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1 Einleitung

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) gehéren zu der Familie der Endopeptidasen und sind

durch die Fahigkeit charakterisiert, die meisten Komponenten der Extrazellularmatrix (ECM)
zersetzen zu konnen 1.2, Bei gesunden Individuen spielen sie eine wichtige Rolle bei der

Wundheilung, der Schwangerschaft und bei der Knochenresorption3-7. Eine Uberexpression
und Aktivierung der MMPs ist in vielen Fallen gekoppelt mit einem Abbau und einer

Umgestaltung der ECM. Beispiele hierfiir sind die Tumorinvasion, die Metastasierung von

Tumoren, die rheumatische Arthritis, und Krankheiten des Periodontiums 8-12_ Aber auch an

vaskularen Prozessen wie Angiogenese, Intimahyperplasie, Atherosklerose und der

Aneurysmaentstehung sind sie beteiligt 13-18_ Desweiteren werden sie mit

neurodegenerativen Erkrankungen, beispielsweise mit Alzheimer und Amyotropher
Lateralsklerose in Verbindung gebracht 19,20,

In der vorliegenden Arbeit soll die grundlegende Frage einer Beziehung zwischen
Endothelzellen und MMP's geklart werden. Die Hintergriinde dieser Fragestellung beruhen
auf bekannten pathologischen Effekten der MMPs an kardiovaskularen Prozessen, wie die

Beteiligung am vaskularen Remodeling, an der Instabilisierung von atherosklerotischen

Plague, an der Restenose, am linksventrikularen Remodeling nach einem Herzinfarkt und an

der dilatativen Kardiomyopathie 2,21,22

1.1 Matrixmetalloproteinasen

1.1.1  Struktur und Funktion der Matrixmetalloproteinasen
Seit ihrer Entdeckung 1962 wurden Uber 66 Matrixmetalloproteinasen (MMPs), darunter 20

menschliche, beschrieben und ihre Gene sequenziert 23 Dabei findet man diese Enzyme,

die vor mehr als 3,5 Billionen Jahren entstanden sind, in fast allen lebenden Organismen,

selbst in den einfachsten Bakterien 24,25,

Im Aufbau der MMPs zeigen sich einige Charakteristika, die fir alle Mitglieder dieser

Enzymfamilie zutreffen. Zum einen werden alle MMPs als prapro-Enzyme synthetisiert und

als inaktive pro-Enzyme sezerniert 26 Zum anderen enthalten diese pro-Enzyme eine
einheitliche PRCG(V/N)PD-Sequenz in ihrem um die 80 Aminosauren langen Propeptid und

sie binden mit ihrem aktiven Zentrum Zn?*. Das in dem Propeptid enthaltene Cystein
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stabilisiert die pro-Enzyme in ihrer inaktiven Form. Diese Stabilisierung kommt durch die

Zn**-Cystein-Bindung zustande, welche die katalytische Region der MMPs verdeckt und
damit blockiert 27. Die Aktivierung erfolgt, mit Ausnahme von MMP23, durch Dissoziation
des Cystein vom Zink. Dies fiihrt zu einer Freilegung des katalytischen Zentrums 26-28,
Dieser Prozess wird in der Literatur oft als ,Cystein-Switch® bezeichnet. Weiterhin haben alle
MMPs ausser dem Propeptid und dem aktiven Zentrum noch eine sogenannte Hamopexin-

Domane, die sich am C-terminalen Ende befindet.

Als Besonderheit besitzen MMP-2 und MMP-9 drei eingefugte Fibronectin-Typ Il Module in

ihrem katalytischen Zentrum, welche mit Collagen, Gelatin und Laminin interagieren, bzw.

binden 29-31. Der Aufbau von MMP-2 und MMP-9 ist in Abbildung 1 skizziert.

[ Fn I Fn I Fn ]

Abb.1 : Aufbau der Matrixmetalloproteinase 2 und 9

In der Abbildung ist schematisch der Aufbau der prapro-Enzyme MMP-2
und MMP-9 gezeigt. Im Unterschied zu den anderen MMPs besitzen die
beiden Gelatinasen Fibronectin-Module, die mit Collagen, Gelatin und
Laminin interagieren.

Die Zink-Cystein Bindung zwischen dem Zink im katalytischen Zentrum und
dem Cystein im Propeptid stabilisiert das Enzym in seiner inaktiven Form.
Die Aktivierung erfolgt durch eine Dissoziation des Cystein vom Zink, was
zur Freilegung des katalytischen Zentrums fiihrt.

[ SP = Signalpeptid ; Pro = Propeptid ; Zn = aktives Zentrum mit
gebundenem Zink ; Fn = Fibronektin ; Cy = Cystein ]

1.1.2 Einteilung der MMPs

Nach ihrer Struktur und nach ihrer Substratspezifitat werden die MMPs heute in finf Klassen
eingeteilt. Man unterscheidet die Collagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18), die
Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9), die Stromelysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11), die
membrangebundenen MMPs (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25) und
andere MMP’s (MMP-7, MMP-26, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-22, MMP-
23). Hervorzuheben fur diese Arbeit sind die beiden Gelatinasen MMP-2 (72kDa) und MMP-
9 (92kDa). Diese Enzyme spalten Collagen Typ IV,V,VIl und X sowie Elastin, Gelatin und die

Spaltprodukte von Collagen Il und Il nach der Proteolyse durch andere Collagenasen.
6



Kirzlich wurde entdeckt, dass MMP-2 auch Collagen Typ | spaltet. Das geschieht genau an

der gleichen Lokalisation wie bei MMP-1. MMP-9 ist dazu nicht fahig 30,

1.1.3 Regulation der Aktivitat der MMPs
Die Aktivitat der MMPs wird auf drei Ebenen reguliert. Als erstes wird die Aktivitat durch die

Transkriptionskontrolle gesteuert, als zweites auf der Ebene der posttranslationalen

Aktivierung und als drittes wird die Aktivitat der sezernierten MMPs durch die TIMPs (Tissue

Inhibitor Metalloproteinases) im Gewebe moduliert 21,

Bei der Transkriptionskontrolle wirken zwei Arten von Strukturen zusammen, die
Transkriptionsfaktoren und die Promotor-Region. Letztere enthalt meist kurze DNA-
Abschnitte, an die Transkriptionsfaktoren binden und so die Transkription beeinflussen
konnen. Ausserdem wird die Transkription durch Co-Aktivator- und Co-Repressor-Proteine
reguliert. Eine Vielzahl von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren beeinflussen so
die Transkription der MMP-Gene. Dazu gehéren IL-13, IL-6, TNF-a, EGF (Epidermal Growth
Factor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor) und bFGF (basic Fibroblast Growth Factor)

32-35, Bei MMP-2 fiihrt Thrombin und auch eine mehr als 24 Stunden anhaltende Hypoxie
zu einer Erhéhung der MMP-2 mRNA 36,37,

Andere Faktoren sind wiederum flir ihren negativen Einflul® auf die Genexpression bekannt.

Dies konnte bei IL-4 und Corticosteroiden gezeigt werden 2 Allerdings reagieren nicht alle
MMPs gleich auf denselben Stimulus und die Wirkung der verschiedenen Faktoren kann

zellspezifisch sein.

1.1.4 Posttranslationale Aktivierung der MMPs

Die postranslationale Aktivierung der Pro-Enzyme kann intrazellular, auf der Zelloberflache

durch MT-MMPs, in der ECM (Extrazellularmatrix) durch andere Proteasen oder durch

vorher aktivierte MMPs (,stufenweise Aktivierung“) geschehen 38. Ausserdem kénnen

mehrere chemische Reagenzien, wie 4-Aminophenylmercuric-Acetate, oxidiertes Glutathion

oder reaktiver Sauerstoff, MMPs in vitro aktivieren 27 |n vielen Fallen geschieht die
Aktivierung allerdings stufenweise. Dabei wird zuerst ein Teil des Propeptids durch eine
Proteinase abgespalten. Das flihrt zu einer Destabilisierung des restlichen Propeptids,
inklusive der Cystein-Zink Bindung. Diese Destabilisierung erlaubt in Folge eine
intermolekulare Verarbeitung durch teilweise aktivierte intermediare MMPs oder durch
aktivierte MMPs 39-41. Dabei wird der Rest des Propeptids entfernt und das katalytische
Zentrum freigelegt. Ein anderer wichtiger Faktor fir die Aktivierung ist Plasmin, welches pro-
7



MMP-1, -3, -7, -9, -10 und pro-MMP-13 aktiviert 42 Kiirzlich wurde entdeckt, dass Plasmin
auch pro-MMP-2 zu aktiven MMP-2 konvertieren kann 43,

Der Hauptmechanismus der MMP-2 Aktivierung findet allerdings auf der Zelloberflache statt.
Zuerst bindet dort ein aktives MT-MMP-1 ein TIMP-2 Molekil. Dadurch wird dem MT-MMP-1
die Bildung eines Dimers oder sogar Multimers ermdglicht. Nach der Bildung eines Dimers
kann sich pro-MMP-2 mit seiner Hemopexin-Domane an das C-terminale Ende des TIMP-2

anlagern. In der Folge aktiviert MT-MMP-1 das pro-MMP-2 partiell. Es entsteht ein

intermediares MMP-2. Das intermediare MMP-2 dissoziiert von der Membran und wird durch

intermolekulare Verarbeitung seitens anderer MMP vollstéandig aktiviert (siehe oben) 41 Die

Aktivierung des pro-MMP-2 durch eine andere membranstandige Matrixmetalloproteinase
(MT-MMP-2) ist im Unterschied hierzu direkt und von TIMP-2 unabhangig 44 \eitere Stoffe,
die pro-MMP-2 aktivieren kdnnen, sind Thrombin und Faktor Xa 49-47.

Als letztes mussen dann noch die TIMPs (Tissue Inhibititors of Matrixmetalloproteinases)

Erwahnung finden. Es existieren vier Typen dieser gewebespezifischen Inhibitoren (TIMP-1,

-2, -3, -4), die von vielen Zellen, u.a. Muskelzellen und Makrophagen, abgegeben werden

kdénnen und die liber direkte Interaktion die Aktivitat der MMPs kontrollieren 48.

Abbildung 2 verdeutlicht die posttranslationale Aktivierung von MMP-2 an der Zelloberflache.
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Abb.2 : Aktivierung von pro-MMP-2 zum aktiven MMP-2

Im Modell erkennt man die Aktivierung von pro-MMP-2 zum aktiven MMP-2 mit Hilfe der
membranstandigen MT-MMP-1 und des TIMP-2.

Am Anfang ermdglicht die Bindung des TIMP-2 an MT-MMP-1 (a+b) die Dimerbildung
zweier MT-MMP-1 Molekule (b). Nun lagert sich ein pro-MMP-2 Molekul mit seiner
Hamopexin-Domane an das C-terminale Ende von TIMP-2 (c). Daraufhin aktiviert das
MT-MMP-1 das pro-MMP-2 partiell (d). Am Ende wird das intermediar aktivierte MMP-2
durch intermolekulare Verarbeitung seitens anderer MMPs vollstandig aktiviert (e).

Membranstandige MMP- 1 [MT-MMP- 1] Tissue Inhibitor of MMP

Pro-MMP-2 intermediares MMP-2 Aktives MMP-2

—— Hamopexin-Region —
— Katalytische Region

Katalytische Region — C-terminales Ende

Hamopexin-Region — N-terminales Ende




1.2 Die Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung der Arterien, die zu epidemiologisch relevanten
Krankheitsbildern wie der koronaren Herzkrankheit, peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit und zerebrovaskularen Erkrankungen fiihrt. Sie gilt in den westlichen
Industrienationen in Gber 50% aller Todesfalle als Ursache.

Morphologisch kommt es bei der Atherosklerose zu einer herdférmigen Veranderung der
Intima, die durch fibrése Einlagerungen verdickt wird und so zunehmend das Gefasslumen
einengt. Zusatzlich kommt es zu einem Elastizitatsverlust und einer Wandverhartung der

Arterien.

1.2.1 Pathogenese der Atherosklerose
Die Pathogenese der Atherosklerose ist trotz vieler Studien noch nicht vollstandig geklart.

Als Modell wird die ,response to injury“-Hypothese favorisiert. 49 Das Modell der .fesponse to
injury“-Hypothese ist in Abbildung 3 dargestellt.

Danach begunstigen Risikofaktoren (Hypertonie, Hyperlipiddmie, Rauchen, Diabetes mellitus
und Hyperhomocysteinamie) pathologische Mechanismen, an deren Ende eine Schadigung
der Endothelzellen steht. Als Folge dieser Schadigung nimmt die Durchlassigkeit der
Endothelbarriere zu und LDL (Low Density Lipoprotein) gelangt vermehrt in den
subendothelialen Raum. Bei intakter Barriere wird das LDL dort von eingewanderten
Monozyten, die sich zu Makrophagen umwandeln, Uber den Apo B100 — Rezeptor
identifiziert, aufgenommen und aus der Gefasswand eliminiert. Diesen Prozess bezeichnet
man als ,Scavenger mechanism®. Bei einer Belastung dieses Mechanismus, wie man ihn bei
gestorter Endothelbarriere findet, bleiben die Makrophagen (teilweise umgewandelt als
Schaumzellen) langer in der Gefasswand und bilden die Grundlage fir die zuerst sichtbaren
Zeichen der Atherosklerose, den Fettstreifen (,fatty streaks®). Wahrend es sich bei den
Fettstreifen noch um reversible Zeichen der Atherosklerose handelt, fihrt die LDL-
Uberlastung, sei es durch eine gesteigerte Endotheldurchléssigkeit oder durch ein
Uberhohtes Angebot (Hyperlipidamie), zu einer Verkettung der im Folgenden beschriebenen
pathologischen Vorgange.

Das Uberangebot von LDL bedingt eine langere Verweildauer der Lipoproteine in der
Gefasswand, welche dort zum Teil oxidiert werden. Oxidiertes LDL hat viele Wirkungen. An
glatten Muskelzellen stimuliert es die Proliferation. An Endothelzellen fiihrt es zu einer

vermehrten Expression von Adhasionsmolekilen an der Gefassinnenseite bei gleichzeitiger
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Abb.3 : Pathogenese der Atherosklerose

Die Abbildung zeigt modellhaft die Pathogenese der Atherosklerose. Dabei sind die
pathologischen Prozesse als gestrichelte Pfeile dargestellt. Nahere Erlauterungen im Text.
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Schadigung der Zellen.90 Ausserdem ,lockt* oxidiertes LDL vermehrt Makrophagen an, die
das modifizierte LDL nicht mehr Gber den Apo B100-Rezeptor kontrolliert aufnehmen

kénnen. Stattdessen nehmen sie es Uber ihren, in hoher Dichte vorhandenen, Scavenger-

Rezeptor unkontrolliert auf und verwandeln sich in Schaumzellen.21:92 Bei diesem

unkontrollierten Vorgang geben sie O,-Radikale (v.a. Superoxidanionen) ab, die allgemein

zellschadigend wirken und weitere LDL-Partikel oxidieren.93 Die 0O,-Radikale wiederum

antagonisieren die Wirkung des von den Endothel- und Muskelzellen gebildeten

Stickoxids.94 Damit werden die physiologischen Effekte von NO (die thrombocyten- und
monocytenadhdsionhemmende Wirkung, die antiproliferative Wirkung und die

vasodilatierende Wirkung an der Gefassmuskulatur) antagonisiert.

Sowohl das geschadigte Endothel, als auch die am Endothelzelldefekt anhaftenden
Plattchen und Makrophagen geben im weiteren chemotaktische Stoffe ab, die zu einer
Einwanderung von glatten Muskelzellen aus der Media in die Intima fihren. Dort werden sie

durch PDGF (Platelet derived growth factor) und anderen Wachstumsfaktoren zur

Proliferation angeregt.51 Die eingewanderten Muskelzellen wandeln sich durch Aufnahme
von oxidierten LDL zu Schaumzellen um. Diese Schaumzellen bilden groRe Mengen einer

Extrazellularmatrix, die aus bindegewebigen Fasermaterial (Kollagen, Elastin,

Proteoglycane) besteht.9d Spater bilden sich aus ihnen verkalkte, fibrése Plaques. Diese
Plagues bestehen aus einer Ansammlung von Makrophagen, Schaumzellen, Bindegewebe,
Cholesterinkristallen und Zelltrimmern. Sie sind die Ursache der klinischen Manifestation der

Atherosklerose.

1.2.2 Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems auf die Atherosklerose

Die Entwicklung einer Atherosklerose kann durch mehrere Faktoren beeinflusst werden.
Nach der ,response to injury“-Hypothese steht am Anfang die gestoérte Endothelzellfunktion.

Verschiedene Risikofaktoren der Atherosklerose beglinstigen eine Stérung der

Endothelzellfunktion und kénnen zu einer Exazerbation fiihren 96-98_ Eine Schlisselposition
hat dabei der ,oxidative Stress®. Danach kénnen die Risikofaktoren tber die Erhéhung der

O,-Radikale in der Gefasswand zu einer Senkung von NO fuhren, was letztendlich eine
endotheliale Dysfunktion begiinstigt ©9. Auch Angiotensin erhéht den oxidativen Stress

durch eine Erh6hung der reaktiven Sauerstoffverbindungen 60. Uber den AT-1 Rezeptor
stimuliert Angiotensin Il die Produktion von Peroxiden in Makrophagen, so dass eine

Blockierung der
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Abb.4 : Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems auf die Atherosklerose

Analog zu Abb.3 zeigen die gestrichelten, diinnen Pfeile pathologisch relevante Interaktionen
bei der Entstehung der Atherosklerose. Die Einflisse von Angiotensin (gefullter Pfeil) und
Aldosteron (ungefiillter Pfeil) werden durch die dicken Pfeile dargestellt. An deren Ende ist die
Referenz angegeben. Nahere Erlauterungen im Text.
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Rezeptoren mit einem Angiotensin-I-Rezeptor-Antagonisten hilfreich zur Unterdriickung des

oxidativen Stresses im atherosklerotischen Plaque sein kénnten 61,62,

Aus der fehlenden NO-Wirkung resultiert aber auch eine erhdhte Thrombocyten- und
Monocytenadhasion am Endothel, sowie ein Wegfall der antiproliferativen und
vasodilatierenden Wirkung an der Gefassmuskulatur. Die sich aus der fehlenden NO-
Wirkung ergebende erhdhte Monocytenadhasion wird direkt durch Angiotensin verstarkt. Mit
dieser Erh6hung der Monocytenadhasion am Endothel kénnte also Angiotensin die
Atheroskleroseentwicklung beschleunigen 63. Der molekulare Mechanismus der
Monozyteninfiltration in die Gefasswand wird dabei zumindest teilweise durch das MCP-1
(Monocyte chemoattractant protein) der VSMC (vascular smooth muscle cells) vermittelt.
Angiotensin Il aktiviert die MCP-1 Genexpression in den glatten Muskelzellen und kénnte so
die Atheroskleroseentwicklung unterstitzen 64 Am Endothel erhoht Angiotensin Il die E-

selectin-mRNA und das Protein via den AT-1 Rezeptor, was eine erhdhte

Leukocytenadhasion und Akkumulation zur Folge hat 65,

Auch im Bezug zum LDL greift Angiotensin in das pathologische Geschehen der
Atheroskleroseentwicklung ein. Es kann LDL direkt (ohne Oxidation) so modifizieren, dass es
vermehrt von Makrophagen Uber den Scavenger-Rezeptor aufgenommen wird und
intrazellular kumuliert 66. Als morphologisches Korrelat resultieren daraus sesshafte
Schaumzellen. DarUber hinaus wird auch oxidiertes LDL vermehrt Gber den Scavenger-
Rezeptor aufgenommen und fiihrt zu einer Umwandlung der Makrophagen in Schaumzellen.

Angiotensin Il stimuliert die Oxidation von LDL durch Makrophagen und kénnte so wiederum

eine Atheroskleroseentwicklung beschleunigen 67

An den glatten Muskelzellen stimuliert Angiotensin Il die Proteinsynthese und die zellulare

Hypertrophie via dem AT-1 Rezeptor 68,69, Eine vermehrte DNS-Produktion, kombiniert mit
einer erhdhten Proliferation ist nach Angiotensin Il Stimulation in VSMC (vascular small
muscle cells) zu finden 70, Als weiterer Reiz der Zellhypertrophie und Hyperplasie wird auch
die vermehrte Superoxidanionen-Produktion der VSMC unter Angiotensin II-Einfluss
diskutiert, der dabei als second-messenger fungieren soll 71 Zudem stimuliert Angiotensin Il
die Produktion von Wachstumsfaktoren, wie TGF-p1 (transforming growth factor), PDGF

(Platelet derived growth factor), VEGF-mRNA (vascular endothelial growth factor) und IGF-1
mRNA (insulin-like-growth-factor) 72-795,

Ausserdem wurde in atherosklerdsen Plaques eine erhéhte ACE-Menge in Regionen mit
inflammatorischen Zellen gefunden. In diesen auch als ,hot spots“ bezeichneten Regionen

war die ACE-Menge hoher als intravasal. Gleichzeitig wurde dort auch Angiotensin
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nachgewiesen 76, Wieder wurde vermutet, dass Angiotensin Il durch Ankurbelung der

Superoxidanionen-Produktion und der Inaktivierung von NO die Atherosklerose beschleunigt.

Bei Aldosteron, einem der wichtigen Regulatoren des Elektrolythaushaltes, ist schon langer
seine Rolle bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz bekannt. So ist es z.B. an der
Entwicklung einer myokardialen Fibrose beteiligt 77.78. Kiirzlich wurde die Hypothese
aufgestellt, dass manche Angiotensin ll-Effekte durch Aldosteron vermittelt werden konnten
79,80 Eplerenone, ein selektiver Aldosteron-Rezeptor-Blocker zeigte in einem Tierversuch
folgende Effekte: Reduktion des Blutdruckes, Reduktion der von Makrophagen vermittelten

Oxidation von LDL, Reduktion der Superoxidanionen-Produktion. Aldosteron kdnnte also

eine pro-oxidative Wirkung in der Atherosklerose zukommen 81, Unterstitzt wird diese

These dadurch, dass in einem anderen Tierversuch die endotheliale Dysfunktion und die

Sauerstoffradikalproduktion durch Eplerenone vermindert wurde 79, Abbildung 4 gibt einen

kurzen Uberblick Uber den Einfluss des RAAS auf die Entwicklung einer Atherosklerose.

1.2.3 Matrixmetalloproteinasen und Atherosklerose

In einigen Arbeiten hat man die MMPs mit dem vaskuldren Remodeling bei Atherosklerose
und der Instabilitat von atherosklerotischen Plaque in Verbindung gebracht. Zum einen

wurde von einer lokalen MMP-Uberexpression und —Aktivitat in menschlichen

atherosklerotischen Lasionen berichtet 82. Zum anderen wurde durch Experimente die
Hypothese aufgestellt, dass MMPs durch den Abbau der Basalmembran und der

Extrazellularmatrix an der Migration und Proliferation von glatten Gefassmuskelzellen

beteiligt sein kdnnten 18,83,84 Diese Aktivierung der glatten Gefassmuskelzellen konnte bei

einer anderen Arbeitsgruppe durch den Tissue-Inhibitor-of-Matrixmetalloproteinase 1 (TIMP-
1) gehemmt werden 895,

Seit kurzem wird vermutet, dass Endothelzellen durch bestimmte losliche Faktoren und den
direkten Kontakt zu Leukocyten die leukocytare MMP-Produktion regulieren, was in

atherosklerotischen Plaques durchaus eine Rolle spielen kann 86. Bej T-Zellen
beispielsweise fuhrte eine durch VCAM-1 (vascular cell adhesion factor) vermittelte Adhasion
an Endothelzellen zu einer Ankurbelung der lymphocytaren MMP-Produktion, die ihrerseits
eine T-Zell-Inflitration in die Gefasswand erleichtern konnte 87. Der enzymatische Abbau der
Basalmembran kdnnte wiederum mit einer gestorten Endothelbarrierefunktion verbunden

sein, die den Einstrom von Plasmaproteinen (auch LDL) in die Gefasswand beglinstigt

88,89 Aus den Interaktionen von Leukocyten, Extrazellularmatrix (in Atheromen v.a. die
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Interaktion mit Collagen Typ I) und oxidiertem LDL resultiert dann wieder eine erhéhte

Produktion von MMPs in Leukocyten 90-92

Die gesteigerte MMP-Aktivitat in atherosklerotischen Plaques kénnte damit die strukturellen
Veranderungen vorantreiben, ihre Entwicklung ermdglichen und letzten Endes eine
Instabilitdt oder Ruptur des Plaques begtinstigen. Es bleibt die Frage, ob sich Endothelzellen
an diesen Prozessen durch Produktion von MMPs beteiligen und wenn ja, wie die

Produktion, Sekretion und Aktivierung reguliert wird.

1.3 Ziel der Arbeit
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten folgende Komplexe bearbeitet werden:

1. Etablierung einer Endothelzellkultur aus HUVEC (human umbilical vein endothelial

cells)

2. Nachweis der Produktion und Sezernierung von Matrixmetalloproteinasen durch
HUVECs

3. Regulation der MMP-Sekretion und der MMP-Aktivierung zum aktiven Enzym

4. Einfluss von Aldosteron und Angiotensin auf das MMP-System

Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die Frage, ob das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System einen Einfluss auf das endotheliale MMP-System hat. Dabei war vor allem die Frage
interessant, ob die beiden wichtigsten Faktoren im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System in
irgendeiner Weise die Produktion, Sekretion und Aktivierung der MMPs beeinflussen kdnnen
und damit auch Gber die MMPs in das Geschehen einer Atheroskleroseentwicklung und

Progression eingreifen konnen.
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2 Material und Methoden

2.1.1 Praparation der HUVECs

Die Nabelschnur wurde nach der Geburt an beiden Enden abgeklemmt und bis zur Abholung
in einem Transportgefal® im Kuhlschrank (+4°C) gelagert. In diesem Transportgefal® war
PBS w/o Ca/Mg vorgelegt. Alle Nabelschnilire wurden innerhalb der nachsten 48 Stunden

abgeholt und prapariert.

Zur Zellgewinnung wurden die abgeklemmten Nabelschnire dem Transportgefald
entnommen und aussen vorsichtig mit 80% Ethanol gereinigt. Danach wurde noch
vorhandenes Blut in der Umbilikalvene entfernt. Hierzu wurde eine blaue Vasofix Kanule
(22G, Braun) in die Umbilikalvene plaziert und mit zwei Klemmen wasserdicht fixiert. Es
folgte eine Spllung der Vene mit 15-20ml PBS w Ca/Mg. Nachdem die Vene am unteren
Ende wieder abgeklemmt war, erfolgte die Injektion von 5-15ml Collagenase A (0,2%) zur
Lésung der Endothelzellen von der Gefallwand. Anschliessend wurde die Nabelschnur in
Alufolie eingewickelt und 15 Minuten Gber dem Wasserbad (37°C Wassertemperatur)
inkubiert. Ein 50ml Gefass fing die Zellsuspension auf. Durch nochmaliges Spilen der Vene
mit 20-30ml PBS w Ca/Mg, kombiniert mit behutsamen ,Melken®, lie® sich der Zellgewinn
erheblich vergréssern. Es folgte die Zentrifugation bei 1200rpm fiir 5 Minuten (20°C). Der
Uberstand wurde verworfen, die Zellen mit 13ml Kulturmedium resuspendiert und in die
Kulturflaschen Gberfiihrt (75cm?, Greiner).

2.1.2 Kulturmedium

Als Kulturmedium entschieden wir uns flir M199 (Sigma), welches fir die Kultivierung von
HUVECs (Humanen Umbilikalvenen-Endothelzellen) von anderen Autoren ebenfalls
verwendet wurde (z.B. von Peracchia et al.) und nach eigenen Erfahrungen der Kombination
von IMDM (E15-819 PAA) und Ham's F12 (E15-817 PAA) lberlegen war (siehe Ergebnisse).

Diesem setzten wir ein Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin; PenStrep,Sigma) zur Kontrolle

mikrobiologischer Kontaminationen und L-Glutamin (Biochrom) zu.

Desweiteren kam noch fetales Kalberserum in einer Finalkonzentration von 20% dazu, um
die Zellen optimal mit Nahrstoffen zu versorgen. Vorher wurde allerdings das Serum zur
Denaturierung der zytotoxischen Komplementfaktoren bei einer Temperatur von 56°C fir 30

Minuten hitzeinaktiviert.
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Zuletzt reicherten wir das Medium kurz vor der Benutzung mit dem Wachstumsfaktor ECGF
(Sigma) an. Damit bestand das gebrauchsfertige Medium aus M199, 20% FKS (final),
Glutamin (2mM), PenStrep und ECGF(1/100).

2.1.3 Kultivierung der HUVEC und Passagierung

Grundsatzlich wurden alle kritischen Zellkulturarbeiten zum Schutz vor Kontaminationen
unter einer Laminar-Flow (Envirco, Leag Schirp Reinraumtechnik, Bork) durchgefihrt. Der
eingesetzte Brutschrank (Heraeus, Heraeus Holding GmbH, Hanau) hielt die
Umgebungstemperatur konstant auf 37°C. Ausserdem war das Innere mit einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare von 5% CO, geflllt. Damit liess sich in Kombination mit
dem im Nahrmedium enthaltenem NaCOj; der pH-Wert in den physiologischen Grenzen
halten und kontrollieren. Die Kulturflaschen (Cellstar; Greiner, Frickenhausen), die Six-Well-
Plates (Falcon) und die Chamber Slides (Nunc) wurden vor Benutzung mit Collagen Typ |

(rat tail, Sigma) beschichtet.

Die Morphologie der HUVECs wurde mittels eines Phasen-Kontrastmikroskop (Nikon TMS,
Japan, 10x) kontrolliert. Die menschlichen Endothelzellen zeigten dabei ihre typische
Pflastersteinmorphologie nach nur einem Tag in Kultur (als Endothelzellcluster) und auch bei
Konfluenz. Bei langerer Kultivierung war allerdings eine beginnende Desorganisation mit
langlich erscheinenden Zellen zu beobachten. Diese Desorganisation war reversibel, sobald
die Zellen mit Trypsin/EDTA abgeldst und in eine neue Collagen-beschichtete Kulturflasche

transferiert wurden.

Bei Erreichen einer Subkonfluenz (ca.80-90%) wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurde das
alte Medium entfernt und die Kultur nachfolgend 2x mit 20ml PBS w/o Ca/Mg (Phosphate
Buffered Saline; PAA) gewaschen. Die Ablosung erfolgte dann durch Inkubation der Zellen
mit 1,5ml Trypsin/EDTA fir Endothelzellen (Sigma) fir ca. zwei bis finf Minuten im
Brutschrank. Zur Beendigung der Reaktion wurde 11,5ml Medium (M199 mit 20%FKS)
hinzugefugt. Ein 50ml Blue Cap (Greiner bio-one, Frickenhausen) fing diese Suspension auf,
die nun bei 1200rpm, 20°C, fir 5 Minuten zentrifugiert wurde (Heraeus sepatech, Heraeus

Holding GmbH, Hanau). Anschliessend wurde der Uberstand dekantiert und verworfen.

Das verbleibende Pellet wurde entweder mit 26ml Medium zur sukzessiven Beschickung von
zwei 75cm? Kulturflaschen oder mit 4ml Medium zur Zellzahlung mit nachfolgender
Beschickung von Six-Well-Plates (100000 Zellen pro Well, ca.10cm? Wachstumsflache pro

Well) resuspendiert. Die Zellzahlung erfolgte dabei mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer.

Bei frisch angelegten Kulturen wurde der erste Mediumwechsel ein oder zwei Tage nach der

Praparation durchgefiihrt, bei allen anderen alle zwei bis drei Tage. Die Primarkultur
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erreichte eine Konfluenz in etwa 5 Tagen, wahrend die erste Passage schneller konfluent

wurde.

Fir die Experimente wurden nur Zellen der ersten und zweiten Passage verwendet, da sich

mit zunehmender Passagierung die Zellmorphologie verschlechterte.

2.1.4 Wachstumskurven

Mit Hilfe der Wachstumskurven konnte die Vermehrungsgeschwindigkeit der Endothelzellen
unter verschiedenen Wachstumskonditionen bestimmt werden. Dazu wurden die Zellen der
subkonfluent gewachsenen Primarkultur mit Trypsin/EDTA vom Untergrund geldst. Zur
Beendigung der Reaktion wurde Medium (mit 10% FKS) dazugegeben und die Zellen vom
Uberstand mittels Zentrifugation (1200 U, 5 min) getrennt. Am Tag 0 wurden die Zellen in
einer Dichte von 10.000 Zellen/cm? oder 15.000 Zellen/cm? ausgesét und kultiviert. Am
ersten, zweiten, dritten und finften Tag wurde die Zellzahl bestimmt. Wieder wurden die
Zellen mit Trypsin/EDTA vom Untergrund geldst und danach mit einer Neubauer-

Zahlkammer ausgezahlt.

2.1.5 Zellcharakterisierung

Die Charakterisierung der Endothelzellen erfolgte durch die morphologische und die
immunhistochemische Untersuchung. Wahrend bei der morphologischen Untersuchung die
fur Endothelzellen typische Pflastersteinmorphologie und die Kontaktinhibition gepruft wurde,
wurde bei der Immunhistochemie das EN4-Antigen auf den Endothelzellen erfolgreich
nachgewiesen. Hierzu wurden die Zellen mit eisgekuhlten Aceton auf Chamberslides fixiert,
mit PBS w/o Ca/Mg gewaschen und der EN4-Antikorper in einer Verdinnung von 1:100
aufgetragen. Nach einer einstindigen Einwirkzeit erfolgte die Gegenfarbung mit einem
Fluoresceinisothiocyanat-konjugierten Hase-Anti-Maus Antikdrper in einer Verdliinnung von
1:100.

2.2 Stimulation

2.2.1 Vorbereitung der HUVECs

Sobald die Kultur in den Six-Well-Plates subkonfluent (80-90%) gewachsen war, was in

ungefahr vier Tagen der Fall war, wurde das alte Medium entfernt und gegen serumarmes
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Nahrmedium (0,4% FKS) ersetzt. Dieses serumarme Medium blieb Uber Nacht (12-15
Stunden) auf den Zellen. So konnte erstens das Zellwachstum gestoppt werden und
zweitens der Einfluss der im FKS enthaltenen Substanzen auf den Versuchsablauf und das
Ergebnis verschwindend gering gehalten werden. Auf ein ganzliches Verzichten von FKS
reagierten die Zellen mit Ablésung vom Boden und konsekutiven Zelltod, sodass diese

wunschenswerte Vorgehensweise nicht moglich war.

2.2.2 Stimulation der HUVECs

Zu Beginn der Stimulation wurde das serumarme Medium aus den Six-Well Plates
abgesaugt und verworfen. Dann erfolgte die Stimulation mit dem Stimulanz gelést im
serumarmen Medium. Auf jeder Six-Well Plate befand sich dabei jeweils eine Kontrolle ohne
Stimulantien. Die Inkubationszeit verbrachten die Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5%
CO.,. Am Ende der Stimulation wurde der abgesaugte Zelllberstand finf Minuten bei 20°C
zentrifugiert, um eventuell noch vorhandene Zellen vom Uberstand zu trennen. Der
Uberstand wurde nachfolgend in vorbereitete Cryo-Tubes dekantiert und bei —80°C
tiefgefroren. Mittels Trypsin/EDTA I6sten sich die Zellen vom Boden und konnten so nach

Zentrifugation und Resuspendierung in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt werden.

2.2.3 Aufbereitung der Proben

Die tiefgefrorenen Proben konnten mit Hilfe einer Kihlfalle und einer Vakuumpumpe im
Verhaltniss 1:10 ankonzentriert werden. Dazu wurden die Deckel der Cryo-Tubes mit einer
breitlumigen Kandle durchléchert. Anschliessend wurden die Proben (1ml je Cryo-Tube) in
die vorgekuhlte Kihlfalle transferiert und die Vakuumpumpe angeschlossen. Die Proben
inkubierten 18-24 Stunden bei ca. 0,1 mbar. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der
pulverisierte Uberstand in 0,1ml Aqua dest. aufgeldst und aliquotiert. Nun schloss sich die

quantitative Proteinbestimmung an.

2.3 Material

2.3.1 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit (Best.Nr.: 23225, Pierce).
Diese Versuchsanordnung macht sich die Biuret-Reaktion zu Nutze, bei der das Protein Cu*?

zu Cu*" im basischen Medium reduziert. In einem zweiten Schritt reagieren die Cu*’
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Kationen mit dem BCA und bilden einen Komplex. Dieser wasserlésliche Komplex hat eine
starke Absorption bei 562nm, welche linear mit der Proteinkonzentration zunimmt. Die
Proteinkonzentration im Uberstand lag bei unseren Versuchreihen zwischen 2000 ug/ml und
10000 pg/ml.

2.3.2 Gelzusammensetzungen

2.3.2.1 Gelzusammensetzung (Zymographie)

Zur Herstellung eines Separationsgels, welches Acrylamid in 7,5%iger Konzentration
enthielt, fanden folgende Substanzen Verwendung: 2400ul Acrylamid/Bis-Lésung (30%
Acrylamid/0,8% Bisacrylamid), 2500ul 1,5M Tris-Puffer (ph:8,8), 1000ul Gelatine aus einem
Stock mit 6,6mg/ml Gelatine, 100l SDS (10%), 3655ul A.dest., 10ul Ammioniumpersulfat
(APS 10%) und 30ul TEMED. Das gegossene Trenngel wurde nach dem Giessen mit A.dest.

Uberschichtet. Die Polymerisation war nach 30-45 min abgeschlossen.

Zur Herstellung des Sammelgels, welches Acrylamid in 4%iger Konzentration enthielt,
fanden folgende Substanzen Verwendung: 1330pul Acrylamid/Bis-Lésung (30%
Acrylamid/0,8% Bisacrylamid), 2500ul 0,5M Tris-Puffer (pH:6,8), 100ul SDS (10%), 6100l
A.dest., 80ul APS (10%) und 10ul TEMED. Nach dem Giessen des Sammelgels wurde der

Probenkamm luftblasenfrei eingesteckt und die Polymerisierung abgewartet.

2.3.2.2 Gelzusammensetzung (Westernblot)

Zur Herstellung eines Seperationsgels, welches Acrylamid in 10%iger Konzentration
enthielt, fanden folgende Substanzen Verwendung: 2650ul Acrylamid/Bis-Losung (30%
Arcrylamid/0,8% Bisacrylamid), 2000ul Trenngelpuffer (ph:8,8), 3350ul A.dest., 25pl
Ammioniumpersulfat (APS 10%) und 12,5ul TEMED. Das gegossene Trenngel wurde nach
dem Giessen mit A.dest. Uberschichtet. Die Polymerisation war nach 30-45 min

abgeschlossen.

Zur Herstellung des Sammelgels, welches Acrylamid in 4%iger Konzentration enthielt,
fanden folgende Substanzen Verwendung: 800ul Acrylamid/Bis-Lésung (30%
Acrylamid/0,8% Bisacrylamid), 1250ul Sammelgelpuffer (pH:6,8), 2950ul A.dest., 30ul APS
(10%) und 10yl TEMED. Nach dem Giessen des Sammelgels wurde der Probenkamm

luftblasenfrei eingesteckt und die Polymerisierung abgewartet.

Der Trenngelpuffer bestand aus 18,17g Tris-Base (1,5M) und 0,4g SDS aufgeftillt auf 100ml
A.dest. Der Sammelgelpuffer bestand aus 6,06g Tris-Base (0,5M) und 0,4g SDS aufgefllt
auf 100ml A.dest. .
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2.3.3 ELISA

Die Bestimmung der MMP-2 Konzentrationen in den Proben wurde mit Hilfe des MMP-2
ELISA System (Amersham, RPN 2617) durchgeflihrt. Standards und Proben wurden in einer
Mikrotiterplatte, die mit Anti-MMP-2 Antikorpern bestiickt war, inkubiert. Das an die
Antikdrper gebundene MMP-2 wurde mittels eines mit Peroxidase beladenen Fab-Antikérper
markiert. Durch die Zugabe von Tetramethylbenzidin (TMB, Substrat der Peroxidase) konnte
die Konzentration der gebundenen Peroxidase bestimmt werden. Dazu wurde die Reaktion
durch Zugabe von 1M Schwefelsdure gestoppt und die Absorption in einem
Spektrophotometer bei 450nm gemessen. Die Konzentration von MMP-2 ergab sich aus

einer Interpolation der mitgefuhrten Standardkurve.

2.3.4 Losungen und Puffer

2.3.41 Loésungen und Puffer (Zymographie)

Probenpuffer: 4,8ml A.dest., 1,2ml Tris-Puffer (0,5M; pH:6,8), 1,0ml Glycerol, 2ml SDS
(10%), 0,5ml Bromphenolblau (0,1%)

Laufpuffer: 7,5g Tris-Base, 36g Glycin, 2,5g SDS (10%), mit A.dest auf 2500ml aufflllen
(pH:8,3)

Inkubationspuffer: 15,15g Tris-Base, 1,84g CaCl, ,mit A.dest auf 2500ml auffillen (pH:8,5)
Aktivierungspuffer: 25ml Triton X 100, 975ml A.dest

Ammoniumpersulfat 10%: 1g ad 10ml A.dest

Farbeldsung (1%): 1000mg Coomassie Blue, 400ml Methanol, 100ml| Essigsaure (Eisessig),
500ml A.dest

Entfarbelosung: 400ml Methanol, 100ml Eisessig, 500ml A.dest

2.3.4.2 Loésungen und Puffer (Westernblots)

Trenngelpuffer: 18,17g Tris-Base (1,5M), 0,4g SDS, ad 100ml A.dest., pH:8,8
Sammelgelpuffer: 6,06g Tris-Base (0,5M), 0,4g SDS, ad 100ml A.dest., pH:6,8
Laufpuffer: 5g Tris-Base, 15g Glycin, 2,5g SDS in 1000ml A.dest., pH:8,6
Probenpuffer: 5ml Tris-Puffer (0,5M, pH:6,8), 5ml SDS (20%), 5ml Glycerin, 1,5ml
Mercaptoethanol, 25mg Bromphenolblau, 33,5ml A.dest

Blockierungspuffer: 5% Milchpulver in PBS (inklusive 0,1% Tween)

Waschpuffer: PBS mit 0,1% Tween
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Blotpuffer 1: 50mM Borsaure, 400ml Methanol, in 2| A.dest
Blotpuffer 2: 50mM Borsaure, 100ml Methanol, in 2| A.dest

2.3.5 Antikorper

Westernblot, 1.Antikorper: Anti-MMP-2 Antikorper von der Maus (Oncogene)
Westernblot, 2.Antikorper: Kaninchen-Anti-Maus Antikérper mit Peroxidase gekoppelt (Dako)
Immunhistochemie: Maus-Antikorper gegen menschliches EN4 (Monosan) und FITC-

konjugierter Hase-Anti-Maus-Antikorper (Dako)

2.3.6 Substanzen, Chemikalien, Gebrauchsgegestande

Substanzen, Gebrauchsgegenstinde

Substanzen, Gebrauchsgegenstinde

M199 (Best.Nr.: M4530, Sigma)

Bromphenolblau (Best-Nr.: B-8026, Sigma)

FKS (Best.Nr.: A15-041, PAA)

Rotiphorese Gel 30, Acrylamid (Best-
Nr.:3029.2, Roth)

Collagenase A (Best.Nr.:103578, Roche)

Spritzen 5ml, 10ml: (Braun Melsungen AG)

PBS w/o Ca/Mg (Best.Nr.: 14190-094, Gibco)

Steriles OP-Abdecktuch: Klinidrape (50x75
cm) (Mélnycke Health Care AB)

PBS w Ca/Mg (Best.Nr.: H15-001, PAA)

Tubes, 15ml, 50ml (Cellstar, Greiner)

L-Glutamin (Best-Nr.: K-0282, Biochrom)

Saran Folie

Trypsin/EDTA (Best-Nr.: L11-004, PAA)

Cryo-Tube Vials (Nunc)

Endothelial Cell Growth Factor, ECGF (Best-
Nr.: E-9640, Sigma)

Bakterienfilter: Millex-GS (0,22um) (Millipore)

Cycloheximid (Best-Nr.: C-7698, Sigma)

Standardtips 20ul, 100ul, 1000yl (Eppendorf)

Colchicin (Best-Nr.: C-9754, Sigma)

Pipetten 5,10,25ml: (Cellstar, Greiner Bio-

one)
7 E 5
Angiotensin (Best-Nr.: A-9525, Sigma) Cellstar Ku“umisnihg?nﬁ;)m {ereizs -
Aldosteron (Best-Nr.: 5521, Fluka) 6-Well-Plates (Falcon)
Interleukin 1-beta (1-9401, Sigma) Tupfer (Hartmann)

Losartan (Reinsubstanzanforderung, MSD
Sharp&Dohme GmbH)

Vasofix 22G (Braun Melsungen AG)

Spironolacton (S-3378, Sigma)

WB-Rohrchen: Schott GL45

Bradykinin (Best-Nr.: B-3259, Sigma)

FlexClamp fiir Minigele (Pharmacia)
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PMA (Best-Nr.: sc-3576, Santa Cruz)

Heparin (Best-Nr.: H-3149, Sigma)

Gerate

ECGS (Best-Nr.: E-0760, Sigma)

Arbeitsbank (Flow): Envirco (Leag Schirp R.)

Collagen Typ | (Best-Nr.: E-7661, Sigma)

Pipetten: Pipetus-akku (Hirschmann)

PenStrep (Best-Nr.: P-0781, Sigma)
MMP-2 ELISA(Best-
Nr.:RPN2617,Amersham)

Zenrtifuge: Heraeus sepatech (Heraeus
Holding GmbH)

DMSO (Best-Nr.: D-2650, Sigma)

Brutschrank: Biosafe 70040 (Integra Biosc.)

Trypsin/EDTA f.EC (Best-Nr.: T-4299, Sigma)

Power Supply ,Consort E452° (MAGV
GmbH)

BOA prot.marker (Bst-Nr.: BOA002,
MoBiTec)

Blotkammer: Multiphor Il (Pharmacia)

Aktives MMP-2 (Best-Nr.: PF023, Oncogene)

Inkub.kammer Westernblots: Micro 4
(Hybaid)

Glycin (Best-Nr.: 3908.2, Roth)

Horizontalschittler: IKA-Vibrax VXR (IKA)

Borat (Best-Nr.:17-1322-01, Pharmacia
Biom.)

Mikroskop (Nikon TMS)

Tris-Hydrochloride-Puffer (T-3253, Sigma)

Fluoreszenzmikroskop: DMRXE (Leica) mit 3
CCD-Kamera (Sony)

Gelatine (G-8150, Sigma)

Kuhlfalle mit Vakuumpumpe: Alpha I-5
(Christ) und Vacuum (Pfeiffer)

SDS (Best-Nr.: Biorad)

Gelkammer: Whatman (Biometra)

TEMED (Best-Nr.: 17-1312-01, Pharmacia
B.)

AGFA-Entwickler: Curix 60

Tris-Base (Best-Nr.:T-6066, Sigma)

Filme: Kodak X — Omat AR Film 13x18

Triton-X (Best-Nr.:T-8787, Sigma)

Kihlschranke +4°C, -20°C, -80°C : Liebherr

Coomassie-Blue (Best-Nr.: 35051, Serva)

Elisa-Reader: MRX Revelation (Dynex Tech.)

Methanol (Best-Nr.:32213, Riedel-de-Haen)

Essigsaure (Best-Nr.: 1.00063, Merck)

APS (Best-Nr.: 161-0700, Biorad)

2.4 Statistik

Alle im Ergebnisteil aufgefuhrten Daten verstehen sich, wenn nicht anders angegeben, als
Mittelwert + Standardabweichung. Fur die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon-Test
oder die Friedmann-Analyse mit nachfolgendem Paarvergleich benutzt. Ein p < 0,05 ist als

statistisch signifikant gewertet worden.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Endothelzellkultur

3.1.1  Austestung verschiedener Medien

Ziel der Untersuchungen war es, den Einfluss verschiedener Nahrmedien auf das Wachstum
der Endothelzellen zu beschreiben und die beste Kombination von Nahrmedium und

Supplementen zu finden.

3.1.1.1 IMDM und Ham’s F12 als Nahrmedium

Bei der Kultivierung der ersten Endothelzellen verwendeten wir zunachst als Nahrmedium
eine Kombination von IMDM und Ham’s F12 zu je gleichen Teilen. Zusatzlich wurde das

fertige Gemisch mit FKS [fotalem Kalberserum] angereichert.

Abbildung 5 und 6 zeigen den Einfluss verschiedener FKS-Seren auf das Endothelzell-
wachstum. Im Vergleich zu Abbildung 5 verdeutlicht Abbildung 6 die Abhangigkeit des

Zellwachstums von der FKS-Konzentration im Medium.
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2 X —&— Biochrom 2
= = .
_g 80 —o— Greiner
c
wl

60 T T T T 1
- 1 2
Zeit (Tage)

Abb. 5 : Wachstumskurven von HUVEC in Abhédngigkeit
verschiedener Wachstumsseren

Gezeigt sind Wachstumskurven von HUVEC in Abhangigkeit vom Serum
unterschiedlicher Hersteller (PAA, Biochrom, Greiner). Dem IMDM/Ham’s
F12 Medium (1:1) wurde je 10% FKS (final) zugesetzt.
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In Abbildung 5 (Medium + 10% FKS) zeigen sich fallende Zellzahlen nach zwei und vier
Tagen. Nur bei Benutzung des Serums von PAA bleibt die Zellzahl annahernd konstant. In
Abbildung 6 (Medium + 20% FKS) zeigt sich nach drei Tagen Uberwiegend eine verminderte
Gesamtzellzahl. Nach finf Tagen in Kultur erreicht die Gesamtzellzahl bei drei Seren wieder
die Inokulationszahl. Nur bei dem Serum von PAA ist eine Erhdhung der Zellzahl zu

erkennen.
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Abb. 6 : Wachstumskurven von HUVEC in Abhangigkeit
verschiedener Wachstumsseren

Das Wachstum von HUVEC ist hier dargestellt in Abhangigkeit von Seren
unterschiedlicher Hersteller (PAA, Biochrom und Greiner). Dem IMDM /
Ham'’s F12 Medium (1:1) wurde 20% FKS (final) zugesetzt.

3.1.2  M199 als Ndhrmedium
Mit M199 und gleichbleibender FKS-Konzentration (20%) erhéht sich die

Wachstumsgeschwindigkeit im Vergleich zum IMDM+Ham’s Medium deutlich. Nach
funftagiger Kultur lasst sich die Zellausbeute fast vervierfachen. Eine vergleichende

Wachstumskurve der beiden Medien zeigt Abbildung 7.
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Abb. 7 : Vergleich der Wachstumsmedien IMDM/Ham’s (1:1)
mit M199

Dargestellt sind zwei Wachstumskurven von HUVEC in Abhangigkeit
unterschiedlicher Kulturmedien (M199 und IMDM/Ham’s F12). Dabei
enthalten beide Medien 20% FKS (PAA).

3.1.3 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Endothelzellen

Eine weitere Erhdhung der Wachstumsgeschwindigkeit gelingt durch den Zusatz eines
endothelialen Wachstumsfaktors. Ein direkter Vergleich der in der Literatur verwendeten
Wachstumsfaktoren ECGF (Endothelial Cell Growth Factor, Sigma), ECGS (Endothelial Cell
Growth Supplement, Sigma), ECGS + Heparin (Sigma) weist erhebliche Unterschiede im
Zellwachstum besonders in der zweiten Passage auf. So ist die alleinige Anwendung von
ECGS (50ug/ml) und auch die Kombination von ECGS+Heparin (50 ug/ml) dem alleinigen
Gebrauch von ECGF schon in der ersten Passage unterlegen. In der zweiten Passage

Ubertrifft ECGF bei weitem die Wachstumsgeschwindigkeit der beiden anderen Alternativen.

3.1.4 Beschichtung der KulturgefiaBe
Mit der Beschichtung der Kulturflaschen mit Collagen Typ 1 wird der Phanotyp und die

Pflastersteinmorphologie der Endothelzellen optimiert. Notwendig ist sie bei der Kultivierung
der Zellen auf Glasoberflachen, um den Zellen die Méglichkeit der Ansiedelung zu geben.
Auch wahrend den Versuchen garantiert sie eine bessere und langere Anheftung der Zellen
am Boden.
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3.1.5 Zusammenfassung

Die Kombination von M199 (inkl.Glutamin und PenStrep , Sigma) mit 20% FKS und ECGF
(1/100) ergibt, auf beschichteten Wachstumsoberflachen, das beste Ergebnis hinsichtlich der
Wachstumsgeschwindigkeit und der Morphologie.

Abbildung 8 verdeutlicht zusammenfassend den Einfluss von FKS-Konzentrationen im
Medium (1%, 10%, 20%) bei An- oder Abwesenheit von ECGF. Schon nach drei Tagen in
Kultur sieht man deutliche Unterschiede im Wachstum. Nach finf Tagen erkennt man bei
den Medien mit 10% und 20% FKS deutlich héhere Zellzahlen als beim Medium mit 1% FKS.
Ausserdem lasst sich der deutliche Einfluss von ECGF auf die
Zellvermehrungsgeschwindigkeit ablesen. Medien derselben FKS-Konzentrationen zeigen
hier ab dem dritten Tag hohere und am funften Tag deutlich hdhere Zellzahlen, wenn ECGF

zugesetzt wurde.
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Abb. 8 : Einfluss verschiedener Medienzusammensetzungen auf
das Wachstum von humanen Endothelzellen

Gezeigt sind Wachstumskurven von HUVEC in Abhangigkeit
unterschiedlicher FKS-Konzentrationen (1%, 10%, 20%) und An- oder
Abwesenheit vom Wachstumsfaktor ECGF (1:100).

Am Tag 0 wurden Zellen einer Primarkultur in 6-Well-Plates ausgesat
(Inokulationszahl: 100.000/ Well, Wachtumsflache pro Well

ca.10 cm?) und Uber einen Zeitraum von fiinf Tagen kultiviert. An den Tagen
1, 2, 3 und 5 wurden die Zellen mittels Trypsin/EDTA vom Untergrund geldst
und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahilt.
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Mit der oben genannten Kombination zeigen die Endothelzellen, im Unterschied zu IMDM +
Ham'’s, ein kontinuierliches Wachstum auch jenseits der zweiten Passage. Dabei behalten
die Endothelzellen ihre Pflastersteinmorphologie bei. Trotzdem ist mit zunehmender
Passagierung eine Verschlechterung der Morphe mit eher faserig aussehenden Zellen zu
beobachten. Fir die Versuche wurden deshalb nur Zellen der ersten und zweiten Passage

verwendet. Ein Foto einer typischen Endothelzellkultur ist unten gezeigt.

Foto der Endothelzellkultur

3.2 MMP-Produktion in Endothelzellen

In den folgenden Experimenten sollte der Frage nachgegengen werden, ob HUVEC's
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) produzieren und sezernieren. Zum Nachweis einer MMP-

Sekretion wurden der Elisa, der Westernblot und die Zymographie verwendet.

3.21 Nachweis von MMPs in der Gelatin-Zymographie
In der Gelatin-Zymographie zeigte sich, dass MMP-2 und MMP-9 im Uberstand des

gewonnenen Mediums (s.Abschnitt Material und Methoden) vorhanden sind. Dabei macht
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die sezernierte Menge an MMP-2 (pro-MMP-2) bei HUVECs den weitaus grossten Teil der
sezernierten Gelatinasen aus. MMP-9 wird zu erheblich geringem Ausmal} sezerniert.
Ausserdem ist eine Aufspaltung von MMP-2 in verschiedene Fraktionen zu erkennen. Es
handelt sich dabei um pro-MMP-2 (72kDa), intermedidares MMP-2 (64kDa) und aktives MMP-
2 (62kDa). Ein reprasentatives Gel zeigt Abbildung 9.

— Pro-MMP-2

J— Intermediares MMP-2

T Aktives MMP-2

MMP-2 MMP-9 Probe 1 Probe 2

Abb. 9 : Nachweis von Matrixmetalloproteinasen (MMP) im Uberstand von
menschlichen Endothelzellen

Die Endothelzellen wurden uber 4-5 Tage in 6-Well-Plates kultiviert. Nachdem die Zellen 10-12
Stunden in einem serumarmen Medium (0,4% FKS final) kultiviert wurden, folgte ein erneuter
Mediumwechsel mit serumarmen Medium. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand
abgenommen und die Zellen gezahlt. Dieser Uberstand wurde mit Hilfe einer Kiihlfalle im
Verhaltnis 10:1 konzentriert. Dann schloss sich eine Proteinbestimmung an. In der nun
folgenden Zymographie war es damit moglich, bei allen Proben die gleiche Proteinmenge
einzusetzen, um vergleichbare Ergebnisse erhalten zu kénnen. Auf der Abbildung ist eine
reprasentative Zymographie dargestellt. Gut zu erkennen ist die Aufspaltung der MMP-2-
Fraktion in Pro-, Intermediares und aktives MMP-2.

[ MMP-2 = aktives MMP-2 ; MMP-9 = aktives MMP-9 ]

3.2.2 Nachweis von MMPs im Westernblot

Der Westernblot bestatigte die Ergebnisse, die bei der Gelatin-Zymographie gewonnen
wurden. Auch hier konnte die Prasenz von MMP-2 und MMP-9 im gewonnenen Medium

nachgewiesen werden. Zwei reprasentative Westernblots zeigt Abbildung 10.
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Abb. 10 : Nachweis von Matrixmetalloproteinasen (MMP) im Uberstand von
menschlichen Endothelzellen

Die Endothelzellen wurden Uber 4-5 Tage in 6-Well-Plates kultiviert. Nachdem die Zellen 10-12
Stunden in einem serumarmen Medium (0,4% FKS final) kultiviert wurden, folgte ein erneuter
Mediumwechsel mit serumarmen Medium. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand abgenommen
und die Zellen gezahlt. Dieser Uberstand wurde mit Hilfe einer Kiihlfalle im Verhaltnis 10:1
konzentriert. Nun schloss sich eine Proteinbestimmung an. In dem nun folgenden Westernblot war
es damit moglich, bei allen Proben die gleiche Proteinmenge einzusetzen, um vergleichbare
Ergebnisse erhalten zu kénnen. Auf der Abbildung ist ein reprasentativer Westernblot dargestellt.
Auch hier ist im Falle von MMP-2 eine Aufspaltung der MMP-2-Fraktion in pro-MMP-2 und aktives
MMP-2 zu erkennen.

Oben : Westernblot mit Antikérpern gegen MMP-2
Unten : Westernblot mit Antikérpern gegen MMP-9

[MMP-2 = aktives MMP-2 ; MMP-9 = aktives MMP-9]

In den nachfolgenden Experimenten konzentrierten wir uns auf die Untersuchung von
MMP-2.
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3.2.3 Zeitabhangigkeit der pro-MMP-2 Bildung

Den weitaus grossten Teil des im Uberstand gemessenen MMP-2 macht das pro-MMP-2
aus. Wir konzentrierten uns auf die zeitabhangige Bildung, bzw. Sekretion von pro-MMP-2.
Die Ergebnisse, die mittels eines pro-MMP-2 Elisas gewonnen wurden, sind in Abbildung 11
dargestellt. Dort erkennt man die zeitabhangige Konzentrationserhéhung von pro-MMP-2 im
Uberstand .Die Zymographie und der Westernblot bestatigten diese Ergebnisse (siehe auch

Abb. 13).
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Abb. 11 : Zeitabhdngige Sekretion von pro-MMP-2 in HUVEC

Die Endothelzellen wurden tber 4-5 Tage in 6-Well-Plates kultiviert.
Nachdem die Zellen 10-12 Stunden in einem serumarmen Medium (0,4%
FKS final) kultiviert wurden, folgte ein erneuter Mediumwechsel mit
serumarmen Medium. Nach einen bestimmten Zeitraum (1, 3, 6 ,9 und 24
Stunden) wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen ausgezahlt.
Dieser Uberstand wurde mit Hilfe einer KiihlIfalle im Verhaltnis 10:1
ankonzentriert. Nun schloss sich eine Proteinbestimmung an. In dem nun
folgenden Elisa war es damit moglich, bei allen Proben die gleiche
Proteinmenge einzusetzen, um vergleichbare Ergebnisse erhalten zu
kénnen. Auf der Abbildung sind die pro-MMP-2 Konzentrationen im
Uberstand nach Oh (Medium ohne Kontakt zu den Zellen),1h, 3h, 6h, 9h
und nach 24h zu erkennen.

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM aus finf
unabhangigen Experimenten.
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3.3 Regulierung von MMP-2

In den nachsten Schritten sollte Uberprift werden, ob und inwieweit die Sekretion von
pro-MMP-2 reguliert wird. Auch wurde der Frage einer moglichen Stimulierung der
Aktivierung von pro-MMP-2 zum aktiven MMP-2 nachgegangen. Dabei wurde analog der
Verfahrensweise im vorherigen Abschnitt vorgegangen. PMA, Bradykinin und Interleukin 1-
beta sollten die MMP-2 Konzentration im Uberstand erhéhen, Cycloheximid und Colchicin

sollten sie senken.

3.3.1  Stimulation der MMP-Sekretion und der Aktivierung zum aktiven Enzym

Die Behandlung der Zellen mit PMA (10M), Bradykinin (10°M), Interleukin 1-beta (10ng/ml)
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden flhrte im Falle von Bradykinin zu einer erhdhten
Sekretion von pro-MMP-2 und im Falle von PMA und Interleukin zu einer verstarkten

Aktivierung des pro-MMP-2 in die intermediare und aktive Form.

3.3.1.1 Stimulatorischer Effekt von Bradykinin auf die pro-MMP-2 Sekretion
Bei HUVECSs bewirkte die Inkubation mit Bradykinin (10°M) fiir 24 Stunden eine vermehrte

Freisetzung von pro-MMP-2. Die Konzentration des intermediaren und aktiven MMP-2 blieb

unberuhrt. Ein reprasentatives Gel zeigt Abbildung 12.

Pro-MMP-2

T Aktives MMP-2

MMP-2  Kontrolle Bradykinin

Abb. 12 : Einfluss von Bradykinin (10°M) auf die Sekretion der
Matrixmetalloproteinase-2 (MMP-2)

Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte mit Bradykinin (10°M) geldst in
serumarmen Medium Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Danach wurde der
Uberstand ankonzentriert und die Proteinmenge bestimmt. Damit war es in der
nun folgenden Zymographie moglich, bei allen Proben die gleiche
Proteinmenge einzusetzen, um vergleichbare Ergebnisse erhalten zu kénnen.
Auf der Abbildung ist eine reprasentative Zymographie dreier unabhangiger
Experimente dargestellt.

[MMP-2 = aktives MMP-2]
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3.3.1.2 Anstieg des aktiven MMP-2 durch Effekte von PMA und Interleukin 1-beta
Die Inkubation von HUVEC mit PMA (107 M) und Interleukin 1-beta (10ng/ml) fiir 24h fiihrte

zu einem Anstieg des intermediaren und aktiven MMP-2 im Medium. Dieser Effekt ist sowohl
zeit- als auch dosisbhangig (siehe Abbildungen 13,14,15). Der starkste Anstieg war bei PMA
(107 M) zu beobachten. Etwas schwécher ausgepragt war beschriebener Effekt bei

Interleukin 1-beta (10ng/ml).

3.3.1.21 Zeitabhangige Aktivierung von pro-MMP-2 durch PMA und IL-1B

Die Abbildung 13 zeigt die zeitabhangige Aktivierung des pro-MMP-2 zum aktiven MMP-2
durch PMA und IL-18.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass eine stetige Sekretion von pro-MMP-2
stattfindet. Nach 24 Stunden ist bei allen MMP-2 Formen die héchste Konzentration im
Medium erreicht (Akkumulation). Dasselbe gilt auch fur das intermediare und das aktive
MMP-2, welche nach einer Stunde schon in geringen Mengen nachweisbar sind und nach 24
Stunden die héchste Konzentration erreichen. Bemerkenswert ist die von Anfang an
bestehende und sich bis zum Schluss fortsetzende geringere Konzentration von pro-MMP-2
in der mit PMA stimulierten Zellreihe. Auch ist bei PMA-Stimulation nach 6 Stunden eine viel
geringere Konzentration von intermediaren und aktiven MMP-2 im Vergleich zur Kontrolle zu
verzeichnen. Das andert sich deutlich nach 24 Stunden. Hier dominiert dann die erhebliche
Erhdéhung des intermediaren und aktiven MMP-2 bei gleichzeitig niedrigerer pro-MMP-2
Menge.

Bei Interleukin 1-beta Stimulation verandern sich die drei MMP-2 Fraktionen in den ersten 6
Stunden weitgehend identisch mit der Kontrolle. Nach 24 Stunden ist im Vergleich zur
Kontrolle eine gering erhdhte pro-MMP-2 Konzentration erkennbar. Auch das intermediare

und aktive MMP-2 zeigen sich in gering vermehrter Menge.
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Abb. 13 : Zeitabhdngige Effekte von PMA und Interleukin 1-beta
auf die Matrixmetalloproteinase-2

Die Endothelzellen wurden Uber 4-5 Tage in 6-Well-Plates kultiviert. Dann wurde das
Medium gegen serumarmes Medium (0,4% FKS final) ausgetauscht, welches lber
Nacht (10-12 Stunden) auf den Zellen verblieb. Danach erfolgte die Stimulation mit
PMA (107M) oder IL-1B (10ng/ml) geldst in serumarmen Medium. Zu den angegebenen
Zeitpunkten (1, 3, 6 und 24 Stunden) wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen
gezahlt. Der Uberstand wurde dann mit Hilfe einer Kiihlifalle im Verhaltnis 10:1
ankonzentriert. Nun schloss sich eine Proteinbestimmung an. In der nun folgenden
Zymographie war es damit mdglich, bei allen Proben die gleiche Proteinmenge
einzusetzen, um vergleichbare Ergebnisse erhalten zu kénnen.

Auf der Abbildung sind die zeitabhingigen Effekte von PMA (107M) und IL-1B (10ng/ml)
in einer reprasentativen Zymographie zweier unabhangiger Experimente dargestellt.

[ pK = positiv Kontrolle , aktives MMP-2 ; PMA = PMA ; IL = Interleukin 1-beta ; Kont =
Kontrolle]
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3.3.1.2.2 Dosisabhédngige Aktivierung von pro-MMP-2 durch PMA

Wie schon beschrieben findet sich die grof3te Menge von intermedidarem und aktivem MMP-2
bei einer Stimulation der Endothelzellen mit PMA 10”M. Bei niedrigeren PMA-
Konzentrationen verringert sich dieser stimulatorische Effekt deutlich. Bei PMA 10™"'M ist
aber trotzdem noch eine geringe Vermehrung dieser beiden Fraktionen im Vergleich zur
Kontrolle zu beobachten. Wahrend pro-MMP-2 bei PMA 107M im Vergleich zur Kontrolle
noch in erheblich niedrigerer Konzentration vorhanden ist, kommt es bei PMA 10°M und
10™""M zu einer Steigerung der pro-MMP-2 Konzentration (bei gleichzeitig erhthtem
intermedidren und aktiven MMP-2). Nach Inkubation mit PMA 10°M waren nach 24 Stunden
keine adharenten Zellen mehr zu finden, so dass diese Proben nicht ausgewertet wurden.
Abbildung 14 zeigt den beschriebenen Dosis-Wirkungseffekt von PMA.

‘/ Pro-MMP-2

Intermediares MMP-2

Aktives MMP-2

Kont 107M 10°M 10"'Mm

Abb.14 : Dosis-Wirkungseffekte des Phorbolesters PMA auf
MMP-2 in humanen Endothelzellen

Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte mit PMA (107M, 10°°M, 10™'M)
gel6st in serumarmen Medium Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Danach
wurde der Uberstand ankonzentriert und die Proteinmenge bestimmt. Es war
nun in der folgenden Zymographie moglich, bei allen Proben die gleiche
Proteinmenge einzusetzen, um vergleichbare Ergebnisse erhalten zu kénnen.
Auf der Abbildung ist eine reprasentative Zymographie zweier unabhangiger
Experimente dargestellt.

[Kont = Kontrolle ; 107M = PMA 107 ; 10°M = PMA 10°M,
10""M = PMA 107'M]

3.3.1.23 Dosisabhédngige Aktivierung von pro-MMP-2 durch IL-18

Bei der Inkubation der Zellen mit Interleukin kommt es zu einer geringen Erhéhung aller drei
MMP-2 Fraktionen. Ahnlich groRe Unterschiede wie bei der Stimulierung durch PMA sind bei
den unterschiedlichen Konzentrationen von Interleukin 1-beta allerdings nicht auszumachen
(siehe Abbildung 15).
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Abb.15 : Dosis-Wirkungseffekt des Zytokins Interleukin 1-beta
auf MMP-2 in humanen Endothelzellen

Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte mit Interleukin -13 (1ng/ml, 10
ng/ml, 100 ng/ml) geldst in serumarmen Medium Uber einen Zeitraum von
24 Stunden. Danach wurde der Uberstand ankonzentriert und die
Proteinmenge bestimmt. Damit war es in der nun folgenden Zymographie
mdglich, bei allen Proben die gleiche Proteinmenge einzusetzen, um
vergleichbare Ergebnisse erhalten zu kénnen. Auf der Abbildung ist eine
reprasentative Zymographie zweier unabhangiger Experimente dargestellit.
geldst in serumarmen Medium.

[ Kont = Kontrolle ]

3.3.2 Inhibitoren der pro-MMP-2 Sekretion und der Aktivierung zum aktiven Enzym

Im folgenden wurde der Frage nachgegangen, ob die MMP-Sekretion von einer de-novo-
Proteinsynthese abhangig ist. Zur Beantwortung dieser Frage wurde Cycloheximid (ein
Proteinsynthesehemmer) eingesetzt. Des Weiteren wurde untersucht, ob nach einer de-
novo-Synthese der Transport des Enzyms in Vesikeln durch ein Mikrotubulingift gehemmt

werden kann. Das Alkaloid Colchicin fand dazu Verwendung.

3.3.2.1 MMP-2 Synthesehemmung durch Cycloheximid
Die Behandlung der Zellen erfolgte mit 0,02mg/ml und mit 0,001mg/ml Cycloheximid fur 24

Stunden. Bei einer Konzentration von 0,02mg/ml zeigte sich nach 24 Stunden eine deutliche
Verminderung von pro-MMP-2. Intermediares und aktives MMP-2 war Gberhaupt nicht mehr
nachweisbar. Auch Cycloheximid in einer Konzentration von 0,001mg/ml fihrte zu einer

deutlichen Verminderung von pro-MMP-2. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellit.
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Abb.16 : Effekt des Proteinsyntheseinhibitors Cycloheximid auf
MMP-2 in Endothelzellen

Balkendiagramm: Messung von pro-MMP-2 im Uberstand mittels
Elisa nach Stimulation mit Cycloheximid
Zymographie: ins Diagramm eingefugter kleiner Ausschnitt einer
reprasentativen Zymographie.

Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte mit Cycloheximid (20ug/ml) geldst in
serumarmen Medium Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Danach wurde der
Uberstand ankonzentriert und die Proteinmenge bestimmt. Damit war es im nun
folgenden Elisa moglich, bei allen Proben die gleiche Proteinmenge einzusetzen,
um vergleichbare Ergebnisse erhalten zu kdnnen. Auf der Abbildung ist eine
reprasentative Zymographie in die Ergebnisse des Elisa eingefligt. Dabei handelt
es sich um die Ergebnisse dreier unabhangiger Experimente (bei Cyc. 0,001mg
war n=2), dargestellt als Mittelwert + SEM.

[ Cyc(0,02mg) = Cycloheximid (20ug/ml) ]

3.3.2.2 Hemmung des vesikalen Transportes von pro-MMP-2 durch Colchicin

Die Inkubation der Zellen mit Colchicin (10M) fiir 24 Stunden fiihrte zu einer Verringerung
der pro-MMP-2-Konzentration im gewonnenen Medium. Das intermediare und aktive MMP-2
nahm analog zur pro-MMP-2 Konzentration ab. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17

dargestellt.
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Abb.17: Effekt des Mikrotubulingiftes Colchicin auf
MMP-2 in Endothelzellen

Balkendiagramm: Messung von pro-MMP-2 im Uberstand mittels
Elisa nach Stimulation mit Colchicin (1mM).
Zymographie: ins Diagramm eingefligter kleiner Ausschnitt aus einer
reprasentativen Zymographie.

Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte mit Colchicin (1mM) gel6st in serumarmen
Medium Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Danach wurde der Uberstand ankonzentriert
und die Proteinmenge bestimmt. Damit war es in dem nun folgenden Elisa méglich, bei
allen Proben die gleiche Proteinmenge einzusetzen, um vergleichbare Ergebnisse erhalten
zu konnen. Auf der Abbildung ist eine reprasentative Zymographie in die Ergebnisse des
Elisa eingefligt. Dabei handelt es sich um die Ergebnisse dreier unabhangiger Experimente,
dargestellt als Mittelwert + SEM.

[ Colch (1mM) = Colchicin (1mM) ]

3.3.3 Zusammenfassung

Die Konzentration von pro-MMP-2 im Uberstand ist von einer zelluléren de-novo-Synthese
abhangig (s.Kap.3.3.3.1). Colchicin flhrt zu einer Verminderung der pro-MMP-2 Freisetzung
mit konsekutiver Verminderung von intermediaren und aktiven MMP-2. Als Erklarung kann
ein gestorter Vesikeltransport angenommen werden. Bradykinin verstarkt die pro-MMP-2-
Freisetzung. PMA und Interleukin-1B fordern die Aktivierung von pro-MMP-2 zum

intermediaren und aktiven MMP-2.
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3.4 Modulation der MMP-2 Sekretion durch das Renin-Angiotensin-Aldosteron
System

Im folgenden wurde der Frage nachgegangen, ob das RAAS mit seinen wichtigsten

Hormonen Angiotensin und Aldosteron einen Einfluss auf die MMP-2 Freisetzung der

HUVECs hat.

3.41 Einfluss von Aldosteron und Angiotensin auf MMP-2 in Endothelzellen
Zur nadheren Erfassung des vermuteten Einflusses von Angiotensin und Aldosteron auf die

MMP-2 Sekretion wurde anfangs der pro-MMP-2 Elisa durchgefiihrt. Die erhaltenen

Ergebnisse wurden dann durch die Zymographie und den Westernblot erganzt.

3.4.1.1 Stimulation der MMP-2 Sekretion durch Angiotensin und Aldosteron

34111 Stimulation der MMP-2 Sekretion durch Angiotensin und Aldosteron,

Ergebnisse des Elisa

Die Inkubation von Aldosteron (10M) und Angiotensin (10”'M) fiihrte zu einer tendenziellen
Erhdéhung der pro-MMP-2 Konzentration im Medium nach drei, sechs, neun und
vierundzwanzig Stunden. Allerdings konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Die oben erwahnte tendenzielle Erhéhung Iasst sich deutlich auf Abbildung 18

erkennen.
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Abb. 18 : Zeitabhingige Sekretion von pro-MMP-2 in HUVEC bei
Stimulation mit Aldosteron oder Angiotensin

Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte mit Aldosteron (10"7M) oder
Angiotensin (10'7M) geldst in serumarmen Medium Uber einen Zeitraum von
24 Stunden. Zu den angegebenen Zeitpunkten (1, 3, 6 ,9 und 24 Stunden)
wurde der Uberstand abgenommen, ankonzentriert und die Proteinmenge
bestimmt. Damit war es in dem nun folgenden Elisa mdglich, bei den Proben
die gleiche Proteinmenge einzusetzen, um vergleichbare Ergebnisse
erhalten zu kénnen. Auf der Abbildung sind die pro-MMP-2 Konzentrationen
im Uberstand nach Oh (Medium ohne Kontakt zu den Zellen),1h, 3h, 6h, 9h
und nach 24h zu erkennen.
Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM aus vier getrennten
Experimenten (n=4).
Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde nicht erreicht. Bei den sechs
Stunden Werten ergab sich folgendes Bild:
(*)p=0,0388

Kontrolle vs Aldo : p=0,068

Kontrolle vs Angio : p=0,068

[ n.s. = nicht signifikant ; K = Kontrolle ; Al = Aldosteron ; An = Angiotensin]
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Die Auswertung der Experimente mit der Fragestellung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung
zwischen den beiden Stimulanzien und der pro-MMP-2 Sekretion ergab analog zu der vorher
gesehenen tendenziellen Erhéhung der pro-MMP-2 Menge wieder nur den selben
deutlichen, aber nicht signifikanten Trend (siehe Abb.19). Auch hier war die pro-MMP-2
Menge nach Stimulation mit Aldosteron (10”'M) oder Angiotensin (107M) nach 24 Stunden
erhoht. Bei niedrigeren Konzentrationslésungen war in beiden Fallen eine geringere pro-
MMP-2 Menge als bei der Kontrolle nachweisbar. Dieser Effekt war am deutlichsten bei

Angiotensin (10°M) zu sehen.

MMP-2 (ng/ml)
MMP-2 (ng/ml)

Kont | 10'M 10°M  10''M Kont 10"M 10°M 10''M
‘ ‘ = =
Aldosteron Angiotensin

Abb. 19 : Konzentrationsabhéngige Effekte von Angiotensin und Aldosteron auf
die MMP-2 Sekretion in HUVEC

Die Endothelzellen wurden Uber 4-5 Tage in 6-Well-Plates kultiviert. Dann wurde das Medium
gegen serumarmes Medium (0,4% FKS final) ausgetauscht, welches tber Nacht (10-12 Stunden)
auf den Zellen verblieb. Danach erfolgte die Stimulation mit Aldosteron (rechte Grafik) oder
Angiotensin (linke Grafik) in den angegebenen Konzentrationen. Nach 24 Stunden wurde der
Uberstand abgenommen und die Zellen gezahlt. Der Uberstand wurde dann mit Hilfe einer
Kuhlfalle im Verhaltnis 10:1 ankonzentriert. Nun schloss sich eine Proteinbestimmung an. In dem
folgenden Elisa war es damit moglich, bei allen Proben die gleiche Proteinmenge einzusetzen, um
vergleichbare Ergebnisse erhalten zu kénnen.

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SEM aus jeweils sieben unabhangigen
Experimenten (n=7).

Nach Friedmann ergeben sich folgende p-Werte:

Aldosteron-Grafik : p = 0,54

Angiotensin-Grafik : p = 0,14

[ Kont = Kontrolle ]
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3.411.2 Antagonisierung der Wirkung von Aldosteron beziehungsweise

Angiotensin

Als nachstes wurde versucht, die Stimulierung der pro-MMP-2 Sekretion durch Aldosteron
und Angiotensin durch spezielle Blocker zu antagonisieren. Daflir kamen der
Aldosteronantagonist Spironolacton (107M) und der Angiotensin-1 Rezeptorantagonist
Losartan (10’M) zum Einsatz. In Tabellen 1 und 2 sind die Ergebnisse dargestellt. Die
tendenzielle Erhdhung der pro-MMP-2 Menge war auch hier zu beobachten, aber nicht
signifikant. Wahrend Spironolacton die pro-MMP-2 Menge nach 24 Stunden im Medium
(nicht signifikant) senkt, scheint Losartan Gberhaupt keinen Einfluss auf die pro-MMP-2

Sekretion zu haben.

Tab.1
MMP-2 (ng/ml) Signifikanz
Kontrolle 8,91 + 2,299 n.s.
Aldosteron 9,82 + 2,575 n.s.
Spironolacton 6,858 + 1,161 n.s.
Aldosteron + Spironolacton 4774 +0,707 n.s.
Tab. 2
MMP-2 (ng/ml) Signifikanz
Kontrolle 10,348 + 2,277 n.s.
Angiotensin 11,725 + 2,550 n.s.
Losartan 10,00 £ 2,051 n.s.
Angiotensin + Losartan 10,528 + 2,684 n.s.

Tab. 1 & 2 : Versuch der Antagonisierung der Wirkung von Aldosteron und Angiotensin

Die Endothelzellen wurden Uber 4-5 Tage in 6-Well-Plates kultiviert. Nachdem die Zellen 10-12
Stunden in einem serumarmen Medium (0,4% FKS final) kultiviert wurden, folgte wieder ein
Mediumwechsel mlt serumarmen Medlum angereichert m|t den Stimulanzien Aldosteron (107M),
Anglotensm (10° M) Spironolacton (10 M) Losartan (10 M) Aldosteron+Spironolacton (beide

M), oder Angiotensin+Losartan (beide 10 M) Nach 24 Stunden wurde der Uberstand
abgenommen Nach Ankonzentrierung und Proteinbestimmung schloss sich der Elisa an. In den
Tabellen sind die pro-MMP-2 Konzentrationen als Mittelwerte mit Standartabweichungen von funf
(Tab.1) und sechs (Tab.2) unabhangigen Experimenten dargestellt. [ n.s. = nicht signifikant ]
[Tab.1:p=0,14;Tab.2:p=0,39]
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34113 Stimulation der MMP-2 Sekretion durch Angiotensin und Aldosteron,

Nachweis in der Zymographie

Die Inkubation von Aldosteron (10”M) und Angiotensin (10”'M) fiihrte im Falle von
Aldosteron in der Zymographie zu einer signifikanten Erhéhung der pro-MMP-2
Konzentration im Medium nach 24 Stunden. Nicht signifikant war die Erhéhung der pro-
MMP-2 Konzentration nach Stimulation mit Angiotensin. Eine reprasentative Zymographie

zeigt Abbildung 20. In Abbildung 21 sind alle Ergebnisse zusammengefasst.

Kontrolle Aldo Angio

/ Pro-MMP-2

____—— Intermediares MMP-2

T~ Aktives MMP-2

Abb.20 : Effekt von Aldosteron und Angiotensin auf die
Matrixmetalloproteinasen in HUVEC

Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte mit Aldosteron (10”'M) und
Angiotensin (107M) gelést in serumarmen Medium (iber einen Zeitraum von 24
Stunden. Danach wurde der Uberstand ankonzentriert und die Proteinmenge
bestimmt. Damit war es in der nun folgenden Zymographie moglich, bei allen
Proben die gleiche Proteinmenge einzusetzen, um vergleichbare Ergebnisse
erhalten zu kénnen. Auf der Abbildung ist eine reprasentative Zymographie von
funf unabhangigen Experimenten dargestellt (n=5).

[ Aldo = Aldosteron ; Angio = Angiotensin ]
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Abb. 21 : Effekte von Aldosteron und Angiotensin auf die
Sekretion der Matrixmetalloproteinase-2 in HUVEC :
Ergebnisse aller Zymographien

Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte mit Aldosteron (107M) und Angiotensin
(10'7M) geldst in serumarmen Medium Uber einen Zeitraum von 24 Stunden.
Danach wurde der Uberstand ankonzentriert und die Proteinmenge bestimmt.
Damit war es in der nun folgenden Zymographie mdglich, bei allen Proben die
gleiche Proteinmenge einzusetzen, um vergleichbare Ergebnisse erhalten zu
kénnen. Die einzelnen Banden der Zymographie wurden mit Hilfe eines
Gelanalyseprogramms ausgewertet.

Auf der Abbildung sind die Ergebnisse von flinf unabhangigen Experimenten als
Mittelwerte + SEM dargestellt (n=5).

* Kontrolle vs Aldosteron : p = 0,043

# Kontrolle vs Angiotensin : p = 0,08

[ Aldo = Aldosteron ; Angio = Angiotensin ]

34114 Stimulation der MMP-2 Sekretion durch Angiotensin und Aldosteron,
Nachweis im Westernblot

Die Stimulation der Endothelzellen mit Aldosteron und Angiotensin ergab bei der Analyse der
Westernblots ein einheitliches Bild. Auch hier zeigte die Auswertung eine signifikant erhdhte
pro-MMP-2 Konzentration im Medium nach 24 Stunden in der mit Aldosteron stimulierten
Probe. In der mit Angiotensin behandelten Probe war eine deutliche, aber wieder nicht
signifikante Erhdhung des pro-MMP-2 zu erkennen. Parallel war bei beiden eine geringe
Erhdhung des aktiven MMP-2 zu verzeichnen. In Abbildung 22 ist ein reprasentativer

Westernblot dargestellt. Abbildung 23 fasst alle Ergebnisse der Westernblots zusammen.
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Abb.22 : Effekt von Aldosteron und Angiotensin

Die Endothelzellen wurden mit Aldosteron (10”'M) und Angiotensin (10”'M) geldst in
serumarmen Medium Uber einen Zeitraum von 24 Stunden stimuliert. Danach wurde der
Uberstand ankonzentriert und die Proteinmenge bestimmt. Damit war es in dem nun folgenden
Westernblot mdglich, bei allen Proben die gleiche Proteinmenge einzusetzen, um vergleichbare

Ergebnisse erhalten zu kdnnen. Auf der Abbildung ist ein reprasentativer Westernblot von funf
unabhangigen Experimenten dargestellt (n=5).

[ Aldo = Aldosteron ; Angio = Angiotensin ]

1.4 10"

1.2 10"
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Kontrolle Aldo (10”"M)  Angio (107M)

Abb.23 : Effekt von Aldosteron und Angiotensin auf die
Sekretion von Matrixmetalloproteinase-2 in HUVEC
Ergebnisse der Westernblots

Die Endothelzellen wurden mit Aldosteron (10”’M) und Angiotensin (107M) gelést in
serumarmen Medium Uber einen Zeitraum von 24 Stunden stimuliert. Danach wurde der
Uberstand ankonzentriert und die Proteinmenge bestimmt. Damit war es in dem nun
folgenden Westernblot moéglich, bei allen Proben die gleiche Proteinmenge einzusetzen,
um vergleichbare Ergebnisse erhalten zu kénnen. Die einzelnen Banden des
Westernblots wurden mit Hilfe eines Gelanalyseprogramms ausgewertet. Auf der
Abbildung sind die Ergebnisse von flinf unabhangigen Experimenten als Mittelwerte +
SEM dargestellt (n=5).

* Kontrolle vs Aldosteron : p = 0,043

# Kontrolle vs Angiotensin : p = 0,08

[ Aldo = Aldosteron ; Angio = Angiotensin ]
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34115 Zusammenfassung

Wahrend der Elisa den stimulatorischen Effekt von Aldosteron und Angiotensin auf die pro-
MMP-2 Sekretion nur in der Tendenz zeigt, weisen die Zymographie und der Westernblot auf
eine signifikante Erhdhung der pro-MMP-2 Menge im Uberstand in der mit Aldosteron
stimulierten Probe hin. Im Falle von Angiotensin Il ist auch eine konstant nachweisbare,
deutliche Erhéhung der pro-MMP-2 Menge im Uberstand nachweisbar. Diese ist aber im

Gegensatz zu der mit Aldosteron stimulierten Probe nicht signifikant.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung der Zellkultur

Die Etablierung der Endothelzellkultur aus menschlichen Nabelschnurvenenendothelzellen
legte den Grundstein zu der Untersuchung des endothelialen Matrixmetalloproteinasen-
Systems. Grundlegend fir die Kultivierung von Zellen ist die Auswahl eines geeigneten
Kulturmediums. In einer Arbeit von Butthep wurden HUVECs mit IMDM + FKS (oder

humanem Serum) erfolgreich in vitro kultiviert 93, Andere Autoren benutzten IMDM zur
Kultivierung von Kardiomyozyten 94 und in Kombination mit Ham’s F12 zur Kultivierung von

Hybridoma Cells 95 In unseren Versuchen gelang es mit einer Kombination von IMDM und
Ham'’s F12 (inklusive FKS) nicht, eine zufriedenstellende Proliferationsgeschwindigkeit der

Zellen zu gewahrleisten. Aus diesem Grunde wechselten wir auf das flr Endothelzellen

genutzte M199 96,97 Der Vergleich zwischen den beiden Medien verdeutlichte die Vorteile
des M199. Neben einer besseren Zellmorphologie war es mit M199 maoglich, die
Zellausbeute nach fuinftagiger Kultur fast zu vervierfachen. Terramani verglich allerdings
M199 wiederum mit MCDB131 und bescheinigte dem MCDB-Medium nach seinen

Versuchen eine 1,6-fache Erhéhung der Zellproliferationrate 98,

In Bezug auf unterschiedliche FKS-Konzentrationen im Medium fand Terramani heraus, dass
Medium mit 20% FKS eine wesentlich hdhere Zellproliferationsgeschwindigkeit aufweist als
Medium ohne FKS. Dort war nur ein minimales Zellwachstum zu finden. Auch in unserer
Kultur war die Proliferationsgeschwindigkeit der Zellen unter 1%igem FKS Medium sehr
gering. Bei 20%igem Zusatz von FKS war die Zellausbeute wesentlich héher. Dieser
Umstand bestatigt die These von Terramani, dass das Zellwachstum der HUVECs abhangig
von diversen Faktoren im FKS ist und gegeniber anderen Zellarten HUVECSs einen hohen
Gehalt an FKS benétigen.

Dartberhinaus flhrte der Zusatz von Heparin und ECGS in seiner Arbeit und bei unseren
Versuchen zu einer Steigerung der Wachstumsrate der Endothelzellen. Allerdings war die
Kombination von Heparin und ECGS in unseren Versuchen der alleinigen Anwendung von
ECGF unterlegen. Es zeigte sich bei ECGF besonders in der zweiten Passage eine hohere
Wachstumsgeschwindigkeit der HUVECs. Obwohl die Zusammensetzung des ECGF vom
Hersteller Sigma nicht preisgegeben wurde, entschieden wir uns wegen der besseren

Wachstumsstimulation fur ECGF.

In Bezug auf eine Beschichtung der Kulturflaschen kam Terramani zu dem Ergebnis, dass

diese keine statistischen Unterschiede in Bezug auf die Zellproliferation oder Morphologie
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erbringt. Trotzdem konnte bei uns durch die Beschichtung der Kulturflaschen mit Collagen
Typ | die Pflastersteinmorphologie der HUVECs subjektiv optimiert werden. Unabdingbar

wurde sie zur Kultivierung der Zellen auf Glasoberflachen (z.B. auf Chamberslides).

4.2 MMP-Produktion in Endothelzellen
In unseren Versuchen konnten wir die Sekretion von MMP-2 und MMP-9 durch HUVECs

nachweisen und so die Ergebnisse vorhergegangener Studien bestatigen und erweitern.

Unter anderen zeigte Caudroy in seiner Studie, dass HUVECs eine Vielzahl von MMPs
produzieren. Dazu gehéren MMP-1, -2, -3, -9, MT-MMP-1 und TIMP-1, -2 99 Weitere
Autoren bestatigten die Produktion von MMP-2 in HUVECS, wie z.B. Axelrad 100, Arenas
101 und Wang 102 pie Arbeitsgruppe um Wang postulierte auch eine MMP-14 Produktion
durch die HUVECs. MMP-1 wurde von Nikkari 103 und Huang 104 in Endothelzellen und bei

Huang auch in HUVECs nachgewiesen. Rajavashisth beschrieb eine Zunahme der MT-
MMP-1 Expression in Endothelzellen durch oxidiertes LDL 105, MMP-9 wurde durch Das in

retinalen Endothelzellen nachgewiesen 106

Die Messung der MMP-2 und MMP-9 Sekretion erfolgte — wie in unserem Versuchsaufbau —

bei Arenas durch die Gelatin-Zymografie und den Westernblot.

4.3 Regulierung von MMP-2

4.3.1 Einfluss von Bradykinin auf das MMP-2 System

Bei HUVECSs bewirkte die Stimulation mit Bradykinin (10°M) eine vermehrte Freisetzung von
pro-MMP-2. Die Arbeitsgruppe um Ehringer wies in HUVECs bereits im Jahr 2000 eine

erhohte Produktion von pro-, intermediaren und aktiven MMP-2 in der mit Bradykinin (1uM,

fur eine Stunde) stimulierten Probe nach.107 Dieser Effekt war bei uns nach der 24-
stiindigen Inkubation im Falle des pro-MMP-2 nur noch schwach zu erkennen. Eine
Erhéhung des intermediaren und aktiven MMP-2 konnte bei uns nicht festgestellt werden.
Diese Differenz koénnte sich bei gleicher Stimulationskonzentration (10°M) aus der
unterschiedlichen Inkubationszeit der Zellen ergeben. Weiter wurde in der Arbeit von
Ehringer gemutmalt, dass die erhohte endotheliale Permeabilitat fur Makromolekule, die
man beobachtet hatte, durch eine erhdhte Produktion von MMP-2 ausgeldst wird. Unsere
Beobachtungen kénnen diese These unterstlitzen, da unsere Ergebnisse eine leicht erhdhte

Konzentration von pro-MMP-2 im durch Bradykinin stimulierten Medium ergeben hatten.
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Bei einem anderen Zelltyp (glatte Muskelzellen aus einer Schweinetrachea) konnte

Zaczynska zeigen, dass Bradykinin (von einer Konzentration von 10 bis 10*M) zu einer

Steigerung der MMP-2 Produktion in diesen Zellen fiihrt. 108 Diese Erhéhung war nach 24
Stunden Inkubation deutlich sichtbar (10“M) und es bestand ein signifikanter Unterschied in

der Auswertung zwischen Kontrolle und Probe.

4.3.2 Einfluss von PMA auf das MMP-2 System
Ehringer beschrieb den Einfluss des Phorbolester PMA auf die MMP-2 Sekretion in HUVECs

und fand heraus, dass PMA bei HUVECs eine Stimulation der Produktion von intermediaren

und aktiven MMP-2 auslost. 107 Er fiihrte die Stimulation mit PMA (10ng/ml) tiber eine
Stunde durch. In unseren Versuchen war nach einer Stunde weder ein Anstieg des
intermedidren noch des aktiven MMP-2 zu erkennen. Nach 24 Stunden war jedoch deutlich
mehr intermedidres und aktives MMP-2 in der mit PMA (10”M entspricht ca. 62ng/ml)
stimulierten Zellpopulation als in der Kontrolle auszumachen. Diese Beobachtung kénnte auf
dieser unterschiedlichen Stimulationskonzentration beruhen. Unterstitzend kdnnte die von
uns durchgeflhrte Dosis-Wirkungsbeziehung von PMA wirken. Dort zeigte sich eine
Erhéhung aller drei MMP-2 Fraktionen nach einer Stimulation mit PMA 10°M (entspricht
ca.0,62ng/ml). Die von Ehringer gewahlte Stimulationskonzentration liegt mit 10ng/ml genau
zwischen den von uns gewahlten Stimulationskonzentrationen (62ng/ml und 0,62ng/ml),
sodass vorstellbar ist, dass eine hohere PMA-Konzentration zu einer vermehrten Aktivierung

von MMP-2 mit konsekutiver Verminderung von pro-MMP-2 flihren kénnte.

Schon friiher wurde Uber die stimulatorischen Eigenschaften von PMA berichtet. So
beschreibt Cornelius bereits 1995 eine Stimulation der Produktion der Collagenase , des
Stromelysins, der 92-kDa Gelatinase (MMP-9) und des TIMP-1 durch PMA. Allerdings wurde

im selbem Versuchsaufbau die Expression von TIMP-2 durch PMA herunterreguliert. 109
Interessant, gerade auch im Bezug auf eine Modellierung des MMP-Systems durch
Stimulanzien das RAA-Systems, war eine Arbeit von Iwai. Er beschrieb bei Endothelzellen
bereits 1987, dass PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) die zellulare und die ACE-Aktivitat
im Medium erhdht. Das kdnnte mit einer erhéhten Angiotensin IlI-Konzentration und einer
verminderten Bradykinin-Konzentration einhergehen, die wiederum zu einer Zunahme des

Stresses an der Endothelzellmembran fiihren kénnte 110 und zudem zu einer Erhdhung der

MMP-2 Sekretion fiihrt 101,

In arteriellen pulmonaren Rattenendothelzellen, die mit PMA gereizt wurden, stieg das

intrazellulare Calcium an.111 Papadimitriou zeigte an Endothelzellen von adrenalen

medullaren Ratten, dass PMA durch eine Aktivierung von PKC (Protein-Kinase-C) die

Sekretion von MMP-2 erhdht.112 Den gleichen Aktivierungsmechanismus postulierte Parks,
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der mit Glioblastomzellen experimentierte. Er fand heraus, dass PMA die Sekretion von
MMP-9 ankurbelt, wahrend es die Sekretion von TIMP-1 und TIMP-2 drosselt. AuRerdem

kommt es zu einem Anstieg der MT-MMP-1 auf der Zelloberflache und zu einer Aktivierung

des pro-MMP-2 zum aktiven Enzym.113 Man kdnnte also annehmen, dass dieser Anstieg

der MT-MMP-1 auf der Zelloberflache zu einer verstarkten Aktivierung von pro-MMP-2 flihrt.

4.3.3 Einfluss von Interleukin-1 beta auf das MMP-2 System

Interleukin-1 beta bewirkt in humanen Endothelzellen einen Anstieg von MT-MMP-1 mRNA

und korreliert mit einem spéateren Anstieg von MT-MMP-1 in der Zellmembran. Auch

oxidiertes LDL erhdht die MT-MMP-1 in der Membran. 105 Dies kénnte in Bezug auf die
Atheroskleroseentwicklung einen weiteren Hinweis fur die Beeinflussung der Atherosklerose
durch die MMPs ergeben oder gar eine weitere Erklarung fur die im atherosklerotischen
Plague erhohte MMP-Aktivitat liefern. [75]

Auch kénnte eine MT-MMP-1 Erhéhung durch Interleukin-1 beta die bei uns festgestellte
Erhdéhung des aktiven und intermediaren MMP-2 in der mit Interleukin-1 beta stimulierten
Probe erklaren, da MT-MMP-1 das pro-MMP-2 aktivieren kann.

Des Weiteren erhoht IL-1 beta die Produktion von MMP-9 in Makrophagen, wahrend MMP-2

davon unbertihrt bleibt. 114 Nooteboom beschreibt in einer Arbeit, dass IL-1 beta die
endotheliale Permeabilitat von HUVECs um das 2,5 fache erhoht und dulRerte die
Vermutung, dass die gesteigerte Permeabilitat mit einem Cytokin-induzierten Umbau der
subendothelialen Matrix (durch MMPs) zusammenhangen kénnte. 119 1m Bezug auf MMPs
und dem RAA-System leitete Saijonmaa eine interessante Untersuchung. Es wurden die
Effekte von Cytokinen (TNF-alpha und IL-1 beta) auf HUVECs untersucht. Dabei fand man
heraus, dass IL-1 beta (0,1-10ng/ml) die Menge von ACE in der Zellmembran senkt bei
gleichzeitiger Verminderung von ACE-mRNA (durch p38 mitogen-activated protein-kinases).

Das kénnte mit einer Erhéhung des Bradykinin und einer Erniedrigung von Angiotensin |l
eine gegenregulierende Funktion bei der Atheroskleroseentwicklung besitzen.116
Auch bei anderen Zelltypen konnte der stimulatorische Effekt von Interleukin-1 beta auf das

MMP-System nachgewiesen werden. Beispielsweise stimulierte Kaden humane

Myofibroblasten aus der Aortenklappe mit IL-1 beta. Das fiihrte zu einer erhéhten Expression
von MMP-1 und MMP-2, wahrend MMP-9 davon unberiihrt blieb.117 In Sehnenzellen kam
es zu einer Steigerung von MMP-1 und MMP-3 (Protein) nach IL-1 beta Stimulation.118

Abschliel3end ist noch als interessant zu erwahnen, dass Ito 1996 berichtete, IL-1 beta, aber
nicht IL-1 alpha, kénnte durch MMP-1, MMP-2, MMP-3 und MMP-9 inaktiviert, bzw. abgebaut

werden. Dieser Abbau konnte durch TIMP-1 effektiv geblockt werden. Seine Ergebnisse
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legen den Schluss nahe, dass IL-1 beta sogenannnte ,Connective Cells* zur MMP-

Produktion anregen kann, aber selber durch die aktivierten MMPs negativ kontrolliert

wird.119 Dieser Effekt kdnnte die bei uns gesehene eher verhaltene Aktivierung von pro-
MMP-2 erklaren, da eine vermehrte Aktivierung des pro-MMP-2 mit einem vermehrten Abbau
der von IL-1 beta einhergeht, welches seinerseits dann nicht mehr fiir die Stimulation der

pro-MMP-2-Aktivierung zur Verfigung steht.

4.3.4 Einfluss von Cycloheximid auf das MMP-2 System

Fur den Effekt von Cycloheximid auf das MMP-System existieren nur wenige Arbeiten. In
einer Untersuchung von Migita inhibiert Cycloheximid die Serum-Amyloid-induzierte MMP-2/-
3 Freisetzung bei synovialen Fibroblasten. Dabei wurden Cycloheximidkonzentrationen von

1ug/ml, 10ug/ml und 50ug/ml benutzt und schon mit der niedrigsten Konzentration von

Cycloheximid (1ug/ml) die MMP-2/-3 Sekretion komplett gehemmt.120 In unseren Versuchen
konnte die MMP-2 Sekretion nicht komplett gehemmt werden, obwohl wir mit einer
Cycloheximidkonzentration von 1ug/ml und 20ug/ml uns ungefahr in den gleichen
Hemmkonzentrationen bewegten wie Migita. Dieser Umstand kdnnte bedeuten, dass zwar
die De-novo-Synthese des MMP-2 in HUVECs durch Cycloheximid gehemmt wird, aber
schon in Transportvesikeln vorhandenes MMP-2 durchaus noch sezerniert werden kann.
Dies wirde fir die Fibroblasten von Migita bedeuten, dass sie nur durch die vorherige
Stimulation mit Serum-Amyloid anfangen, MMP-2 zu produzieren und nicht wie die HUVECs

immer eine Produktion von MMP-2 stattfindet.

Die unterschiedliche Inkubationszeit von 48 Stunden bei Migita und 24 Stunden bei unseren
Versuchen diirfte keine Rolle spielen, da im Falle einer Sekretion MMP-2 im Uberstand

kumulieren musste und somit auch nach 48 Stunden nachweisbar wére.

4.3.5 Einfluss von Colchicin auf das MMP-2 System

Die Proteinsythesehemmung mittels Cycloheximid konnte also die MMP-2 Freisetzung nicht
vollig verhindern. Wir versuchten deshalb in den folgenden Experimenten, den
angenommenen Vesikeltransport von MMP-2 mit Hilfe des Spindelgiftes Colchicin zu
behindern, bzw. zu hemmen. Hier zeigte sich eine Verminderung aller drei MMP-2
Fraktionen, sodass man von einer verminderten pro-MMP-2-Sekretion mit nachfolgender
Verminderung von intermediaren und aktiven MMP-2 ausgehen kann. Dabei war die
Hemmung nicht so effektiv wie bei Cycloheximid. Als Erklarung bietet sich eine zu niedrige
Konzentration von Colchicin an (10°M), die zwar den Transport behindert aber nicht komplett
verhindert. In Fibroblasten filhrte Colchicin (10*M bis 10°M) zu einer Suppression der TGF-
beta-induzierten Erhéhung der Typ I-Collagen mRNA (und zu einer minimalen Erhéhung der

MMP-1 mRNA). Allerdings wird in der Veroéffentlichung keine Aussage zu der Anzahl der
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Experimente, der Standardabweichung oder der Signifikanz getroffen.121 Bei
Osteosarkomzellen flhrte Colchicin zu einer vermehrten Expression von MT-MMP-1 und

TIMP-2 mRNA und es fuhrt zu einer vermehrten Produktion von MMP-2, ohne dass es zu

einem gesteigerten Gehalt von TIMP-1- oder MMP-2-mRNA/Protein kam.122 In einer Arbeit
von Loennechen wurden die Zellen 48 Stunden mit Colchicin in einer Konzentration von
0,1uM, 0,5uM, 1uM (=10°M) und 2uM inkubiert. Dabei kam es zu einer Erhéhung des
aktiven MMP-2 und zu einer Erniedrigung des pro-MMP-2. Das legt die Vermutung nahe,
dass Colchicin, welches das tubulare Cytoskelett auflésen kann, auch — zellspezifisch — eine
veranderte Regulation von mehreren Proteinen ausldst, die wiederum zu einer gesteigerten
Aktivierung von pro-MMP-2 fiihren. In unseren Versuchen zeigte sich keine gesteigerte
Aktivierung des MMP-2. Im Gegenteil: Es waren niedrigere Mengen aller drei MMP-2
Fraktionen im Medium zu erkennen. Als Erklarung kann neben der Zellspezifitat auch eine
unterschiedlich hohe Inkubationskonzentration angenommen werden, die bei unseren

Versuchen mit 10M weit (iber den von Loennechen benutzten Konzentrationen lag.

4.4 Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems auf die

Matrixmetalloproteinasen

441 Angiotensin, Aldosteron, Atherosklerose und MMP-2

Angiotensin I, bekannt durch seine starken vasokonstriktorischen Eigenschaften, spielt auch
bei der lokalen Entstehung und Progression einer Atherosklerose eine wichtige Rolle. Wie
schon in der Einleitung beschrieben, kann es in die Pathologie der Atherosklerose an
zahlreichen Stellen modulierend eingreifen. Abbildung 4 gab einen schnellen Uberblick liber
die verschiedenen Angriffspunkte von Angiotensin Il und Aldosteron in der

Atheroskleroseentwicklung.

Der Einfluss von MMPs auf eine atherosklerotische Lasion wurde in mehrere Arbeiten bereits
untersucht (siehe Einleitung). Beispielsweise fand man eine erhéhte Aktivitdt von MMP-1,
MMP-8, MMP-13, MMP-2, MMP-9, MMP-3 und MMP-10 in atherosklerotischen Plaques. Der
Abbau von Extrazellularsubstanz und der Basalmembran kdnnte die Migration von glatten
Muskelzellen in die Intima erleichtern, die dort proliferieren und die
Atheroskleroseentwicklung vorantreiben. 8 AuRerdem wird die Festigkeit des Plaques durch

den Abbau der ECM herabgesetzt. 82,123,124 \MMP-2 ist in koronaren Plaques massiv

erhoht und ist maRgeblich an dem Abbau der Basalmembran und der ECM beteiligt.82 Dazu
vervielfacht MMP-2 die vWF-induzierte GPIb Expression und Thrombozyten Adhasion und

besitzt so einen proaggregatorischen Effekt. 129 Diese Beispiele machen deutlich, dass eine
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Erhéhung der MMP-Aktivitat durch einen Stimulus aus dem RAA-System pathogenetisch fur
die Atheroskleroseentwicklung und Unterhaltung relevant sein durfte. Im Ergebnisteil konnte
gezeigt werden, dass zumindest Aldosteron die MMP-2 Sekretion durch HUVECs erhéhen
kann und dass dieser Umstand eventuell fur die Atheroskleroseentstehung und Unterhaltung
eine wichtige Rolle spielt. Ein stimulatorischer Effekt von Angiotensin Il auf die pro-MMP-2
Sekretion konnte nicht Giberzeugend gezeigt werden, war aber in allen Experimenten
tendenziell zu beobachten. Eventuell kénnten mit einer héheren Anzahl an Experimenten

Uberzeugendere Ergebnissen gezeigt werden.

4.4.2 Stimulation der endothelialen MMP-2 Sekretion durch Angiotensin und

Aldosteron

Im Ergebnisteil wurde schon auf die unterschiedlichen Ergebnisse im ELISA und der
Zymografie/des Westernblots hingewiesen. Es stellt sich nun die Frage, warum der
Westernblot und die Zymografie eine signifikante Erhéhung der MMP-2 Sekretion durch
Aldosteron zeigen, wahrend der ELISA dies nur tendenziell bestatigen kann. Daruber hinaus
ist zu klaren, warum die Ergebnisse in den mit Angiotesin Il stimulierten Proben zwar
konstant auf eine Stimulierbarkeit der MMP-2 Sekretion durch Angiotensin Il hinweisen, aber

trotzdem keine Signifikanz erreichen.

Fir ersteres kdnnte die unterschiedliche Substratspezifitat der genannten

Nachweismethoden einen Erklarungsansatz liefern.

In der Zymografie werden alle drei MMP-2 Fraktionen nach ihrer Gréke und Ladung im
Separationsgel aufgetrennt. Nach dem Gellauf werden alle drei Fraktionen aktiviert und
bauen Gelatine ab. In der folgenden Coomassie-Farbung werden sie als Aussparungen

sichtbar.

Im Westernblot werden die MMP-2 Fraktionen auch nach GroRRe und Ladung im elektrischen
Feld aufgetrennt. Der von uns benutzte MMP-2 Antikorper erkennt nur das inaktive MMP-2
(72kDa) und das aktive MMP-2 (66kDa). Er zeigt keine Kreuzreaktion mit MMP-1, -3, -9 oder
MMP-13.

Der ELISA erkennt nur freies pro-MMP-2 und das MMP-2, welches an TIMP-2 gebunden ist.
Er erkennt nicht das aktive MMP-2 und zeigt keine Kreuzreaktivitat mit MMP-1, -3, -7, -8, -9
und MT-MMP-1.

Durch die oben genannten Tatsachen wird klar, dass die Zymografie und der Westernblot
ahnliche Ergebnisse liefern missten, weil sie iberwiegend das Gleiche messen - das pro-
MMP-2 und das aktive MMP-2. Der ELISA misst aber nur das pro-MMP-2 und nicht das
aktive oder intermediare MMP-2. AulRerdem hat er noch einen weiteren Nachteil, der die

unterschiedlichen Ergebnisse erklaren konnte: Es wird, ohne Differenzierung, auch das an
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TIMP-2 gebundene MMP-2 mit gemessen, welches durch die anderen Nachweismethoden
nicht detektiert wird. Durch diese zusatzlichen Einflisse kdnnten die unterschiedlichen
Ergebnisse in den drei Nachweismethoden erklart werden. Damit ist auch klar, dass dieser
MMP-2 ELISA, ohne zusétzliche Messung des an TIMP-2 gebundenen MMP-2, keine mit

den Zymografie- und Westernblotergebnissen vergleichbaren Ergebnisse liefern kann.

Die beiden letztgenannten Methoden, die Zymographie und der Westernblot, zeigten beide
einen deutlichen MMP-2 Konzentrationsunterschied zwischen der Kontrolle und der mit
Angiotensin Il und Aldosteron stimulierten Probe. Dabei war der Unterschied bei Aldosteron
gréler als der bei Angiotensin Il. Nach der statistischen Auswertung der Ergebnisse ergab
sich fur den Vergleich Aldosteron mit der Kontrolle ein p=0,043 und fir den Vergleich von
Angiotensin Il mit der Kontrolle ein p=0,08, sodass wir im Falle von Angiotensin Il nur von
einer tendenziellen Erhéhung der MMP-2 Sekretion sprechen. Fir diesen Umstand kénnte
einerseits eine vergleichsweise geringe Stimulierbarkeit der endothelialen MMP-Sekretion
verantwortlich sein. Andererseits kdnnte auch die interexperimentelle Variabilitat der
Versuchsergebnisse eine Rolle spielen.

Zusammenfassend gehen wir aber trotzdem von einem stimulatorischen Effekt der beiden
Komponenten des RAA-Systems aus. Unterstitzung in der Frage, ob Angiotensin und

Aldosteron einen stimulierenden Einfluss auf das MMP-2 System in HUVECs haben,

erhalten wir von Arenas101: HUVECs wurden fiir 24 Stunden mit Angiotensin in einer
Konzentration von 107 bis 10° M stimuliert. Nachfolgend wurde ein signifikanter (p<0,05)
Anstieg der pro-MMP-2 Menge im Uberstand nachgewiesen. Diese Arbeit unterstiitzt also

unsere Hypothese, dass Angiotensin zu einer erhdhten MMP-2 Sekretion in HUVECs flhrt.

Auch bei einem anderen Zelltyp (Schweinekardiomyozyten) wurde nach Stimulation mit

Angiotensin Il (10°M) eine erhéhte MMP-2 Expression und Aktivitét gefunden.126

4.4.3 Einfluss von Angiotensin und Aldosteron auf das MMP-2 System
Wie schon etwas weiter oben erwahnt, ist MMP-2 in koronaren Plaques erhéht und

malfgeblich an dem Abbau der Basalmembran und der ECM beteiligt.82 Damit erleichtert es

die Migration und Proliferation der glatten Muskelzellen [VSMC] in der atherosklerotischen
Lasion.127,128 gaijto konnte in seiner Arbeit zeigen, dass ein MMP-2/-9 Inhibitor die

Angiotensin Il vermittelte Migration der VSMCs blockieren kann.129 Das kénnte bedeuten,

dass die Migration durch eine erhéhte Aktivitat von MMP-2/-9 hervorgerufen wird und dass

Angiotensin Il diese Migration Uber eine Aktivitdtssteigerung von MMP-2/-9 vermittelt.

In einer Arbeit von Cipollone stabilisiert eine Angiotensin-Typ | Rezeptor-Blockade den

atherosklerotischen Plaque durch eine Inhibierung der von Prostaglandin E2 abhangigen

MMP-2/-9 Aktivitat. Der Mechanismus ist unklar. Eine weitere Erkenntnis dieser Studie war,
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dass der Angiotensin-Typ |-Rezeptor-Antagonist (Irbesartan) die Entzindungsreaktion im

Plaque und die Produktion von Prostaglandin E2 vermindert und so durch eine MMP-
Inhibierung zur Plaquestabilisierung beitragen konnte.130 Bej Perizyten fuhrte Angiotensin

(10"M) zu einem Anstieg der pro-MMP-2-Konzentration im ZeIIIysat.‘|3‘I Endothelzellen
kdnnten genauso auf eine Angiotensinstimulation reagieren. Vielleicht hatte die
Untersuchung des Zelllysates der HUVECs in unseren Versuchsreihen ein deutlicher
nachweisbares Ergebnis gezeigt. Dies erscheint plausibel, da 24 Stunden fiir die HUVECs
eine relativ geringe Zeit ist, um neues pro-MMP-2 zu bilden. Die Tatsache, dass eine
Stimulation der pro-MMP-2 Sekretion grofitenteils von einer de-novo-Synthese abhangig ist,

haben wir bereits im Ergebnisteil gezeigt (siehe Kap.3.3.2.1).

Weitere Hinweise auf eine Interaktion von Aldosteron/Angiotensin Il und dem MMP-System

geben beispielsweise folgende Studien:

- Die ACE-Hemmer Captopril und Ramiprilat inhibierten in einer klinischen Studie die

MMP-2 und -9 Aktivitat bei Patienten mit Herzinsuffizienz.132 Das kénnte die
Vermutung nahelegen, dass MMP-2/-9 in Endothelzellen gebildet werden und dass

sie hier durch Angiotensin oder Aldosteron reguliert werden.

- In einer Versuchsreihe mit Osteopontin-defizienten Mausen wurde gezeigt, dass bei
diesen die Angiotensin Il vermittelte Atheroskleroseentwicklung und
Aneurysmaentstehung abgeschwacht ist. Interessanterweise ging diese
Abschwachung mit einer verminderten Aktivitat von MMP-2/-9 einher. Daraus schloss
man, dass das Osteopontin aus den Leukozyten eine wichtige Rolle bei der

Signaltubertragung von Angiotensin IlI-vermittelter Atherosklerose und

Aneurysmaentstehung besitzt. 133 Aber auch die verminderte MMP-2/-9 Aktivitét
spielt dabei eine Rolle und kdénnte durch eine ineffektive Stimulation des leukozytaren
Osteopontin durch Angiotensin Il mit nachfolgender Verminderung der MMPs
zurtickzufihren sein. Nach diesem Ansatz kénnte Angiotensin Uber eine leukozytare
Osteopontinsekretion die Aktivitat der MMPs, vielleicht auch in Interaktion mit den

Endothelzellen, regulieren.

- Bei hypertensiven Patienten mit Glomerulonephritis senkte Fosinopril (ein ACE-
Hemmer) signifikant die MMP-Serumaktivitat, wahrend Irbesartan (ein AT-1-Blocker)

keinen Effekt hatte. Ausserdem wurde die Aktivitat von MMP-2/-9 von Fosinopril und

nicht von Irbesartan inhibiert.134 Das kénnte bedeuten, dass ACE-Hemmer und AT-
1-Antagonisten unterschiedlich die MMP-Aktivitat regulieren und im Umkehrschluss,

dass Angiotensin Il einen stimulatorischen Effekt auf MMP-2/-9 haben kdnnte. Wieder
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liegt es nahe, den Einflussort bei den Endothelzellen zu vermuten, zumal die

Serumaktivitat von MMP-2/-9 gemessen wurde.

Bei Primaten 16st das Altern eine Steigerung der aortalen MMP-2 Aktivitat und
gleichzeitig der Angiotensin Il Menge aus. Somit teilen sich der alters vermittelte
arterielle Umbau und die Entstehung einer Atherosklerose die gleichen

pathologischen Mechanismen: MMP-2 Aktivierung und erhéhte Anwesenheit von

Angiotensin 11135 Eine direkte oder indirekte Aktivierung der MMP-2 Sekretion durch
Angiotensin Il ware damit wieder denkbar. Nur ist unklar, wo das vermehrte MMP-2
produziert wird. Naheliegend ware, den Ort der Produktion in Endothelzellen zu

vermuten.

In einer Arbeit von Papakonstantinou, in der eine Angiotensin Il -Stimulation (10°M)
bei glatten Gefassmuskelzellen die MMP-2 Sekretion nicht steigerte, sondern
verringerte, konnte er dartiber hinaus den Angiotensin |l Effekt durch die Gabe von

Losartan (ein AT-1-Blocker) antagonisieren. Losartan alleine flihrte zu einer

Steigerung der MMP-2 Freisetzung in den glatten Gefassmuskelzellen. 136
Diese Verringerung der MMP-2 Sekretion ist wohl als zellspezifisch zu sehen,

beweist aber die Regulation der MMP-2 Sekretion durch Angiotensin.

Bei kardialen Myozyten ergibt sich im Gegensatz zu den oben beschriebenen
Effekten der vaskularen Myozyten ein ganz anderes Bild der Interaktion von RAAS
und MMPs. Hier wurden Veranderungen in der myokardialen MMP-Aktivitat mit dem
LV-Remodeling in Verbindung gebracht. Es konnte gezeigt werden, dass kardiale
Myozyten MMPs synthetisieren und sezernieren. Coker erreichte mit einer

Angiotensin Il Stimulation seiner Myozyten eine um 40% gesteigerte MMP-2 Aktivitat

im Uberstand.126

Zusammenfassend kann man festhalten, dass der Einfluss von Angiotensin auf das MMP-

System zellabhangig ist und deswegen die oben genannten Ergebnisse schwer vergleichbar

sind. In Bezug auf Aldosteron und MMP-2 sind keine relevanten Daten veroffentlicht, sodass

die in dieser Arbeit gezeigte Stimulierbarkeit der endothelialen MMP-2 durch Aldosteron eine

Erkenntnis ist, deren genaue Rolle in den pathophysiologischen Zusammenhangen der

Atheroskleroseentwicklung noch naher untersucht werden musste. Aldosteron kénnte nach

unseren Ergebnissen, aulRer der in der Einleitung beschriebenen pro-oxidativen Wirkung in

der Atheroskleroseentwicklung, auch eine pathogenetische Bedeutung im
»atherosklerotischen* MMP-System, z.B. als direkter Stimulator der MMP-2 Aktivitat,

einnehmen.
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4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Endothelzellkultur aus humanen
Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVEC) etabliert und der Einfluss verschiedener
Wachstumsfaktoren untersucht. Dadurch konnten die optimalen Bedingungen fir das
Wachstum der HUVECs gefunden werden.

In den weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass HUVECs verschiedene
Matrixmetalloproteinasen produzieren und diese auch sezernieren. In den untersuchten
Endothelzellen konnte die Produktion der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 nachgewiesen
werden. In der Zymografie zeigte sich hierbei die typische Aufspaltung der MMP-2 Fraktion
in die Vorstufe pro-MMP-2, das intermediare und das aktive MMP-2.

Bei der Regulierung von MMP-2 wurde bei Bradykinin ein stimulatorischer Effekt auf die
MMP-2 Synthese festgestellt, der schon vorbeschrieben war und somit einen korrekten
Versuchsaufbau bestatigte. Das gleiche gilt sowohl fir den stimulatorischen Effekt von PMA
auf die intermediare und aktive Fraktion von MMP-2, als auch fir den stimulatorischen Effekt
von IL-1 auf alle drei MMP-2 Fraktionen.

Aulerdem wurde durch Koinkubation mit dem Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid
gezeigt, dass die Freisetzung von pro-MMP-2 Giberwiegend durch eine de-novo-Synthese
erfolgt und nur relativ geringe Mengen an synthetisierten pro-MMP-2 in Vesikeln zur

Sezernierung bereitstehen. Der Vesikeltransport konnte mit Colchicin inhibiert werden.

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss verschiedener Hormone des Renin-
Angiotensin-Aldosteron System auf die Freistzung von MMPs untersucht. Aldosteron zeigte
in den Versuchen einen signifikanten stimulatorischen Effekt auf die pro-MMP-2 Menge im
Uberstand der HUVECs. Nach Inkubation mit Angiotensin Il konnte die pro-MMP-2 Menge im
Uberstand der HUVECS nicht gesteigert werden. Tendenziell zeigte sich jedoch eine
grenzwertige Erhéhung der Angiotensin-Il induzierten MMP-2 Bildung. Zusammenfassend ist
von einer Beeinflussung der endothelialen MMP-Bildung durch Komponenten des RAAS
auszugehen. Die geringe Stimulierbarkeit der endothelialen MMP und die hohe
interexperimentelle Variabilitat der MMP-Bildung lassen jedoch keine abschlieliende

Bewertung zu.
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5 Zusammenfassung

Matrixmetalloproteinasen beeinflussen die Entstehung, die Progression und die
Komplikationen der Atherosklerose. Sie spielen eine wichtige Rolle beim Abbau der
vaskularen Basalmembran und der Extrazellularmatrix. Vermutlich sind sie Uber diese
Mechanismen und Uber die Beeinflussung der Endothelzellbarriere wesentlich an der

Pathogenese der Atherosklerose beteiligt.

Im ersten Teil der Arbeit beschaftigten wir uns mit der Frage, ob MMPs durch Endothelzellen
gebildet werden kénnen. Bei unseren Versuchen konnten wir die Prasenz von MMP-2 und
MMP-9 im Uberstand von humanen Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECS)
nachweisen. Somit sind menschliche Endothelzellen direkt an der lokalen Produktion von
MMPs beteiligt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde untersucht, wie MMP-2 in den Nabelschnurendothelien
gebildet und reguliert wird. MMP-2 wird in Endothelzellen zeitabhangig sezerniert. Bradykinin
fuhrt dosisabhangig zu einer gesteigerten pro-MMP-2 Sekretion. Bei der Stimulation mit PMA
und Interleukin 1-beta wird demgegenuber vermehrt intermediares und aktives MMP-2 im
Uberstand detektiert. Nach der Vorbehandlung der Zellen mit dem Proteinsynthesehemmer
Cycloheximid war nach 24 Stunden nahezu kein pro-MMP-2 mehr im Uberstand der
Endothelzellkulturen nachweisbar. Das Tubulusgift Colchicin fuhrte zu einer signifikanten
Verringerung der freigesetzten pro-MMP-2 Menge. Es lie} sich jedoch noch eine geringe

Menge an intermediaren und aktiven MMP-2 nachweisen.

In weiteren Experimenten sollte untersucht werden, ob die Komponenten des Renin-
Angiotensin-Aldosteron Systems, welche als wichtige Faktoren in der Pathogenese der
Atherosklerose diskutiert werden, die endotheliale Synthese und Freisetzung von MMP-2

regulieren.

Dabei zeigte sich, dass Aldosteron einen signifikanten stimulatorischen Effekt auf die pro-
MMP-2 Menge im Uberstand der HUVECs besitzt. Im Gegensatz dazu lieR sich bei der
Stimulation der Endothelzellen mit Angiotensin Il nur eine tendenziell vorhandene Erhéhung

der Angiotensin Il induzierten MMP-2 Bildung nachweisen.

Zusammenfassend ist von einer Beeinflussung der endothelialen MMP-Bildung durch
Komponenten des RAAS auszugehen. Die geringe Stimulierbarkeit der endothelialen MMP
und die hohe interexperimentelle Variabilitat der MMP-Bildung lassen jedoch keine

abschlieliende Bewertung zu.

Das humane Endothelzellmodell scheint also zur ndheren Charakterisierung der

Mechanismen der Renin-Angiotensin-Aldosteron modulierten MMP Freisetzung nicht
59



geeignet zu sein. Vermutlich wird es notwendig sein, Uber molekularbiologische Ansatze an
zellularen Modellen die Interaktionen oben genannter Faktoren weiter zu charakterisieren,
um weitere innovative Therapieansatze in der Behandlung von kardiovaskularen
Erkrankungen zu ermdglichen.
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Abkilrzungen

ACE = Angiotensin Converting Enzyme

ALS = Amyotrophe Lateralsklerose

AT-1 = Angiotensin 1

bFGF = basic Fibroblast Growth Factor

ECM = Extrazellularsubstanz

EGF = Epidermal Growth Factor

ECGF = Endothelial Cell Growth Factor

ECGS = Endothelial Cell Growth Supplement
FKS = fetales Kalberserum

HUVEC = Human umbilical vein endothelial cells
IL = Interleukin

KHK = Koronare Herzkrankheit

LDL = Low Desity Lipoproteine

MMP = Matrixmetalloproteinasen

MT-MMP = membranstandige Matrixmetalloproteinasen
PDGF = Platelet Derived Growth Factor

PKC = Protein Kinase C

PMA = Phorbol 12-myristate 13-acetate

RAAS = Renin Angiotensin Aldosteron System
TIMP = Tissue Inhibitor of Matrixmetalloproteinases
TGF-B1 = Transforming Growth Factor

TNF = Tumor Necrosis Factor

VCAM = Vascular Cell Ashesion Molecule
VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor

VSMC = Vascular Smooth Muscle Cells
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