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1. Einleitung

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Arteriosklerose zu einer der fuhrenden
Zivilisationskrankheiten in den Industrielandern entwickelt (1). Die haufigsten
klinischen Manifestationen der Arteriosklerose sind die koronare Herzerkrankung
(KHK) und die arterielle Verschlusskrankheit (AVK). Die Progredienz dieser
Erkrankungen fuhrt zu lebensbedrohlichen Komplikationen, dem Myokardinfarkt, der
akuten und chronischen Herzinsuffizienz, dem Herztod und Apoplex. Sie gehen mit
einem erhohten Mortalitats- und Morbiditatsrisiko einher, sowie, in der chronischen
Phase, mit einer deutlichen Verschlechterung der Lebensqualitat.

Im Hinblick auf die Bedeutung dieser Erkrankungen ist das Erforschen der
pathogenetischen und pathophysiologischen Vorgange, die den Folgeerkrankungen
der Arteriosklerose, etwa den zum Myokardinfarkt fihrenden Ereignis und der
Neointimaentstehung nach perkutaner transluminaler Angioplastie (PTA), zugrunde
liegen, von grof3er Bedeutung. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Aspekten
der Signaltransduktion im  Hinblick auf den Myokardinfarkt und die

Neointimaentstehung nach PTA.

1.1. Signaltransduktion: Definition und Bedeutung

Die Signaltransduktion ist definiert als die Weiterleitung der an der Zelloberflache
ankommenden Signale Uber enzymatische Kaskaden ins Zytoplasma und/oder in
den Zellkern (2). Es kommt zu einer Antwort der Zelle auf die Stimuli in Form von
einer Anderung des Genexpressionsmusters, sowie der Proteinbiosynthese.

Wichtige Stimuli der Signaltransduktion sind Entziindungsmediatoren, wie Zytokine
und Chemokine, neuroendokrine Faktoren und Wachstumsfaktoren (2). Diese sind
Triggersubstanzen der Remodeling-Prozesse nach Myokardinfarkt und auch bei der
Neointimaentstehung nach PTA (Restenose) beteiligt.

Es sind gegenwartig Uber 6000 Signaltransduktionsmolekile bekannt, die in
komplexen, vielfach kommunizierenden Netzwerken verschaltet sind. Diese Molekule
lassen sich in verschiedene Familien gruppieren, eine davon ist die Gruppe der
Mitogen Aktivierten Protein Kinasen (MAPK).



1.2. Familie der MAPK

Die Signaltransduktion durch Mitogen Aktivierte Protein Kinasen (MAPK) besitzt im
kardiologischen System grof’e Bedeutung. lhre Aktivierung erfolgt kaskadenartig
durch uUbergeordnete Kinasen wie die MAPKK (MAPK Kinasen) und die MAPKKK
(MAPK Kinase Kinasen) mittels Ubertragung von Phospho-Gruppen. Die MAPKKK
aktiviert die MAPKK durch Phosphorylierung eines Serinrestes in der
Aktivierungsschleife. MAKK wiederum aktiviert MAPK durch Phosphorylierung von
Threonin und Tyrosin in der Aktivierungsschleife (3-5). Aktivierte MAPK konnen
sowohl in den Zellkern migrieren als auch im Zytosol ihr Signal weiter leiten. Als
wichtige Substrate flir die MAPK am Ende der Kettenreaktion dienen zahlreiche
Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel ATF-2, MEF2, SRF, sowie weitere Kinasen,
zum Beispiel MAPKAP2 und PRAK (4-7). MAPK konnen auch Heat Shock Proteine
(HSP) aktivieren, wodurch ihnen eine modulierende Rolle fur die Aufrechterhaltung
der zellularen Integritat zukommt (8;9). Es gibt mehrere Isoformen, bzw. verwandte
Subgruppen, auf den unterschiedlichen Stufen der Kinasekaskade. Sie sind vernetzt
untereinander verschaltet und tragen zur Spezifitat der Kinaseantwort auf
unterschiedliche Stimuli bei (Abb. 1).

1.2.1. MAPK Stimuli

Es sind zahlreiche Stimuli der MAPK beschrieben worden (3;10-13). Charakteristisch
fur die MAPK ist die Aktivierung durch zellschadigende Einwirkungen, wie z. B.
osmotischen Stress, Bestrahlung, Ischamie, pH-Anderungen, mechanische
Belastung und bakterielle Lipopolysaccharide (LPS). Zusatzlich wird die MAPK
Kaskade durch verschiedene Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine stimuliert,
was zu ihrer Beteiligung an komplexen Regulationsmechanismen wie Mitogenese,

Differenzierung, Zellprotektion, Apoptose und Migration fuhrt (3;4;7;14-18).



1.2.2. MAPK Subgruppen und Spezifitat

Bisher wurden drei grof3e Gruppen, die zu der Familie der MAPK gehdren,
identifiziert. ERK (Extracellular Regulated Kinase), JNK (c-jun N-terminale Kinase)
und p38 MAPK (3;9;12). Sie werden oft durch ahnliche Stimuli aktiviert, wobei die
Selektivitat der Antwort auf der Ebene der MAPKK moduliert wird, die weitgehend
spezifisch die verschiedene MAPK aktivieren. Manche der MAPKK konnen zwei der
drei Gruppen stimulieren, was zu Kreuzreaktionen unter den verschiedenen
Signalwegen fuhrt und die Komplexitat der Signaltransduktion widerspiegelt. Die
ERK wird vor allem mit dem Zellwachstum und Differenzierung in Verbindung
gebracht. Der JNK kommt eine Rolle bei der Zellprotektion, Apoptose und
Differenzierung zu, wahrend fur p38 MAPK eine Beteiligung bei der
Zytokinproduktion, Zellhypertrophie und Apoptose diskutiert wird.

Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung von p38 MAPK-AKktivitat
bei pathophysiologischen Prozessen im kardiovaskularen System, so dal} diese im

Folgenden naher ausgefuhrt wird.
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Abb. 1: Stimuli und Signaltransduktionskaskade, sowie Vernetzung der MAPK
Subgruppen. Vereinfachte Darstellung nach Sugden P. et al. (5)



1.3. P38 MAPK

P38 MAPK (Abb.2) ist ein 38kDa groldes Protein der MAPK Familie, das durch
Lipopolysaccharid (LPS)-Stimulation spezifisch aktiviert wird. Es wurden bislang 4
Isoformen dieses Proteins identifiziert - p38a, p38B, p38y und p38s. Sie
unterscheiden sich durch ihr Verteilungsmuster in den Geweben, sowie durch ihre

unterschiedlichen Auswirkungen nach Stimulation (6;12;19-21).

Abb. 2: P38 MAPK Tertiar-Struktur nach Regan et al.
(22). Das Beispiel einer pharmakologischen Hemmung
der p38 MAPK Aktivitat durch Bindung in der ATP-

Bindungsregion ist blau dargestellit.

1.3.1. P38 MAPK im kardiovaskularen System

Im kardiovaskularen System werden vor allem die p38a MAPK und die p383 MAPK
Isoform exprimiert (3;5;10;23;24). Die bisherigen Untersuchungen bezuglich der
Rolle der p38 MAPK sind noch unvollstandig und zum Teil widerspruchlich (25)
(siehe Abb. 3). Das erklart sich vor allem aus der Tatsache, dal} viele dieser Studien

in vitro oder in ex-vivo Langendorff Praparationen durchgefuhrt wurden und dadurch



nur eingeschrankt auf die Komplexitat der Signaltransduktion in vivo Ubertragbar

sind.

1.3.1.1. P38 MAPK im Myokard

Far die Auswirkung der p38 MAPK Aktivierung in den Kardiomyozyten werden die
Vermittlung von Zellhypertrophie und programmiertem Zelltod (Apoptose), sowie eine
zellprotektive Wirkung nach ischamischem Stimulus diskutiert (12;13;26-30). Des
Weiteren ist eine Beteiligung von p38 MAPK bei der Unterhaltung der
chemotaktischen und inflammatorischen Vorgange im Rahmen der Entwicklung einer
ischamischen Kardiomyopathie wahrscheinlich (14). Neuerdings wird auch eine
wichtige Rolle von p38 MAPK bei der Zusammensetzung der Extrazellularmatrix im
Sinne einer Potenzierung der kardialen Fibrose diskutiert (31) (siehe Abb. 3). Die
bisher einzige in vivo Langzeit-Studie zur Rolle von p38 MAPK im Rahmen des
kardialen Remodelings bei einem Modell einer hypertensiven Herzerkrankung der
Ratte zeigte eine deutliche Reduktion von Mortalitdt und Morbiditat durch eine
pharmakologische Hemmung der p38 MAPK-Aktivitat (32).

1.3.1.2. P38 MAPK in der arteriellen GefaBwand

Restenose ist eine erneute Einengung eines GefalRabschnittes durch
Neointimabildung, der zuvor mittels perkutaner transluminaler Angioplastie (PTA)
aufgeweitet wurde. Die Bildung der Neointima als morphologisches Korrelat der
Restenose ist bedingt durch eine Proliferation und Migration von Zellen der glatten
GefalBmuskulatur (Vascular Smooth Muscle Cells: VSMC), eine Ansammlung von
inflammatorischen Zellen wie Makrophagen und T-Zellen, sowie durch eine
uberschieffende und in ihrer Zusammensetzung veranderte Extrazellularmatrix-
Bildung (72). Es konnte in zwei in vivo Untersuchungen gezeigt werden, dal} eine
pharmakologische Hemmung der p38 MAPK Aktivitdt zur einer Reduktion der
Neointimabildung um etwa 30% fuhrt (61; 100). P38 MAPK wurde bislang mit einer
Reduktion der Zellmigration und Zellproliferation von Zellen der glatten
GefalBmuskulatur in Verbindung gebracht. Die Beteiligung der p38 MAPK bei der
Modulation der extrazellularen Matrix nach PTA ist bisher nicht untersucht worden
(siehe Abb. 3).



P38 MAPK-Stimuli und Effekte

Neurohumoral Mechanisch Inflammatorisch
Angiotensin I Dehnung Zytokine (TNF-a, IL)
Katecholamine Hypoxie Chemokine (MCP-1)
Endothelin Wachstumsfaktoren (TGF-R)
Wachstumsfaktoren

—_— e

Zellinneres
Phospho - p38 MAPK

[Torsctesmonn  Kresn | vostoscorisee.

Hypertrophie
ANP - Expression Zytokinexpression
Zelldifferentierung  Zellprotektion ~ Zellmigration  Proliferation
EZM - Zusammensetzung Inotropie
Apoptose

Abb. 3: P38 MAPK Stimulation und Effekte im kardiovaskularen System

Die vorliegende Arbeit sollte einen Beitrag zur Charakterisierung der p38 MAPK-
Beteiligung bei den Remodelingvorgangen nach Myokardinfarkt und im Rahmen der

Restenosebildung leisten.



2,

2.1.

2.2,

Zielsetzungen

Myokardinfarkt-Modell der Ratte

Es sollte erstmalig in vivo untersucht werden, ob p38 MAPK nach Myokardinfarkt
anhaltend (Uber 6 Wochen) aktiviert ist.

FUr den Fall einer Aktivierung sollte der zeitliche Verlauf des Aktivitatsgrades
bestimmt werden.

Es sollte anhand klinischer Parameter und dem Remodelingmarker ANP
untersucht werden, ob ein zeitlicher Zusammenhang zwischen der p38 MAPK

Aktivitat und der Entstehung einer Herzinsuffizienz besteht.

Restenose nach PTA

Es sollte untersucht werden, ob p38 MAPK bei der Modulation der extrazellularen
Matrix im Rahmen der Neointimaentstehung beteiligt ist. Dies sollte anhand einer
in vitro Untersuchung der TGF-3 induzierten Fibronektin-Expression in Zellen der

glatten GefalRmuskulatur (primare Zellkultur) erfolgen.



3. Material und Methoden

3.1. Myokardinfarkt der Ratte in vivo
3.1.1. Versuchsaufbau

Mittels Ligatur der linken Koronararterie (LCA) wurden Myokardinfarkte bei
mannlichen, 4 Monate alten Lewis Ratten erzeugt. Schein-operierte Ratten dienten
als Kontrollgruppe. Die Infarktgrole wurde echokardiographisch, sowie bei
Organentnahme visuell beurteilt. Bei der Organentnahme wurden die Tiere nach
klinischen Zeichen einer Herzinsuffizienz untersucht. Die p38 MAPK-Aktivierung
wurde mittels MAPK-Assay und im Western Blot nach 15 Minuten (Min.), 1, 4, 24
Stunden (Std.), sowie 1, 3 und 6 Wochen im linksventrikularen Myokard gemessen.
Pro Zeitpunkt wurden 10 Tiere untersucht. Als Remodelingparameter wurde das
atriale natriuretische Peptid (ANP) im Serum und im linksventrikularen Gewebe
bestimmt (ELISA).

Tiere und Untersuchungszeitpunkte

Schein-operiert n = 28

Lewis Ratten mannlich,

4 Monate alt
LCA Ligatur n =42
Zeitpunkte
15Min. 1Std.| 4Std.| 24Std| 1Woche 3 Wochen 6 Wochen >

Untersuchte Tiere pro Zeitpunkt
Schein-operiert n=4
LCA-Ligatur n=6

Abb. 4: Untersuchte Tiere und Zeitpunkte fir die Organentnahme im Rahmen des

verwendeten Myokardinfarktmodells.



3.1.2. Myokardinfarktmodell der Ratte

Die Ratten wurden mittels Ketamin/Xylozine (70/6mg/kg intraperitoneal (i.p.))
anasthesiert und an einen kleinen Tierventilator (1ml/100g) angeschlossen. Unter
sterilen Bedingungen wurde ein Hautschnitt im 4. interkostalen Raum durchgefuhrt
und der linke Vorhof freigelegt. Das Perikard wurde oberhalb des linken Ventrikels
und des linken Vorhofs er6ffnet. Die linke Koronararterie (LCA) wurde ca 2mm
unterhalb ihrer Abzweigung mittels nicht-resorbierbarem 5.0 Ethibond Faden und C-1
Nadel ligiert. Die Thorakotomie wurde mittels Dexon-Faden (3.0) und die Haut mittels
Klipps verschlossen. Die Tiere wurden unmittelbar danach vom Beatmungsgerat
entfernt. Die Tiere wurden, bis sie sich vollstandig erholt hatten, warm gehalten. Die
Schein-operierten Tiere wurden der gleichen chirurgischen Prozedur unterzogen, die

LCA-Ligatur ausgenommen.

3.1.3. Echokardiographie

Die Tiere wurden mittels 1.5% Isofluran anasthesiert. Die transthorakalen
Echokardiographien wurden mit einem GE/Vingmed System V durchgefuhrt. Die
systolischen und diastolischen Innendurchmesser wurden nach der ,leading-edge*
Methode bestimmt. Die enddiastolischen und endsystolischen Volumina wurden
planimetriert. Die Ejektionsfraktion (EF), das Herzzeitvolumen (HZV), der kardiale
Index (Cl), das Schlagvolumen (SV) und die ,fractional shortening“ (FS) wurden
berechnet. Zu jedem Zeitpunkt wurden das Gewicht und die Herzfrequenz (HF)

bestimmt.

3.1.4. Organentnahme

Nach den entsprechenden Zeitintervallen der Studie wurden die Tiere mit ca.
65mg/kg Pentobarbital Sodium intraperitoneal (i.p.) anasthesiert. Es wurden jeweils
2ml Vollblut aus der Aorta abdominalis enthommen, in ein heparinisiertes Réhrchen

ubertragen und unverziglich auf Eis gestellt. Das Blut wurde bei 4°C fur 5 Min. bei



8.000 Umdrehungen/Min. zentrifugiert und das Plasma bei —70°C eingefroren. Jedes
Herz wurde enthommen und unverzuglich mit kalter Pufferlosung gespult, bis die
Herzhohlen blutfrei waren. Anschlieiend wurden die Vorhofe entfernt und die
Ventrikel voneinander getrennt. Das infarzierte Areal wurde nicht vom Ubrigen
Myokard getrennt, um eine artifizielle p38 MAPK Aktivierung durch eine zu lange
Ischamiezeit zu vermeiden. Der linke Ventrikel (LV) wurde in Folie eingepackt und in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Anschlieend wurden die Proben bei —70°C

aufbewahrt.

3.1.5. Klinische Zeichen der Herzinsuffizienz: pulmonale Stauung,

Korpergewicht und Organgrofe

Die Lungen und der rechte Ventrikel der 3 und 6 Wochen-Tiere wurden gewogen, um
eine pulmonale Stauung zu uberprufen. Um die Unterschiede von individuellen
Korper- bzw. Organgrof3en zu normalisieren, wurde die Tibialange jedes Tieres

gemessen und der Quotient Organgewicht zu Tibialange bestimmt.

3.1.6. Proteinextraktion aus dem linken Ventrikel

Linksventrikulares Gewebe wurde auf Trockeneis pulverisiert. AnschlieRend wurden
ca. 400ug Gewebe in Extraktionspuffer (Lysepuffer, Tabelle 1) fur 30 Min. auf Eis
inkubiert. Dabei wurde auf eine adaquate Hemmung der endogenen Phosphatasen-
Aktivitat besonders geachtet, um eine korrekte Aktivitatsbestimmung der p38 MAPK
gewabhrleisten zu kdonnen. Die Proben wurden dabei mindestens 3 x gut mittels
Vortex gemischt. Nach einem weiteren Zentrifugieren Uber 5 Min. wurden die

Uberstande gesammelt, aliquotiert und bei —70° C aufbewahrt.
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Tabelle 1: Extraktionspuffer (Lysepuffer) zur Proteinisolierung aus Myokard

Substanz Konzentration
HEPES, pH=7.4 20mM
B-Glyzerolphosphat 20mM

EDTA (pH 8,0) 0.1mM

NaCl 75mM

MgCl, 2.5mM

Triton 0.1%

NazVO4 0.1mM

PMSF 0.4mM

DTT 0.5mM

NaF 50mM
Proteinase Hemmer Tablette (Boehringer Mannheim) | 1Tbl pro 10 ml Puffer

3.1.7. Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der DC Protein Assay von Bio-
Rad Laboratories (Kat# 500-0116) angewendet. Der DC Protein Assay stellt eine
modifizierte Variante des Lowry Assays mit folgenden Verbesserungen dar: Die
Reaktion erreicht 90% der maximalen Farbentwicklung innerhalb der ersten 15 Min.
und das Reaktionsprodukt bleibt fir eine Stunde stabil (weniger als 5% Verlust
innerhalb der ersten Stunde).

Als Vergleichskontrolle wurde eine Standardproteinreihe im Bereich von 0.2mg/ml bis
4mg/ml hergestellt. Als Standardprotein wurde BSA (Rinder Serum Albumin)
verwendet.

Aliquotierte Probenextrakte wurden auf Eis aufgetaut. Es wurde jeweils eine 1:10
Verdunnung hergestellt. 5ul von jeder Probe und der Standard-Verdinnungsreihe
wurden in dreifacher Ausflihrung in eine Mikrotiterplatte pipetiert. 25ul der fertigen
alkalischen Kupfertatrat-Losung wurden in jede Vertiefung hinzugegeben. Zusatzlich
wurden 200ul von der dazugehdrigen Folin Reagenz hinzugefugt. Durch vorsichtiges
Schutteln wurden die Reagenzen vermischt. Nach 15 Min. wurde die Protein-

konzentration der Proben spektrophotometrisch bei 750nm Wellenlange bestimmt.

11



Die Proteinkonzentration der Proben wurde durch Zugabe vom Lysepuffer an die

Konzentration der Probe mit minimalem Wert angeglichen.

3.1.8. Nicht-radioaktiver p38 MAPK Aktivitatsassay in vivo

Es wurde ein kommerziell erhaltlicher p38MAP Kinase Assay Kit (Kat Nr. 9820, Cell

Signaling Technology, Inc.) verwendet.

3.1.8.1. Prinzip

Der Assay dient der quantitativen Bestimmung der aktiven Form von p38 MAPK. Das
Prinzip des Assays beruht auf der Eigenschaft von p38 MAPK, den Transkriptions-
faktor ATF-2 am Thr71-Rest zu phosphorylieren. Die Menge des im Assay
phophorylierten ATF-2 ist direkt proportional zur Menge an aktivierter p38 MAPK.

3.1.8.2. Durchfiihrung

200ug Protein aus aliquotierten Gewebeextrakten (s.0.) wurden mit 20ul
immobilisierten, an Agarosepartikeln gebundenen, monoklonalen phopho-p38 MAPK
Kinase (Thr180/Tyr182) Antikorper in 200ul Zelllysepuffer bei 4° C uber Nacht
inkubiert. Anschlie3end erfolgte zweimaliges Waschen mit 500ul 1 x Lysepuffer und
zweimal mit 500ul 1x Kinasepuffer auf Eis. Nach Abpipetieren des Puffers blieb das
mit Hilfe des immobilisierten Antikdrpers gebundene Prazipitat der aktiven phospho-
p38 MAPK (brig.

Im Anschluss wurde der nicht-radioaktive p38 MAPK Assay durchgefuhrt. Es erfolgte
eine Inkubation mit 200uM ATP und 2ug ATF-2 Fusionsprotein bei 37° C im
Wasserbad Uber 30 Min. Die Reaktion wurde mit 3 x Laemmlipuffer gestoppt.
AnschlieRend wurde ein Western Blot zur Bestimmung des phosphorylierten Anteils

des ATF-2 mit Hilfe eines Phospho-spezifischen ATF-2 Antikorpers durchgefihrt.

12



3.1.9. Western Blot

Vom Uberstand des Aktivitatsassays wurden je 25ul von jeder Probe in die Taschen
eines 10% TRIS-HCL Gels (Bio-Rad, Kat#161-1101) pipetiert. Darauf folgte eine
elektrophoretische Auftrennung der Proteine bei 30mV in einem Mini-Il System der
Firma Bio-Rad. Als Elekrophoresepuffer wurde ein 1xTRIS-Glycine-SDS Puffer
verwendet. Um das gesuchte Protein in den auf diese Weise aufbereiteten Proben
sichtbar zu machen, wurde das immunologische Prinzip der Antigen-Antikorper
Erkennung angewendet, wie im Folgenden beschrieben:

Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF Membran (Polyvinyliden Difluor
Membran; Bio-Rad Kat# 162-0176) mittels des Mini Trans-Blot Transfer Cell Systems
(Bio-Rad) Ubertragen. Die Ubertragung erfolgte mit 86mA in 1xTRIS-Glycin Puffer mit
20% Methanol bei 4°C fur 1Std. Danach wurde die Membran kurz in 1xTBS, 0.05%
Tween-20 enthaltend, gespult. AnschlieRend wurde sie in 40ml Membran Blocking
Solution (Zymed, Kat# 00-05) fur 1Std. bei Raumtemperatur und leichtem Schutteln
vorinkubiert. Die Vorinkubation diente der Vorbeugung unspezifischer Bindungen der
Antikorper. Dann erfolgte die eigentliche Inkubation mit einem phospho-ATF-2
spezifischen Antikdrper Uber 1 Std. bei Raumtemperatur. Es folgten drei 7-minutige
Spulungen mit dem oben angegebenen Waschpuffer. Danach wurde die Membran
mit einem Horseradish Peroxidase (HRP) konjugierten Sekundar-Antikorper, der
gegen den PrimarantikOrper gerichtet war, fur 1 Std. inkubiert. Die Bindung des
Sekundarantikérpers wurde mit Hilfe von ECL Western Blotting Detection Kit
(Amersham Pharmacia Kat# RPN 2106) sichtbar gemacht. Die Spezifitat der
Antikérperbindung wurde durch das Signal einer als Positivkontrolle (Tabelle 2)
mitgelaufenen Probe, die das gesuchte Protein enthielt, beurteilt. Zusatzlich wurde
die zu erwartende ProteingroBe an einem Standardmarker gemessen. Eine

quantitative Analyse erfolgte nach Einscannen der Filme mittels ImageQuant®.
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Tabelle 2 : Verwendete Antikorper und Standard fir den p38 MAPK Assay

Spezifikation Spezies Verdiinnung [Firma
Primar AK Anti-phospho ATF-2 |Kaninchen, |1:1000 CellSignaling
polyklonal Kat# S 9221
Sekundar AK Anti-Kaninchen IgG, |Ziege 1:5000 DACO
HRP konjugiert Kati# PO 447
Standardmarker |Standardisierte Mischung aus Proteinen fur die BioRad
Bestimmung von ProteingroRen mit niedrigem Kat# 161-0324

molekularen Gewicht

3.1.10. ProANP (1-30) ELISA

Es wurde der ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) fur eine quantitative
Bestimmung von proANP (1-30) der Firma ALPCO Diagnostics (Kat # 004-BI-20802)
verwendet.

ANP (Atriales Natriuretisches Peptid) wird in Kardiomyozyten als Prohormon,
bestehend aus 126 Aminosauren, gebildet. Nach Stimulation wird dieses Peptid in
aquivalente Anteile von proANP (1-98) und biologisch aktivem a-ANP (1-28)
gespalten. Beide Anteile werden von den Zellen sezerniert. In der Praxis hat sich auf
Grund seiner signifikant langeren Halbwertszeit und dadurch bedingter besseren
Stabilitat die Bestimmung von proANP etabliert.

Der Assay basiert auf einer kompetitiven Reaktion zwischen einer vorgegebenen,
bekannten Menge proANP (Tracer) und dem proANP-Anteil in den zu
untersuchenden Proben/Standards um die Bindung an dafur spezifischen Antikorper.
Die Tracerproteine sind an Biotin gekoppelt. Nach Ablauf der Inkubation erfolgt eine
Bestimmung des gebundenen Tracerproteinanteils durch eine Reaktion mit
Peroxidase-konjugiertem Streptavidin. AnschlieRend erfolgte, durch Zugabe von
TBM (TBM Microwell substrate (Kirkegaard & Perry, Inc., Gaithersburg, Md.)) als

Substrat, eine quantitative Bestimmung anhand der enzymatischen Farbanderung
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mittels eines ELISA-Lesegerat. Die Menge an gebundenen Tracerproteinen ist
umgekehrt proportional dem in der Probe vorhandenen ANP.

Alle fr den Versuch notwendigen Reagentien, sowie die zu untersuchenden Proben
wurden bei Raumtemperatur verwendet.

Zunachst erfolgte eine Inkubation der im Kit vorhandenen, polyklonalen Schaf anti-
proANP (Nt 1-30) Antikorper mit den am Boden der Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte gebundenen polyklonalen Kaninchen anti-Schaf-lgG (Fc-Fragment)
uber 5Std. In der Zwischenzeit wurde eine proANP-Standardreihe mit
Konzentrationen von 0 bis 300 fmol/ml (0, 11, 33, 100, 300 fmol/ml) erstellt. Die
Proben wurden mit dem im Kit vorgegebenen Assay-Puffer verdinnt (Serum 1+20,
LV-Proteinextrakt 1+5). Als positive Kontrolle diente eine Probe mit synthetischem
proANP (1-30). Nach intensivem Waschen der Vertiefungen wurden je 200ul vom
Standard oder von den Proben in zweifacher Ausfuhrung in die Vertiefungen
pipetiert. Nach Zugabe von 50ul Tracerprotein erfolgte eine Inkubation fur 24 Std. bei
Raumtemperatur. Anschlielend, nach dreimaligem Auswaschen mit je 350l
Waschpuffer wurden 200ul HRP-konjugiertes Streptavidin zugegeben. Nach 1 Std.
Inkubationszeit bei 37°C und erneutem Waschen (4x350ul Waschpuffer) wurde die
enzymatische Reaktion mit 200ul TMB als Substrat Gber 20Min. im Dunklen
durchgefuhrt. AnschlielRend erfolgte nach Zugabe von 50ul Stoplésung die Lesung
bei 450nm im ELISA-Lesegerat. Nach den Standardwerten wurde eine
Kalibrationskurve erstellt. Die Menge des vorhandenen proANP in den Proben wurde
an der Kurve abgelesen. Als Kontrolle diente eine positive Kontrolle mit bekannter

Konzentration.
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3.2. P38 MAPK vermittelte Fibronektin-Expression in vitro

Primare Kulturen glatter Gefalmuskelzellen aus der Arteria femoralis von Kaninchen
wurden angelegt, um die Rolle von p38 MAPK bei der Expression von Fibronektin
nach TGF- Stimulation zu untersuchen. Die Charakterisierung der Rolle von p38
MAPK erfolgte durch die Verwendung von SB 239063, einem spezifischen p38
MAPK Inhibitor, welcher den Zellkulturen zugegeben wurde.

3.2.1. Primare Zellkultur

Um Zellen der glatten Muskulatur arterieller Gefal3e zu erhalten, wurden zunachst die
Aorta descendens und die Arteria femoralis von mit 1mg/kgkG Phenobarbital
anasthesierten Kaninchen entnommen. Das Gewebe wurde mit kalter PBS Lésung,
1xAntibiose (Penicillin und Streptomycin) enthaltend, gespult. Die Hauptanteile der
Adventitia wurden durch ziehend-streifende Bewegungen mit einer Pinzette entfernt.
Unter sterilen Bedingungen wurden die GefalRe langs aufgeschnitten. Die
innenliegende Schicht aus Endothelzellen wurde vorsichtig mit einer sterilen
Messerklinge abprapariert. Nach Umdrehen des GefalRes wurde auf die gleiche
Weise die restliche Adventitia entfernt. Die dadurch gewonnene Media wurde in eine
sterile 100 mm Petri-Schale Ubertragen. Das Gewebe wurde in kleine Stlcke
geschnitten, die wiederum in eine neue 100 mm Petri-Schale gegeben wurden.
Dulbecco’s Modified Eagle Serum (DMEM) mit 20% FBS (Fotales Kalberserum),
1xAntibiose (Penicillin und Streptomycin) und niedrigem Glukosegehalt wurde in
ausreichender Menge dazugegeben, so dal® die Oberflache der Gewebestlicke
bedeckt war. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 95% Feuchtigkeit und 5% CO,. Das
Medium wurde alle 48 Stunden gewechselt. Die erste Migration glatter Muskelzellen
aus den Gewebestlckchen wurde nach 3-4 Tagen beobachtet. Danach wurden die
Gewebestlcke in eine neue 100mm Petri-Schale transferiert, in der eine zweite

Migration erfolgte.
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3.2.2. Passagieren der Zellen und Vorbereitung der Versuchsreihen

Es wurde abgewartet, bis die Zellen der ersten Migration 100% Konfluenz erreichten,
dann wurden sie in 7.5cm Flaschen aufgeteilt, was als 1. Passage definiert wurde.
Das Zellwachstum und die Zellproliferation wurden mit 15ml 10% FBS und
1xAntibiose enthaltendem DMEM aufrechterhalten, das alle 48 Stunden gewechselt
wurde bis die Zellen erneut 100% Konfluenz erreichten. Die Zellen wurden als glatte
Muskelzellen mikroskopisch auf Grund des charakteristischen "hill and valley" (Hugel
und Tal) Wachstumsmusters und immunohistochemisch mittels ihrer Positivitat fur
alpha-"smooth muscle" Aktin identifiziert. Das Medium wurde entfernt und die Zellen
wurden dreimal mit kaltem PBS gespult. Die Ablosung der Zellen von der
Flaschenoberflache erfolgte durch Zugabe von 1,5-2ml 0.05%-iger Trypsin-Losung.
Nach Ablosen wurde die Wirkung des Trypsins zugig durch Zugabe von 5ml 10%
FBS enthaltendem DMEM neutralisiert. Das Medium wurde dann in 15ml Réhrchen
pipetiert und bei 1000 Umdrehungen/Min. fur 10 Minuten zentrifugiert, um die Zellen
im Sediment anzureichern. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt. Das Sediment
wurde mit einer Pipette in 5ml DMEM gut verteilt. 10ul davon wurden fur die
Bestimmung der Zellzahl, die mikroskopisch in einer Zahlkammer erfolgte,
verwendet. Gleiche Zellanteile (4-6x10°) wurden in die fir den Versuch geplante
Anzahl von 100mm Petri-Schalen aufgeteilt. Ein Teil der Zellen wurde in 7,5cm
Flaschen als zweite Passage transferiert. Das Zellwachstum wurde mit 10% FBS und
1xAntibiose enthaltendem DMEM aufrechterhalten. Die oben beschriebenen

Inkubationsbedingungen wurden beibehalten.

3.2.3. TGF-B Stimulations-Assay

Nach Erreichen von 100% Konfluenz wurden die Zellen fur 48h in serumfreiem
DMEM inkubiert. Damit wurden die Zellen in die gleiche (GO) Phase des Zellzyklus
uberfuhrt, was eine Voraussetzung fur die nachfolgende Stimulation mit TGF-R3
(Transforming growth factor) als Wachstumsfaktor ist. Die Stimulation erfolgte mittels
10ng/ml TGF-R (R&D Systems, Kat # 240-B) in 10ml serumfreiem DMEM pro Petri-

Schale fur 48Std. Zusatzlich wurden unterschiedlichen Konzentrationen von
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SB239063 (0.3, 1, 3, 10uM) in serumfreiem DMEM erstellt und zu den TGF-R
stimulierten Zellen dazugegeben.

SB239063 ist ein Trans-1-(4-Hydroxycyclohexyl)-4-(4-Fluorophenyl Methoxy-
pyridimidin-4-yl) Imidazol und stellt einen p38 MAPK Inhibitor der zweiten Generation
dar(33).
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F == .~ SB 239063

Trans - 1- (4-Hydroxycyclohexyll) - 4 - (4-
Fluorophenyl)-5 - (2 - Methoxypyrimidin-4-yl)
Imidazol

Abb.5: SB 239063 Struktur nach Barone et al. (33).

SB239063 besitzt eine sehr hohen Spezifitat fur die a- und B-Isoform von p38 MAPK.
Die Aktivitat weiterer verwandter Kinase wird erst durch eine tausendfache

Konzentrationserhéhung beeinflusst (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3: Inhibierende Konzentration (IC50)

flir einzelne Proteinkinasen

Kinase SB 239063
p38a 0.04
p38p 1
p38y >50
p38d >50
JNKA1 >10
JNK2b2 6
MAPKAP-K2 >10
MEK >10
c-Raf >10
ERK2 >10

Als Negativkontrolle fur die Wirkung der TGF-3 induzierten Fibronektin-Stimulation
dienten in serumfreien Medium inkubierte Zellen. TGF-3 stimulierte Zellen ohne
SB239063 dienten als Positivkontrollen.

Versuchsaufbau

Primére Zellkultur aus Zellen der glatten GefaBmuskulatur

Negativ

Kontrolle

e Serumentzug 48Std.
e Stimulation mit TGF-B 10ng/ml fur 48h mit / ohne unterschiedlichen
Konzentrationen von SB 239063 (0.3, 1, 3, 10 uM)

e Bestimmung von Fibronektin aus den Zelllysaten (Westernblot)

Abb.6: Versuchsaufbau zur Durchfiihrung des TGF- Stimulationsassay.
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3.2.4. Proteinextraktion der in vitro Experimente

Das Medium jeder Petri-Schale wurde in sterilen 15ml Rohrchen asserviert und bei
4°C mit 1600 Umdrehungen/Min. fiir 10Min. zentrifugiert. Die Uberstéande wurden
aliquotiert und bei -70°C aufbewahrt.

Die an den Boden der 100 mm Petri-Schalen adharenten Zellen wurden dreimal mit
kaltem PBS-Puffer gespult. Mittels Zellschaber wurden die Zellen und die
Extrazellularmatrix (EZM) in etwa 1ml PBS-Puffer gewonnen und auf Eis gestellt. Die
Zellen wurden 10 Min. bei 4°C mit 1600 Umdrehungen/Min. zentrifugiert. Nach
Entfernung der Uberstdnde wurden 200ul vom Zell-Lysepuffer (siehe Tabelle 4)
zugegeben. Das Lysieren erfolgte auf Eis fir 30 Min. Die Proben wurden dabei
mindestens dreimal mittels Vortex gemischt. Nach einem weiteren Zentrifugieren

Uber 5 Min. wurden die Uberstande gesammelt, aliquotiert und bei -70°C aufbewahrt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Zell-Lysepuffers fiir die in vitro Experimente

Substanz Konzentration
HEPES, pH=7.4 20mM
B-Glyzerolphosphat 50mM

EDTA 2mM
Glycetol 10%

Triton 0.1%
NazVO4 1mM

PMSF 0.4m

DTT 1mM

NaF 50mM
Proteinase Inhibitor Tablette 1 Tbl. in 10ml

3.2.5. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte wie oben beschrieben mit dem DC
Protein Assay von Bio-Rad Laboratorien (Kat# 500-0116).
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3.2.6. Western Blot
Die Durchfuhrung erfolgte wie oben beschrieben. Hierzu wurden fur die
Fibronektinbestimmung die in Tabelle 5 aufgeflhrten spezifischen Antikorper, sowie

die in Tabelle 6 aufgefluihrten Standard- und Positivkontrolle verwendet.

Tabelle 5: Antikorper fur Fibronektin Bestimmung

Spezifikation Spezies Verdlnnung |Firma
Primar Anti-zellulares Fibronektin  |Maus, 1:1000 Chemicon
Antikérper monoklonal Kat# MAB1940
Sekundar  |Anti-maus IgG, Ziege 1:5000 DACO
Antikérper  |HRP konjugiert Kat# P 0448

Tabelle 6: Kontrollen zur Fibronektin Bestimmung

Produkt Beschreibung Firma Kat#

Standardmarker |[Standardisierte Mischung aus Proteinen |BioRad 161-0324
fur Bestimmung von Proteingrof3en mit

hohem molekularen Gewicht

Hs68 Proteinextrakt, gewonnen aus SantaCruz, |[sc-2230
Positivkontrolle  |Fibroblasten humaner Vorhaut, zellulares |USA

Fibronektin enthaltend.

Statistik
FUr die statistische Auswertung wurde der Student t-Test zum Vergleich zweier
gepaarten Gruppen miteinander angewendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant

angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Myokardinfarkt der Ratte in vivo

4.1.1. Mortalitat

Insgesamt wurden 87 Lewis Ratten verwendet. Bei 38 Tieren wurde eine Schein-
Operation durchgefuhrt, und 49 Ratten erhielten eine Ligatur der linken Kranzarterie
(LCA). Zwei der LCA-ligierten Ratten starben unmittelbar nach der chirurgischen
Prozedur. Fur die Versuchsreihe wurden Herzen mit mittelgrolen und grof3en

Infarktarealen ausgesucht und untersucht.

4.1.2. InfarktgroRenbestimmung und Lungengewichte

Die Bestimmung der InfarktgroRe erfolgte visuell bei der Organentnahme. Auf Grund
der Notwendigkeit des schnellen Kryokonservierens zwecks Erhaltung der p38
MAPK Aktivitat wurde auf eine histologische Bestimmung der InfarktgroRe verzichtet.
Echokardiographische Daten, insbesondere die Auswurfsfraktion erhoben vor der
Organentnahme, dienten als Referenz.

Die Lungengewichte wiesen bei diesen Lewis-Ratten keine signifikanten

Unterschiede auf.

4.1.3. Echokardiographie

Nach einer und drei Wochen wurde eine echokardiographische Untersuchung

durchgefuhrt. Diese erbrachte folgende Ergebnisse:
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Zeitpunkt 1 (1 Woche)

MI GroBe RATTE#  Alter Tage Gewicht HF/Min. EF SV HzvVv Cl EDV ESV LVIDd LVIDs FS RWT
(Wochen) post Mi (9)
klein L1 7 7 3419 37836 0,70 0,43 162,69 47,59 0,61 0,18 0,64 0,38 40,4 0,53
grof® L2 7 7 333 387,99 0,33 0,30 116,40 34,95 0,9 0,6 0,98 0,82 15,97 0,27
grofR L3 7 7 323 378,83 0,35 0,29 109,86 34,01 0,84 0,55 0,97 0,81 16,05 0,22
klein L4 7 6 309 328,5 0,56 0,35 114,98 37,21 0,62 0,27 0,82 0,43 47,5 0,43
grofR L5 7 6 318 351,61 0,39 0,32 112,52 35,38 0,83 0,51 0,97 0,78 20 0,28
grofR® L6 7 6 312 368,9 0,36 0,29 106,98 34,29 0,8 0,51 0,92 0,75 17,83 0,36
mittel L7 7 5 318 371,95 0,50 0,33 122,74 38,60 0,66 0,33 0,91 0,64 29,58 0,31
mittel L8 7 5 305 333,44 0,51 0,36 120,04 39,36 0,7 0,34 0,95 0,44 52,97 0,27
grofR® L9 7 5 297 362,95 0,33 0,26 94,37 31,77 0,79 0,53 0,96 0,77 20,16 0,28
klein L10 7 5 312 409,16 0,60 0,34 139,11 44,59 0,57 0,23 0,85 0,42 50,9 0,40
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Zeitpunkt 2 (3 Wochen)

MI GroRe RATTE#  Alter Tage Gewicht(g) HF/Min. EF SV HzV Cl EDV ESV
(Wochen) post Mi
klein L1 9 18 400,10 387,99 71% 0,47 182,36 45,58 0,66 0,19
grof® L2 9 18 380,50 378,36 23% 0,27 102,16 26,85 1,18 0,91
grof} L3 9 18 377,80 398,29 30% 0,30 119,49 31,63 1,00 0,70
klein L4 9 17 355,40 387,99 68% 0,42 162,96 45,85 0,62 0,20
grof} LS 9 17 354,50 351,87 34% 0,30 105,56 29,78 0,87 0,57
grof} L6 9 17 355,00 355,65 43% 0,36 128,03 36,07 0,83 0,47
mittel L7 9 16 365,30 409,16 58% 0,49 200,49 54,88 0,84 0,35
mittel L8 9 16 352,60 354,37 58% 0,41 145,29 41,21 0,71 0,30
grof} L9 9 16 345,30 409,36 34% 0,31 126,90 36,75 0,92 0,61
klein L10 9 16 362,40 412,91 62% 0,41 169,29 46,71 0,66 0,25
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Die folgenden Abkirzungen werden in den Tabellen verwendet:

MI GroRe, Myokardinfarkt GroRe; RATTE#, Ratten Nummer; Tage post MI, Tage
nach Myokardinfarkt; HF/Min., Herzfrequenz pro Minute; EF, Ejektionsfraktion; SV,
Schlagvolumen; HZV, Herzzeitvolumen; CI, kardialer Index; EDV, enddiastolisches
Volumen; ESV, endsystolisches Volumen; LVIDd, diastolischer linksventrikularer
Innendurchmesser; LVIDs, systolischer linksventrikularer Innendurchmesser; FS,
fractional shortening; RWT, rechtsventrikularer Wanddurchmesser.

Grau unterlegte Tiere wurden wegen einer zu geringen InfarktgroRe, bzw. einer
unauffalligen Auswurfsfraktion in der echokardiographischen Untersuchung, von der

Untersuchung ausgenommen.

Zusammenfassend anhand dieser echokardiographischen Daten konnte festgestellt
werden, dall bei den Tieren mit mittelgroRen und grélRen Myokardinfarkten eine
infarktgroRenanhangigen Einschrankung der globalen Pumpfunktion vorlag. Eine
Korrelation zwischen der p38 MAPK Aktivitat und der InfarktgroRe, obwohl bei den
Tieren mit kleinen Infarktgebieten keine erhdhte p38 MAPK Aktivitat nachzuweisen

war, wurde nicht beobachtet.



4.1.4. P38 MAPK Aktivitat

Zeitpunkt 15 Minuten nach Ligatur

15 Min. nach Myokardinfarkt konnte ein Anstieg der p38 MAPK Aktivitat in der LCA -
ligierten Gruppe festgestellt werden. Die ANP-Spiegel im Serum waren deutlich und
signifikant erhdht (p<0.05) nach LCA-Ligatur. Erwartungsgemaf konnte zu diesem
Zeitpunkt keine ANP-Expression im linksventrikularen Myokard nachgewiesen

werden.
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Zeitpunkt 1 Stunde nach Ligatur

1 Std. nach LCA-Ligatur zeigte sich ein signifikanter Anstieg der p38 MAPK Aktivitat
im Vergleich zu den Schein-operierten Tieren (*p<0.05). Die ANP-Spiegel im Serum
waren in der Tendenz hoch. Hierbei konnte kein signifikanter Unterschied aufgrund
der grof3en Varianz und bei geringer Probenzahl nachgewiesen werden. ANP im

linksventrikularen Gewebe war nicht nachweisbar.
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Zeitpunkt 4 Stunden nach Ligatur

4 Std. nach LCA-Ligatur zeigte sich ein um das Doppelte erhdhte p38 MAPK Aktivitat
im linken Ventrikel. Das ProANP im Serum war in der ligierten Gruppe noch erhoéht,
aber im Vergleich zu den bisherigen Zeitpunkten niedriger. Eine proANP-Expression

im LV-Gewebe war zu diesem Zeitpunkt noch nicht nachzuweisen.
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Zeitpunkt 24 Stunden nach Ligatur

24 Std. nach LCA-Ligatur wurde kein Unterschied der linksventrikularen p38 MAPK
Aktivitat zwischen den beiden Gruppen festgestellt. Einzelne Proben aus der LCA-
ligierten Gruppe zeigten eine deutliche p38 MAPK Aktivitat. Das proANP im Serum
war in der Gruppe mit LCA-Ligatur noch erhoht. Nach wie vor gab es zu diesem
Zeitpunkt kein Nachweis von proANP im LV-Gewebe.
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Zeitpunkt 1 Woche nach Ligatur

1 Woche nach LCA-Ligatur wurde erneut ein signifikanter Anstieg der p38 MAPK
Aktivitat in der infarzierten Gruppe im Vergleich zu den Schein-operierten Tiere
(*p<0.05) festgestellt. Keinen Unterschied zeigte der proANP-Spiegel im Serum.
Erstmalig wurde eine proANP-Expression im linksventrikularen Gewebe der LCA-
ligierten Gruppe nachgewiesen.
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Zeitpunkt 3 Wochen nach Ligatur

3 Wochen nach Myokardinfarkt war die p38 MAPK Aktivitat gegenltber der
Schein-operierten Gruppe tendenziell erhdht. Der proANP-Spiegel im Serum
war anhaltend erhdht. Myokardiales proANP konnte in der infarzierten Gruppe

nachgewiesen werden.
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Zeitpunkt 6 Wochen nach Ligatur

6 Wochen nach LCA-Ligatur zeigte sich weiterhin eine erhdhte p38 MAPK Aktivitat in
der LCA-ligierten Gruppe gegenuber den Schein-operierten Tieren. Im Serum war
der pro ANP-Spiegel nicht erhdht, im Gegensatz dazu besteht eine signifikante pro

ANP-Expression im infarzierten linksventrikularen Gewebe (*p<0.05).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dal® zu den untersuchten Zeitpunkten von
15 Min., 1 Std., 4 Std., 1 Woche, 3 und 6 Wochen nach LCA-Ligatur eine gesteigerte
p38 MAPK-AKktivitat in der LCA-ligierten gegentber der Schein-operierten Gruppe
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nachgewiesen werden konnte. Das ist ein erstmaliger Nachweis von p38 MAPK
Aktivitat in vivo Uber einen langeren Zeitraum nach Myokardinfarkt. Es zeigten sich
im Verlauf zwei Spitzen der p38 MAPK-Aktivitat, namlich 1 Std. und 1 Woche nach
LCA-Ligatur.

Innerhalb der unterschiedlichen Gruppen wurde eine ausgepragtere p38 MAPK-
Aktivierung bei mittelgro3en bis gro3en Myokardinfarkten beobachtet.

Ein erhohter proANP-Spiegel im Serum wurde bis 24 Std. nach Myokardinfarkt
nachgewiesen. Zu den spateren Zeitpunkten (1, 3 und 6 Wochen) war eine leicht
erhdhte Tendenz erkennbar. Der hochste pro ANP-Spiegel im Serum wurde 15 Min.
nach LCA-Ligatur festgestellt (5-fach im Vergleich zu den Schein-operierten Tieren).
Im Verlauf zeigte der proANP-Spiegel im Serum eine abfallende Tendenz bis 24 Std.
nach Ligatur.

Zu den frihen Zeitpunkten (15 Min., 1 Std., 4 Std., 24 Std.) gelang erwartungsgemaf
kein Nachweis einer pro ANP—Expression im linksventrikularen Myokard. Erstmalig
wurde eine proANP-Expression nach 1 Woche in der LCA-ligierten Gruppe
festgestellt. Nach 3 und 6 Wochen zeigte sich die proANP-Expression im
linksventrikularen- Myokard der LCA-ligierten Gruppe anhaltend erhoht.

Vielfache Aktivierung von p38 MAPK

0 Ll Ll Ll Ll
15Min 1Std. 4Std. 24Std. 1w 3W 6w
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4.2.1. P38 MAPK vermittelte Fibronektin-Expression in vitro

Primare Kulturen von glatten Muskelzellen wurden mit 10ng/ml TGF- stimuliert.
Erwartungsgemall wurde eine verstarkte Expression von zellularem Fibronektin
durch die glatten Muskelzellen im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen (Negativ-
Kontrolle) festgestellt (*p<0,05).

1000

7501

Anstieg der
Fibronektinexpresion in %

250+

SF TGF-R
N=15 N=15

Abb.7: Vielfacher Anstieg der TGF-

stimulierten Fibronektinexpression in Zellen der

glatten GefalRmuskulatur
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Durch Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen (0,3; 1; 3 und 10uM)
SB239063 konnte eine konzentrationsabhangige Hemmung der Expression von

zellularem Fibronektin erzielt werden (*p<0,05 vs. TGF-R stimulierte Fibronektin-
Expression).

100+

Hemmung der
Finronektinexpression durch
SB 239063 in %

TGF-R 03M 1M  3M  10M

Abb. 8: Konzentrationsabhangige Hemmung der TGF-R
stimulierten Fibronektin-Expression in Zellen der glatten
GefalBmuskulatur durch SB 239063, einen spezifischen
p38 MAPK Blocker
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Im Folgenden sind einige Einzelversuche und deren quantitative Auswertung gezeigt.

Die einzelnen unabhéangigen Versuche flhrten zu obiger Auswertung (Abb. 8).
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5.0. Literaturuibersicht und Diskussion

5.1. Myokardinfarkt der Ratte in vivo

In den vorliegenden Untersuchungen wurde eine verstarkte Aktivierung von p38
MAPK im linksventrikularen Gewebe erstmals bis 6 Wochen nach Myokardinfarkt
gezeigt. Im Verlauf wurden zwei Aktivitatsspitzen, namlich 1 bis 4 Stunden, sowie 1
Woche nach LCA-Ligatur festgestellt. Die zugrunde liegenden pathophysiologischen
Mechanismen in diesem in vivo Modell der Herzinsuffizienz sind komplex. Ebenso
komplex gestaltet sich auch die Interpretation der p38 MAPK Beteiligung beim
postischamischen Remodeling des Myokards, beruhend auf den bisher vorliegenden

zum Teil widerspruchlichen Daten und den hier erhobenen Ergebnissen.

5.1.1. Myokardinfarkt: Definition und Folgen

Pathologisch-anatomisch stellt der Myokardinfarkt eine Koagulationsnekrose eines
grolReren Myokardbezirkes in Form eines anamischen Infarktes dar. Der Infarkt ist
Folge einer absoluten Koronarinsuffizienz mit anhaltender Ischamie im
Versorgungsgebiet eines der drei Koronarhauptstdmme (34). Der akute Verlust an
funktionsfahigem Myokards und die akute Anderung der Volumenbelastung des
linken Ventrikels fuhren zur Aktivierung zahlreicher biochemischer Kompensations-
mechanismen, die einen Reparatur-Prozess des geschadigten Gewebes einleiten
und die Anpassung des restlichen Myokard an die neuen Bedingungen fordern. Es
handelt sich dabei zum einen um systemische Veranderungen wie z. B. die
Aktivierung von neurohumoralen Mechanismen, die zur Aufrechterhaltung und
Stabilisierung des Kreislaufs beitragen, sowie lokale Auswirkung im betroffenen
Bereich haben. Beispiele hierfur sind eine erhdhte Noradrenalin-Sekretion, eine
verstarkte Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems und eine
vermehrte Ausschittung von proinflammatorischen Substanzen, wie Zytokinen und
Chemokinen. Zum anderen werden lokale para/autokrine Faktoren freigesetzt, etwa
Wachstumsfaktoren wie z. B. TGF-3 und PDGF (35). Diese Substanzen sind am
Remodeling-Prozeld nach Myokardinfarkt beteiligt und férdern den Myokardumbau.

In der Vermittlung der Signalweiterleitung dieser Neurohormone, inflammatorischen
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Stimuli und Wachstumsfaktoren kommt intrazellularen Signaltransduktionswegen
eine entscheidende Rolle zu. Im Folgenden sollen die Stimuli und die Mechanismen
einer p38 MAPK Aktivierung beim Remodeling nach Myokardinfarkt im Hinblick auf

die vorliegenden Ergebnisse diskutiert werden.

5.1.2. P38 MAPK Aktivierung beim akuten Myokardinfarkt: Ischamie,

Wandspannung und neurohumorale Faktoren

Ischamie ist ein nachgewiesener Stimulus der p38 MAPK Aktivierung in
Kardiomyozyten in vitro sowie in isolierten Langendorff-Praparaten (10; 23; 36).
Dabei wurde eine transiente Erhohung der p38 MAPK Aktivitat ca. 20 Min. nach
globaler Herzischamie bzw. im ischamischen Bereich nach Erzeugung von lokaler
Ischamie in Langendorff-Herzen beobachtet. Nach Reperfusion des ischamischen
Bereichs wurde ein erneuter Anstieg der p38 MAPK Aktivitat gemessen.

Ahnlich dieser Studien konnte in der vorliegenden in vivo Untersuchung eine erhdhte
p38 MAPK Aktivitat 15 Min. nach LCA-Ligatur nachgewiesen werden. Diese ist in
erster Linie auf den ischamischen Stimulus zurlckzuflhren. Die vereinzelt in der
Schein-operierten Gruppe beobachtete verstarkte p38 MAPK Aktivitat ist durch den
perioperativen Reiz/Stress bzw. Ischamie zu erklaren.

Die akute Myokard-lschamie mit konsekutiver Einschrankung der Pumpfunktion flhrt
zu einer Erhohung der Wandspannung und damit zu einer Dehnung der
Kardiomyozyten, die ebenfalls eine p38 MAPK Aktivierung direkt nach LCA-Ligatur
(15 Min., 1 und 4 Stunden) triggern kann (36;37).

Die akute Myokard-lschamie mit nachfolgender Einschrankung der Pumpfunktion
und Erhdhung der Wandspannung bewirkt eine systemische Ausschuttung und
Aktivierung von neurohumoralen Substanzen wie Angiotensin Il, Noradrenalin,
Endothelin, sowie von proinflammatorischen Faktoren, z.B. Chemokinen (MCP-1,
MIP-1a), Zytokinen (TNF-a, IL-6) und Wachstumsfaktoren (TGF-B, PDGF, FGF)
(35;38), die ihrerseits potente Stimuli des p38 MAPK Signaltransduktionsweges
darstellen und eine Aktivierung von p38 MAPK zur Folge haben konnen. Diese
Faktoren durften auch einen groRen Anteil an der p38 MAPK Langzeit-Aktivierung
haben, wenn die akute ischamische Phase voruber ist.
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Die Auswirkungen der frihen p38 MAPK Aktivierung nach akutem Myokardinfarkt
durch Ischamie, erhdhte Wandspannung, Neurohormone und Zytokine werden in der
Literatur kontrovers diskutiert. Die pathophysiologischen Vorgange, bei denen p38
MAPK beteiligt sein durfte, sind die der Zell-Protektion und -Hypertrophie, sowie der
Apoptose.

5.1.3. P38 MAPK Aktivierung beim akuten Myokardinfarkt: Zell-Protektion,
Hypertrophie und Apoptose

In primaren Zellkulturen von neonatalen Kardiomyozyten wurde unter ischamischen
Bedingungen gezeigt, dal® mittels p38 MAPK Aktivierung zellprotektive Faktoren wie
Heat Schock Protein 27 (HSP27) und Heme Oxydase-1 (HO-1) verstarkt aktiviert
werden (39). Die Rolle von p38 MAPK bei der in vivo Expression von HSP27 und
HO-1 nach Myokardinfarkt ist bislang nicht geklart.

In vitro Studien (40; 41), zeigten, dall p38 MAPK nach der Stimulation mit
Phenylephrin und Endothelin eine Hypertrophie von Kardiomyozyten vermittelt. Die
Hemmung der p38 MAPK Aktivitat, pharmakologisch oder gentechnisch, fuhrte zu
einer Hemmung der Zellhypertrophie. Zechner et al. zeigten durch eine
Uberexpression von MMK 3 und MKK 6, zwei spezifischen, direkt der p38 MAPK
Ubergeordnete Kinasen, eine Zellhypertrophie und eine verstarkte Organisation der
Sarkomere (41).

Andererseits wird die p38 MAPK Aktivitat nach ischamischem und stressinduziertem
Stimulus mit der Induktion von Apoptose in Verbindung gebracht. Die Gruppe von
Yin et al. (36) wies eine erhdhte Apoptoserate nach globaler Ischamie von
Rattenherzen in Zusammenhang mit einer erhohten p38 MAPK Aktivitat nach. In
Ubereinstimmung damit konnten Ma et al. zeigen, daf durch eine pharmakologische
Hemmung (SB 203580) der p38 MAPK-Aktivitat im Langendorff Modell der Ratte die
Ischamie-Folgen wie Apoptose und InfarktgroRe deutlich verringert werden (42). P38
MAPK vermittelt Apoptose mdglicherweise durch TNF-a Induktion (16). Andererseits
vermittelt p38 MAPK auch anti-apoptotische Signale, z.B. die Expression von IL-6,
einem Zytokin, welches Kardiomyozyten in vitro vor Apoptose schutzt (43).

Diese kontroverse Rolle von p38 MAPK in Bezug auf Apoptose beruht

moglicherweise auf einer isoformspezifischen Wirkung. Im Herzen wurden die p38a
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und p38R Isoformen nachgewiesen. Wang et al. 1998 und Nemoto et al. (JBC 98,
273 16415-20) konnten zeigen, dall nach genetischem Transfer einer dominant
negativen p38R MAPK Mutante die Kardiomyozyten-Hypertrophie gehemmt wurde.
Andererseits bewirkte die Aktivierung der p38a MAPK Isoform eine Apoptose-
Induktion (28; 30). Eine Hemmung der p38a MAPK flhrte in vitro in neonatalen
Kardiomyozyten zu einer Zellprotektion (44). Die p38[ Isoform ist also
maoglicherweise fur eine Hypertrophie der Kardiomyozyten zustandig, wahrend p38a
MAPK eine apoptotische Zellreaktion vermittelt.

Die Annahme liegt nahe, daf’ zu den frihen Zeitpunkten die Aktivitat der p38a MAPK
Isoform mit Vermittlung von Apoptose dominiert. Die Hypertrophie kardialer
Myozyten ist lang anhaltend und charakterisiert auch die spateren Phasen des LV-
Remodelings. Eine erhdhte Aktivitat der p38R% MAPK ist mdglicherweise fur die
zweite und anhaltende Aktivitat ab einer Woche verantwortlich.

In dem vorliegenden in vivo Modell des Myokardinfarkts konnte eine Bestimmung der
Aktivitat beider Isoformen aus technischen Grinden nicht durchgefuhrt werden, da
zum Zeitpunkt der Untersuchung noch keine isoformspezifischen Antikorper
kommerziell erhaltlich waren. Eine solche Bestimmung ist von grof3tem Interesse und

Gegenstand zukunftiger Untersuchungen.

5.1.4. Die P38 MAPK Aktivierung nach akutem Myokardinfarkt: Chemotaxis und

Extrazellularmatrix

Die Einwanderung (Migration) von inflammatorischen Zellen, wie Monozyten und
neutrophilen Granulozyten, in das Infarktareal ist von entscheidender Bedeutung flr
die Heilung des ischamisch geschadigten Gebietes. Die Einwanderung dieser
Entzindungszellen wird durch Chemokine getriggert und erreicht ihren Hohepunkt
etwa eine Woche nach dem akuten Myokardinfarkt, zeitgleich mit dem zweiten Gipfel
der p38 MAPK Aktivierung in der vorgelegten Untersuchung. Der Einwanderungs-
Prozel3 (Chemotaxis) ist durch 3 Hauptschritte charakterisiert. Zunachst kommen
Granulozyten aus dem Blutstrom in Kontakt mit den Endothelzellen der
Gefalinnenwand und durch Bindung an Oberflachenproteine (Selektine) rollen sie
entlang der Endothelauskleidung des GefalRes. Beim Vorhandensein von

proinflammatorischen Substanzen wie Chemokinen, Zytokinen und
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Wachstumsfaktoren an der Zelloberflache der Endothelzellen werden die rollenden
Neutrophilen  aktiviert und dadurch fest an das GefalRendothel via
Oberflachenrezeptoren (Integrine) gebunden (Adhasion). Nach der Adhasion erfolgt
bei Persistenz der chemotaktischen Stimuli die Einwanderung (Migration) der Zellen
ins interstitielle Gewebe, dem Ort der Chemokineproduktion entgegen.

In mehreren Studien wird p38 MAPK eine vielfaltige Rolle bei der Zellmigration
zugeschrieben. Der p38 MAPK Signaltransduktionsweg ist bei der Expression von
chemotaktischen Substanzen involviert. Beispiele hierfir sind MCP-1, MIP-2, TNF-q,
IL-8 und TGF-B. In einer in vitro Studie konnte gezeigt werden, dal} eine TNF-a
getriggerte Aktivierung von neutrophilen Granulozyten p38 MAPK vermittelt wird. Die
Hemmung der p38 MAPK Aktivitat fuhrt zu einer Verringerung der TNF-a stimulierten
IL-8 Expression und Superoxid-Produktion und dadurch zu einer deutlichen
Einschrankung der Neutrophilen-Chemotaxis (45). Dies konnte in einer zweiten
Studie bestatigt werden (46), in der eine Hemmung der p38 MAPK Aktivitat zu einer
Reduktion der Freisetzung von TNF-a, MIP-2, MIP-13, IL-8 durch LPS
(Lipopolysaccharide) stimulierte neutrophile Granulozyten fiihrte. Die gleiche
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dal} in einem in vivo Modell der akuten pulmonalen
Inflammation die Hemmung der p38 MAPK Aktivitat zu einer Verminderung der
Einwanderung von  neutrophilen  Granulozyten, unabhangig von der
Zytokinkonzentration, fuhrt. Transforming growth factor-3 (TGF-[3) spielt bei der
Neutrophileneinwanderung ins geschadigte Gewebe eine wichtige Rolle, und p38
MAPK ist bei dessen Signaltransduktion beteiligt (47). Die Inhibierung von p38 MAPK
hat auch direkte Effekte auf die Zellmigration durch die Beeinflussung von
Anpassungsvorgangen des Zytoskeletts und damit der Beweglichkeit der
infiltrierenden Zellen (48).

Die Aktivierung von Monozyten zu Makrophagen ist von besonderer Bedeutung in
der Frihphase des Remodelings nach Myokardinfarkt. Plasmin, eine Serinprotease,
spielt hierbei eine wichtige Rolle. Es konnte gezeigt werden, dal} die Aktivierung von
Monozyten durch Plasmin, im Sinne einer verstarkten Expression von MCP-1 und
CD 40 Ligand p38 MAPK und JAK/STAT vermittelt wird (49). Dies erfolgt unter
anderem durch eine p38 MAPK vermittelte Phosphorylierung von cAMP-response
element-bindendes Protein (CREB) und ATF-2, einem Transkriptionsfaktor, die
wiederum an die Promoter Region von c-fos binden und seine Transkription

aktivieren. ATF-2 und c-Fos kénnen ein Heterodimer mit AP-1 Transkriptionsfaktor
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bilden und dadurch die Transkription von mehreren proinflammatorischen Genen,
sowie von Matrixmetalloproteinasen (MMP) stimulieren (50). Darlber hinaus férdert
MCP-1 die Zelladhasion und Migration von Monozyten, wobei die MCP-1 stimulierte
Zellmigration p38 MAPK vermittelt wird, nicht aber die Zelladhasion (51). Eine
kirzlich erschienene in vivo Untersuchung zeigte eine deutlich erhéhte MCP-1
Expression nach Myokardinfarkt von Tag 1 bis 28. Die Blockade des MCP-1 Signals
fuhrt zu einer Reduktion der Mortalitat und geht mit einer geringeren Dilatation des
linken Ventrikels, so wie mit einer verminderten Fibrosierung, Makrophagen-
Infiltration, Expression von Zytokinen (TNF-a) und Wachstumsfaktoren (TGF-R)
einher (52).

Die lokale Zytokinexpression (MCP-1, TNF-a, IL-13) induziert und verstarkt nicht nur
die Chemotaxis ins betroffenen Areal, sondern stellt eine wichtige Voraussetzung fur
die Einwanderung der inflammatorischen Zellen durch Modifikation der
extrazellularen Matrix (EZM) dar. Schlisselenzyme hierfir sind die Matrix
Metalloproteinasen (MMP). Die Expression von Metalloproteinasen wird u. a. durch
inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie IL-1, TNF- o, EGF, PDGF,
bFGF und CD40-Ligand (Makrophagen) stimuliert (53-56). Wie schon oben erwahnt
ist p38 MAPK Mediator der Signaltransduktion dieser Zytokine bzw. kann zu einer
Potenzierung ihrer Freisetzung flhren und somit indirekt die Induktion von MMP-
Aktivierung modulieren. Andererseits deuten bisherige Ergebnisse auf eine direkte
Induktion der MMP-Expression durch p38 MAPK. Als Beispiel hierzu zeigten Simon
et al., dalk die MMP-9 Expression durch p38 MAPK mittels AP-1 als
Transkriptionsfaktor vermittelt wird. MMP-9 wird vor allem in den Leukozyten und den
Makrophagen exprimiert und erreicht seine Spitzenaktivitdt am 2. Tag nach
Myokardinfarkt. AP-1 ist kein p38 MAPK spezifischer Transkriptionsfaktor. Es kann
auch Uber ERK und JNK aktiviert (57). Underwood et al. zeigten eine verminderte
MMP-9 Aktivierung (<64%) in vivo durch Hemmung der p38 MAPK Aktivitat (SB
239063; 30 pg/kg) nach endobronchialer Applikation von Lipopolysacchariden (LPS),
einem potenten Aktivator von p38 MAPK (58).

Durch die MMP Freisetzung ins Gewebe, z. B. aus den Neutrophilen, Fibroblasten
und Kardiomyozyten, wird das Kollagen der EZM gespalten. Das gespaltene
Kollagen wird von Makrophagen entfernt. Dies bedingt eine Zunahme des
ischamisch geschadigten Gewebeanteils und verstarkt die anschlieRende

Kardiomyopathie im Sinne von Dilatation des Ventrikels und Verschmalerung der
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Ventrikelwand. In diesem Zusammenhang sind MMP-2 und MMP-9, bekannt als
Gelatinasen, als wichtig fur das Extrazellularmatrix-Remodeling identifiziert worden
(59). Sie degradieren die durch MMP-1 und MMP-3 zu Fragmenten gespaltenen
Kollagenfibrillen zu Aminosauren und Oligopeptiden. Die MMP-2 Aktivitat ist eine
Stunde nach Myokardinfarkt sowohl im Infarktareal als auch im Utbrigen Myokard
erhoht. Vier Stunden danach kommt es zu einem Abfall der Aktivitat und
anschlieBend 24 Stunden spater zu einem erneuten Anstieg. MMP-9 Aktivitat wurde
zunachst nur im Infarktareal (2 Stunden nach MI) und anschlieRend nach 24
Stunden, schwacher, auch im Ubrigem Myokard dokumentiert (60). Der beschriebene
Verlauf der MMP-2 Aktivitdt entspricht der in der vorliegenden Studie dem
Aktivitatsmuster von p38 MAPK mit einer Spitze nach 1-4 Stunden und Abfall nach
24 Stunden, sowie einem erneuten anschlieRenden Anstieg. Ob p38 MAPK direkt an
der Freisetzung von MMP beteiligt ist, ist bislang nicht untersucht.

Fibronektin ist ein weiteres Extrazellularmatrix—Protein, das im Rahmen von
Remodeling-Prozessen verstarkt exprimiert wird. P38 MAPK ist bei der Expression
von zellularem Fibronektin beteiligt (61). Fibronektin kann die Aktivitat von MMP-9
verstarkend beeinflussen (50).

Die erste, inflammatorische Phase des Heilungsprozesses nach Myokardinfarkt mit
Bildung von Granulationsgewebe ist von einer zweiten, fibrogenetischen Phase
gefolgt, die durch die Entstehung von Narbengewebe im infarzierten Myokard
charakterisiert ist (35). Diese beginnt um den Tag 7 nach dem ischamischen
Ereignis. Dabei handelt es sich um Einwandern von Myofibroblasten in das
betroffene Areal, die eine gesteigerte Kollagen | und Il Synthese unterhalten. Die
Myofibroblasten sind phanotypisch veranderte Fibroblasten, charakterisiert durch
Expression von o-Smooth Muscle Actin (SMA) Mikrofilamenten, und sind von
zentraler Bedeutung fur die Fibrose-Entstehung nach Myokardinfarkt. Bisherige in
vivo und in vitro Studien zeigten, dak TGF-R zur Anderung des Fibroblasten-
Phanotyps beitragt. Wie schon erwahnt, ist p38 MAPK ein Mediator der TGF-R
Signaltransduktion, es liegen aktuell jedoch keine Untersuchungen vor, die eine
direkte Beteiligung von p38 MAPK bei der Entstehung von kardialen Myofibroblasten
nachweisen. Andere Studien lassen eine solche Vermutung zu, in dem gezeigt
werden konnte, dal} in pankreatischen stellaten Zellen, die den gleichen Phanotyp

wie die Myofibroblasten aufweisen und die Fibrose und die Inflammation im
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Pankreas triggern, die Produktion von a-SMA, Kollagen und Zytokinen (MCP-1) p38
MAPK vermittelt wird (62).

Das Narbengewebe besteht vor allen aus Typ | und Typ lll Kollagen (35). Ein
mikroskopischer Nachweis einer Akkumulation von Kollagenfibrilen wurde am
Infarktrand 7 Tage nach Myokardinfarkt gezeigt. Eine organisierte
Zusammensetzung in Form von Narbengewebe wurde ab 14 Tage nach
Myokardinfarkt dokumentiert und setzt sich Wochen danach fort (63;64). Diese
Ergebnisse sind parallel zu dem in dieser Studie gezeigte Verlauf der p38 MAPK
Aktivierung mit einer zweiten Aktivitatsspitze 1 Wochen nach Infarkt. Dies a3t sich
zum einen durch die schon oben erwahnte p38 MAPK abhangige Signaltransduktion
der potentesten Mediatoren der Kollagensynthese im Narbengewebe, namlich TGF-3
und Angiotensin Il, erklaren. Eine andauernde Aktivierung durch diese Substanzen
fuhrt zu einer verstarkten Fibrose auch des Ubrigen kardialen Gewebes. Andererseits
wurde in einer in vitro Untersuchung in primaren Kultur von Fibroblasten gezeigt, daf}
p38 MAPK die Expression von Extrazellularmatrix Proteine wie Fibronektin, Kollagen
I und Il nach gleichzeitiger Stimulation mit TGF-R und Norepinephrin vermittelt
(64;65). Die verstarkte Expression von Extrazellularmatrix-Proteinen nach
Myokardinfarkt ist ein lang andauernder Prozef3 und fuhrt im Verlauf zu Entwicklung
einer restriktiven Funktionseinschrankung des Myokards. In einer Untersuchung von
Liao et al. konnte gezeigt werden, dal} eine transgene Aktivierung von MMK3 und
MMK®G, zweier unmittelbar der p38 MAPK Ubergeordneten Kinasen, die Entwicklung
einer restriktiven Kardiomyopathie zur Folge hat (64). Dem liegt eine deutliche
interstitielle Fibrose zu Grunde, bei fehlender Hypertrophie der Kardiomyozyten. Eine
weitere Studie, die die Rolle von p38 MAPK bei der Entwicklung von kardialer
Fibrose unterstreicht, stellt die Arbeit von Zhang et al. dar (31). Dabei wurde ein in
vivo Model der hypertensiven Kardiomyopathie in dominant-negativen p38 MAPK (a-
und B-Isoform) transgenen Mausen untersucht. Es zeigte sich, daf® unter
Druckbelastung eine deutliche Hypertrophie kardialer Zellen festzustellen war, aber
keine verstarkte Fibrose, die in diesem Model zu erwarten ware.

Die in der vorliegenden Studie gezeigte verstarkte p38 MAPK in den untersuchten
Zeitpunkten bis zu 6 Wochen nach Myokardinfarkt erlaubt anhand der bisherigen
Literatur die Annahme, dal’ p38 MAPK in dieser spaten Phase nach Myokardinfarkt
in der Induktion und Unterhaltung des Fibroseprozesses, sowohl im infarzierten

Gebiet, als auch im ubrigen Myokard involviert ist und die Entwicklung einer
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restriktiven Funktionseinschrankung férdert. Weitere Untersuchungen zum direkten
Einflu® von p38 MAPK auf die Fibroseentstehung nach Myokardinfarkt mittels einer
pharmakologischen p38 MAPK Hemmung sind aufgrund der vorliegenden Daten

geplant.

5.1.5. ANP als Remodelingparameter

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) ist ein anerkannter Parameter fir den
Remodeling-Prozeld im linksventrikularen Gewebe nach Myokardinfarkt und wurde
daher im Serum und im linksventrikularen Myokard bestimmt (66). Im Gegensatz
zum brain natriuretischem Peptid (BNP) wird ANP im gesunden Zustand nur in den
Zellen der Herz-Vorhofe produziert. Es wird in Vesikeln gespeichert und bei einem
entsprechenden Reiz, z. B. durch Vorhofdehnung, ins Blut sezerniert. Im physio-
logischen Bereich dient die ANP Sekretion der Forderung der Diurese bei
Volumenbelastung im grof3en Kreislauf. Unter pathophysiologischen Bedingungen
wird ANP im Rahmen des Remodeling-Prozesses auch in den ventrikularen
Kardiomyozyten produziert. Dies ist Ausdruck einer Anderung des Zellphanotyps und
einer Zellhypertrophie im Sinne einer Anpassung an pathophysiologische
Bedingungen. Bezuglich der Induktion der ANP-Expression in den Kardiomyozyten
gibt es Hinweise, dal} diese p38 MAPK vermittelt werden kann. Dies erfolgt mittels
Aktivierung von ATF-6, einem Transkriptionsfaktor, welcher als Koaktivator fir die
Stimulation von Promotor-Proximalem Serum Response Element (SRE) dient und
dadurch die Transkription von ANP induziert (67).

Erwartungsgemall wurde in der vorliegenden Arbeit ein schneller Anstieg des
Serum-ANP kurz nach LCA-Ligatur festgestellt. Das ist im Rahmen der direkten
Sekretion des in Vesikeln gespeicherten ANP aus den Vorhdfen zu erklaren, die
durch den Myokardinfarkt akut gedehnt wurden. Im Verlauf zeigte sich der ANP-
Spiegel anhaltend erhdht, jedoch mit abfallender Tendenz. Im linksventrikularen
Myokard wurde zu den Zeitpunkten 15 Min., 1 Std., 4 Std. und 24 Std. erwartungs-
gemal’ keine ANP-Expression nachgewiesen. Nach 1 Woche konnte erstmalig ANP-
Expression im linksventrikularen Gewebe nachgewiesen werden, parallel zum
zweiten Anstieg der p38 MAPK-Aktivitat im Verlauf. Diese ANP-Expression wurde

nur in den Proben mit mittelgroRen und groflen Myokardinfarkt nachgewiesen. Bei
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diesen Herzen war auch eine besonders hohe p38 MAPK Aktivitat zu verzeichnen.
Diese Beobachtung ventrikularer ANP-Expression und gesteigerter p38 MAPK
Aktivitat weist auf eine Rolle von p38 MAPK beim Remodeling nach Myokardinfarkt
hin. Dal} die p38 MAPK Aktivitat nicht mit der InfarktgroRe bzw. nicht mit dem Grad
der LV-Funktionseinschrankung korreliert ist zum einen auf die biologische Varianz
und auf die kleine Fallzahl der untersuchten Tieren, zum anderen aber auch auf die
Komplexitat der Vorgange bei der p38 MAPK involviert ist, zurickzufuhren.

5.2. P38 MAPK vermittelte Fibronektin-Expression in vitro

5.2.1. P38 MAPK in der Wand arterieller GefaRRe

Die hier vorgelegten Daten belegen eine Beteiligung von p38 MAPK bei der TGF-
induzierten Fibronektin-Expression in glatten GefalRmuskelzellen. Fibronektin in der
Wand von arteriellen Gefalden besitzt vielfaltige Eigenschaften, die im Folgenden
naher erlautert werden sollen.

Fibronektin ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 550.000kD (siehe
Abb. 9). Das Protein, ein Heterodimer, besteht aus zwei Peptidketten, die mittels
Disulfid-Bricken am COOH-Ende miteinander verbunden sind. Die Peptidkette
besteht aus drei verschiedenen Arten von homogenen, sich wiederholenden
Modulen, die wie in einer Perlenschnurkette miteinander verbunden sind. Diese
Module bedingen die unterschiedlichen funktionalen Eigenschaften und
Bindungsstellen fur verschiedene Proteine der Extrazellularmatrix, sowie fur Heparin,
Fibrin, und Integrine. Dabei von besonderem Interesse ist die Zellbindungs-Domane,
charakterisiert durch die Peptidsequenz Arginin-Glycin-Aspartat (Arg-Gly-Asp), die
die Bindung an Integrin-a5p1, einen spezifischen Rezeptor fir Fibronektin,
ermdglicht (68;69).

Nach dem Ort der Produktion werden zwei Isoformen von Fibronektin -
plasmatisches und zellulares - unterschieden. Die plasmatische Isoform wird zu 99%
von Hepatozyten produziert und sezerniert. Sie ist I6slich und zirkuliert im Blut und
anderen Korperflussigkeiten. Fur diese Isoform ist charakteristisch, dafl® zwei Module,
namlich ED IlIA und ED 1lIB fehlen. Das plasmatische Fibronektin ist involviert bei

der Blutgerinnung, Wundheilung und der Phagozytose. Die zellulare Form von
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Fibronektin stammt von nicht-hepatischen Zellen und wird nur in die unmittelbare
Umgebung, parakrin, sezerniert. Sie enthalt ED IlIA und ED IlIB-Module. Das
zellulare Fibronektin wird innerhalb von Stunden nach Expression unldslich. Zum
Nachweis macht man sich Antikérper gegen die ED IlIA und ED IlIB-Module zu

nutze, die den isolierten Nachweis von zellularem Fibronektin erlauben (70;71)

NH2

Zellulares Fibronektin: Strukturformel

COOH
——— S
Kollagen a5 B1
und Gelatin Integrin-Rezeptor
Bindungsstelle Bindungsstelle

Typ | Modul Typ Il Modul OT 11l Modul
L ‘ e P Variable Sequenz

Abb.9: Struktur von zellularem Fibronektin mit den charakteristischen IlIA und IlIB
Modulen (nach Magnusson et al. (71)). Dazwischen befindet sich die fir die

spezifische Bindung an Integrin a5R1 - Rezeptor. Zur ndheren Erklarung siehe Text.

Im Folgenden soll die Pathophysiologie der Restenose, soweit sie fur die hier

vorgelegten Daten relevant ist, zusammengefaldt werden.
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5.2.2. Restenose und Modulation der Extrazellularmatrix-Zusammensetzung

Restenose ist eine erneute Einengung eines GefalRabschnittes durch
Neointimabildung, der zuvor mittels Ballondilatation aufgeweitet wurde. Die Bildung
der Neointima als morphologisches Korrelat der Restenose ist bedingt durch die
folgenden Prozesse: Proliferation und Migration von Zellen der glatten
Gefalmuskulatur (VSMC), Ansammlung von inflammatorischen Zellen wie
Makrophagen wund T-Zellen, sowie durch Uuberschiefende wund in ihrer
Zusammensetzung veranderte Extrazellularmatrix-Bildung (72). Ein wichtiger
Stimulator dieser Modulation ist die mechanische Verletzung des Endothels der
GefalRwand durch die Ballondilatation (73). Es kommt zu einer Anlagerung von
Thrombozyten an die verletzte Stelle, die Wachstumsfaktoren wie PGDF und TGF-3
freisetzen. Diese Wachstumsfaktoren sind ihrerseits potente Stimuli fur die Induktion
einer UberschielRenden Expression von Extrazellularmatrix-Proteinen, sowie fur die

Migration und Proliferation von Zellen der glatten Gefallmuskulatur (siehe Abb. 10).

Phinotypische Anderung der VSMC bei Restenose

(in Bezug auf die Fahigkeit zur Zellmigration und -Proliferation)

Intrazelluldre Anderung:
Zunahme der B-Aktin- und Abnahme der a-Aktin Expression
Abnahme der Myofilamentdensitat
Veranderte Desmin und Vimentin Positivitat
UberschieRendes ~ Wachstum von  Endoplasmatischem
Retikulum und Golgiapparat

Expressionsveranderung

Zunahme der Sekretion von EZM Komponenten (Kollagen | und |ll,
Elastin, Fibronektin, MMP)

Abnahme der Sekretion von Basalmembrankomponenten (Laminin,
Kollagen V)

Anderungen der Expression von Membranrezeptoren

Abb. 10: Phanotypische Anderungen der Zellen der glatten GefaR-

muskulatur nach PTA.

Wahrend im nicht verletzten Zustand die Extrazellularmatrix der arteriellen

GefalRwand vor allem aus Bestandteilen der Basalmembranproteine wie z. B.
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Kollagen Typ IV und Laminin besteht, wird nach PTA eine erhdhte Expression von
Kollagen Typ | und lll, sowie Fibronektin beobachtet. Dabei wird interessanterweise
ein zeitlicher Ablauf beobachtet. In der Anfangsphase der durch den Ballon
gedehnten Matrix wird die Extrazellularmatrix von Fibronektinfibrillen dominiert
(74;75). Diese Fibronektinfibrillen erscheinen direkt unterhalb der Iluminalen
Thrombozytenschicht, kurz vor dem Beginn der VSMC-Migration. Eine erhdhte
Kollagen Typ | und Il Expression tritt erst nach 7 Tagen auf (76). Die ersten
migrierten VSMC sind von Fibronektin umgeben. In vivo Studien zeigten die starkste
Expression von Fibronektin in den ersten 6 Std. bis 24 Std., sie ist aber bis zu 7
Tagen nach PTA nachweisbar (76). Konkordant dazu wurde in der Studie von
Pickering et al. die starkste Expression des Fibronektin Rezeptors Integrin-a531 am
Tag 4 nach PTA gezeigt (77). Zu spateren Zeitpunkten, etwa nach 14 Tagen, ist der
Rezeptor zwar noch exprimiert, aber in deutlich geringerem Ausmal, so dal eine

Abnahme der Fibronektinauswirkungen anzunehmen ist.

5.2.3. Fibronektin und Auswirkung auf den Remodeling-ProzeR nach PTCA

Den bisher vorliegenden Studien nach ist eine Beteiligung von Fibronektin im Prozel}
der Zellproliferation durch Stimulation von Integrin-a5f1 gegeben (78). Wenn
Fibronektin an seinen Rezeptor Integrin-a5p1 bindet, erfolgt eine Aktivierung der
intranuklearen Transkriptionfaktoren cdk4/6 und cdk2, die zu einer Phosphorylierung
von Retinoblastoma Protein fihren. Durch die Aktivierung von Retinoblastoma
Protein wird der E2F-Transkriptionsfaktor von seiner Bindung an Retinoblastoma
Protein freigesetzt. Der E2F-Transkriptionsfaktor aktiviert die Expression von Genen,
die die Zellzyklus-Progression und eine Anderung des Phanotyps bewirken (79)
(siehe Abb. 11).
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Mitogene
Wachstumsfaktoren

Fibronektin

a5 B1

cyclinD1  cdk4/6

E2F-pRb

ppéb\EzF

p3 Integrinrezeptor

Abb. 11: Beispiel einer Induktion der Zellzyklus-Progression
mittels Fibronektin nach Assoian et al. (78). Zur naheren

Erklarung: siehe Text.

Fibronektin induziert eine phanotypische Anderung von kontraktilen, ortstédndigen
Zellen der glatten Gefalmuskulatur zu proliferativen, sekretorischen in der Weise,
daR sie ihre Migrationsfahigkeit wiedererlangen (80-82). Zusatzlich dient Fibronektin
als Verankerungsmolekul der aus der Blutbahn einwandernden Monozyten, die
wichtige Stimulatoren der Zelldedifferenzierung, der Phagozytose und der Sekretion
von inflammatorischen Substanzen, sowie von Metalloproteinasen sind (83-86). Als
weiteren Effekt verstarkt Fibronektin die Aufnahme von LDL in den Makrophagen,
was wiederum die inflammatorischen Vorgange in der arteriellen Wand verstarkt, die
ihrerseits die Neointimabildung fordert (87;88).

5.2.4. Expression und Stimulation von Fibronektin

Ein potenter Stimulator der Fibronektin-Expression ist TGF- (89-94). Nach PTA
erfolgt durch die anliegenden Thrombozyten eine starke Sekretion von
Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-B, FGF) in das verletzte Gewebe (72;95). Die
Signaltransduktion von TGF-R erfolgt zum Einen Uber die Smad3/4 Kinase oder zum
Anderen tber MKK6/4/3 und p38 MAPK (96;97) (siehe Abb. 12).
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TGF-R Rezeptor

v
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Typll \ ) .Typl Zellinneres

TAB 1

v

TAK1

v

MKK 6/MKK 3/MKK 4

Smad3 / Smad 4

P38 MAPK

Transkription

Abb.12: Schematische Darstellung der
intrazellularen  Signaltransduktionswege
nach TGF-R Stimulation, nach Sano et al.
(97).

Bisherige Daten zeigten in humanen mesangialen Zellen eine dehnungsinduzierte,
sowie durch einen erhohten TGF-R-Spiegel hervorgerufene Fibronektin-Expression,
die mit einer Aktivierung der p38 MAPK nach 30 Min. bis 33 Std. einher geht und
durch SB 203580, einen spezifischen p38 MAPK Inhibitor, deutlich reduziert werden
kann (98). Weitere Daten legen die Annahme nahe, dall eine TGF-R induzierte
Fibronektinproduktion in humanen fetalen pulmonalen Fibroblasten auch durch p38
MAPK vermittelt wird (99).

Bei der Restenose wurde eine Beteiligung der p38 MAPK durch zwei in vivo
Experimente postuliert. Ohashi et al. zeigten eine Aktivierung der p38 MAPK
innerhalb der ersten 15 Min. nach Ballondilatation. Sie fuhrten die gesteigerte IL-113
Synthese auf die Aktivierung von p38 MAPK zurlick und postulierten eine indirekte
Beteiligung von p38 MAPK bei der Neointimabildung (100).

Die zweite Untersuchung stammt von unserer Arbeitsgruppe und verwendet auch die
hier vorgelegten Daten (61). In dieser Studie konnte erstmalig eine persistierende
Aktivierung von p38 MAPK bis zu 6 Wochen nach PTA im Bereich der dilatierten
Stelle gezeigt werden. Eine Hemmung der p38 MAPK Aktivitat durch SB239063 in
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der gleichen Studie fihrte zu einer Reduktion des Neointima/Media Quotienten um
30%. P38 MAPK hat eine nicht nur akute (100) sondern auch eine anhaltende
Mediatorrolle in diesem Modell der Restenose nach PTA (61).

Es gibt keine ausreichenden Untersuchungen zur Rolle von p38 MAPK bei der
Veranderung der Extrazellularmatrix im Rahmen der Neointimaentstehung. Bisherige
in vitro Experimente konzentrierten sich auf die Untersuchung zur Beteiligung von
p38 MAPK bei der Proliferation und Migration von VSMC nach Ballondilatation.
Dabei konnte eine Rolle fur p38 MAPK bei der Zellmigration mehrfach nachgewiesen
werden. In trachealen und vaskularen, glatten Muskelzellen (101;102), sowie in
epithelialen Zellen (103) konnte gezeigt werden, dal p38 MAPK die PDGF-induzierte
Aktin-Reorganisation vermittelt. Die Aktin-Reorganisation ist ein notwendiger Faktor
fur die Migration von VSMC, dadurch dal} sie die Formation von Lamellipodien und
Membran-Zusammenziehungen verursacht. Die bislang vorliegenden Daten Uber
eine Beteiligung von p38 MAPK bei der Zellproliferation sind widerspruchlich (104-
106). Daten aus unserer Arbeitsgruppe konnten keinen sicheren Hinweis auf eine

direkte p38 MAPK Vermittlung der Zellproliferation zeigen (61).
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6.0. Zusammenfassung und Ausblick

Die Signaltransduktion vermittelt zellulare Stimuli von der Zellmembran ins Zellinnere
(Zytosol bzw. Zellkern) und steuert physiologische und pathophysiologische
Vorgange in der Zelle. Die Aufschlisselung des komplexen Netzwerks der
Signaltransduktion ist eine Voraussetzung fir die gezielte experimentelle und auch
therapeutische Beeinflussung zellularer Vorgange. In der vorliegenden Arbeit wurden
Untersuchungen zur Beteiligung von p38 MAPK beim Remodeling-Prozel3 nach
Myokardinfarkt in vivo und bei der Fibronektin-Expression in Rahmen der Neointima-

Entstehung nach Angioplastie in vitro durchgefihrt.

Im Bereich der kardiovaskularen Forschung hat die Familie der Mitogen Aktivierten
Protein Kinasen besonderes Interesse gewonnen. Sie besteht aus drei Subgruppen -
JNK, ERK und p38 MAPK. Diese sind durch Vermittlung vieler neurohumoraler,
mechanischer und inflammatorischer Stimuli am Remodeling-Prozel3 des

Herzmuskelgewebes und der arteriellen GefalRwand beteiligt.

In vitro Experimente zeigten eine p38 MAPK-Aktivierung bei akuter Ischamie und
eine konsekutive Beteiligung dieser Kinase bei der Hypertrophie bzw. Apoptose von
Kardiomyozyten. Die Rolle von p38 MAPK bei der absoluten Ischamie in vivo wurde
bislang nicht untersucht. Als erstes sollte in einer Pilotstudie untersucht werden, ob
p38 MAPK nach akutem Myokardinfarkt eine erhdhte Aktivitat in vivo aufweist. Des
Weiteren sollte, flr den Fall einer erhdhten p38 MAPK Aktivitat, der zeitliche Verlauf
beschrieben werden. Von besonderem Interesse dabei war, wie lange eine erhohte
p38 MAPK Aktivitat nach Myokardinfarkt nachweisbar ist. Bei langer anhaltender p38
MAPK Aktivitat liegt es nahe, dal} diese Kinase am postischamischen Remodeling-
Prozel® beteiligt ist. Man wirde damit einen mdglichen Ansatzpunkt fir eine
pharmakologische Beeinflussung gewinnen. Dartber hinaus sollte anhand klinischer
Parameter und Remodelingmarker, wie des atrialen natriuretischen Peptides (ANP),
untersucht werden, ob ein zeitlicher Zusammenhang zwischen der p38 MAPK

Aktivitdt und der Entstehung einer Herzinsuffizienz besteht.

Es wurden in einem ersten Teil der Arbeit mittels Ligatur der linken Koronararterie

Myokardinfarkte bei mannlichen 4 Monate alten Lewis Ratten erzeugt. Schein-
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operierte Ratten dienten als Kontrollgruppe. Die InfarktgroRe wurde
echokardiographisch, sowie bei Organentnahme visuell beurteilt. Die p38 MAPK-
Aktivierung wurde mittels nicht radioaktivem MAPK-Assay und anschliefendem
Western Blot nach 15 Minuten, 1, 4, 24 Stunden, sowie 1, 3 und 6 Wochen im
linksventrikularen Myokard gemessen. Pro Zeitpunkt wurden mindestens 10 Tiere
untersucht. Zur Bestimmung von ANP im Serum und im linksventrikularen Gewebe
wurde die ELISA Methode angewandt.

Wichtigstes Ergebnis war, dal} eine deutliche p38 MAPK-Aktivierung bis 6 Wochen
nach Myokardinfarkt im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt wurde. Im Verlauf
zeigten sich zwei signifikante Spitzen der p38 MAPK-Aktivierung, namlich nach 1
Stunde und nach 1 Woche. Innerhalb der unterschiedlichen Gruppen wurde eine
deutlichere p38 MAPK-Aktivierung bei mittelgroRen bis groflen Myokardinfarkten
beobachtet. In diesen Proben wurde auch eine linksventrikulare ANP-Expression
nachgewiesen.

Somit konnte in dieser Untersuchung erstmalig eine prolongierte p38 MAPK-Aktivitat
bis zu 6 Wochen nach Myokardinfarkt in vivo gezeigt werden. Die Tatsache, daf p38
MAPK bei mittelgrolien und grof3en Infarkten, die mit einer ventrikularen ANP
Expression einhergehen, aktiviert ist, weist auf eine Beteiligung von p38 MAPK beim
Remodeling-ProzelR nach Myokardinfarkt hin.

Die erste Spitze der p38 MAPK Aktivitat nach einer Stunde ist im Zusammenhang
der akuten Ischamie und der erhdohten Wandspannung, evtl. auch mit der
Manipulation bei der Operation zu sehen und ist in ihrer Bedeutung nicht geklart. P38
MAPK konnte hier moglicherweise zum einen proapoptotische Vorgange auslosen,
zum anderen aber auch eine Zellprotektion im Rahmen der durch die akute Ischamie
bedingten Entstehung von Zellnekrosen, z. B. mittels Heat Schock Proteine,
vermitteln. Die zweite Spitze der p38 MAPK Aktivitdt nach einer Woche weist auf
eine Beteiligung an den adaptiven Prozessen nach Myokardinfarkt hin und wird am
ehesten durch Neurohormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren chronisch
unterhalten. Die Ergebnisse unserer Studie kdnnen hier als Grundlage fur zuklnftige
Untersuchungen beziglich der Rolle von p38 MAPK nach Myokardinfarkt dienen.
Von besonderem Interesse ware die Bestimmung der beiden im kardialen Gewebe
nachgewiesenen p38 MAPK Isoformen, der p38a MAPK und der p383 MAPK. Diese
konnten unterschiedliche Auswirkungen bezuglich der Apoptose und des

Zelluberlebens aufweisen, sowie zeitlich getrennt aktiviert werden. Weiterer wichtiger
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Ansatz zukulnftiger Untersuchungen ist die Lokalisation der p38 MAPK Aktivitat im
ischamischen Gewebe, im direkt angrenzenden Gebiet, sowie im tbrigen Myokard.

Eine Restenose ist eine haufige Komplikation nach Angioplastie. Sie entsteht
aufgrund einer Neointimabildung. Die Neointima ist charakterisiert durch die
Proliferation und Migration von Zellen der glatten GefalBmuskulatur, sowie durch eine
uberschieende und in ihrer Zusammensetzung veranderte extrazellulare Matrix-
Bildung. Ein in vivo Experiment, von dem die vorliegende Arbeit einen Teilaspekt
darstellt (61), zeigte eine erhdhte p38 MAPK Aktivitat wahrend der
Neointimaentstehung nach PTA flir 28 Tage. Die Hemmung der p38 MAPK Aktivitat
mittels eines selektiven Inhibitors fuhrte zu einer verringerten Neointima-Bildung.
Bisherige Untersuchungen weisen auf eine Beteiligung von p38 MAPK bei den
Prozessen der Migration und der Proliferation von Zellen der glatten
Gefalmuskulatur hin, wobei diese zum Teil kontrovers diskutiert werden. Eine
Untersuchung zur Beteiligung von p38 MAPK bei der Modulation der extrazellularen
Matrix-Zusammensetzung war bis lang nicht untersucht worden.

Fibronektin ist ein Bestandteil der Extrazellularmatrix und spielt eine wichtige Rolle in
der Friilhphase der Neointimabildung. Fibronektin tragt zur phanotypischen Anderung
der glatten Gefalmuskelzellen bei und ermdglicht deren Proliferation und Migration.
TGF-R ist ein bekannter Stimulus fur eine verstarkte Fibronektin-Expression. Es wird
unmittelbar nach Angioplastie durch Thrombozyten in der Gefallwand freigesetzt. Die
Signaltransduktion von TGF-B kann durch p38 MAPK vermittelt werden. Der
Zusammenhang zwischen einer TGF-3 induzierten p38 MAPK Aktivierung und der
Fibronektin-Expression in Zellen der glatten GefalBmuskulatur war bislang nicht
geklart. Daher wurden im zweiten Teil dieser Arbeit primare Kulturen aus Zellen der
glatten GefalBmuskulatur aus der Arterie femoralis von Kaninchen (6 Monate alt,
mannlich) angelegt und mit TGF-$ Uber 48h stimuliert. Durch unterschiedliche
Konzentrationen von SB 239063, einem spezifischen p38 MAPK Inhibitor, wurde die
Beteiligung von p38 MAPK bei der Fibronektin-Expression untersucht. Die
Bestimmung der Expression von zellularem Fibronektin erfolgte im Western Blot.
TGF-B bewirkte eine verstarkte Expression von zellularem Fibronektin in Zellen der
glatten Gefalmuskulatur. Die Fibronektinproduktion konnte durch SB 239063

konzentrationsabhangig signifikant reduziert werden.
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Am Beispiel der Induktion der Fibronektin-Expression konnte erstmalig ein Hinweis
auf eine Beteiligung der p38 MAPK an der Modulation der Extrazellularmatrix bei der
Restenose nach perkutaner transarterieller Angioplastie gewonnen werden. Dies ist
in den ersten Tagen nach Angioplastie von besonderer Bedeutung, da Fibronektin
die Dedifferenzierung, Proliferation und Migration von Zellen der glatten
GefalRmuskulatur férdert.

Somit kénnte p38 MAPK direkt bei den Umbauvorgangen der Extrazellular-Matrix
beteiligt sein und indirekt auch die Proliferation und Migration der Zellen der glatten

GefalRmuskulatur nach PTA beeinflussen.
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7.0. Verwendete Abkirzungen

ANF
ANP
Arg
Asp
ATP
AVK
BNP
BSA
Cdc 2
Cdk
CHOP
Cl
CREB
DMEM
E2F
EDV
EF
EGF
ELK
ERK
ESV
EZM:
FGF
FS
Gly
GPCR
HF/Min.
HO-1
HRP
HSP
HzZV

Atrialer Natriuretischer Faktor

Atriles Natriuretisches Peptid

Arginin

Aspartat

Adenosintriphosphat

Arterielle VerschluRkrankheit

Brain Natriuretisches Peptid

Bovine Serum Albumin (Rinder Serum Abumin)
Mitglied der kleinen GPCR-Subgruppe

G1 phase Cyclin-Dependent Kinase

C/EBP Homologous Protein

Kardialer Index

cAMP-response element binding protein
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Transkriptionsfaktor, beteiligt an der Kontrolle des Zellwachstums
Enddiastolisches Volumen

Ejektionsfraktion

Endothel Wachstumsfaktor

Ternary Complex factor Transcription factor
Extrazellular Responsive Kinase
Endsystolisches Volumen
Extrazellularmatrix

Fibroblast growth factor

Fractional shortening

Glycin

G Protein—Coupled Receptor

Herzfrequenz pro Minute

Heme Oxydase 1

Horse Radish Peroxidase

Heat Schock Proteine

Herzzeitvolumen
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IL

i. p.
JNK
Kat #
KHK
LCA
LDL
LPS

LV
LVIDd
LVIDs
mA
MAPK
MAPKAP2
MAPKK
MAPKKK
MCP-1
MEF2
MEKK
Mi

MLK
MMP
mV
PAK
PDGF
PRAK
PRb
PTA
RAC
Raf
RAS
RATTE #
RV
RWT

Interleukin

intraperitoneal

c-Jun N-terminale Kinases
Katalognummer

Koronare Herzerkrankung
Linke Koronararterie

Low density lipoprotein
Lipopolysaccharide

Linker Ventrikel

Diastolischer linksventrikularer Innendurchmesser

Systolischer linksventrikularer Innendurchmesser

Miliampere

Mitogen aktivierte Proteinkinase
MAPK aktiviertes Protein 2
MAPK-Kinase

MAPKK-Kinase

Monocyte Chemoattractant Protein-1
Myocyte Enhancer Faktor 2

MAPK oder ERK Kinase Kinases
Myokardinfarkt

Mixed Lineage Kinase
Matrixmetalloproteinase

Millivolt

p21-Aktivierte Kinase

Platelet Derived Growth Factor

p38 regulierte/aktivierte Kinase
Retinoblastoma Protein

Perkutane Transluminale Angioplastie
Mitglied der kleinen GPCR-Subgruppe
Mitglied der kleinen GPCR-Subgruppe
Mitglied der kleinen GPCR-Subgruppe
Ratten Nummer

Rechter Ventrikel

Rechtsventrikularer Wanddurchmesser
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SMA
Samad 3
Smad 4
SRF
SV
TAB 1
TAK 1
TGF-R
Thr
TNF-a
Tyr
VSCM

Smooth muscle Actin

Transkriptionsprotein des TGF- Signaltransduktionswegs
Transkriptionsprotein des TGF-[} Signaltransduktionswegs
Serum Responsive Factor

Schlagvolumen

TAK1 Bindendes Protein

TGF-3 Aktivierte Kinase-1

Transforming Growth Faktor-f3

Threonin

Tumor Nekrose Faktor-a

Tyrosin

Vascular smooth muscle cells
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