiol soll so in der Lage sein, die
Proliferation glatter Gefalmuskelzellen zu hemmen (LIU et al., 2002).
= 17B-Estradiol und Genistein bewirkten bei den endothelialen Primérzellen ppEC
keine bzw. nur geringe konzentrations- und zeitabhangige AT1 Rezeptor-
Expressionsveranderungen. Es ist daher anzunehmen, dass Effekte auf das
Proliferationsverhalten der Endothelzellen nicht (liber den AT1 Rezeptor
vermittelt werden. (Abb. 5.17 und 5.18)
XU et al. konnten 2004 an endothelialen Zellen, isoliert aus der Aorta der Ratte, eine
konzentrations- und zeitabhangige Hemmung dieses Rezeptors in diesem Zelltyp zeigen und
erklarten so die antioxidative Wirkung von Genistein durch Hemmung der durch den AT1
Rezeptor regulierten NADPH-Oxidase. Dieser mdglicherweise auch in den Primarzellen
ppEC bestehende Zusammenhang konnte im Rahmen dieser Untersuchungen nicht
bestatigt werden.
Durch die Behandlung der primaren glatten Muskelzellkultur ppSMC mit dem Ostrogen 17p-
Estradiol konnte hingegen die Expression des AT1 Rezeptors sowohl nach 24 als auch nach
48 Stunden leicht gehemmt werden (Abb. 5.19 und 5.20). Im Hinblick auf die
Untersuchungen zur Aktivitdt der p44/42 MAPK und den vorangegangenen Vitalitats- und
Proliferationsuntersuchungen (Abb.5.7 und 5.8) ist es jedoch fraglich, ob diese, wie in der
Literatur beschrieben, Uber den AT1 Rezeptor reguliert werden.
Sowohl Proliferation (Abb. 5.8) und p44/42 MAPK Aktivitdt wurden nach 17p-Estradiol-
Applikation (Abb. 5.19) nur geringflgig oder gar nicht beeinflusst. Die Hemmung des AT1
Rezeptors durch 17B-Estradiol ist entweder zu schwach, um Auswirkungen auf die Aktivitat
der p44/42 MAPK und somit auch der zelluldren Proliferation auszutiben oder die Regulation
dieses Proteinkomplexes erfolgt Uber andere Signalwege, die in dieser Arbeit nicht
untersucht wurden. Ein Zusammenhang zwischen dem AT1 Rezeptor mit dem p44/42 MAPK
Proteinkomplex konnte tber Knock Down Experimente beispielsweise mit si oder sh RNA
weiterfiihrend untersucht werden. Desweiteren haben GERALDES et al. 2003 gezeigt, dass in
SMCs die Inhibierung der p44/42 und p38 MAPK Phosphorylierung Uber den
Ostrogenrezeptor B (ERB) reguliert wird, in ECs die Induktion der p44/42 und p38 MAPK
Phosphorylierung tber den ERa. Inwiefern der AT1 Rezeptor in dieses Signalnetzwerk
integriert ist oder ob der Einfluss von 17B-Estradiol (iber die Ostrogenrezeptoren unabhéngig
zum AT1 Rezeptor erfolgt, ist nicht bekannt und muss weiter aufgeklart werden.
Das Phytodstrogen Genistein bewirkte ebenso wie 173-Estradiol sowohl nach 24 als auch
nach 48 h eine konzentrationsabhangige Reduktion der AT1 Rezeptor Expression in den
primaren porcinen glatten Muskelzellen ppSMC (Abb. 5.20). Die verminderte Aktivierung von
p44/42 MAPK konnte also in direktem Zusammenhang mit der Reduktion der AT1 Rezeptor
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Expression nach Genistein-Applikation in diesem Zelltyp stehen. In weiterfihrenden
Experimenten kdnnte, durch Manipulation des AT1 Rezeptors, der Einfluss von Genistein auf
den Aktivierungsstatus von p44/42 MAPK untersucht werden, um diese Vermutung zu
bestatigen.
= 17B-Estradiol und Genistein reduzieren die Proteinexpression des AT1

Rezeptors in den primaren porcinen glatten Muskelzellen ppSMC.
Die Aktivitdt von Phosphotyrosinkinasen wird ebenso wie die der MAPK in vaskuldrem
Gewebe Uber den AT1 Rezeptor reguliert. Die Tyrosin-Phosphorylierung ist ein fundamental
wichtiger Mechanismus in der Signal-Transduktion und Regulation in allen eukaryotischen
Zellen, und steuert viele Prozesse wie u. a. Zellwachstum, -differenzierung und -entwicklung,
metabolische Homdostase, und Gentranskription (HUNTER, 2009). Es handelt sich bei der
Tyrosin-Phosphorylierung in vivo um einen reversiblen und dynamischen Prozess, der durch
die gegensatzlich arbeitenden Proteine Protein Tyrosinkinasen und Protein
Tyrosinphosphatasen reguliert wird (BURKE und ZHANG, 1998).
Es sollte in diesen Untersuchungen nun gepriift werden, ob das Ostrogen 17B-Estradiol bzw.
das Phytoostrogen Genistein einen Einfluss auf den Tyrosin-Phosphorylierungsstatus haben,
um die Resultate zum zellularen Proliferationsverhalten der porcinen Primarzellen ppEC und
ppSMC zu erganzen.
Der Status der phosphorylierten Proteine der endothelialen Zellkultur ppEC wurde aul3erhalb
des zytotoxischen Konzentrationsbereichs durch 173-Estradiol-Exposition sowohl nach 24
als auch nach 48 Stunden nicht beeinflusst (Abb. 5.17).
Genistein hingegen bewirkte eine Induktion der Protein Tyrosinkinasen in den primaren
porcinen Endothelzellen ppEC, was durch einen verstarkten Nachweis von Proteinen mit
phosphorylierten Tyrosinresten deutlich wurde (Abb. 5.18). Genistein wird in der Literatur als
Tyrosinkinaseinhibitor beschrieben (AKIYAMA et al., 1987; DEAN et al., 1989). Die Daten
suggerieren, dass dieser Wirkmechanismus zellspezifisch sein kann. In den untersuchten
Endothelzellen ppEC stimuliert Genistein die Tyrosinphosphorylierung genauso wie die
Aktivierung der p44/42 MAPK (Abb. 5.18). Sowohl Protein Tyrosinkinasen als auch MAPK
sind mafRgeblich an der Regulation der zellularen Proliferation beteiligt. Da fir Genistein eine
Stimulation der Endothelzellproliferation (ppEC und HCAEC) im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt wurde (Abb. 5.6 und 5.10), ist das Resultat hinsichtlich des Phospho-Tyrosin Status
nachvollziehbar.

= 17B-Estradiol bewirkte in den primaren Endothelzellen ppEC auBerhalb des

zytotoxischen  Konzentrationsbereichs keine Anderung des Status

phosphorylierter Proteine. Genistein fiihrte zur Aktivierung von Protein

Tyrosinkinasen und somit einer erhéhten Menge von Proteinen mit

phosphorylierten Tyrosinresten.
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In der primaren porcinen Muskelzellkultur ppSMC wurde der Phospho-Tyrosin-Status durch
17B-Estradiol-Behandlung nur nach 24stundiger Wirkstoffinkubation reduziert. Nach 48 h
konnte kein Einfluss des Ostrogens auf die Aktivitdit der Phosphotyrosinkinasen im
untersuchten Konzentrationsbereich nachgewiesen werden (Abb. 5.19). Diese Resultate
stlitzen vorangegangene Untersuchungen. Die Reduktion der MAPK-Aktivitat konnte ebenso
wie die Hemmung der Aktivitat der Protein Tyrosinkinasen nur nach 24 h gezeigt werden.
Fir das Phyto6strogen Genistein konnte eine Reduktion von Proteinen mit phosphorylierten
Tyrosinresten gezeigt werden (Abb. 5.20). Diese Resultate belegen, dass Genistein einen
konzentrationsabhangigen inhibitorischen Einfluss auf die primaren glatten Muskelzellen
bewirkt und somit auch in Prozesse der zellularen Regulation wie Wachstum und
Differenzierung eingreift. Diese Vermutung wurde im Rahmen dieser Arbeit mit
verschiedenen Methoden wie der Vitalitats- und Proliferationstestung sowie auch
vorangegangenen Westernblotuntersuchungen mehrmals bestatigt und mit diesen
Untersuchungen nochmals untermauert. Im Hinblick auf die Untersuchungen zum
Aktivierungsstatus von p44/42 MAPK konnte ebenso fliir die Aktivitat von Protein
Tyrosinkinasen gezeigt werden, dass insbesondere das Isoflavon Genistein differenziert auf
unterschiedliche Zelltypen wirkt. Wahrend in endothelialen Zellen die Aktivitat der Kinasen
induziert wird, erfolgt in glatten Muskelzellen die Inhibition dieser Proteine.
= 17B-Estradiol &dnderte nicht den Status phosphorylierter Proteine in den
primdren porcinen glatten Muskelzellen ppSMC. Genistein bewirkte eine
Reduktion der Protein Tyrosinkinase-Aktivitat und somit eine Verringerung der
Menge von Proteinen mit phosphorylierten Tyrosinresten.
Zur Untersuchung des zelluldren Stresses nach Wirkstoff Exposition wurde die Expression
des Hitzeschockproteins (HSP) 70 genauer betrachtet. HSP70 gehdrt zur Familie der 70 kDa
grolten HSPs, die ubiquitdr exprimiert werden. Das unter normalen Umstanden konstitutiv
exprimierte HSP70 arbeitet wahrend der Proteinsynthese als Chaperon und ist in Prozessen
des intrazellularen Transports und der Degradation beteiligt. Unter Stress-Bedingungen wird
durch die Beteiligung von HSP70 die zellulare Struktur durch die Reparatur beschadigter
Proteine im Zytoplasma und durch die Blockade der Apoptose geschitzt. Daher wird HSP70
auch als Stressprotein bezeichnet und eine Hochregulierung dieses Proteins als eine
Reaktion auf zellularen Stress angesehen (BEERE et al., 2000; BEERE, 2004).
= Abgesehen von zytotoxischen Wirkstoffkonzentrationen konnten in relevanten
Bereichen fiir die untersuchten Wirkstoffe 17B-Estradiol und Genistein keine
erhdhten Stresslevels nachgewiesen werden. Die gezeigten
konzentrationsabhangigen Ergebnisse fur die endotheliale Primarzellen ppEC
als auch fiir die glatte Muskelzellkultur ppSMC resultieren nicht aus
stressbedingen Reaktionen der Zellen (Abb. 5.17, 5.18, 5.19 und 5.20).
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6.1.4. 17B-Estradiol versus Genistein: Zusammenfassung der
untersuchten zellularen und molekularen Mechanismen im

Vergleich zur Literatur

Mit den Untersuchungen auf zelluldrer Ebene in entsprechenden vaskuldren
Zellkultursystemen konnten wichtige Einblicke tber die Auswirkungen des Ostrogens 17p-
Estradiol sowie des Phytodstrogens Genisteins gewonnen werden. Grundlegend wurde fir
beide Wirkstoffe eine gute Biovertraglichkeit ab einer Konzentration von 10 M ermittelt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten fiir 17p3-Estradiol nur minimale Auswirkungen auf Vitalitat,
Proliferation und Migration auf glatte Muskel- und vaskulare Endothelzellen ermittelt werden.
Auf proteinbiochemischer Ebene liel3 sich eine geringe konzentrationsabhangige Hemmung
des AT1 Rezeptors in glatten Gefalimuskelzellen nachweisen, eine damit in Zusammenhang
stehende Inhibierung der MAPK und PTK Aktivierung wurde nicht gezeigt. Es ist
anzunehmen, dass die p44/42 MAPK und PTK Aktivitat sowie weitere Teile des
proliferationsregulierenden Netzwerkes in glatten Muskelzellen nicht nur Gber den AT1
Rezeptor reguliert werden, sondern andere Signalpathways involviert sind, die nicht durch
das Ostrogen 17B-Estradiol beeinflusst werden kénnen. Die AT1 Expressionshemmung ist
daher mdglicherweise zu schwach um Auswirkungen auf durch diesen Rezeptor kontrollierte
Mechanismen sichtbar machen zu kénnen.

In vaskuladren Endothelzellen konnte eine leichte Aktivierung von p44/42 MAPK nach 17[3-
Estradiol-Applikation gezeigt werden, Auswirkungen auf die Proliferation dieses Zelltyps
konnten jedoch nicht ermittelt werden. Ein Einfluss auf den AT1 Rezeptor in Endothelzellen
nach 173-Estradiol-Behandlung war nicht ersichtlich. Es wird beschrieben, dass Uber den
AT1 Rezeptor in Endothelzellen die Bildung freier Radikale bei kardiovaskularen
Erkrankungen gesteuert wird. 17p-Estradiol scheint in diesem Zusammenhang keine
antioxidative Wirkung in den untersuchten Endothelzellen zu besitzen.

In der Abbildung 6.1 sind die Resultate dieser Arbeit zusammengefasst und den publizierten
Angaben zu 17B3-Estradiol gegenibergestellt.

Zusammenfassend kann auf zellularer Ebene der in der Literatur beschriebene
kardioprotektive Effekt von 17B-Estradiol nicht nachvollzogen werden. Es ist in relevanten
Konzentrationsbereichen zwar gut vertraglich, vaskuldre Zellen werden jedoch nicht

malfdgeblich beeinflusst.
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Abb. 6.1: Die Wirkweise von 173-Estradiol auf vaskuldre Endothel- und glatte Muskelzellen
Erlduterungen siehe Text; Abk.: Aogen: Angiotensinogen; Ang |: Angiotensin |; Ang Il
Angiotensin Il; ACE: Angiotensin Converting Enzyme; PTK: Protein Tyrosinkinasen; MAPK:
Mitogen Activated Protein Kinasen
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In vielen Studien wurde berichtet, dass in Bevolkerungsgruppen, die Nahrungsmittel mit
einem hohen Phytodstrogengehalt konsumieren, ein geringes Risiko fur kardiovaskulare

Erkrankungen besteht (ADLERCREUTZ, 1990). Phytodstrogene wie Genistein besitzen anti-
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atherogene Eigenschaften, wie die Senkung der Cholesterol-Konzentration (LEGETTE et al.,
2011), die Blutdrucksenkung (LICHTENSTEIN, 1998), die Inhibierung der SMC-Zellproliferation
(DUBEY et al., 1999) und die simultane Stimulation von Endothelzellen (XIANG et al., 2010)
sowie eine antioxidative Wirkung (Xu et al., 2004) — vergleichbar mit den Beschreibungen
zum Ostrogen 17B-Estradiol. Im Gegensatz zu 17B-Estradiol wirkt sich das Phytodstrogen
Genistein aber nicht auf das reproduktive System aus (SQUADRITO et al., 2000).

Der Einfluss auf die Proliferation von glatten GefaRmuskelzellen wurde fur Genistein auch
Uber die Hemmung von Protein Tyrosinkinasen (POLKOWSKI und MAZUREK, 2000) und MAPK
(XIANG et al., 2010) beschrieben. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte nach Genistein-
Applikation die in der Literatur beschriebene Inhibierung der Aktivierung von p44/42 MAPK
verifiziert werden. Zudem konnte in glatten Muskelzellen eine Hemmung des AT1 Rezeptors
gezeigt werden, Uber den die Regulierung dieser Proteingruppen erfolgt. Die Inhibierung der
Rezeptorexpression scheint daher die Aktivierung von p44/42 MAPK und PTK zu verhindern.
Entsprechende Auswirkungen auf das Proliferationsverhalten nach Genistein-Behandlung
von glatten Muskelzellen konnten nachgewiesen werden.

In vaskularen Endothelzellen konnte fiir Genistein sowohl fiir p44/42 MAPK wie auch flr die
Protein Tyrosinkinasen eine erhohte Aktivitat im Gegensatz zu 17B-Estradiol gezeigt werden.
Die daraus resultierende Stimulation der Zellteilung lieR sich im Rahmen der
Proliferationsuntersuchungen mit dem BrdU-Test nachweisen.

Die in dieser Arbeit ermittelten Resultate fir das Phytodstrogen Genistein sind vergleichend
zu den Literaturangaben in der Abbildung 6.2 zusammenfassend dargestellt.

Fir das Phytodstrogen Genistein konnte im Gegensatz zu 17B-Estradiol gezeigt werden, das
auf zellularer Ebene in einem nicht zytotoxischen Konzentrationsbereich relevante Effekte,
wie die Induktion der Endothelzellproliferation sowie die Inhibierung der glatten
Muskelzellproliferation, nachgewiesen werden, die auf einen kardioprotektiven Effekt sowie

auf madgliche anti-restenotische Charakteristika hinweisen.
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Abb. 6.2: Die Wirkweise von Genistein auf vaskulare Endothel- und glatte Muskelzellen

Erlauterungen siehe Text; Abk.: Aogen: Angiotensinogen; Ang I: Angiotensin |; Ang IlI:
Angiotensin Il; ACE: Angiotensin Converting Enzyme; PTK: Protein Tyrosinkinasen; MAPK:
Mitogen Activated Protein Kinasen
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6.1.5. 17B-Estradiol- und Genistein-Eluting Stent Implantation in
porcinen kultivierten Carotisabschnitten

Drug-Eluting Stents haben die interventionelle Kardiologie seit der Einfilhrung Anfang dieses
Jahrtausends  malgeblich  revolutioniert. Die Implantation dieser speziellen,
medikamentenfreisetzenden Blutgefal3stitzen reduzierte wesentlich die angiographische
Restenoserate (PARK et al., 2003; MOSES et al., 2003) und somit die Notwendigkeit fur
Revaskularisierungsmaflinahmen im Vergleich zu Metallstents (WEISz et al., 2006).

Im Gegensatz dazu wurde jedoch in der single-center BASKET-LATE (Basel Stent Cost-
effectiveness Trial-Late Thrombotic Events) gezeigt, dass 7-18 Monate nach der DES-
Implantation eine hdhere Mortalitat bzw. ein erhdhtes Herzinfarktrisiko bestand (PFISTERER et
al., 2006). Diese Resultate wurden von CAMENZIND et al. 2007 zusatzlich untermauert.
In-Stent Thrombosen nach DES-Implantation sind zwar relativ selten, fir 30 % der
betroffenen Patienten endet die In-Stent Thrombose (IST) jedoch tédlich (SERRUYS und
DAEMEN, 2007). Das Verhaltnis zwischen early IST (<30 Tage) und late IST (>30 Tage) ist
fur DES und BMS ausgeglichen. Very late IST (> 1 Jahr) dagegen sind verstarkt nach der
Implantation von DES zu beobachten (NORDMANN et al., 2006; CAMENZIND, 2006).

Eine Ursache fir late bzw. very late In-Stent Thrombosen ist eine verzogerte oder
inkomplette vaskulare Heilung nach koronarer Intervention (PEREzZ DE PRADO et al., 2012).
Von zentraler Bedeutung ist dabei eine verzogerte Endothelialisierung (DESMET, 2006;
JONER et al., 2006).

In der Regel besteht ein DES aus einem Grundgerust aus rostfreiem Stahl oder einer Cobald
Chrom Legierung, Uberzogen mit einem nichtdegradierbaren Polymer, in dem lipophile
Medikamente wie Sirolimus, Everolimus, Zotarolimus oder Paclitaxel inkorporiert sind. Diese
Implantate sind in der Lage, die Proliferation glatter GefalRmuskelzellen durch zytotoxische
oder zytostatische Eigenschaften zu inhibieren. Diese Substanzen kénnen aber durch den
antiproliferativen Charakter auch auf der Ebene normaler vaskularer Heilungsmechanismen
wie der Endothelialisierung eingreifen, was zu einem erhdhten Risiko einer late In-Stent
Thrombose fuhrt (KAUL et al., 2007; LAGERQVIST et al., 2007).

Im Gegensatz zu den heute in DES inkorporierten Medikamenten wurde fiir das Ostrogen
17B-Estradiol vielfach beschrieben, dass neben der antiproliferativen Wirkung auf glatte
Gefallmuskelzellen, die Proliferation der Endothelzellen stimuliert werden soll.

Auf Grund dieser Annahme haben einige Gruppen 17B-Estradiol-Eluting Stents zunachst im
Tiermodell untersucht. NEW et al. zeigten 2002, dass die Implantation eines 17B-Estradiol-,
Phosphorylcholin-beschichteten Stents im Schwein eine Reduktion der neointimalen
Hyperplasie ohne Einflussnahme auf die endotheliale Heilungsreaktion bewirkt. Diese
Resultate wurden 2005 durch die Arbeiten von CHANDRASEKAR et al. verifiziert. Die Gruppe

konnte durch die lokale Freisetzung von 17p-Estradiol eine verbesserte Endothelialisierung
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und verringerte Inflammation im porcinen Modell nachweisen. HAN et al. konnten 2007
zudem im Kaninchenmodell durch die Implantation von 17p-Estradiol-Eluting Stents die
Inhibierung der Neointimabildung sowie die Stimulation der Endothelialisierung zeigen.

Auch mit der systemischen Applikation von 173-Estradiol nach Stent-Implantation konnte
durch die Gruppe um KYRIAKIDES 2006 eine Reduktion der neointimalen Hyperplasie sowie
die Verbesserung der Endothelneubildung ermittelt werden (KYRIAKIDES et al., 2006).

In der ersten humanen, 2004 durchgefiihrten EASTER-Studie (The Estrogen And Stents To
Eliminate Restenosis trial) von ABIZAID et al. wurden 17B-Estradiol-freisetzende BiodivYsio™
Stents primar am Patienten getestet und die Resultate lieRen auf eine mogliche Alternative in
der Medikamentenbeladung von DES hoffen.

Auf Grund der beschriebenen Effekte auf Zellebene, vielversprechender Tierversuche und
der ersten positiven klinischen Studie, wurde das Ostrogen 17B-Estradiol als DES-
Inkorporation im Rahmen dieser Arbeit als Referenzwirkstoff untersucht.
17B-Estradiol-Eluting Stents wurden in porcine Carotisabschnitte implantiert, die daraufhin 14
Tage im Tube Chamber System TCS* (Provitro) mit innerer und duRerer Mediumversorgung
kultiviert wurden. Ein zentraler Punkt dieser Arbeit war die Etablierung dieses
Gewebekulturmodells. In zuvor am IBMT durchgeflinrten Arbeiten wurde bereits ein
geeignetes Gewebekulturmedium hinsichtlich des Serum-, Hormon- und Wachstumsfaktor-
Gehalts entwickelt und erfolgreich porcine Blutgefallabschnitte Uber definierte Zeitraume bis
zu 14 Tage vital erhalten. Unabhangig von dieser Arbeit erfolgten Versuche zur
Gewebevertraglichkeit des, auch in der vorliegenden Arbeit in den Stentprototypen
verwendeten, degradierbaren Polymers Poly-L-lactid (PLLA), welches vergleichbar mit den
Auswirkungen eines Metallstent auf umliegendes Gewebe reagiert. Es erwies sich als
biologisch inert und entsprach den geforderten mechanischen Anforderungen (JAKOBS, 2004;
TUMMLER, 2006; SELENT, 2005). Die Kultivierung erfolgte in den vergangenen Arbeiten im
Perfusionssystem nach Minuth, welches im Rahmen des Tissue-Engineerings zur Zichtung
von artifiziellem Gewebe entwickelt wurde (MINUTH, 2002). Problematisch in diesem System
war die ungesicherte Versorgung des Blutgefalllumens. Die Gewebekultur im Tube Chamber
System TCS* (Provitro) mit innerer und duRerer Mediumversorgung ermdglichte nun die
separate Zufuhr von frischem Medium im BlutgefaRlumen sowie der GefaRaullenwand, die
kontinuierliche Versorgung des gesamten Gewebes mit Nahrstoffen und den Abtransport von
stoffwechselschadigenden Metaboliten. Es konnte in der aktuellen Arbeit gezeigt werden,
dass porcine Carotisabschnitte mit nur geringen Einschrankungen der Endothelintegritat vital
erhalten (Abb. 5.21) und weiterfihrende Arbeiten zur Charakterisierung von
Gewebereaktionen in Kultur nach Stentkontakt durchgefiihrt werden konnten. Dieses
Gewebekulturmodell ermdglichte es also, lokale Auswirkungen entsprechender Drug-Eluting

Stents auf vaskulares Gewebe zu untersuchen, ohne auf Tierversuche zuruckgreifen zu
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mussen. Das biologische Material stammte von Hausschweinen, die gesund waren und nicht
medikamentds behandelt wurden. Diese Tiere wurden fur die lokale Nahrungsmittelindustrie
geschlachtet. Auf Tierversuche kann sicher nicht ganzlich verzichtet werden, es sollte aber
darauf hingearbeitet werden, mit der Entwicklung geeigneter in vitro Methoden die Anzahl
von Tierversuchsserien einzuschranken. Das Gewebekulturmodell stellt eine mdgliche
Alternative dar.

Nach Implantation eines 173-Estradiol-Eluting Stents (Metallgrundgerist mit PLLA/17(3-
Estradiol Beschichtung) in porcine Carotisabschnitte und 14tagiger Kultivierung konnte im
Vergleich zum nativen Gewebe zwar eine gute Biovertraglichkeit gezeigt werden, im Bereich
der Stentstruts war jedoch, bedingt durch die Stentdilatation und die damit verbundene
mechanische Verletzung der Intima und der lokalen Zytotoxizitat des Wirkstoffes, eine
Schadigung des Endothels erkennbar. Zudem wurde auch eine Verdickung der Intima sowie
eine verstarkte Bindegewebs- und Kollagenproduktion nachgewiesen (Abb. 5.24). Diese
Resultate sind vergleichbar mit den ermittelten Gewebereaktionen nach Metallstent
Implantation (Abb. 5.23). Von 210 ug inkorporiertem 17p-Estradiol wurden innerhalb von 14
Tagen 167 ug Wirkstoff freigesetzt. Im Hinblick auf die am IBMT durchgefiihrten, von dieser
Arbeit unabhangigen, Freisetzungsstudien in Blutplasma (Abb. 6.3), wurde eine deutlich
schnellere Elution des in Kultur untersuchten Implantats ermittelt. Entgegen einer
Wirkstoffelution im Reagenzglas von ca. 20 yg in etwa 300 h, sind 80 % der gesamten
inkorporierten 17B-Estradiolmenge wahrend des 14tdgigen Kultivierungszeitraum aus dem

Implantat freigesetzt worden.
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Mit Immunfluoreszenz konnte die Anreicherung von 17B-Estradiol im kultivierten Gewebe
gezeigt werden (Abb. 5.25). Wie viel sich jedoch im Gewebe angereichert hat und welche
Menge mit dem Medium abtransportiert wurde, kann jedoch nicht abgeschatzt werden.

Lokal freigesetztes 17B-Estradiol scheint im porcinen kultivierten Gewebe keine
Auswirkungen auf die Gewebeintegritat auszuliben. Die in der Literatur zunachst sehr

vielversprechenden Resultate wie der SMC-Hemmung, der EC-Induktion und der EASTER
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Studie konnten mit diesen Untersuchungen nicht nachvollzogen werden. Dieses Resultat ist
aber im Hinblick auf die Vitalitdts-, Proliferations-, Migrations- und proteinbiochemischen
Untersuchungen, die auf zellularer Ebene keinen kardioprotektiven Effekt ersichtlich machen
konnten, nicht Gberraschend.
Parallel zu den hier vorgestellten praktischen Arbeiten, wurden von anderen Gruppen
ebenso Resultate flir 17B-Estradiol beschrieben, die hinsichtlich einer Reduktion von
neointimaler Hyperplasie und Restenose sehr erniichternd waren.
2007 publizierten ABIZAID et al. die Resultate der randomisierten Multicenter Studie ETHOS |
(The Estradiol-eluting stents in humans for Restenosis trial), in deren Verlauf der 173-
Estradiol-freisetzende R-Stent™ mit zwei verschiedenen Freisetzungsmustern in der Klinik
getestet wurde. Das Implantat erwies sich zwar als gut vertraglich, im Vergleich zu den
Kontrollstents  (unbeschichteter R-Stent™) konnte aber keine signifikant bessere
Restenoseprognose gezeigt werden. In weiteren Studien durch AIROLDI et al., 2005 und
ADRIAENSSENS et al., 2007 (ISAR-PEACE) erhielt man vergleichbare Ergebnisse.

= 17B-Estradiol-Eluting Stents haben keine Vorteile gegeniiber Metallstents. Die

lokale Applikation des Ostrogens bewirkt keinen restenosehemmenden Effekt.

Da fir Ostrogene in experimentellen Studien inhibitorische Effekte auf die
Atheroskleroseprognose beschrieben worden sind (WALSH et al., 1991; DUBEY et al., 2000),
ware eine systemische 17B-Estradiol-Applikation zusatzlich zur Koronaren Intervention mit
begleitender medikamentdser Antikoagulations-Therapie eine mdgliche Alternative zur
lokalen Anwendung. Da aber durch ORTMANN et al., 2004 in einem Ubersichtsartikel gezeigt
wurde, dass in neueren Studien zur Hormonersatztherapie entweder kein Effekt oder ein
Anstieg der kardiovaskularen Morbiditdt und Mortalitdt nachgewiesen wurde, sollte vom
Einsatz von Ostrogenen bei kardiovaskularen Fragestellungen abgesehen werden.
Auf Zellebene wurden flr das Phytodstrogen Genistein ebenso wie fiur 17p-Estradiol
antiproliferative  Effekte auf glatte Muskelzellen (DuBey et al.,, 1999) sowie
proliferationsinduzierede Auswirkungen auf Endothelzellen beschrieben (XIANG et al., 2010).
Zudem besitzt Genistein anti-atherogene Eigenschaften, wie die Senkung der Cholesterol-
Konzentration (LEGETTE et al., 2011), die Blutdrucksenkung (LICHTENSTEIN, 1998) und
antioxidative Eigenschaften (XU et al., 2004). Im Gegensatz zu 17p-Estradiol wirkt sich das
Phytoostrogen Genistein aber nicht auf das reproduktive System aus (SQUADRITO et al.,
2000). Es sind aber keine Daten Uber Gewebereaktionen auf Drug-Eluting Stents mit
Genistein Inkorporation bekannt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden entsprechende Genistein-Eluting Stent Prototypen in
porcine Carotisabschnitte implantiert und die Auswirkungen auf das im Tube Chamber
System TCS? (Provitro) mit innerer und &uRerer Mediumversorgung kultivierte Gewebe

untersucht. Im Vergleich zum nativen Gewebe konnte auch fur Genistein-Eluting Stents eine
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gute Vertraglichkeit festgestellt werden. Neben der Verletzung der Intima durch die
Stentdilatation und der lokalen Zytotoxizitdt von Genistein konnte, im Gegensatz zu den
Carotisabschnitten mit Metall- bzw. 17B-Estradiol-Eluting Stent Kontakt, keine
Gewebeumstrukturierung nachgewiesen werden. Die Intima war zwar auch leicht verdickt,
die Anteile an Bindegewebe und Kollagen im untersuchten BlutgefalRabschnitt waren jedoch
im Vergleich zu nativem Material nicht erhdht (Abb. 5.26).

Von 210 ug Genistein-Beladung wurden 104 ug Wirkstoff innerhalb von 14 Tagen aus dem
Implantat freigesetzt. Im Hinblick auf die vom IBMT durchgefiihrte Freisetzungsstudie (Abb.
6.3), in der flr Genistein eine Elution aus der Stentbeschichtung von ca. 50 ug in 300 h
ermittelt wurde, konnte auch fiir diesen Wirkstoff eine deutlich schnellere Freisetzung in der
Gewebekultur ermittelt werden. Dadurch ist es mdglich, dass der Wirkstoff lokal so hoch
konzentriert vorliegt, dass es zu zytotoxischen Auswirkungen in Kontaktbereichen von
Implantat und Gefallwand kommt. Genistein scheint sich zudem verstarkt in Bereichen der
Intima  anzureichern  (Abb. 5.27), wohingegen 17B-Estradiol im gesamten
Blutgefalquerschnitt lokalisiert war (Abb. 5.25). Wie sich lokal aus DES freigesetztes
Genistein auf vaskulares Gewebe hinsichtlich der Biovertraglichkeit und der Fahigkeit zur

Reduktion von neointimaler Hyperplasie und Restenose auswirkt, muss weiterfiihrend in

Tierversuchen geklart werden.

Bisher sind zu Drug-Eluting Stents nur mit oD Top e
Genistein Inkorporation keine

4 Genistein (Top layer D)
Literaturangaben bekannt. =

AW iddle layer C)
DAEMEN und SERRUYS berichteten in

o Genistein! + Sirolimus 1|

. . . . . . (Middie layer B)

einem Ubersichtsartikel jedoch von einem
Drug-Eluting Stent, der sowohl Genistein . Banisisi Bt huyer )
als auch Sirolimus freisetzt. Die

Medikamenten-Gesamtbeladung  betragt  app. 6.4: Design des Sirolimus/Genistein Dual-

2 fotai Eluting  Stents  (DAEMEN  und
2,51 mg/mm* (112 mg Genistein und 76 SERRUYS, 2007)

mg Sirolimus auf einem 16 mm Stent).
Dieser Stent hat eine 5lagige Beschichtung, die oberste Schicht besteht dabei aus einer
medikamentenfreien Polymermischung aus den biodegradierbaren Polymeren Poly-L-lactid,
50/50 Poly-DL-lactid und Polyvinyl Pyrrolidon (Layer E). Nach Implantation dieses Stents
erfolgt die initiale hochdosierte Freisetzung von Genistein aus Layer D fir 2 Tage um die
Plattchen-Aggregation zu inhibieren. Die kombinierte Freisetzung von Genistein und
Sirolimus aus Layer C erfolgt an Tag 3-9 nach Implantation, was die primare
Thrombenbildung und intimale Zellproliferation beeinflussen soll. Die langsame Freisetzung
von Genistein und Sirolimus aus Layer B 10-49 Tage nach der Intervention soll

Zellproliferation inhibieren. Schliel3lich bewirkt die langsame Freisetzung von Genistein 50-
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89 Tage nach dem Eingriff die Vermeidung spater Thrombosen bis zu 3 Monate nach der
Implantation (DAEMEN and SERRUYS, 2007). Resultate in Form von Tierversuchen oder
klinischen Studien zu diesem Stent sind bisher nicht beschrieben worden.
Als Alternative zur Genistein Inkorporation in DES wurde durch SHEIBAN et al. 2008 der
Effekt eines Genistein-Eluting Ballons im Tiermodell Schwein beschrieben. Dieser Ballon
erwies sich als gut vertraglich und wirkte sich anti-inflammatorisch auf das umgebende
Gewebe aus. In Kombination mit der Implantation eines DES, kdnnte Genistein als lokal
appliziertes Medikament wahrend einer koronaren Intervention Entziindungsreaktionen
vermindern und die Endothelialisierung beglinstigen, was sich positiv auf Restenose- und
Late IST Raten auswirkt und Revaskularisierungsmafnahmen einschranken kénnte. Durch
die relativ kurze Verweildauer des Drug-Eluting Ballons wahrend der perkutanen koronaren
Intervention wirden zytotoxische Auswirkungen von Genistein auf das umliegende Gewebe
reduziert werden.
= Durch den Genistein-Eluting Stent konnte der, nach Metall- und 173-Estradiol-
Eluting Stent Kontakt beobachteten Gewebeumorganisierung, entgegengewirkt
werden. Hinsichtlich der in dieser Arbeit erzielten Resultate auf Zell- und
Gewebekulturebene und der aktuellen Literaturangaben scheint Genistein ein

moglicher Kandidat als DES-Inkorporation zu sein.

6.2. Schlussfolgerung: Tauglichkeit von 17@-Estradiol und
Genistein als DES-Inkorporation zur Reduktion von
neointimaler Hyperplasie und Restenose

Das Ostrogen 17B-Estradiol wurde von vielen Autoren als kardioprotektiv beschrieben.
Neben der Senkung des Serumcholesterolspiegels, des Blutdruckes und weiterer maligner
Erscheinungen des kardiovaskularen Systems, wurde fiir 17B-Estradiol die Fahigkeit zur
Hemmung der Proliferation glatter Gefalmuskelzellen bei simultaner Stimulation von
Endothelzellen beschrieben. Daher war es naheliegend, diesen Wirkstoff in einen Drug-
Eluting Stent zu inkorporieren und auf die Auswirkungen in atherosklerotischem Gewebe zu
untersuchen. In mehreren reprasentativen humanen Studien konnte fur 173-Estradiol-Eluting
Stents, trotz vielversprechender Resultate in verschiedenen Tiermodellen, kein Vorteil zu
Metallstents ermittelt werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit untermauern die
publizierten Daten; sowohl auf zellularer als auch auf Gewebeebene konnten keine Hinweise
fur die Kardioprotektivitat des Ostrogens abgeleitet werden. Es ist daher nicht anzunehmen,
dass 17B-Estradiol bei lokaler Applikation signifikant die neointimale Hyperplasie und damit
die Restenoserate senken kann. 17@-Estradiol stellt damit keine neue Option in der

interventionellen Kardiologie dar.
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Das Phytodstrogen Genistein wurde ebenso wie 173-Estradiol als kardioprotektiv
beschrieben. Es konnten vergleichbare Effekte nhachgewiesen werden, die jedoch um 30 %
effektiver waren. Hinsichtlich der in dieser Arbeit ermittelten Resultate auf zellularer und
Gewebekulturebene, scheint Genistein ein Wirkstoff zu sein, der sich positiv auf vaskulares
Gewebe nach perkutanen koronaren Interventionen auswirken koénnte. Die von
verschiedenen Gruppen beschriebenen Auswirkungen von Genistein konnten sowohl auf
vaskulare Zellen als auch nach lokaler Applikation im Gewebe verifiziert werden. Durch die
Fahigkeit zur Stimulation der Endothelzellproliferation bei gleichzeitiger Reduktion der
Muskelzellproliferation, scheint das Phytodstrogen die vaskulare Heilungsreaktion zu
verbessern. Genistein stellt somit eine vielversprechende Option in der Weiterentwicklung
von Drug-Eluting Stents dar, welche durch die lokale Freisetzung eine mdgliche
Verringerung der neointimalen Hyperplasie und der Restenoserate bewirken kdnnten.
Insbesondere im Hinblick auf die late und very late In-Stent Thrombose scheint ein potenter

Kandidat in der Entwicklung neuer Local Drug Delivery Systeme ermittelt worden zu sein.
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7. Zusammenfassung

Hintergrund: Kardiovaskulare Erkrankungen sind in den westlichen Industrienationen weit
verbreitet und Folgeerkrankungen, wie die koronare Herzkrankheit und der Herzinfarkt,
fihren oftmals zum Tod. Die perkutane transluminale koronare Intervention in Kombination
mit der Implantation eines Stents ist die bevorzugte Behandlungsmethode, deren Erfolg
durch den Wiederverschluss des behandelten BlutgefalRabschnittes eingeschrankt wird. Die
Restenoserate konnte durch Drug-Eluting Stents zwar deutlich reduziert werden, deren
Verwendung flhrt jedoch zu spaten Stenosen, den sog. late bzw. very late in-Stent
Thrombosen. Ziel der Forschung besteht in der Weiterentwicklung von Drug-Eluting Stents
und der Inkorporation neuer Medikamente, die signifikant die Restenoserate senken und die
Langzeitprognose verbessern. Das als kardioprotektiv beschriebene Ostrogen 17B-Estradiol
scheint daher ein potenter Kandidat zu sein, der Einfluss auf das reproduktive System grenzt
die Einsetzbarkeit des Ostrogens als Stentinkorporation jedoch ein. Fiir das strukturell
ahnliche Phytodstrogen Genistein sind vergleichbare Effekte beschrieben worden, ohne
jedoch das reproduktive System negativ zu beeinflussen.

Methoden: Die Wirkstoffe 17B-Estradiol und Genistein wurden in einem
Konzentrationsbereich von 10%-10"> M hinsichtlich ihres Einflusses auf die Vitalitat,
Proliferation und Migration der vaskuldren Endothelzellen BFA, ppEC und HCAEC und der
vaskularen glatten Muskelzellen A7r5, ppSMC und HCASMC charakterisiert. Auf
proteinbiochemischer Ebene erfolgte die Untersuchung verschiedener Targets von 17(3-
Estradiol und Genistein, wie der Expression und Aktivitdt von p44/42 MAP Kinasen, der AT1
Expression und der Aktivitat von Protein Tyrosinkinasen.

Entsprechende 17B-Estradiol- bzw. Genistein-Eluting Stent Prototypen wurden am Institut far
Biomedizinische Technik mit dem teilautomatisierten Spraycoating-Verfahren RAMSES
(Rostock Advanced Manufacturing of Spraycoatet drug Eluting Stents) mit einem
PLLA/Wirkstoff-Verhaltnis von 70 %/30 % (w/w) hergestellt und diese im Tube Chamber
System TCS® (Provitro) mit innerer und duRerer Mediumversorgung auf ihre Auswirkungen
auf porcine Carotisabschnitte mit histologischen und morphologischen Methoden sowie
hinsichtlich der Wirkstoffanreicherung und -verteilung mit Immunfluoreszenz untersucht.
Ergebnisse: Im Rahmen dieser Arbeit konnten fir das Ostrogen 17B-Estradiol neben der
Zytotoxizitat bei einer Konzentration von 10* M nur minimale Auswirkungen auf Vitalitét,
Proliferation und Migration auf glatte Muskel- und vaskulare Endothelzellen ermittelt werden.
Auf proteinbiochemischer Ebene liel3 sich eine geringe konzentrationsabhangige Hemmung
des AT1 Rezeptors in glatten GefalRmuskelzellen nachweisen, eine damit in Zusammenhang
stehende Inhibierung der p44/42 MAP Kinase und Protein Tyrosinkinase Aktivierung wurde
nicht gezeigt.
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In vaskularen Endothelzellen konnte eine leichte Aktivierung von p44/42 MAP Kinase nach
17B3-Estradiol-Applikation gezeigt werden, Auswirkungen auf die Proliferation dieses Zelltyps
konnten jedoch nicht ermittelt werden. Ein Einfluss auf den AT1 Rezeptor in Endothelzellen
nach 17B-Estradiol-Behandlung war nicht ersichtlich.

Fir das Phytodstrogen Genistein konnte die Proliferationshemmung von glatten
GefalRmuskelzellen sowie die Stimulation der Endothelzellproliferation gezeigt werden. Bei
einer Konzentration von 10™* M erwies sich Genistein ebenso als zytotoxisch.

Genistein bewirkte die Inhibierung der p44/42 MAPK Aktivierung sowie die Hemmung des
AT1 Rezeptors in vaskularen glatten Muskelzellen sowie eine Reduktion der Protein
Tyrosinkinase Aktivitat. In vaskularen Endothelzellen konnte sowohl fiir p44/42 MAPK wie
auch fiir die Protein Tyrosinkinasen eine erhdhte Aktivitat gezeigt werden.

Durch die Etablierung des Tube Chamber System TCS# (Provitro) mit innerer und &uRerer
Mediumversorgung konnten porcine Carotisabschnitte tGber 14 d vital erhalten werden und
entsprechende  Stentprototypen in  kultivierte  Carotisabschnitte  implantiert und
Gewebereaktionen nach Stentimplantation charakterisiert werden. 17p-Estradiol-Eluting
Stents zeigten vergleichbare Auswirkungen auf vaskulare, kultivierte Carotisabschnitte wie
Metallstents mit einer Umstrukturierung des Gewebes durch Reduktion des Muskelzell- und
Erhéhung des Bindegewebs- und Kollagenanteils. Nach Genistein-Eluting Stent Implantation
wurde keine Umstrukturierung des Gewebes ermittelt.

Schlussfolgerung: Sowohl auf zelluldrer als auch auf Gewebeebene konnten fir das
Ostrogen 17B-Estradiol keine Hinweise fiir eine Kardioprotektivitat nachgewiesen werden.
17B-Estradiol scheint bei lokaler Applikation nicht signifikant die neointimale Hyperplasie und
damit die Restenoserate senken zu koénnen und stellt damit keine neue Option in der
interventionellen Kardiologie dar.

Das Phytodstrogen Genistein kann vermutlich durch die lokale Freisetzung die vaskulare
Heilungsreaktion verbessern. Es stellt somit eine vielversprechende Option in der
Weiterentwicklung von Drug-Eluting Stents dar, durch eine mdgliche Verringerung der
neointimalen Hyperplasie und der Restenoserate sowie der Reduktion von late und very late

In-Stent Thrombosen.
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8. Ausblick

Untersuchungen zu 17B-Estradiol-Eluting Stents sollten nicht weiter in Betracht gezogen
werden. Vielmehr kénnten die Auswirkungen des Ostrogens nach systemischer Applikation
als Begleittherapie zur perkutanen koronaren Intervention sowie der Anti-

Koagulationstherapie untersucht werden.

Genistein-Eluting Stents muissen hinsichtlich der Freisetzungskinetik weiter optimiert werden.
Da keine Daten zu den Auswirkungen im lebenden Organismus bekannt sind, mussen
weiterfuhrend die Auswirkungen der im Perfusionssystem getesteten Implantate in
Tierversuchen nadher charakterisiert und nach definierten Zeitrdumen pathologisch

begutachtet werden.

Um die Wirkweise von Genistein auf vaskuldre Zellen besser zu verstehen, muissen

weiterfuhrende molekulare und proteinbiochemische Untersuchungen erfolgen.
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10. Anhang

l. Material

Tabelle |: Material

Material Hersteller / Lieferant
96er Multiwellplatten Greiner
12er Wellplatten Greiner
Zellkulturflaschen (75 cm?) Greiner
Zentrifugenréhrchen (15 ml) Greiner
Cryoréhrchen Greiner
sterile Pipetten (25 ml, 10 ml, 5 ml) Greiner
sterile Spitzen (5 ml, 1 ml, 100 pl, 10 pl) Greiner
sterile Combitips Eppendorf
Permanentkulturen: A7r5 und BFA ECACC
Primarzellenen HCASMC und HCAEC Promocell

Silikonschlauche (steril)

Minucells and Minutissue

Deckel mit Schlauchverbindung

Minucells and Minutissue

Vorratsflasche (steril)

Schott

500 ml

Abfallflasche (steril) Schott

500 ml

Pipetten (steril) Greiner

25 ml

Warmeabdeckung IBMT Rostock
12er Wellplatte Greiner
Kandlen Greiner
PVDF-Membran ROTH

Millicell Cell Culture Plate Assemblies Millipore
Gel-Blotting-Papier ROTH
Rontgenfilm (Medical X-Ray Film HT1.000G | Agfa

Plus)

Latexhandschuhe ROTH
Objekttrager Histoband Adhasion Marienfeld
Deckglaschen 24 x 40 mm Menzel
Farbeschalen Roth

transparente Folie

Frischhaltefolie & Gefrierbeutel

steriles Filterpapier

steriles Leinentuch

ophtalonische Schere

Praparierunterlage

Becherglas (steril)
400 ml

OP-Handschuhe (steril)

Praparierbesteck (steril)

Praparierunterlage (steril)

Farbeschalchen

MafRkolben

Glastrichter

Papierfilter
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Il. Geriate

Tabelle Il: Gerate

Gerat Spezifikation Hersteller
Pipetten 5 ml, 1 ml, 100 pl, 10 ul; | Eppendorf
automatisch
Multipipette Multipette® plus Eppendorf
Pipettierhilfe Pipetus® - akku HIRSCHMANN
LABORGERATE
Zahlkammer Birker-Assistent-Zahlkammer; | Glaswarenfabrik Hecht
0,1 mm Tiefe
Zentrifuge Labofuge 400 Heraeus
Kihlzentrifuge Biofuge fico R Heraeus
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus
Mikroskop TH4-200 Olympus
Digitalkamera C-5050 Olympus
ELISA-Reader 2010 anthos
Peristaltikpumpe IPC Ismatec
Mikrowelle NN-T259W Panasonic
Kritisch-Punkt-Trockner Polaron Range VG Microtech
CPD7501
Sputter Coater Agar Sputter Coater (manuell) | Plano GmbH
Fluoreszenzmikrokop FluoView 1000 Olympus
Rasterelektronenmikroskop XL 30 ESEM Phillips
Gelelektrophorese-Apparatur | 45-1614-i peglLab
Stromversorgungsgerat  fiir | High Voltage Power Pack P 30 | Biometra
Elektrophorese
Stromversorgungsgerat  fur | E 831 CONSORT
Blot
Blotting-Apparatur Fastblot B44 Biometra
pH-Meter wiw inoLab
Sonotrode SONOPULS BANDELIN
Waage SBA 53 SCALTEC
Taumeltisch WT17 Biometra
Brutschrank Heraeus
Sterilbank BDK
Heizplatte Leica
Warmeschrank (56°C, 70°C) Heraeus
Folienschweillgerat Severin

Filmkasette
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I1l. Chemikalien

Tabelle Ill: Chemikalien

Substanz Hersteller / Lieferant
Aceton AppliChem
Acrylamid AppliChem
AEBSF-Hydrochlorid AppliChem
Aluminiumsulfat AppliChem
6-Aminohexansdure MERCK Schuchard
Ammoniumperoxodisulfat (APS) ROTH
Amphotericin PAA

Angiotensin Il Sigma

Anilinblau Fluka

Aquateq

Ascorbinsaure Sigma

Azokarmin G Fluka

bFGF Sigma
Bromphenolblau ROTH

Collagen S, Typ I; 3 mg/ml Roche
Collagenase A Roche

Coomassie Blue G 250 AppliChem
Dimethylsofoxid (DMSO) AppliChem

Diff-Quick-Kit

Polysciences, Inc.

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO, * 2 H,0)

VEB Laborchemie Apolda

DMEM Pulvermedium (inkl. 4,5 g/l D+Glucose, L-
Glutamin und Na-Pyruvat)

AppliChem

DMEM-Pulvermedium ohne Phenolrot (4,5 g/l | AppliChem
D+Glucose, L-Glutamin und Na-Pyruvat)

Dulbecco’s PBS ohne Calcium und Magnesium AppliChem
EDTA ROTH
Eisessig AppliChem
Entwickler (Polymax RT Developer/Replenisher) Kodak
Eosin G ROTH
Ethanol (C,Hs0H) AppliChem
FCS Biochrom
Fixierer (Fixer) Kodak
Gentamycin PAA
Glutardialdehyd 25 % Merck
Glycerin AppliChem
Glycin ICN Biomedicals
Ham’s F12-Pulvermedium Biochrom
HEPES AppliChem
Hydrocortison Sigma
Insulin Sigma
Isopropanol AppliChem
Kaliumchlorid (KCI) AppliChem
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) AppliChem
Kernechtrot Chroma
Leupeptin Hemisulfat AppliChem
Ly294002 Sigma
Lysepuffer (Cell Lysis Buffer) Cell Signaling Technology®
Mercaptoethanol AppliChem
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Substanz Hersteller / Lieferant
Methanol (CH3;0H) AppliChem
Natriumcacodylat (Cacodylsaure-Na-Salz-Trihydrat Merck
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, * 2H,0) ROTH
Natriumhydrogencarbonat (NAHCO3) AppliChem
Natriumhydroxid (NaOH) AppliChem
Orange G Fluka
Penicillin/Streptomycin PAA
Pertex medite
Phosphorsaure (H3PO4) ROTH
Ponceau-S-Pulver AppliChem
Resorcin-Fuchsin (nach Weigert) Chroma
Rinderserumalbumin (BSA) AppliChem
Salzsaure (HCL) AppliChem
SDS AppliChem
saures Hamalaun nach Mayer Merck
TEMED ROTH
Trichloressigsaure AppliChem
Tris ROTH
Trypanblau AppliChem
Tween 20 SERVA
VEGF Sigma
Wolframatophosphorsaure Fluka
(Phosphorwolframsaurehydrat)
Xylol ROTH
IV. Zellkulturmedien
Tabelle IV: DMEM-Medium (A7r5, ppSMC, ppEC)
Substanz Menge Endkonzentration
DMEM-Pulvermedium (AppliChem; inkl. 4,5 1359 13,5 mg/ml
g/l D+Glucose, L-Glutamin und Na-Pyruvat)
NaHCO; 3,79 45 mM
HEPES 5,96 25mM
Aqua dest. 1000 ml
pH 7,4 - sterilfiltrieren
Tabelle V: DMEM-Medium ohne Phenolrot (MTS-Test)
Substanz Menge Endkonzentration
DMEM-Pulvermedium ohne Phenolrot 13,49 ¢ 13,49 mg/ml
(AppliChem; inkl. 4,5 g/l D+Glucose, L-
Glutamin und Na-Pyruvat)
NaHCO; 0,859 10 mM
HEPES 596 g 25 mM
Aqua dest. 1000 mi

pH 7,4 - sterilfiltrieren
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Tabelle VI: Ham’s F12-Medium (BFA)

Substanz Menge Endkonzentration
Ham'’s F12-Pulvermedium (Biochrom) 10,79 10,7 mg/ml
NaHCO; 2,352 g 28 mM
HEPES 5,96 g 25 mM
Aqua dest. 1000 ml

pH 7,4 - sterilfiltrieren

Tabelle VII: MTS-Medium

DMEM-Medium ohne Phenolrot (inkl. 10 % (v/v) FCS

80 % (v/v)

MTS-Reagenz (Promega; angesetzt nach Hersteller-angaben)

20 % (vIv)

Tabelle VIII: Kardiomedium fiir die Perfusion

Substanz Endkonzentration
DMEM-Pulvermedium (AppliChem; inkl. 4,5 g/l D+Glucose, L- 13,5 mg/ml
Glutamin und Na-Pyruvat)

NaHCO; 2,4 mM
Ascorbinsaure 5,7 mM
HEPES 25 mM
Penicillin/Streptomycin 0,1 mg/ml
Amphotericin 2,7 mM
Hydrocortison 0,00137 mM
Insulin 0,86 mM
VEGF 0,0005 mg/ml
bFGF 0,01 mg/mi
FCS 2 % (viIv)
Gentamycin 0,1 mg/mi
Aqua dest. 1000 mi
pH 7,4 - sterilfiltrieren
V. Puffer

Tabelle IX: Anodenpuffer | (Westernblot)

Substanz Menge Endkonzentration

Tris 36,39 0,3 M

Methanol 200 ml 20 %

Aqua dest. ad 1000 ml

pH 10,4

Tabelle X: Anodenpuffer Il (Westernblot)

Substanz Menge Endkonzentration

Tris 6,04 g 25mM

Methanol 400 ml 20 %

Aqua dest. ad 2000 ml

pH 10,4
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Tabelle XI: 1 x Elektrodenpuffer (Laufpuffer SDS-PAGE)

Substanz Menge Endkonzentration
Tris 3,03 g 0,025 M
Glycin 14,19 0,192 M
SDS 109 0,1 %
Aqua dest. ad 1000 ml

pH 8,3

Tabelle XlI: Kathodenpuffer (Westernblot)

Substanz Menge Endkonzentration
6 — Amino-hexansaure 524 ¢ 40 mM

SDS 0149 0,01 %
Methanol 200 ml 20 %

Aqua dest. ad 1000 ml

pH 9,4

Tabelle XllI: Natrium-Phosphat-Puffer (REM-Entwasserung)

Substanz | Menge | Endkonzentration
Losung |

NaH,PO, * 2 H,O 15,602 g |0,1M

Aqua dest ad 1000 ml

Loésung |l

Na,HPO, * 2 H,O 17,896 g | 0,1 M

Aqua dest. ad 1000 ml

Losung | und Il wurden im Verhaltnis 1:3,3 miteinander gemischt.

Tabelle XIV: 10 x PBS (Zell- und Gewebekultur und Westernblot

Substanz Menge Endkonzentration
NaCl 80g¢g 1,37 M

KCI 29 0,027 M
KH,PO,4 29 0,015 M
Na,HPO,* 2 H,O 11,59 0,072 M
Aqua dest. 1000 mi

pH 7,4

Tabelle XV: 3 x Probenpuffer (Protein)

Substanz Menge Endkonzentration
SDS (10 %) 30,0 ml 6 %
Glycerin 16,5 ml 30 %
EDTA (0,5 M, pH 8) 1,5 ml 15 mM
Tris (6 M, ph 6,8) 1,875 ml 187,5 mM
Aqua dest. 0,125 mi —
Bromphenolblau eine kleine Spatelspitze

5 % R-Mercaptoethanol (erst kurz vor

Gebrauch hinzufiigen) 10 %
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Tabelle XVI: 1 x TBS (Immunhistochemie)

Substanz Menge Endkonzentration
Tris 6,05¢g 50 mM
NaCl 8,76 g 150 mM
Aqua dest. 1000 ml

pH 7,5 einstellen (HCI)

TBS bei 4°C stabil fir 3 Monate
VI. Farblosungen

Tabelle XVII: Anilinblau-Orange-Gemisch

Substanz Menge Endkonzentration
Anilinblau 0,59 0,5 % (wiv)
Orange G 29 2 % (wlv)
A.dest. 100 ml

Eisessig 8 ml | 8 % (V/v)

Anilinblau und Orange G wurden in Aqua dest. geldst, dazu Eisessig gegeben, kurz
aufgekocht und nach dem Erkalten filtriert.

Tabelle XIIX: Azokarminlésung

Substanz Menge Endkonzentration
Azokarmin G 0,149 0,1 % (w/v)
A.dest. 100 ml

Eisessig 1 ml | 1 % (V/v)

Azokarmin G wurde in A. dest. aufgeschwemmt, kurz aufgekocht und durch ein nicht
gehartetes Filter abfiltriert. Dann wurden zu je 100 ml Filtrat 1 ml Eisessig gegeben.

Tabelle XIX: Eosin

Substanz Menge Endkonzentration
Eosin 19 1 % (wlv)
A.dest. 100 ml

Nach Losen des Eosins in Aqua .dest. wurde die Farbelosung mit 5 Tropfen Eisessig
versetzt.

Tabelle XX: Kernechtrot

Substanz Menge Endkonzentration
Kernechtrot 0,149 0,1 % (w/v)
Aluminiumsulfat-Lésung 5 % (w/v) 100 ml

In 100 ml einer kochenden 5%igen Aluminiumsulfatidsung wurden 0,1 g Kernechtrot
geldst. Nach dem Erkalten wurde diese Farbstofflosung filtriert.

Tabelle XXI: Ponceau-S-Lésung

Substanz Menge Endkonzentration
0,2 % Ponceau-S-Pulver 19 0,2 % (w/v)
3 % Trichloressigsaure 15 ml 0,09 %

Aqua dest.

ad 500 ml
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Tabelle XXII: Resorcin-Fuchsin-Salzsaurealkohol

Substanz Menge Endkonzentration
Resorcin-Fuchsin 0,59 0,5 % (w/v)
Ethanol 100 % 70 ml 70 % (viv)
Aqua dest. 27 mi

Salzséure 25 % 3ml | 0,75 % (V/V)

Resorcin-Fuchsin wurde in 10 ml 100 % Ethanol siedend heil® im Wasserbad gelést. Dazu
wurden 60 ml 100 % Ethanol und 27 ml Aqua dest. gegeben. Nachdem diese Ldsung
abgekulhlt war, wurde sie filtriert und zu dem Filtrat 3 ml der 25%igen Salzsaure gegeben.
Diese Lésung musste im Kihlschrank aufbewahrt werden, weil sie nur begrenzt haltbar
war.

VII. Sonstige Losungen

Tabelle XXIIl: BRADFORD-Reagenz 5x (Proteinbestimmung)
Substanz Menge
Coomassie Blue G 250 (Biorad) 100 mg
Ethanol 95 % 50 ml

Hs;PO, konz. 100 ml

Aqua dest. ad 200 ml

Tabelle XXIV: Collagenlésung (Beschichtung Migrationseinsatze)

Substanz Menge Endkonzentration
Collagen S, Typ I; 3 mg/ml 625 pl 0,75 mg/mi
Ethanol 70 % 1,875 ml

Tabelle XXV: ECL-Solution A

Substanz Menge
Tris-HCI (0,1 M) 200 ml
Luminol (Sigma A4685) 50 mg

Lagerung im Kuhlschrank

Tabelle XXVI: ECL-Solution B

Substanz Menge
para-Hydroxycoumarinsdure (Sigma C9008) 11 mg
DMSO 10 ml

Lagerung dunkel bei Raumtemperatur

Tabelle XXVII: ECL-Gebrauchsldsung flir die Detektion

Substanz Menge
Solution A 4 ml

H,0, (30 %) 1,2 pl
Solution B 400 pl
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Tabelle XXIIX: Fixierlosung (Gewebekultur, REM)

Substanz Menge Endkonzentration
6,25 % Glutaraldehyd 20 ml 1,5625 % (v/v)
1 x PBS 20 ml 25 % (viv)
Natriumcacodylat (0,2 M Stammldsung) 40 ml 0,1 M

Tabelle XXIX: Trenngel (SDS-PAGE)

Substanz 12 %
Aqua dest. 9,9 ml
30 % (v/v) Acrylamid/Bis-29:1 12,0 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 7,5ml
10 % SDS 300 ul
10 % APS (0,4 g/ml) 300 ul
TEMED (ROTH) 12 pl
Tabelle XXX: Sammelgel (SDS-PAGE)

Substanz 5%
Aqua dest. 6,8 ml
30 % (v/v) Acrylamid/Bis-29:1 1,7 ml
1,5 M Tris (pH 6,8) 1,25 ml
10 % SDS 100 pl
10 % APS (0,4g/ml) 100 pl
TEMED 10 pl
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VIII. Bekannte Drug-Eluting Stents

Zu den ,First Generation DES* gehdéren der Sirolimus-Eluting Stent (SES; Cypher®; Cordis
Corporation, Miami Lakes, FL, USA) und der Paclitaxel-Eluting Stent (PES; Taxus®; Boston
Scientific Corporation, Maple Grove, MN, USA; NAKAZAWA et al.; 2007).

Bei Sirolimus (Rapamycin) handelt es sich um ein makrozyklisches Lacton, welches die
SMC-Proliferation und —Migration, bekannt als zentrale Mechanismen der Neointimabildung
und Restenose, inhibiert. Sirolimus interferiert mit Zellzyklusregulatoren und bindet an FK-
Binding Protein 12. Ein Target von Sirolimus ist der Phophatidylinositol-3 Kinase Pathway,
welcher in die Inhibierung der Regulation der Tissue Factor Expression in Endothelzellen
und Monozyten involviert ist. Es wird die Thrombin und Tumor Necrosis Factor-a induzierte
Endothelial Tissue Factor Expression und Aktivitat induziert.

Bei dem Sirolimus-Eluting Stent werden ca. 80 % des Wirkstoffes in den ersten 30 Tagen
freigesetzt.

Bei Paclitaxel handelt es sich um ein lipophiles Diterpenoid, welches an die p-Untereinheit
des Tubulin-Heterodimers bindet und somit die Tubulin-Polymerisation, Zellzyklus-Arrest und
Inhibierung von SMC-Migration und Proliferation induziert. Zudem erfolgt die Aktivierung von
c-Jun NH,-Terminal Kinase, ein wichtiger Mediator der Endothelialen und Monozyten Tissue
Factor Induktion. Paclitaxel verstarkt ebenso die Tissue Factor Expression und Aktivitat in
Endothelzellen.

Der Paclitaxel-Eluting Stent zeichnet sich durch eine biphasische Wirkstofffreisetzung aus.
Nach einer initialen hochkonzentrierten Freisetzung des Medikaments innerhalb von 48 h
nach der Implantation, erfolgt eine anhaltende Freisetzung einer geringen
Wirkstoffkonzentration (LUSCHER et al., 2007).

Beide DES zeigten eine signifikante Reduktion der Restenoserate im Vergleich zu BMS und
wurden so sehr schnell Standardbehandlung bei PCI und somit der symptomatischen
Behandlung der Koronaren Herzkrankheit. Aber es wurden deutlich hoéhere in-Stent
Thromboserate mehr als 30 Tage nach der Implantation dieser DES als bei der Verwendung
eines BMS beobachtet (NAKAZAWA et al.; 2007). In pathologischen Studien von Patienten,
die an dieser sog. Late Stent Thrombose (LST) verstorben sind, wurde festgestellt, dass in
allen Fallen eine verzdgerte arterielle Heilungsreaktion, begleitet durch eine persistierende
Fibrindepositionierung und nur geringe Endothelialisierung, zu verzeichnen war (NAKAZAWA
et al.; 2007; JONER et al., 2006).

Zu den ,Second Generation DES" werden der Everolimus-Eluting Stent (EES; Xience V®,
Abbot Vascular, Santa Clara, CA, USA) und der Zotarolimus-Eluting Stent (ZES; Endeavor
®; Medtronic Vascular, Santa Rosa, CA, USA; BYRNE et al., 2009) gezahlt.

Bei dem Everolimus-Eluting Stent handelt es sich um ein Implantat aus einer Kobalt-Chrom
Legierung (MULTI-LINK VISION) mit einer nichtabbaubaren Polymerbeschichtung
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bestehend zum einen aus Poly (n-Butyl Methacrylat) (PBMA), welches am Stent adhariert
und zum anderen aus Vinylidine Fluorid und Hexafluoropropylen Monomeren, in die das
Pharmakon Everolimus inkorporiert wurde, einem semi-synthetischem Derivat von Sirolimus
(KIRCHNER und ABBOTT, 2009; ALAzzONI et al., 2011). Everolimus, ein Macrolid
Immunsuppressivum, wirkt inhibierend auf die Wachstumsfaktor-induzierte Proliferation
verschiedener Zelltypen, einschlieBlich vaskularer glatter Muskelzellen. Auf molekularer
Ebene bildet dieses Medikament einen Komplex mit dem zytoplasmatischen Protein FKBP-
12 (FK 506 Binding Protein). Dieser Komplex bindet und interferiert mit FRAP (FKBP-12
Rapamycin Associated Protein) auch bekannt als mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin)
was zur Inhibierung des Zellmetabolismus, Wachstum und Proliferation durch den
Zellzyklusarrest in der G1 Phase fihrt. Everolimus ist stark lipophil, was eine potente und
schnelle Aufnahme des Wirkstoffes in das Gewebe gewahrleistet. Das Copolymer
gewahrleistet eine kontrollierte Freisetzung von Everolimus, wobei 80 % des Wirkstoffes
innerhalb des ersten Monats nach Implantation freigesetzt werden, die im DES
verbleibenden 20 % innerhalb von 4 Monaten (KIRCHNER und ABBOTT, 2009)

Zotarolimus ist ein kinstlich synthetisiertes Sirolimusanalogon, welches sich aber durch eine
starkere Lipophilitat auszeichnet. Die biologischen Effekte zur Inhibierung der SMC-
Proliferation erfolgen, vergleichbar wie fur Sirolimus und Everolimus, Uber die
Komplexbildung mit FK 506-Binding Protein 12, wodurch die Zellzyklusprogression blockiert
wird. Zudem wird fir Zotarolimus eine Suppression der Lymphozyten-vermittelten
inflammatorischen Reaktion beschrieben. Der Zotarolimus-Eluting Stent wurde mit dem
Polymer Phosphorylcholin beschichtet, in dem der Wirkstoff inkorporiert wurde (LUSCHER et
al., 2007).

Die Verwendung von DES bewirkt eine signifikant geringere Neigung zu restenotischen
Gefalverschlissen und somit geringere Restenoseraten im Vergleich zum Einsatz von
Metallstents (BMS). Dadurch wurde bei diesen Patientengruppen auch eine geringere
Notwendigkeit einer Wiederbehandlung in Form weiterer koronarer Interventionen oder
Bypass-Operationen beschrieben (MORICE et al., 2002; MAHMOUDI et al., 2011; DI LORENZO
et al., 2009; HAN et al., 2009).

Die ,Second Generation Stents“ weisen zudem eine geringere Thrombogenitat bei
vergleichbarer Effizienz in der Reduktion der Neointimalen Hyperplasie als die ,First
Generation Stents* auf (PALMERINI et al., 2012).

Aber es ist auch eine hohe Morbiditdt und Mortalitdt mit dem Einsatz von DES assoziiert,
insbesondere durch das Risiko einer in-Stent-Thrombose (JEREMIAS et al., 2004; DAEMEN et
al., 2007).
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IX. Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Zelllinien BFA
und A7r5

In Abb. | ist der Einfluss der Wirkstoffe 17p-Estradiol und Genistein auf die Vitalitat der

vaskularen Endothelzelllinie BFA nach 48 h in Bezug zur arretierten und restimulierten

Kontrolle NC3 dargestellt.
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Abb. I: Einfluss von 17B3-Estradiol und Genistein auf die Vitalitat der Zelllinie BFA

relative Vitalitét in Bezug zu NC3; Test zur Vitalitdtsbestimmung: MTS (Promega) bei
A=492 nm; Lésungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; n=4;
Medium: Ham’s F 12 + 20 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (Ham’'s F
12 + 0 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: EGF (25 ng/ml; auf3er bei
NC1 und NC2); NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle;
NC3: arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH
bei 17B-Estradiol-Testung, 0,2 % EtOH bei Genistein-Testung); Messung des
Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p <
0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,01)

Im direkten Vergleich beeinflusste der Wirkstoff Genistein die Vitalitdt der Zelllinie BFA
starker als 17B-Estradiol. Bei einer Konzentration von 10* M war fiir beide Pharmaka eine
Vitalitdtshemmung zu verzeichnen. Dabei bewirkte Genistein eine Vitalitatsreduktion im
Mittel um 51 %, 17B-Estradiol um 33 % im Vergleich zur Bezugskontrolle NC3. Diese
Reaktion ist auf zytotoxische Eigenschaften der Wirkstoffe bei hohen Konzentrationen
zurtckzufiihren. In allen weiteren getesteten Konzentrationsbereichen nahm 173-Estradiol
keinen Einfluss auf das Vitalitatsverhalten der endothelialen Zelllinie BFA, Genistein
hingegen bewirkte auch bei Konzentrationen von 10°-10° M sowie in einem
Konzentrationsbereich von 107'°-10"" M eine Vitalititsreduktion um ca. 5-20 %.

Aus der Losungsmittelkontrolle EtC mit der hochsten wirkstoffrelevanten Konzentration von
0,1 % Ethanol (v/v; 17B-Estradiol-Testung) bzw. 0,2 % Ethanol (v/v; Genistein-Testung)
konnte kein Einfluss auf die Vitalitat der Zelllinie BFA abgeleitet werden.

Die Zellen der Kontrolle NC1, die wahrend des gesamten Versuchszeitraums mit

unverandertem Kulturmedium mit vollem Serumgehalt (20 % v/v) versorgt wurden, zeigten
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durch den ausreichenden Nahrstoffgehalt eine hohere Vitalitat als die Bezugskontrolle. Die

durchgehend arretierte Kontrolle NC2 wies hingegen eine deutlich geringere Vitalitat als

Folge des Serummangels auf. Alle Kontrollen entsprachen somit den Erwartungen.

Der Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die vaskuldre Endothelzelllinie BFA

hinsichtlich Proliferation in Bezug zur Negativkontrolle NC3 ist in Abb. Il dargestellt.
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Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Proliferation der Zelllinie BFA

relative Proliferation in Bezug zu NC3; Test zur Proliferationsbestimmung: BrdU (Roche)
bei A=450 nm; Losungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10" Zellen/ml; n=4;
Medium: Ham’s F 12 + 20 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (Ham’'s F
12 + 0 % FCS + 100 ug/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: EGF (25 ng/ml; aufder bei
NC1 und NC2); NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle;
NC3: arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH
bei 17B-Estradiol-Testung, 0,2 % EtOH bei Genistein-Testung); Messung des
Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p <
0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,01)

Wie schon in den zuvor gezeigten Vitalitatsuntersuchungen wies das Pharmakon Genistein

einen starkeren Einfluss auf das Proliferationsverhalten der vaskularen endothelialen Zelllinie

BFA auf als 17B-Estradiol. Fir beide Wirkstoffe wurde eine Proliferationshemmung bei einer

Konzentration von 10* M nachgewiesen. Die Zellteilung wurde durch 17B-Estradiol im Mittel
um 34 %, durch Genistein um 48 % signifikant reduziert. Fir den Wirkstoff 173-Estradiol

wurde zudem bei einer Konzentration von 107'° M eine geringe Proliferationshemmung im

Mittel um 9 % gezeigt, Genistein erwies sich zusatzlich bei 10° M und 10%-10° M

Wirkstoffkonzentration als leicht proliferationshemmend und reduzierte die Zellteilungsrate
der Zelllinie BFA signifikant um 11-13 %.
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Abb. Il zeigt den Einfluss der Wirkstoffe 17B3-Estradiol und Genistein auf die Vitalitat der
vaskuldren glatten Muskelzelllinie A7r5 in Bezug zur arretierten und restimulierten
Negativkontrolle NC3.
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Abb. 11l Einfluss von 173-Estradiol und Genistein auf die Vitalitat der Zelllinie A7r5

relative Vitalitdt in Bezug zu NC3; Test zur Vitalitdtsbestimmung: MTS (Promega) bei
A=492 nm; Ldsungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10* Zellen/ml; n=4;
Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 2 %
FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: PDGF (25 ng/ml; auler bei NC1 und
NC2); NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH bei 173-
Estradiol-Testung, 0,2 % EtOH bei Genistein-Testung); Messung des
Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p <
0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,01)

Die vergleichenden Vitalitatsuntersuchungen der vaskularen glatten Muskelzelllinie A7r5
nach 17B-Estradiol- und Genistein-Einfluss zeigten nur geringe Unterschiede beider
Pharmaka. Es konnte lediglich fiir den Wirkstoff 17B-Estradiol bei einer Konzentration von
10 M eine signifikante Vitalititshemmung im Mittel um 28 % nachgewiesen werden. In allen
weiteren Konzentrationsbereichen bewirkten sowohl 17p-Estradiol als auch Genistein keinen
Einfluss auf die Vitalitat der Zelllinie A7r5.

Die nicht arretierte Kontrolle NC1 zeigte im Rahmen dieser Untersuchungen eine signifikante
Vitalitdtsreduktion. Zu erwarten ware eine deutlich héhere Vitalitdt als in den anderen
Versuchsansatzen. Die mikroskopischen Beobachtungen lielten aber darauf schlieRen, dass
die Zellzahl in den Wells der Kontrolle NC1 zu hoch war und durch Kontaktinhibition die
Zellen der Zelllinie A7r5 mit einer Vitalitdtsreduktion reagierten. Die Zellzahl musste in
diesem Versuchsaufbau jedoch so hoch gewahlt werden, da durch die Arretierung der
anderen Kontroll- und Versuchsansatze eine Vermehrung der Zellen in den Wells deutlich
geringer war als in denen der Kontrolle NC1 und der MTS- bzw. der BrdU-Test keine

eindeutigen Ergebnisse geliefert hatte.
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Anhang

Der Einfluss von 17B-Estradiol und Genistein auf die Proliferation der vaskularen Zelllinie
A7r5 ist in Abb. IV dargestellt.
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Abb. IV: Einfluss von 17B3-Estradiol und Genistein auf die Proliferation der Zelllinie A7r5

relative Proliferation in Bezug zu NC3; Test zur Proliferationsbestimmung: BrdU (Roche)
bei A=450 nm; Losungsmittel des Wirkstoffes: Ethanol; Zellzahl: 3 x 10" Zellen/ml; n=4;
Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 pg/ml Pen./Strep.; 48 h Arretierung (DMEM + 2 %
FCS + 100 pyg/ml Pen./Strep.); Wachstumsfaktor: PDGF (25 ng/ml; auf3er bei NC1 und
NC2); NC1: unbehandelte Negativkontrolle; NC2: arretierte Negativkontrolle; NC3:
arretierte und restimulierte Negativkontrolle; EtC: Ethanolkontrolle (0,1 % EtOH bei 173-
Estradiol-Testung, 0,2 % EtOH bei Genistein-Testung); Messung des
Wirkstoffeinflusses nach 48 h; * = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p <
0,05); ** = Werte statistisch signifikant verschieden zu NC3 (p < 0,01)

Die Proliferation der Zelllinie A7r5 wurde nach 48 h durch beide Wirkstoffe signifikant
beeinflusst. Das Pharmakon 17(3-Estradiol reduzierte die Proliferation bei einer Konzentration
von 10 M im Mittel um 74 % und bei 10° M um 33 %. Zudem wurde fiir die 17p-Estradiol-
Konzentrationen von 10° M und 10"-10"" M eine signifikante Proliferationshemmung um
11-19 % nachgewiesen.

Nach 48 h Genistein-Behandlung konnte die Proliferation der glatten Muskelzelllinie A7r5 bei
einer Konzentration von 10 M im Mittel um 58 %, von 10°-10"%2 M um 17-32 % reduziert
werden. Fur den Wirkstoff Genistein wurde somit ebenso die in der Literatur beschriebene
Proliferationshemmung gezeigt, jedoch genauso wir flir das Pharmakon 17B-Estradiol nicht
in der beschriebenen Wirkintensitat.

Fir beide Wirkstoffe war die Proliferationshemmung bei einer Konzentration von 10* M am
starksten, was aber, genau wie fur die Endothelzelllinie BFA auf die Zytotoxizitat der
Wirkstoffe in diesem Konzentrationsbereich zuriickzufiihren ist.

Die Kontrolle NC1 wies in diesem Versuchsansatz ebenso nicht die zu erwartende erhéhte
Proliferation auf, da im Laufe der Versuchsdauer wie in der Vitalitdtstestung die Zellzahl in

den Wells zu hoch und durch Kontaktinhibition ein weiteres Zellwachstum reduziert wurde.
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