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A. Einleitung

Die Atherosklerose wird wegen ihres oft jahrelangen symptomlosen Verlaufs
beziiglich ihrer Gefdhrlichkeit in der Regel unterschatzt. Aus der Mortalitits-
statistik der Bundesrepublik Deutschland von 1984 geht hervor, daf iiber 53%
der Todesfille durch Herz- und Kreislauferkrankungen verursacht wurden. Die
Grundkrankheit war in den meisten Fdllen eine Atherosklerose. Definitionsge-
mdB versteht man laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) unter dem Begriff
"Atherosklerose” eine variable Kombination von Intimaverdnderungen, beste-
hend aus Fettsubstanzen, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandtei-
len, Bindegewebe und Calciumablagerungen, verbunden mit Verdnderungen der
Arterienmedia. Durch die zunehmende GefdBverengung wird die Blutversorgung
distal des betroffenem Abschnittes eingeschrinkt oder gdnzlich unterbunden.
Falls z.B. Herzkranzgefiifie oder hirnversorgende Gefiifle betroffen sind, kdnnen
lebensbedrohliche klinische Konsequenzen wie Myokardinfarkt bzw. cerebrale
Durchblutungsstoérungen resultieren.

1. Der Aufbau der Gefd3wand

Die entscheidenden Vorgdnge bei der Atherogenese finden in der mittleren und
inneren Gefdfischicht statt, die von innen nach aufien aus 3 Schichten besteht
[10,11,37,69,120,153,155,187]: Tunica intima, Tunica media und Tunica adventitia,
kurz Intima, Media und Adventitia genannt. Die Intima regelt den Stoff-, Fliis~
sigkeits- und Gasaustausch aus dem Blut in die Gefdllwand und besteht aus ei-
ner einlagigen Schicht von Endothelzellen (EC) und einem darunterliegenden sub-
endothelialen Raum. Dieser ist in manchen GefdBabschnitten zellfrei. Durch eine
elastische Membran, die Lamina elustica interna, grenzt sie sich von der Media
ab. Die Media besteht aus Lagen helical verlaufender glatter Muskelzellen (SMC)
und gefensterten elastischen Membranen, die zusammen ein elastisch~musku-
loses System bilden und fiir die Regulierung der GefdBspannung zustdndig sind.
Die duBerste Schicht, die Adventitia, besteht aus lockerem Bindegewebe und
dient dem Einbau der Blutgefifie in die Umgebung; durch sie verlaufen Nerven,

Lymphbahnen und Vasa vasorum.
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2. Die Pathogenese der Atherosklerose

Der Entstehung der Arteriosklerose liegt ein multifuktorielles Ursachengefiige
zugrunde [94,95,96,162,170,231]. Epidemiologische, biochemische und zellbio-
logische Untersuchungen konnten zeigen, daf die wichtigsten atherogenen Risi-
kofaktoren Hyperlipiddmie, Hypercholesterindmie, Rauchen, Diabetes mellitus
und der arterieller Hochdruck sind. Wenn es nicht gelingt, die Risikofaktoren
durch Umstellung der Lebensgewohnheiten, medikamentdse Therapie oder spe-
zielle apparative Techniken [102] zu reduzieren, entwickelt sich bei einer groBen
Zahl der Betroffenen eine atherosklerotische Gefiflerkrankung. Die strukturel-
len und funktionellen Verdnderungen der GefdBwand bei diesem ProzeB sind
mannigfaltig [15,26,94,136,160,162,173]. Uber die eigentlichen Vorgiinge bei der
Atherogenese gibt es zahlreiche Theorien [8,9,96,128,136,139,160, 161,162,163,
176]. Wie von Betz et al. zusammengefasst [15], diirften jedoch folgende Pro-
zesse das Geschehen bestimmen:

- Permeabilitdtszunahme des Endothels fiir Makromolekiile aus der Blutbahn
und dadurch direkter Einstrom dieser Makromolekiile in den subendothelialen
Raum und zwischen die Muskeizellen der Media

- Modulation der normalen (kontraktilen) SMC aus der Media zu metabolisch
aktivierten SMC [186,191]

~ Einwanderung (Migration) der aktivierten Zellen aus der Media in die intima

- Migration von weiBen Blutzellen in die Intimy

- Yermehrung (Proliferaton) der eingewanderten SMC innerhalb der Intima durch
Zellteilung

- Produktion von Matrixmaterial durch die in die Intima gewanderten Zellen (SMQC)

- Aufnahme von Lipiden durch die im subendotheliaten Raum liegenden Zellen

- Absterben von Zellen mit Nekrose der zentralen Regionen der Plague nach Er-
reichen einer bestimmten Grofle

- Ablagerung von Calcium in die nekrotisierten Regicnen und Calcium-Minerali-
sierung von kollagenen und elastischen Lamellen und kollagenen Fasern in der
GefiBwand | |

Von diesen zahlreichen Vorgdngen wird iibereinstimmend die Migration und Pro-
liferation der SMC aus der Media in den subendothelialen Raum (Abb. 2) als die
entscheidende gefifiverengende Komponente in der Frihphase der Atherogenese




Abb. 1: Darstellung des dreischichtigen GefdBwandaufbaues: a = Endothelzell-
schicht, b = Lamina elastica internd, ¢ = elastische Lamellen, d = glatte Muskel~
zelle, e = Lamina elastica externa, f = Kollagenbiindel, g = Fibroblast/Fibrozyt.

e
f
g
h

Abb. 2: Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen (e} aus der Media in
den subendothelialen Raum (b). a = Endothelzellen, ¢ = Lamina elastica interna, d
= elastische Lamellen, f = Lamina elastica externa, g = Fibroblast/Fibrocyt, h =
Kotlagenbiindel
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beurteilt [26,83, 95,96,97,161,171,175,230]. Die normale Funktion der SMC in
der GefdBwand besteht in der Regulation der GefdBwandspannung durch abge-
stufte Kontraktion [24]. Die SMC in der Intima besitzen jedoch einen anderen
Phinotyp als die SMC in der Media [26,27,135,152]. Ausgeldst durch atherogene
Reize verwandeln sich die kontraktilen SMC der GefdBwand in metabolisch akti~
vierte SMC.

3. Rekanalisierungstechniken

Da die Atherosklerose jahrzehntelang symptomlos verlaufen kann, liegen beim
Auftreten der ersten Beschwerden oftmals bereits betrichtliche GefdBeinen-
gungen (Stenosen) vor. Neben den etablierten operativen Techniken, bei denen
das verengte GefdB durch eine Prothese ersetzt oder das stenosierte Segment
durch einen Bypass umgangen wird, besteht seit Anfang der siebziger Jahre
durch die Entwicklung der perkutanen transluminalen Angioplastie durch Griint-
zig eine alternative Behandlungsmethode {87].

Obwohl die Ballonditation nach wie vor am hdufigsten angewandt wird, konnten
sich in den vergangenen Jahren zahlreiche andere perkutune Verfahren etablie-
ren [39,60,78,99,100,103,104,110,111,113,114,167,178,179,180,181,184,185]. Eine
fiir die hier vorgelegte Arbeit besonders interessante Technik ist die Atherekto-
mie mit dem Simpson-Katheter [99,100,181], da bei dieser Methode stenosie-
rendes Plagquematerial aus dem verengten Gefdf3segment geborgen werden kann
und fiir weitere zellbiologische Untersuchungen zur Verfiigung steht. Bedauerli-
cherweise werden die beeindruckenden Erfolge der Kathetertechnik durch hohe
Restenosierungsraten geschmilert [61,65,87,123,130,158,196]. Die mechani-
schen, thermischen, elektrischen und chemischen Methoden, die zur Entfernung
des Plaquematerials eingesetzt werden, wirken selbst als starke proliferations-
auslosende Stimuli und fiihren in etwa 30% zu einem Wiederverschiufl des bhe-
handelten Gefdflsegments.

4. Kultivierung von Zellen aus atherosklerotischen Plaques

Die technischen Moglichkeiten zur Isolierung und Kultivierung von Endothelzellen
und glatten Muskelzellen bestehen seit etwa 1970 [70,159,224]. In den letzten
Jahren wurden zahlreiche Berichte iiber Funktion [28,79,84], Differenzierung
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[19,28,30,31,32,34,37,38,71,86,91,142,200] und das Wachstum [30,33,71,80,81,
107,108,131] von Endothelzellen und glatten Muskelzellen iiberwiegend der tieri-
schen GefdBwand publiziert. Wihrend Untersuchungen mit GefdBwandzellen des
Menschen bereits relativ selten durchgefiihrt werden, beschdftigen sich noch
weniger Arbeitsgruppen mit der Kultivierung von Zellen aus atherosklerotischen

Plaques des Menschen,

Bei der Kultivierung von SMC aus der unverdnderten GefdBwand mufl beriick-
sichtigt werden, daB innerhalb weniger Tage in Kultur eine Anderung des Phiino-
typs stattfindet. Die kontraktilen SMC wandeln sich in metabolisch aktive SMC
um, die auf die Zugabe von Serummitogenen mit Zellteilung reagieren
[33,34,35,200]. Da dieser Prozefl unter Kulturbedingungen reversibel verlduft,
wurde hierfiir der Begriff der "phénotypischen Modulation” eingefiihrt. Im Ge-
gensatz zur "Transformation™ ist hierunter eine spontane, reversible Ver-
dnderung von der iiberwiegend kontraktilen SMC in die uberwiegend syn-
thetische oder mitotisch aktive SMC und umgekehrt zu verstehen [188,189,1901.
Ob bei der Kultivierung von SMC aus atherosklerotischem Plaguematerial, die ja
bereits eine "Modulation” durchgemacht haben, eine neuerliche "phdnotypische
Modulation” in vitro durchlaufen wird oder nicht, ist nicht gekldrt. Somit kann
nicht sicher gekldrt werden, ob der Phdnotyp in vitro auch der Differenzierung in
viva entspricht.

Der Vorteil, mit den Zellen arbeiten zu konnen, die eine wichtige Rolle bei der
Atherogenese spielen, mufl durch die aufwendige Beschaffung des Untersu-
chungsmaterials und die schwierigen Kultivierungsbedingungen erkauft werden.
Neben den Tiermodellen [18,209,210] und der Organkultur [68] stellt die Kulti-
vierung von Plaquezellen des Menschen sicherlich eine wertvolle Erginzung der
Arterioskleroseforschung dar. Ob die erhaltenen Ergebnisse auf die in vivo-Si-
tuation ubertragen werden kdnnen, oder ob die kultivierten Zellen bereits
erheblich verdndert sind, kann zur Zeit noch nicht abschlieBend beantwortet

werden.
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5. Die Thematik der vorliegenden Arbeit

Der erste Teil der vorliegenden Untersuchungen beschiftigt sich mit der Kulti-
vierung von SMC aus atheroskierotischen Ldsionen des Menschen. Um eine
iibersichtliche Darstellung zu gewiihrleisten, wurde die ebenfalls erfolgreich
durchgefiihrte Kultivierung von EC nicht beriicksichtigt. Die Gewinnung des
Plaquematerials erfolgte durch Atherektomie (periphere Arterien) und intra-
operative Entnahmen (periphere und koronare Arterien). Die Wachstumsraten
und die ZellgréBenverteilung der isolierten Zellen wurde analysiert.

Im zweiten Teil wurden die SMC verschiedenen Kulturbedingungen unterworfen.
Neben der Migrationsfidhigkeit und der Klonierungsfihigkeit wurde der Effekt
von Kollagenbeschichtung der Kulturschalen untersucht. Des weiteren wurden
die Zellen unterschiedlichen Serumkonzentrationen ausgesetzt und mit kondi-
tioniertem Medium kultiviert. AbschlieBend wurden die Kulturen unter der Ein-
wirkung von endothelialem Wachtumsfaktor (ECGF) und Pldttchenwachstums-
faktor (PDGF) kultiviert.

Im dritten Teil erfolgten Untersuchungen tber den EinfluB von Medikamenten auf
das Wachstumsverhalten der SMC. Nachdem auf zelluldrer Ebene die Migration
und Proliferation entscheidende Ereignisse der Atherogenese darsteilen, be-
steht groBles Interesse daran, diesen ProzeB medikamentds zu hemmen. Widh-
rend eine primdre Prophylaxe der Atherogenese wohl nur iiber eine Reduktion
der Risikofaktoren mdglich scheint, wire ein medikamentdser Ansatz zur Re-
duktion der Restenose-Raten nach Angioplastie vorstellbar. Aus diesem Grunde
wurden verschiedene Medikamente, die bereits klinisch zur Vor- und Nachbe-
handlung bei Angioplastien eingesetzt werden, auf ihren Effekt auf kultivierte
Plaguezellen liberpriift.
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B. Material

1. Zellkultur

1.1. Zellausgangsmaterial

Die Bereitstellung einer ausreichenden Menge von Plaguematerial zur Isolierung
von glatten Muskelzellen war nur durch die enge Kooperation mit Kliniken in
Miinchen, Salzburg und Ulm maglich. Im einzelnen stand stenosierendes Gewebe
aus folgenden GefdBarealen zur Verfiigung:

- Stenosierendes Plaquematerial aus der A. femoralis superficialis, der A. ilia-
ca und der A. poplitea, welches mit einem perkutanen Simpson Atherektomie-
Katheter extrahiert wurde

- Plaquegewebe aus den Koronarien, Bypassvenen-Implantaten, der A, femora~-
lis superficials, der A. iliaca, der A. poplitea und der A. carotis, das operativ
durch Thromendarterektomie entfernt wurde

1.2. Kulturmedien und Seren

Fiir die Anziichtung der glatten Muskelzellen wurden folgende Kulturmedien bzw
Kulturmedienkombinationen verwendet: 1 Teil Waymouth's MB 752/1 (WM, Pul-
vermedium; Gibco BRL) + 1 Teil Ham F 12 Nutrient Mixture (Ham F 12, Pulvermedi-
um; Gibco BRL).

Das Ansetzen der Medien erfolgte prinzipiell mit Ampuwa-Wasser (steril und
pyrogenfrei, Fresenius); zur Pufferung in den Normalbereich wurden die notwen-
digen Mengen NaHCO, zugesetzt.

Vor Zugabe der Seren und Antibiotika wurden die Kulturmedien mit einer Steril-
filtrationsbombe SM 16 249 (Sartorius) mit Vorfilter 200S SM 13400 (Sartori-
us) und Hauptfilter Ultipor Ngg TM Nylon 66 (Pall) oder 100N SM 11 107 (Sartori-
us) sterilflitriert. Alternativ hierzu Sterilfiltration mit dem Sterivex Schlauch-
pumpen-Sterilfittrationskit und Sterivex-GS Kerzenfilter mit Fiillglocke (Milli-

pore).

Nach Ansetzen der Medien wurden Sterilproben entnommen und 3 -7 Tage bei
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37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Kontaminationen untersucht.
Um die Ausbreitung eventueller bakterieller Infektionen in den Zellkulturen zu
erschweren, wurde den Kulturmedien routinemiBig 100 U/ml Penicillin und 100
ug/ml Streptomycin (Pen/Strep, 100x, Gibco BRL) als Antibiotikum zugegeben.
Bei Verdacht auf eine mykotische Kontamination wurde in einzelnen Fillen
2,5 pg/ml Amphotericin B (Gibco BRL und Boehringer Mannheim) als Antimy-
kotikum zugesetzt.

Den chemisch voll definierten Kulturmedien muB ein bestimmter Anteil an Serum

zugegeben werden. Das Serum liefert Hormone, Wachstumsfaktoren, Bindungs-

und Adhisionsproteine, Aminosduren, anorganische Salze, Spurenelemente so-

wie Puffer- und Neutralisationssysteme. Es wurden folgende Seren verwendet:

- Fetales Kilberserum (fcs, Chargen 70 506, 70 233, 71 025, 70 918; Sebak
und Charge 40G7089; Gibco BRL}

- Pferdeserum (hs, Charge 10 FO472; Gibco BRL)

Vor der Verwendung der Seren wurden diese zur Inaktivierung des Komplement-

systems 30 min. lang auf 56° C erwdrmt, anschlieBend portioniert und bei

-20°C/-80°C bis zu ihrer Verwendung gelagert. '

Je nach Verwendungszweck wurden den Kulturen unterschiedliche Mengen und
Kombinationen von Seren sowie Puffer und Losungsmittel zugesetzt:

Transport und Prdparationsmedium: Serumfreies Kulturmedium +15mM HEPES
(sterile Pufferldsung, 1 mol/l in Wasser; Serva) + Pen/Strep + Amphotericin B

Routinekutturmedium: Kulturmedium + 15% Serum + Pen/Strep

Ruhekulturmedium: Kulturmedium + 1% Serum + Pen/Strep

Einfriermedium: Kulturmedium + 20% fcs + 5% hs + 7,5% DMSO (Serva) +
Pen/Strep

1.3. Temperatur, Begasung und pH-Wert

Die Zellkulturen wurden im Brutschrank (Heraeus 5060 EC/CO,) bei 37°C in ei-
ner wasserdampfgesdttigten Atmosphdre mit 7% CO, inkubiert. Durch den CO,~
Partialdruck wird das CO,/HCO,~ - Puffersystem der Kulturmedien (NaHCO;
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~Gehait: 1,9 g/ auf pH 7,2 - 7,4 eingestellt und konstant gehalten.

1.4. Pufferldsungen

Wenn nicht anders angegeben, stammen stmtliche aufgefiihrten Chemikalien in
p.a. -Qualitdt von der Fa. Merck. Alle Pufferlosungen fiir die Zellkultur wurden
grundsdtzlich mit pyrogenfreiem Wasser (Ampuwa, Fresenius) hergestellt.

- PBS™: Phosphate Buffered Saline ohne Calcium und Magnesium, pH 7,2.
8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH,PO, und 1,15 g Na,HPO, (fertige
Tabletten, Oxcid) ad 1000 ml Wasser.

- PBS*: Phosphate Buffered Saline mit Calcium und Magnesium, pH 7,2.
Wie PBS7, zusdtzlich 0,1 g/1 MgCl, x 6 H,0 und 0,132 g/t CaCl, x
2 H,0.

- Versen: EDTA-Losung 0,02%ig, pH 7,2.

200 mg Ethylendiamintetraacetat ad 1000 ml PBS™.
- Hepes: Pufferlosung 1mol/l, steril, Serva Heidelberg.

1.5. Enzymlosungen

Alle Losungen fiir die Zellkultur wurden grundsdtzlich mit pyrogenfreiem Ampu-

wa-~Wasser angesetzt.

- Trypsin~Versen: Trypsin-EDTA-Lésung 0.05%ig, pH 7,2.
500 mg Trypsin (1:250 aus Rinderpankreas, Aktivitidt 3-4 U/ -
mg; Serva) ad 1000 ml Versenldsung. 2mg/ml Phenolrot als
Indikator zugegeben und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Danach nochmals auf pH 7,2 eingestellt, sterilfiltriert, portio-
niert und bei -20°C gelagert.

- Dispase Il Dispase Reinheitsgrad Il. Geldst in Puck's Salzlosung, Aktivi-
tdt 2,4 U/ml (Boehringer Mannheim).

- Kollagenase:  Kollagenase CLS Il Worthington (229 U/mg, Charge 455
8973; Seromed/Biochrom); Kollagenase aus Clostridium hi-




~ Elastase:

-10 -

stolytikum (0,24 U/mg, Charge 11111-7628-77; Boehringer
Mannheim).

Elastase aus Schweinepankreas, Lyophilisat oder stabilisierte
Kristallsuspension, ca. 70 U/mg, Chargen 1096 4720-01,
1153 0520-04, 10804 722-19; (Boehringer Mannheim), Lyo-
philisat, 22 U/mg, Charge 140 68C (Serva), Lyophilisat, 101
U/mg, Charge 310 88C (Serva). Nur die Verwendung der Ela-
stase der Fa. Boehringer ergab einen hohen Prozentsatz vita-
ter Zellen. |

- Dispase/Kollagenase: 1 mg Kollagenase/ml Dispase Il

- Kollagenase/Elastase: Fiir 10 ml gebrauchsfertige Enzymldésung in HEPES-

gepuffertem Kulturmedium: 18 mg Kollagenase, 2 mg Elastase
und zur Hemmung enzymatischer Fremdaktivitdten 10 mg
Trypsininhibitor aus Sojabohne (54 1U/mg Lyophilisat, ; Ser-
va). Vor Gebrauch angesetzt und mit Einmal-Filterhalter (Po-
rengroBie 0,2 pym, FP 030/3; Schleicher & Schuell) sterilfil~
triert.

1.6. Adhdsions—- und Wachstumsfaktoren
~ Lathyritisches Rattenkollagen Typ I
Gebrauchstdsung: 1 mg/ml in 0,1 M Essigsdure. Lathyritisches Ratten~

kollagen Typ | von Boehringer Mannheim (Charge 61261 500).

Fiir die Zellkultur wurden die folgenden Wachstumsfaktoren verwendet. Die neu
angesetzten Ldsungen wurden mit DynaGard 0,2 pm-~Filtern {geringes Totvolu-

men; Tecnomara) sterilfiltriert.

- ECGF:

Endothelial Cell Growth Factor. Charge 60 7836 00; Boehringer
Mannheim. Stammlésung (20x): 1mg/mlin PBS™ [126].
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- PDGF: CR Platelet-Derived Growth Factor aus Thrombozyten des Menschen,
HBS-Antigen und HTLV lli-Antikorper nicht nachweisbar, 80% rein in
der SDS-PAGE, Proteinkonzentration 5 pg/ml. Chargen 87-1110 und
88-5045; Flow Laboratories/Collaborative Research Inc. Zur Vermei-
dung unspezifischer Oberflichenadsorption bei der Entnahme ver-
diinnt mit 2 mg/ml Rinderserumalbumin in PBS*.

. 1.7. Testsubstanzen

1.7.1. Acetylsalicylsdure: (Serva, Heidelberg). Lésungsmittel: 70% Ethanol.
1 molare Stammidsung: 180mg/ml.

1.7.2. Dipyridamol: (Thomae). Losungsmittel: 99.8% Ethanol. 0,1 molare
Stammlésung: 50mg/ml.

1.7.3. Acetylsalicylsdure +Dipyridamol: Losungsmittel: 89.8 % Ethanol. Stammlo-
sung: s. 1.7.1 + 1.7.2.

1.7.4. Fibrinolytika

- Streptokinase: (Deutsche KabiVitrum GmbH, Miinchen). 50 bis 85 mg
Trockensubstanz enthalten 250.000 IE Streptokinase; Losungsmittel:
Ampuwa-Wasser (Fresenius) Stammidsung: 50.000 IE/mil.

- Urokinase: {medac GmbH, Hamburg). 98,7 bis 103,5 mg Trockensub~
stanz enthalten 250.000 IE Urokinase; Losungsmittel: Ampuwa-Wasser
(Fresenius). Stammldsung: 50.000 {E/mL.

- Plasminogen human-Aktivator, rekombiniert: (Thomae GmbH, Biberach).
933 mg Trockensubstanz enthalten 20 mg Plasminogen human-Aktiva- -
tor, rekombiniert; Losungsmittel: Ampuwa-Wasser (Fresenius). Stamm-
[6sung: 500.000 U/ml.

1.7.5. Propranolol: (Sigma Chemie, Deisenhofen). Lot. 76 F 0616. Losungsmittel:
PBS-. 0,01 molare Stammidsung: 3 mg/ml.
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1.7.6. Diltiuzem: (Godecke AG, Berlin). Losungsmittel: Ampuwa-Wasser
(Fresenius). 0,01 molare Stammidsung: 5 mg/mi.

1.8. KulturgefiBe
Zelikulturgefdfe fiir die Routinekultivierung (Primdrkulturen, Massenkulturen,
diinne Massenkulturen):

- Kulturschale @ 6 cm, Wachstumsfliche 21 cm? (Falcon 3002F, Costar 3060)
- Kulturschale @ 10 cm?, Wachstumsfliche 55 cm? (Falcon 3003, Costar 3100)
- Gewebekulturflasche, Wachstumsflidche 75 em? (Costar 3375 und 3376)

ZellkulturgefdBe fiir Wachstumskurven und Substanz-Testungen:
-~ Mehrfachkulturschale (Muitiplatte 6), Wachstumsfliche pro Vertiefung 9,6 cm?
(Falcon 3046, Greiner 657 160, Costar 3406 und 3506)

ZellkulturgefdfBe fiir Deckglaskulturen:
- Mehrfachkulturschale {Multiplatte 12), Wachstumsfldche pro Vertiefung 4 cm?
(Costar 3512)

2. Zytologie und Immunologie
Wenn nicht anders angegeben, stammen sdmtliche aufgefiihrten Chemikalien in
p.a.-Qualitdt von der Fa. Merck.

2.1. Fixative und Permeabilisierungensldsungen
- 3,5%ige Formalinlésung in PBS~/PBS*

- 70%iges Ethanol

- Methanol p.a., gekiihit auf -20°C

- 1%iges Triton x-100 (rein; Serva) in PBS*

2.2. Pufferldosungen

- Phosphatpuffer nach Sérensen, pH 7,2. Losung A: 9,08 g KH,PO, ad 1000 ml
Aqua dest. Lésung B: 11,88 g Na,HPO, ad 1000 ml Aqua dest. Zum Gebrauch
wurden 4 Teile Losung A und 6 Teile Losung B gemischt und der pH auf 7,2

eingestellt.
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2.3. Farbstoffe und Fdrbelosungen

- 2%ige und 6%ige Giemsalosung (Azur-Eosin~Methylenblau) in Sérensen Puf-
fer, pH 7,2. Unmittelbar vor Gebrauch angesetzt.

- 0,02%ige Coomassielosung (Serva Blau G; Serva) in 20%igem Methanol und
5%iger Essigsdure. Unmittelbar vor Gebrauch aus 0,2%iger Stammldsung
angesetzt.

- 0,1%ige Kernechtlosung. 5 g Aluminiumsulfat ad 100 ml Aqua dest., aufge-
kocht und 0,1 g Kernechtrot zugegeben.

- 0,5% ige Trypanblauldsung in physiologischer Kochsalzldsung (Serva).

- DAPl (4',6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid; Serva). Stammldsung
(50x); 5 ug/ml PBS

- TRITC-Phalloidin (Sigma und Molecular Probes Inc.). Methanolische Stammls-
sung portioniert, das Methanol bei Raumtemperatur verdunsten iassen und
Proben bei - 20°C gelagert. Zum Gebrauch in PBS aufgenommen. Arbeitskon-
zentration: 2 ug/ml.- ' ‘

2.4. Erstantikorper (primire Antikdrper)

Alle Antiseren wurden portioniert, bei ~20°C/-80°C aufbewahrt, vor Gebrauch
entsprechend mit PBS verdiinnt und 10 min. mit 13 000 rpm zentrifugiert (He-
raeus Sepatech Biofuge A). Deutlich bessere Ergebnisse in Bezug auf die Ver-
minderung der unspezifischen Antikérperadsorption wurden entweder mit dem
Filtrieren durch 0,2 pm-Filter (DynaGard, Tecnomara) oder durch Zentrifugation
mit Mikrozentrifugenfiltern (Porengréfie 0,22 um; Tecnomara und Millipore) er-
zielt. Der optimale Antikorper—Titer wurde vor der routinemdBigen Verwendung
fiir jedes Antiserum getrennt ermittelt.

- Antiseren gegen Aktin
~ Monoclonal anti-a-smooth muscle actin (Charge 80 40 78); Progen Biotech-
nik): Monoklonaler Antikorper aus der Maus gegen den NH,-Terminus des
glattmuskuldren a-Aktin. Synthetisch hergestelltes Dekapeptid. Verdiin-

nung: 1:10 in PBS™.

- Antiseren gegen Intermedidrfilamente
- Monocional anti-desmin (Charge VIl; Camon): Monoklonaler Antikérper aus
der Maus gegen Desmin. Klon DE-R-11. Fertige Gebrauchslosung.
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- Monoclonal anti-vimentin (Charge 67F-4807; Sigma): Monoklonaler Anti-
korper aus der Maus gegen Vimentin. Klon V9. Verdiinnung: 1:30 in PBS™.

- Antiseren gegen Mikrotubuli
- Monoclonal anti-a-tubulin (Amersham Buchler): Monoklonaler Antikorper
aus der Maus gegen a~Tubulin. Verdinnung: 1:5 in PBS ™

- Antiseren gegen Zelloberflidchen- und Extrazelluldirmatrixproteine
- Anti-Factor Vlil-related Antigen (Charge 017 065; Ortho Diagnostic Systems}):
Anti-Serum aus Kaninchen gegen Human~-Faktor ViII, keine Verdiinnung.

2.5. Zweitantikdrper (sekunddre Antikorper) und Fdrbereagenzien
Portionierung, Lagerung und Reinigung wie unter B.2.4. beschrieben.
- Anti-Kaninchen IgG (H+L) aus der Ziege, FITC-konjugiert.

(FITC-labeled goat anti-rabbit IgG; Miles 1:50 in PBS™, Dianova 1:30 in PBS™).
~ Anti-Kaninchen igG (H+L) aus der Ziege, TRITC-konjugiert.

(TRITC-labeled goat anti-rabbit IgG; Miles 1:80 in PBS~, Dianova %:30 in PBS™).
- Anti-Maus IgG (H+L) aus der Ziege, FITC-konjugiert.

(FITC-labeled goat anti-mouse IgG; Dianova 1:10 in PBS™, Sigma 1:30 in PBS™).
- Anti-Maus IgG (H+L) aus der Ziege, TRITC-konjugiert.

(TRITC-labeled goat anti-mouse {gG; Dianova; 1:30 in PBS™).

2.6. Einbettungsmedium

~ Mowiol 4-88 (Farbwerke Hoechst).Das Ansetzen des Einbettungsmediums er-
folgte wie von Dartsch [41] beschrieben: 12 g Mowiol wurden in 30 g Glycerin
(fluoreszenzfrei) unter intensivem Riihren geldst {extrem zdhfliissig}. Nach
Zugabe von 30 ml Aqua dest. wurde die Suspension nach kurzem Riihren 2 h
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Zugabe von 60 ml 0,2 M Tris~HCl-Puf-
fer (2,42 g Tris ad 100 ml Aqua dest.; pH-Wert mit 0,1 N HCl auf 8,5 einge-
stellt) und 10 min. bei 56°C leicht geriihrt. Danach fiir 15 min. bei 5000 g
zentrifugiert (Labofuge GL; Heraeus Sepatech), den klaren Uberstand por-
tioniert und bei -20°C aufbewahrt [148].

3. Mikroskopie und Mikrofotographie
- Nikon TMS-Inversmikroskop mit ELWD-Kondensor und dem Phasenkon-
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trast-Objektiven CF Plan Achromat 4/0,13 DL und CF Plan Achromat 10/0,3
DL.

- Nikon Diaphot TMD-Inversmikroskop mit ELWD~Kondensor und den Phasen-
kontrast-Objektiven CF Plan Achromat 4/0,13 DL, CF Plan Achromat 10/0,3
DL, CF Achromat 20/0,4 DL mit Deckglaskorrektur und CF Plan Achromat
40/0,55 DL ELWD mit Deckglaskorrektur.

Zusiitzlich Inkubator-Set fiir Temperaturkonstanthaltung und Auflichtfluo-
reszenzeinrichtung mit Filterblocken fiir Blau-, Griin- und UV-Anregung
(siehe unten) und Nikon FE-2-Kameragehduse fiir die Mikrofotographie.

- Nikon Optiphot-Mikroskop mit den Hellfeldobjektiven CF Planapochromat

4/0,20, CF Planapochromat 10/0,40, Plan-Neofluar 25/0,8 Ol-Wasser-Gly-
cerin (Zeiss), CF Planapochromat 40/1,0 Qil, CF Planapochromat 60/1,4 Oil
und CF Planapochromat 100/1,35 Oil.
Zusitzlich Auflichtfluoreszenzeinrichtung mit Filterbldcken fiir Blau-, Griin-
und UV-Anregung. Fiir die Mikrofotographie ausgeriistet mit einer Nikon
UFX-II-35-Mikrofotoeinrichtung fiir Spot- und Teilintegralmessung in Kom-
bination mit dem Projektionsokularen PL-2,5x und PL-5x.

Filterkombination fiir Griin-Anregung:

Erregerfilter EX 546/10, Dichroicspiegel DM 580, Sperrfilter BA 580
Filterkombination fiir Blau-Anrequng:

Erregerfilter EX 470-490, Dichroicspiegel DM 510, Sperrfilter BA 520
Filterkombination fiir UV-Anregung:

Erregerfilter EX 365/10, Dichroicspiegel DM 400, Sperrfilter BA 420 (UY-1A)
Erregerfilter EX 330-380, Dichroicspiegel DM 400, Sperrfilter BA 420
(Uv-2A)

Erregerfilter EX 330-380, Dichroicspiegel DM 400, Sperrfilter BA 435
(Uv-2B)
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C. Methoden

1. Etablierung von Primdrkulturen

1.1. Plaquezellen

1.1.1. Feuchtgewichtbestimmung des Plaquematerials

Nach dem sterilem Transport der Gewebeprobe in einer HEPES -gepufferten {15
mM) Transportlosung ohne Serumzusiitze wurde das Medium sorgfiiltig abge-
saugt und die Plaquestiickchen mehrmals mit PBS— gespiilt, um Erythrozyten
und locker anhaftende Bindegewebsanteile zu entfernen.

Leere sterile Kunststoffrohrchen wurden mit der Feinwaage gewogen. Nach Ab-
saugen des Kulturmediums wurden die Plaquestiickchen unter sterilen Bedin~
gungen in die Kunststoffrohrchen Uberfiihrt und neuerlich das Gewicht be-
stimmt, die Differenz der beiden Gewichte ergab das Feuchtgewicht.

1.1.2. Zellisolierung

Etwa ein Drittel des zerkleinerten Plaguematerials wurde nach der Explant-
Technik ausgelegt. Hierfir wurde das Plaquegewebe in ca 1x 1 mm grofe Stiick-
chen zerteilt und fiir 3h an der leicht befeuchteten Kulturschale angetrocknet.
AnschlieBend wurde die Schale mit 5 ml Kulturmedium versorgt und zur routine-
miBigen Kultivierung in den Brutschrank gestellt. Die verbleibenden Gewebe-
proben wurden iiber einen Zeitraum von 180 min. im Schiittelwasserbad bei
37°C enzymatisch disaggregiert. Folgende Enzymmischung wurde verwendet:

10 ml HEPES~ gepuffertes Kuiturmedium mit 18 mg Kollagenase, 2 mg Elustus;e
und 10 mg Trypsin-Inhibitor. Nach Zugabe von 20% fetalem Kidlberserum wurden
die Zellen 10 min. mit 170 g zentrifugiert und ausgesit. Als Kutturmedium wurde
eine 1/1 Mischung aus Waymouth's MB 752/1 und Ham F 12 verwendet unter Zu-
gabe von 15% fetalem Kilberserum verwendet. Die Kultivierung wurde bei 37°C
in einer wasserstoffgesidttigten Athmosphdre mit 7% CO, + 93% Luft durchge-
fiihrt [43,48,49].

1.2. Glatte Muskelzellen aus der Media

Fiir die Versuche mit glatten Muskelzellen aus der normalen Media wurden kryo-
gelagerte Zellen verwendet, die freundlicherweise von Dr. Dartsch und Dr. Roth
zur Verfligung gestellt wurden,
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Die Isolierung der glatten Muskelzellen erfolgte durch Dr. Dartsch und Dr. Roth
nach folgendem Prinzip [48,165]:

Die Endothelzellschicht wurde, wie bei der Isolierung von Endothelzellen be-
schrieben (siehe Abschnitt C.1.3.), enzymatisch disaggregiert und die gewonne-
nen Zellen bei Bedarf weiter kultiviert. Zur vélligen Entfernung eventuell noch
adhédrierender Endothelzellen wurde das GefdB 10 min. bei 37°C mit einer
Trypsin- Versen-Losung behandelt.

Danach wurde die Media streifenweise von der Adventitia abgezupft und entwe-
der als Explant ausgelegt oder,wie unter C.1.1.2 beschrieben, enzymatisch
disaggregiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie in Abschnitt C.2.1. darge-
legt, bei ausreichender Zellzahl wurden die Zellen kryogetagert (siehe Abschnitt
C.2.4).

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch die Zugabe von Kutturmedium mit einer
Temperatur von 37°C in das Rohrchen mit den kryogelagerten Zellen. Der so ge-
wonnenen Zellsuspension wurde die gewiinschte Menge Medium zugegeben.
Nach Bestimmung der Zellzahl mit dem Zellcounter erfolgte die Aussaat in Kul-
turschalen in einer Kanzentration von 2000 bis 3000 Zellen/cm?. |

1.3. Endothelzellen [224]

Nach steriler Entnahme fiir Bypass-Operationen wurden nicht bendtigte Venen-
stiicke unserem Labor zur Verfilgung gestellt. Nach sofortiger Uberfiihrung in
das Transportmedium (Zusammensetzung wie unter B.1.2. beschrieben), wurden
die Venen ohne Verzogerung uufgéurbeitet. Hierbei wurde die Vene in einer Prd-
parationsschale mit Silikonauflage aufgespannt und longitudinal eréffnet. Nach
sorgfiltigem Spiilen mit PBS~ wurde die Vene in einer stdhleren Aufspannvor-
richtung mit dem Lumen nach oben fixiert und so mit Silikon abgedichtet, dal
nur Endothelzellen mit der Enzymlésung in Beriihrung kamen. Die enzymatische
Zellisolierung wurde iiber einen Zeitraum von 20 min. mit einem Gemisch aus
Kollagenase/Dispase unter sterilen Bedingungen bei 37°C und 7% CO, durch-
gefiihrt. Nach Zentrifugation der Zellsuspension mit 20% fetalem Kdlberserum
bei 170g iiber 10 min. erfolgte die Aussaat in mit Kollagen beschichtete

Kulturschalen.
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1.4, Fibroblasten

Nach steriler Entnahme der Hautstiickchen im Verlauf von dermatologischen
Eingriffen wurden die Gewebeproben in das Transportmedium (B.1.2.) iiberfiihrt.
Im Labor wurde das Transportmedium entfernt und mehrmals mit PBS™ gespiilt.
Mit dem Priparationsbesteck wurde das Unterhautfettgewebe sorgfiltig ent-
fernt und das Hautprdparat in etwa 1 mm? groBe Wiirfel zerteilt. Ungefihr ein
Drittel der Hautstlickchen wurde nach der Explantat-Methode ausgelegt, mit
den restlichen Gewebeproben wurde eine enzymatische Disaggregation durch-
gefiihrt (wie in Abschnitt C.1.1.2. beschrieben).

2. Routinekultivierung

2.1. Routinekultivierungstechnik

RoutinemdBig wurden die glatten Muskelzelien als sog. "Massenkuituren” (Aus-
saat etwa 10.000 Zellen/cm?) kultiviert. Die Zellen waren bei "normalem
Wachstum" mit etwa 0,3 Populationsverdopplungen/Tag nach etwa 7 Tagen und
2 Populationsverdopplungen konfluent, d.h. jeder verfiigbare Platz der Kultur-
schale war mit Zellen besetzt. Danach wurden die Zellen entweder durch Tryp-
sin- oder Dispase l|-Behandlung von der Unterlage abgeldst und in der entspre-
chenden Zelldichte in neue Kulturschalen ausgesit. Die Bestimmung der Zellzahl
wurde mittels Zdhtkammer nach Neubauer oder mit dem Zelicounter CASY 1
(siehe C.2.1.) durchgefiihrt.

Sogenannte "diinne Massenkulturen" (Aussaat etwa 1.000 Zellen/cm? wurden
in einzelnen Ausnahmefiillen zur routinemiBigen Uberpriifung der Zellgestalt

angelegt.

in Abhidingigkeit von der Wachstumsfldche der Kulturschalen- oder flaschen wur-
den folgende Medienmengen zur routinemiBigen Zellkultivierung verwendet:

21 cm? Wachstumsfldche: 5 ml, 55 cm? Wachstumsflidche: 10 ml, 75 cm? Wach-
stumsfldche: 15 ml und 165 cm? Wachstumsflidche: 30 ml.

2.2. Adhisionsfaktoren

Beschichtung der Kulturschalen mit Kollagen Typ I (lathyritisches Kollagen):

Auf dem Kulturschalenboden wurden pro cm? 0,5 i lathyritisches Rattenhaut-
kollagen (1 mg/ml in 0,1 M Essigsdure) mit einem Gummispatel verteilt und unter
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UV-Licht etwa 30 min lang getrocknet. Bis zur Verwendung wurden die Schalen
steril aufbewahrt.

2.3. Konditionierte Medien

Glatte Muskelzellen aus primir- und restenosierendem Plaguematerial wurden
wie in Abschnitt C.1.1.2. beschrieben isoliert und kuttiviert. In der log-Phase
wurde nach zwei Tagen das Kulturmedium steril entnommen und sofort bei
-20°C bis zur Verwendung gelagert.

Die Kultivierung der Fibroblasten erfolgte wie unter C.1.4. beschrieben. In der
log-Phase wurde das Kulturmedium steril entnommen und bei -20° bis zur Ver-
wendung eingelagert.

2.4. Kryolagerung der Zellen

Um fiir spdtere Experimente gleiches Zellausgangsmaterial zu haben, wurden
die nicht direkt in Experimenten eingesetzten Zellen in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur Yerwendung gelagert. Die Zellen wurden zundchst durch
Trypsinbehandlung von der Unterlage abgelést und ausgezihlt. Nach der Zentri-
fugation der Zel{é.uspension (5 min. bei 1100 rpm = 170 g; Hettich Universal 25)
wurde der Uberstand abgesaugt und die sedimentierten Zelien so in eiskaltem
Einfriermedium resuspendiert, daB die Zelizah! 1 x 10° Zellen/m! betrug. Die
Zellsuspension wurde in 1 ml-Portionen in eiskalte Einfrierrdhrchen mit
SchraubverschluB (Costar Bio-Freeze Vials 2328) abgefiillt. Durch einen speziell
optimierten und standardisierten dreistufigen EinfrierprozeBl wurden die Zellen
sukzessive im Einfrieraufsatz (Handi Freezing Tray; Taylor Wharton) iiber fliissi-
gem Stickstoff im Verlauf von 60 min heruntergekiihlt. Danach wurden die Réhr-
chen direkt in fliissigem Stickstoff gelagert (Lagerungsbehdlter Biogel P-40;
L'Air Liquide). Die Uberlebensrate der so eingefrorenen und gelagerten Zellen
iag nach dem ebenfalls standardisiertem Auftauen und der Neuaussaat -
unabhiingig von dem in vitro-Alter, dem Zelltyp oder der Herkunft - zwischen
60% und 90%.
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2. Zellkultur-Testsystéme

2.1. Populationsdynamik und Zellstatus

Das Wachstumsverhalten einer diploiden Zellkultur wird in drei Hauptphasen
unterteilt [115,151]:

- Anlaufphase (lag-FPhase)
In dieser ersten Phase nach der Zellaussaat findet nur eine geringe Zunahme
der Zellzahl statt. In dieser Periode der Adaptation setzen sich die Zellen auf
dem neuen Substrat fest, breiten sich aus und beginnen zu metabolisieren.

~ Exponentielle Wachstumsphase (log-Phase)
Die exponentielle Wachstumsphase schliefit sich direkt an die Anlaufphase an
und ist durch die exponentielle Zunahme der Zellzahl aufgrund der hohen mi-
totischen Aktivitdt charakterisiert.

- Stationdre Phase (Plateau-Phase)
Die exponentielle Wachstumsphase adhdrenter Zellen ist in der Regel dann
beendet, wenn durch die Zellvermehrung ein einschichtiger Zellrasen (Mono-
layer) entstanden ist. Die Zellkultur ist konfluent, d.h. jeder verfiigbare Raum
des Substrates ist besetzt und alle Zellen stehen in engem Kontakt zu ihren
Nachbarn.

~Um die Zellproliferation oder die Populationsdynamik einer Kultur zu untersu-
chen, wurden 2.000 bis 3.000 Zellen/cm? ausgesiit (Multiplatte 6). Nach dem
vollstindigem Absetzen und Ausbreiten der Zellen nach 16-24 h erfolgte ein
Mediumwechsel. Yon diesem Zeitpunkt ab wurden die Medienwechsel wihrend
der gesamten Inkubationszeit - je nach erreichter Zelidichte ~ in 2 -3 tdgigem
Abstand durchgefiihrt.

Um den EinfluBl verschiedener Substanzen auf das Proliferationsverhalten der
kultivierten Zellen zu untersuchen, wurden die Testsubstanzen in einem geeig-
neten Losungsmittel gelost und nach dem ersten Mediumwechsel den Kulturen
in verschiedenen Konzentrationen zugegeben. in die Kontrolischalen ohne Sub-
stanz wurde die entsprechende Menge steriles Losungsmittel pipettiert. Bei je-
dem Medienwechsel wurden die Substanzen ebenfalls erneuert.
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Zur Bestimmung der Zellproliferation geniigte es, den Anfangs- und Endpunkt
zu bestimmen, d.h. die Anzahl der abgesetzten und ausgebreiteten Zellen und
die nach AbschluBl des Versuchs erreichte Zellzahl. Fiir die Untersuchung der Po-
pulationsdynamik wurde prinzipiell gleich vorgegangen, jedoch wurde die er-
reichte Zellzahl alle 2 Tage bestimmt. Pro Zeitwert wurden 2-3 Vertiefungen ei-
ner Multiplatte ausgezdhit. Die Zellen wurden durch Trypsinbehandlung (10 min.
bei 37°C) von der Unterlage abgelost, entsprechend der erreichten Zellzahl mit
isotonischer Kochsalzlosung verdiinnt und durch Pipettieren vereinzelt. An-
schliefiend erfolgte die Ermittlung der Zellzahl und ZellgroBenverteilung mit ei-
nem Zellcounter (CASY 1; Schiirfe Systems).

Aus den so erhaltenen Daten konnten folgende charakteristische Grofien fiir ei-
ne bestimmte Zellpopulation bzw. einen Testunsatz abgeleitet werden:

- Aktueller Zellstatus, d.h. ZellgroBenverteilung und mittiere ZellgréBe, Homo-
genitiit einer Population, Subpopulationen

- Aussaateffizienz in % = Anzahl der ausgebreiteten Zellen x 100/Anzah! der
ausgesdten Zellen = Prozentsatz der Zellen, die sich nach 24 bzw. 48 h abge-
setzt und ausgebreitet haben

- Proliferative Effizienz in % = Zahl der Gewebeproben, aus denen tiber 500 000
Zellen kultiviert werden konnen x 100/Anzahl aller aufgearbeiteten Gewebe-

proben

- Anzahl der Populationsverdopplungen = log N, - log Ng/log 2 mit N, = geernte-
te Zellzahl und Ng = ausgesiite Zellzahl

- Wachstumsrate = Populationsverdopplungsrate/Tag

- Verdopplungszeit = 1/Wachstumsrate = die Zeit, in der sich eine Zellpopulation
verdoppelt

- Kumulative Populationsverdopplungen = Summe aller Populationsverdopplun-
gen einer Zellkultur; gibt das in vitro-Alter einer Zellkultur an.
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~ Inhibition bzw Stimulation in % = Anzahl der Zellen unter Substanzeinwirkung
x 100/ Anzahl der Zellen chne Substanzeinwirkung

- ED 50 = Konzentration eines Medikamentes in der Dosis-Wirkungskurve bei
Erreichen von 50% der maximalen maglichen Wirkung

2.2. Klonkulturen und Klonierungseffizienz

Ein Zellklon ist eine Population von Zellen, die aus einer Einzelzelle durch mito-
tische Teilung hervorgegangen ist. Fir die Etablierung von Klonkulturen und zur
Bestimmung der Klonierungseffizienz wurden in der Regel 20 - 100 Zellen/cm?
Wachstumsfldche ausgesdt. Um trotz der geringen ‘Zellzahl eine moglichst
rasche Konditionierung des Kulturmediums zu erreichen und gleichzeitig die Zel-
len wihrend der gesamten Inkubationszeit von 12 - 14 Tagen mit Ndhrstoffen zu
versorgen, wurde das Medienvolumen auf die Hilfte reduziert. Durch Verdun-
stung betrug der dufchschnittliche Medienvolumenverlust/Woche etwa 20% des
Ausgangsvolumens. Daher wurde nach 6 - 8 Tagen die entsprechende Menge
steriles Wasser zur Aufrechterhaltung der Osmolaritdt von 280 - 300 mosm/l
zugegeben. Beim Auszihlen (Keimzdhlgerdt BZG 28; WTW) wurden nur solche
Klone mit mindestens 30 Zellen (etwa 5 Populationsverdopplungen einer Einzei-
zelle} beriicksichtigt. Die Berechnung der Klonierungseffizienz wurde nach foi-
gender Formel vorgenommen: Klonierungseffizienz in % = Zahl der gezidhlten
Klone x 100/Zahl der ausgesidten Zellen. Im Gegensatz zur Aussaateffizienz
beriicksichtigt die Klonierungseffizienz nicht nur die Zahl der Zellen, die sich
abgesetzt haben, sondern auch die Zahl der Zellen, die in der Lage sind, sich
durch Teilung zu vermehren. Die Klonierungseffizienz kann somit als Kriterium
zur Bestimmung der Teilungs- und Lebensfdhigkeit von Zellen in Kultur heran-
gezogen werden [150].

2.3. Zellmigrationstest

Zur Durchfijhrung des Migrationstests wurden die Zellen bis zur Konfluenz ge-
ziichtet und anschlieBend 2 weitere Tage in Ruhekulturmedium inkubiert. Der
Zellrasen wurde dann in einer Modifikation der Methode von Biirk [23] mit Hilfe
einer Rasierklinge und eines Wattestdbchens "verletzt”, d.h. ein zellfreier Raum
geschaffen. Nach dem Waschen mit PBS* und einem Mediumwechsel wurde fiir
weitere 48 Stunden in 1%-igem Ruhekulturmedium plus Testsubstanz weiter in-




-23-

kubiert. Die Zugabe der Testsubstanzen erfolgte wie unter Abschnitt C.2.1. be-
schrieben. Nach Fixierung und Firbung der Zellen wurde die Zahl der ausgewan-
derten.Zellen/mm Wundrandlinge durch Auszidhlen der Zellkerne jenseits des
Wundrandes bestimmt, Die Ermittlung der Migrationsgeschwindigkeit in pm/Std
erfolgte durch Teilen der Wanderungsstrecke der ersten Zellfront durch die In-
kubationsdauer ab Schnitt.

2.4, Zytotoxizitdtstest

Die Untersuchung und Beurteilung der zytotoxischen Wirkung von Substanzen
wurde entweder im Rahmen einer Proliferationsstudie vorgenommen oder an-
hand der folgenden Kriterien beurteilt: Lyse der Zellen, Zellgestalt, Bildung lan-
.ger zytoplasmatischer Ausldufer, intrazellulire Vakuolenbildung, Abrunden und
Abldsen der Zelle.

2.5. Deckglaskulturen

Zur Untersuchung der Zytoskeltett-Strukturen in kultivierten Zellen wurden die-
se in einer Dichte von 1 x 107 bis 1 x 10° Zellen/cm? auf entfettete runde Glas-
Deckgldser (Durchmesser 13 ~ 16 mm, Multimed) in 12-Lochplatten ausgesit.
Nach 24-48 h, d.h. nach dem volistindigem Absetzen und Ausbreiten der Zellen,
wurden die Zellen entsprechend der beabsichtigten Firbung weiter bearbeitet.

Entfetten der Deckgldser: ‘

Deckgldser in 30%-igem wiiBrigem BM-flissig (Chromschwefelstureersatz;
Biomed) 30 min. gekocht, mindestens 1 h in flieBendem Leitungswasser gesplilt,
mit Aceton unter mehrmaligem Schiitteln im Wdrmeschrank getrocknet und vor
der Verwendung fiir die Zellkultur autoklaviert. '

3. Zytologische Fdrbungen [118,157,195]

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Arbeitsginge bei Raumtemperatur
und entsprechend temperierten Losungen durchgefiihrt. Die Zeilen wurden 15
min. mit 3,5%iger Formalinlésung fixiert und gegebenenfalls 10 - 15 min. mit
70%igem Ethanol nachfixiert.
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3.1. Giemsa-Fidrbung

Die Giemsa-Fidrbung ist eine Routinefdrbung und fiir die mikrofotografische Do-
kumentation wenig geeignet. Formalin- und ethanolfixierte Zellkulturen aus
Aqua dest. oder nach Lufttrocknung: 30 min. mit 2%iger Giemsaldsung in So-
rensen-Puffer, pH 7,2, gefiirbt; mehrmals sorgfiltig mit Aqua dest. gewaschen
und luftgetrocknet. Ergebnis: Zellkern rotviolett gefdrbt, Zytoplasma schwach
rot.

3.2. Coomassie-Giemsa-Farbung

Formalin- und ethanolfixierte Zellkulturen aus Aqua dest: 2 - 5 min. in
0,02%iger Coomassieldsung in 20%igem Methanol und 5%iger Essigsdure ge-
fdrbt {stdndige mikroskopische Kontrolle); sorgfiltig mit Aqua dest. gewaschen
und ggf. luftgetrocknet; 15 min. lang mit 6%iger Giemsalosung in Sérensen~Puf-
fer, pH 7,2, gefdrbt; sorgfiltiy mit Aqua dest. gewaschen und luftgetrocknet.
Ergebnis: Zellkern rotviolett gefirbt, Zytoplasma blauviolett.

3.3. Fluorochromierung der DNA

Zur Darstellung des Zellkernes von Zellen und in Geweben wurden DNA-binden-
de Farbstoffe mit hoher Fluoreszenzintensitdt bei UV~Anregung verwendet. Da
Kontaminationen von Zellkulturen mit Mykoplasmen hidufig sind und erhebliche
Verfilschungen der Testergebnisse zur Folge haben kénnen, diente die Fluoro-
chromierung der DNA gleichzeitig als Nachweis von Mykoplasmen . DAPI (4',6-
Diamidino-2~-phenylindol-dihydrochlorid) reagiert speziell mit A/T-reichen Se-
quenzen der Doppelstrang-DNA und kann sowohl fiir fixierte Zellen als auch fiir
lebende Zellen verwendet werden.

Lebende Zellen in Kulturschalen oder auf Deckgldsern:

Zellkulturen einmal mit DAPI-Methanol (0,1 pg/ml) gewaschen, danach einmal
mit PBS* gewaschen, 15 - 30 min. bei 37°C im Brutschrank mit DAPI-Methanol
inkubiert, dreimal mit PBS* gewaschen und unter PBS* mikroskopiert mit einer
Auflichtfluoreszenz- Einrichtung fiir UV-Anregung {Inversmikroskop). Ergebnis:
Zellkerne intensiv blau gefidrbt, Nukleoli dunkel. Mykoplasmen erscheinen als
gleichmiiBig geformte, kleine hell aufleuchtende Punkte oder Ansammlungen auf

der Zelloberfldche oder im Zytoplasma.
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Formalinfixierte Zellen:
Bei gleicher Methodik wurde die DAPI-Stammidsung mit PBS™ anstelle von Me-
thanol verdiinnt.

Die regelmiiBige Uberwachung aller Human-Zellkulturen ergab keine Anhalts-
punkte fiir Mykoplasmen-Kontaminationen.

3.6. TRITC-Phalloidin

Die giftigen Bestandteile des Knollenbldtterpilzes (Amanita phalloides) sind in
erster Linie die Amatoxine. Die Phallotoxine sind vergleichsweise wenig toxisch
und zeichnen sich bei der Mikroinjektion in lebende Zellen dudurch aus, daB sie
mit hoher Affinitit stéchiometrisch an das intrazelluldre, polymerisierte F-Aktin-
binden, dessen Struktur stabilisieren und die Polymerisation des globuldren G-
Aktins zum F-Aktin fordern und auch die Zellbewegung und das Zellwachstum
beeinflussen [245]. Beim TRITC-Phalloidin, das in einer dreistufigen Synthese
aus Phalloidin gewonnen wird, wird die Affinitidt zu F-Aktin durch die Einfiihrung
des Fluorophors um den Faktor 6 - 7 gegeniiber der Ausgangsverbindung redu-
ziert; seine Toxizitdt ist um das 50-fache geringer als das Phalloidin selbst
[66,227,233l.

Formalinfixierte und Triton X-100~permeabilisierte Zellen aus PBS ~:. -

10 - 15 min. im Dunke!n mit TRITC-Phalloidin (2 pg/ml PBS-) inkubiert, mehrmals
sorgfdltigp mit PBS~ gewaschen, in Mowiol eingebettet und mikroékopiert mit
Auflichtfluoreszenz bei Griin-Anregung. Ergebnis: Aktinfilamente ("stress fi-
bers") fluoreszieren intensiv rot.

4. Indirekte Immunfluoreszenztechnik [ 33,109]

4.1. Antigen-Darstellung in kultivierten Zellen

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Arbeitsginge bei Raumtemperatur
und entsprechend temperierten Losungen durchgefiihrt.

4.1.1. Fixierung und Permeabilisierung

a. 6 min. mit Methanol bei -20°C fixiert und permeabilisiert

b. 10 min. mit 3,5%iger Formalinlésung fixiert, danach 2 min. mit 1%iger Triton
X-100-Losung permeabilisiert
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c. 10 min. mit 3,5%iger Formalintosung fixiert, danach 6 min. mit Aceton bei
-20°C permeabilisiert

d. 15 min. mit 0,75%igem Glutaraldehyd fixiert, 2 min. mit 1%iger Triton X-100-
Lésung permeabilisiert, Aldehydgruppen mit frischer NaBH,-Losung reduziert
(dreimal je 4 min. unter H,~Entwicklung). Alternativ zur NaBH,-Reduktion:
5 min. 0,1 M Glycin in PBS*

Anwendung der entsprechenden Fixierungs- und Permeabilisierungsmethode zur
Darstellung von: w-Aktin: a; Vinkulin: b,¢; Desmin; VYimentin: a,d; Mikrotubuli:
a, d; Fibronektin, Faktor Vili-related Antigen: a.

4.1.2. Methodik _

Fixierte Zellen aus PBS~: 45 bis 60 min. mit dem entsprechend verdiinnten spe-
zifischen Erstantikorper bei 37°C in einer feuchten Kammer im Brutschrank in-
kubiert; kurz mit PBS~ gewaschen; 60 bis 90 min. mit dem entsprechend ver-
diinnten FITC- ader TRITC-konjugiertem Zweitantikérper bei 37°C in einer
feuchten Kammer im Brutschrank inkubiert; sorgfdltig mit PBS~ gewaschen;
eingebettet in Mowiol und mikroskopiert mit einer Auflichtfluoreszenzeinrich-
tung.

Die gleichzeitige Mehrfachmarkierung verschiedener Proteinstrukturen mit An-
tikorpern ist nur dann moglich, wenn eine Kreuzreaktion der Erstantikorper aus-
zuschlieBen ist und auBerdem die Zweitantikorper gegen Immunglobuline ver-
schiedener Spezies gerichtet sind. Die dargestellte Methodik wurde dahinge-
hend modifiziert, daB in Schritt 1. mit beiden spezifischen Erstantikorpern und in
Schritt 3. mit beiden spezifischen und unterschiedlich konjugierten Zweitanti-
kérpern inkubiert wurde.

Wurde eine Kombination von indirekter immunfluoreszenz mit fluoreszierenden
Farbstoffen (z.B. DAPI, TRITC-Phalloidin} vorgenommen, erfolgte die Inkubation
mit der entsprechenden Farbstoffldsung als letzter Schritt vor dem Einbetten in

Mowiol.
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D. Ergebnisse

1. Kultivierung von Plaquezellen des Menschen

Zur Aufarbeitung stand sowohl Plaquematerial zur Verfligung, das mit einem
perkutanen Simpson Atherektomie~Katheter [99,100,180,181] extrahiert wurde,
als auch Plaguematerial, das durch Thrombendarterektomie intraoperativ ent-
fernt wurde. Mit beiden Entnahmetechniken wurde sowohl primir-stenosieren-
des, als auch re~-stenosierendes Gewebe entnommen.

1.1. Plaqueextraktion

1.1.1. Simpson-Katheter (p-SAC)

insgesamt wurden 26 Patienten mit hochgradig verschlossenen oder sogar véllig
okkludierten Gefillen mit dem percutanen Simpson Atherektomie-Katheter
{p-SAC) behandelt [89,100]. Bei dieser interventionellen Technik wird perkutan
in der Leiste ein Katheter eingefiihrt, der bis zur Engstelle vorgeschoben wird.
An der Spitze des Katheters befindet sich eine halboffene Metallhiilse, in der
mit 2000 rpm ein Rundmesser rotiert. Durch das Aufblasen eines Ballons an der
Riickseite wird die Metallhiilse auf das stenosierende Gewebe gedriickt, das nun
durch Vorschieben des beweglichen Rundmessers abgetragen und in einer distal
gelegenen Metallkammer abgelagert wird. Sofort nach Extraktion im Klinikum
GroBhadern, Miinchen, erfolgte die sterile Verschickung des Mauaterials im
HEPES-gepuffertem Medium (15 mM) zur Aufarbeitung ins Physiologische Insti-
tut in Titbingen. Mit dem Simpson-Katheter wurde Plaquematerial aus folgenden
GefidBlokalisationen entnommen:

A. femoralis superficialis

A. poplitea
A. iliaca

1

A. renalis.

Bei 20 Patienten (Alter: 62 % 13 Jahre, X £ SD) handelte es sich um den ersten
Eingriff am betreffenden GefdBsegment und somit um primir-stenosierendes
Plaquematerial (Abb. 3). Bei 6 Patienten (Alter: 66 * 9 Jahre, X * SD) wurden
friiher bereits Manipulationen an dieser Stelle durchgefiihrt, somit lag in diesen
Fillen re-stenosierendes Gewebe vor (Abb. 5).
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Nach angiographischen Kriterien wurde der Stenosierungsgrad bei primidr-ste-

nosierenden Lidsionen von 96 # 7 % (X £ SD) auf 28 * 19 % (X * SD) gesenkt, bei
restenosierenden Lidsionen von 89 £ 7 % (X  SD) auf 19 £ 14 % (X £ SD). Fiir bei-
de Gruppen gemeinsam errechnete sich durchschnittlich vor Intervention ein
Stenosierungsgrad von 85% * 8 % (X * SD), der nach Intervention auf 26 % 19
% (X * SD) reduziert wurde. Zur Uberpriifung des Erfolges wurde bei fraglichen
Fdllen eine angioskopische Kontrotle durchgefiihrt [5].

Insgesamt wurden 187 Plaquezylinder aufgearbeitet, 149 aus Primidrstenosen
und 38 aus Restenosen. Pro Atherektomie variierte die Anzahl der enthom-
menen Gewebestiickchen betrdchtlich; sie schwankte zwischen einer und 17 Ent-~
nahmen. Bei Primidrstenosen errechneten sich durchschnittlich 7.5 £ 6.0 (x £ SD)
Zylinder pro Eingriff und bei Restenosen 6.3 & 4.5 (X * SD) Zylinder pro Eingriff.

Das Gesamtgewicht des aufgearbeiteten Plaquegewebes betrug 1879 mg, hier-
von entfielen 1609 mg auf Primdrstenosen und 270 mg auf Restenosen. Pro Zy-
linder betrug das Durchschnittsgewicht bei den Primdrstenosen 10.8 mg, bei den
Restenosen 7.1 mg. Das Feuchtgewicht des gesamten extrahierten Plaquemate-
rials pro Eingriff schwankte bei Primirstenosen deutlich; hier ergaben sich Werte
zwischen 6 mg und 347 mg, durchschnittlich wurden 80 £ 78 mg (X t SD) Plaque-
gewebe entnommen. Bei Plaquematerial aus re-stenosierenden Ldsionen
schwankte das Feuchtgewicht pro Eingriff zwischen 15 mg und 95 mg, durch-
schnittlich ergaben sich 54 * 31 mg (X £ SD).

Die Kultivierung der Plaquezellen erfolgte durch enzymatische Disaggregation
oder durch Auslegen nach der Explantat-Technik [6,7,42,49]. Durchschnittlich
konnten pro 100 mg Plaquegewebe etwa 50 000 Zellen isoliert werden. Mehr als
die Hadlfte der isolierten Zellen setzte sich wegen irreversibler Schdden an der

Zellmembran nicht auf dem Boden der Kutturschale ab.

1.1.2. Thrombendarterektomie (OP)

Das Plaquegewebe wurde im Rahmen des normalen Operationsverlaufes ent-
fernt {Bypass-Implantation, Rekanalisation, Gefiifiprothesen-Implantation), so-
daB dem Patienten hierdurch keine zusdtzlichen Belastungen entstanden. Sofort
nach Extraktion in der gefdfichirurgischen Abteilung des Klinikums GroBhaderns,
Miinchen und der Abteilung fiir Herzchirurgie der Landeskrankenanstalten Salz-
burg, wurde das Material unter sterilen Bedingungen in einem HEPES-gepuffer-
ten Medium (15 mM) zur Aufarbeitung ins Physiologische Institut nach Tibingen

geschickt.
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Datenblatt fiir re-stenosierendes Plaquematerial, Entnahme mit

p-SAC und bei operativen Eingriffen.

Abb. 5
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Durch dieses Verfahren wurde primdr-stencsierendes Plaquematerial von 18 Pa-
tienten (Alter: 63 * 9 Jahre) und re-stenosierendes Plaquematerial von 3 Patien-
ten (Alter: 63 % 6 Jahre) extrahiert (Abb. 4, Abb. 5). Die Entnahme erfolgte aus
folgenden GefdBlokalisationen: |

A. femoralis superficialis
Aorta abdomialis

A. carotis

Aortocoronare Venenbypidsse
Aa. coronariae (RCA, LCA)

i

{

Bei der operativen Entnahme war die Ausbeute an Plaquematerial deutlich hdher
als bei der perkutanen intervention. Das Gesamt-Feuchtgewicht des extrahier-
ten Gewebes lag bei 15 371 mg, auf Primidrstenosen entfielen 12 535 mg, auf
Restenosen 2 836 mg.

Das Gewicht des extrahierten Plaquematerials pro Eingriff schwankte extrem
und reichte von 38 mg bis 3 204 mg, das durchschnittliche Gewicht bei opera-
tiver Entnahmen betrug 732 £ 935 mg (X * SD).

ErwartungsgemdB zeigte sich eine klare Korrelation zwischen dem GefdBkaliber
und dem pro Eingriff entnommenem Plagquemateriat:

A. coronaria: 219 * 176 myg (X £ SD)

A. carotis: 519 * 280 mg (X * SD)
A. fem.sup.: 1008 £ 823 mg (X * SD)
Aorta abd.: 3076 £ 128 mg (X £ SD}

Insgesamt lag das Feuchtgewicht des intraoperativ entfernten Plaguegewebes
deutlich iiber dem mit dem p-SAC entfernten. Inwieweit dies eine Auswirkung
auf die proliferative Effizienz und die Populationsverdopplungsraten hat, wird in
Abschnitt D.1.6.2. u. D.1.6.3. dargestellt.

Ebenso wie beim perkutan extrahierten Gewebe konnten aus 100 mg Plaquege-
webe etwa 50 000 Zellen isoliert werden. Die Zahl der Zellen, die sich nicht auf
dem Substrat absetzen konnten lag deutlich iiber 50 %.
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1.2. Aufarbeitung des Plaquematerials

Um aus dem extrahierten Plaquematerial Zellen zu gewinnen wurden zwei
Techniken angewendet (Ubersichtsdarsteltung in Abb. 6):

1. Die Explantat-Technik

2. Die enzymatische Disaggregation

1.2.1. Explantat~Technik

Bei der Explantat~Technik kam es in der Regel nach 3 - 4 Tagen zum Auswach-
sen der ersten Zeilen aus dem explantierten Gewebe~Stiickchen. Voraussetzung
hierfiir war allerdings, daB das Explantat festen Kontakt zur Bodenfliche finden
konnte. In etwa 25% der explantierten Plaquestiickchen bildete sich ein dichter
Zellrasen um das explantierte Plaquestiickchen (Abb. 7).

Der ProzeB des Auswachsens aus dem Explantat gliedert sich in Migration und
Proliferation. Teilweise handelt es sich hierbei somit um eine Wiederholung des
Vorgangs bei der Atherogenese, da die Zellen in der Plaque bereits von der Me-
dia in den subendothelialen Raum ausgewandert sind, nachdem sie die Transfor-
mation vom kontraktilen Mediamyozyten zum metabolisch aktiven Myozyten
durchgemacht haben.

Die Zellen, die aus dem Explantat auswachsen, stellen somit eine Selektion von
Zellen dar, die bereits zum zweiten Mal die Migration und Proliferation durch-
fiihren kénnen. Da dariiberhinaus nicht alle Zellen gleichzeitig aus dem Explan-
tat migrieren und proliferieren, erhdlt man Zellen mit unterschiedlichem und
schwer abschidtzbaren in vitro-Alter. Aus diesem Grunde wurden Zellen, die
durch Explantat-Technik gewonnen wurden, nicht fiir Proliferationsstudien her-

angezogen.

1.2.2.Enzymatische Disaggregation
Bei dieser Technik werden alle Zellen, die im Verlauf der Atherogenese einmatl
die Migration und Proliferation aus der Media in den subendothelialen Raum

durchgefiihrt haben, aus der atherosklerotischen Plaque isoliert.

Da die Losung aus dem Plaquegewebe fiir alle Zellen gleichzeitig erfolgt, haben
alle Zellen das gleiche in vitro Alter. Allenfalls wire eine gewisse Selektion von
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Isblierung von Isolierung von
glatten Muskelzellen Endothelzellen
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Enzymatische  Explantat-Technik
Disaggregation

Abb. 6: Aufarbeitungsiibersicht fiir die {solierung von Zellen aus Plaquematerial:
Isolierung von glatten Muskelzellen: Enzymatische Disaggregation und Explan-
tat-Technik. Isolierung von Endothelzellen: Enzymatische Disaggregation.

o Lok ML ote

Abb. 7: Explantat-Technik: Nach 3 Wochen haben sich um die explantierten
Plaquestiickchen dichte Zellhdfe gebildet. Coomassie-Giemsa-Fidrbung. Ver-

groBerung: 5-fach.
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Zellen zu diskutieren, die gegen die Enzymlosung resistent sind. Im Gegensatz
zur Explantat-Methode miissen diese Zellen nicht ein zweites Mal die Migration
durchfiihren.

Diese Zellen sind sehr gut fiir Proliferationsstudien in vitro geeignet.

1.3. |dentifizierung der Zellen und Zytoskelett ~ Darstellung

Jede eukaryontische Zelle ist von einem komplexen Netzwerk aus Proteinfasern
durchzogen. Dieses sogenannte Zytoskelett spielt eine wichtige Rolle bei intra-
zelluldren Transportvorgdngen, Zeilbewe‘gung, Zellteilung und der Aufrechter-
haitung der Zellgestalt. im Einzelnen unterscheidet man drei Hauptbestandteile:

- Aktin-haltige Mikrofilamente mit einer Dicke von 6 nm
- Intermedidre Filamente mit einer Dicke von 7 «11 nm
- Mikrotubuti mit einer Dicke von etwa 20 nm

Glatte Muskelzellen zeichnen sich durch das Vorkommen von glattmuskuldrem
a-Aktin im Zytoskelett aus [149,205,206]. 1985 und 1986 ist es gelungen, ge-
gen das N-terminale Ende des glattmuskultren a-Aktins monoklonale Antikor-
per herzustellen [85,183]. Diese Antikdrper sind kommerziell erhdltlich (siehe
Abschnitt B 2.4.) und wurden in den dargestellten Untersuchungen zur Zelliden-
tifikation eingesetzt. Uber 80% der isolierten Zellen zeigten eine positive Reak-
tion mit Antikérpern gegen glattmuskuldres a-Aktin (Abb. 8, Abb. 9) und konn-
ten somit als glatte Muskelzellen (SMC) identifiziert werden [42,49].

Bei der Gruppe der intermedidren Filamente lassen sich drei Gruppen unter-
scheiden [121,122,193].

Die Mehrheit der isolierten SMC zeigte eine positive Reaktion mit Antikérpern
gegen Vimentin (Abb. 10). Die Vimentinfasern durchzogen als wellenformige Fa-
sern mit strahlenférmigem Verlauf das Zytoplasma, wie bereits fiir 3T3-Zellen
beschrieben [72]. Nur etwa 1% der kultivierten SMC reagierte positiv mit Anti-
kérpern gegen Desmin. Die Mikrotubuli crdneten sich als "Microtubule Organi-
zing Centers" um den Zelikern an und strahlten als Netzwerk bis in die klein-

sten Zellausldufer (Abb. 11).
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Abb. 8: Durch positive Reaktion mit monoklonalen Antikérpern gegen glattmus-
" kuliires a-Aktin konnte die weit liberwiegende Zahl der Plaquezellen als glatte
Muskelzellen identifiziert werden. Auflichtfluoreszenz. VergroBerung: 450-fach.

Abb. 9: Positive Reaktion mit monoklonalen Antikérpern gegen glattmuskuléres
o-Aktin. Auflichtfluoreszenz. VergréBerung: 700-fach.
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Abb. 10: Vimentin-Darstellung bei SMC aus stenosierendem Plaquematerial. Die
Vimentin~Biindel verlaufen strahlenformig von der Umgebung des Zellkerns zur
Peripherie. Auflichtfluoreszenz. Vergroferung: 570-fach.

Abb. 11: Darstellung der Mikrotubuli mit indirekten Immunfluoreszenz. Von sog.
"Mikrotubuli-Organizing Centers' im perinukledren Bereich verlaufen die Mikro-
tubuli in Richtung Zellperipherie. Auflichtfluoreszenz. VergroBerung: 570-fach.
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v
Abb. 12: Endothel-Zellen mit typischem 'cobblestone’'-Wacistumsmuster.
Coomassie-Giemsa-Fidrbung. VergréBerung: 175-fach.

Abb. 13: Positive Reaktion mit Fator-Vill assoziiertem Antigen zur Identifikation
von Endothelzellen. Auflichtfluoreszenz. VergroBerung: 700-1ach.
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Lediglich bei korenarem Plaquematerial zeigten sich vereinzelt Endothelzellen in
Kultur (Abb. 12). Die Identifikation konnten durch positive Reaktion mit Antikor-
pern gegen das Faktor Vill-ussozierte Antigen (Abb.13) durchgefiihrt werden
[107]. Da die Kulturbedingungen jedoch nicht fiir Endothelzellen ausgelegt wa-
ren, war ein Nachweis dieser Zellen bereits in der ersten Subkuttur nicht mehr
maglich.

1.4. Morphologie der Plaquezellen

Nach Aussaat und Absetzen der Zellen nchmen die SMC eine spindelférmige
Gestalt an. Obwoh! die GroBe der einzelnen Zellen erheblich schwankte, hatte
die Mehrheit der ausgebreiteten Zellen in etwa eine Lange von etwa 100 - 200
pum und eine Breite von 20 - 50 pm. Mit zunehmendem Alter und abnehmendem
Zellwachstum vergroBerte sich der Zellumfang und nahm eher segelférmige
Umnrisse an, die an Fibroblasten erinnerten. im Gegensatz zu Endotheizellen sind

SMC kaum kontaktinhibiert; aus diesem Grunde kam es nach Erreichen der Kon-
fluenz zur Ausbildung des fiir SMC typischen "hill and valley"~-Musters (Abb 14).

Abb. 14: Das Ausbilden des 'hill and valley’ - Musters entsteht durch das Uber-
einanderschichten der Zellen und ist ein morphologisches Merkmal zur Identifi-
zierung von glatten Muskelzellen. Phasenkontrast. Vergréferung: 35-fach.
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Ein weiteres typisches Merkmal von kultivierten SMC ist in der Bildung von
"nodules" {Abb. 15, Abb. 16) zu sehen. Hierunter versteht man lokale Uberein-
anderschichtungen der Zellen bereits vor Erreichen der Konfluenz. Sowohl die
Bildung der "hill and valley"-Strukturen als auch die Bildung der "nodules" sind
typisch fiir SMC, die zusdtzlich zur indirekten Immunﬁuoreszenz-Mikroskbpie

zur Zellindentifikation herangezogen werden konnen.

#

Abb. 15: Kultivierte glatte Muskeizellen mit sogenannten 'nodules’, einem typi-
schem morphologischem Kennzeichen fiir glatte Muskelzellen. Phasenkontrast.

VergroBerung: 35-fach.

1.5. Klonierungseffizienz

- Mit SMC -aus der unveriinderten GefidSwand konnten in wenigen Versuchsan-
sdtzen definierte Klone erhalten werden. Wegen der geringen und stark schwan-
kenden Anzahl der Klone konnte jedoch eine Klonierungseffizienz nicht angege-
hen werden. Mit SMC aus primdrstenosierenden atherosklerotischen Ldsionen
gelang iiberhaupt keine Klonierung, bei restenosierenden Lisionen wurden klon-
dhnliche Strukturen erzielt. Da diese Strukturen jedoch nicht eindeutig auf eine
Ausgangszelle zuriickgefiihrt werden konnten, war auch hier die Angabe einer

Klonierungseffizienz nicht moglich.
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Abb. 16: Zahlreiche 'nodules’ in einer Kultur von glatten Muskelzellen..

Coomassie-Giemsa-Fdrbung. VergroBerung: 85-fach.

1.6. Wachstumsverhalten der Plaquezellen

1.6.1. ZellgroBenverteilung

Detaillierte Bestimmungen der Zellgrofenverteilung wurden erst in der ersten
Subkultur durchgefiibrt, da die Zellzahl in Primdrkulturen nicht ausreichend war.
Bei allen Plaquezellen zeigte sich ein hoher Anteil an Zelldebris, der bei SMC
aus der unverdnderten GefdBwand nicht beobachtet wurde. Bei Plaquezellen aus
primdr-stenosierenden Lésionen (Abb. 17 A) war der Anteil an Zelldebris héher
als bei Plaquezellen aus restenosierenden Ldsionen (Abb. 17 B). Mit zunehmen-
dem in vitro-Alter kam es bei Plaquezellen aus restenosierendem Gewebe eben-

falls zu einem Ansteigen des Zelldebris [49].

Ein weiterer wichtiger Unterschied zu SMC aus der gesunden GefdBwand wurde
bei der ZellgréBenverteilung der isolierten Plaquezellen deutlich. Wihrend bei
SMC aus der unverdnderten GefdBwand lediglich eine Hdufung der Zelldurch-
messer beobachtet wurde, konnten bei allen Plaquezellen zwei Durchmesser-
maxima beschrieben werden (Abb. 17). Unter der Vorsteltung, dafl es sich hierbei
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um zwei Subpopulationen handeln konnte, wurden die beiden Maxima SP-1 und
SP-2 genannt. Fiir die SMC aus Plaquematerial, das mit dem p~SAC extrahiert
wurde (p-SAC-SMC), ergaben 18.6 £ 5 pym (X £ SD) fiir die SP-1und 27.1 3 ym
(X * SD) fiir die SP-2. Obwoh! auch bei Plaguezellen aus primir-stenosierenden
Lasionen die Mehrheit der Zellen zur SP-1 gehidrte (Abb. 17 A), war bei Plaque-
zellen aus restenosierendem Gewebe dieser Prozentsatz noch hgher.(Abb. 17 B).

A CAL.1CASY_150.088
KAPILLARE! 158 mn
PARTIKEL! 18.2 mn
SKALIERUNG ! 8

STATISTIK!?

MESSVOLUMEN:
6 x 400 mul

COUNTS t 49783
CUUNTS/nl: 20742

COUNTS/MESSUNG !
HESSUNG 1: 8066
MESSUNG 2: 7993
HMESSUNG 3: 8096
MESSUNG 4: ASA3
HESSUNG St 8383
HMESSUNG 6: 8628
MITTELMERT! 8297

COUNTS >40un:0

B CAL.:CASY._158.De8
KAPILLARE: 150 ar
PARTIKELI 108.2 pn
SKALIERUNG:8

cL:g
CR:450 STATISTIK:

NESSUDLUMEN:
2 x 408 nul

COUNTS T 32719
COUNTS/ml: 488968

COUNTS/MESSUNG?
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HESSUNG 2: 16281
HESSUNG 3: 8
MESSUNG 4: 8
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HITTELMERT: 16339

COUNTS >48un:0

Abb. 17: Darstellung der ZellgréBenverteilung von glatten Muskelzellen aus pri-
mir-stenosierendem (A) und aus re-stenosierendem Plaquematerial (B). Es
kénnen zwei Subpopulationen (SP-1 und SP-2) unterschieden werden.
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1.6.2. Proliferative Effizienz

Die Kultivierung von Plaquezellen erwies sich erwartungsgemdB als schwierig.
Obwohl es in fast allen Fillen gelang, einige SMC zu isolieren und in die Kultur-
schale zu transferieren, war es nur wenigen Zetlen maoglich, sich auf dem Sub-
strat abzusetzen und mit der Proliferation zu beginnen.

In den Fdllen, in denen die Proliferation begonnen wurde, kam es in einigen Fiillen
zum spontanem Einstellen der mitotischen Tdtigkeit, bevor gentigend Zellen fiir
die Aussaat einer Wachstumskurve vorlagen.Um eine Wachstumskurve iiber den
Zeitraum ven etwa 14 Tagen mit Doppel - bzw. Dreifach-Kontrollen durchfiihren
zu konnen, werden bei der angestrebten Aussaatdichte von 2000-3000 Zel-
len/cm? etwa 500 000 bis 750 000 Zellen bendtigt.

Die proliferative Effizienz "E" in Prozent wurde definiert als die Anzahl der Ge-
webeproben, aus denen sich iiber 500 000 Zellen ziichten lieBen / Gesamtzahl
der aufgearbeiteten Proben x 100. Sie gibt somit den Prozentsatz der Gewebe-
proben an, aus denen sich eine Wachstumskurve etablieren liefl.

Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse errechnet:

Fiir die gesamte Patientengruppe ohne weitere Einschrinkung ergab sich eine
proliferative Effizienz von 34%. Hierbei machte es keinen nennenswerten Un-
terschied, ob das Plaquematerial mit dem p-SAC oder intraoperativ entfernt
wurde: 30% proliferative Effizienz in der p-SAC-Gruppe, 38% in der OP-Grup-

pe.

Interessant war die Untergliederung der gesamten Patientengruppe nach Pri-
midrstenosen und nach Restenosen. Bei primédr-stenosierendem Plaquematerial
betrug die proliferative Effizienz 24%, bei re-stenosierendem Plaquematerial
jedoch 77%. Dieses Ergebnis weist auf einen aktivierten Zustand der Plaquezel-
len aus restenosierendem Plaquegewebe hin.

Die weitere Untergliederung der Primérstenosen und Restenosen, je nachdem
welche Technik zur Extraktion des Plaquematerial angewendet wurde, bestitigte
bei beiden Techniken den aktivierten Zustand der SMC aus restenosierendem
Plagquematerial:
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Fiir Primdrstenosen ergab sich in der p-SAC-Gruppe eine proliferative Effizienz
von 20%, in der OP-Gruppe von 28%. Obwohl beide Werte klar unter der pro-
liferativen Effizienz fiir re-stenosierendes Plaquematerial lagen, ergab sich
somit bei operativ entferntem Plaquematerial eine etwas héhere proliferative
Effizienz. Bei restenosierendem Plagquematerial wurden bei beiden Extraktions-
techniken wesentlich hohere Werte erzielt: 66% proliferative Effizienz in der
p-SAC- Gruppe und sogar 100% in der OP-Gruppe. Operativ extrahiertes Ge-
webe lieB sich auch hier ofter zur Anlage einer Wachstumskurve verwenden als
p-SAC- Material.

Zusammenfassend war bei restenosierendem Plaquematerial die proliferative
Effizienz mit 77% signifikant erhdht im Vergleich zu primdrstenosierendem Pla-
quematerial mit 24%. Bei operativer Plaqueextraktion lagen die Werte jeweils
hoher als bei Plaqueextraktion mit dem p-SAC.

Ein EinfluB des Patientenalters auf die proliferative Effiziens des Plaquemateri-
als wurde nicht beobachtet. Sowohl bei Primidrstenosen wie bei Restenosen lag
das Patientenalter durchschnittlich immer zwischen 60 und 70 Jahren.

1.6.3. Wachstumsraten ,

Trotz optimierter Kulturbedingungen konnte nur aus einem relativ geringen Teil
der aufgearbeiteten Proben geniigend Zellen fiir einen Proliferationstest ge-
ziichtet werden. Um die Wachstumsraten der SMC aus atherosklerotischem
Plaquematerial (Plaque-SMC) einordnen zu kdnnen, bietet sich der Vergleich
mit SMC aus der unverénderten GefdBwand (Media-SMC) an. Die Wachstumsra-
ten fiir Media~-SMC werden mit etwa 0.35 PD/Tag angegeben [40], bei eigenen
Untersuchungen erreichten Media-SMC ein Wachstum von 0.4 PD/Tag (siehe

Abschnitt D.2.1.).

Ohne Beriicksichtigung der Extraktionstechnik ergaben sich fiir alle vorliegen-
den Wachstumskurven von Primdr-SMC in der ersten Passage ein Wachstum von
0.220 £ 0.1 PD/Tag (X * SD). Diese Zaht liegt unter der Wachstumsgeschwindig-
keit der SMC aus der unvertinderten GefdBwand. Aus Abb. 3 geht hervor, daB bei
einem Patienten die Primir-SMC ein Wachstum von 0.487 PD/Tag aufwiesen.
Bei diesem 58 jdhrigem Patienten wurde die Plaqueextraktion mit dem p-SAC
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durchgefiihrt. Wdhrend des Eingriffs kam es zur Perforation der Gefdiwand mit
dem Katheter, so daf} bei der Plaqueextraktion wohl auch Anteile der Media ent-
nommen wurden. Hieraus erkldrt sich die hohe Wachstumsrate, die itber der
sonst fiir Primdr-SMC typischen Wachstumsrate liegt.

Bei SMC aus restenosierenden Ldsionen zeigte sich ein deutlich erhohtes Wach-
stum der Zellen [44,49,51,53,213]. Aus den graphischen Darstellungen (Abb. 18,
Abb. 19) wird das unterschiedliche Wachstum besonders deutlich. Bei Zugrunde~
legung aller verfligharen Kurven ohne Unterscheidung zwischen p-SAC-Extrak-
tion und operativer Extraktion des Pluquematerials ergab sich durchschnitt-
lich in der ersten und zweiten Passage ein Wachstum von 0.550 * 0.1 PD/Tag (X
* SD). Diese Rate liegt klar liber den durchschnittlichen Raten fiir Primdr-SMC
und fiir SMC aus der unverdnderten GefiBwand. In einem Fuall (siehe Tabelle) ei-
nes 52 jihrigen Patienten war das Wachstum der Plaquezellen so extrem ge-
steigert (0.750 PD/Tag), daB fast die Wachstumsgeschwindigkeit von malignen
Tumorzellen erreicht wurde (die Fibrosarkom-Zellinie "SSK 2" erreichte im La-
bor beispielsweise eine Wachstumsrate von 0.8 PD/Tag).

Die weitere Untergliederung der Primdr-SMC und der Re~-SMC nach der ange-
wendeten Extraktionstechnik lieferte dhnliche Ergebnisse:

Soweit es sich um primdrstenosierendes Plaquematerial handelte, lagen die
durchschnittlichen Wachstumsraten fiir p-SAC-SMC mit 0.257 % 0.1 PD/Tag (X
* SD) etwas iiber den durchschnittlichen Wachstumsraten fiir OP-SMC mit 0.191
* 0.05 PD/Tag (X £ SD). In beiden Fillen sind die Wachstumsraten wieder deut-
lich erniedrigt im Vergleich zu den SMC aus der unverinderten Gefdfiwand.

Wenn restenosierendes FPlaquegewebe kultiviert wurde, betrugen die Wachs-
tumsraten fiir p-SAC-SMC 0.592 % 0.1 PD/Tag (X * SD) und fiir OP-SMC
0.508 #* 0.2 PD/Tag (X * SD) und lagen somit unabhéngig von der Extraktionsme-
thode deutlich im stimulierten Bereich. Die Methode der Plaqueextraktion spiel-
te weder bei Primtr-SMC noch bei Re-SMC eine Rolle. immer waren die Pri-
mir-SMC in ihrem Wachstum deutlich verlangsamt, die Re~SMC klar stimuliert.

Das extrem gesteigerte Wachstum der Re-SMC blieb iiber mehrere Passagen
erhalten, bevor die Wachstumsraten sich wieder verlangsamten und schlieBlich
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Abb. 18: Wachstumskurve fiir SMC aus primir- und re-stenosierendem Plaque-
material der A. fem. sup. (operative Entnahme). SMC aus re-stenosierendem
Plaquematerial zeigen ein deutlich erh6htes Wachstum.
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Abb. 18: Wachstumskurve fiir SMC aus primdr- und re-stenosierendem Korona-
rem Plaquematerial (operative Entnahme). Die Wachstumsraten der SMC aus
re-stenosierendem Plaquematerial sind deutlich stimuliert.




- 47 -

eine Seneszenz der Re-SMC zu heobachten war. Dieser Ablauf kann anhand der
Tabelle nachvollzogen werden: Bei p-SAC Restenose Pat. Nr. 1 betrug das
Wachstum in der ersten Passage 0.525 PD/Tag, in der zweiten Passage 0.499
PD/Tag und in der sechsten Passage 0.245 PD/Tag. Eine Seneszenz der Zellen
trat erst in der zehnten Passage auf.

Bei den untersuchten SMC aus restenosierendem Plaguematerial trat die Se-
neszenz der Plaquezellen um so frither auf, je schneller das Wachstum in den
frilhen Passagen war. Wihrend bei p~SAC Restenose Pat. Nr. 1 mit einer maxi-
malen Wachstumsrate von 0.525 PD/Tag die Seneszenz erst in der zehnten
Passage erreicht wurde, trat sie bei p-SAC Restenose Pat. Nr. 2 mit einer ma-
ximalen Wachstumsrate von 0.798 PD/Tag bereits in der fiinften Passage auf.
Diese Zusammenhdnge missen sicherlich noch an einer gréBeren Anzahl von
Restenosen untersucht werden.

Basierend auf unterschiedlichen Zelldurchmessern konnten zwei Subpopulatio-
nen der SMC unterschieden werden. Ein unterschiedliches Wachstumverhalten
der SMC in Abhdngigkeit vom Zelldurchmesser war zwar in einzelnen Fillen
nachweisbar, bei genauer Analyse aller zur Verfiigung stehender Daten zeigte
sich jedoch kein signifikanter Unterschied im Wachstumsverhalten. Bei Primdr-
SMC waren beide Populationen verlangsamt, bei Re-SMC beide Populationen
stimuliert {Abb. 20 - Abb. 24). Es spricht daher von seiten des Wachstumsver-
haltens nichts dafiir, daB die Zellen der SP-1 die aktive Rolle bei der Prolifera-
tion libernehmen, bzw. daB die Zellen der SP-2 aus seneszenten und hypertro-
phierten Zellen besteht.
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Abb. 20: Wachstumskurve fiir SMC aus primidr-stenosierenden Plaquematerial
der A. fem. sup.. Das Wachstum beider Subpopulationen (SP-1 und SP-2} ist

vermindert.
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Abb. 21: Wachstumskurve fiir SMC aus restenosierendem Plaquematerial der A.
fem. sup.. Beide Subpopulationen zeigen ein deutlich gesteigertes Wachstum.
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Abb. 22: Wachstumskurve fir SMC aus primdr-stenosierendem koronarem
Plaquematerial. Das Wachstum beider Subpopulationen ist vermindert.
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Abb. 23: Wachstumskurve fiir SMC aus re-stenosierendem korenarem Plaque-
material. Beide Subpopulationen zeigen ein deutlich erhéhtes Wachstum.
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1.7. Migrationsverhalten der Plaquezellen

SMC wurden aus restenosierendem Plaquematerial der A. fem. sup. isoliert und
kultiviert. In der sechsten Passage wurden sie fiir den Migrationstest in 6-Loch-
schalen ausgesiit und bis zur Konfluenz angeziichtet. Der Migrationstest wurde
wie in Abschnitt C 2.3 beschrieben durchgefihrt.

1.7 .1. Migration pro mm Wundrandldnge

Die Ermittlung der Zellmigration pro mm Wundrandlidnge erfolgte durch Auszidh-
len der gefdrbten Zellkerne nach einer Migrationszeit von 48 Std (Abb. 24). Im
ersten Versuch schwankte die Zellzahl/mm zwischen 95 und 166, durchschnitt-
lich ergaben sich 125 % 26 Zellen/mm Wundrandlinge. Im zweiten Versuch lag
der niedrigste Wert bei 63 Zellen, der hochste bei 126 Zellen, durchschnittlich
bedeutete dies eine Migration von 96 * 20 Zellen/mm Wundrandldnge. Beim
dritten Ansatz schwankte die Zellzahl/mm zwischen 79 und 158, durchschnitt-
lich ergab dies 111 £ 27 Zellen/mm Wundrandltinge. Bei allen durchgefiihrten

Versuchen zusammengerechnet schwankte die Zelizahl der pro mm ausgewan-
derten Zellen zwischen 63 und 158, der Mittelwert ergab 111 £ 27 Zellen/mm
Wundrandldnge.

Abb. 24: Migration von glatten Muskelzellen iiber den kiinstlich geschaffenen
Wundrand (WR) in den zellfreien Raum (ZFR), Migrationszeit 48 Std.
Coomassie-Giemsa- Fdrbung. VergréBerung: 170-fach.
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1.7.2. Migrationsgeschwindigkeit
Fiir die Berechnung der Migrationsgeschwindigkeit wurde die von der vordersten
Zellfront zuriickgelegte Strecke auf die Zeit seit Beginn der Migration bezogen.

Im ersten Versuch betrug die durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit der
Zellen 20.7 * 1.6 ym/Std (x £ SD). Die Geschwindigkeit der schnellsten Zell-
front betrug 23 um/Std, die der langsamsten 19 pm/Std. Der zweite Versuch
lag in der Durchschnittsgeschwindigkeit mit 18.4 * 1.4 ym/Std (X * SD) etwas
unter dem ersten Versuch, die Geschwindigkeiten der einzelnen Fronten
schwankten zwischen 16 und 20 pm/Std. Beim dritten Versuch betrug die
Durchschnittsgeschwindigkeit der Zellen 16.9 * 1.8 um/Std (X t SD), die
schnellste Front bewegte sich mit 20 pm/Std, die langsamste mit 15 um/Std.
Im vierten Yersuch lag die Durchschnittsgeschwindigkeit bei 15.3 * 1.1 ym/Std (X
+ SD), die Geschwindigkeiten der einzelnen Fronten variierten zwischen 14 und
17 um/Std.

Bei allen durchgefiihrten Versuchen zusammen betrug die durchschnittliche Mi~
grationsgeschwindigkeit 17.9 * 2.5 ym/Std (X t SD); die schnellste Zellfront
migrierte mit 23 pm/Std, die langsamste mit 14 pm/Std.

2. Einfliisse quf das Wachstumsverhaliten

2.1. Adhdsionsfaktoren

in einer Modifikation des Adhdsionsassays von Bjérkerud [19] wurde von Dartsch
et al. gezeigt [49], daB Plaguezellen langsamer auf Kollagen Typ | beschichteten
Platten adhdhierten als SMC aus unverinderten Gefdfwand. Im folgenden wurde
untersucht, ob das Wachstumsverhalten von Plaquezellen durch Beschichtung
der Kulturplatten mit lathyritischem Rattenkollagen Typ | beeinflusst wird.

SMC aus atherosklerotischem Plaquegewebe (Re-SMC) und SMC aus der unver-
dnderten GefdBwand wurden auf Kollagen Typ | beschichteten Kulturschalen
kultiviert. Hierbei zeigte sich, daf Re-SMC auf den kollagenbeschichteten Plat-
ten ein reduziertes Wachstum hatten (Abb. 25). Bei SMC aus der unverdnderten
GefidBwand (Abb. 26) hatte die Kollagenbeschichtung keinen Einflufi auf die Zell-

protiferation [49].
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Abb. 25: Kultivierung von glatten Muskelzellen aus restenosierendem Plaque-
material auf unbeschichteten Kulturschalen und auf Kulturschalen, die mit la-

thyritischen Rattenkollagen Typ I beschichtet wurden.
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Abb. 26: Kultivierung von glatten Muskelzellen aus der unverdnderten GefdfB-
wand auf unbeschichteten Kulturschalen und auf Kulturschalen, die mit lathyri-

tischem Rattenkollagen Typ | beschichtet wurden.
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2.2. Serumkonzentrationen

In der Literatur [164] wurde berichtet, dufl Plaquezellen aus primdrstenosieren-
den Ldsionen der A. fem. sup. nicht auf verschiedene Serumkonzentrationen von
1 - 10% reagieren. In unseren Experimenten zeigte sich jedoch sowohl bei Pri-
mdr-SMC, als auch bei Re-SMC eine klare Abhdngigkeit der Zellproliferation
von der Konzentration des zugegebenen Serums (Abb. 27).

Aus der Darstellung der Populationsverdopplungsraten/Tag in Abhingigkeit von
der Serumkonzentration (Abb. 28) kann man ablesen, daB sowohl bei Primdr-
SMC, wie auch bei Re-SMC eine Stttigungsgrenze der Stimulierbarkeit erreicht
wird. Die Steigerung von 15% Serumgehalt auf 20% bewirkt nur noch eine relativ
geringe Erhdhung der Zellproliferation. Die Siittigungsgrenze diirfte im darge-
stellten Versuch fiir Primidr-SMC etwa bei 0.31 PD/Tag liegen, fiir Re~-SMC mehr
als doppelt so hoch bei 0.66 PD/Tag.

Im Einzelnen wurden folgende Werte fiir die Populationsverdopplungsraten/Tag

errechnet:
' Serumkonzentration Primdr-SMC Re-SMC
0% Absterben der 0.038 PD/Tag
7 Zellen
1% 0.075 PD/Tag 0.099 PD/Tag
5% 0.143 PD/Tag 0.443 PD/Tag
10% 0.267 PD/Tag 0.557 PD/Tag
15% 0.307 PD/Tag 0.640 PD/Tag
20% 0.312 PD/Tag 0.658 PD/Tag

Die Wachstumsraten der Re-SMC lagen bei allen Serumkonzentrationen deut-
lich iiber den Wachstumsraten fiir Primdr-SMC. Ohne Serumzusatz zeigten nur
die Re-SMC ein geringes Wachstum, die Primdr-SMC vermehrten sich Uberhaupt
nicht, sondern gingen sogar langsam zu Grunde. Bei einer Serumkonzentration
von 1% lagen die Wachstumsraten fiir Primdr-SMC und Re-SMC relativ dicht
beieinander, die PD/Tag der Re-SMC betrug nur 1.3 x des Wertes fiir Primdr-
SMC. Die gréBiten Unterschiede wurden bei 5% Serum erzielt: Die PD/Tag fiir

Re-SMC war 3.1 x so hoch wie die der Primdr-SMC. Bei einer Serumkonzen- |
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Abb. 27: Darstellung der Auswirkung verschiedener Serumkonzentrationen auf
das Wachstum von SMC aus primdr-stenosierenden {A) und re-stenosierenden

Ldsionen (B).
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tration von 10%, 15% und 20% lag die Wachstumsrate der Re-SMC konstant 2.1
% hoher als die der Primdr-SMC.

Ein weiterer inteéressanter Befund war, dall mit Zunahme der Serumkonzentra-
tion die prozentuale Steigerung der Populationsverdopplungsrate/Tag immer
geringer wurde. Im Einzelnen zeigten sich folgende Werte:

Relative Steigerung der PD/Tag in Prozent bei Erhdhung der Serumkonzentrati-
on ("Wachstumsbeschleunigung'):

Serumkonzentration Primdr-SMC Re-SMC
von 0% auf 1% keine Steigerunyg + 154 %
von 1% auf 5% + 91% + 347%
von 5% auf 10% + 87% + 26%
von 10% auf 15% +15% + 15%
von 15% auf 20% + 2% + 2%

Wie bereits angedeutet, nahm der Effekt der Serumkonzentrationserhéhung bei
héheren Serumkonzentrationen bei Primdr-SMC und bei Re-SMC ab, bei 15%
und 20% sind die Werte sogar identisch. Re-SMC reagierten bereits bei geringen
Serumkonzentrationen vehement, die Steigerung von 1% auf 5% bewirkte eine
Steigerung der PD/Tag um enorme 347%. Die PD/Tag steigt zwar noch an bei
Erhohung der Serumkonzentration, aber die Steigerungsraten sind relativ gering
mit 26%, 15% und 2%.

Bei Primidr~SMC sind die Steigerungsraten insgesamt niedriger, das Maximum
der Wachstumsratensteigerung wird aber ebenfalls bei der Erhohung der Se-
rumkonzentration von 1% auf 5% erreicht, hdlt aber nahezu unverdndert beim
Erhdhen der Serumkonzentration von 5% auf 10% an,

2.3. Konditionierte Medien

In mehreren Publikationen wurde berichtet, daB von Plaquezellen eine mitogene
Aktivitdt ins Kulturmedium sezerniert wird [125,133,141]. Wie in Abschnitt D.
1.6.3. dargestellt, zeigten Re-SMC ein signifikant hdheres Wachstum als Pri-
mar-SMC. Um zu untersuchen, ob von den schnell wachsenden SMC eine mito-
gene Aktivitit ins Kulturmedium sezerniert wird, entnahmen wir Kulturmedium
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Abb. 28: Vergleich der Populationsverdopplungsraten von SMC aus primir-ste-

nosierendem und re-stenosierendem Plaguematerial bei unterschiedlichen Se-

rumkonzentrationen. Bei 5% Serumanteil ist der Unterschied am gréfiten.
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Abb. 29: Der Einflub konditionierter Medien auf das Zellwachstum. Das Medium
von Kulturen mit SMC aus restenosierenden Lisionen stimuliert das Wachstum

von SMC aus primdrstenosierenden Lidsionen. Das Medium von Fibroblasten-
Kulturen inhibiert das Wachstum der SMC.
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von Re-SMC in der log-Phase. In den Kontrollschalen wurde ein Medium verwen-
det, das von Primidr-SMC in der log-Phase entnommen wurde, um gleiche Aus-
gangsbedingungen zu schaffen. Mit diesen Konditionierten Medien wurden nun
langsam wachsende Primdr-SMC kultiviert. Bei jedem Mediumwechsel wurde
wiederum nur konditioniertes Medium verwendet. Nach 7 Tagen Kultivierung mit
konditionierten Medien erfolgte die Bestimmung der Zellzahl mit dem Zellzdhl-
gerit. Wie aus Abb. 29 ersichtlich, wurde das Wachstum der Primdr-SMC durch
das Re-SMC konditionierte Medium deutlich gesteigert. Dies scheint darauf
hinzudeuten, dafl Re-SMC eine mitogene Aktivitit ins Kulturmedium sezernie-
ren.

Wie bereits in der Einleitung erldutert wurde, scheinen auf zelluldrer Ebene die
Migration und Proliferation die zentralen Ereignisse bei der Atherogenese zu
sein. Interessanterweise erfolgt die Migration der SMC jedoch immer in Rich-
tung Endothel bzw. GefdlBlumen.

Um eine Beeinflussung des Wachstumsverhaltens von SMC durch die Fibrobla-
sten der Adventitia zu untersuchen, wurden Fibroblasten aus dermatologischen
Operationspridparaten isoliert und kultiviert (siehe Kapitel C.1.3.). Von den proli-
ferierenden Fibroblasten wurde in der log- Phase Kulturmedium entnommen und
fiir die Kultivierung der langsam wachsenden Primdr-SMC verwendet. Das Me-
diumn in den Kontrollschalen stammte aus der log-Phase von Primdr-SMC, um
einen Verbrauch der normalerweise vorhandenen Wachstumsfaktoren auszu-
schlieBen. Bei jedem Medienwechsel wurden wiederum nur die entsprechend
konditionierten Medien verwendet. Nach 7 Tagen Kultivierung mit konditionier-
ten Medien erfolgte die Ermittlung der Zellzahl. Wie aus Abb. 29 hervorgeht,
wurde das Wachstum der Primdr-SMC um fast 50% durch Fibroblasten-konditi-
oniertes Medium gehemmt. Diese Ergebnisse scheinen darauf hinzudeuten, daB
Fihroblasten eine inhibierende Aktivitdt in das Kulturmedium sezernieren.

2.4. ECGF und PDGF -

Wachstumsfaktoren scheint eine wichtige Rolle bei der Atherogenese zuzukom-
men. Daher wurde im folgenden der EinfluB von ECGF und PDGF auf kultivierte
Plaquezellen aus primdr- und restenosierendem Plaquematerial untersucht. Die
Konzentration des ECGF betrug 100 pg/ml, des PDGF 5 ng/ml. Unter der Einwir-
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Abb. 30: Der EinfluBl von ECGF nach 5-tdgiger Kultivierung auf primir-stenosier-
ende SMC, re-stenosierende SMC und seneszente re-stenosierende SMC. Nur
Plaquezellen aus restenosierendem Plaquematerial waren in ihrem Wachstum

stimulierbar; bei seneszenten SMC verminderte sich die Stimulierbarkeit.
Relative Zellzahl [%]

8007 Primar-SMC Re-SMC seneszente
Re-SMC
200 )
100 ] R B ” 3
0- .
K PDGF K PDGF K PDGF
Sng/ml 5ng/ml Sng/ml

Abb, 31: Die Wirkung von PDGF nach 5-tdgiger Kultivierung auf primdrstenosie-
rende SMC, restenosierende SMC und seneszente, restenosierende SMC. Wih-
rend primdrstenosierende SMC nicht stimuliert wurden, konnte bei SMC aus re-
stenosierendem Plaquematerial eine deutliche Stimulation erreicht werden. Se-
neszente SMC lieen sich in geringerem Ausmaf stimulieren.
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kung von Wachstumsfaktoren wurde iiber einen Zeitraum von 6 Tagen kultiviert,
bei jédem Medienwechsel wurden auch die Wachstumsfaktoren erneuert. Nach 6
Tagen wurde die Zellzahl mit dem Zellzihlgerdt analysiert, in Abb. 30 u. 31 sind
die relativen Zellzahlen in % angegeben (Kontrolle = 100%).

Primdr-SMC lieflen sich weder durch ECGF noch durch PDGF stimulieren. Im Ge-
gensatz hierzu konnte das Wachstum der Re-SMC durch PDGF um das 2.7- fa-
che, durch ECGF fast um das 4- fache gesteigert werden. Mit zunehmendem in
vitro-Alter der Re-SMC in hoheren Passagen nahm jedoch auch die Stimula-
tionsfdhigkeit ab. Duas Wachstum der seneszenten Re-SMC wurde durch PDGF
nur mehr um das 1.9 fache, durch ECGF um das 1.6 fache gesteigert.

3. Medikamenten-Testungen

Durch die wichtige Rolle, die der SMC-Migration und Proliferation bei der Athe-
rogenese zukommt, besteht ein Klinisches Interesse an einer medikamentdgsen
BeeinfluBbarkeit dieser Prozesse [12,13,14,15,16,40,165,166,212,216]. Das ex-
trem gesteigerte Wachstum der SMC aus restenosierenden Ldsionenin vitro
kénnte das in vivo-Aquivalent zu den hohen Restenoseraten nach Angioplastie

in vivo sein.

Eine effektive medikamentése Inhibition der Zellmigration und Zellproliferation
und/oder zumindest die Vermeidung von stimulierenden Substanzen widre si-
cherlich anzustreben. Interessante Zusatzinformationen zur Auswahi geeigne-
ter Substanzen konnen durch die Etablierung von in vitro-Zellkultur-Testyste-
men erreicht werden [165,166]. |

3.1. Thrombozytenaggregationshemmer

3.1.1. Acetylsalicyisdure (ASS)

SMC aus der unverdnderten GefdBwand des Menschen und SMC aus intraopera-
tiv und perkutan entferntem Plaquegewebe wurden in einer Dichte von 2000
~-3000 Zellen/cm? in 6-Lochschalen ausgesit. Nach dem ersten Mediumwechsel
erfolgte die Zugabe von reiner ASS in Konzentrationen von 10~2 bis 10-7 mol/L.
Da ASS in 100% Ethanol gelost werden mufte, wurde in die Kontrollschalen
ebenfalls eine entsprechende Menge Ethanol pipettiert. Bei jedem Medium-
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wechsel wurden die Substanzen ebenfalls erneuert. Nach 8 Tagen erfolgte die
Analyse der Zelizahlen mit dem Zetlcounter.

3.1.1.1. Wirkung von ASS auf glatte Muskelzellen aus der unverdnderten
Gefdfwand (Abb. 32)

Bei einer ASS-Konzentration von 10~7 mol/1 bis 10~? mol/| zeigte sich keine re-

levante Anderung der Zellzahl. Erst bei einer toxischen Dosierung von 10~? mol/l

starben fast alle Zellen ab (98%).

3.1.1.2. Wirkung von ASS auf Pluquezelleh aus peripheren Stenosen (Abb.33,34)
Der Effekt von ASS auf kuitivierte SMC aus intraoperativ entferntem, primir-
stenosierendem Plaquegewebe der A. fem. sup. ist in Abb 33 dargestellt. Eine
geringe Proliferationshemmung durch ASS um 28% konnte bereits ab einer Kon-
zentration von 107 mol/l nachgewiesen werden. Die Erhdhung der Konzentrati-
on auf 10~ mol/l, 10~° mol/l und 10~* mol/| fiihrte zu keiner weiteren Zunahme
der Inhibition. Bei SMC aus restenosierendem Plaquegewebe, welches mit dem
p-SAC extrahiert wurde (Abb. 34), kam es bei den Konzentrationen bis 10-°
mol/l nur zu Schwankungen um den Nullwert. Erst bei der toxischen Konzentra-
tion von 10~2 mol/l ASS kam es bei beiden Testreihen zu einer deutlichen Ab-
nahme der Zellzahl, bei 10-2 mol/l betrug die Abnahme iber 95%.

3.1.1.3. Wirkung von ASS auf Plaquezellen aus Primdr- und Restenosen
(Dosis-Wirkungskurve, Abb. 35)

Bei glatten Muskelzellen aus restenosierendem Plaquematerial, das mit dem

Simpson-Katheter aus der A. fem. sup. extrahiert wurde, wurde jedoch die Pro-

liferationsinhibition im 'low~dose’ Bereich nicht festgestellt. Erst ab der eindeu-

tig toxischen Konzentration von 10~% mol/l kam es zu einer klaren Reduktion

der Zellzahl. Bei der gemeinsamen Darstellung beider Yersuche in einer Dosis-

Wirkungskurve sieht man die Diskrepanz im "low-dose” - Bereich.

3.1.1.4. Wirkung von ASS auf die Migretion von Plaquezellen

Die meisten Zelltypen sind in der Lage, sich aktiv auf einer Unterlage fortzube-
wegen. Im Rahmen der Atherogenese werden die Mediazellen durch exogene
Stimuli zur Migration angeregt. Fiir den Migrationstest wurden SMC aus reste-
nosierendem Plaquematerial der A. fem. sup. (5. Passage) bis zur Konfluenz an-
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Abb. 32: Der Effekt von Acetylsalizylsdure auf die Proliferation von glatten

Muskelzellen aus der unverinderten Gefidfwand nach 5-tidgiger Kultivierung.
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Abb. 33: Der Effekt von Acetylsalizylsdure auf die Proliferation von primir-

stenosierenden SMC aus der A. fem. sup. nach 5-tdgiger Kultivierung.Eine

geringe Hemmung der Zellproliferation liegt bereits bei einer Konzentration von

10~7 mol/1 vor.
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Abb. 35: Darstellung des Effektes von Acetylsalicylsdure auf primdr- und re-
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geziichtet. Die Durchfiihrung der Migration erfolgte wie in Abschnitt C. 2.3. be-
schrieben.

3.1.1.4.1. Zellmigration pro mm Wundrandlinge (Abb. 36)

Die Anzahl der SMC, die pro mm Wundrandldnge in das entstandene zellenfreie
Gebiet migrierten, wurde durch Auszidhlen der Zellkerne der ausgewanderten
Zellen bestimmt. ASS wurde in 100% Ethanol geldst und sofort nach Verletzung
des Zellrasens in Konzentrationen von 10-2 mol/l bis 10~ mol/l den Kultur-
schalen zugegeben.|n die Kontrollschalen ohne Substanz wurde ebenfalls eine
entsprechende Menge Ethanol pipettiert.

Das Auszdhlen der Zellkerne nach 2 Tagen Substanzeinwirkung ist in Abb. 36
dargestellt.ASS in Konzentrationen von 10~° mol/l bis 10~ mol/l beeinfluBte die
Anzahl der migrierten Zellen nicht. Bei der toxischen Konzentration von 10~
mol/1 wurde die Zahl der migrierten Zellen um 42% reduziert, bei 102 mol/l so-
gar um 84%.

3.1.1.4.2. Migrationsgeschwindigkeit (Abb. 37)

Fiir die Berechnung der Migrationsgeschwindigkeit wurde die seit Zellverletzung
zuriickgelegte Wegstrecke der ersten Zellfront durch die Migrationszeit divi-
diert. Hier zeigten sich dhnliche Ergebnisse wie beziiglich der Anzahl der mi-
grierten Zellen. Auf die Migrationsgeschwindigkeit hatte ASS in Konzentratio-
nen von 10~% mol/l bis 10~* mol/l keinen EinfluB. Bei einer Konzentrutidn von
102 mol/l reduzierte sich die Migrationsgeschwindigkeit um 33%, bei 10~2
mol/l betrug sie noch 15% im Vergleich zur Kontrollschale chne Substanz.

3.1.1.5. Wirkung von ASS auf die Migration und Proliferation von Plaquezellen
(Dosis-Wirkungskurve, Abb. 38)

Als Repridsentant fiir die Migration wurde die Zahl der pro mm Wundrandlinge
ausgewanderten Zellen verwendet und gemeinsam mit der Proliferation als Do-
sis~Wirkungskurve dargestellt. 100% Wirkung wiirde einer Reduktion der Zell-
zahl auf Null entsprechen, Null % Wirkung bedeutet infolgedessen die gleiche
Zellzahl wie die Kontrollschalen. Aus Abb. 38 ist ersichtlich, dafl im Konzentra-
tionsbereich von 10~% mol/t bis 10~% mol/l kein Effekt auf die Migration und
Proliferation beobachtet werden kann. Erst durch die sicherlich toxischen
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Konzentrationen von 10~° mol/l und 10~% mol/l werden beide Parcmeter
deutlich vermindert. Bemerkenswert ist der nahezu paralelte Kurvenverlauf.

3.1.1.6. Die Wirkung von ASS auf den pH-Wert der Kulturen (Abb. 39)

Um den EinfluBl des pH-Wertes auf die kultivierten SMC beurteilen zu kdnnen,
wurde in einem gesondertem Versuch mit dem pH-Meter der pH-Wert in der
Schale bei allen ASS-Konzentrationen gemessen. Hierfiir wurde in einem ersten
Versuch ASS in Konzentrationen von 10~ mol/l bis 10-?mol/l in Kulturschalen
mit dem Routinekulturmedium pipettiert. Die Schalen wurden anschlieBend nach
Zugabe der verschiedenen ASS-Konzentrationen ohne Abdeckung in einer was-
serdampfgesiittigten Atmosphdre bei 7% CO,-Begasung inkubiert, um das Hy-
drogencarbonat-Puffersystem in Gang zu setzen.

Nach 180 min. wurde bei jeder Schale innerhalb von 30 sec. der pH-Wert mit
dem pH-Meter gemessen. Um das eingestellte Gleichgewicht so wenig wie mog-
lich zu veréindern, wurde jeweils nur die Schale aus dem Inkubationsmilieu ge-
nommen, bei der die pH~-Messung durchgefiihrt wurde. AnschlieBend wurde der-
selbe Versuch unter dem EinfluB von HEPES-Puffer (15 mM) wiederholt. Aus
Abb. 39 ist ersichtlich, daB eine relevante pH-Anderung mit und ohne HEPES-
Pufferung bis zu einer Konzentration von 10~ mol/1 nicht besteht.

3.1.2. Dipyridamol (DPD)

DPD konnte in 100% Ethanol unter stdndigem Riihren geldst werden. Den Kon-
trollschalen ohne Substanz wurde ebenfalls eine entsprechende Menge Ethanol
zupipettiert. Beim ersten Mediumwechsel wurde DPD den kultivierten Zellen in
Konzentrationen von 10~° mol/l bis 10~ mol/l zugesetzt. Nach 3 Tagen Sub-
stanzeinwirkung wurde mit dem Zellcounter die Zellzahl analysiert.
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Abb. 38: Beeinflussung der Migration und Proliferation von glatten Muszelzellen
durch Acetylsalicylsdure (10-2 mol/l bis 10~° mol/\). Erst im toxischen Bereich
kommt es zu einer nahezu identischen Reduktion der Zellzahl.
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Abb. 39: Messung des pH-Wertes bei unterschiedlichen Konzentrationen von
Acetylsalicylsiure (10~2 mol/l bis 10-1%mol/1). Erst bei der hochsten Konzentra-

tion verindert sich der pH-Wert.
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3.1.2.1. Wirkung von DPD auf glatte Muskelzellen aus der unverdnderten
GefdBwand (Abb. 40)

Im Konzentrationsbereich von 10~% mol/i bis 10~° mol/l zeigte sich keine Beein-

flussung der Zellproliferation. Bei der Konzentration von 10~° mol/l wurde die

Zellzahi um 30% reduziert. Die weitere Erhohung der Konzentration fiihrte zu

toxischen Effekten und der Ausbildung von kristalldhnlichen Strukuren in der

Schale und reduzierte die Zellzahl um iiber 807%.

3.1.2.2. Wirkung von DPD auf Plaquezellen aus peripheren Stenosen (Abb. 41)
Der EinfluB von DPD auf kultivierte Plaque-SMC aus restenosierendem Plaque-
material ist in Abb. 41 dargestellt, die Kontrolle ohne Substanz betrdgt 100%. Im
Konzentrationsbereich von 10~? mol/l bis 10~° mol/1 zeigte sich durchwegs eine
leichte Stimulation des Wachstums. Da diese aber weniger als 10% ausmachte,
wurde sie als natiirliche Schwankung bei Arbeiten mit biologischem Material ge-
wertet.

Bei einer Konzentration von 10~° mol/l ergab sich eine klare Reduktion der Ge-
samtzellzahl, die aber nur von den Zellen der SP-1 verursacht wurde. Die Zellen
der SP-2 zeigten bei dieser Konzentration noch keine Reaktion. Die Erhchung
der Konzentration auf 10~* mol/t filhrte zu einer weiteren drastischen Reduk-
tion der SP—1, die nur noch eine Zellzahl von 389% im Vergleich zur Kontroll-SP-1
aufzuweisen hatte. Die SP-2 wurde bei dieser Konzentration erheblich weniger
reduziert, ihre Zellzahl betrug noch 66% im Vergleich zur Kontroll-5P-2.

3.1.2.3. Wirkung von DPD auf die Migration von Plaquezellen

SMC aus restenosierendem Gewebe der A. fem. sup. wurden bis zur Konfluenz
angeziichtet und 2 Tage mit Hungermedium versorgt, um Zellteilungen aus-
schiieBen zu konnen. Nach Verletzung des Zellrasens {siehe Abschnitt C.2.3.)
erfolgte die Zugabe von DPD in Konzentrationen von 10-* mol/ bis 10~* mol/L In
die Kontrollschalen chne Substanz wurde eine entsprechenden Menge des Lo-
sungsmittels Ethanol zugegeben. 48 Stunden spdter wurden die Zellen fixiert
und nach Giemsa gefidrbt.
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Abb. 40: Der Effekt von Dipyridamol auf glatte Muskelzellen aus der unverdn-
derten Media. Ab einer Konzentration von 105 mol/l wird die Zellproliferation
gehemmt; diese Konzentration liegt gerade noch im therapeutischen Bereich.
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Abb. 41: Die Wirkung ven Dipyridamol auf glatte Muskelzellen aus restenosie-
rendem Plaquematerial. Im therapeutischen Bereich zeigt sich eine geringe Inhi-

bition der Zellproliferation.
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3.1.2.3.1. Zellmigration pro mm Wundrandldnge (Abb. 42)

Fiir die Bestimmung der Zellmigration pro mm Wundrandldnge wurden die Zell-
kerne der migrierten Zellen gezdhtt und auf einen mm Wundrandldnge bezogen.
Hierbei zeigte sich bei DPD in Konzentrationen von 10-% mol/l bis 10~% mol/l
kein relevanter EinfluB auf die Zahl der migrierten Zellen (Abb. 42), die Stimula-
tion bei 10~2 mol/1 scheint ein AusreiBer zu sein. Eine leichte Reduktion der pro
mm migrierten Zeilzahl um 15% ergibt sich bei einer Konzentration DPD von 10~°
mol/l. Die Erhdhung der Dosis auf 10~* mol/1 fiihrt zu keiner Anderung, erst die
sicherlich toxische Dosierung von 10~° mol/l hemmt die Zellmigration um 50%.

3.1.2.3.2. Migrationsgeschwindigkeit (Abb. 43)

Fiir die Berechnung der Migrationsgeschwindigkeit wurde die ab Zellverletzung
zuriickgelegte Wegstrecke der ersten Zellfront ermittelt und auf die Wande-
rungszeit bezogen. In Abb. 43 sind die Ergebnisse dargestelit. Bei den Konzen-
trationen von 10=% mol/I bis 10-% mol/l diirfte es sich um normale Schwankun-
gen handeln, ein Trend in die eine oder andere Richtung konnte nicht beschrieben
werden. Die Erhohung der Konzentration auf 10~ mol/1 fiihrte zu einer Redukti-
on der Migrationsgeschwindigkeit um 30%, bei der Konzentration von 10~* mol/1
um 52%.

3.1.2.4. Wirkung von DPD auf die Migration und Proliferation von Plaquezellen
(Dasis~Wirkungskurve, Abb. 44}

Bei der gemeinsamen Darstellung der Migration und Proliferation wurde als Pa-
rameter fiir die Migration die pro mm Wundrand ausgewanderten Zetlen heran-
gezogen und der Zell-Proliferation gegeniibergestellt. Im Konzentrationsbereich
von 10~2 mol/1 bis 10~° mol/l zeigte sich keine verwertbare Anderung der Zell-
zahl. Erst bei der toxischen Konzentration von 10~% mol/l wurde die Zellprolifer-
ation um etwas iiber 30% inhibiert, die Migration lediglich um 16%.

3.1.3. Kombination von Acetylsalicylsdure (ASS) und Dipyridamol (DPD)

ASS und DPD wurden getrennt in 100% Ethanol gelost und kultivierten Zellen in
Konzentrationen von 10-? bis 102 zugegeben. Um gleiche Vorraussetzungen zu
schaffen wurden die Kontrollschalen ebenfalls mit der entsprechenden Menge
Ethanol kuttiviert. Nach einer Kultivierungsdauer unter Substanzeinwirkung von
3 Tagen wurde die Zellzahl bestimmt. '
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Abb. 44: Migration und Proliferation der Plaquezellen unter dem EinfluB von Di-
pyridamol (10~? mol/l bis 10~% mol/D. Beide Parameter zeigen einen annihernd
paralellen Verlauf.
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Abb. 45: Der Effekt von Dipyridamo!l und Acetylsalicylsdure auf die P.ro{iferution
von glatten Muskelzellen aus der unverdnderten Media.
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3.1.3.1. Wirkung von ASS und DPD auf glatte Muskelzellen aqus der
unverdnderten GefdBwand (Abb. 45)

Im Konzentrationsbereich von 10~* mol/l bis 10~° mol/l zeigten sich starke

Schwankungen der Zellzahl. Bis zur Konzentration von 10~° mol/t war aber kein

klarer Trend ersichtlich. Erst im toxischen Bereich von 10~* mol/l und 10~ mol/1

wurde die Zellzaht erheblich reduziert.

3.1.3.2. Wirkung von ASS und DPD auf Plaquezetllen aus peripheren
Stenosen (Abb. 46) |

In Abb. 46 ist dargestellt, wie SMC aus restenosierendem Plaguegewebe der A.
fem. sup. (p~SAC) auf ASS + DPD reagierten (die Kontrolle ohne Substanz wur-
de als 100% festgesetzt). Im Konzentrationsbereich von 10~% mol/l bis 10~%
mol/l lag die Zellzahl zwischen 5% und 15% unter den Werten fiir die Kontroll-
schale chne Substanz. Ein klarer Trend zeichnete sich jedoch nicht ab. Bei einer
Konzentration von 10~% mol/l wurde die Gesamtzellzahl um 45% reduziert. Die
Reduktion der Zellzahl wurde vor allem durch die SMC der SP-2 verursacht,
welche um 87% im Vergleich zur SP-2 der Kontrollschalen vermindert wurde. Die
Verminderung der SP-1betrug nur 14%. Die weitere ErhShung der Konzentration
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Abb. 46; Der Effekt von Dipyridamol und Acetylsalizylsdue auf die Proliferation
von glatten Muskelzellen aus restenosierendem Plaquematerial.
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auf 10~ mol/l fiihrte dann aber auch zu einem drastischen Einbruch bei der SP-1,
die um weitere 43% reduziert wurde. Bei dieser hohen Kenzentration zeigten
sich bereits klare zytotoxische Effekte an den SMC.

3.2. Fibrinolytika

3.2.1. Streptokinase (SK)

SMC aus der unverinderten Gefdwand des Menschen und SMC aus koronarem
und periphérem Plaquematerial des Menschen wurden in einer Dichte von 2000
bis 3000 Zellen/cm? in 6-Lochschalen ausgesiit. Sowohl glatte Muskelzellen
aus der unverdnderten Gefdflwand des Menschen, als auch SMC aus athero-
sklerotischem Plaquematerial wurden unter dem EinfluB von Streptokinase in
Konzentrationen von 1[E/ml bis 1000 IE/ml kultiviert. Bei jedem Mediumwechsel
wurde auch Streptokinase neuerlich zugegeben, nach 7 Tagen Kultivierung unter
Substanzeinwirkung wurde die Zellzah! bestimmt.

3.2.1.1. Wirkung von SK auf glatte Muskelzellen aus der

unverdnderten GefidBwand (Abb. 47)
Die Zellzahlen fiir kultivierte SMC aus der unverdnderten Gefdf3wand sind in
Abb. 47 dargestellt. Die Substanz verhilt sich im getesteten Konzentrationsbe-
reich von 1 IE/ml bis 1000 IE/ml véllig neutral, das Wachstum der SMC aus der
Media wird nicht verdndert.

3.2..1.2. Wirkung von SK auf Plaguezellen aus peripheren und koronaren
Stenosen (Abb. 48)

Die Resultate der Versuche mit SMC aus peripheren und koronaren Arterien

wurden addiert, um eine kompaktere Darstellung zu erreichen. Aus Abb. 48 ist

zu ersehen, daB die Zellzahl im getesteten Konzentrationsbereich zwar bis zu

maximal 20% reduziert wurde, da sich aber keine klare Tendenz erkennen lieB,

sind diese Befunde wohl nicht im Sinne einer relevanten Proliferationsinhibition

zu werten.

3.2.2. Urokinase (UK)

Fiir die Untersuchungen mit Urokinase wurden ebenfalls SMC aus der unveran-
derten GefiBwand des Menschen, sowie aus peripherem und koronarem Plaque-
material des Menschen in einer Aussaatdichte von 2000 bis 3000 Zellen/cm?

verwendet.
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Abb. 47: Der Effekt von Streptokinase (1 1E/m! bis 1000 IE/ml) auf SMC aus der
unverdnderten GefdBwand nach 5-tdgiger Kultivierung.

Relative Zellzahl {%]

120

100 4 — e e e e = e e ]
80 4+— e e e I e .
60 4 e e A e e .
20+ SR I e .

0 -
1 10

Kontrolle 100 1000
Konzentration von Streptokinase [IE/mI]

Abb. 48: Der Effekt von Streptokinase {1 [E/ml bis 1000 IE/ml) auf SMC aus re-
stenosierendem Plaquegewebe nach 5-tdgiger Kultivierung.
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Urokinase wurde in Ampuwa-Wasser unter stdndigem Rilhren geldst. SMC aus
der unverdnderten GefidBwand und Zellen aus atherosklerotischem Plaquemate-
rial wurden mit Urokinase in Konzentrationen von 11E/m! bis 1000 IE/ml kulti-
viert, nach 7 Tagen Kultivierung unter Substanzeinwirkung erfolgte die Analyse
der Zellzahl mit dem Zellcounter.

3.2.2.1. Wirkung von UK auf glatte Muskelzeilen aus der unverénderten
GeftdBwand (Abb. 49)

Bei den SMC aus der unverdnderten GefdBwand wurden im getesteten Konzen-

trationsbereich von 11U/ml bis 1000 1U/mi kaum Verdnderungen im Vergleich zu

den Kontrollschalen ohne Substanz registriert. Die hochste Zellzahl lag 4% uUber

der Kontrolizellzahi, die niedrigste 3% darunter.

3.2.2.2. Wirkung von UK auf Plaquezellen aus peripheren und koronaren
Stenosen (Abb. 50)
Die Zellzahl der SMC aus peripheren und koronaren Plaguematerial des Men-
schen nach 7-tdgiger Kultivierung unter dem Einflul von Urokinase ist in Abb.
50 dargestellt. Bei der Konzentration von 11U/ml liegt die Zellzahl 18% liber der
Kontrolle, die Konzentrationen von 10 1U/mi und 100 IU/ml fiihren zu keiner Ver-
dnderung der Zellzahl. Urokinase in einer Konzentration von 1000 1U/ml redu-
zierte die Zellzahl um 22%.

3.2.3. Rekombinierter Plasminogen human~Aktivator (t-PA)

Die Auswirkung von t-PA wurde an kultivierten SMC aus der unverdnderten Me-
dia und aus atherosklerotischem Plaquematerial der A. femoralis und der LCA
untersucht. T-PA wurde in Ampuwa-Wasser geldst und den SMC in Konzentrati-
onen von 1 U/L bis 1000 U/l zugegeben. Die Kultivierung erfolgte iiber einen
Zeitraum von 7 Tagen, bei jedem Mediumwechsel wurden die Substanzen in den
entsprechenden Konzentrationen erneuert.

3.2.3.1. Wirkung von t-PA auf glatte Muskelzellen aus der unverdnderten
GefidBwand (Abb. 51)

Bei den SMC aus der unverinderten GefidBwand des Menschen zeigte sich kein

signifikantes Abweichen der Zellzahlen durch 7-téigige Kultivierung mit t-PAIm

Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 49: Der Effekt von Urokinase (1 IE/ml bis 1000 IE/ml) auf SMC aus der un-
verdnderten GefdBwand.
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Abb. 50: Der Effekt von Urokinase (11E/ml bis 1000 IE/m!) auf SMC aus re-ste-

nosierendem Plaquegewebe.
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Abb. 51: Der Effekt von rekombiniertem Plasminogen-Aktivator (1 IE/ml bis 1000
IE/ml) auf SMC aus der unverdnderten Gefdflwand.
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Abb. 52: Der Effekt von rekombiniertem Plasminogen-Aktivator (1 IE/ml bis
1000 IE/ml) auf SMC aus restenosierendem Plaquegewebe.
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3.2.3.2. Wirkung von t-PA auf Plaquezellen aus peripheren und koronaren
Stenosen (Abb. 52)

Die Plaguezellen aus peripheren und koronaren Stenosen des Menschen rea-

gierten bei allen Konzentration von t-PA mit einer etwa 20%-gen Inhibition der

Zellzahl. Wie in Abb. 52 dargestellt betrug sie bei den Konzentrationen von 11U/

ml, 10 1U/mi, 100 IU/mi und 1000{U/ml 18%, 19%, 11% und 21 %.

3.3. Beta-Blocker

3.3.1. Propranolot (PRO} 7

PRO konnte in PBS~ problemlos in kurzer Zeit bei stdndigen Rihren gelost wer-
den. SMC aus primdrstenosierendem Plaquematerial der A. femoralis und aus
der A. coronaria sinistra {LCA) wurden in Konzentrationen ven je 2000 bis 3000
Zellen/cm? ausgesit. Nach dem ersten Mediumwechsel erfolgte die Zugabe von
PRO in Konzentrationen von 10~ mol/l bis 10~ mol/l. Bei jedem Medienwechsel
wurde die Substanz ébenfalls erneuert, nach 5 Tagen Substanzeinwirkung wurde
die Zellzahl bestimmt.

3.3.1.1. Wirkung von PRO auf Plaquezellen aus peripheren Stenosen (Abb. 53)
Bei Plague-SMC aus der A. femoralis zeigte sich im Konzentrationsbereich von
10-1° mol/l bis 10~° mol/! eine leichte Zunahme der Zellzahl, ab 10~° mol/l
kam es zu einer geringen Abnahme der Zellzahl (Abb. 53). Da sich weder eine
Tendenz ablesen lieB, noch eine Groflenordnung von ¥ 10% iiberschritten wurde,
sind diese Werte als normale Schwankungsbreite bei Arbeiten mit biologischem
Material zu werten. Zytotoxische Effekte wurden nicht beobachtet.

3.3.1.2. Wirkung von PRO auf Plaguezellen aus koronaren Stenosen (Abb. 54)
Bei Kultivierung von SMC aus atherosklerotischem Plaquematerial der LCA be-
stitigten sich diese Ergebnisse. Die Schwankungen waren geringer, ein Trend in
Richtung Stimulation oder inhbition lieB sich nicht ablesen (Abb. 54). Bei einer
Konzentration von 10~4 mol/l wurde die Zellzahl um 29% reduziert, zytotoxi-
sche Effekte wurden nicht beobachtet.
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3.4. Calciumantagonisten

3.4.1. Diltiazem (DIL)

SMC aus primdr- und restenosierenden Ldsionen des Menschen wurden in einer
Dichte ven 2000 bis 3000 Zellen/cm? augesit. Diltiazem wurde in Ampuwa-
Wasser unter stdndigem Riihren gelost und den abgesetzten SMC nach dem er-~
sten Mediumwechsel zugegeben.

Primdr-SMC wurden mit in-vitro Konzentration von 5 - 150 mg/l, Re-SMC mit in
vitro-Konzentrationen von 0.005 - 150 mg/ml kultiviert. Die therapeutisch ver-
wendete Dosierung von 120 - 180 mg/Tug‘entspricht in etwa einer in vitro~-Kon-
zentration ven 20 - 30 mg/l. Bei jedem Mediumwechsel wurde Diltiazem eben~
falls erneuert. Nach drei bzw finf Tagen wurde die Zellzahl mit dem Zellcounter
ermitteit.

3.4.1.1. Wirkung von DIL auf primidrstenosierende Plaquezelien aus peripheren
und koronaren Stenosen {Abb. 55, Abb. 56) ‘

Sowohl Primir-SMC dus peripherem Plaquematerial (Abb. 55), als auch SMC
aus koronarem ?luquemuteriul (Abb. 56) zeigten eine klare, dosisabhiingige Pro-
liferationshemmung. Bei SMC aus Plaquematerial der A. femoralis war die erste
Reduktion der Zellzahl bei einer Konzentration von 15 mg/l zu beobachten. im
therapeutischen Bereich wurde die Zellzahl um 35% gehemmt. Bei der sicherlich
toxischen Dosis von 150 m/| hetrug die Zellzahl nur noch 8% der Kontrolle. Die
primdrstenosierenden Zellen aus koronarem Plaquematerial wurden bei der
Konzentration von 15 mg/l nur um 8% gehemmt. Im therapeutischen Bereich
war die Hemmung ebenfalls geringer als bei den Plaquezellen der A. fem. sup:
die Zellzahl wurde um 16% vermindert. Bei der hochsten getesteten Dosierung
(150 mg/l) betrug die Zellzahl noch 33%. Sowohl bei peripheren, wie bei koro-
naren SMC wurde die SP-1 bei geringeren Konzentrationen am Wachstum ge-
hemmt als die SP-2.

3.4.1.2. Wirkung von Dil. auf restenosierende Flaquezelien aus

peripheren Stenosen (Abb, 57)
Ebenso wie SMC aus primdrstenosierendem Plaquematerial zeigten SMC aus
restenosierendem Plaquernaterial eine dosisabhiingige Inhibition der Zellproli-
feration (Abb. 57). Im Konzentrationsbereich von 0.005 mg/l bis 5,0 mg/l erge-
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ben sich lediglich Schwankungen um den Mittelwert, die, wie bereits erwdhnt,
bei Arbeiten mit biologischem Material einzukalkulieren sind. Bei der Konzen
tration von 50 mg/l wurde die Zellzahl um 24% gehemmt. Die Konzentration von
150 mg/l reduzierte die Zellzahl auf 22%. Wie bei Primdr-SMC reagierte die
SP-1 friiher als die SP~2 mit einer Proliferationshemmung.
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Abb. 57: Der Effekt von Diltiazem (0.0005 mg/lb s 150 mg/0) auf die Prolifera-
tion von SMC aus restenosierendem Plaguematerial von peripheren Arter
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E. Diskussion

1. Kultivierung von Plaquezellen des Menschen

Aus zahlreichen Publikationen geht hervor, dafi die glatten Muskelzellen eine
zentrale Rolle in der Atherogenese spielen [83,95,96,160,161,175,230]. Auf eine
Vielzahl von Reizen reagiert die Gefalwand mit einem relativ einférmigen Ver-
haltensmuster: kontraktile glatte Muskelzellen werden aktiviert, migrieren aus
der Media in den subendothelialen Raum und entwickeln eine starke mitotische
Aktivitit; falls sie bereits als neointimale Zellen (Langhans~Zellen) im subendo-
thelialen Raum liegen, kénnen sie auch direkt mit der Proliferation beginnen.

Anhand von zahlreichen Tiermodellen wurde versucht, mit chemischen, physika-
lischen, elektrischen und immunologischen Reizungen die Vorgidnge bei der
Atheromentstehung nachzuvollziehen [4,18,59,209,210,232]. Die Zellkultur er-
laubt die getrennte Untersuchung von Einzelschritten der Atherogenese. Darii-
berhinaus bietet sie die Mdglichkeit, direkt mit humanem Plaquematerial arbei-
ten zu konnen und die Zellen zu untersuchen, welche fiir die Atheromentstehung
verantwortlich sind.

Der Hauptbestandteil der zelluliren Komponente des aufgearbeiteten Plaque-
materials konnte eindeutig den glatten Muskelzellen zugerechnet werden; in
iiber 80% fand sich eine positive Reaktion mit Antikérpern gegen glattmuskuld-
res a-Aktin. Die weiteren Untersuchungen mittels indirekter Immunfiuoreszenz
zeigten durchwegs positive Reaktionen mit Antikdrpern gegen Vimentin und fast
ausnahmslos negative Reaktionen mit Antikdrpern gegen Desmin. Diese Ergeb-
nisse decken sich mit friineren Berichten [74]. Eine Erkldrung fiir dieses Verhal-
ten kénnte sein, daB bei den Vimentin- positiven Zellen eine erheblich hohere
Migrationstendenz besteht als bei den Desmin positiven Zellen.

Da die dem Blutstrom zugewandte Seite der Gefifiwand in der Regel mit Endo-
thel ausgekleidet ist, wurden die Kulturen auf das Vorliegen von Endothelzellen
untersucht. Durch indirekte Immunfluoreszenz mit Antikérpern gegen das Fak-
tor - VIl - assozierte Antigen kénnen Endothelzellen nachgewiesen werden [106,
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107,221]. Uberraschenderweise gelang bei Plaqueextraktion mit dem Simpson-
Katheter nie eine Kultivierung und identifizierung von Endothelzellen. Der Grund
hierfiir konnte darin liegen, daB das Plaguematerial bei der Bergung mit dem
Simpson-Katheter durch das schnell rotierende Kathetersystem erheblich me-
chanisch belastet wird, wodurch die Endothelzellen u.U. irreversibel geschddigt
werden. Bei intraoperativ entnommenem Plaquematerial wurden in einigen
wenigen Fdllen Endothelzellen beobachtet und mit Antikdrpern identifiziert.
Scheinbar ist die operative Entnahme mit Pinzetten fiir das Plaquematerial
weniger traumatisch als die perkutane Extraktion.

Neben glatten Muskelzellen bilden Makrophagen einen wichtigen Bestandteil
des Atheroms [76,77,97,116,117,161,169]. In den Kulturen lag, wie bereits er-
wihnt, der Anteil der mittels indirekter Immunfluoreszenz als glatte Muskelzel~-
len identifizierten Plaquezellen bei iiber 80%. Uber die zellulire Zusammenset-
zung der verbleibenden 20% wurden Keine weiteren Informationen gewonnen.
Ross et al. [164] berichteten, daB in primér-stenosierendem Plaquematerial der
A. fem. sup. geringe Mengen von Makrophagen nachgewiesen werden konni‘.en. Es
ist daher wahrscheinlich, daB auch in den Kulturen Makrophagen geziichtet wur-
den. Da jedoch bereits iiber 80% der kultivierten Plaquezellen als glatte Muske!-
zellen identifiziert wurden, miiBte der Prozentsatz der geziichteten Makropha-
gen in den verbleibenden 20% beinhaltet sein.

Bei der Analyse der Zelldurchmesser mit dem Zellzdhlgerdt fielen bei den
Plaquezellen zwei unterschiedliche Durchmesserhdufungen auf, die eventuell
zwei Subpopulationen zugeordnet werden konnen. Die Zellen mit dem geringe-
ren Durchmesser wurden SP-1 genannt, die Zellen mit dem gréfleren Durchmes-
ser SP-2. Von Orekhov [143,145,146] wurden vier unterschiedliche Erschei-
nungsformen von glatten Muskelzellen aus der Media und der atherosklero-
tischen Plaque beschrieben, im einzelnen unterschied er polygonale, elongierte,

sternférmige und asymmetrische Zellen.

Im Gegensatz hierzu beschrieb Bjorkerud [20,21] zwei Subpopulationen von Ge-
fiBwandzellen: kleine, wenig adhdrente I-Zellen und grofle, stark adhdrente A-
Zellen. Wihrend die groBen A-Zellen vorwiegend als Monolayer wuchsen, zeig-
ten die kleinen I-Zellen die Tendenz zum 'hill and valley' - Muster. Von Bjorkerud
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wurde vermutet, daB die I-Zellen mdglicherweise eine zentrale Rolle bei der
Atherogenese spielten.

Wihrend die vier Kategorien von Orekhov nur schwer auf die unterschiedlichen
ZeligroBenverteilungsmuster iibertragen werden kdnnen, stimmen die Berichte
von Bjorkerud gut mit den gemachten Beobachtungen iiberein. Die kleinen Zellen
der SP~1 zeigen auffallende Parallelen zu den |-Zellen, wihrend die Zellen der
SP-2 den A-Zellen entsprechen kénnten. Dartsch et. al. konnten zeigen [49],
daB auch das Adhisionsvermdgen der SP-1 und der SP-2 mit dem der |-Zellen
und der A-Zellen iibereinstimmte. '

Da die Vermutung nahe lag, daB es sich bei den groBen Zellen der SP-2 um die
senezente Form der SP-1 handeln kdnnte, wurden die Wachstumsraten der SP-1
und SP-2 getrennt analysiert. Obwohl sich in einzelnen Ansdtzen durchaus un-
terschiedliche Wachstumsraten feststellen lieBen, erbrachte die Berechnung al-
ler verfiigbaren Kurven keinen signifikanten Unterschied im Proliferationsver-
halten. Ob die unterschiedlichen GroBendurchmesser der Zellen in Zusammen-
hang mit ihrem Differenzierungsstadium {34] stehen, ldBt sich zur Zeit nicht

kidren.

Der erste Schritt bei der experimentellen Atherogenese ist die Migration von
glatten Muskelzelien aus der Media in den subendothelialen Raum. In vitro-Ex-
. perimente, die diesen Schritt imitieren, sind somit sicherlich interessant. Un-
tersuchungen iiber das Migrationsverhalten von glatten Muskelzellen aus
tierischen Arterien wurden bereits publiziert [89,90]. In den Experimenten mit
glatten Muskelzellen aus restenosierendem Plaquematerial des Menschen be-
trug die Migrationsgeschwindigkeit 17.9 * 2.5 uym/Std. Der Einflufi von Acety!l-
salizylsdure und Dipyridamol auf das Migrationsverhalten wird im Abschnitt E 3
diskutiert.

Bei allem aufgearbeiteten Gewebeproben zeigte sich immer wieder eine frihe
Seneszenz des Plaquematerials aus primidr-stenosierenden Stenosen. Die Kulti-
vierung dieser Zellen konnte lediglich bis zur zweiten Passage durchgefiihrt
werden. Diese Befunde stehen im Einklang mit Berichten von Ross [164], der be-
reits auf die frithe Seneszenz von Plaquezellen aus primidr-stenosierendem
Plaquematerial hingewiesen hat.
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Uber das Proliferationsverhalten von Plaquezellen aus primdrstenosierenden
Ldsionen liegen bereits mehrere Untersuchungen vor [21,62,134,144,145,164].
Im Vergleich zu glatten Muskelzellen aus der unveriinderten Media wurde von
den Autoren ein vermindertes [164], ein unverdndertes [21,62,134] und sogar ein
erhdhtes Wachstum [144] beschrieben. In unseren Experimenten zeigten die
Plaquezellen aus primdrstenosierendem Flaquematerial ein klar erniedrigtes
Wachstum im Vergleich zu SMC aus der unverdnderten Media.

Im Gegensatz hierzu war das Wachstum der Plaquezellen aus restenosierendem
Plaguematerial stets deutlich erhoht E44,49,50,51,53,213I. Dieses stimulierte
Wachstum der Plaquezellen aus restenosierendem Plagquematerial war sowohl
bei perkutaner Extraktion mit dem Simpson-Katheter [44,49,50,213), als auch
bei Extraktion des Plaquematerials durch Thrombendartektomie [51,53,213]
nachweisbar. Die Aufarbeitung von peripherem [44,49,50,213,217] und korona-
rem [51,53] Plaquematerial zeigte, daB die Entnahmelokalisation keinen EinfluB
auf die Wachstumsraten hatte. Es widre denkbar, daB die extrem gesteigerten
Wachstumsraten der SMC aus restenosierendem Plaquematerial als Reaktion
der Gefdwand auf den starken mechanischen Reiz bei der Angioplastie zu ver-
stehen sind.

Durch den Einsatz von verschiedenen Kathetertechniken gelingt es in einem ho-
hen Prozentsatz, das einengende oder verschlieBende Plaquematerial zu besei-
tigen und den Blutflul im betroffenen Gebiet signifikant zu erhohen. Die Quan-
tifizierung des Erfolges ist durch angiographische und gegebenenfalls angio-
skopische Kontrolle [5,101,105] méglich. Bei der Sicherung des erreichten Erfol-
ges treten jedoch zwei Hauptprobleme in den Vordergrund:

Innerhalb der ersten Tage nach Angioplastie kann es durch die Endothelverlet-
zung zu einer Thrombosierung im bearbeiteten Gebiet kommen. Um diese Kom-
plikation zu verhindern, wird im Anschlufl an die Angioplastie eine "full-dose"-
Heparinbehandlung durchgefiihrt. Als weitere SicherheitsmaBinahme beliBt man
das Schleusensystem, durch das die Kathetersysteme eingefiihrt wurden,
24 Std in situ, um notigenfalls unkompliziert einen zweiten Angioplastie~Ver-
such unternehmen zu kénnen. Auf diese Weise bestehen gangbare Ansdtze zur
Losung dieser Akut-Probleme nach Angioplastie.
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Die zweite Hidufung der Restenosierungereignisse tritt etwa 3 Monate nach An-
gioplastie auf. In diesem Zeitraum kommt es in ungefihr 30% der Fille zum
Auftreten von Restenosen im behandelten Segment.

Die von uns kultivierten Plaquezellen aus restenosierendem Pluquemuteriul sind
in etwa diesem Zeitraum zuzurechnen. Aus diesem Grunde wiire es durchaus
moglich, daB die hochgradig aktivierten Wachstumsraten der SMC aus resteno-
sierendem Plaguematerial als in vitro~Aquivalent zu der Hdufung von Resteno-
sierungsereignissen 3 Monate nach Angioplastie in vivo anzusehen sind.

Um weitere Informationen iiber das in vitre Verhalten der Plaquezellen zu erhal-
ten, wurde im nichsten Kapitel der EinfluB verschiedener externer Stimuli auf
die Kulturen untersucht, bevor im letzten Abschnitt auf den EinfluB von Medika-
menten eingegangen wird.

2. Einfliisse auf das Wachstumsverhalten

Bei allen kultivierten Plaquezellen fiel ein relativ hoher Anteil an extrazelluldrem
Matrixmaterial mit kollagenen und elastischen Fasern auf. Dies ldBt sich da-
durch erkldren, daB die Plaquezellen teilweise metabolisch aktiviert sind und
groBe Mengen an Glykosaminoglykanen produzieren. Von Zellen aus intimalen
Verdickungen des Menschen werden hauptsdchlich Kollagen Typ lll und nur ge-
ringe Mengen Kollagen Typ | gebildet [129]. Dieser Befund steht in Einklang mit
den vorliegenden Experimenten, in denen die Beschichtung der Kulturschalen mit
lathyritischem Rattenkollagen Typ | lediglich das Wachstum der SMC aus athero-
sklerotischem Plaguematerial (Abb.) reduzierte, wdhrend das Wachstum der
SMC aus der unverdnderten GefdBwand nicht beeinflufit wurde.

Ein wesentlicher Einfiufl auf das Proliferationsverhalten der Zellen wird durch
die Konzentration des verwendeten Serums ausgeiibt. So reagierten SMC aus
primdrstenosierenden Lisionen auf steigende Serumkonzentrationen mit einer
klaren, dosisabhingigen Proliferationssteigerung [49,214,220]. Diese Befunde
stehen im kiaren Widerspruch zu Untersuchungen von Ross et al.[163,164], die
berichteten, daB SMC aus primdrstenosierenden Ldsionen der A. fem. sup. keine
Reaktion auf steigende Serumkonzentration vn 1 % bis 10% zeigen und deshalb

als seneszent anzusehen seien.
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Die Populationsverdopplungsraten fiir glatte Muskelzellen aus restenosierenden
Ldsionen lagen bei den Serumkonzentration von 5% bis 20% mehr als doppelt so.
hoch wie die Vergleichsraten fiir SMC aus primérstenosierenden Ldsionen, bei
der Kultivierung mit 5% Serum betrug der Unterschied sogar mehr als das drei~
fache. Dieses zeigt klar die hohe Aktivierbarkeit der SMC aus restenosierenden
Ldsionen, die bereits auf geringe Wachstumsreize mit einer extrem hohen Popu-
lationsverdopplungsrate reagieren.

Re~-SMC reagierten auf die Erhohung der Serumkonzentration von 1% auf 5%
mit einer Wachstumssteigerung um fast 350%, bei der weiteren Steigerung der
Serumkonzentrationen um jeweils 5% fielen die Proliferationssteigerungen dann-
mit 25%, 156% und 2% deutlich geringer aus. Dies scheint darauf hinzudeuten,
daB bereits von geringen Wachstumsfaktoren Re-SMC maximal zur Proliferation
angeregt werden. Ob bei hoheren Konzentrationen keine weitere Wachstums-
steigerung erfolgt, weil alle Rezeptoren der Zelle gesdttigt sind oder weil die
Verdopplungszyklen einfach nicht weiter verkiirzt werden kénnen 1dBt sich nicht
entscheiden.

Da die Steigerung der Serumkonzentration von 15% auf 20% lediglich eine Zu-
nahme der Populationsverdopplungsraten um 2% bewirkte, kann davon ausge-
gangen werden, daf} die routinemidBig verwendete Serumkonzentration von 15%
durchwegs optimale Versuchshedingungen gewdhrieisten.

In der Literatur wurde von einer mitotischen Aktivitdt berichtet, die von Zellen
aus atheromattsen Ldsionen ins Kulturmedium sezerniert wird [125,133,222].
Diese Befunde konnten durch unsere Untersuchungen eindeutig bestdtigt wer-
den. Das Wachstum der langsam proliferierenden SMC aus primdrstenosieren-
den Ldsionen wurde durch die Verwendung von konditioniertem Medium von SMC
aus restenosierenden Ldsionen um 60% gesteigert werden [49,214,220].

In der Friihphase der Atherogenese erfolgt die Migration der glatten Muskelzel-
len stets von der Media in Richtung GeftdBlumen, eine Migration in Richtung Ad-
ventitia wurde bisher nicht beschrieben. Eine Erkldrung dieses Effektes ist durch
chemotaktische Wirkungen der atherogenen Reize moglich. Im Elektrostimula-
tionsmodell von Betz wird die Reizung des Gefifles jedoch durch eine Elektrode
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verursacht, die an der GefdBauBenseite angebracht ist; die Migration der Zellen
erfolgt jedoch wiederum in Richtung GefidBlumen. Bei unseren Versuchen wurde
das Wachstum von Plaquezellen durch von Fibroblasten konditioniertes Medium
um nahezu die Hdlfte reduziert. Dieses Ergebnis kénnte durch die Sekretion ei-
ner inhibitorischen Aktivitdt in das Kulturmedium erkidrt werden, die wiederum
fiir das Migrationsverhalten der SMC in vivo von Bedeutung sein kdnnte [49].

Um den EinfluB von Wachstumsfaktoren weiter prizisieren zu kénnen, wurden
Primér-SMC und Re-SMC unter dem EinfluB von ECGF und PDGF kultiviert [49].
Wihrend Primdr-SMC sich nicht stimulieren lieBen, reagierten Re-SMC mit ei-
ner deutlichen Wachstumssteigerung. Dieser Befund ist als weiterer Hinweis fir
die hochgradige Aktivierbarkeit der Re-SMC zu werten.Interessanterweise fiel
bei Re-SMC in hdheren Passagen die Stimulierbarkeit geringer aus, was auf eine
beginnende Seneszenz dieser Zellen schliefen laft.

Die Stimulation der Primdr-SMC gelang somit zusammenfassend durch ein Mi-
togengemisch, welches durch die Re-SMC in das Kulturmedium sezerniert
wurde, nicht jedoch durch die alleinige Zugabe von PDGF und ECGF. Dieses deutet
darauf hin, daB die Zusammensetzung des von den Re-SMC sezernierten Mito-
gengemisches von PDGF und ECGF verschieden sein muB.

Die weitere Aufschliisselung dieses Mitogengemisches und die Entwicklung von
Antikérpern gegen die Hauptbestandteile konnten wichtige Ansatzpunkte fiir
weitere Untersuchungen liefern. Die Koppelung solcher Antikdrper mit aggres-
siven Komponenten kénnte eventuell selektiv dieses Mitogengemisch inaktivie-
ren und damit einen Teil der SMC-Proliferation hemmen.

3. Medikamenten-Testungen

Neben einer ausreichenden Vorsorge durch Eliminierung der Risikofaktoren, ist
eine medikamentose BeeinfluBbarkeit des atherosklerotischen Prozesses von
klinischer Bedeutung. Die Untersuchung der Medikamenten-Wirkungen auf die
Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen aus der unveridnderten Me-
dia [165,166] und aus atherosklerotischen Plagues [52,211,212,215,216,218,220]
liefert interessante Basisinformationen beziiglich dieser Zielsetzung.
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Interventionelle Techniken werden in immer groBerem Umfang zur symptomati-
schen Behandlung von Folgeerscheinungen der Atherosklerose eingesetzt. Trotz
der Verschiedenheit der technischen Ansitze [39,60,78,99,103,104,110,111,113,
114, 167,178,179,180,181, 184,185], liegen die Restenosierungsraten im behan-
delten Segment bei etwa 30% [61,65,87,123,130,158,196]. Die Art des athero-
genen Reizes, der durch die Intervention verursacht wird, spielt fiir die GefdB-
wand offenbar keine Rolle, die Restenosierungsraten zeigen keine Abhdngikeit
von der angewendeten Technik.

Wie bereits ausgefiihrt wurde, wiesen die glatten Muskelzellen aus restenosie-
rendem Plaquematerial ein extrem gesteigertes Wachstum im Vergleich zu glat-
ten Muskelzellen aus primdrstenosierendem Plaquematerial auf. Dieser Befund
scheint das in vitro-Aquivalent zu dem oftmals innerhalb von Wochen bis Mona-
ten nach Angioplastie auftretenden Restenosen sein. Von Austin et al. [1] wurde
bereits 1985 die Proliferation von glatten Muskelzellen als eine Erkldrungsmig-
lichkeit fur das Auftreten von Restenosen nach koronarer Angioplastie angese-
hen. Wenn diese Erkldrung richtig ist, bestiinde ein klinisches Interesse an einer
technischen oder medikamentdsen Hemmung der Zellproliferation [12,13,15,16,
17,112,211,2201.

Zu bedenken ist bei allen Untefsuchnungen, daB es sich um ein in vitro-System
handelt. Die Zellen stammen zwar direkt aus stenosierendem Gewebe, inwieweit
ihre Reaktionen und ihr Wachstum in Kultur mit threm Verhalten in vivo vergleich-
bar ist, kann nicht abschlielend beurteilt werden.

Alle Substanzen wurden einem standardisierten Proliferations-Test unterwor-
fen. Diese Methode ist sicherlich im Routine-Test-Verfahren am besten anzu-
wenden, da sie relativ einfach durchzufiihren ist und bei Verwendung eines Zeli-
zihlgeriites objektiv ausgewertet werden kann. Da vor der Zellproliferation aber
die Zellmigration erfolgen muB, ist auch die Einbeziehung der Migration in den
Testansatz wiinschenswert. Vom methodischen Ansatz beinhaltet diese Technik
jedoch mehrere Unsicherheitsfaktoren, insbesondere sind hierbei die Schnitt-
filhrung bei der Zellverletzung und die Auswertung des Versuchs anzusprechen.
Die Migration sollte daher nur ergdnzend zu einem Proliferationstest betrachtet
werden, die gemeinsame Darstellung von Migration und Proliferation in einer
Dosis-Wirkungskurve erlaubt eine schnetlle Orientierung.
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3.1. Thrombozytenaggregationshemmer

Die schwersten Komplikationen nach PTCA bestehen aus Myokardinfarkten, not-
fallmdBigen Bypassoperationen oder sogar dem Tod des Patienten [55]. Da in
diesen Fillen die Pldttchenaggregation und die akute Thrombose wesentliche
Faktoren ausmachen [229], wird Acetylsalicylsdure als eines der Standardmedi-
kamente bei Patienten wihrend und nach PTCA eingesetzt [67]. Von Dipyriﬂamol
konnte eine Hemmung der Pldttchenaggregation nach Gefifverletzung im Tier-
modell gezeigt werden, die auf einem anderen Wirkprinzip beruht als bei Acetyl-
salicylsdure [192]. Aus diesem Grunde wurde Dypiridamol als Yorbehandiung
[2,3,56,58,119,124,137,207]1 und Nachbehandlung [174] bei Angioplastien und
Bypass—-Operationen [36] eingesetzt. Da diese Substanzen somit zu einem
Zeitpunkt mit der frisch dilatierten GeféBwand in Kontakt kommen, an dem der
ProzeB der Zellaktivierung eventuell bereits eingesetzt hat, wurde der Einflufl
auf das Wachstumsverhalten von glatten Muskelzellen aus der unverdnderten
GefiBwand des Menschen und aus primdr- und restenosierendem Plaquemate-
rial untersucht.

Die Auswirkung von Acetysalicylsdure wurde an glatten Muskelzellen aus der
unverdnderten GefidBwand, aus primdrstenosierendem Plaguematerial und aus
restenosierendem Plaquematerial untersucht. Bei den SMC aus der unverénder-
ten GefdBwand konnte bei Konzentrationen von 10~% mol/l bis 10~? mol/l keine
Beeinflussung der Proliferation der SMC erzielt werden, obwohl die Konzentra-
tion von 10~? mol/l bereits im toxischem Bereich liegt. Erst bei der héchsten
Konzentration von 10~2 mol/l gingen nahezu alle Zellen zu Grunde.

Uberraschenderweise fand sich bei SMC aus prirnéir—stenosierendén Ldsionen
eine Inhibition des Wachstums bereits bei Konzentrationen, die im therapeuti-
schen Bereich lugen. Die geringen Konzentrationen von Acetysalicylsdure hatten
hierbei den gleichen Effekt wie hohere Dosierungen. Diese Befunde fiir sich ge-
nommen spriichen fiir eine 'Low - dose'-Wirkung von Acetylsalizylsdure auf das
Proliferationsverhalten von glatten Muskelzellen [211,216]. Bei der Untersu-
chung von glatten Muskelzellen aus restenosierenden Ldsionen konnte dieser
Effekt jedoch nicht bestitigt werden, dhnlich wie bei SMC aus der unverdnder-
ten GefiBwand des Menschen zeigte sich ein Effekt erst bei toxischen Konzen-
trationen. Der Unterschied zwischen primir- und restenosierenden SMC wird in
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der Dosis-Wirkungskurve deutlich. Da der Effekt der Acetysalicylsiure bei den
primidr-stenosierenden SMC jedoch nur sehr gering und nicht dosisabhiingig
war, diirfte die Dosis-Wirkungskurve der Re-SMC relevant sein.

Bei der Analyse der Zellmigration wurden diese Ergebnisse im Prinzip bestitigt.
Sowohl die Anzahl der migrierten Zellen, als auch die Migrationsgeschwindigkeit
wurden erst im toxischen Bereich beeinfluBlt. Einen BeeinfluBung ven Migration
und Proliferation durch eine Verdnderung des pH-Wertes in den Schalen nach
Applikation von Acetysalizylsdure konnte fiir den Konzentrationsbereich bis
10-? mol/! ausgeschlossen werden.

Der Effekt von Dipyridamol wurde an glatten Muskelzellen aus der unverdnder-
ten GefdBwand und aus primdrstenosierendem Plaquematerial untersucht. Bei
einer Konzentration von 10-* mol/l bis 10~ mol/l konnten weder SMC aus der
unverdnderten Gefdaflwand noch SMC aus der atherosklerotischen GefdBwand in
ihrem Wachstum signifikant beeinflufit werden. Die Erhdhung der Konzentration
auf 10~° mol/l, welche in etwa einer in vivo Dosierung von 220 mg/Tag entspre-
chen diirfte, fiihrte bei SMC aus der unverdnderten GefdBwand zu einer Inhibj-
tion der Zellproliferation um 30%. Bei den SMC aus der atherosklerotisch vertin-
derten Gefdfwand wurde die Zellzahl nur um 9% gehemmt, was wiederum inner-
halb der biologischen Schwankungsbreite liegen diirfte. Beziiglich der Zellproli-
feration ergeben sich in vitro somit keine inhibitorischen Aktivitdten von Di-
pyridamol.

Ergdnzend zu den Befunden beziiglich der Zellproliferation ldBt sich die Zahl der
migrierten Zetlen und die Migrationsgeschwindigkeit bestimmen. Vor allem die
Auszihlung der migrierten Zellen kann nicht mit der gleichen Objektivitdt erfol-
gen, wie die Auszihlung der Zellen mit dem Zellcounter fiir den Proliferations-
test. Die Zahl der migrierten Zellen wurde im therapeutischen Bereich von un-
gefdhr 10~° mol/l um 16% reduziert (Abb. 42), die Migrationsgeschwindigkeit
wurde in diesem Bereich nur um 7% reduziert (Abb. 43). Eine Bewertung der
Zellmigration erscheint aus den bereits genannten Griinden nur in gemeinsamer
Betrachtung mit dem Effekt auf die Zellproliferation sinnvoll. Wie aus Abbildung
44 zu ersehen ist, ergeben sich somit weder fiir die Migration noch fir die
Proliferation eine Inhibition im therapeutischen Bereich.
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Da im klinischen Einsatz hdufig die Kombination von Acetylsalicylsdure und Di-
pyridamol verwendet wird, wurde auch ein Testansatz mit beiden Medikamenten
durchgefiihrt. Ein synergistischer Effekt, wie er im Tiermodell fiir die antithrom-
botische Wirkung beschrieben wurde [92], konnte in vitro weder fiir die Zellpro-
liferation der SMC aus der unverdnderten GefdBwand, noch fiir SMC aus athe-
rosklerctischen Ldsionen gezeigt werden.

Die in vitro Ergebnisse geben somit keinen Anhaltspunkt fiir einen hemmenden
Effekt von Acetylsalicylsdure und Dipyridamol als Einzelsubstanz oder als Kom-
binationsprodukt auf die Zellmigration und Zellproliferation von Plaquezellen.

3.2. Fibrinolytika

Seitdem nachgewiesen werden konnte, daB durch Thromben verschlossene
KoronargefdBe durch Streptokinase widererdffnet werden kénnen [154], werden
Fibrinolytika hdufig im klinischen Alltag bei akutem Myokardinfarkt zur Thrombo-
lyse eingesetzt [198,201,202,203,204].

Da die Proliferation von glatten Muskelzellen einen wichtigen Schritt in der
Atherogenese darstellt und das atherosklerotische Plagquematerial widhrend
der Lysebehandlung mit den fibrinolytischen Substanzen in Berithrung kommt,
wurde der EinfluB auf das Proliferationsverhalten der Plaquezellen in vitro un-
tersucht.

Durch die thrombolytische Therapie gelingt es jedoch nicht immer, einen ausrei-
chenden BlutfluB zu gewdhrleisten [75]. In diesen Fillen bleibt im Gebiet des
Verschlusses eine Reststenose zuriick [57], die auf die zugrunde liegende
atherosklerotische GefiBverengung zuriickzufithren ist. Diese Reststenosen
konnen erfolgreich durch Angioplastie mechanisch dilatiert werden [54,82,93,
132]. Da bereits wihrend dieser interventionellen Therupie thrombotische Ge-
fdverengungen und Verschliisse auftreten, wird die Lysetherapie bisweilen auch
wiihrend des Eingriffs fortgefiihrt [91,197,203L

Die Fibrinolytika kommen somit in der Akutphase des Myokardinfarktes mit
atherosklerotisch verdnderten GefidBen und eventuell frisch dilatierten Arealen
in Kontakt. Da in dieser instabilen Situation eine Stimulation der Zeliprolifera-
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tion nicht ungefdhrlich ware, wurde der EinfluB der Fibrinolytika auf die Proli-
feration von glatten Muskelzellen aus der unverdnderten GefdBwand und aus
Plaquematerial von koronaren Arterien [218,219] untersucht.

Die ldngsten klinischen Erfahrungen liegen mit Streptokinase vor. Seit dem
erstmaligen Einsatz 1959 erfolgt der klinische Einsatz bei akutem Myokardin-
farkt. Es konnte klar gezeigt werden, daB} durch die intravendse Applikation von
Streptokinase der das GefdB verschlieBende Thrombus gelost und die Mortalitdt
gesenkt werden konnte [127]. Als Dosierung werden zumeist 1 500 000 IE in-
nerhalb von einer Stunde verabreicht [172]; diese Dosierung wurde auch in ver-
schiedenen anderen Studien angewendet [127]. Es konnte allerdings gezeigt
werde, dal? mit 750 000 IE dhnliche Resultate erreicht werden konnten wie mit
1500 000 IE, wdhrend die Dosierung von 3 000 000 IE die besten Ergebnisse
vorweisen konnte [182].

Mit den getesteten Konzentrationen von 11E/ml bis 1000 IE/ml wurde der the-
rapeutische Bereich sicherlich mit abgedeckt, der in etwa zwischen 125 [E/ml
und 500 IE/ml liegen diirfte. Bei den SMC aus der unveridnderten Gefdf3wand
zeigte sich selbst bei der Konzentration von 1000 IE/m! keine Beeinflussung der
Zellproliferation. SMC aus atherosklerotischem Plaquematerial koronarer Arte-
rien wurden zwar bei der therapeutisch erreichbaren Konzentration von 100
IE/ml um 11% gehemmt. Da eine Proliferationshemmung im gleichen AusmaB be-
reits auch bei 11E/mi festzustellen war, ist dieses Ergebnis wohl als nicht signi-

fikant zu werten.

Urckinase besitzt eine geringere Antigenitdt als Streptokinase, wodurch weni-
ger allergische Reaktionen ausgeldost werden. Der Einsatz von Urokinase erfolgt
als Monotherapie oder in Kombination mit rekambiniertem Plﬁsminogen Aktiva-
tor [138,204]. Die héchsten therapeutisch verabreichten Dosierungen liegen bei
3000 000 IE [223].

Bei SMC aus der nicht atherosklerstischen Media vertinderte sich das Wachstum
im Vergleich zu den Kontrollen nicht wesentlich, die Schwankungen lagen nicht
iiber * 5 % vom Mittelwert. Ahnlich wie bei Streptokinase diirfte die therapeu-
tische Dosierung ungefdhr bei 500 IE/ml liegen. Bei SMC aus atherosklero-.




-95 -

tischem Plaquematerial wurde erst bei Konzentrationen deutlich iiber dem
therapeutischen Bereich eine Inhibition der Zellproliferation erreicht.

Der rekombinierte Plasminogen human-Aktivator unterscheidet sich neben dem
Wirkmechanismus durch das neuartige Herstellungsverfahren von den anderen
Fibrinolytika. Durch seinen Einsatz gelang es in vielen Fillen, eine Rekanalisie~
rung von verschlossenen Koronararterien zu erreichen, die infarktgréfe zu limi-
tieren und die Uberlebensrate zu erhdhen [17,177,198,228]. Durch die zusiitzli-
che Durchfithrung einer PTCA im AnschluB an die Lysebehandiung konnten auch
hier die Ergebnisse weiter verbessert werden [25,29,88,156].

Das Wachstum der SMC aus der normalen Media wurde selbst bei den hidchsten
Konzentrationen nicht beeinfluBt. Bei den SMC aus der unvertnderten Gefd- -
wand wurde das Wachstum zwar um durchschnittlich 20% gehemmt, da diese
Hemmung jedoch nicht dosisabhdngig ist und bereits bei der geringsten getes~
teten Konzentration vorliegt, handelt es sich in diesem Fall eher um einen MeB-
fehler in den Kontrollschalen.

Zusammenfassend zeigte sich somit bei allen getesteten Fibrinolytika in Kon-
zentrationsbereichen, die therapeutisch erreichbar sind, keine Stimulation der
glatten Muskelzellen. Ausgehend von den in vitro-Daten spricht somit nichts
dafiir, dafl durch den Einsatz von Fibrinolytika die Zellproliferation und damit die
Entstehung von Restenosen gefordert wird.

3.3. B-Rezeptoren Blocker

Im klinischen Alltag werden $-Blocker bei der koronaren Herzkrankheit, arte-
rieller Hypertonie und Herzrhythmusstorungen verwendet. Durch den kurzfristi-
gen und langfristigen Einsatz von B-Blockern nach akutem Myokardinfarkt
[73,234] kommen diese Substanzen mit atherosklerotischem Plaquematerial in

Kontakt.

Bei Untersuchungen am Kaninchen wurde ein antiatherogener Effekt von Pro-
pranolol diskutiert [37,226]. Zellkulturuntersuchungen an glatten Muskelzellen
der Ratte fiihrten zu keinem Effekt auf das Wachstum [22]. Andererseits be-
richtet Orekhov [147] von einer Stimulation des Wachstums glatter Muskelzel~
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len aus der normalen und atherosklerotischen Gefiiwand des Menschen. Da
sich bei Untersuchungen von Roth [165] diese Befunde nicht bestdtigten, wurde
diese Substanz ebenfalls ins Programm aufgenommen.

in den Untersuchungen mit Propranolol an SMC aus der unverdnderten GefdB-
wand zeigte sich in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Roth [165] keine
Stimulation der Zellproliferation. Dasselbe Ergebnis erbrachte die Austestung
dieser Substanz an Plaquezellen aus koronaren Plaquematerial.

3.4. Calciumantagenisten

Der Einsatz von Diltiazem wdhrend und nach koronarer Angioplastie erfolgt in
erster Linie wegen seines gunstigen Effektes auf die stabile Angina pectoris
[152] und bei vasospastischer Angina [98].

Im Tiermodell wurde fiir einige Caiciumantagonisten ein hemmender Effekt auf
die Entstehung der Atherosklerose nachgewiesen [140,199,208]. Speziell fiir
Diltiazem liegen unterschiedliche Daten vor. Einerseits wurde berichtet, daB bei
Cholesterol-gefiitterten Kaninchen die Atherosklerose durch Diltiazem gehemmt
werden konnte [194], andererseits wurde bei Yorkshire-Schweinen nach endo-
thelialer Denudation mit einem Ballonkatheter die Atherosklieroseentstehung bei
Cholesterol-Fiitterung nicht gehemmt [168].

Zellkulturuntersuchungen mit GefdBwandzellen von Tieren zeigten eine dosisab-
hiingige Hemmung des Wachstums [14,16], die bei der Konzentration von 30
mg/l 37% betrugen. Bei Untersuchungen an glatten Musketzellen aus der unver-
dnderten Media des Menschen wurden im therapeutischen Bereich durch Fluna-
rizin Wachstumshemmungen um 20% erzielt [165].

Die Austestung von Diltiazem an Plaque~SMC aus peripheren [212,215] und ko-
ronaren Arterien des Menschen bestitigte diese Ergebnisse. Bei den Plaquezel-
len aus peripheren Arterien betrug die Inhibition im therapeutischen Bereich 35%,
bei den Zellen aus koronarem Plaquematerial 16%. Unterschiede zwischen SMC
aus primdrstenosierenden und restenosierenden Ldsionen wurden nicht beo-

bachtet.
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Der klinische Einsatz von Diltiazem zur Reduktion der Restenose-Raten nach
PTCA war bislang allerdings nicht erfolgreich. Corcos [38] berichtete in einer
prospektiven randomisierten Studie an 92 Patienten von keiner signifikanten
Reduktion der Restenose-Rate. Diese Ergebnisse wurden ven Guiteras [91] be-
stdtigt. Die Ursache fiir die Diskrepanz zwischen den Zellkultur-Daten und der
klinischen Realitdt kénnte darin zu suchen sein, daB die Inhibition der SMC im
therapeutischen Bereich noch zu gering war, um eine signifikante Anderung der
Restenose~Rate herbeizufithren.

4. Eine mégliche Rolle der Zellkultur in der Atheroskleroseforschung

Wie bereits ausfiihrlich dargestellt lassen sich durch die Zellkulturtechnik Auf-
schliisse iiber das Migrations- und Proliferationsverhalten von Plaguezellen ge-
winnen. Das klinische Interesse an Zellkulturexperimenten liegt jedoch in Basis-
untersuchungen beziiglich einer mdglichen Hemmung dieser Prozesse. Hier bietet
sich die Zellkultur als standardisierbares und iiberschaubares Testsystem an
[51,166].

In einer ersten Phase scheint es erforderlich zu sein, den Stellenwert der Me-
thode festzulegen, um Riickschliisse beziiglich der Aussagefdhigkeit der Me-
thode zu erhalten. Dies wird in erster Linie durch einen Vergleich der in vitro und
in vivo Wirkung verschiedener antiproliferativer Substanzen geschehen. Ein
Kernproblem bei der Auswertung der in vitro-Daten ist sicherlich die Angabe
des therapeutischen Bereichs. Ein Losungsansatz kénnte in der Bestimmung von
in vitro—Konzentrationsbestimmungen in der Kulturschale bestehen, die dann
mit den bereits fiir viele Medikamente vorliegenden in vivo~Spiegeln verglichen

werden kdnnen.

Der schwerpunktmiiBige Einsatz der Zellkultur konnte anschliefend als eine Art
Prescreening-Modell erfolgen [165,166], um aus der Vielzahl der angebotenen
Substanzen antimigratorische und antiproliferative Substanzen herauszufiltern.
Nach einer Testung im Tiermodell kdnnten die vielversprechendsten Substanzen
dann in klinischen Studien gepriift werden.

Eine technisch hdchst anspruchsvolle, aber sicher fiir Routineuntersuchungen
zumindest momentan noch nicht anwendbare Methode stellen Versuche mit En-
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dothelzellen und glatten Muskelzellen im Transfilter-Ko-Kultur-Modell dar
[63,641. Es gibt bereits eine Arbeitsgruppe, die versucht diese schwierigen Un-
tersuchungen auch mit humanen Plaquezellen und Endothelzellen durchzufiihren.

Der Gradmesser fiir die Anwendbarkeit einer Methode im Rahmen von Reihen-
untersuchungen liegt jedoch in ihrer einfachen Anwendbarkeit und in objektiv
erhebbaren Untersuchungsergebnissen. Unter Beriicksichtigung dieser Kriterien
scheint der einfache Proliferationstest am besten fiir umfangreiche Testreihen
geeignet zu sein. Die Substanzen, die im Proliferationstest erfolgversprechend
Ergebnisse erzielt haben, konnten dann in einem ergdnzenden Migrationsansatz
untersucht werden. Der mdgliche zukiinftige Einsatz der (komplizierten) Trans-
filter-Co-Kultur wiirde dann als letzter Schritt erfolgen, um die Wechseiwirkun-
gen zwischen glatten Muskeizellen und Endothelzellen unter Medikamentenein-
fluB in einem System untersuchen zu kdnnen.

Durch die Zellkulturtechnik kénnen standardisierte Experimente mit jenen Zel-
ten durchgefiihrt werden, die bei der Atherogenese und wohl auch beim Reste-
nosierungsprozeB nach Angioplastie eine entscheiden Rolle spielen. Hierdurch
ergeben sich wichtige Informationen fiir einen Einblick in die komplexen Vorgdn-
ge der Atherogenese. In welchem AusmaB die Zellkulturtechnik als Prescree-
ning-Verfahren Zusatzinformationen iiber sinnvolle Therapieansitze fir eine
Einddmmung der Atherosklerose und vor allem der Restenosierungsereignisse
nach Angioplastie liefern kann, wird sich in der Zukunft zeigen.
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F. Zusammenfassung

1. Kultivierung von Plaquezelien des Menschen

Die Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen aus der Media in den
subendothelialen Raum wird als ein Schliisselereignis bei der Entstehung der
Atherosklerose angesehen. Um weitere informationen iiber das Wachstumsver-
halten dieser Zellen zu erhalten, wurden aus atherosklerotischem Plaquema-
terial Zellen isoliert und ihre Wachstumscharakteristika in Zellkulturen unter-
sucht. Die Enthahme des Plaquematerials erfolgte perkutan durch einen
Atherektomie-Katheter aus der A. femoralis superficialis, der A. poplitea und
der A. renalis und im Rahmen von operativen Eingriffen aus der A. coronaria, der
A. carotis, der A. femoralis und der Acrta abdominalis. Die Mehrzahl dieser Zel-
len konnte durch positive Reaktion mit Antikorpern gegen glattmuskuldres
a~Aktin als glatte Muskelzellen identifiziert werden. Bei der Kultivierung bil-
deten die Zellen 'Nodules' und entwickelten nach Konfluenz ein 'hill and valley’ -
Wachstumsmuster; beide Wachstumsmuster sind typisch fiir glatte Muskelzellen.
Lediglich in seltenen Fdllen konnten bei den Plaquezellen, die aus operativ extra-
hiertem Plagquematerial stammten, Endothelzellen isoliert und kurzzeitig ge-
zlichtet werden. Sie bildeten das typische 'cobblestone’ - Muster und waren
nach der ersten Passage nicht mehr nachweisbar. Wahrscheinlich wurde das
Plaquematerial bei der operativen Entnahme schonender entnommen, so daf die
Endothelzellen nicht zerstort wurden. Die Analyse der Wachstumsraten wurde
mit einem Zellzéhlgerit durchgefiihrt. Hierbei zeigten die Zellen aus re-steno-
sierendem Plaquematerial ein extrem gesteigertes Wachstum im Vergleich zu
Plaquezellen aus primdr-stencsierendem Plaquematerial. Diese unterschied-
lichen Wachstumraten wurden unabhidngig von der Entnchmetechnik und der
Lekalisation registriert. Das gesteigerte Wachstum der glatten Muskelzellen aus
re-stenosierendem Plaquematerial kénnte das in vitro-Aquivalent zu dem oft-
mals rapide verlaufenden Re~stenosierungsprozel nach Angioplastie in vivo sein.

2. Einfliisse auf das Wachstumsverhalten

Im Gegensatz zu'glutten Muskelzellen aus der normalen Media zeigten glatte
Muskelzellen aus atherosklerotischem Plaquematerial auf kollagenbeschichte-
ten Kulturplatten (lathyritsches Rattenkollagen Typ 1) ein reduziertes Wach~
stum. Eine Erkldrung hierfiir kénnte sein, daB von Zellen aus intimalen Verdik-
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kungen des Menschen hauptsdchlich Kollagen Typ Il und nur geringe Mengen
Kollagen Typ | gebildet werden. In der Literatur wurde beschrieben, daf3 Plaque-
zellen aus primidr-stenosierendem Plaquematerial nicht auf unterschiedliche Se-
rumkonzentrationen reagieren. In unseren Versuchen zeigte sich eine zuneh-
mende proliferative Aktivitdt der Zellen durch steigende Serumkonzentrationen.
Plaquezellen aus Restenosen proliferierten bei geringeren Konzentrationen und
in stdrkerem AusmaB als Plaquezellen aus primdr-stenosierenden Ldsionen.
Durch das Kulturmedium von re-stenosierenden glatten Muskelzellen konnte
das Wachstum von primdr-stenosierenden glatten Muskelzellen um 60% ge-
steigert werden. Der Wachstumsfaktor PDGF steigert die Proliferation von glat-
ten Muskelzellen aus Restenosen um das 2.7-fache, ECGF sogar um das
4-fache. Glatte Muskelzellen aus primir-stenosierendem Plaquematerial dndern
dagegen ihr Wachstum unter der Wirkung von PDGF und ECGF nicht.

3. Medikamenten-Testungen

Acetylsalicylsdure und Dipyridamol werden zur Verhinderung von Thrombosen als
Vor- und Nachbehandlung bei Angioplastien angewendet. Die in vitro-Unter-
suchungen ergaben weder bei der Einzelgabe, noch bei der Kombination der
Substanzen einen Hinweis fiir eine Inhibition der Migration und Proliferation von
Plaquezellen.Fibrinolytika werden in der klinischen Routine bei akutem Myokard-
infarkt zur Lysetherapie verwendet. Da eine Stimulation der Zellproliferation in
der atherosklerotisch veranderten GefdBwand in der instabilen Phase des In-
farktgeschehens besonders unerwiinscht wdre, untersuchten wir den in vitro-
Einflufl auf das Proliferationsverhalten von glatften Muskelzellen aus der norma-
len GefdBwand und aus koronarem Plaquematerial. In vitro zeigte sich im getes-
teten Konzentrationsbereich weder eine Stimulation, noch eine Inhibiton der
Proliferation.In der Literatur wurde berichtet, daBB f~Blocker das Wachstum von
Plaquezellen stimulieren. In unseren Untersuchungen wurden im therapeutischen
Bereich die glatten Muskelzellenaus der unverdnderten Media und aus korona-
rem Pluq'uemuterial nicht in ihrem Wachstum verdndert. Yon dem Calciumanta-
gonisten Flunarizin wurde im therapeutischen Bereich eine Inhibition der Prolife-
ration von glatten Muskelzellen aus der unverinderten Media des Menschen be-
schrieben. Die Austestung des Kalziumantagonisten Diltiazem an Plaquezellen
aus peripheren und koronaren Arterien des Menschen erbrachte dhnliche Ergeb-
nisse. Trotzdem war der klinische Einsatz von Diltiazem zur Reduktion der
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Restenose-Raten nach Angioplastie bislang nicht erfolgreich. Die Ursache hier-
fiir konnte darin zu suchen sein, dafl die angewendete Dosierung noch zu gering
war, um die Restenose-Raten signifikant zu verdndern.

4. Eine mégliche Rolte der Zellkultur in der Atheroskleraseforschung

Die Zellkultur-Technik bietet sich als standardisierbares und iiberschaubares
System zur Untersuchung von migratorischen und proliferativen Prozessen bei
der Atherogenese an. Da eine Inhibition der Zellmigration und Zellproliferation
von klinischem Interesse ist, konnte der schwerpunktmifige Einsatz der Zeli-
kultur als 'Prescreening~Modell’' erfolgen, um aus der Vielzahl der zur Verfiigung
stehenden Substanzen diejenigen mit antimigratorischen und und antiprolifera-
tiven Eigenschaften herauszufiltern. Ausgewihlte Substanzen konnten dann in
Transfilter-Ko-Kulturen und im Tierversuch weiteruntersucht werden, um ab-
schiieBend Empfehlungen fiir klinische Studien aussprechen zu kénnen. In wel-
chem AusmaB die Zellkulturtechnik in der Zukunft als 'Prescreening-Modell’
eingesetzt werden kann, wird vom Grad der Ubereinstimmung der in vitro-Daten
mit klinischen Erfahrungen abhdngen.
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Endothelial Cell (Endothelzelle)

Endothelial Cell Growth Factor (Endothelzellwachstumsfaktor)
Fetales Kdlberserum

Fluoresceinisothiocyanat

Ndhrlosung nach Ham
N-(2-Hydroxyethyl)piperazyl-N'-ethansulfonsdure

SMC, die aus der Media isoliert wurden

SMC, die durch Thrombendarterektomie wihrend eines opera-
tiven Eingriffs entnommen wurden

Phosphat-gepufferte Saline ohne Calcium und Magnesium
Population Doubling (Populationsverdopplung) pro Tag
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SMC, die aus atherosklerotischen Ldsionen isoliert wurden
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Extraktion von Plaquegewebe
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