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Zusammenfassung

Bei der Behandlung atherosklerotischer Gefäÿe mit vaskulären Implan-
taten spielt nicht nur die endotheliale Dysfunktion eine wichtige Rolle.
Auch die Fähigkeit des Implantatmaterials, sich an die Gefäÿwand an-
zupassen und dessen Biokompatibilität, sind von groÿer Bedeutung. Die
Entwicklung von wirksto�freisetzenden Stents (DES) konnte die Risiken
nach Stentimplantation signi�kant reduzieren. Jedoch gibt es Hinweise
darauf, dass diese polymerbeschichteten DES Ursache für die Entste-
hung von Stent Thrombosen (ST) sein können � eine potentiell tödliche
Komplikation. Die mechanischen Eigenschaften eines Materials, das in
ein Gefäÿ eingebracht wird, können einen groÿen Ein�uss auf die umlie-
genden Zellen haben. Die Bedeutung einer solchen Veränderung in der
Umgebung einer Zelle und der Ein�uss auf deren mechanische Eigen-
schaften und biologische Funktionen wird immer häu�ger als Ursache für
die Entstehung von In-Stent-Restenose (ISR) und ST diskutiert.
Das Endothel dient als einzigartige Barriere zwischen dem �ieÿenden
Blut und der Gefäÿwand, wodurch es permanent mechanischen Rei-
zen ausgesetzt ist. Mechanosensitive Strukturen auf der Zellober�äche
übersetzen diese Stimuli in biochemische Signale. Die anschlieÿende
Translation in downstream E�ekte moduliert die Zellfunktion. Zu dem
mechanosensorischen Komplex um PECAM-1 gehören vermutlich auch
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), welche an der scherstressab-
hängigen Regulation der NO-Freisetzung beteiligt sind. Im kardiovasku-
lären System werden der GPCR APJ und sein spezi�scher Ligand Apelin
vor allem von Endothelzellen und endokardialen Zellen exprimiert. Die
Apelin-Isoformen Apelin-12 und Apelin-13 wurden in diesem Zusam-
menhang bisher als bioaktiv beschrieben. Obwohl das apelinerge System
in vielen vaskulären Endothelzellen exprimiert wird, wurde es bisher
nicht als Überträger mechanischer Reize in Betracht gezogen. In diesem
Kontext ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, zunächst die physiologi-
sche Rolle des Apelin/APJ-Systems als Mechanotransducer in humanen
Endothelzellen in einem in vitro Zellperfusionsystem zu charakterisieren.
Weiterhin soll der Ein�uss von Stentpolymeren auf die Zellfunktion und
die endotheliale Mechanotransduktion untersucht werden.

1. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen mittels RT-qPCR und Western
Blot Analyse erstmals eine durch Scherstress induzierte Regulie-
rung des Apelin/APJ-Systems in humanen Endothelzellen. Dabei
wird die Expression des Liganden Apelin abhängig vom Gefäÿbett
unter physiologischen Bedingungen aktiviert. Die Expression des
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APJ-Rezeptors scheint unabhängig vom Gefäÿbett zu sein. Die ab-
solute Gröÿe des Scherstresses scheint hierfür eine Rolle bei der
�ussinduzierten Regulation zu spielen.

2. Die Applikation von Scherstress auf Endothelzellen führt zur Frei-
setzung von NO. Diese Aktivierung benötigt zusätzliche Signa-
le, die über den Mechanotransducer PECAM-1 vermittelt werden.
Mittels Western Blot Analyse und eines Grieÿ-Assays zur Bestim-
mung der Nitrit-/Nitratkonzentration im Medium � als Maÿ für
das freigesetzte NO � konnte gezeigt werden, dass Apelin-12 über
PI3K/Akt/eNOS-vermittelte Signale die NO-Produktion zusätzlich
aktiviert. Apelin-13 führt dagegen zu einer Aktivierung der MAP
Kinasen Erk 1/2 und hat keinen Ein�uss auf die NO-Freisetzung.

3. Auf Grund der zusätzlichen Erhöhung der �ussinduzierten NO-
Freisetzung und eNOS-Expression durch Apelin-12 wurde eine
Rolle des apelinergen Systems in der Mechanotransduktion ange-
nommen. Um diese Beteiligung experimentell zu belegen, wurden
Endothelzellen mit einer spezi�schen APJ siRNA trans�ziert. Der
siRNA-vermittelte Knockdown des APJ führte vor allem unter
Flussbedingungen zu einer Beeinträchtigung der durch Scherstress
induzierten Zellantwort über den mechanosensorischen Komplex
um PECAM-1.

4. Die zentrale Rolle der Endothelzellen bei der Wundheilung nach
einer Stentimplantation rückt auch in der klinischen Praxis immer
mehr in den Vordergrund. Deshalb wurde als weiterer wichtiger
Aspekt der Arbeit die Biokompatibilität von Stentober�ächenpo-
lymeren untersucht. Es wurde nicht nur ein starker Ein�uss des Ma-
terials auf die Vitalität und Proliferation von Endothelzellen fest-
gestellt, sondern auch endotheliale Mechanosensoren � wie die Gly-
kokalix, PECAM-1 und das mechanosensitive Apelin/APJ-System
� zeigen eine veränderte und zum Teil eingeschränkte Funktion in
Abhängigkeit von den untersuchten Polymerober�ächen. Mangeln-
de Re-Endothelialisierung und Funktionsstörungen des Endothels
auf Grund des Polymers spielen eine kritische Rolle bei der Erpro-
bung neuer DES. In diesem Kontext erscheint es um so wichtiger,
die genauen Mechanismen zu verstehen, mit deren Hilfe vaskuläre
Endothelzellen auf mechanische Reize reagieren.
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Summary

Today, vascular stenting represents a clinical alternative to bypass graft
surgery for the treatment of coronary artery disease caused by arte-
riosclerosis. With the increasing use of stents procedure-related vascular
injury leading to in-stent restenosis (ISR) has become a signi�cant pro-
blem. Although the �rst generation of drug-eluting stents (DES) have
revolutionized the treatment of coronary artery disease in terms of signi-
�cant reduction of ISR rate, there is increasing evidence that the applied
surface polymer coating might be responsible for adverse e�ects such as
stent thrombosis (ST) � a potentially fatal complication of coronary sten-
ting. Local hemodynamic factors are long known to critically a�ect the
natural process of vessel healing. Increasing evidence now suggests that
changes in the micro environments of tissue cells may have a relevance
to their mechanical properties and biological functions, as well. Howe-
ver, tissue cell response to these materials in terms of mechanosensing,
biocompatibility, and endothelial cell function has not been described in
detail, yet.
Vascular endothelial cells line the inner surface of blood vessels, ser-
ving as a selective barrier between blood and the vessel wall. Within
the vascular system, hemodynamic forces produced by blood �ow play
a critical role in endothelial cell (EC) biology and maintenance of the
vascular haemostasis. This mechanosensitive feedback modulates cellular
functions by employing a range of mechanosensors such as PECAM-1
and G-protein-coupled receptors (GPCRs). The activation of GPCRs
is described as one of the earliest responses to �uid �ow regulating
NO-release and thereby vascular tone. The GPCR APJ and its speci�c
ligand apelin are expressed in a wide range of tissues and organs, where
they are mainly located to vascular cells such as smooth muscle cells
and endothelial cells. In the cardiovasculature the isoforms apelin-12
and apelin-13 seem to be most active. Although the apelinergic system
is expressed in most vascular endothelial cells, apelin and its receptor
APJ are not considered as transducer of mechanical forces, yet. In this
context, the present study was designed to investigate the physiological
role of the apelinergic system as mechanotransducer in human endothe-
lial cells using an in vitro �ow chamber model, which enables exposure
to de�ned laminar, pulsatile shear stress. Furthermore, the in�uence of
biodegradable polymers on endothelial cell function and mechanotrans-
duction was determined.
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1. The present thesis shows for the �rst time a shear stress-induced
adjustment of the apelin/APJ system to current hemodynamic con-
ditions in human ECs. Whilst these data suggest, that the e�ect of
the peptide apelin depends on current hemodynamic conditions in
the vascular bed, the APJ receptor seems to respond to the absolu-
te magnitude of shear stress being able to act in part independently
of its ligand.

2. Flow-mediated vasodilatation (FMD) is a passive process in which
enhanced volume capacity with increased �ow and shear stress
exerts a mechanotransductive e�ect on the endothelium, with sub-
sequent release of NO. This activation requires signals through
the mechanosensor PECAM-1. These data prove that the isoform
apelin-12, via its speci�c receptor APJ, can increase NO produc-
tion via phosphorylation of PI3K and Akt under hemodynamic
conditions in human endothelial cells. In contrast, apelin-13, which
activates the MAPK/Erk pathway, is not able to increase NO con-
centration in this experimental setting.

3. Having the additional positive e�ect of apelin-12 on �ow-induced
NO-production and eNOS expression in mind, a role of the ape-
lin/APJ system in endothelial mechanotransduction was supposed.
Therefore, ECs were transfected with a speci�c APJ siRNA. This
knockdown lead to a signi�cant reduction in �ow-induced cellular
response via the mechanosesory complex and PECAM-1.

4. Recently, special emphasis is placed on the central role of ECs regar-
ding wound healing after stent implantation. Therfore, this thesis
attends to a second aspect: The biocompatibility of newly deve-
loped stent surface polymers. Results do not only show a strongly
material-dependent in�uence on cell viability and proliferation, but
also an impact on endothelial cell function. These data demonstrate
that the polymeric surface material has a substantial in�uence on
endothelial gene expression (eNOS, PECAM-1, and the apelin/APJ
system). Further studies are required to investigate the precise role
and the impact on mechanosensitive signalling on di�erent polyme-
ric surfaces.

vii





Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis xiii

Tabellenverzeichnis xv

Abkürzungsverzeichnis xvii

1 Einleitung 1
1.1 Endothelialer Scherstress im Gefäÿ . . . . . . . . . . . . 2
1.2 Endothelzellantwort auf Scherstress . . . . . . . . . . . . 4
1.3 Der mechanosensorische Komplex . . . . . . . . . . . . . 5

1.3.1 Die Zell-Zell-Kontakte . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.3.2 Flussinduzierte Aktivierung von G-Protein-gekoppelten

Rezeptoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
1.4 Apelin und sein spezi�scher Rezeptor APJ . . . . . . . . 8

1.4.1 Apelin/APJ im kardiovaskulären System . . . . . 9
Physiologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
Pathophysiologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

1.4.2 Zelluläre E�ekte und Zellantwort . . . . . . . . . 11
1.4.3 Ist der APJ mechanosensitiv? . . . . . . . . . . . 11

1.5 Klinische Relevanz der Endothelzellfunktion . . . . . . . 13
1.5.1 Koronare Herzkrankheit und perkutane koronare

Intervention . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
1.5.2 DES - Vollständig resorbierbar und biokompatibel? 15

1.6 Zielstellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

2 Material und Methoden 21
2.1 Material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2.1.1 Chemikalien und Kits . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.1.2 Substanzen und Reagenzien . . . . . . . . . . . . 24
2.1.3 Antikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
2.1.4 Medien und Pu�er . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.1.5 Zelllinien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.1.6 Hilfsmittel und Geräte . . . . . . . . . . . . . . . 28

2.2 Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
2.2.1 Herstellung der Biopolymere . . . . . . . . . . . . 31

ix



Inhaltsverzeichnis

2.2.2 Zellperfusionssystem, FCS . . . . . . . . . . . . . 31
Flussexperimente . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
Akuter Wechsel der Wandschubspannung . . . . . 33

2.2.3 Co-Kultur-Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.2.4 Biochemische Methoden . . . . . . . . . . . . . . 35

Zellproliferation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
Zytotoxizität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
Messung des Nitrat- und Nitritgehalts zur Bestim-

mung der NO-Produktion . . . . . . . . 36
Proteinexpressionsanalyse . . . . . . . . . . . . . 37

2.2.5 Zellseparation und Durch�usszytometrie . . . . . 39
AutoMACS Zellseparation . . . . . . . . . . . . . 39
Durch�usszytometrie . . . . . . . . . . . . . . . . 40

2.2.6 Fluoreszenzmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . 41
Immun�uoreszenz . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie . . . . . . 42

2.2.7 Molekularbiologische Methoden . . . . . . . . . . 43
Isolierung und Aufreinigung der RNS . . . . . . . 43
Reverse Transkription . . . . . . . . . . . . . . . 43
Quantitative Real-Time PCR . . . . . . . . . . . 44
RNS-Interferenz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
Lipidvermittelte Transfektion . . . . . . . . . . . 46

2.3 Statistische Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

3 Ergebnisse 49

3.1 Hämodynamischer Scherstress reguliert das Apelin/APJ-
System . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.1.1 Die Expression der endothelialen NO-Synthase im

Flusskammersystem . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.1.2 Apelin/APJ mRNS-Expression in humanen Endo-

thelzellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
3.1.3 Apelin/APJ mRNS-Expression in glatten Muskel-

zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
3.1.4 Apelin/APJ Proteinexpression in humanen Endo-

thel und glatten Muskelzellen . . . . . . . . . . . 55
3.1.5 Das Apelin/APJ-System bei akuter Veränderung

des Scherstressgradienten . . . . . . . . . . . . . . 57
3.2 Apelin-12 verstärkt die endotheliale NO-Produktion . . . 59

3.2.1 Apelin-12 im Statischen . . . . . . . . . . . . . . 59
3.2.2 Apelin-12 unter Fluss . . . . . . . . . . . . . . . . 60

x



Inhaltsverzeichnis

3.3 Signaltransduktion in Endothelzellen . . . . . . . . . . . 61
3.3.1 Phosphorylierung der PI3 Kinase und Akt . . . . 62

Im Statischen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
Dynamisch . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62

3.3.2 Phosphorylierung der extrazellulären signalregu-
lierten Protein Kinase (Erk) 1/2 . . . . . . . . . . 63

3.4 Der APJ-Rezeptor ist notwendig für die Aktivierung der
eNOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
3.4.1 Transfektion von Endothelzellen mit APJ siRNA 65

3.5 Die Bedeutung der Mechanotransduktion für Gefäÿim-
plantate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
3.5.1 Zellvitalität und Proliferation . . . . . . . . . . . 68
3.5.2 Die Glykokalix als Mechanosensor . . . . . . . . . 71

Konfokalmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . 71
3.5.3 Der Ein�uss von Ober�ächenpolymerne auf die Ex-

pression von Apelin und APJ-Rezeptor . . . . . . 72

4 Diskussion 77
4.1 Validierung des Flusskammersystems . . . . . . . . . . . 78
4.2 Apelin/APJ: Vaskuläre Mechanotransducer? . . . . . . . 79

4.2.1 Das Endothel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
4.2.2 Die glatten Muskelzellen . . . . . . . . . . . . . . 86

4.3 Parameter zur Bestimmung der Biokompatibilität von
Stentmaterialien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87
4.3.1 Zellvitalität und Proliferation . . . . . . . . . . . 88
4.3.2 Endotheliale Mechanotransducer . . . . . . . . . . 90

Die endotheliale Glykokalix . . . . . . . . . . . . 90
Die endotheliale NO-Synthase und PECAM-1 . . 92
Das Apelin/APJ-System . . . . . . . . . . . . . . 93

5 Schlussfolgerung 97

Literaturverzeichnis 99

xi





Abbildungsverzeichnis

1.1 Mechanische Kräfte an der Gefäÿwand. . . . . . . . . . . 3
1.2 Die endotheliale Mechanotransduktion. . . . . . . . . . . 4
1.3 Vasomotorische E�ekte von Apelin auf das Endothel. . . 10
1.4 Schematische Darstellung der intrazellulären Signaltrans-

duktionswege des Apelin/APJ-Systems. . . . . . . . . . . 12
1.5 Aktivierung des Endothels unter Scherstress. . . . . . . . 13
1.6 Plaqueinduzierter veränderter endothelialer Scherstress. . 14
1.7 Potentielle Komplikationen nach Implantation eines Koro-

narstents. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

2.1 Schematische Darstellung des Durch�usskammersystems
(FCS). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

2.2 Schematische Darstellung der Pumpintervalle. . . . . . . 33
2.3 Schematische Darstellung der Pumpintervalle bei akutem

Wechsel der Wandschubspannung. . . . . . . . . . . . . . 34
2.4 Schematische Darstellung des Wundheilungs-Assays. . . . 35
2.5 Fluoreszenz- und Absorptionsspektrum von AlamarBlue R©

im oxidierten und reduzierten Zustand. . . . . . . . . . . 36
2.6 Prinzip der magnetischen Zellseparation (MACS). . . . . 39
2.7 Datenauswertung mittels Durch�usszytometrie. . . . . . 41
2.8 Darstellung der Glykokalix in den fokalen Ebenen. . . . . 42

3.1 Morphologie statisch und dynamisch kultivierter HUVEC. 50
3.2 Validierung des Flusskammersystems. . . . . . . . . . . . 51
3.3 Apelin/APJ Expression in Endothelzellen und Muskelzellen. 51
3.4 Apelin/APJ mRNS-Expression in humanen Endothelzel-

len im venösen und arteriellen Milieu. . . . . . . . . . . . 52
3.5 Ein�uss von Scherstress auf die Apelin/APJ Expression in

humanen Endothelzellen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
3.6 Ein�uss von Scherstress auf die Apelin/APJ Expression in

humanen glatten Muskelzellen. . . . . . . . . . . . . . . . 54
3.7 Ein�uss von Scherstress auf die APJ Proteinexpression in

Endothelzellen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.8 Ein�uss von Scherstress auf die Apelin und APJ Protein-

expression in HUVEC und HCASMC. . . . . . . . . . . . 56

xiii



Abbildungsverzeichnis

3.9 Ein�uss des Scherstressgradienten auf das Apelin/APJ-
System in HUVEC. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57

3.10 Ein�uss des Scherstressgradienten auf das Apelin/APJ-
System in HCAEC. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58

3.11 Apelin-12 stimuliert die NO-Produktion in Endothelzellen. 59
3.12 Apelin-12 erhöht die NO-Produktion und eNOS Expressi-

on in Endothelzellen unter Scherstress. . . . . . . . . . . 60
3.13 Apelin-12 induziert die Aktivierung von PI3K/Akt. . . . 62
3.14 Apelin-12 induziert die Aktivierung von PI3K/Akt unter

Scherstress. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
3.15 Apelin-13 induziert die Phosphorylierung der Erk 1/2. . 64
3.16 Gen- und Proteinexpression von Endothelzellen nach

Transfektion mit APJ siRNA. . . . . . . . . . . . . . . . 65
3.17 Gen- und Proteinexpression von Endothelzellen nach

Transfektion mit APJ siRNA. . . . . . . . . . . . . . . . 66
3.18 Genexpression von Endothelzellen nach Transfektion mit

APJ siRNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
3.19 Vitalität und Proliferation von Endothelzellen auf Poly-

meren zur Stentbeschichtung. . . . . . . . . . . . . . . . 69
3.20 Immun�uoreszenzfärbung von HUVEC auf Polymeren zur

Stentbeschichtung. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
3.21 Bestimmung der initialen Wachstumsrate von ECs und

SMCs auf den Polymeren. . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
3.22 Lektinfärbung der Glykokalix. . . . . . . . . . . . . . . . 71
3.23 Bestimmung der Glykokalixdicke mittels CLSM. . . . . . 72
3.24 Die Expression der Endothelzellmarker eNOS und PECAM-

1 ist abhängig vom Stentober�ächenpolymer. . . . . . . . 73
3.25 Die Expression des apelinergen Systems ist abhängig vom

Stentober�ächenpolymer. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74

4.1 Signaltransduktion der Apelin-Isoformen in HUVEC. . . 82
4.2 Assoziation von PECAM-1 und APJ in humanen Endo-

thelzellen unter physiologischen Flussbedingungen. . . . . 83
4.3 Morphologische Veränderungen in APJ-de�zienten Endo-

thelzellen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85
4.4 Proliferation von humanen Endothelzellen und glatten

Muskelzellen auf Stentpolymeren. . . . . . . . . . . . . . 90

xiv



Tabellenverzeichnis

2.1 Verwendete Chemikalien. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.2 Verwendete Assays und Kits. . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.3 Verwendete Substanzen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
2.4 Verwendete Primärantikörper. . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.5 Verwendete Sekundärantikörper. . . . . . . . . . . . . . . 26
2.6 Verwendete Medien und Pu�er. . . . . . . . . . . . . . . 27
2.7 Verwendete Zelllinien. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.8 Hilfsmittel und Geräte. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.9 Protokoll für die Synthese der cDNS. . . . . . . . . . . . 44
2.10 Thermo-Cycler Programm für die cDNS-Synthese. . . . . 44
2.11 Sequenzen der eingesetzten TaqMan R©-Sonden. . . . . . . 45
2.12 Protokoll für TaqMan R©-RT-PCR Lauf. . . . . . . . . . . 46
2.13 Lipofektion von primären Endothelzellen mit siRNA. . . 47
2.14 Lipofektion von primären Endothelzellen mit KIF11

Stealth
TM

Select RNAi. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

xv





Abkürzungsverzeichnis

ACE2 . . . . . . . . Angiotensin I-converting Enzyme 2 ; Agiotensin I-konver-
tierendes Enzym

APS . . . . . . . . . . Ammoniumpersulfat
AT-1 . . . . . . . . . Angiotensin II Typ I Rezeptor
Bcl-2 . . . . . . . . . B-Zell Lymphom-2
BKR2 . . . . . . . . Bradykinin Rezeptor 2
BMS . . . . . . . . . Bare Metal Stent ; unbeschichteter Metallstent
BrdU . . . . . . . . . 5-Brom-2'-desoxyuridin
BSA . . . . . . . . . . Bovines Serum Albumin
cGMP . . . . . . . . Zyklisches Guanosinmonophosphat
CLSM . . . . . . . . Confocal Laser Scanning Microskopy ; Konfokale Laser-

Scanning Mikroskopie
DAPI . . . . . . . . 4',6-Diamidino-2-phenylindol
DCM . . . . . . . . . Dilatative Kardiomyopathie
DES . . . . . . . . . . Drug-Eluting Stent ; Wirksto�-freisetzender Stent
DMSO . . . . . . . Dimethylsulfoxid
ECGM . . . . . . . Endothelial Cell Growth Medium; Endothelzell-Wachs-

tumsmedium
ECL . . . . . . . . . . Enhanced Chemiluminescence
EDTA . . . . . . . . Ethylendiamintetraessigsäure
eNOS . . . . . . . . endotheliale NO-Synthase
Erk 1/2 . . . . . . Extracellular Regulated Kinase 1/2; extrazelluläre si-

gnalregulierte Kinase
ESS . . . . . . . . . . Endothelialer Scherstress
ETB . . . . . . . . . Endothelin Rezeptor Typ B
FC . . . . . . . . . . . Flow Cytometry ; Durch�usszytometrie
FCS . . . . . . . . . . Flow Chamber System; Zellperfusionssystem
FITC . . . . . . . . . Fluorescein isothiocyanate
FKS . . . . . . . . . . Fötales Kälberserum
Flk-1 . . . . . . . . . Fetal Liver Kinase-1
FMD . . . . . . . . . Flow mediated dilatation; �ussvermittelte Dilatation
FRET . . . . . . . . Fluorescence Resonance Energy Transfer ; Fluoreszenz-

Resonanzenergietransfer
GAG . . . . . . . . . Glykosaminoglykan

xvii



Abkürzungsverzeichnis

GFP . . . . . . . . . Green Fluorescent Protein; Grün �uoreszierendes Pro-
tein

GPCR . . . . . . . . G-Protein-gekoppelter Rezeptor
HBSS . . . . . . . . Hank's Balanced Salt Solution; Hanks' Salzlösung
HCAEC . . . . . . Human Coronary Artery Endothelial Cells ; Humane ko-

ronare arterielle Endothelzellen
HCASMC . . . . Human Coronary Artery Smooth Muscle Cells ; Humane

koronare arterielle glatte Muskelzellen
HUVEC . . . . . . Human Umbilical Vein Endothelial Cells ; Humane um-

bilikale venöse Endothelzellen
IF . . . . . . . . . . . . Immun�uoreszenz
iNOS . . . . . . . . . induzierbare NO-Synthase
ISR . . . . . . . . . . In-Stent-Restenose
KHK . . . . . . . . . koronare Herzkrankheit
KLF . . . . . . . . . Transkriptionsfaktor der Krueppel-like-Familie
KLF2 . . . . . . . . Krueppel-like Factor 2
KLF4 . . . . . . . . Krueppel-like Factor 4
L-NAME . . . . . L-Nitroargininmethylester
MACS . . . . . . . . Magnetic Activated Cell Sorting
MAPK . . . . . . . Mitogen-activated Protein Kinase; Mitogen-aktivierte

Proteinkinase
NED . . . . . . . . . N-(1-Naphtyl)-ethylendiamin
NIH . . . . . . . . . . Neointimale Hyperplasie
NO . . . . . . . . . . . Nitric Oxide; Sticksto�monoxid
Nrf2 . . . . . . . . . . Nuclear Factor-like 2
NTC . . . . . . . . . No Template Control ; Kein Templat enthaltende Kon-

trolle
NYHA . . . . . . . Klassi�kation von Herzkrankheiten nach der New York

Heart Association
P(3HB) . . . . . . Poly(3-Hydroxybuttersäure)
P(4HB) . . . . . . Poly(4-Hydroxybuttersäure)
PBS . . . . . . . . . . Phosphate Bu�ered Saline w/o CaCl2, MgCl2; Phosphat-

gepu�erte Salzlösung
PCI . . . . . . . . . . perkutane Koronarintervention
PCR . . . . . . . . . Polymerase Chain Reaction; Polymerase-Kettenreaktion
PE . . . . . . . . . . . Phycoerythrin
PECAM-1 . . . . Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1
PI3K . . . . . . . . . Phosphoinositid-3-Kinase
PLLA . . . . . . . . Poly(L-Laktid); L214
PLLA/P(4HB) Kopolymer aus 78%(w) Poly(L-Laktid) und 22%(w)

Poly(4-Hydroxybuttersäure)

xviii



Abkürzungsverzeichnis

PMSF . . . . . . . . Phenylmethylsulforylchlorid
RISC . . . . . . . . . RNA-induced silencing complex
RT-qPCR . . . . quantitative Real-Time-PCR
SDS . . . . . . . . . . Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE . . . SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
siRNA . . . . . . . . short interfering RNA
SMCGM . . . . . Smooth Muscle Cell Growth Medium; Muskelzellwachs-

tumsmedium
SSRE . . . . . . . . Shear Stress Responsive Element ; scherstressresponsives

Element
ST . . . . . . . . . . . Stent-Thrombose
TEMED . . . . . . N,N,N',N'-Tetramethylethylendiam
TKR . . . . . . . . . Tyrosinkinase Rezeptor
Tris . . . . . . . . . . Tris(hydroxymethyl)aminomethan
VE-Cadherin . Vascular Endothelial Cadherin
VEGF . . . . . . . . Vascular Endothelial Growth Factor
WB . . . . . . . . . . Western Blot
WGA . . . . . . . . Wheat germ agglutinin

xix





Kapitel 1

Einleitung

Das Endothel ist ein wichtiges Organ, dessen Gesundheit für die Er-
haltung der Struktur und Funktion der Vaskulatur erforderlich ist und
dessen Dysfunktion ein ausschlaggebender Faktor in der Pathogenese
vaskulärer Krankheiten sein kann [1, 2]. Hierbei spielt der Blut�uss ei-
ne wichtige Rolle. Der Herzschlag bestimmt dabei maÿgeblich die Art
des Flusses, der auf die Gefäÿwand wirkt. In gesunden Gefäÿen �ieÿt
das Blut in einer laminaren, pulsatilen Strömung, welche die Expres-
sion atheroprotektiver Gene bewirkt und starke Veränderungen in der
Zellmorphologie hervorruft [3]. Dagegen trägt die zelluläre Antwort auf
einen gestörten Blut�uss in groÿem Maÿe zur Ausbildung einer endo-
thelialen Dysfunktion bei und begünstigt die Aktivierung und Adhäsion
von Immunzellen [4�6]. Dies kann zur Entwicklung atherosklerotischer
Erkrankungen � wie der koronaren Herzkrankheit (KHK) � führen [7].
Interventionelle Therapien � wie die Implantation eines Stents � wur-
den entwickelt, um den Auswirkungen der KHK entgegenzuwirken. Die
Implantation eines Stents bewirkt die Dilatation und Stützung eines
verengten Gefäÿes. Die damit verbundene bessere Durchblutung nachge-
schalteter Gefäÿe führt zunächst zu einer Verbesserung für den Patienten.
Jedoch ist die erhebliche Verletzung des Gefäÿendothels durch diesen Ein-
gri� nicht auÿer Acht zu lassen. Durch Stents induzierte Veränderungen
in der Gefäÿgeometrie und im endothelialen Scherstress (ESS) modulie-
ren die Zellantwort auf die Gefäÿverletzung und können die Entstehung
einer In-Stent-Restenose (ISR) oder Stent-Thrombose (ST) begünstigen
[8]. Letztere kann auch noch Jahre nach dem Eingri� zu Komplikationen
mit meist letalem Ausgang führen. Diese Inkompatibilität ist unter an-
derem � bedingt durch das Stentmaterial und den veränderten ESS � auf
eine unzureichende Re-Endothelialisierung des Stents und eine gestörte
Endothelfunktion zurückzuführen [9�11].
Als einzige Barriere zwischen Blut und Gefäÿmuskel vermittelt das Endo-
thel durch den Fluss induzierte gefäÿschützende Signale. Aber auch durch
das Implantat veränderte oder durch einen gestörten Blut�uss erzeugte
mechanische Reize werden über das Endothel vermittelt. Dies kann un-
ter anderem in der Aktivierung in�ammatorischer Prozesse resultieren
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[8, 12]. Ein verletztes Endothel, welches auf Grund des implantierten
Materials nicht in der Lage ist die schützenden, endothelialen Funktio-
nen aufrechtzuerhalten oder wiederherzustellen, ist und bleibt, auch noch
Jahre nach der Implantation des Stents, ein Risiko für den Patienten.
Die Produktion von Sticksto�monoxid (NO) ist ein wichtiger Marker für
die Endothelfunktion. Eine erhöhte NO-Produktion führt zu einer ver-
besserten vaskulären Funktion, verringert die Adhäsion von Leukozyten
an Endothelzellen, verhindert die Aggregation von Thrombozyten und
moduliert die Proliferation glatter Muskelzellen [12]. Gesteuert werden
diese Prozesse unter anderem durch den so genannten mechanosensori-
schen Komplex bestehend aus dem Zell-Zell-Adhäsionsmolekül PECAM-
1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 ), VE-Cadherin (Vas-
cular Endotheliasl Cadherin) und Flk-1 (Fetal Liver Kinase-1 ; VEGF-
Rezeptor 2) [13]. Die genauen Mechanismen durch die Endothelzel-
len einen mechanischen Stimulus in intrazelluläre biochemische Signale
transduzieren sind trotz umfangreicher Untersuchungen bisher nicht
hinreichend geklärt.

1.1 Endothelialer Scherstress im Gefäÿ

Eine einzelne Schicht von Endothelzellen kleidet die innere Wand von
Venen und Arterien aus. Sie ist verantwortlich für die Übertragung von
Scherstress in die darunter liegenden Gewebeschichten: Die basale Mem-
bran, bestehend aus Laminin und Kollagen, die Media, bestehend aus
glatten Gefäÿmuskelzellen, Kollagen und Elastin und die Adventitia, be-
stehend aus Kollagenfasern. Wirkt Scherstress auf die Endothelzellen,
führt dies zur Mechanotransduktion � die Übersetzung mechanischer
Kräfte in biochemische Signale � und zur Mechanotransmission � die
physikalische Weiterleitung dieser Kräfte in das darunter liegende Gewe-
be [14, 15].
Die hämodynamischen Bedingungen in einem Blutgefäÿ führen zu der
Entstehung von Kräften an der Gefäÿwand. Diese können in zwei Ka-
tegorien eingeteilt werden: a) die Ringspannung (p), welche durch den
Blutdruck im Gefäÿ erzeugt wird und die Weitung oder Verengung des
Gefäÿes bewirkt; b) den Scherstress, welcher durch den Blut�uss an der
Gefäÿwand entsteht (Abbildung 1.1, links) [17]. Während die Ringspan-
nung die gesamte Gefäÿwand beein�usst, wirkt Scherstress direkt auf das
vaskuläre Endothel. Als endothelialer Scherstress oder auch Wandschub-
spannung wird die tangentiale Kraft bezeichnet, die durch die Reibung
des �ieÿenden Blutes auf der endothelialen Ober�äche wirkt. An der Ge-
fäÿwand ist der ESS (τ) proportional zu dem Produkt aus der Viskosi-
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Abbildung 1.1. Mechanische Kräfte an der Gefäÿwand. An der Gefäÿwand
verhält sich der ESS (τ) proportional zu dem Produkt aus der Viskosität µ und
dem räumlichen Gradienten der Flieÿgeschwindigkeit dVd/dd des Blutes mit Vd =
Flieÿgeschwindigkeit und d = Abstand zur Gefäÿwand[15, 16].

tät µ und dem räumlichen Gradienten der Flieÿgeschwindigkeit dVd/dd
des Blutes (Abbildung 1.1, rechts) [15]. Dabei entspricht Vd der Flieÿ-
geschwindigkeit und d dem Abstand zur Gefäÿwand. Scherstress wird
in Einheiten der Kraft pro Fläche angegeben (N/m2, Pa oder dyn/cm2).
Der ESS spielt eine Schlüsselrolle in der Regulation der Endothelzellfunk-
tion. In groÿen Arterien beträgt die mittlere Wandschubspannung etwa
20-40 dyn/cm2 und ist pulsatil [18]. In Venen liegt die durchschnittliche
Wandschubspannung bei etwa 1 dyn/cm2 [19]. Der Phänotyp der Endo-
thelzellen und deren Funktion wird je nach Gefäÿbett und den verschiede-
nen Zirkulationsgebieten im Gefäÿ durch lokale hämodynamische Kräfte
beein�usst. Verglichen mit den künstlichen Bedingungen der statischen
Zellkultur induziert pulsatiler, laminarer Scherstress einen endothelialen
Phänotyp, der gegenüber in�ammatorischen Stimuli resistent ist [20, 21].
Dieser protektive Phänotyp ist durch die Hochregulierung der Transkrip-
tionsfaktoren KLF2 (Krueppel-like Factor 2 ) [22�25] und Nrf2 (Nuclear
Factor-like 2 ) [26] gekennzeichnet.
Endothelzellen sind permanent dem Blutstrom ausgesetzt, in welchem
Nährsto�e, Wachstumsfaktoren, sowie Sauersto� transportiert werden �
essentielle Komponenten zum Erhalt der Zellfunktion und für das Über-
leben [27]. Das Überleben der Endothelzellen wird aber auch durch den
Scherstress selbst beein�usst [28, 29]. Ein gestörter, turbulenter Blut-
�uss kann innerhalb von 24 Stunden die endotheliale Apoptose indu-
zieren [30], wohingegen laminarer Scherstress anti-apoptotisch auf das
Endothel wirkt [31]. In vitro führt physiologischer Scherstress in sta-
tisch kultivierten Endothelzellen innerhalb weniger Sekunden zur Akti-
vierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) [32], was von einer bis zu 6
Stunden andauernden Induktion des Akt-Signalwegs gefolgt ist und eine
Phosphorylierung der endothelialen NO Synthase (eNOS) und somit eine
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gesteigerte NO-Produktion zur Folge hat [33, 34]. Innerhalb der ersten
Stunde werden Transkriptionsfaktoren wie KLF2 aktiviert. Dauert der
Scherstress weiterhin über mehrere Stunden an, verändert sich auch die
Genexpression der Endothelzellen [35�37].

1.2 Endothelzellantwort auf Scherstress

Die initialen Reaktionen auf den Blut�uss sind den Endothelzellen vor-
behalten, da diese auf der luminalen Ober�äche spezi�sche Mechano-
sensoren besitzen. Scherstress beein�usst das Zytoskelett [38], die Zell-
morphologie [39�42] und die Genexpression von Endothelzellmarkern
[35�37, 43�45]. Obwohl der genaue Mechanismus dieser mechanosensi-
tiven Prozesse noch relativ unbekannt ist, konnten einige molekulare
Strukturen identi�ziert werden, die womöglich eine Rolle bei der Um-
wandlung mechanischer Stimuli in eine veränderte Genexpression spielen.
Dazu gehören die Glykokalix, Ionenkanäle � abhängig von K+-, Ca2+-,
Na+- und Cl--Ionen �, Tyrosinkinase Rezeptoren (TKR), das Zell-Zell-
Adhäsionsmolekül PECAM-1, VE-Cadherin und nicht zuletzt der VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) Rezeptor 2 Flk-1 [8].

Abbildung 1.2. Die endotheliale Mechanotransduktion. Endothelialer
Scherstress (ESS) wird durch luminale Mechanorezeptoren wahrgenommen: Zum Bei-
spiel Ionenkanäle, G-Proteine, Tyrosinkinase Rezeptoren (TKRs) sowie die Glykoka-
lix. Durch Scherstress erzeugte Signale aktivieren einen mechanosensorischen Komplex
� bestehend aus PECAM-1, VE-Cadherin und Flk-1. Neben dieser PECAM-1 ver-
mittelten Mechanotransduktion aktiviert Scherstress eine Reihe weiterer downstream
Signaltransduktionswege. Schlussendlich münden diese in der Phosphorylierung ver-
schiedener Transkriptionsfaktoren (TFs), welche positive oder negative Shear Stress

Responsive Elements (SSREs) binden und die Induktion oder Suppression mechano-
sensitiver Gene zur Folge haben [8].
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Abbildung 1.2 zeigt einige Mechanorezeptoren der Endothelzelle [8]. Nach
Induktion dieser Mechanorezeptoren wird ein komplexes Netzwerk ver-
schiedener intrazellulärer Signalwege simultan aktiviert [3, 13, 46�49].
Diese Signalwege sind miteinander gekoppelt. Ein Teil der Signaltrans-
duktionswege mündet in der MAPK-Kaskade (Mitogen-activated Prote-
in Kinase), ein anderer in der Aktivierung der PI3K/Akt-Kaskade [49].
Diese Signalwege führen zur Phosphorylierung verschiedener Transkrip-
tionsfaktoren. Diese wiederum binden positive oder negative Shear Stress
Responsive Elements (SSREs) an Promotoren mechanosensitiver Gene,
was deren Induktion oder Suppression dieser zur Folge hat. Diese Vorgän-
ge resultieren letztendlich in der Modulation von Funktion und Morpho-
logie der Endothelzellen [2, 50�53]. Bisher ist es jedoch nicht gelungen,
zwischen spezi�schen Mechanotransducern, unmittelbarem downstream
Signaling und durch Scherstress induzierten genomischen und funktiona-
len Zellantworten eindeutig de�nierte Zusammenhänge herzustellen.

1.3 Der mechanosensorische Komplex

Sticksto�monoxid, welches durch die endotheliale NO Synthase produ-
ziert wird, ist ein Bestandteil der kardiovaskulären Homöostase. NO re-
guliert den Blutdruck, das vaskuläre Remodeling und die Angiogenese
[54�56]. Der stärkste Stimulus für die NO-Freisetzung ist der endothe-
liale Scherstress [57�59]. In vitro Studien zeigen einen zweiphasigen An-
stieg der NO-Produktion von Endothelzellen in Reaktion auf das An-
legen von Scherstress. Die Applikation von Scherstress führt innerhalb
weniger Sekunden zu einem starken Anstieg der NO-Produktion, welcher
Ca2+- und G-Protein-abhängig ist und bis zu einer Stunde anhält. Bis
zu zwölf Stunden andauernder gleichbleibender Scherstress führt dann
zu einer stetigen Freisetzung von NO, die nun Ca2+- und G-Protein-
unabhängig ist [60, 61]. Die initiale NO-Produktion korreliert also viel-
mehr mit dem Scherstressgradienten als mit der absoluten Stärke des ap-
plizierten Scherstresses. Die anhaltende NO-Freisetzung unter stetigem
Scherstress korreliert dagegen mit der Höhe des angelegten Scherstres-
ses [60], wobei unidirektionaler, stetiger Fluss mit der Induktion athe-
roprotektiver Gene in Verbindung gebracht wird, während sich zeitlich
ändernde Scherstressgradieten atherogen wirken [62].
Die Fähigkeit des Endothels zwischen atheroprotektivem und atheroge-
nem Fluss zu unterscheiden, lässt darauf schlieÿen, dass die Produkti-
on von NO auf voneinander unabhängigen, mechanochemischen Signal-
wegen übertragen wird [63]. Mechanorezeptoren, die in der Lage sind,
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zwischen diesen Signaltransduktionswegen zu di�erenzieren, sind bisher
jedoch nicht bekannt.

1.3.1 Die Zell-Zell-Kontakte

An der Gefäÿwand gehören die Zell-Zell-Kontaktstellen zu den Gebieten,
die den stärksten Spannungen ausgesetzt sind [64]. Hier wird durch den
Scherstress eine Deformation der Zellmembran bewirkt. Daraus resultie-
rende Signale werden ins Zellinnere übermittelt [62, 65]. Der am häu�gs-
ten von Endothelzellen exprimierte Mechanotransducer ist PECAM-1,
welches an den Zell-Zell-Kontakten lokalisiert ist [66]. PECAM-1 bildet
Dimere und ist in der Lage über die Phosphorylierung von Tyrosin-
und Serinresten im cytoplasmatischen Teil Signale zu übertragen. Die-
se modulieren die Funktion der basalen Integrine und die Zellmotilität
[67�69]. Es gibt immer mehr Hinweise darauf, das PECAM-1 als Scaf-
fold für andere mechanochemische Signale dient. So wurde gezeigt, dass
die eNOS ebenfalls an den Zell-Zell-Kontakten lokalisiert ist und dort
einen Komplex mit PECAM-1 bildet. Dieser Komplex dissoziiert, sobald
eine atherogene Veränderungen des absoluten Scherstresses auftritt, was
die Freisetzung von NO zur Folge hat. Bei atheroprotektivem, stetigem
Scherstress dissoziiert der PECAM-1/eNOS-Komplex nicht [65, 70]. Es
wurde auÿerdem gezeigt, dass die Applikation von mechanischem Stress
� Dehnung und Scherstress � die Signaltransduktion über PECAM-1 in
einem Komplex mit VE-Cadherin und der Rezeptor-Tyrosinkinase Flk-1
einleitet [13, 71, 72]. PECAM-1 aktiviert die Tyrosinkinase Src, wobei
VE-Cadherin als eine Art Adapter fungiert, der mit Flk-1 assoziiert und
diesen in die Nähe von PECAM-1 bringt und somit die Transaktivierung
von Flk-1 durch die Src Kinase ermöglicht [73�75]. Ist Flk-1 aktiviert,
wird die PI3 Kinase aktiviert und mediiert die Akt-abhängige Phos-
phorylierung der eNOS, welche zur Freisetzung von NO beiträgt (siehe
Abbildung 1.2) [70].
Neben PECAM-1 wurden auch G-Proteine als Mechanosensoren be-
schrieben [76]. Otte et al. [77] konnten einen mechanosensitiven Kom-
plex aus PECAM-1 und dem G-Protein Gαq/11 nachweisen. Hier gibt es
sowohl in vivo als auch in vitro Hinweise darauf, dass dieser Komplex in
der Lage zu sein scheint, zwischen spezi�schen Komponenten des Flusses
zu unterscheiden. Dieses Gefüge aus dem Gαq/11-Protein und PECAM-1
ist möglicherweise nur ein Bestandteil eines noch gröÿeren mechano-
sensitven Komplexes, der an den endothelialen Zell-Zell-Kontaktstellen
lokalisiert ist. Einige Regionen des PECAM-1 scheinen zum Beispiel eine
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Art Sca�old für den G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) Bradyki-
nin Rezeptor BKR2 zu formen [78].

1.3.2 Flussinduzierte Aktivierung von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bilden die gröÿte Familie der Zello-
ber�ächenrezeptoren. GPCRs durchspannen die Zellmembran 7-fach
und übermitteln ihre Signale über heterotrimere G-Proteine, molekulare
Schalter, die aus α- und βγ-Untereinheiten bestehen und vor allem En-
zyme aktivieren [79]. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren werden aktiviert,
sobald ein extrazellulärer Ligand eine Konformationsänderung induziert
oder bindet [80]. Dabei zeigen die meisten GPCRs einen schnellen Funk-
tionsverlust (Desensibilisierung) nach dem Binden des Liganden. Die
Internalisierung von GPCRs ist vornehmlich Clathrin vermittelt und ist
gefolgt von der Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domäne und
dem Binden von β-Arrestinen [81]. Dies führt zu einer Abschwächung
des Signals, welche mit der Internalisierung des Rezeptors einhergeht
[82, 83]. An diesem Punkt angekommen, dissoziieren GPCRs von ihren
gekoppelten G-Proteinen und E�ektoren. Die internalisierten Rezeptoren
werden entweder in Lysosomen degradiert oder recycelt. Auf diese Art
und Weise wird die Dichte des betre�enden GPCRs auf der Zellober�ä-
che reguliert [84].
In der Tat ist die sekundenschnelle Aktivierung heterotrimerer G-
Proteine als eine der ersten �ussvermittelten Antworten in Endothelzellen
bekannt [85, 86]. Die Aktivierung kann dabei direkt erfolgen [87] oder
indirekt über die �ussvermittelte Induktion von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, wie dem BKR2 [88]. Dass PECAM-1 in der Lage ist die Ak-
tivierung von GPCRs zu induzieren, konnte bereits gezeigt werden [89].
Bisher ist der mechanosensitive BKR2 als einziger GPCR beschrieben,
der in PECAM-1 überexprimierenden HEK293-Zellen mit der extrazellu-
lären Domäne von PECAM-1 interagiert [78, 90]. Dies legt die Vermutung
nahe, dass auch andere Gα-PCRs mit PECAM-1 wechselwirken können.
Yeh et al. [78] gelang es jedoch nicht, auch in primären humanen Endo-
thelzellen eine entsprechende Kolokalisation von PECAM-1 und BKR2
an den Zell-Zell-Kontaktstellen nachzuweisen.
Marrero et al. [90] konnten in bovinen arteriellen Endothelzellen eine
Interaktion der endothelialen NO Synthase, welche ebenfalls einen Kom-
plex mit PECAM-1 bildet [65, 70], mit verschiedenen GPCRs aufzeigen;
darunter BKR2, der Endothelin Rezeptor ETB und der Angiotensin II
Typ-I Rezeptor (AT-1). Die Frage bleibt o�en, ob PECAM-1 direkt mit
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der endothelialen NO-Synthase interagiert oder diese Wechselwirkung
über einen GPCR vermittelt wird.

1.4 Apelin und sein spezi�scher Rezeptor APJ

Seit seiner Entdeckung im Jahr 1993, konnte gezeigt werden, dass der
Apelin Rezeptor APJ in einem Groÿteil des menschlichen Gewebes ex-
primiert wird. Vor allem im zentralen Nervensystem, im kardiovaskulären
System, in Adipozyten und vielen anderen Geweben [91�93]. Signale, die
durch den APJ vermittelt werden, spielen eine wichtige Rolle im kardia-
len System mit E�ekten auf die glatten Muskelzellen und einem starken
inotropen E�ekt auf den Herzmuskel [94]. Der APJ besitzt eine groÿe
strukturelle Ähnlichkeit mit dem AT-1, ist aber nicht in der Lage Angio-
tensin II zu binden [91].
Sein spezi�scher Ligand Apelin wird wie der APJ ebenfalls in vielen Ge-
weben exprimiert [95]. Die Konzentration von zirkulierendem Apelin im
humanen Plasma wurde von 20 bis 4000 pg/mL bestimmt [96�102]. Im
kardiovaskulären System wird Apelin mRNS hauptsächlich in vaskulären
und endokardialen Endothelzellen exprimiert [103]. Apelin wird aus dem
Vorläufer Preproapelin (Apelin-77) gebildet. Apelin-77 wiederum wird
dann durch Proteasen am C-Terminus in die kleinere Isoform Apelin-
36 gespalten. Das Angiotensin I-konvertierende Enzym 2 (ACE2) spaltet
die biologisch aktiven Isoformen Apelin-12, Apelin-13 und Apelin-17 ab
[92, 104, 105]. Diese Isoformen besitzen verschiedenartige Funktionen,
wobei gerade die kurzen Isoformen Apelin-12 und Apelin-13 eine hö-
here A�nität zum APJ zeigen [106]. So wurde gezeigt, dass Apelin-13
die extrazelluläre signalregulierte Kinase (Erk) 1/2 aktivert [107]. Lee et
al. [108] konnten einen Unterschied in der Bindungsa�nität der Isofor-
men Apelin-13 und Apelin-36 gegenüber dem APJ-Rezeptor nachweisen.
Neben der unterschiedlichen Verteilung der beiden Isoformen im Gewe-
be [109], scheint das Binden von Apelin-13 die Internalisierung und das
Recycling des APJ zur Folge zu haben, während Apelin-36 nach Inter-
nalisierung zum Abbau des APJ in Lysosomen führt. Apelin-13 verfügt
im Vergleich zu Apelin-36 zudem über eine gröÿere Bindungsa�nität ge-
genüber dem APJ als Apelin-36 [108]. Einiges deutet also darauf hin,
dass die kleineren Apelin-Isoformen unterschiedliche Aufgaben im Gefäÿ
besitzen und möglicherweise sogar zellspezi�sch agieren. Jedoch gibt es
in der Literatur bisher keine Angaben darüber, wann und unter welchen
Bedingungen die einzelnen Isoformen abgespalten werden.
Die Internalisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist ein wich-
tiger Prozess bei der Regulation des GPCR-Signaltransduktionsweges.
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1.4 Apelin und sein spezi�scher Rezeptor APJ

Durch Apelin-13 aktivierte APJ-Rezeptoren rekrutieren β-Arrestin1, dis-
soziieren vor der Rezeptorendozytose wieder und werden innerhalb einer
Stunde über einen Rab4-vermittelten Signalweg recycelt. Im Gegensatz
dazu bleibt der Apelin-36 aktivierte APJ über zwei Stunden hinaus mit
β-Arrestin1 assoziiert und leitet den intrazellulären Abbau des APJ via
Rab7 ein [110]. Rab GTPasen spielen eine wichtige Rolle bei der Inter-
nalisierung und dem Tra�cking von GPCRs [111].
Diese Studien zeigen, dass hier nicht der APJ-Rezeptor selbst die GPCR-
Signale reguliert, sondern vielmehr der endogene Ligand � die Apelin
Isoform � die Art der nachfolgenden intrazellulären Prozesse bestimmt.

1.4.1 Apelin/APJ im kardiovaskulären System

Physiologie

Die starke Ähnlichkeit des APJ-Rezeptors mit dem Angiotensin II Typ-I
Rezeptor führte dazu, dass ein Groÿteil der Studien zur Funktion des
Apelin/APJ-Systems dessen Aufgaben im kardiovaskulären System un-
tersuchen. Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass die Expression
von Apelin und APJ im kardialen Gewebe auf die Blutgefäÿe beschränkt
ist [95, 103, 104, 112, 113].
Lee et al. [109] konnten im Rattenmodel zeigen, dass intravenös applizier-
tes Apelin den Blutdruck senkt. Im Folgenden konnte dieser hypotensive
E�ekt auf die intrazelluläre Aktivierung der eNOS zurückgeführt wer-
den [113]. In klinischen Studien wurden andererseits sehr kontroverse
Ergebnisse hinsichtlich der blutdruckregulierenden Wirkung von Apelin
gefunden. So gibt es Studien, die zeigen, dass der arterielle Druck steigt,
sinkt, nicht beein�usst wird oder gar eine zweiphasige Veränderung auf-
tritt [114�118].
Apelin wirkt auÿerdem vasokonstriktiv auf die glatten Muskelzellen
[112, 118]. Diese Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass das
Apelin/APJ-System über einen NO-abhängigen Mechanismus eine Rolle
in der Modulation des Gefäÿtonus spielt. Es wurde sowohl in vivo als
auch in vitro gezeigt, dass Apelin einen positiv inotropen E�ekt auf
den Herzmuskel besitzt [118�121]. In der Tat wird Apelin von Endo-
thelzellen ausgeschüttet und wirkt dann zunächst auf das Endothel
selbst, was zur Vasodilatation führt (Abbildung 1.3). Dabei wird über
den PI3K/Akt-Signalweg die Phosphorylierung der endothelialen NO-
Synthase induziert. Das durch die darauf folgende Umwandlung von
L-Arginin freigesetzte NO wirkt dann auf die glatten Muskelzellen der
Media [113, 122, 123]. Ist die Endothelschicht jedoch verletzt, wirkt
Apelin direkt auf den auch von den glatten Muskelzellen exprimier-
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ten APJ. Dies führt dann zur Kontraktion des betre�enden Gefäÿes
[123]. Auÿerdem wurde berichtet, dass Apelin-13, welches direkt auf die
glatten Gefäÿmuskelzellen wirkt, deren Apoptose unterdrückt und die
Proliferation induziert [124, 125].

Abbildung 1.3. Vasomotorische E�ekte von Apelin auf das Endothel. Endo-
theliales Apelin wirkt auf die Endothelzelle selbst und führt über die Produktion von
NO zur Vasodilatation. Bei endothelialer Dysfunktion wirkt Apelin direkt auf die
glatten Muskelzellen, was zur Vasokonstriktion führt [123].

Pathophysiologie

Auf Grund einer Reihe von in vivo und in vitro Studien wird zuneh-
mend erkannt, dass das Apelin/APJ-System auch in der Pathogenese
kardiovaskulärer Krankheiten eine wichtige Rolle spielt. Einige klinische
Studien konnten Veränderungen der Apelinkonzentration im Plasma bei
Patienten mit kardiovaskulärer Dysfunktion zeigen: Im frühen Stadium
der Herzinsu�zienz (NYHA Klasse I und II) steigt die Konzentration von
Apelin im Plasma von 3,58 ± 0,33 ng/mL auf 6,22 ± 0,63 ng/mL [96]; bei
fortschreitendem Krankheitsverlauf normalisieren sich die Apelin Plas-
malevel wieder (NYHA Klasse III und IV: 4,58 ± 0,62 ng/mL ) [96] bzw.
sinken sogar von 3,76 [0,85 � 5,13] ng/ml auf 0,85 [0,53 � 2,04] ng/mL [98]
im Vergleich zur Kontrollgruppe. In Biopsien des linken Ventrikels von
Patienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie (DCM) wurde
auÿerdem eine signi�kant erhöhte Expression von APJ mRNS nachge-
wiesen [97]. Alles in allem deuten diese Befunde darauf hin, dass das
apelinerge System vor allem in frühen Stadien kardiovaskulärer Erkran-
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kungen verstärkt exprimiert wird, wo es möglicherweise eine adaptive
Aufgabe übernimmt.

1.4.2 Zelluläre E�ekte und Zellantwort

Verschiedene Arbeiten zeigen, dass das Peptid Apelin die Angiogene-
se fördert [126, 127] und mitogen auf Endothelzellen [126, 128] sowie
glatte Muskelzellen [129] wirkt. Hauptsächlich werden die durch Ape-
lin induzierten Signalwege über Gαi-Proteine vermittelt, die mit dem
APJ Rezeptor assoziiert sind. Abbildung 1.4 zeigt mögliche Signalwege
des Apelin/APJ-Systems. Es wurde gezeigt, dass Apelin eine konzen-
trationsabhängige Inhibition der cAMP-Produktion verursacht und die
Phosphorylierung der Erk1/2 in HUVEC beein�usst. Diese Apelin/APJ-
induzierte Erk 1/2 - Phosphorylierung wird über ein Pertussistoxin sen-
sitives Gαq-Protein vermittelt [107]. Die Phosphorylierung der Erk 1/2
führt zur Aktivierung der p70S6 Kinase und zur Regulation der Pro-
liferation von HUVEC [128]. Die Gαi-vermittelte Phosphorylierung der
Proteinkinase B (PKB oder Akt) hingegen trägt zur Migration von Endo-
thelzellen bei [130]. Erst kürzlich wurde beschrieben, dass der APJ He-
terodimere mit κ-Opioid Rezeptoren ausbildet und ebenfalls über die
Phosphorylierung der Erk 1/2 zu einer erhöhten Proliferation von sta-
bil trans�zierten HEK293-Zellen führt [131]. Weiterhin wurde in Mäusen
mit pulmonaler Hypertonie gezeigt, dass Apelin die Apoptose in pulmo-
nalen arteriellen Endothelzellen inhibiert [132]. Diese anti-apoptotische
Wirkung wird vermutlich über die Induktion der Bcl-2 (B-Zell Lymphom-
2) Proteinexpression und Aktivierung der PI3K/Akt-Signaltransduktion
vermittelt [133]. Interessanterweise konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
die Isoformen Apelin-13 und Apelin-36 zwar die gleichen intrazellulären
E�ektoren aktivieren, aber einige Unterschiede bei der Bindung des APJ
an das Gαi-Protein aufweisen und groÿe Unterschiede bei der Art der
Internalisierung zeigen (siehe Kapitel 1.4, S. 8) [134].

1.4.3 Ist der APJ mechanosensitiv?

Auf Grund seiner strukturellen Ähnlichkeit zum Angiotensin II Typ-I
Rezeptor, welcher bereits als endothelialer Mechanosensor beschrieben
wurde [137], liegt es nahe, auch den APJ in Hinblick auf mechanosen-
sorische Eigenschaften zu untersuchen. In der Literatur sind hinsichtlich
der Endothelzellen jedoch keine Verö�entlichungen zu �nden.
Heterotrimere Gαs-, Gαi- sowie Gαq/11- und Gα12/13-Proteine leiten die
Signale von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in das Zellinnere weiter.
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Abbildung 1.4. Schematische Darstellung der bisher gezeigten intrazel-
lulären Signaltransduktionswege des Apelin/APJ-Systems. Das Binden des
Liganden Apelin (grün) an seinen spezi�schen GPCR APJ (blau) führt Gαq- und
Gαi-vermittelt zur Regulation der Zellproliferation und Migration. Modi�ziert nach
[135, 136].

Dabei geht eine Gαs-vermittelte Signaltransduktion mit einer verstärk-
ten Kontraktilität des Herzens einher [138]. Gαq/11-vermittelte Signale
sind eng mit der Entwicklung einer pathologischen Hypertrophie ver-
knüpft [139]. Dagegen ist die Signaltransduktion G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren über Gαi-Proteine stark mit kardioprotektiven Eigenschaften
assoziiert [140]. Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass der durch
seinen Liganden Apelin aktivierte APJ Signale über Gαi-Proteine über-
trägt, was zu einem positiven E�ekt auf die kardiale Kontraktilität führt
(siehe Abbildung 1.4) [120, 141, 142]. Gαi-Signale induzieren auÿerdem
eine vasodilatatorische Aktivität, die als Gegenspieler zu Angiotensin II-
induzierten Signalen wirkt [143, 144].
Bisher konnte nur in einer Studie von Scimia et al. [145] an herzinsu�zi-
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enten Apelin- und APJ-Knockout-Mäusen eine mechanische Aktivierung
des APJ beschrieben werden. Es gelang eine vom Liganden unabhängi-
ge Induktion des APJ zu zeigen, welche die Entwicklung einer kardialen
Hypertrophie begünstigt. Es wird herausgestellt, dass diese mechanische,
ligandenunabhängige Aktivierung des APJ der durch Apelin vermittel-
ten G-Protein-Aktivierung entgegen wirkt [145]. Ist also kein Ligand
vorhanden, reagiert der APJ-Rezeptor auf mechanischen Stress und be-
günstigt pathophysiologische Vorgänge, wie das Entstehen einer kardialen
Hypertrophie. Weitere Verö�entlichungen in Bezug auf mechanosensiti-
ve Eigenschaften und eine mechanisch induzierte Signaltransduktion des
Apelin/APJ-Systems sind zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt.

1.5 Klinische Relevanz der Endothelzellfunktion

Endothelzellen sind kontinuierlich hämodynamischen Kräften ausgesetzt,
die durch den Blutdruck und Blut�uss entstehen. Diese Kräfte führen
zu einem Dehnungsstress sowie dem endothelialen Scherstress. Wie be-
reits zuvor beschrieben (siehe Kapitel 1.2, S. 4), agiert Scherstress über
die Endothelzellen, um das Gefäÿ akuten und chronischen Veränderun-
gen des Blut�usses anzupassen. Demzufolge reagieren Endothelzellen
sehr sensitiv auf Veränderungen des Blut�usses im vaskulären System.
Unter anhaltendem laminaren Fluss weisen Endothelzellen einen anti-
thrombotischen, anti-proliferativen und anti-in�ammatorischen Phä-
notyp auf, welcher durch die Expression von anti-atherogenen Genen
bestimmt ist (Abbildung 1.5).

Abbildung 1.5. In vitro Aktivierung des Endothels unter laminarem
Scherstress. In vitro aktiviert laminarer Fluss (blaue Linie) in Endothelzellen di-
rekt nach Flussbeginn verschiedene in�ammatorische Signaltransduktionsweg, welche
bereits nach einer Stunde wieder herunter reguliert werden. Turbulenter Scherstress
(rote Linie) führt zu einer andauernden Aktivierung der gleichen Signalwege [16].

Diese werden überwiegend durch Transkriptionsfaktoren der Krueppel-
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like-Familie (KLF) koordiniert [146]. In gesunden Gefäÿen werden KLF2
und KLF4 durch Scherstress aktiviert und modulieren entsprechende
atheroprotektive Signaltransduktionswege [23, 147]. Im Gegensatz dazu
weisen Endothelzellen aus Gefäÿabschnitten, die einem gestörten, sehr
niedrigen oder turbulenten Fluss ausgesetzt waren, einen Phänotyp auf,
der durch die Restriktion der KLF2-Expression gekennzeichnet ist. Dies
wiederum fördert in�ammatorische Prozesse an der Gefäÿwand [57, 148].
Lokale hämodynamische Faktoren, besonders sehr niedriger ESS (weniger
als 10 dyn/cm2 [8]) begünstigen die fortschreitende Formation athero-
sklerotischer Plaques [149�153]. Auÿerdem begünstigt ein gestörter ESS
unter anderem die Pathogenese der In-Stent-Restenose und das Versagen
von venösen Bypässen [154].

1.5.1 Koronare Herzkrankheit und perkutane koronare
Intervention

Die koronare Herzkrankheit (KHK) gehört weltweit zu den häu�gsten
Krankheits- und Todesursachen [155]. KHK bezeichnet die Verengung
von Koronararterien, welche die Versorgung des Herzmuskels mit Sau-
ersto� und Nährsto�en gewährleisten. Die am häu�gsten vorkommende
Form der KHK ist die Arteriosklerose, die Formung von Plaques in einer
oder mehreren Koronararterien. Dadurch wird der Blut�uss behindert
(siehe Abbildung 1.6) [156].

Abbildung 1.6. Plaqueinduzierter veränderter endothelialer Scherstress.
Niedriger endothelialer Scherstress (ESS) begünstigt das Wachstum des atheroskle-
rotischen Plaques in Flussrichtung durch die Bildung von Rezirkulationsgebieten mit
sehr niedrigem ESS [157].

Die Koronarangioplastie oder perkutane Koronarintervention (PCI) ist,
neben der arteriellen Bypassoperation, die am meisten praktizierte The-
rapie. Ein Groÿteil der Angioplastien wird zusätzlich von der Implanta-
tion eines Stents, einer Gefäÿstütze, begleitet, um das betro�ene Gefäÿ
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dauerhaft zu weiten. Dem interventionellen Kardiologen steht hier ein
breites Spektrum an Metallstents (BMS, Bare Metal Stent) und wirk-
sto�beladenen, zum Teil biologisch resorbierbaren Stents (DES, Drug
Eluting Stent) zur Verfügung [158]. Doch einer Erfolgsrate von über
90% zum Trotz, kann die Implantation eines Stents auch Jahre spä-
ter noch von erheblichen Risiken begleitet sein: Der In-Stent-Restenose
(ISR) und der Stent-Thrombose (ST) (siehe Abbildung 1.7). Beide Phä-
nomene resultieren aus einer Verletzung der arteriellen Gefäÿwand nach
Implantation des Stents und sind unter anderem auf eine mangelnde
Re-Endothelialisierung des Gefäÿes und/oder der Stentstreben zurück-
zuführen. Der pathophysiologische Prozess der ISR führt zu einem un-
kontrollierten Wachstum der intimalen Gefäÿmuskelzellen (NIH, neoin-
timale Hyperplasie). Während die Einführung von DES die ISR-Rate
nahezu vollständig reduziert hat, ist vor allem die akute sowie späte ST
Gegenstand intensiver Forschung [159]. Zwar handelt es sich hierbei um
eine sehr selten auftretende Komplikation, jedoch ist die ST fast immer
mit dem Auftreten eines schweren und häu�g tödlichen Myokardinfarkts
assoziiert [9].

Abbildung 1.7. Potentielle Komplikationen nach Implantation eines Ko-
ronarstents. ISR nach Implantation eines BMS und ST nach Implantation eines
DES. Auf Grund einer fehlenden Re-Endothelialisierung oder der Stentbeschichtung
selbst kommt es zur Anlagerung von Thrombozyten und der Ausbildung einer Stent-
Thrombose [160].

1.5.2 DES - Vollständig resorbierbar und biokompatibel?

Verengte Koronargefäÿe sind charakteristische Regionen für lokal verän-
derte Strömungspro�le [8, 157]. Koronarstenosen oder verschlossene Ge-
fäÿe werden in der Klinik häu�g entweder durch eine Bypass-Operation
behandelt oder es werden Stents an der verengten Stelle in das Gefäÿ
eingesetzt. Dazu werden inzwischen mit bioabbaubaren Polymeren be-
schichtete, wirksto�beladene Stents (DES der 2. und 3. Generation) ein-
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gesetzt. Dass dabei die Stentlänge, -geometrie sowie Breite und Abstand
der Stentstreben einen erheblichen Ein�uss auf dass Outcome einer PCI
haben, ist in der Literatur ausführlich beschrieben [161�163]. Jedoch ist
nicht zu vergessen, dass das Gefäÿ nur dann heilen kann, wenn sich über
dem Stent ein gesundes, funktionierendes Endothel bildet. Medikamen-
tenfreisetzende Koronarstents (DES) eluieren lokal anti-proliferative Me-
dikamente. Der wachstumshemmende E�ekt solcher Wirksto�e, wie Siro-
limus oder Paclitaxel, bewirkt einerseits eine Reduktion der NIH anderer-
seits jedoch auch eine verzögerte Re-Endothelialisierung der Stentstreben
[164]. Ein Ansatz diesem Problem zu begegnen, ist die Entwicklung von
biodegradierbaren, polymerbeschichteten Stents [165]. Polymere spielen
beim Design neuer Stents eine wichtige Rolle als Wirksto�reservoir. Ge-
nerell werden Polylaktide (PLA) oder PLA enthaltende Co-Polymere auf
Grund ihrer guten mechanischen und biologischen Eigenschaften zur Her-
stellung von biodegradierbaren Stents verwendet [166�169]. Der Vorteil
dieser Substanzen liegt darin, dass sie im Körper über den Zitratzyklus
vollständig zu CO2 und Wasser abgebaut werden können [170]. Erste
klinische Studien mit absorbierbaren Stents zeigen jedoch bisher keine
Verbesserung gegenüber herkömmlichen DES [171�173]. Biodegradierba-
re Stents bestehend aus Co-Polymeren aus Poly(3-Hydroxybuttersäure)
(P(3HB)), Poly(4-Hydroxybuttersäure) (P(4HB)) und Poly(L-Laktid)
(PLLA) werden derzeit bereits präklinisch getestet [174, 175]. Versuche,
Medikamente ohne eine Polymerbeschichtung freizusetzen, zeigten bisher
keinen Erfolg [176, 177].
Intensive Forschung im Bereich der Stentbeschichtungsmaterialen zei-
gen, dass vor allem synthetische Polymerbeschichtungen in�ammatori-
sche und/oder thrombotische Prozesse in der Gefäÿwand begünstigen
und somit die vaskulären Heilungsprozesse beeinträchtigen [178�181]. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass eine schnelle Re-Endothelialisierung
des gestenteten Gefäÿes das Risiko für in�ammatorische und thrombo-
gene Prozesse reduziert [182]. Solange diese Re-Endothelialisierung nicht
abgeschlossen ist, muss bei intrakoronaren Stents zum Teil über mehrere
Monate hinweg eine intensive thrombozytenaggregationshemmende Me-
dikation erfolgen. Ein bioresorbierbares Polymer also, welches in der Lage
ist, eine schnelle und vollständige Re-Endothelialisierung des verletzten
Gefäÿes zu gewährleisten (Biokompatibilität), sollte Risiken wie die ISR
und die ST minimieren.
In diesem Kontext erscheint es um so wichtiger, die genauen Mecha-
nismen zu untersuchen, mit deren Hilfe vaskuläre Endothelzellen auf
mechanische Stimuli und vor allem Scherstress reagieren. Denn nur ein
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gesundes Endothel bietet Schutz vor Restenose, Thrombose und der
Modulation durch veränderte Flussbedingungen.

1.6 Zielstellung

Endothelzellen kleiden als Einzellschicht das Innere aller Gefäÿe im Kör-
per aus und dienen als Barriere der Gefäÿwand gegen die mechanischen
Kräfte des strömenden Bluts. Dabei ist ihre Morphologie und Funkti-
on den lokalen mechanischen Ein�üssen und Aufgaben angepasst [7].
Mechanosensitive Strukturen auf der Zellober�äche übersetzen diese Sti-
muli in intrazelluläre Signale und modulieren so die Zellfunktion. Trotz
einer Vielzahl von Untersuchungen, ist es bisher nicht gelungen, eindeu-
tige Zusammenhänge zwischen den zellulären Mechanotransducern, den
unmittelbaren intrazellulären Signalen und den scherstressinduzierten
genomischen und funktionalen Zellantworten herzustellen. Die sekun-
denschnelle Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren in Endothel-
zellen ist als eine der frühesten zellulären Antworten auf das Anlegen
von Scherstress beschrieben [85, 86]. Doch trotz seiner strukturellen
Ähnlichkeit zu dem bekannten Mechanotransducer AT-1 Rezeptor [137]
wurde der GPCR APJ bisher kaum in Hinblick auf mechanosensorische
Eigenschaften untersucht. In der Literatur ist nur eine Verö�entlichung
von Scimia et al. [145] zu �nden. Hier wurde eine mechanische Akti-
vierung des APJ durch Dehnungsstress in HEK293-Zellen beschrieben,
welche in Abwesenheit des Liganden zur Ausbildung einer kardialen
Hypertrophie im Mausmodell führt. Im kardiovaskulären System wird
das Apelin/APJ-System hauptsächlich von vaskulären Endothelzellen
exprimiert [103], was eine Regulation durch Scherstress nahe legt.
Die zentrale Rolle der Endothelzellen rückt auch in der klinischen Pra-
xis immer mehr in den Vordergrund. Lokale hämodynamische Faktoren
sowie Ein�üsse von Materialien für Gefäÿimplantate können die Pa-
thophysiologie der ISR und ST nach Stentimplantation begünstigen
[176, 177, 182]. Hierfür wird eine mangelnde Re-Endothelialisierung des
verletzten Gefäÿes verantwortlich gemacht. Zudem ist bekannt, dass
es bei der Entwicklung kardiovaskulärer Erkrankungen zu einer Ver-
steifung der subendothelialen Gefäÿschichten kommt [183, 184]. Diese
mechanischen Veränderungen können zu einer Fehlfunktion des Endo-
thels führen und somit das Fortschreiten kardiovaskulärer Erkrankungen
fördern [185, 186]. Studien belegen weiterhin den Ein�uss von Substra-
ten auf die endotheliale Scherstressantwort und zeigen, dass eine gute
Gefäÿelastizität wichtig für die endotheliale Funktion ist [187, 188]. Ein
solches Substrat kann ein vaskuläres Implantat sein, wie zum Beispiel
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ein polymerbeschichteter Stent. In diesem Zusammenhang wurde im
Rahmen eines Verbundprojektes zur Implantatforschung (REMEDIS
[189]) die Hypothese herausgearbeitet, dass diese vom Endothel ab-
hängigen Prozesse von einer gestörten oder veränderten endothelialen
Mechanotransduktion begleitet werden. Die folgende Arbeit stützt sich
deshalb auf zwei Aspekte. Zum einen soll das endotheliale Apelin/APJ-
System als ein neuer Mechanosensor molekularbiologisch untersucht und
charakterisiert werden, zum anderen soll der Ein�uss von verschiede-
nen bioresorbierbaren Stentbeschichtungen auf die mechanosensorischen
Eigenschaften und die Funktion der Endothelzellen untersucht werden.
Neben der Bestimmung der Vitalität und Proliferation der Endothel-
zellen liegt das Augenmerk vor allem auf der Veränderung von me-
chanosensitiven Strukturen, wie der endothelialen Glykokalix und dem
Adhäsionsmolekül PECAM-1 sowie dem Apelin/APJ-System.
Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit ist die Verwendung eines Zellper-
fusionssystems (FCS, Provitro GmbH, Berlin) zur Untersuchung der
Gen- und Proteinexpression von humanen Endothelzellen unter mög-
lichst physiologischen Bedingungen. Wie bereits in der vorangegangenen
Einleitung beschrieben, sind Endothelzellen in vivo kontinuierlich dem
�ieÿenden Blut ausgesetzt und sollten aus diesem Grund auch unter
Flussbedingungen beobachtet werden (siehe Kapitel 1.2, S. 4). Mit Hilfe
der in vitro FCS (siehe Kapitel 2.2.2, S. 31) soll das apelinerge System
in venösen und arteriellen Endothelzellen unter in vivo nahen Bedin-
gungen mittels gängiger biochemischer und mikroskopischer Methoden
untersucht werden.
Die Zielstellung dieser Arbeit beinhaltet die Charakterisierung des
Apelin/APJ-Systems in Endothelzellen unterschiedlicher Gefäÿbetten
in Hinblick auf die physiologische Funktion und mechanosensorischen
Eigenschaften. Daraus ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Wird das Apelin/APJ-System in vaskulären Endothelzellen durch
Scherstress reguliert?

2. Hat eine solche Regulation Ein�uss auf die Aktivierung der eNOS
und die damit verbundene Produktion von NO?

3. Welche Signaltransduktionswege liegen einer scherstressinduzierten
Modulation des Apelin/APJ-Systems zu Grunde?

4. Gibt es isoformabhängige E�ekte auf die Aktivierung der Signal-
transduktion in Endothelzellen?
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1.6 Zielstellung

5. Welchen Ein�uss hat das Ausschalten des APJ-Rezeptors auf die
Expression der eNOS? Gibt es einen E�ekt auf andere endotheliale
Mechanotransducer?

6. Welchen Ein�uss haben biodegradierbare Stentmaterialien auf zel-
luläre Funktionen und die Mechanotransduktion der Endothelzel-
len?
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Kits

Bezeichnung Hersteller

Accutase
TM

, Enzymlösung PAA, Pasching, Österreich

Acrylamid/Bis-Acrylamid
(37,5:1)

Roth, Karlsruhe

AlamarBlue R© (Resazurin) Serotec, Düsseldorf

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, München

Attune
TM

10x Focousing Fluid Applied Biosystems, Darmstadt

AutoMACS
TM

Pro Washing Solu-
tion

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

AutoMACS
TM

Running Bu�er Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

β-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe

Bovines Serum Albumin (BSA) Roth, Karlsruhe

Complete, Protease Inhibitor Roche, Mannheim

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsäure
(EDTA)

Sigma-Aldrich, München

Endothelzell-Wachstumsmedium,
basal (ECGM)

Provitro GmbH, Berlin

Endothelzell-Wachstumsmedium,
FCS

Provitro GmbH, Berlin

Fötales Kälberserum (FKS) Invitrogen, Karlsruhe
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Bezeichnung Hersteller

Glycin Roth, Karlsruhe

HBSS Invitrogen, Karlsruhe

Histochoice R© MB, Fixativ Amresco, Solon, OH, USA

Isopropanol Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich, München

Lämmli-Pu�er Bio-Rad, München

L-Glutamin Enzo R© Life Sciences, Lörrach

Luminol Sigma-Aldrich, München

Milchpulver Roth, Karlsruhe

MCDB 131 Medium w/o L-
Glutamin

Pan-Biotech, Aidenbach

Methanol Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid Sigma-Aldrich, München

D-PBS PAA, Pasching, Österreich

Phenylmethylsulforylchlorid
(PMSF)

Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, München

Muskelzell-Wachstumsmedium,
basal (SMCGM)

Provitro GmbH, Berlin

Muskelzell-Wachstumsmedium,
FCS

Provitro GmbH, Berlin

N,N,N',N'-Tetramethylethylen-
diamin (TEMED)

Bio-Rad, München

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris)

Roth, Karlsruhe

Tween20 Roth, Karlsruhe

Zelllyse-Pu�er Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Tabelle 2.1. Verwendete Chemikalien.
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Bezeichnung Hersteller

Attune
TM

Performance Tracking
Beads

Applied Biosystems, Darmstadt

BCA-Protein Assay Kit Pierce, Rockford, IL, USA

CD31 MicroBead Kit, human Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach

Cell Proliferation ELISA, BrdU
(Chemilumineszenz) Kit

Roche, Mannheim

dNTPs Applied Biosystems, Darmstadt

FIX & PERM R© Kit life technologies, Carlsbad, CA,
USA

High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Applied Biosystems, Darmstadt

Multiscribe reverse Transcriptase Applied Biosystems, Darmstadt

Nitric Oxide Assay Kit Calbiochem R©-Merck, Darmstadt

Precision Plus
TM

Protein Stan-
dard

Bio-Rad, München

Random Hexamer Primer Applied Biosystems, Darmstadt

RNase-freies DNase Set (50) Qiagen GmbH, Hilden

RNase-Inhibitor Applied Biosystems, Darmstadt

RNeasy R© Mini Kit (250) Qiagen GmbH, Hilden

Silencer R© Select Pre-Designed &
Validated siRNA

Invitrogen, Karlsruhe

TaqMan R© Gene Expression
Assays

Applied Biosystems, Darmstadt

Tabelle 2.2. Verwendete Assays und Kits.
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2.1.2 Substanzen und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller

Apelin-12 Bachem Holding AG, Bubendorf,
Schweiz

Apelin-13 Bachem Holding AG, Bubendorf,
Schweiz

Apelin-13P Bachem Holding AG, Bubendorf,
Schweiz

Apelin-17 Bachem Holding AG, Bubendorf,
Schweiz

Apelin-36 Bachem Holding AG, Bubendorf,
Schweiz

Heparinase III Sigma-Aldrich, München

L-NAME (L-Nitroarginin-
methylester)

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidel-
berg

Tabelle 2.3. Verwendete Substanzen.

2.1.3 Antikörper

Die in den Tabellen 2.4 und 2.5 aufgelisteten Antikörper wurden für
die Immun�uoreszenz (IF) und Western Blot Analyse (WB) verwendet.
Die eingesetzten Verdünnungen (Dil.) sind ebenfalls den Tabellen zu
entnehmen.

Spezi�tät Quelle Dil. Hersteller

Anti-Akt Polyklonal,
Kaninchen

1:1.000
WB

Cell Signaling, Danvers,
MA, USA

Anti-Apelin Monoklonal,
Maus

1:1.000
WB

Abcam, Cambridge, UK

Anti-APJ Monoklonal,
Maus

1:200 IF R&D Systems GmbH,
Wiesbaden-Nordenstadt

Anti-APJ Polyklonal,
Kaninchen

1:3.000
WB

Abcam, Cambridge, UK
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Spezi�tät Quelle Dil. Hersteller

Anti-βActin Monoklonal,
Maus

1:5.000
WB

Abcam, Cambridge, UK

Anti-PECAM-1 Monoklonal,
Maus

1:200 IF R&D Systems GmbH,
Wiesbaden-Nordenstadt

Anti-PECAM-1 Polyklonal,
Maus

1:1.000
WB

Cell Signaling, Danvers,
MA, USA

Anti-Erk 1/2 Polyklonal,
Kaninchen

1:1.000
WB

Cell Signaling, Danvers,
MA, USA

Anti-PI3K Monoklonal,
Kaninchen

1:1.000
WB

Cell Signaling, Danvers,
MA, USA

phospho-
Akt(Ser473)

Monoklonal,
Kaninchen

1:1000
WB

Cell Signaling, Danvers,
MA, USA

phospho-Erk1/2
(Thr202/Tyr204)

Polyklonal,
Kaninchen

1:1000
WB

Cell Signaling, Danvers,
MA, USA

phospho-PI3K
(Tyr458/Tyr199)

Polyklonal,
Kaninchen

1:1000
WB

Cell Signaling, Danvers,
MA, USA

Tabelle 2.4. Verwendete Primärantikörper.

Reaktivität Konjugat Verdünnung Hersteller

Maus Anti-Human
αSMA

FITC 1:20 FC Sigma-Aldrich,
München

Maus Anti-Human
CD31

PE 1:20 FC eBioscience,
Frankfurt

Ziege Anti-
Kaninchen IgG

Peroxidase 1:10.000 WB DakoCytomation,
Hamburg

Ziege Anti-Maus
IgG

Peroxidase 1:10.000 WB DakoCytomation,
Hamburg

Northern Light
TM

Anti-Maus IgG-
NL557

NL557 1:200 IF R&D Sys-
tems GmbH,
Wiesbaden-
Nordenstadt
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Reaktivität Konjugat Verdünnung Hersteller

Northern Light
TM

Anti-Maus IgG-
NL493

NL493 1:200 IF R&D Sys-
tems GmbH,
Wiesbaden-
Nordenstadt

WGA-Lektin FITC 1:50 IF Sigma-Aldrich,
München

Tabelle 2.5. Verwendete Sekundärantikörper.

2.1.4 Medien und Pu�er

Bezeichnung Zusammensetzung

ECL-Lösung A (100 mL) 1 mL (250 mM) Luminol (in DM-
SO), 0,44 mL (90 mM) Coumar-
säure (in DMSO), 10 mL 1 M Tris-
HCl (pH 8,5) und 88,56 mL H2O

ECL-Lösung B (100 mL) 64 µL 30%(v/v) H2O2, 10 mL 1 M
TrisHCl (pH 8,5) und 89,94 mL
H2O

Laufpu�er SDS-PAGE 30,2 g (50 mM) Tris, 144 g
(380 mM) Glycin, 10 g
(0,1%(w/v) SDS, ad. 1 L Aqua
dest., pH 8,3

Lysepu�er 1x Zelllysepu�er (Tabelle 2.1),
100 mM PMSF

MCDB 131 Medium 0,1 ng/mL EGF, 1,0 ng/mL
bFGF, 1 µg/mL Hydrocortison,
500 µL/mL Heparin, 2 mL ECGS,
5 mL L-Glutamin
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Bezeichnung Zusammensetzung

Sammelgel SDS-PAGE 5% 500 µL 30% Acrylamid/Bis-
Acrylamid, 380 µL 1 M Tris (pH
6,8), 30 µL 10% SDS, 30 µL
10-%-ige APS-Lösung, 3 µL
TEMED, 2,1 mL H2O

Stripping-Pu�er 14,3 mL β-Mercaptoethanol,
2%(w/v) SDS, 62,5 mM TrisHCl,
pH 6,8

TBS (10x) 80 g Natriumchlorid, 2 g Kalium-
chlorid, 30 g Tris, ad. 1 L Aqua
dest., pH 7,6

TBST 100 mL TBS (10x), 5 mL (0,5 %)
Tween20, ad. 1 L Aqua dest.

Transferpu�er (10x) 720 g Glycin, 151,5 g Tris, ad 5 L
Aqua dest.

Transferpu�er (1x) 100 mL Transferpu�er (10x),
700 mL Aqua dest., 200 mL Me-
thanol

Trenngel SDS-PAGE 10% 5 mL 30% Acrylamid/Bis-
Acrylamid, 3,8 mL 1,5 M Tris
(pH 8,8), 150 µL SDS, 150 µL
10-%-ige APS-Lösung, 6 µL
TEMED, 5,9 mL H2O

Tabelle 2.6. Verwendete Medien und Pu�er.

2.1.5 Zelllinien

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in S1-Laboren
durchgeführt. Zur Kultivierung der humanen umbilikalen venösen Endo-
thelzellen (HUVEC) wurde das supplementierte MCDB 131 Medium
(Pan-Biotech, siehe Tabelle 2.6) mit 10% FKS versetzt. Zur Kultivierung
der humanen koronaren arteriellen Endothel- und glatten Muskelzellen
(HCAEC und HCASMC, Provitro) wurden das ECGM und SMCGM
ebenfalls mit 10% FKS versehen. Die verwendeten Zellen wurden in ent-
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Zelltyp Bezeichnung Quelle

HCAEC Human Coronary Arterial
Endothelial Cells

Provitro GmbH, Berlin

HCASMC Human Coronary Arterial
Smooth Muscle Cells

Provitro GmbH, Berlin

HUVEC Human Umbilical Venous
Endothelial Cells

frisch isoliert [190]

Tabelle 2.7. Verwendete Zelllinien.

sprechenden Zellkultur�aschen, Multiwellplatten oder auf Glas- und Po-
lymerober�ächen bei 37◦C im Brutschrank mit 5% CO2 und 95% H2O
kultiviert. Bei einer Kon�uenz von 80-90% wurden die Zellen mit HBSS
(Invitrogen) gewaschen, anschlieÿend mit Accutase

TM

(PAA) versetzt und
für 5-10 min bei 37◦C inkubiert. Die Enzymwirkung wurde durch die
Zugabe der 5-fachen Menge Medium (10% FKS) gestoppt. Die abgelös-
ten Zellen wurden gewaschen, gezählt und in entsprechender Verdünnung
passagiert oder für Versuche eingesetzt. Zu Versuchszwecken wurden HU-
VEC in der Passage 3 und HCAEC sowie HCASMC in den Passagen 4-8
verwendet.

2.1.6 Hilfsmittel und Geräte

Gerät Hersteller

Attune R© Acoustic Focousing Cytometer life technologies, Carlsbad,
CA, USA

AutoMACS
TM

Pro Seperator Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

MACS Seperationssäulen Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

7500 Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems, Darm-
stadt

ChemiDoc
TM

MP System 170-8280 Bio-Rad, München

Co-Culture-Inserts ibidi, München

CO2-Inkubator Binder GmbH, Tuttlingen
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Gerät Hersteller

Eclipse90i Nikon, Düsseldorf

Heraeus
TM

Biofuge fresco Kendro Laboratory Pro-
ducts GmbH, Hanau

Heraeus
TM

Herasafe Sterilwerkbank Kendro Laboratory Pro-
ducts GmbH, Hanau

Inkubationshaube TH30 Edmund Bühler GmbH, He-
chingen

Microsoft R©O�ce Excel R© 2010 Microsoft Software, Seattle,
WA, USA

PCR-Sealers
TM

Microseal R©B Film Bio-Rad, München

PCR-Soft Tubes 0,2 mL farblos Biozym Biotech Trading
GmbH, Wien, Österreich

Rotixa 50 RS Andreas Hettich GmbH &
Co.KG, Tuttlingen

Schlauchpumpe Ismatec IPC 4 IDEX Health & Science
GmbH, Wertheim

Schlauchpumpe Ismatec IPC-N 4 IDEX Health & Science
GmbH, Wertheim

SigmaPlot R© 11.0 Systat Software, Carlsbad,
CA, USA

SPSS Statistics R© 20 und 21 IBM Deutschland GmbH,
Ehningen

T100
TM

Thermal Cycler Bio-Rad, München

TCS SP5 X CLSM Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar

Volocity 3D Image Analysis Software PerkinElmer, Waltham,
MA, USA

Zellkulturplatte 6-Well Sarstedt AG&Co., Nüm-
brecht

Zellkulturplatte 12-/24-Well Cellstar R© Greiner Bio One, Fricken-
hausen
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Gerät Hersteller

Zellkulturplatte 96-Well, transparent Greiner Bio One, Fricken-
hausen

Zellkulturplatte 96-Well, schwarz mit
transparentem Boden

Thermo Fisher Scienti�c
Inc., Langenselbold

Tabelle 2.8. Hilfsmittel und Geräte.
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung der Biopolymere

Die verwendeten Stentpolymere wurden freundlicherweise von Prof. Dr.
K. Sternberg, Institut für Biomedizinische Technik, Universität Rostock
in Form von sterilen Polymerfolien zur Verfügung gestellt.
Für die Herstellung der Polymerfolien wurden die Materialien Poly(L-
Laktid) (PLLA, Resomer R©L214, MW = 720.000 g/mol, Boehringer In-
gelheim Pharma, Deutschland), Poly(4-Hydroxybuttersäure) (P(4HB),
MW = 170.000 g/mol, TephaFLEX R©, Tepha Inc., Lexington, MA, USA)
und Poly(3-Hydroxybuttersäure) (P(3HB), MW = 760.000 g/mol, Hans
Knöll Institut, Jena) verwendet.
Die Herstellung von P(4HB) und dem Polymerblend PLLA/P(4HB) be-
stehend aus 78%(w) PLLA und 22%(w) P(4HB) erfolgte durch einen
Gieÿprozess. Die Polymere PLLA und P(3HB) wurden durch ein ma-
nuelles Tauchverfahren erzeugt. Vor den in vitro Versuchen wurden alle
Polymer�lme mit Hilfe eines herkömmlichen Ethylenoxid-Sterilisations-
Prozesses sterilisiert. Anschlieÿend wurden unter sterilen Bedingungen
für die entsprechenden Versuche Plättchen mit einem Durchmesser von
24 mm oder 5 mm gestanzt.

2.2.2 Zellperfusionssystem, FCS

Für die vorliegende Arbeit wurde ein Zellperfusionssystem (FCS) der Fir-
ma Provitro GmbH verwendet. Die FCS erlaubt es, Einzellschichten für
einen bestimmten Zeitraum mit einem de�nierten Scherstress zu perfun-
dieren. Der Flusskanal wird aus einem Kunststo�körper, einer seitlichen
Silikondichtung und einem Deckgläschen bzw. Polymerplättchen gebil-
det (Abbildung 2.1). Glas- und Polymerplättchen können vorher in einer
6-Wellplatte mit einem Zellmonolayer aus Endothelzellen oder glatten
Muskelzellen besiedelt werden. Für den Flussversuch werden diese mit
einem Metallring auf der Flusskammer befestigt. Somit wird ein standar-
disierter Flusskanal erzeugt. Mittels einer Rollenpumpe (Ismatec) kann
ein de�nierter laminarer Fluss angelegt werden.

Technische Daten:
Kanallänge l 1,5 cm
Kanalbreite b 0,2 cm
Kanalhöhe h 0,05 cm
Scherkraft τ 0-30 dyn/cm2
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Abbildung 2.1. Schematische Darstellung des Durch�usskammersystems
(FCS). Mit Hilfe einer Silikondichtung wird zwischen dem Kunststo�körper der FCS
und dem Deckgläschen ein de�nierter Flusskanal erzeugt [modi�ziert nach Angaben
des Herstellers Provitro GmbH, Berlin].

Die in der Kammer wirkenden Scherkräfte werden sowohl durch die Maÿe
des Flusskanals, als auch durch die Volumen�ussrate Q [mL/s] und die
Viskosität µ [g cm-1 s-1] des Perfusionsmediums bestimmt. Daraus erfolgt
die Berechnung der Scherkraft τ [dyn/cm2] wie folgt:

τ =
3µQ

2b2w

Dabei gilt: 1 dyn/cm2 =̂ 0,1 Pa.

Flussexperimente

Für die Untersuchung der humanen Endothel- und glatten Muskelzellen
unter Fluss wurden die entsprechenden Zellen auf Glasplättchen bzw.
Polymerplättchen mit einer Zelldichte von 2x105 ausgesät und für 3 Ta-
ge bei 37◦C im Brutschrank mit 5% CO2 und 95% H2O kultiviert. Vor
Versuchsbeginn wurden die kon�uenten Zellen über Nacht im Hunger-
medium (für HUVEC: MCDB 131 + 0,5% FKS; für HCAEC: ECGM,
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basal + 0,5% FKS; für HCASMC: SMCGM, basal + 0,5% FKS) arre-
tiert. Alle Versuche wurden am Folgetag im Restimulierungsmedium (für
HUVEC: MCDB 131 + 2% FKS; für HCAEC: ECGM, FCS + 2% FKS;
für HCASMC: SMCGM, FCS + 2% FKS) durchgeführt. Kontrollen wur-
den unter denselben Bedingungen im Statischen kultiviert.
Zwei Modelle wurden de�niert: Im venösen Modell (venöse Endothelzel-
len, HUVEC) werden die Zellen bei 1,5 dyn/cm2 für bis zu 3 h perfun-
diert; im arteriellen Modell (arterielle Endothelzellen, HCAEC) wird ein
Scherstress von 20 dyn/cm2 über 3 h hinweg angelegt. Die Perfusions-
dauer von 3 Stunden wurde gewählt, um Priming E�ekte nach Anlegen
des Scherstresses zu minimieren [16, 62]. Alle Flussexperimente begin-
nen mit einer 30-minütigen Arretierungsphase, während der Scherstress
in festgelegten Zeit-/Pumpintervallen an die genannten Flussraten an-
gepasst wird (siehe Abbildung 2.2). Anschlieÿend werden die Zellen bei
37◦C unter semisterilen Bedingungen maximal 150 min lang perfundiert.
Um den Versuch zu stoppen, werden die Flusskammern zu den angegebe-
nen Zeitpunkten aus dem Kreislauf entfernt, die Zellen mit Accutase

TM

(PAA) abgelöst und für die entsprechenden biochemischen und moleku-
larbiologischen Methoden vorbereitet.

Abbildung 2.2. Schematische Darstellung der Pumpintervalle.Mit Hilfe einer
Rollenpumpe der Firma Ismatec wird ein de�nierter Scherstress im Flusskanal erzeugt.

Akuter Wechsel der Wandschubspannung

Für diese Versuche wurden die Zellen, wie oben beschrieben, bei einem
Scherstress von 1,5 dyn/cm2 bzw. 20 dyn/cm2 für 60 min perfundiert.
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Anschlieÿend wurde der Scherstress in gleicher Weise über 30 min hinweg
vom venösen an das arterielle System angepasst und umgekehrt (siehe
Abbildung 2.3). Die Endothelzellen wurden nach demWechsel für weitere
60 min bei konstantem Scherstress perfundiert.

Abbildung 2.3. Schematische Darstellung der Pumpintervalle bei akutem
Wechsel der Wandschubspannung. Analog zur Arretierungsphase (siehe Abbil-
dung 2.2) wird nach 60 min stetigem Fluss die Wandschubspannung geändert.

2.2.3 Co-Kultur-Assay

Die meisten Stent-Thrombosen treten innerhalb der ersten 24 h nach
Stentimplantation (akute ST) oder innerhalb des ersten Monats (sub-
akute ST) auf [191]. In dieser Phase bildet die Stentober�äche eine
Barriere zwischen dem medizinischen Implantat und entweder dem lu-
minalen Blutstrom oder der abluminalen Gefäÿwand, was bedeutet, dass
das Ober�ächenmaterial direkt mit den zellbiologischen Prozessen der
Gefäÿwand interferiert [192, 193].
Dieser Versuchsaufbau dient der Beurteilung des initialen Wachstums
(24 - 96 h) von Endothelzellen und glatten Muskelzellen auf den ver-
schiedenen Biopolymeren. Dazu wurden Co-Kultur-Inserts der Firma
ibidi (München; siehe Abbildung 2.4) auf einer Kontrollober�äche
(Thermanox

TM

) sowie den Polymeren PLLA, P(4HB) und PLLA/P(4HB)
platziert. In die beiden Kammern wurden jeweils 70 µL einer Zellsuspen-
sion (5x105 Zellen/mL) von HCAEC bzw. HCASMC gegeben. Nach 24 h
wurde das Co-Kultur-Insert entfernt, so dass zwei kon�uente Zellrasen
blieben, die durch eine de�nierte Lücke getrennt waren. Die Zellzahl
wurde nach 24 h (Tag 0) sowie nach weiteren 24 h (Tag 1), 48 h (Tag 2)
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und 72 h (Tag 4) mittels autoMACS Zellseparation (Miltenyi Biotec,
siehe Seite 39) und anschlieÿender Durch�usszytometrie (DC, siehe Seite
40) bestimmt.

Abbildung 2.4. Schematische Darstellung des Wundheilungs-Assays. Nach
24 h werden die Inserts entfernt und es bleiben zwei kon�uente Zellrasen zurück,
welche durch eine de�nierte Lücke von einander getrennt sind. Die Abbildung wurde
modi�ziert nach [194].

2.2.4 Biochemische Methoden

Zellproliferation

Das Zellwachstum wurde mit dem Cell Proliferation ELISA, BrdU (Che-
milumineszenz) Kit der Firma Roche quanti�ziert. Als Reagenz wird
5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU) eingesetzt, welches während der Mito-
se anstelle von Thymidin in die DNS proliferierender Zellen eingebaut
wird. Durch eine antikörpervermittelte Substratreaktion wird das BrdU
gebunden. Die an den Antikörper gebundene Peroxidase setzt das Sub-
strat um, wobei Licht emittiert wird, das mittels Lumineszenzmessung
quanti�ziert werden kann.
Die Endothelzellen und glatten Muskelzellen wurden mit einer Dichte
von 6.000 Zellen/Well entweder direkt in 96-Well-Platten (Thermo Fis-
her Scienti�c Inc.) oder auf ∅ 5 mm Polymerstanzen ausgesetzt. Die Zel-
len wurden für 6 Tage auf den Polymeren kultiviert. Anschlieÿend wurde
das Zellwachstum nach Herstellerangaben mit dem In�nite 200 R©Pro der
Firma Tecan quanti�ziert.

Zytotoxizität

Um den Ein�uss der verschiedenen Polymere auf die Zellvitalität zu be-
stimmen, wurde ein Resazurin (AlamarBlue R©) - Vitalitätstest durch-
geführt. Vitale Zellen erzeugen ein reduzierendes Milieu, in dem das
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Abbildung 2.5. Fluoreszenz- und Absorptionsspektrum von AlamarBlue R©

im oxidierten und reduzierten Zustand. Der Farbsto� Resazurin wird in Gegen-
wart vitaler Zellen zu Resoru�n reduziert [195].

nicht-�uoreszente Resazurin zu dem �uoreszierenden, violetten Resoru�n
(560 nm Ex/ 590 nm Em) umgesetzt wird. Mit Hilfe eines Spektropho-
tometers kann auch die Absorption bei 560 nm und 600 nm bestimmt
werden (siehe Abbildung 2.5). Zytotoxische Substanzen verlangsamen die
Fähigkeit der Zellen zur Reduktion des Farbsto�es, was zu einem schwä-
cheren Fluoreszenzsignal führt und somit direkt mit einer geringeren Vi-
talität korreliert.
Die kultivierten Zellen wurden abgelöst (siehe Kapitel 3.1.5, S.27), ge-
zählt und in gleicher Dichte in einer 96-Well-Platte (Greiner) umgesetzt.
In jedes Well wurden 10 µL AlamarBlue R© gegeben (10% des Gesamtvo-
lumens) und für 16 h bei 37◦C inkubiert. Anschlieÿend wurde die Fluo-
reszenz mit dem In�nite 200 R©Pro der Firma Tecan gemessen.

Messung des Nitrat- und Nitritgehalts zur Bestimmung der
NO-Produktion

Sticksto�monoxid spielt eine wichtige Rolle für die Regulation des vasku-
lären Tonus. Durch Freisetzung vasoaktiver Substanzen aus dem Endo-
thel wird die Ausschüttung von NO stimuliert und die Weite und Durch-
blutung der Vaskulatur beein�usst. Katalysiert durch Enzyme der NOS-
Familie wird NO über die Reaktion von L-Arginin, NADPH und Sau-
ersto� � zu NO und Citrullin � produziert. Das freigesetzte NO wirkt
unter anderem in der glatten Muskelzelle auf die zytosolische Guanylat-
cyclase, die über die Aktivierung cGMP (zyklisches Guanosinmonophos-
phat)-abhängiger Proteinkinasen relaxierend wirkt. NO ist ein freies Ra-
dikal mit einer Halbwertszeit von wenigen Sekunden in vivo. Aus die-
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sem Grund kann die NO-Produktion indirekt aus der Quanti�zierung
der stabilen Metaboliten Nitrit (NO2

-) und Nitrat (NO3
-) bestimmt wer-

den [196].
Der hier verwendete Assay basiert auf der enzymatischen Umwandlung
von NO3

- zu NO2
- durch die Nitrat-Reduktase. Dieser Reaktion folgt eine

kolorimetrische Detektion von Nitriten als ein Produkt der Grieÿ'schen
Reaktion. NO2

- bildet in saurer Lösung mit primären Aminen (hier: Sul-
fanilsäure) Diazoniumsalze. Wird das Diazoniumion mit nukleophilen
Aromaten, wie N-(1-Naphtyl)-ethylendiamin (NED), gekoppelt, entsteht
ein Azofarbsto� der bei Wellenlängen von 540 - 570 nm Licht absor-
biert. Im Grieÿ-Assay wird sowohl die basale als auch die stimulierte
NO-Freisetzung erfasst.
Zur Bestimmung der NO-Freisetzung wurden Endothelzellen unter sta-
tischen und dynamischen Bedingungen mit den entsprechenden Apelin-
Isoformen inkubiert. Der Überstand wurde zu den entsprechenden Zeit-
punkten abgenommen und für maximal 2 Wochen bei -20◦C gelagert.
Vor Beginn des Assays wurden alle Proben für 5 min auf 95◦C erhitzt
und anschlieÿend bei 13.000 rpm für 3 min zentrifugiert. Auf diese Wei-
se wurden störende Proteine denaturiert und entfernt. Der Überstand
wurde abgenommen und nach Angaben des Herstellers in den NO-Assay
eingebracht.

Proteinexpressionsanalyse

Proteinextraktion und BCA-Test Nach Versuchsende wurden die Zellen
mit Accutase

TM

abgelöst (siehe Kapitel 3.1.5, S.27) und entsprechende
Proben gepoolt. Nach Zentrifugation (10 min, 300x g) wurde das Zell-
pellet in 200 µL kaltem Lysepu�er aufgenommen und mit einer Kanüle
(24G 1", BD) zerkleinert. Um eine möglichst vollständige Denaturierung
zu erreichen, wurde das Lysat für 5 min auf 95◦C erhitzt und anschlie-
ÿend pelletiert (5 min, 10.000 rpm). Der Überstand wurde in ein neues
Eppendorfgefäÿ überführt und bis zur Gelbeladung bei -20◦C gelagert.
Der BCA-Test zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration basiert
auf der Reduktion zweiwertiger Kupferionen (Cu2+) zu einwertigen Kup-
ferionen (Cu+), welche mit Natrium-Bicinchoninat unter alkalischen Be-
dingungen einen violetten Farbsto� bilden. Dessen Absorption wird bei
einer Wellenlänge von 562 nm gemessen [197]. Für die Konzentrationsbe-
stimmung wurde das Lysat 1:5 mit H2O verdünnt. Dazu wurde eine Ver-
dünnungsreihe aus einer BSA-Standardlösung (1 mg/mL) mit 0, 10, 20,
30, 40 und 50 µg Protein/mL hergestellt. In Doppelbestimmungen wur-
den jeweils 10 µL der Probe bzw. des Standards mit 200 µL Färbereagenz
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� bestehend aus einem Teil einer 4%-igen Kupfer-II-Sulfat-Lösung und
50 Teilen einer 1%-igen BCA-Lösung � versetzt und 30 min bei 37◦C in-
kubiert. Die Absorption wurde bei 562 nm mit dem In�nite 200 R©Pro der
Firma Tecan gemessen. Zur Quanti�zierung des Proteingehaltes diente
die mitgeführte Verdünnungsreihe der BSA-Standardlösung.

SDS-PAGE und Western Blot Analyse Bei der SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (SDS-PAGE) übernimmt das anionische Detergenz Na-
triumdodecylsulfat (SDS) die Aufgabe, Proteine zu binden und deren
Tertiär- und Sekundärstruktur aufzulösen. Die ursprüngliche Ladungs-
verteilung eines Proteins wird dadurch praktisch eliminiert und durch
die negativen Ladungen der SDS-Moleküle ersetzt. Anschlieÿend wurden
die SDS-Protein-Komplexe in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch
aufgetrennt. Im Sammelgel wurden die SDS-Protein-Komplexe zunächst
zu einem Stapel komprimiert, bevor sie in das eigentliche Trenngel gelang-
ten. Die Verwendung eines weitporigen Sammelgels und eines engporigen
Trenngels verhindert die Aggregation der SDS-Proteine beim Eintritt in
die Gelmatrix. Im elektrischen Feld wandern die Proteine auf Grund
ihrer einheitlichen Ladung mit gleicher Geschwindigkeit in Richtung An-
ode. Die Auftrennung beruht also vollständig auf der Gröÿe der Proteine,
bedingt durch die Siebeigenschaften des Trenngels.
Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine hydrophobe
Nitrocellulosemembran übertragen (Elektroblotting) und dort immobili-
siert. Im elektrischen Feld, welches orthogonal zum Gel angelegt wird,
wandern die Proteinbanden in Richtung Anode vom Gel auf die Mem-
bran. Die Zugabe von Methanol zum Transferpu�er (siehe Tabelle 2.6)
begünstigt dabei die Bindung der Proteine an die Membran, welche durch
das vorhandene SDS beeinträchtigt sein kann. Die transferierten Proteine
lassen sich nun über eine spezi�sche Antigen-Antikörper-Reaktion nach-
weisen. Dazu wurde die Membran nach dem Blockieren über Nacht bei
4◦C mit einem Primärantikörper gegen das gesuchte Antigen inkubiert
(siehe Tabelle 2.4), ungebundene Antikörper wurden am Folgetag durch
dreimaliges Waschen mit 1x TBST entfernt. Zur Detektion wurde ein ent-
sprechender peroxidasekonjugierter Sekundärantikörper verwendet (sie-
he Tabelle 2.5), der das im Färbereagenz enthaltene Luminol oxidiert.
Zur Bestimmung der Phosphorylierung der Signalmoleküle PI3K, Akt
und Erk 1/2 wurden die entwickelten Membranen gewaschen und mit ei-
nem Stripping-Pu�er behandelt (siehe Tabelle 2.6) und erneut mit einem
phosphospezi�schen Primärantikörper inkubiert (siehe Tabelle 2.4).
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ECL-Nachweis Die Entwicklung der Membranen erfolgte mittels En-
hanced Chemiluminescence (ECL). Dazu wurden ECL-Lösung A (2-3
Wochen bei 4◦C im Dunkeln haltbar) und ECL-Lösung B im Verhält-
nis 1:1 gemischt und auf der gewaschenen Membran 2 min inkubiert.
Nach der Inkubation, wurde die ECL-Lösung abgetropft, die Membran
in Klarsichtfolie gelegt und mittels ChemiDoc

TM

MP System 170-8280
(Bio-Rad) entwickelt.

2.2.5 Zellseparation und Durch�usszytometrie

AutoMACS Zellseparation

Die Expression charakteristischer Ober�ächenantigene kann zur Sortie-
rung von Zelltypen oder Zellpopulationen genutzt werden. Bei der magne-
tischen Zellseparation (Magnetic Activated Cell Sorting ; MACS) werden
spezi�sche Antikörper gegen Ober�ächenantigene eingesetzt, die wieder-
um an magnetische Partikel (Beads) gekoppelt sind (siehe Abbildung
2.6).

Abbildung 2.6. Prinzip der magnetischen Zellseparation (MACS). Links,
Im magnetischen Feld passieren nicht-markierte Zellen die Trennsäule und bilden die
negativ-Fraktion. Rechts, Nach dem Ausschalten des Magnetfeldes wird die Zielpo-
pulation eluiert und in der positiv-Fraktion angereichert [198].

Die Zellsuspensionen werden auf eine Trennsäule pipettiert, die eine Ma-
trix aus plastikumhüllten, magnetischen Fasern enthält und im Feld ei-
nes Magneten platziert. Die Zellen, an die zuvor die Magnetpartikel-
gekoppelten Antikörper gebunden haben, werden zurückgehalten, wäh-
rend unmarkierte Zellen passieren. Durch Entfernung der Säule aus dem
magnetischen Feld kann anschlieÿend die Zielpopulation eluiert und für
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weitere Untersuchungen eingesetzt werden. Es können sowohl positive als
auch negative Selektionen (Ausschluss unerwünschter Zellpopulationen)
erfolgen.
Um die Zellzahl von Endothelzellen und glatten Muskelzellen im Wund-
heilungs-Assay zu bestimmen, wurde die Zellsuspension nach Markierung
mit CD31 MicroBeads im autoMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach) im Programm possel d (doppelte positive Selektion) in CD31+

Zellen (Endothelzellen) und CD31- Zellen (Muskelzellen) separiert. Die
Reinheit der so getrennten Zellen betrug 92,64 ± 3,8 % (HCAEC) und
92,72 ± 4,5 % (HCASMC).

Durch�usszytometrie

Die Durch�usszytometrie ist eine moderne Methode zur simultanen Ana-
lyse von chemischen und physikalischen Eigenschaften von Einzelzellen
basierend auf deren Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Die Durch-
�usszytometrie (FC) zeichnet sich durch eine hohe Analysegeschwindig-
keit, eine objektive Quanti�zierung, eine hohe Emp�ndlichkeit sowie �
auf Grund der groÿen gemessenen Zellzahl � durch eine groÿe statisti-
sche Sicherheit aus. Nachdem bestimmte Eigenschaften der Zellen mittels
an Antikörper gekoppelter Fluoreszenzfarbsto�e markiert wurden, kön-
nen sie analysiert werden. Die Zellen erreichen einzeln den Messpunkt der
Messkammer. Hier werden sie für wenige Millisekunden einem Laserstrahl
ausgesetzt. Dabei werden die Lichtstreuung und die Fluoreszenzintensi-
tät der Einzelzelle registriert.
Im Gegensatz zu herkömmlichen Zytometern nutzt das Attune R© Acoustic
Focousing Cytometer (life technologies) Ultraschallwellen (über 2 MHz)
an Stelle von hydrodynamischen Kräften, um die Zellen in einer Linie
zu fokussieren [199]. Dieses Vorgehen ermöglicht eine von der Flussra-
te unabhängige, hohe Präzision. Auf Grund eines volumetrischen Pro-
ben/Focousing Fluid -Systems können mit dem Attune R© Zellkonzentra-
tionen und absolute Zellzahlen bestimmt werden, ohne auf den Einsatz
teurer Counting Beads zurückgreifen zu müssen [199]. Die Auswertung er-
folgte mittels der Attune R© Cytometric Software. Dabei wurden in einem
konstanten Volumen von 100 µL die Konzentration von CD31+ Endo-
thelzellen sowie von αSMA+ Muskelzellen pro µL bestimmt (Abbildung
2.7).
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Abbildung 2.7. Datenauswertung mittels Durch�usszytometrie. Zur Bestim-
mung der Zellzahl wurden Endothelzellen und glatte Muskelzellen mit den spezi�schen
Zellmarkern CD31 und αSMA markiert. In einem konstanten Volumen wurde die
Konzentration CD31+ Endothelzellen (oben) sowie αSMA+ Muskelzellen (unten) be-
stimmt. Gezeigt sind Scatter Plots von ECs und SMCs nach 24-stündiger Kultivierung
auf der Kontrollober�äche.

2.2.6 Fluoreszenzmikroskopie

Immun�uoreszenz

Für Immun�uoreszenzfärbungen wurden die Zellen in 6-Well-Platten auf
∅ 24 mm Deckgläschen mit einer Dichte von 2x105 Zellen/Well ausge-
sät und in der FCS perfundiert (siehe Kapitel 3.2.2, S.31). Unbehandelte
Kontrollen wurden in die Flusskammer eingebracht und unter gleichen
Bedingungen ohne Perfusion mitgeführt. Waschschritte, Fixierung und
Färbung wurden mit Hilfe von 1 mL Heparinspritzen (Braun) direkt in
der Flusskammer durchgeführt. Dadurch wurden nur die im Flusskanal
be�ndlichen Zellen angefärbt.
Nach Beendigung des Versuchs wurden die Endothelzellen im Flusskanal
1x mit PBS (+1% FKS) gewaschen und anschlieÿend mit Histochoice R©

(Amresco) für 15 min bei Raumtemperatur �xiert. Nach 30-minütigem
Blockieren mit PBS (+2,5% BSA) wurden die Zellen über Nacht mit
dem primären Antikörper (siehe Tabelle 2.4) gegen PECAM-1 (Santa
Cruz Biotechnologies Inc.) und APJ-Rezeptor (R&D Systems) bei 4◦C
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Proben mit PBS (+1% FKS)
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gewaschen und anschlieÿend für 1 h bei Raumtemperatur mit den ent-
sprechenden sekundären Antikörpern (siehe Tabelle 2.5) inkubiert. Nach
dem Waschen erfolgte die DAPI-Färbung der Zellkerne. Die Deckgläs-
chen wurden aus der FCS entfernt und in DAKO Fluorescence Mounting
Medium (Dako) eingebettet. Anschlieÿend wurden die Proben mit dem
Eclipse 90i Advanced Automated Research Microscope System der Firma
Nikon mikroskopiert.

Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

Die luminale Ober�äche von Endothelzellen ist von einer polyanioni-
schen, kohlenhydrathaltigen Schicht � der Glykokalix � überzogen. Mit
Hilfe der konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM) wurde die Gly-
kokalixdicke von HUVEC und HCAEC nach Kultivierung auf verschie-
denen Biopolymeren bestimmt [200]. Die Glykokalix selbst wurde durch
das Weizen-Lektin Wheat germ agglutinin (Sigma-Aldrich) visualisiert.
Dieses bindet selektiv an Heparansulfate [201, 202].

Abbildung 2.8. Darstellung der Glykokalix in den fokalen Ebenen. HUVEC
und HCAEC wurden auf Glas- und Polymerplättchen kultiviert und mikroskopiert.
Die Glykokalix wurde mittels WGA-FITC sichtbar gemacht (grün), der Zellkern wur-
de mit DAPI (Cell Signaling) gefärbt (blau). Mit dem TCS SP5 X CLSM (Leica
Microsystems GmbH) wurden in 63-facher Vergröÿerung von mindestens 3 verschie-
denen Zellen pro Polymer und Scherstress an 10 Punkten auf der Membran fokale
Schnitte im Abstand von 0,29 µm entlang der z-Ebene aufgenommen. Daraus wurden
Querschnitte der Zellen in x- und y-Ebene erstellt. Anhand dieser optischen Schnitte
wurde die Dicke der Glykokalix bestimmt [181].

Im 6-Well wurden HUVEC und HCAEC 4 Tage lang auf Glas- oder
Polymerplättchen kultiviert. Anschlieÿend wurden die Zellen perfundiert

42



2.2 Methoden

(siehe Kapitel 3.2.2, S.31). Nach dem Flussexperiment wurden die Zellen
des Flusskanals, wie oben beschrieben, gewaschen, �xiert und blockiert.
Die �xierten Zellen wurden dann mit 2 µg/mL WGA-FITC für 30-40 min
bei 37◦C inkubiert, gewaschen und nach der DAPI-Färbung eingebettet.
Die Dicke der Glykokalix wurde mit einem TCS SP5 X CLSM der Firma
Leica Microsystems GmbH bestimmt. Alle Aufnahmen wurden mit ei-
nem Öl-Immersionsobjektiv (63x 1.4 Oil, Leica) mit einer Au�ösung von
2048 x 2048 Pixeln gemacht. Um die Bindung des Lektins darzustellen,
wurde ein Argonlaser (λ = 488 nm) verwendet. In de�nierten Schritten
von 0,29 µm wurden Serien optischer Schnitte durch die gesamte Zelldi-
cke durchgeführt (siehe Abbildung 2.8). Die Auswertung der Aufnahmen
erfolgte mittels Volocity 3D Image Analysis Software (PerkinElmer).

2.2.7 Molekularbiologische Methoden

Isolierung und Aufreinigung der RNS

Die Isolierung und Aufreinigung der RNS aus den Zellpellets (siehe Ka-
pitel 3.1.5, S.27) erfolgte mit Hilfe verschiedener Kits der Firma Qiagen
GmbH nach den Anwendungsvorschriften des Herstellers. Zur Isolierung
der RNS wurde das RNeasy Kit verwendet. Um genomische DNS aus den
Proben zu entfernen, wurde während der Extraktion der Gesamt-RNS
das RNase-FreeDNase Kit verwendet. Die Gesamt-RNS wurde abschlie-
ÿend 2x mit 30 µL sterilem Wasser eluiert.
Die Konzentration der RNS wurde durch die Messung der optischen Dich-
te (OD) bei den Wellenlängen 260 nm (Gesamtmenge RNS) und 280 nm
(Verunreinigungen durch Proteine) bestimmt. Die Messung bei 280 nm
dient vor allem der Bestimmung der Reinheit der Proben. Der Quotient
aus OD260/OD280 sollte in einem Bereich von 1,8 - 2,0 liegen. Ist eine Pro-
be verunreinigt, sinkt der Quotient deutlich ab. Die Probenkonzentration
ergibt sich aus folgender Beziehung: 1 OD260 =̂ 40 µg ssRNS/mL.

Reverse Transkription

Die frisch isolierte Gesamt-RNS wurde auf Eis mittels Reverse Transkrip-
tase in komplementäre Einzelstrang-DNS (cDNS) umgeschrieben. Diese
cDNS wurde mittels TaqMan R©-Reverse Transcription Reagent (Applied
Biosystems) nach dem in den Tabellen 2.9 und 2.10 folgenden Protokoll
synthetisiert:
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Bezeichnung Volumen [µL]

10x RT-Pu�er 6,0

MgCl2 (25 mM) 13,2

dNTP (2,5 mM) 12,0

Random Hexamer Primer (50 µM) 3,0

RNase-Inhibitor (20 U/µL) 1,2

Reverse Transkriptase (50 U/µL 1,5

mRNS in H2O 23,1

Tabelle 2.9. Protokoll für die Synthese der cDNS.

Programm Dauer
[min]

Temp.
[◦C]

Anlagerung der Primer 10 25

Reverse Transkription 30 48

Inaktivierung 5 95

Lagerung -20

Tabelle 2.10. Thermo-Cycler Programm für die cDNS-Synthese.

Quantitative Real-Time PCR

Eine Methode zur Quanti�zierung spezi�scher mRNS ist die quantita-
tive Real-Time PCR (RT-qPCR). Grundlage ist die Mitte der 1980er
Jahre entwickelte Polymerase Kettenreaktion (PCR), eine durch spezi-
�sche Primer de�nierte enzymatische in vitro-Replikation einer DNS-
Zielsequenz [203]. Bei der herkömmlichen PCR erfolgt eine Endpunkt-
quanti�zierung nach Beendigung der Reaktionszyklen. Dabei kann es,
bedingt durch die hohe PCR-Zyklenzahl, zu einer Sättigung der Reakti-
on kommen. Bei der TaqMan R©-Analyse hingegen erfolgen Ampli�kation
und Nachweis der PCR-Produkte simultan in einem Reaktionsgefäÿ. Die
TaqMan R©-Analyse eignet sich besonders, um das Expressionsverhalten
einiger weniger Gene sehr präzise zu untersuchen.
Die TaqMan R©-Analyse beruht auf dem Prinzip der 5'-Nuklease-Aktivität
der eingesetzten Polymerase [204]. Neben den normalen Primern für
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Gen Assay-Nummer

18S 4310893E

GAPDH 4310884E

Apelin Hs00175572_m1, Sequenz nicht ö�entlich

APJ Hs00270873_s1, Sequenz nicht ö�entlich

eNOS Hs00167166_m1, Sequenz nicht ö�entlich

PECAM-1 Hs00169777_m1, Sequenz nicht ö�entlich

Tabelle 2.11. Sequenzen der eingesetzten TaqMan R©-Sonden.

eine PCR enthält der Reaktionsansatz eine sequenzspezi�sche Oligonu-
kleotid-Sonde, die mit einem Donor-Fluorochrom (FAM oder VIC) und
am 3'-Ende mit einem Quencher-Farbsto� (TAMRA) augestattet ist.
Solange die Sonde intakt ist, wird durch das FRET-Prinzip (Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer) die Fluoreszenzenergie des Reporterfarbsto�es
auf den Quencher übertragen und dadurch eine statt�ndende Fluo-
reszenzemission verhindert. Kommt es nach der Anlagerung an eine
komplementäre Zielsequenz durch die 5'-Exonukleaseaktivität der Taq-
Polymerase zu einer räumlichen Trennung von Quencher und Reporter,
kann ein Fluoreszenzsignal detektiert werden. Dieser Vorgang wieder-
holt sich nun bei jedem Zyklus. Dadurch ist während der exponentiellen
Phase der PCR die gemessene Zunahme der Fluoreszenz direkt propor-
tional zum entstandenen Ampli�kat. Dieses ist wiederum proportional
zur eingesetzten Templat-Menge. Die Liste der eingesetzten Primer ist
in Tabelle 2.11 aufgeführt. Das Standardprotokoll für die RT-qPCR ist
in Tabelle 2.12 aufgeführt und wurde mittels CFX96 Touch

TM

Real-
Time PCR System gemessen. Die relative Genexpression wurde nach
der 2-∆∆CT-Methode auf den Mittelwert der Housekeeping Gene 18S und
GAPDH normalisiert.

Schritt Temp.[◦C] Dauer Zyklenzahl

Carry-Over -
Verdau

50 2 min 1

Aktivierung
der Taq-
Polymerase

95 10 min 1
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Schritt Temp.[◦C] Dauer Zyklenzahl

Denaturierung
der cDNS

95 15 s 40

Annealing und
Elongation

60 60 s 40

Tabelle 2.12. Protokoll für TaqMan R©-RT-PCR Lauf.

RNS-Interferenz

Schon seit Anfang der 1980er Jahre ist bekannt, dass eine Boten-RNS
(mRNS) durch eine komplementäre (Antisense) RNS �ausgelöscht� wer-
den kann. Da dieser Abbau nach der Transkription der mRNS erfolgt,
wird dieser Vorgang als PTGS (Posttranscriptional Gene Silencing) be-
zeichnet - RNS-Interferenz. Dieser natürliche Prozess wird sich inzwi-
schen zu Nutze gemacht, um durch das gezielte Einbringen doppelsträn-
giger short interfering RNA (siRNA) die Genexpression in vivo zu ma-
nipulieren. Im Zytoplasma assoziiert der Zielstrang eines siRNA-Duplex
mit dem Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex ). Die-
ser siRNA-RISC Komplex ist in der Lage komplementäre Sequenzen in
der mRNS zu erkennen, zu binden und zu trennen. Die Abbauprodukte
werden dann degradiert.

Lipidvermittelte Transfektion

Durch die Nutzung geeigneter Transfektionslipide kann genetisches Ma-
terial selbst in schwer trans�zierbare Primärzellen e�zient eingebracht
werden. Die Endothelzellen wurden am Tag vor der Transfektion mit ei-
ner Kon�uenz von 30-50% auf Glasplättchen oder in entsprechende Mul-
tiwellplatten (Greiner Bio One) ausgesät. Für die Transfektion wurde
Lipofectamine

TM

RNAiMAX (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers
in Serum-reduziertem Medium OptiMEM

TM

I (Invitrogen) verdünnt. Der
entsprechende RNAi-Duplex wurde ebenfalls in den entsprechenden Vo-
lumina OptiMEM

TM

I aufgenommen (siehe Tabelle 2.13). Beide Lösun-
gen wurden vermischt und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Der RNAi-Duplex/Lipofectamine

TM

RNAiMAX-Komplex wurde zu den
Zellen gegeben, so dass eine empfohlene Endkonzentration von 10 nM
siRNA/Well erreicht wird. Die Zellen wurden anschlieÿend bis zu 48 h
bei 37◦C, 5% CO2 inkubiert.
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Well Volumen Zellzahl siRNA
[pmol]

Medium
[µL]

Lipof.
[µL]

96 100 µL 7.500 1,2 2 x 10 0,2

24 500 µL 35.000 6,0 2 x 50 1,0

12 800 µL 50.000 15,0 2 x 100 2,5

6 2,5 mL 100.000 30,0 2 x 250 5,0

Tabelle 2.13. Lipofetktion von primären Endothelzellen mit siRNA.

Um die Transfektionse�zienz qualitativ zu überprüfen, wurde KIF11
Stealth

TM

Select RNAi (Invitrogen) verwendet (siehe Tabelle 2.14). Ad-
härente Zellen, in denen das Gen KIF11/Eg5 ausgeschaltet ist, zeigen auf
Grund eines mitotischen Stillstands nach etwa 48 h einen abgerundeten
Phänotyp [205].

Well siRNA [pmol] Medium [µL] Lipof. [µL]

96 3,0 2 x 10 0,2

24 15,0 2 x 50 1,0

12 40,0 2 x 100 2,5

6 75,0 2 x 250 5,0

Tabelle 2.14. Lipofektion von primären Endothelzellen mit KIF11

Stealth
TM

Select RNAi
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2.3 Statistische Auswertung

Die Berechnung der Rohdaten und die graphische Darstellung der Er-
gebnisse erfolgte mit den Softwareprogrammen Excel (Microsoft) und
SigmaPlot R© 11.0 (Systat Software). Die statistische Auswertung wur-
de mit dem Programm SPSS Statistics R© 20 und 21 (IBM Deutschland
GmbH) durchgeführt.
Die mathematische Aufarbeitung der CT-Werte aus der Real-Time PCR
erfolgte mittels ∆∆CT-Methode. Die Berechnung der CT-Werte erfolgte
in Doppelbestimmung, wobei für jedes untersuchte Gen eine NTC (No
Template Control) mitgeführt wurde. Für die mathematische Analyse
der Rohdaten wurden die bestimmten CT-Werte gemittelt und anschlie-
ÿend gegen das entsprechende Housekeeping-Gen normalisiert. Daraufhin
wurden die so erhaltenen ∆CT-Werte gegen eine unbehandelte Kontrol-
le normalisiert, woraus sich der ∆∆CT-Wert ergab. Dieser wurde, unter
der Annahme einer, für die verwendeten Primerpaare optimierten PCR
Reaktion, mit Hilfe der Formel 2-∆∆CT analysiert.
Mit dem parameterfreien Kruskal-Wallis-Test wurde zunächst im Rah-
men einer Varianzanalyse getestet, ob sich mehrere unabhängige Stich-
proben signi�kant von einander unterscheiden. Auf Grund der geringen
N-Zahlen wurde für die folgenden Auswertungen keine parametrische
Verteilung angenommen. Der Vergleich zweier unabhängiger Stichproben
erfolgte mit einem zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test. Im Falle normali-
sierter Daten (z.B. quantitative Real-Time-PCR) wurden das Signi�kanz-
niveau gegenüber der Kontrolle mit einem Einstichproben-t-Test gegen
einen hypothetischen Wert 1 bestimmt. Die Tests erfolgten unter Annah-
me eines 95 % Kon�denzintervalls.
Die graphischen Darstellungen geben, sofern nicht anders gekennzeich-
net, den Mittelwert ± Standardabweichung wieder. Signi�kante Unter-
schiede einer Stichprobe zur Kontrollgruppe mit P < 0,05 wurden mit *
gekennzeichnet. Höhere Signi�kanzen wurden bei P < 0,01 mit ** und
bei P < 0,001 mit *** beschriftet. Signi�kanzen zwischen Gruppen mit
nicht parametrischer Verteilung wurden bei P < 0,05 mit #, bei P < 0,01
mit ## und bei P < 0,001 mit ### gekennzeichnet.
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Ergebnisse

Die Expression des Apelin/APJ-Systems ist im kardialen Gewebe vor-
nehmlich auf die Blutgefäÿe beschränkt, wobei besonders die Isoformen
Apelin-12 und Apelin-13 eine wichtige Rolle spielen [92, 95, 103, 104,
112, 113]. Ziel dieser Arbeit ist zunächst der Nachweis einer strömungs-
abhängigen Regulation des Apelin/APJ-Systems in Hinblick auf eine Be-
teiligung an der Transduktion mechanischer Stimuli in humanen Endo-
thelzellen. Die im ersten Teil folgenden Ergebnisse beschreiben die phy-
siologische Regulation des Apelin/APJ-Systems in venösen und arteriel-
len Endothelzellen (HUVEC, HCAEC) sowie die von beiden Isoformen
Apelin-12 und Apelin-13 aktivierten Signaltransduktionswege. Zuletzt
wird der Ein�uss eines APJ-Knockdowns auf für die Mechanotransduk-
tion relevante Gene untersucht.

3.1 Hämodynamischer Scherstress reguliert das
Apelin/APJ-System

Als innerste Auskleidung von Gefäÿen sind Endothelzellen unter physio-
logischen Bedingungen permanent dem strömenden Blut ausgesetzt. Ein
wesentlicher lokaler Ein�uss auf die Funktion des Endothels wird durch
die Scherkraft ausgeübt, die je nach Art des Gefäÿbettes unterschiedli-
che Stärken und zeitliche Charakteristiken aufweist. Im Menschen liegt
die mittlere Wandschubspannung auf das Endothel bei 10-20 dyn/cm2

in Arterien und 1 dyn/cm2 in Venen [19]. Aus diesem Grund wurden
die folgenden Experimente sowohl unter standardisierten venösen Fluss-
bedingungen durchgeführt als auch unter arteriellen Flussbedingungen
(venös: 1,5 dyn/cm2; arteriell: 20 dyn/cm2).

3.1.1 Die Expression der endothelialen NO-Synthase im
Flusskammersystem

Endothelzellen zeigen bei statischer Kultivierung eine in vitro typische
kopfsteinp�asterartige Morphologie. In vivo richten sich Endothelzellen
in den Blutgefäÿen in Richtung des �ieÿenden Blutes aus [40, 206]. Diese
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Veränderung reduziert die Angri�s�äche für Scherkräfte an der apikalen
Membran. Die Perfusion der Zellen in der Flusskammer (FCS) soll die
im Blutgefäÿ herrschenden Strömungsverhältnisse in vitro simulieren,
so dass eine Ausrichtung der Zellen in Strömungsrichtung auch hier
zu beobachten ist. Zur Validierung des Flusskammersystems wurden
zunächst HUVEC laminarer Strömung ausgesetzt. Anschlieÿend wur-
den die Endothelzellen bei 10-facher Vergröÿerung im Phasenkontrast
(Nikon) mikroskopiert. In Abbildung 3.1 sind die morphologischen Ver-
änderungen von HUVEC nach Einwirkung einer laminaren Strömung für
3 Stunden gezeigt.

Abbildung 3.1. Morphologie statisch und dynamisch kultivierter HUVEC.
Links, Aufnahme von statisch kultivierten HUVEC im Phasenkontrast mit 10facher
Vergröÿerung. Rechts, Aufnahme mit gleicher Vergröÿerung nach 3-stündiger Perfu-
sion bei 1,5 dyn/cm2. Die Skala entspricht 0,2 µm.

Neben der Vitalität der perfundierten HUVEC (Daten sind hier nicht
gezeigt.) wurde auÿerdem die Expression der endothelialen NO syntha-
se (eNOS) gemessen und die Freisetzung von NO mittels Nitric Oxide
Assay Kit (Calbiochem R©-Merck) bestimmt. Wie in der Literatur be-
schrieben, konnte gezeigt werden, dass die eNOS-Expression unter stei-
gendem Scherstress signi�kant zunimmt (Abbildung 3.2; *P < 0,05 und
**P < 0,01) [207]. Die daraus resultierende zweiphasige NO-Freisetzung
konnte ebenfalls nachvollzogen werden [61, 63, 65, 208].
Auÿerdem wurde überprüft, ob die drei verwendeten Zelltypen das
Apelin/APJ-System exprimieren. Dazu wurden die in Zellkultur�aschen
kultivierten Endothel- und glatten Muskelzellen in den Passagen 3 (HU-
VEC) und 4-8 (HCAEC und HCASMC) verwendet. Abbildung 3.3 zeigt
die relativen mRNS-Level von Apelin und APJ bezogen auf das basa-
le mRNS-Level in HCAEC. Die Apelin-Expression ist in den venösen
Endothelzellen im Vergleich zu den Arteriellen Endothelzellen um den
Faktor 1,94 ± 0,12 erhöht (#P < 0,05), wohingegen glatte Muskelzellen
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Abbildung 3.2. Validierung des Flusskammersystems (FCS). HUVEC und
HCAEC wurden 3 Tage auf Glasplättchen kultiviert und anschlieÿend in die FCS
eingebracht. Die perfundierten Zellen wurden abgelöst und der Zellüberstand abge-
nommen. Links, Die mRNS-Expression der eNOS steigt nach 3-stündiger Perfusion
in Abhängigkeit vom angelegten Scherstress. Die Balken zeigen die Mittelwerte von
6 unabhängigen Experimenten ± SD. *P < 0,05 und **P < 0,01 Rechts, Verlauf der
NO-Freisetzung unter Scherstress zu den angegebenen Zeitpunkten. Dargestellt ist
der Mittelwert von 3 unabhängigen Experimenten ± SD.

in statischer Zellkultur kaum Apelin exprimieren. Für die Expression
des APJ zeigt sich, dass dieser Rezeptor vor allem in den arteriellen
Endothelzellen exprimiert wird. Im Vergleich zu den HCAEC ist der
APJ mRNS-Level in HUVEC um den Faktor 10 geringer (#P < 0,05).

Abbildung 3.3. Vergleich der basalen Expression von Apelin und APJ in
Endothelzellen und glatten Muskelzellen. HUVEC, HCAEC und HCASMC
wurden in 25 cm2 Zellkultur�aschen kultiviert. Mittels RT-qPCR wurde das basa-
le Level der mRNS-Expression des Apelin/APJ-Systems in den drei Zelltypen be-
stimmt. Die Balken zeigen die Mittelwerte von 4 unabhängigen Experimenten ± SD.
#P < 0,05.
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3.1.2 Apelin/APJ mRNS-Expression in humanen Endothelzellen

Mit Hilfe des Flusskammersystems sollte nun die strömungsabhängige
Expression des Apelin/APJ-Systems im venösen und arteriellen Milieu
untersucht werden. Dazu wurde eine kon�uente Einzellschicht von HU-
VEC bzw. HCAEC in die Flusskammer eingebracht und für 180 min mit
dem entsprechenden Zellkulturmedium perfundiert. Mittels quantitativer
Real-Time PCR konnte gezeigt werden, dass die mRNS-Expression des
Apelin/APJ-Systems in humanen Endothelzellen nach Applikation von
Scherstress ansteigt.

Abbildung 3.4. Apelin/APJ mRNS-Expression in humanen Endothelzellen
im venösen und arteriellen Milieu. HUVEC und HCAEC wurden 3 Tage auf
Glasplättchen kultiviert und anschlieÿend in die FCS eingebracht. Die perfundierten
Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten abgelöst. Links, mRNS-Expression
von Apelin und APJ in HUVEC unter 1,5 dyn/cm2. Rechts, mRNS-Expression von
Apelin und APJ in HCAEC unter 20 dyn/cm2. Dargestellt sind die Mittelwerte ±
SD von 3 unabhängigen Experimenten je Zeitpunkt.

Der zeitliche Verlauf der Apelin- und APJ-Expression von HUVEC im
venösen und HCAEC im arteriellen Modell ist in Abbildung 3.4 dar-
gestellt. In HUVEC steigen sowohl Apelin- als auch APJ-Expression
nach 60 min auf ein Maximum an. Die Kurve �acht dann bei 180 min
anhaltender Perfusion langsam ab. Bereits nach 30 min erreicht die
Expression des APJ-Rezeptors unter physiologischen Flussbedingungen
einen Anstieg um den Faktor 2,04 ± 0,25 an (*P < 0,05). Im Vergleich
dazu steigt die Apelin/APJ-Expression im arteriellen Modell erst nach
90-minütiger Perfusion an.
Werden im Statischen kultivierte Endothelzellen plötzlichem Scherstress
ausgesetzt, kommt es innerhalb weniger Sekunden zu einem rapiden An-
stieg der NO-Produktion. Über mehrere Stunden andauernder Scherstress
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erzeugt dann eine stetige NO-Freisetzung. Beide Vorgänge scheinen
von einander unabhängige mechanochemische Signalwege zu aktivie-
ren [61, 65, 208�210]. Dies deutet darauf hin, dass Endothelzellen in
der Lage sind zwischen Veränderungen im Scherstressgradienten und
anhaltendem stetigen Scherstress zu di�erenzieren. Im Folgenden soll
zunächst der Ein�uss von stetigem Scherstress auf das Apelin/APJ-
System untersucht werden. Dazu wurden die Endothelzellen und glatten
Muskelzellen nach einer 30-minütigen Arretierungsphase für 150 min
perfundiert (insgesamt für 180 min, siehe Seite 31).
Die Apelin Genexpression in humanen Endothelzellen (HUVEC sowie
HCAEC) wird nach Perfusion unter venösen und arteriellen Flussbe-
dingungen signi�kant reguliert (Abbildung 3.5, links). Sowohl HUVEC
als auch HCAEC weisen nach 3-stündiger Perfusion eine scherstress-
abhängige Regulation der Apelin-Expression auf (HUVEC: #P<0,05
und HCAEC: ##P<0,01). Das besondere hierbei ist, dass es unter
den jeweils physiologischen Bedingungen (HUVEC: 1,5 dyn/cm2 und
HCAEC: 20 dyn/cm2) zu einer verstärkten mRNS-Expression von Ape-
lin kommt. Sowohl in HUVEC als auch in HCAEC steigt die Expression
von Apelin mRNS um etwa den Faktor 1,4 ± 0,1 (HUVEC: **P < 0,01
und HCAEC: ***P < 0,001) an. Unter, für die entsprechenden Zellty-
pen, pathologischen Bedingungen (HUVEC: 20 dyn/cm2 und HCAEC:

Abbildung 3.5. Ein�uss von Scherstress auf die Apelin/APJ Expression in
humanen Endothelzellen. HUVEC und HCAEC wurden 3 Tage auf Glasplättchen
kultiviert, anschlieÿend in die FCS eingebracht und bei 1,5 dyn/cm2 und 20 dyn/cm2

perfundiert. Links, mRNS-Expression von Apelin in HUVEC und HCAEC. Rechts,
mRNS-Expression von APJ in HUVEC und HCAEC. Die Balken zeigen die Mittelwer-
te von 6 unabhängigen Experimenten ± SD. *P < 0,05, **P < 0,01 und ***P < 0,01.
Die Signi�kanz zwischen den Gruppen wurde mit #P < 0,05 und ##P < 0,01 ge-
kennzeichnet.
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1,5 dyn/cm2) dagegen kommt es zu einer signi�kant verringerten mRNS-
Expression (HUVEC: **P < 0,01 und HCAEC: ***P < 0,001).
Hinsichtlich der APJ-Expression zeigen beide Zelltypen eine starke Hoch-
regulation der Genexpression sobald sie Scherstress ausgesetzt wurden
(Abbildung 3.5, rechts). Im venösen Modell zeigen HUVEC und HCAEC
einen bis zu zweifachen Anstieg der APJ mRNS-Expression (**P < 0,01).
Im arteriellen Modell steigt die mRNS-Expression des APJ in HUVEC
sogar auf das 10-fache an (*P < 0,05). Verglichen damit, weist die
APJ-Expression in HCAEC einen wesentlich geringeren Anstieg um das
dreifache der unbehandelten Kontrolle auf (*P < 0,05).

3.1.3 Apelin/APJ mRNS-Expression in glatten Muskelzellen

Glatte Muskelzellen sind im Gefäÿ keinem direkten Scherstress ausge-
setzt. Unter physiologischen Bedingungen erfahren sie lediglich einen
interstitiellen Fluss von weniger als 0,5 dyn/cm2 [211].

Abbildung 3.6. Ein�uss von Scherstress auf die Apelin/APJ Expression
in humanen glatten Muskelzellen. HCASMC wurden 3 Tage auf Glasplättchen
kultiviert, anschlieÿend in die FCS eingebracht und für 3 Stunden perfundiert. Links,
mRNS-Expression von Apelin in HCASMC. Rechts, mRNS-Expression von APJ in
HCASMC. Die Balken zeigen die Mittelwerte von 6 unabhängigen Experimenten ±
SD. **P < 0,01, ***P < 0,001.

Abbildung 3.6 zeigt die mRNS-Expression von Apelin und APJ in
HCASMC unter verschiedenen Flussbedingungen. Unter den für die
glatten Muskelzellen physiologischen Bedingungen (0,1 dyn/cm2) wer-
den weder Apelin- noch APJ-Expression reguliert. Es gibt hier keinen
Unterschied zur Expression des apelinergen Systems in statischen Kon-
trollen. Doch schon auf einen Scherstress von 0,7 dyn/cm2 � welcher
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die physiologischen Bedingungen nur leicht übersteigt � reagieren glat-
te Muskelzellen hier mit einer Regulation des Apelin/APJ-Systems,
die dem Muster in Endothelzellen entspricht. Die Apelin Expression
wird mit steigendem Scherstress � also unter pathologischen Flussbe-
dingungen � tendenziell um etwa 1/3 des basalen Expressionslevels
herunter reguliert (bei 20 dyn/cm2: 0,68 ± 0,24), ähnlich wie es auch
in Endothelzellen der Fall ist (vergleiche Abbildung 3.5). Jedoch ist
nach einer 3-stündigen Perfusion keine signi�kante, scherstressabhängige
Veränderung der Apelin Expression in HCASMC zu verzeichnen. Auch
der APJ-Rezeptor reagiert schon bei leicht erhöhtem Scherstress von
0,7 dyn/cm2 sehr sensitiv (9,67 ± 2,12; **P < 0,01), scheint aber bei 1,5
und 20 dyn/cm2 unabhängig von der Höhe des angelegten Scherstress
zu sein (1,5 dyn/cm2: 24,82 ± 2,97; ***P < 0,001 und 20 dyn/cm2:
21,32 ± 6,89; ***P < 0,001).

3.1.4 Apelin/APJ Proteinexpression in humanen Endothel und
glatten Muskelzellen

Das Genexpressionspro�l des Apelin/APJ-Systems konnte auch auf
Proteinebene nach Immun�uoreszenzfärbung (Abbildung 3.7) und im

Abbildung 3.7. Ein�uss von Scherstress auf die APJ Proteinexpression in
Endothelzellen. HUVEC wurden 3 Tage auf Glasplättchen kultiviert und anschlie-
ÿend bei 1,5 dyn/cm2 und 20 dyn/cm2 perfundiert. Nach 3 h wurden die Zellen �xiert
und mit anti-human APJ (rot) und DAPI (blau) gefärbt. Die Aufnahmen wurden bei
konstanter Belichtungszeit mit 10-facher Vergröÿerung erstellt. Die weiÿen Balken
entsprechen 100 µm.
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Western Blot (Abbildung 3.8) nachvollzogen werden. Nach der Perfusion
wurden die Endothelzellen im Flusskanal �xiert und mit anti-human
APJ (rot) und DAPI (blau) gefärbt (siehe Tabelle 2.4 und 2.5) und mit
10-facher Vergröÿerung mit dem 90i Eclipse (Nikon) mikroskopiert. Bei
gleichbleibender Belichtungszeit zeigen die Aufnahmen einen deutlichen
Anstieg der APJ Expression in Endothelzellen. In Abbildung 3.7 ist ex-
emplarisch die Immun�uoreszenzfärbung des APJ-Rezeptors in HUVEC
gezeigt.

Abbildung 3.8. Ein�uss von Scherstress auf die Apelin und APJ Proteinex-
pression in Endothelzellen und glatten Muskelzellen. HUVEC und HCASMC
wurden 3 Tage auf Glasplättchen kultiviert, anschlieÿend bei 1,5 und 20 dyn/cm2 per-
fundiert. Nach 3 h wurden die Zellen abgelöst. Links und Mitte, die Protein-Expression
von Apelin und APJ in HUVEC ist abhängig vom Scherstress. Rechts, die Protein-
Expression von APJ in HCASMC ist unabhängig von der Gröÿe des Scherstress. Die
Balken zeigen die Mittelwerte von 6 unabhängigen Experimenten ± SD. *P < 0,05,
**P < 0,01 und ***P < 0,001. Im oberen Teil sind repräsentative Western Blots
gezeigt.

In Abbildung 3.8 sind die Ergebnisse der Western Blot Analayse nach
Perfusion für Apelin und den Apelinrezeptor dargestellt. Entspre-
chend der Genexpressionsanalyse (vergleiche Abbildung 3.5) zeigen
unter physiologischen Flussbedingungen perfundierte HUVEC bereits
nach 3-stündiger Perfusion eine Tendenz zu einer gesteigerten Apelin-
Proteinexpression (1,22 ± 0,11). Unter hohem Scherstress sinkt die
Apelinexpression auf 0,84 ± 0,08 bezogen auf die statische Kontrol-
le. Die APJ Proteinexpression in Endothelzellen steigt unter venösen
Bedingungen um etwa das 3-fache an (*P < 0,05). Unter arteriellen
Flussbedingungen steigt die APJ-Proteinexpression auf etwa das 5-fache
an (***P < 0,001). Die APJ-Expression in HCASMC scheint unabhän-
gig vom angelegten Scherstress zu sein und liegt sowohl im venösen als
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auch im arteriellen Modell bei dem etwa 5-fachen der unbehandelten
Kontrolle (**P < 0,01 und ***P < 0,001).

3.1.5 Das Apelin/APJ-System bei akuter Veränderung des
Scherstressgradienten

Wie bereits beschrieben scheinen Endothelzellen bei der Übersetzung
der mechanischen Stimuli zum einen auf einen langanhaltenden, ste-
tigen Scherstress zu reagieren (Siehe Kapitel 4.1.2, S.52), andererseits
reagieren sie auch auf akute Wechsel im Gradienten der Strömung. Dies
ist zum Beispiel bei einem akuten Anstieg oder Abfall des Blutdrucks
relevant. Um den Ein�uss eines akuten Wechsels der Strömungsver-
hätlnisse zu untersuchen, wurden die Endothelzellen über 30 min an
den entsprechenden Scherstress angepasst (HUVEC = 1,5 dyn/cm2 und
HCAEC = 20 dyn/cm2). Nach der Arretierungsphase wurden die Zel-
len 60 min perfundiert. Über 30 min wurde die Wandschubspannung
anschlieÿend von 1,5 dyn/cm2 auf 20 dyn/cm2 erhöht (Abbildung 3.9)
respektive erniedrigt (Abbildung 3.10) und für weitere 60 min perfundiert
(siehe Kapitel 3.2.2, S.31. Die Genexpression wurde zu den Zeitpunkten
90, 120 und 180 min nach Perfusion bestimmt.

Abbildung 3.9. Ein�uss des Scherstressgradienten auf das Apelin/APJ-
System in HUVEC. HUVEC wurden 3 Tage auf Glasplättchen kultiviert und an-
schlieÿend in die FCS eingebracht. Nach 90 min stetigem Scherstress von 1,5 dyn/cm2

wurde der Scherstress auf 20 dyn/cm2 erhöht. Die perfundierten Zellen wurden zu den
Zeitpunkten vor (90 min), direkt nach (120 min) und 60 min nach (180 min) Ände-
rung des Scherstress abgelöst. Links, Die mRNS-Expression von Apelin passt sich
an die Flussbedingungen an. Rechts, Die mRNS-Expression von APJ steigt stark an
nach einem Wechsel der Wandschubspannung. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD
von 4 unabhängigen Experimenten je Zeitpunkt mit einer Signi�kanz zwischen den
Gruppen von: #P = 0,05.
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In HUVEC konnte nach dem Wechsel der Flussbedingungen bereits nach
120 min aber auch nach 180 min Perfusion ein signi�kanter Abfall der
Apelin Expression (3.9 links) gezeigt werden (*P = 0,05). Dabei sinkt
die Apelin-Expression auf ein ähnliches Level wie unter kontinuierlichem
hohen Scherstress (vergleiche Abbildung 3.5 links). Gleiches gilt für die
APJ Expression (3.9 rechts). Nach Veränderung des Scherstress steigt
sie auf das 8-fache der Kontrolle an. Erreicht aber nicht das gleiche Level
wie nach kontinuierlichem hohen Scherstress (vergleiche Abbildung 3.5
rechts).
In HCAEC (Abbildung 3.10) konnte ähnliches gezeigt werden. Nach
180 min Perfusion sinkt die Apelin Expression nach dem Wechsel des
Scherstresses auf das Expressionsniveau bei 1,5 dyn/cm2 (vergleiche
Abbildung 3.5 links; *P = 0,05). Auf die Expression des APJ hat der
Scherstresswechsel hier keinen Ein�uss (vergleiche Abbildung 3.5 links).

Abbildung 3.10. Ein�uss des Scherstressgradienten auf das Apelin/APJ-
System in HCAEC. HCAEC wurden 3 Tage auf Glasplättchen kultiviert und an-
schlieÿend in die FCS eingebracht. Nach 90 min stetigem Scherstress von 1,5 dyn/cm2

wurde der Scherstress auf 20 dyn/cm2 erhöht. Die perfundierten Zellen wurden 60 min
nach Änderung des Scherstresses abgelöst. Links, Die mRNS-Expression von Ape-
lin passt sich an die Flussbedingungen an und sinkt nach Wechsel des Scherstres-
ses. Rechts, Die mRNS-Expression von APJ verändert sich nach einem Wechsel der
Wandschubspannung nicht. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von 4 unabhängi-
gen Experimenten mit einer Signi�kanz zwischen den Gruppen von: #P = 0,05.
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3.2 Apelin-12 verstärkt die endotheliale
NO-Produktion

Nun sollte also über die strömungsabhängige Regulation des Apelin/APJ-
Systems hinaus die NO-Produktion untersucht werden. Die nachfolgen-
den Ergebnisse zeigen die endotheliale NO-Freisetzung in Abhängigkeit
von den beiden Isoformen Apelin-12 und Apelin-13. Diese biologisch
aktiven Peptide werden aus einem Vorläuferpeptid, dem Preproapelin
(Apelin-77) gebildet. Preproapelin wiederum wird in C-terminale Peptide
unterschiedlicher Länge gespalten [91, 92].

3.2.1 Apelin-12 im Statischen

Dazu wurden HUVEC in 12-Well Platten ausgesät und mit Apelin-12 und
Apelin-13 in den Konzentrationen 1, 10, 100 und 1000 nM für 3 Stunden
inkubiert. Abbildung 3.11 (links) zeigt einen konzentrationsabhängigen
Anstieg der NO-Produktion nur nach Inkubation mit Apelin-12 und nicht
Apelin-13 (*P < 0,05 und **P < 0,01). Eine Vorinkubation mit dem
eNOS-Inhibitor L-NAME konnte diesen E�ekt aufheben (#P < 0,05;
Abbildung 3.11, rechts).

Abbildung 3.11. Apelin-12 stimuliert die NO-Produktion in Endothelzel-
len. HUVEC wurden 3 Tage in 12-Well Platten kultiviert und anschlieÿend für 3 h
mit Apelin-12 und Apelin-13 in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Der Zell-
überstand wurde gesammelt und der Nitrat- und Nitritgehalt bestimmt. Links, Die
NO-Produktion von Endothelzellen steigt in Abhängigkeit von der zugegebenen Men-
ge an Apelin-12. Apelin-13 hat keinen Ein�uss auf die NO-Produktion. Rechts, Der
E�ekt von Apelin-12 konnte durch Vorinkubation mit dem eNOS-Inhibitor L-NAME
aufgehoben werden. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von 4 unabhängigen Ex-
perimenten. *P < 0,05 und **P < 0,01. Die Signi�kanz zwischen den Gruppen wurde
mit #P < 0,05 gekennzeichnet.
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3.2.2 Apelin-12 unter Fluss

Durch Perfusion mit dem Arretierungsmedium in Gegenwart von 500 nM
Apelin-12 konnte zudem die durch die Applikation von Scherstress
(20 dyn/cm2) induzierte NO-Produktion signi�kant erhöht werden
(#P < 0,05; Abbildung 3.12, links). Perfusion mit 500 nM Apelin-13
führte auch unter dynamischen Bedingungen nicht zu einer signi�kanten
Erhöhung der NO-Produktion (Daten hier nicht gezeigt).

Abbildung 3.12. Apelin-12 erhöht die NO-Produktion und eNOS Expres-
sion in Endothelzellen unter Scherstress. HUVEC wurden 3 Tage auf Glasplätt-
chen kultiviert und anschlieÿend in die FCS eingebracht.Nach 3-stündiger Perfusion
mit 500 nM Apelin-12 oder Apelin-13 wurde der Zellüberstand gesammelt und der
Nitrat- und Nitritgehalt bestimmt (links). Die adhärenten Zellen wurden abgelöst um
die mRNS Expression der eNOS zu untersuchen (rechts). Dargestellt sind die Mittel-
werte ± SD von 4 unabhängigen Experimenten. **P < 0,01. Signi�kanz zwischen den
Gruppen: #P < 0,05 und ##P < 0,01.

Nach Inkubation mit Apelin-12 und Apelin-13 sollten nun auch Marker
für die endotheliale Mechanotransduktion untersucht werden. Dazu wur-
de zunächst die Genexpression der eNOS und von PECAM-1 untersucht.
HUVEC wurden in 12-Well Platten ausgesät und mit Apelin-12 und
Apelin-13 in den Konzentrationen 1, 10, 100 und 1000 nM für 3 Stun-
den inkubiert. Die statische Inkubation für 3 Stunden konnte für keine
der Isoformen einen E�ekt auf die Genexpression der eNOS oder des
Mechanotransducers PECAM-1 zeigen (Daten sind hier nicht gezeigt).
Da PECAM-1 aber als Bestandteil des mechanosensorischen Komplexes
scherstressabhängig reguliert wird [70], wurde die Genexpression von
HUVEC gemessen, die zuvor für 3 Stunden mit 500 nM Apelin-12 oder
Apelin-13 perfundiert worden waren (Abbildung 3.12, rechts).
Bereits unter niedrigem Scherstress steigt die Expression der eNOS
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nach Perfusion mit Apelin-12 signi�kant an (##P < 0,01), wohingegen
Apelin-13 keinen signi�kanten E�ekt auf die Genexpression der eNOS
zu haben scheint. Unter hohem Scherstress steigt die eNOS Expression
weiterhin unter Zugabe von Apelin-12 an (#P < 0,05), was mit den
Ergebnissen der NO-Bestimmung korreliert (Abbildung 3.12 links). Hier
wird deutlich, dass der Ligand Apelin-12 nur unter nicht-physiologischen
Bedingungen � also im Statischen sowie unter hohem Scherstress � einen
Ein�uss auf die NO-Produktion hat. Unter physiologischem Scherstress
(1,5 dyn/cm2) scheint es durch Apelin-12-Stimulation keinen zusätzli-
chen E�ekt auf die NO-Freisetzung zu geben. Apelin-13 dagegen senkt
die eNOS Expression unter hohem Scherstress. Auf das Expressionsle-
vel von PECAM-1 scheint die Inkubation mit Apelin-12 oder Apelin-13
zunächst keinen E�ekt zu haben (Daten hier nicht gezeigt).

3.3 Signaltransduktion in Endothelzellen

Die Applikation von Scherstress auf Endothelzellen führt über die Phos-
phorylierung der eNOS via PI3 Kinase/Akt-Signaltransduktion zur Frei-
setzung von NO. Diese Aktivierung benötigt zusätzliche Signale, die über
den Mechanotransducer PECAM-1 vermittelt werden [65, 70]. Neben der
Aktivierung des PI3k/Akt-Signaltransduktionsweges durch Scherstress,
ist in der Literatur auch eine MAPK-vermittelte zelluläre Antwort auf
Scherstress beschrieben [212].
Die vorangegangen Experimente zeigen, dass das Apelin/APJ-System in
Endothelzellen durch Scherstress reguliert wird und die Stimulation mit
Apelin-12 zu einer verstärkten NO-Produktion und eNOS-Expression
führt. Aus diesem Grund sollten nun mittels Western Blot Analyse die
den Isoformen zugrunde liegenden Signaltransduktionswege untersucht
werden. Dazu sollte untersucht werden, ob sich die scherstressvermit-
telte Aktivierung des Apelin/APJ-Systems auch in einem veränderten
Phosphorylierungsmuster der Kinasen PI3 und Akt sowie der Erk 1/2
widerspiegelt.
Für diese Versuche wurden zunächst im Statischen behandelte HU-
VEC im 6-Well für 15 min mit einer Reihe von Apelin-Konzentrationen
inkubiert (vergleiche S. 59). Anschlieÿend wurden die Proteine der ein-
zelnen Proben mit Hilfe spezi�scher Antikörper (phospho-PI3 Kinase
p85(Tyr458)/p55 (Tyr199), phospho-Akt(Ser473) und phospho-Erk 1/2
(Thr202/Tyr204)) untersucht. Der relative Anstieg des phosphorylierten
Zielproteins wurde auf die Expression des nichtphosphorylierten Proteins
sowie auf die Beladungskontrolle (β-Actin) bezogen dargestellt.

61



Kapitel 3 Ergebnisse

3.3.1 Phosphorylierung der PI3 Kinase und Akt

Im Statischen

Abbildung 3.13 zeigt nach Inkubation mit Apelin-12 einen konzentrati-
onsabhängigen Anstieg der Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt;
Abbildung 3.13, mitte). Bereits nach Stimulation mit 100 nM Apelin-
12 steigt der Quotient von phospho-Akt/Akt um etwa das Doppelte des
Kontrollwertes an (*P < 0,05) und erreicht bei 1000 nM Apelin-12 ein
Maximum (*P < 0,05).

Abbildung 3.13. Apelin-12 induziert die Aktivierung des PI3K/Akt-
Signaltransduktionsweges. HUVEC wurden 3 Tage in 6-Well Platten kultiviert
und anschlieÿend für 15 min mit Apelin-12 und -13 in den angegebenen Konzentra-
tionen inkubiert. Links, Die Phosphorylierung der PI3K steigt nach Inkubation mit
Apelin-12. Mitte, Die Phosphorylierung der Akt steigt in Abhängigkeit von den ein-
gesetzten Konzentrationen an Apelin-12. Rechts, Apelin-13 hat keinen E�ekt auf die
Akt-Phosphorylierung. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von 5 unabhängigen
Experimenten. *P < 0,05. #P < 0,05 zeigt die Signi�kanz zwischen den Gruppen.
Die unteren Paneele zeigen repräsentative Western Blots.

Dagegen hat die Inkubation mit Apelin-13 in den gleichen Konzentra-
tionen keinen signi�kanten Ein�uss auf die Phosphorylierung der Akt
(Abbildung 3.13, rechts). Bei der höchsten eingesetzten Apelinkonzen-
tration konnte zudem eine signi�kante Erhöhung der Phosphorylierung
der PI3 Kinase gezeigt werden. Auch hier tritt dieser E�ekt nur nach
Inkubation mit Apelin-12, nicht aber mit Apelin-13 auf.

Dynamisch

Auch unter Flussbedingungen konnte in HUVEC nach 3-stündiger Perfu-
sion mit 500 nM Apelin-12 eine signi�kant verstärkte Phosphorylierung
der PI3 Kinase gegenüber der unbehandelten Kontrolle (*P < 0,05) und
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Abbildung 3.14. Apelin-12 induziert die Aktivierung des PI3K/Akt-
Signaltransduktionsweges unter Scherstress. HUVEC wurden 3 Tage auf Glasp-
lättchen kultiviert und anschlieÿend in die FCS eingebracht und bei 1,5 dyn/cm2 und
20 dyn/cm2 mit 500 nM Apelin-12 perfundiert. Nach 3 h wurden die Zellen abgelöst.
Links, Die Phosphorylierung der PI3K steigt signi�kant nach Perfusion mit Apelin-12.
Rechts, Die Phosphorylierung der Akt steigt ebenfalls nach Perfusion mit Apelin-12.
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von 3 unabhängigen Experimenten. **P < 0,01.
Signi�kanz zwischen den Gruppen: #P < 0,05. Die unteren Paneele zeigen repräsen-
tative Western Blots.

gegenüber dem Ein�uss von Scherstress allein (#P < 0,05) festgestellt
werden (Abbildung 3.14 links).
Auch die Phosphorylierung der Akt ist gerade unter hohem Scherstress
gegenüber der Kontrolle um das 4-fache gesteigert (*P < 0,05; Abbil-
dung 3.14 rechts) und gegenüber dem E�ekt von Scherstress allein um
das 2,5-fache (#P < 0,05). Apelin-13 hatte keinen Ein�uss auf die Phos-
phorylierung der PI3 Kinase und der Akt (nicht gezeigt).

3.3.2 Phosphorylierung der extrazellulären signalregulierten
Protein Kinase (Erk) 1/2

Auch für die Erk 1/2 konnte eine isoformabhängige Phosphorylierung
gezeigt werden. Allerdings wurde dieser E�ekt hierbei nicht durch die
Inkubation mit Apelin-12 hervorgerufen, sondern stattdessen durch 15-
minütige Inkubation mit Apelin-13 (Abbildung 3.15). Bei einer Konzen-
tration von 1000 nM steigt die Phosphorylierung auf etwa das doppelte
der Kontrolle an (*P < 0,05). Dass Apelin-13 mitogen auf HUVEC wirkt
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und somit den MAPK-Signalweg über Erk1/2 aktiviert, konnte im Sta-
tischen bereits durch Masri et al. [128] gezeigt werden.

Abbildung 3.15. Apelin-13 induziert die Phosphorylierung der Erk 1/2.
HUVEC wurden 3 Tage in 12-Well Platten kultiviert und anschlieÿend für 15 min
mit Apelin-12 und Apelin-13 in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. An-
schlieÿend wurde mittels Western Blot die Phosphorylierung der Erk 1/2 untersucht.
Links, Apelin-12 hat keinen Ein�uss auf die Phosphorylierung der Erk 1/2. Rechts, Die
Phosphorylierung der Erk 1/2 steigt in Abhängigkeit von den eingesetzten Konzen-
trationen an Apelin-13. Die Balken zeigen die Mittelwerte ± SD von 4 unabhängigen
Experimenten. *P < 0,05. Die unteren Paneele zeigen repräsentative Western Blots.

3.4 Der APJ-Rezeptor ist notwendig für die
Aktivierung der eNOS

Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, wird der APJ-
Rezeptor durch Scherstress hochreguliert. Auf Grund der Apelin-12
induzierten NO-Produktion und erhöhten eNOS mRNS-Expression wird
eine wichtige Rolle des APJ in der Mechanotransduktion und Regulie-
rung der eNOS/NO-Produktion in Endothelzellen angenommen. Um dies
experimentell zu belegen, wurden Endothelzellen mit einer spezi�schen
APJ siRNA in Gegenwart eines Lipids trans�ziert. Kommerziell erhält-
liche Antagonisten sind für den APJ-Rezeptor bisher nicht beschrieben
worden.
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3.4.1 Transfektion von Endothelzellen mit APJ siRNA

Abbildung 3.16. Genexpression und Proteinexpression von Endothelzellen
nach Transfektion mit APJ siRNA. HUVEC wurden mit einer Dichte von 35.000
Zellen/Well in 24-Well (Genexpression) und 100.000 Zellen/Well in 6-Well (Western
Blot Analyse) ausgesetzt. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 6 bzw. 30 pmol der
siRNA trans�ziert. 48 h nach dem Einbringen der siRNA wurden die RNS bzw. die
Proteine isoliert. Links, Die APJ mRNS-Expression sinkt signi�kant nach Transfekti-
on mit APJ siRNA. Mitte, Die APJ Proteinexpression sinkt ebenfalls signi�kant nach
Transfektion mit APJ siRNA. Rechts, Die Phosphorylierung der PI3 Kinase sinkt si-
gni�kant nach Transfektion mit APJ siRNA. Unten sind repräsentative Western Blots
gezeigt. Die Balken zeigen die Mittelwerte ± SD von 4 unabhängigen Experimenten.
*P < 0,05 und **P < 0,01. Signi�kanz zwischen den Gruppen: #P < 0,05.

HUVEC wurden in 24-Well Platten ausgesät und am darau�olgenden
Tag trans�ziert. Nichttrans�zierte Kontrollen sowie scheintrans�zier-
te Kontrollen wurden mitgeführt. Um den Erfolg der Transfektion zu
visualisieren wurde ebenfalls eine Negativkontrolle mitgeführt (KIF11
stealth

TM

Select RNAi, Invitrogen). Nach 24 h bis 48 h Inkubationszeit
zeigen die trans�zierten Zellen einen abgerundeten Phänotyp auf Grund
eines mitotischen Arrests [205]. Anschlieÿend wurde die Genexpression
des APJ-Rezeptors mittels quantitativer Real-Time PCR untersucht.
Die erfolgreiche Transfektion der HUVEC führte zu einer signi�kanten
Reduktion der APJ-Expression (Abbildung 3.16, links; **P < 0,01 und
Abbildung 3.17, links; **P < 0,01). Dies konnte im Western Blot bestä-
tigt werden (Abbildung 3.16, mitte und rechts). Die Proteinexpression
des APJ sinkt ebenfalls signi�kant (*P < 0,05) im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle. Auch die Apelin-12 induzierte Phosphorylierung der
PI3 Kinase wird signi�kant reduziert nach Transfektion mit APJ siRNA
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(**P < 0,01). Eine wiederholte Stimulation mit Apelin-12 hatte keinen
Ein�uss auf die mit APJ siRNA trans�zierten Zellen. Nichttrans�zierte
HUVEC wiesen, wie bereits beschrieben (siehe Abbildung 3.13), eine
signi�kant erhöhte Phosphorylierung der PI3 Kinase auf (*P < 0,05).
Auf gleiche Weise konnte im Western Blot gezeigt werden, dass auch
die durch Apelin-13 induzierte Phosphorylierung der MAPK Erk 1/2
signi�kant gehemmt wird (Abbildung 3.17). Auch hierbei konnte die
Stimulation mit Apelin-13 nach Transfektion keinen E�ekt auf die Phos-
phorylierung der Erk 1/2 erzielen. Zudem hat auch die Inkubation mit
Apelin-12 nach Transfektion keinen Ein�uss auf die Phosphorylierung
der Erk 1/2 (nicht gezeigt).
Für Versuche in der Flusskammer wurde die Transfektion analog auf
Glasplättchen im 6-Well durchgeführt. Dazu wurden HUVEC mit einer
Dichte von 100.000 Zellen/Well ausgesät und trans�ziert (siehe Tabel-
le 2.13). Die Transfektion führte zu einer signi�kanten Reduktion der
APJ-Expression um etwa 50 % (Abbildung 3.18, links; ***P < 0,001),
welche auch unter Fluss zu einem deutlich geringeren mRNA-Level führ-
te (#P < 0,05). Auÿerdem führte der siRNA-vermittelte Knockdown
des APJ-Rezeptors unter Scherstress von 1,5 dyn/cm2 auch zu einem

Abbildung 3.17. Genexpression und Proteinexpression von Endothelzel-
len nach Transfektion mit APJ siRNA. HUVEC wurden analog zu der voran-
gegangenen Stimulation mit Apelin-12 ausgesetzt und trans�ziert. Links, Die APJ
mRNS-Expression sinkt signi�kant nach Transfektion mit APJ siRNA. Mitte, Die
APJ Proteinexpression sinkt signi�kant nach Transfektion mit APJ siRNA. Rechts,
Die Phosphorylierung der Erk 1/2 sinkt signi�kant nach Transfektion mit APJ siRNA.
Unten sind repräsentative Western Blots gezeigt. Die Balken zeigen die Mittelwerte
± SD von 4 unabhängigen Experimenten. *P < 0,05 und **P < 0,01. Signi�kanz
zwischen den Gruppen: #P < 0,05.
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Abbildung 3.18. Genexpression von Endothelzellen nach Transfektion mit
APJ siRNA. HUVEC wurden mit einer Dichte von 100.000 Zellen/Well im 6-Well
ausgesetzt. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 30 pmol der siRNA trans�ziert.
48 h nach dem Einbringen der siRNA wurden die Zellen perfundiert und die mRNS-
Expression von APJ, eNOS und PECAM-1 mittels RT-qPCR gemessen. Links, Die
APJ mRNS-Expression sinkt nach Transfektion mit APJ siRNA. Mitte, Die eNOS
mRNS-Expression sinkt nach Transfektion mit APJ siRNA. Unter Scherstress bleibt
die eNOS Expression auf einem basalen Level. Rechts, Die Transfektion mit APJ
siRNA hemmt die �ussinduzierte Hochregulation der PECAM-1-Expression. Die Bal-
ken zeigen die Mittelwerte ± SD von 4 unabhängigen Experimenten. *P < 0,05,
**P < 0,01 und ***P < 0,001. Signi�kanzen zwischen den Gruppen: #textitP < 0,05
und ##P < 0,01.

signi�kanten Verlust der strömungsabhängigen Regulation der eNOS
mRNS-Expression (Abbildung 3.18, Mitte; ##P < 0,01). Dies ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass die scherstressabhängige Aktivierung der
endothelialen NO-Synthase in HUVEC eng mit der Aktivierung des APJ
unter Scherstress verknüpft ist.
Während das Stummschalten des APJ-Rezeptor bereits im Statischen
einen signi�kanten Ein�uss auf die eNOS-Expression zeigt (Abbildung
3.18, Mitte; #P < 0,05), konnte auf Transkriptionsebene unter die-
sen Bedingungen kein Ein�uss der Transfektion auf die PECAM-1-
Expression festgestellt werden (Abbildung 3.18, rechts). Jedoch zeigten
APJ-de�ziente HUVEC unter Flussbedingungen nicht nur einen Verlust
der Scherstressantwort der eNOS, sondern auÿerdem auch eine signi-
�kante Reduktion der PECAM-1 mRNS-Expression (Abbildung 3.18,
rechts; *P < 0,05 und ##P < 0,01). PECAM-1 gehört als wichtiger
Bestandteil zu dem mechanosensorischen Komplex, der in Endothelzellen
für eine Vielzahl von �ussinduzierten Zellantworten verantwortlich ist
(siehe Kapitel 1.3, S. 5) [13, 65�73, 75].
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3.5 Die Bedeutung der Mechanotransduktion für
Gefäÿimplantate

Bei der Behandlung atherosklerotischer Gefäÿe mit vaskulären Implan-
taten spielt nicht nur die endotheliale Dysfunktion, welche von einer
verminderten Mechanotransduktion begleitet wird (z.B. reduzierte NO-
Produktion), eine wichtige Rolle. Auch die Fähigkeit des Implantatma-
terials, sich an die Gefäÿwand anzupassen und dessen Biokompatibilität,
ist von groÿer Bedeutung. Die Ergebnisse der vorangegangen Abschnitte
zeigen, wie sensibel der mechanosensorische Apparat der Endothelzellen
allein schon auf den Ein�uss akuter Änderungen der Wandschubspan-
nung oder des Scherstressgradienten reagiert. Davon ausgehend, dass das
Apelin/APJ System eine nicht unerhebliche Rolle in der scherstressver-
mittelten Mechanotransduktion von Endothelzellen spielt � in dem über
den PI3 Kinase/Akt-Signaltransduktionsweg die Expression der endothe-
lialen NO Synthase reguliert und somit die NO-Produktion in Endothel-
zellen stimuliert wird � wurden die folgenden Versuche durchgeführt, um
den Ein�uss von Ober�ächenmaterialien auf Endothelzellen und deren
Funktion zu untersuchen.
Dazu wurden die biologisch resorbierbaren Polymere PLLA, P(3HB),
P(4HB) und ein Co-Polymer bestehend aus PLLA und P(4HB) mit hu-
manen Endothelzellen (HUVEC und HCAEC) besiedelt. Zunächst wurde
die allgemeine Biokompatibilität der Materialien untersucht.

3.5.1 Zellvitalität und Proliferation

Abbildung 3.19 (links) zeigt die Vitalität von humanen Endothelzellen
(HUVEC und HCAEC), die für 4 Tage auf den entsprechenden Poly-
meren kultiviert wurden (siehe Kapitel 2.2.3., S. 35). Hier konnte eine
deutliche Abhängigkeit der Zellvitalität vom Polymermaterial festgestellt
werden. Während bei HUVEC das Polymer PLLA gegenüber der Kon-
trolle eine signi�kant erhöhte Zellvitalität aufweist (**P < 0,01), ist die
Vitalität der Endothelzellen auf allen anderen Polymeren gegenüber der
Kontrolle signi�kant abgesenkt (**P < 0,01). Besonders die koronaren
arteriellen Endothelzellen (HCAEC) weisen Tendenzen zu niedrigerer Vi-
talität auf den entsprechenden Materialien auf.
Die Proliferation der Endothelzellen wurde ebenfalls auf den Polyme-
ren in 96-Well-Platten gemessen. Dazu wurden die Zellen für 4 Tage auf
dem Polymerplättchen bzw. der entsprechenden Kontrolle (Glas) kulti-
viert und anschlieÿend mit BrdU inkubiert. Auch hier zeigt sich für beide
Zelllinien eine deutliche Materialabhängigkeit (Abbildung 3.19, rechts).
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Abbildung 3.19. Vitalität und Proliferation von Endothelzellen auf Po-
lymeren zur Stentbeschichtung. HUVEC und HCAEC wurden für 4 Tage auf
den angegebenen Polymeren kultiviert. Links, Die Zellen wurden abgelöst, in 96-Well
Platten umgesetzt und für 16 h mit 10% AlamarBlue R© inkubiert. Rechts, nach Inku-
bation mit BrdU für 24 h wurde das Zellwachstum bestimmt. Die Balken zeigen die
Mittelwerte ± SD von 4 unabhängigen Experimenten. *P < 0,05, **P < 0,01 und
***P < 0,001.

Während die Endothelzellen auf P(4HB) neben einer signi�kant nied-
rigeren Vitalität (HUVEC: **P < 0,01) auch eine signi�kant gesenkte
Proliferation zeigen (***P < 0,001), scheint der Polymerblend aus PLLA
und P(4HB) hingegen stark proliferationsfördernd zu wirken (HUVEC:
***P < 0,001 und HCAEC: *P < 0,05).

Abbildung 3.20. Immun�uoreszenzfärbung von HUVEC nach Kultur auf
Polymeren zur Stentbeschichtung. HUVEC wurden für 4 Tage unter statischen
Bedingungen auf den angegebenen Polymeren kultiviert. Anschlieÿend wurden die
Zellen �xiert, blockiert und mit human anti-CD31 (PECAM-1) gefärbt. Abschlieÿend
wurden die Zellen mit dem Northern Light

TM

Anti-Maus IgG-NL557 (rot) und DAPI
(blau) inkubiert.
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Diese Daten werden durch die Immun�uoreszenzfärbung von HUVEC
auf den Polymeren unterstützt (Abbildung 3.20). Gezeigt sind HUVEC
nach 4-tägiger, statischer Kultivierung auf den angegebenen Materialien.
In rot wurde der Endothelzellmarker PECAM-1 gefärbt, die Zellkernfär-
bung erfolgte mit DAPI (blau).
Zur Beurteilung des initialen Wachstums von Endothelzellen wurden
HCAEC und HCASMC in einem Co-Kultur-Assay (siehe Seite 34) ge-
meinsam auf den Polymeren ausgesetzt. Am Tag 0, 1, 2 und 4 wurden die
Zellen abgelöst, mittels autoMACS separiert und anschlieÿend mit dem
Attune R© quanti�ziert. Die Konzentrationen (events/µL) an Endothelzel-
len und Muskelzellen zu den gegebenen Zeitpunkten sind in Abbildung
3.21 dargestellt. Es zeigt sich kein materialabhängiger Unterschied in der
Wachstumsgeschwindigkeit der Endothelzellen (Abbildung 3.21, links).
Allerdings weisen die HCASMC gerade in den ersten 48 h nach dem Ent-
fernen des Inserts auf den Polymeren P(4HB) (Tag 1: 42,84 events/µL
[33,4 - 52,3]) und dem Blend PLLA/P(4HB) (Tag 1: 58,26 events/µL
[45,66 - 70,86]) ein verzögertes Wachstum auf (Abbildung 3.21, rechts),
so dass sich auf diesen Materialien zunächst eine Schicht aus Endothel-
zellen ausbreiten kann.

Abbildung 3.21. Bestimmung der initialen Wachstumsrate von ECs und
SMCs auf den Polymeren. HCAEC und HCASMC wurden für 24 h in speziel-
len Co-Kultur-Inserts auf den angegebenen Polymeren kultiviert (5x105 Zellen/mL).
An den Tagen 0, 1, 2 und 4 wurden die Zellen abgelöst, separiert und anschlieÿend
quanti�ziert. Links, Die Punkte zeigen den Median der CD31+ HCAEC/µL an den
gekennzeichneten Tagen. Rechts, Die Punkte repräsentieren den Median der CD31-

HCASMC/µL an den gekennzeichneten Tagen. Jeder Punkt entspricht dem Median
aus 6 separaten Experimenten.
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3.5.2 Die Glykokalix als Mechanosensor

Die luminale Ober�äche der Endothelzelle wird von einer bis zu 3 µm
dicken Schicht, der Glykokalix, bedeckt. Sie besteht aus einer Vielzahl
von membranständigen Molekülen, wie zum Beispiel Glykolipiden, Gly-
koproteinen und Proteoglykanen [200, 213, 214]. Diese Schicht ist folglich
permanent in Kontakt mit dem �ieÿenden Blut. Es gibt Hinweise darauf,
dass die Glykokalix bzw. ihre Bestandteile eine wichtige Rolle bei der
Transduktion mechanischer Kräfte hin zum intrazellulären Zytoskelett
und zu intrazellulären Signalkaskaden spielen [46, 215, 216].

Konfokalmikroskopie

Mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie sollte nun gezeigt
werden, ob die untersuchten Stentpolymere neben dem Ein�uss auf die
Vitalität und Proliferation der Endothelzellen auch einen Ein�uss auf die
Ausprägung der Glykokalix haben. Dazu wurden die Zellen in 12-Well
Platten auf den Polymeren für 4 Tage kultiviert und anschlieÿend mit
einem Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC) markiertem Lektin des Wei-
zenkeimöls (Wheat Germ Agglutinin (WGA)) inkubiert, welches spezi-
�sch Heparansulfate und Sialylreste der Glykokalixbestandteile bindet.
Die spezi�sche Lektinbindung konnte durch Vorinkubation mit Hepari-
nase III inhibiert werden (Abbildung 3.22) [200].

Abbildung 3.22. Lektinfärbung der Glykokalix. HUVEC wurden auf Glas- und
Polymerplättchen ausgesetzt und für 4 Tage kultiviert. Die Fluoreszenzaufnahmen
zeigen die spezi�sche Lektinbindung an die Heparansulfate der Glykokalix. Die 60-
minütige Vorinkubation mit Heparinase III konnte das Binden des Lektins deutlich
reduzieren. Der weiÿe Balken entspricht 100 µm.
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Abbildung 3.23 zeigt die Veränderung der Glykokalixdicke in Abhängig-
keit von dem verwendeten Polymers und dem angelegten Scherstress. In
den Kontrollen wurde die Dicke der Glykokalix mit 2,8 ± 0,08 µm im
Statischen und 1,4 ± 0,12 und 1,5 ± 0,05 µm unter venösen bzw. arte-
riellen Flussbedingungen gemessen. Unter statischen Kulturbedingungen
zeigt das Polymer P(3HB) mit 5,6 ± 0,22 µm eine signi�kant verdickte
Glykokalix gegenüber der statischen Kontrolle (***P < 0,001) auf, sowie
eine zwar dichte, aber klumpig wirkende Verteilung der Endothelzellen
auf der Polymerober�äche. Unter Scherstress kommt es auf dem Material
P(3HB) zu einer noch stärker ausgeprägten Verdickung der Glykokalix im
Vergleich zur korrespondierenden Kontrolle (1,5 dyn/cm2: 4,8 ± 0,44 µm
und 20 dyn/cm2: 11,2 ± 0,80 µm; Abbildung 3.23, ###P < 0,001).
Nach der Perfusion unter hohem Scherstress (20 dyn/cm2) weisen auch
die auf P(4HB) kultivierten HUVEC mit 4,3 ± 0,34 µm eine signi�kant
verdickte Glykokalix (Abbildung 3.23, ###P < 0,001) auf.

Abbildung 3.23. Bestimmung der Glykokalixdicke mittels CLSM. HUVEC
wurden auf Glas- und Polymerplättchen ausgesetzt und für 4 Tage kultiviert. An-
schlieÿend wurden die Endothelzellen perfundiert, mit Histochoice R© �xiert und mit
WGA-FITC gefärbt. Entsprechende statische Kontrollen wurden mitgeführt. Mittels
CLSM wurde die Dicke der Glykokalix bestimmt. Die Balken zeigen die Mittelwerte
± SD von 4 unabhängigen Experimenten. ***P < 0,001. Signi�kanz zwischen den
Gruppen: ###P < 0,001.

3.5.3 Der Ein�uss von Ober�ächenpolymerne auf die Expression
von Apelin und APJ-Rezeptor

Anhand der vorangegangenen Versuche konnte gezeigt werden, dass der
APJ-Rezeptor möglicherweise als Mechanosensor in humanen Endothel-
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zellen fungiert. Insbesondere die Isoform Apelin-12 scheint E�ektoren
mechanischer Stimuli, wie die eNOS und die Freisetzung von NO, zu-
sätzlich zu aktivieren. Das Stummschalten des APJ-Rezeptors führt
zudem zu einem Verlust der scherstressinduzierten Expression von eNOS
und PECAM-1. Das Adhäsionsmolekül PECAM-1 ist bereits sehr gut
als Mechanotransducer beschrieben [13] und wurde neben der eNOS als
weiterer Marker für die Funktion der Endothelzellen auf den Stento-
ber�ächenpolymeren ausgewählt. Nach Kultivierung der HUVEC auf
den Polymeren PLLA, P(4HB) und PLLA/P(4HB) wurden diese den
standardisierten venösen und arteriellen Flussbedingungen ausgesetzt.
Anschlieÿend wurden die Endothelzellen abgelöst und hinsichtlich der
Genexpression von eNOS, PECAM-1 und Apelin/APJ untersucht.

Abbildung 3.24. Die Expression der Endothelzellmarker eNOS und
PECAM-1 ist abhängig vom Stentober�ächenpolymer. HUVEC wurden 4
Tage auf Glasplättchen bzw. den entsprechenden Polymeren kultiviert und anschlie-
ÿend in die FCS eingebracht. Die perfundierten Zellen wurden nach 3h abgelöst. Links,
Die mRNS-Expression der eNOS. Rechts, Die mRNS-Expression von PECAM-1. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte ± SD aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten.

Abbildung 3.24 zeigt neben der bekannten scherstressabhängigen Genex-
pression einen deutlichen Ein�uss des Materials auf die mRNS Expression
von eNOS und PECAM-1. Kultivierung der HUVEC auf den Polymeren
PLLA und PLLA/P(4HB) führt zu einer erhöhten eNOS-Expression so-
wohl im Statischen als auch unter Scherstress (*P < 0,05 und **P < 0,01;
Abbildung 3.24, links). Die Höhe des angelegten Scherstresses scheint
allerdings keinen weiteren Ein�uss auf die Genexpression der eNOS zu

73



Kapitel 3 Ergebnisse

haben. Auf dem Polymer P(4HB) kultivierte HUVEC zeigen im Stati-
schen keinen E�ekt auf die eNOS-Expression. Auch unter Scherstress
kommt es nicht zu dem erwarteten Anstieg der eNOS mRNS-Expression.
Ähnliche E�ekte sind auch bei der Expression des Mechanotransducers
PECAM-1 zu beobachten. Im Statischen führt die Kultivierung der
HUVEC auf den Polymeren PLLA und PLLA/P(4HB) zu einem signi�-
kanten Anstieg der Genexpression (*P < 0,05 und **P < 0,01; Abbil-
dung 3.24, rechts). Jedoch scheint auch hier der applizierte Scherstress
keinen Ein�uss mehr auf die PECAM-1-Expression zu haben. Das Po-
lymer P(4BH) zeigt hier eine deutlich erniedrigte PECAM-1-Expression
(**P < 0,01), was mit der schlechten Proliferation und Vitalität der
Endothelzellen korreliert (siehe Abbildung 3.19).

Abbildung 3.25. Die Expression des apelinergen Systems ist abhängig vom
Stentober�ächenpolymer. HUVEC wurden 4 Tage auf Glasplättchen bzw. den ent-
sprechenden Polymeren kultiviert und anschlieÿend in die FCS eingebracht. Die per-
fundierten Zellen wurden nach 3 h abgelöst. Links, Apelin mRNS-Expression. Rechts,
mRNS-Expression des APJ-Rezeptors. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus
mindestens 4 unabhängigen Experimenten.

Auch das Apelin/APJ-System wird durch die Kultivierung der HU-
VEC auf den entsprechenden Materialien beein�usst. Abbildung 3.25
zeigt die mRNS-Expression von Apelin (links) und APJ (rechts) unter
statischen Bedingungen sowie unter Scherstress. Nur der Polymerblend
PLLA/P(4HB) weist ein Genexpressionspro�l des Apelins auf, dass der
scherstressinduzierten Regulation durch physiologische Bedingungen ent-
spricht (vergleiche Kapitel 3.1.2, Abbildung 3.5).Hierbei führt niedriger
Scherstress zu einem, gegenüber der Kontrollgruppe, deutlich höheren
Anstieg der Apelin-Expression. Die Kultivierung auf PLLA führt zu ei-
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ner scherstressunabhängigen im Vergleich zur Kontrolle aber signi�kant
erhöhten Apelin-Expression (**P < 0,01; Abbildung 3.25, links).
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Die Zellen des kardiovaskulären Systems unterliegen dem Ein�uss me-
chanischer Reize, die durch das �ieÿende Blut erzeugt werden. Vor allem
Endothelzellen, die als Einzellschicht das Innere der Gefäÿe auskleiden,
unterliegen der aus dem Blut�uss resultierenden Scherkraft. Das Anle-
gen von Scherstress führt in vitro zu einer Reihe von Veränderungen
in Struktur und Funktion der Endothelzellen, die in drei zeitliche Ka-
tegorien eingeteilt werden können [217]. Sekunden nach dem Einwirken
der Scherkraft auf das Endothel setzen biomechanische Transduktionser-
eignisse ein, wie die Aktivierung von Ionenkanälen oder die Verände-
rung der Ca2+-Konzentration im Zytosol [60, 61]. Nach einigen Stunden
können biologische Antworten wie Endozytose, Zellteilung oder Gen-
regulation beobachtet werden [35�45]. Innerhalb von Tagen kommt es
zu strukturellen Anpassungen der Endothelzellen an die Flussbedingun-
gen. Diese schlieÿen unter anderem Veränderungen der Zellmorphologie
(das Dehnen und Ausrichten in Flussrichtung), eine Reorganisation des
Zytoskeletts und fokaler Adhäsionsstellen ein [38, 40, 41, 44, 49]. Die
Antwort auf Veränderungen des Scherstresses wird in Endothelzellen
über Mechanorezeptoren eingeleitet. Dies geschieht zum Beispiel durch
die Stimulation von Tyrosinkinase-Rezeptoren, Ionenkanälen und G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (siehe Kapitel 1.2, S. 4) [3, 52, 212].
Insbesondere der mechanosensorische Komplex, bestehend aus dem Ad-
häsionsmolekül PECAM-1, VE-Cadherin und dem VEGFR2/Flk-1, ist
für die Transduktion mechanischer Reize verantwortlich (siehe Kapitel
1.3, S. 5) [13]. Auch die Glykokalix � eine Schicht aus Proteoglykanen
und Glykoproteinen auf der luminalen Ober�äche gesunder Endothelzel-
len � wird als wichtiger Mechanotransducer beschrieben [216, 218, 219].
Intrazelluläre Signale, die durch Apelin und seinen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor APJ vermittelt werden, sind im kardiovaskulären System von
zunehmender Bedeutung. Das apelinerge System wird hier vor allem von
vaskulären und endokardialen Endothelzellen exprimiert [103]. Apelin
wird aus dem 77 Aminosäuren langen Vorläufer Preproapelin abgespal-
ten und enzymatisch in seine biologisch aktiven Isoformen gespalten
[91, 92]. In isolierten Rattenaorten aktivieren apelinvermittelte Signale
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die NO-Freisetzung via L-Arginin/NO-Synthase/NO-Signaltransduktion
[122]. Das freigesetzte NO führt zur Vasodilatation des Gefäÿmuskels
(vergleiche Abbildung 1.3, S. 9) [113, 123]. Wirkt Apelin direkt auf die
glatten Gefäÿmuskelzellen, unterdrückt es die Apoptose und induziert die
Proliferation von vaskulären glatten Muskelzellen über den PI3K/Akt-
Signaltransduktionsweg [124, 125]. Jedoch ist die physiologische Funktion
des Apelin/APJ-Systems im kardiovaskulären Gewebe � und vor allem
in Endothelzellen � noch nicht vollständig untersucht und beschrieben
worden.

In der vorliegenden Arbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass die Expres-
sion des Apelin/APJ-Systems in Endothelzellen von den hämodynami-
schen Flussbedingungen abhängt und demzufolge unter dem Scherstress
verschiedener Gefäÿbedingungen variieren kann. Auÿerdem lässt die star-
ke �ussinduzierte Hochregulierung des APJ-Rezeptors in Endothelzellen
sowie in glatten Muskelzellen bei gleichzeitiger Herunterregulierung des
Liganden Apelin eine apelinunabhängige, mechanosensitive Rolle des
APJ vermuten.

4.1 Validierung des Flusskammersystems

Zur Untersuchung und Charakterisierung der physiologischen Endothel-
zellfunktion ist die Verwendung eines Flussmodels essentiell. Lamina-
rer Fluss induziert innerhalb von Sekunden die Produktion von Stick-
sto�monoxid (NO) [57�59]. NO wird von der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) in zwei Phasen produziert. Bei Einsetzen des Flussreizes erfolgt
ein initialer, GPCR- und Ca2-abhängiger Anstieg, dessen Höhe zunächst
unabhängig von der Gröÿe des angelegten Scherstresses ist. Bei über
mehrere Stunden anhaltendem Fluss folgt dann eine zweite Phase, die
Ca2-unabhängig ist und in einem Plateau mündet. Die Konzentration
des produzierten NO ist hier abhängig von der Gröÿe des Scherstresses
[60, 61, 63].
Mit Hilfe des hier verwendeten in vitro Flusskammersystems (FCS) konn-
ten in vivo-ähnliche Flussbedingungen erzeugt werden. Um den physio-
logischen Fluss in kleinen Arterien zu simulieren, wurde ein Scherstress
in Höhe von 20 dyn/cm2 angelegt. Niedriger Scherstress von 1,5 dyn/cm2

stellt den Blut�uss in Venen dar [18, 19]. Zur Validierung der FCS wur-
de zunächst die Vitalität der Endothelzellen während der Versuchsdauer
beobachtet. Nach 3-stündiger Perfusion bei 37◦C lag die Vitalität der
perfundierten Zellen stets über 85% (Daten wurden hier nicht gezeigt).
Der Verlauf der NO-Freisetzung, sowie der in der Literatur beschriebene
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Anstieg der eNOS mRNS-Expression [207] konnten in dem hier verwen-
deten Perfusionssystem (FCS) nachvollzogen werden (siehe Kapitel 3.1,
Abbildung 3.2).
Die Vielzahl der unterschiedlichen Ein�üsse auf die Genregulation der
eNOS zeigen, dass Endothelzellen in der Lage sind, auch sehr feine Un-
terschiede in zeitlichen und räumlichen Scherkraftgradienten wahrzuneh-
men. So hat zum Beispiel turbulenter Fluss in vitro keinen E�ekt auf die
Regulation der eNOS [220].

4.2 Apelin/APJ: Vaskuläre Mechanotransducer?

4.2.1 Das Endothel

Um die Mechanismen der Entwicklung von vaskulären Krankheiten auf-
zudecken, ist es von groÿer Bedeutung zu verstehen, wie die Zellen der
Gefäÿwand hämodynamische Kräfte erkennen, weiterleiten und in intra-
zelluläre biochemische Signale umwandeln. Die Regulation einer Reihe
von endothelialen G-Proteinen, Markern und Metaboliten wurde bereits
als scherstressabhängig beschrieben [37, 65�76, 85, 88]. Die vorliegende
Arbeit zeigt zum ersten Mal eine scherstressabhängige Regulation von
Apelin und seinem Rezeptor APJ in humanen Endothelzellen und glat-
ten Muskelzellen.
Die Genexpression von Apelin ist dabei abhängig von den vaskulären
Flussbedingungen. Unter physiologischen Bedingungen wird der APJ-
Rezeptor bereits nach 30-minütiger Perfusion auf etwa das 2-fache des
basalen Levels herauf reguliert. Die schnelle Regulation des APJ nach
Anlegen von Scherstress steht in Einklang mit der in der Literatur
[60, 61] beschriebenen, GPCR-induzierten, erhöhten NO-Freisetzung
durch Scherstress. In venösen Endothelzellen und bei physiologisch nied-
riger Wandschubspannung steigt die Apelin-Expression an. Unter hohem
Scherstress hingegen sinkt die Apelin-Expression. Im Einklang damit
zeigen arterielle Endothelzellen erhöhte Apelin mRNS-Level unter phy-
siologisch hohem Scherstress � einer gröÿeren Arterie entsprechend �
und eine ebenso stark reduzierte Expression von Apelin unter niedrigen
Flussbedingungen. Der APJ-Rezeptor reagiert dabei sehr sensitiv auf die
Applikation von Scherstress. Er wird dabei unabhängig vom Gefäÿbett
reguliert und scheint dabei sowohl in venösen als auch arteriellen Endo-
thelzellen abhängig von der absoluten Gröÿe des angelegten Scherstresses
zu sein. Dies zeigt, dass die Expression von Apelin und seinem G-Protein-
gekoppelten Rezeptor APJ in Endothelzellen im korrespondierenden
physiologischen Modell aktiviert ist. Nicht physiologische Flussbedin-
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gungen führen jedoch zu einer Senkung der Apelin-Expression, während
der APJ-Rezeptor stärker exprimiert wird. Möglicherweise spricht dieser
Befund für eine ligandenunabhängige, mechanosensorische Aufgabe des
APJ-Rezeptors, wie sie von Scimia et al. [145] kürzlich in murinen Kar-
diomyozyten gezeigt wurde. Lehoux et al. [212, 221] beschreibt zudem,
dass akute Veränderungen im Blut�uss und/oder -druck zu Veränderun-
gen in der Gefäÿwand führen, um das Gefäÿ den neuen Flussbedingungen
anzupassen. Auch hier ist es vorstellbar, dass das apelinerge System Si-
gnale für die Adaptation von Endothelzellen an akute Veränderungen
der Flussbedingungen vermitteln kann. Ein Wechsel der Wandschub-
spannung von physiologischen hin zu pathophysiologischen Scherkräften
führt sowohl in HUVEC als auch in HCAEC innerhalb von 90 Minuten
zu einer entsprechenden Regulation des apelinergen Systems.
Das Endothel im kardiovaskulären System reagiert sehr sensitiv auf
hämodynamischen Scherstress. Lokale hämodynamische Veränderungen
werden von den Endothelzellen über luminale Mechanorezeptoren wahr-
genommen und anschlieÿend über parakrine chemische Signale an die
darunterliegenden glatten Muskelzellen weitergegeben [16, 54].
Akute physiologische Veränderungen der Wandschubspannung regulieren
den Gefäÿdurchmesser. Hält die Wirkung des veränderten Scherstress
über einen Monat hinweg an, kommt es zu einem strukturellen Umbau
(Remodeling) der Gefäÿwand [212, 222�224]. Apelin wird in der Literatur
als Vasodilator und Regulator der Hämostase beschrieben. Die durch den
Blut�uss vermittelte Vasodilatation (FMD) ist ein passiver Prozess, bei
dem ein vermehrter Blut�uss und dadurch entstehende Scherkräfte über
eine mechanosensitive Signalkaskade endotheliales NO freisetzen [8]. Im
Zusammenhang mit den Eigenschaften als Vasomotor wurde gezeigt,
dass Apelin bei der Regulation des Gefäÿdurchmessers von Blutgefäÿen
während der Angiogenese eine wichtige Rolle spielt [225]. Die Ergebnis-
se dieser Arbeit sprechen für eine Beteiligung des apelinergen Systems
an der blut�ussvermittelten Vasodilatation. Dies könnte zum Teil die
kontroversen in Tierversuchen gezeigten Regulationen des Blutdrucks
durch Apelin erklären [109, 114�118], da der E�ekt von Apelin von den
vorherrschenden hämodynamischen Bedingungen abhängt. Eine Studie
von Kidoya et al. [225] unterstützt diese Beobachtungen. Hier wird be-
schrieben, dass die Regulation der Gröÿe von Blutgefäÿen während der
Angiogenese apelinabhängig ist. Auÿerdem werden die Resultate die-
ser Arbeit von Studien von Tatemoto et al. [113] und Jia et al. [122]
unterstützt, welche eine NO-vermittelte, blutdrucksenkende Wirkung
von Apelin in isolierten Rattenaorten zeigen. In der vorliegenden Arbeit
konnte auÿerdem gezeigt werden, dass die Isoform Apelin-12 über den
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APJ-Rezeptor in der Lage ist, die scherstressinduzierte NO-Produktion
zu erhöhen. Dies geschieht über eine PI3K/Akt-abhängige Signaltrans-
duktion. Interessanterweise hat Apelin-12 nur unter nicht physiologischen
Bedingungen diesen zusätzlichen E�ekt auf die NO-Freisetzung, also im
Statischen oder unter hohem, für die untersuchten venösen Endothelzel-
len, pathologischem Fluss. Unter physiologischen Bedingungen verfügt
die Endothelzelle über eine hohe Expression des Apelin/APJ-Systems.
Vermutlich setzt die Endothelzelle selbst Apelin frei, welches parakrin
auf den Zellverband wirkt und die Funktion der Endothelzelle unter-
stützt [226, 227], so dass die Gabe von Apelin-12 keinen zusätzlichen
E�ekt zeigt. Unter veränderten Flussbedingungen sinkt die Expression
des Liganden Apelin, wohingegen die Expression des APJ-Rezeptors si-
gni�kant ansteigt. Erst jetzt gibt es einen zusätzlichen, protektiven E�ekt
auf die Endothelzelle � hervorgerufen nur durch die Isoform Apelin-12
�, die nun mehr NO freisetzt. Bleibt die Frage o�en, welche Aufgabe
der APJ-Rezeptor hat, wenn der eigentliche Ligand nicht verfügbar ist.
Möglicherweise sind auch in Endothelzellen die mechanosensorischen
Aufgaben des APJ unabhängig vom Liganden wie von Scimia et al. [145]
beschrieben.
Es bleibt auch zu klären, in welcher Art und Weise die eNOS durch
Apelin-12-induzierte Signale aktiviert wird. Zu den klassischen scherstres-
sinduzierten Phosphorylierungsstellen der eNOS gehören der Serinrest
1177, welcher mit der initialen NO-Produktion assoziiert ist, sowie der
Serinrest 633, der für die Induktion der anhaltenden NO-Produktion ver-
antwortlich ist [228]. Im Gegensatz dazu aktiviert die Isoform Apelin-13
die Signalweiterleitung über den MAPK-Weg durch die Phosphorylie-
rung von Erk 1/2, welche unter den untersuchten Bedingungen keinen
Ein�uss auf die NO-Freisetzung hat (Abbildung 4.1). Masri et al. [107]
gelang es zu zeigen, dass diese Aktivierung der Erk 1/2 über eine Gαq-
Untereinheit erfolgt.
Scherstress kann über G-Proteine verschiedene Signaltransduktionswe-
ge aktivieren. Dazu gehört auch der PI3 Kinase und Adenylatcyclase
Signalweg. Diese führen über die Phosphorylierung von Serinresten
zur Aktivierung der endothelialen NO-Synthase [49, 57, 59, 61]. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zum erstem Mal, dass der
G-Protein-gekoppelte Rezeptor APJ nach der Aplikation von Scherstress
hoch reguliert wird. Dies könnte im Sinne eines positiv regulatorischen
E�ektes geschehen, um die Endothelzelle sensitiver für den Liganden
Apelin zu machen. Es könnte aber auch dazu dienen, die mechanosen-
sitiven Eigenschaften des Rezeptors selbst zu aktivieren. Vermutlich ist
der APJ-Rezeptor besonders unter nicht-physiologischen Bedingungen
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Abbildung 4.1. Die APJ-vermittelte Signaltransduktion in HUVEC ist ab-
hängig von der bindenden Apelin-Isoform. Je nach Isoform aktiviert der APJ
assoziierte Gαi oder Gαq Proteine und leitet damit die entsprechenden Signalkaskaden
ein. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Apelin-12 den PI3K/Akt Signalweg aktiviert,
welcher zur Induktion der eNOS mRNS-Expression und nachfolgender NO Freisetzung
führt. Es wurde auÿerdem die Aktivierung des Erk 1/2 Signalweges durch Apelin-13
beschrieben. Masri et al. konnten zeigen, dass dies zur Aktivierung der p70S6 Kinase
führt [107, 128]. Modi�ziert nach [135, 136].

in der Lage, zum Teil unabhängig von seinem Liganden zu agieren. In
HUVEC ist der APJ-Rezeptor unter hohem Scherstress stark hoch regu-
liert, während die Expression von Apelin gehemmt ist. Trotzdem kann
eine hohes NO-Level erhalten werden. Die erhöhte Expression des APJ
könnte hier als protektiver Mechanismus dienen, um die NO-Produktion
zu gewährleisten.
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Das Stummschalten des APJ mittels APJ siRNA führt in HUVEC im
Statischen zu einer verringerten eNOS-Expression und zudem zu ei-
ner starken Reduktion der scherstressabhängigen eNOS-Expression. Die
Transfektion mit APJ siRNA führt auÿerdem nur unter Fluss zu ei-
ner signi�kant reduzierten Expression von PECAM-1-mRNS. Es wurde
gezeigt, dass PECAM-1 � welches an sich durch Scherstress aktiviert
werden kann [208] � in einem Komplex mit eNOS, VE-Cadherin, Flk-1
und Gα-Proteinen an mechanosensitiven Prozessen beteiligt ist [70, 78].
In diesem Kontext war bisher nicht bekannt, ob es eine direkte Wech-
selwirkung von eNOS und PECAM-1 gibt oder ob diese möglicherweise
über GPCRs überbrückt wird. Die Beobachtung, dass ein Stummschalten
des APJ unter Flussbedingungen eine Inhibition der PECAM-1 Expres-
sion bewirkt, deutet darauf hin, dass es möglicherweise eine strukturelle
Wechselwirkung zwischen dem GαPCR APJ und PECAM-1 gibt.
Weiterführende bisher nicht publizierte Arbeiten in unserer Gruppe un-
terstützen diese These. In humanen Endothelzellen gelang es mit Hilfe
eines viralen Vektors den APJ-Rezeptor mit einem GFP-Tag zu versehen
[229]. Die transduzierten Endothelzellen wurden dann unter Fluss mit-
tels Live Cell Imaging untersucht und hinsichtlich ihrer APJ-Expression
charakterisiert.

Abbildung 4.2. Assoziation von PECAM-1 und APJ in humanen Endo-
thelzellen unter physiologischen Flussbedingungen. HUVEC wurden mit ei-
ner Dichte von 1,2 x 106 Zellen/mL in µ-Slides I0.2 (ibidi) ausgesät und pulsatilem,
laminarem Scherstress von 1,5 dyn/cm2 ausgesetzt. Vor dem Flussexperiment wur-
den die Zellen mit dem viralen Vektor Ad5-CMV-APJ-tGFP (grün) transduziert. Die
Perfusion wurde zu den angegebenen Zeitpunkten gestoppt, die Zellen �xiert und mit
einem spezi�schen Antikörper gegen PECAM-1 (rot) markiert. Links, Die weiÿen Pi-
xel entsprechen Gebieten, in denen der APJ und PECAM-1 assoziiert sind (Manders
Koe�zient ≥ 0, 6). Mitte und rechts, Die Balken zeigen den Mittelwert des Manders
Koe�zienten ± SE für die Assoziation von APJ und PECAM sowie APJ und eNOS.
Signi�kanz zu 0,6: *P < 0,05. Signi�kanz zwischen den Gruppen: #P < 0,05.
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Dazu wurde eine Zeitreihe erstellt, bei der transduzierte HUVEC für
15 bis 120 min einem de�nierten Scherstress ausgesetzt wurden. Anschlie-
ÿend wurden die Zellen �xiert und mit Antikörpern gegen PECAM-1 und
eNOS für die Immun�uoreszenz gefärbt (Abbildung 4.2; links). Mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie wurde dann der Überlappungs-
koe�zient nach Manders bestimmt [230]. Es scheint keine direkte Asso-
ziation von eNOS und APJ zu geben (Abbildung 4.2, rechts). Weder un-
ter statischen Kulturbedingungen noch nach 120-minütigem Scherstress.
Der Manders Koe�zient steigt zwischen APJ und PECAM-1 erst unter
Fluss an, während im Statischen keine Assoziation vorzu�nden ist. Diese
Ergebnisse liefern erste Hinweise auf eine strukturelle Interaktion von
PECAM-1 und APJ. Allerdings scheint es eine räumliche Assoziation erst
in Gegenwart natürlicher Flussbedingungen zu geben. Diese Überlappun-
gen sind vor allen in den junktionalen Bereichen der Endothelzellen zu
�nden, was in Abbildung 4.2, links durch weiÿe Pfeile gekennzeichnet
ist. Der �ussinduzierte Ein�uss des APJ-Rezeptors auf den mechano-
sensorischen Komplex wird durch die im Ergebnisteil beschriebenen
Genexpressionsanalysen von APJ-de�zienten HUVEC unterlegt. Das
Stummschalten des APJ hat zunächst unter statischen Kulturbedingun-
gen keinen Ein�uss auf die PECAM-1 mRNS-Expression.
In vitro passen sich Endothelzellen aktiv an sich verändernde Flussbedin-
gungen an: Sie richten sich entlang der Richtung des laminaren Flusses
aus, es kommt zu Umbauprozessen des Zytoskeletts (Versteifung) und ei-
ner Reorganisation fokaler Adhäsionskomplexe [38, 231�233]. Ein solches
zelluläres Remodeling beginnt bereits Sekunden nach der Applikation
von Scherstress [234]. PECAM-1 ist nicht nur in der Lage über den
mechanosensorischen Komplex die NO-Produktion der Endotehlzellen
zu steuern, vielmehr wird diese junktionale Adhäsionsmolekül immer
häu�ger in Zusammenhang mit solchen adaptiven Remodeling-Prozessen
diskutiert. Collins et al. [235] beschreiben eine über PECAM-1 induzierte
integrinabhängige RhoA Aktivierung, welche zur Ausbildung fokaler Ad-
häsinoskomplexe und zu einer adaptiven Versteifung der Endothelzelle
gegenüber Fluss führt. Werden nun APJ-de�ziente Zellen Scherstress
ausgesetzt, kommt es zu morphologischen Veränderungen (siehe Abbil-
dung 4.3; oben) und zu einer Inhibition der �ussinduzierten PECAM-1-
Expression. Dies zeigt sich auch im Verlust von Zell-Zell-Kontakten unter
Fluss, was durch die weiÿen Pfeile in Abbildung 4.3 (unten) gekennzeich-
net ist. Ergänzt werden diese Ergebnisse durch Rasterkraft-Messungen
an Wildtyp HUVEC und APJ-de�zienten HUVEC. Hier zeigt sich, dass
APJ-de�ziente HUVEC nicht in der Lage sind, ihr Zytoskelett unter
physiologischem Fluss zu reorganisieren [236] und anzupassen. Diese

84



4.2 Apelin/APJ: Vaskuläre Mechanotransducer?

Resultate unterstützen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die
Hypothese, dass der APJ-Rezeptor vermutlich in einer strukturellen
Wechselwirkung mit dem mechanosensorischen Komplex um PECAM-1
steht und wichtige endotheliale Adaptionsprozesse beein�usst. Zudem
verstärkt Apelin-12/APJ unter hämodynamischen Bedingungen über
den PI3K/Akt/eNOS Signalweg die NO-Freisetzung und wirkt vasodila-
torisch im kardiovaskulären System.

Abbildung 4.3. Morphologische Veränderungen in APJ-de�zienten Endo-
thelzellen. HUVEC wurden mit einer Dichte von 1,2 x 106 Zellen/mL in µ-Slides I0.2

(ibidi) ausgesät und laminarem Scherstress von 1,5 dyn/cm2 ausgesetzt. Links, Vor
dem Flussexperiment wurden die Zellen mit den viralen Vektoren rAVCMV-LifeAct-
TagRFP für das Zytoskelett (rot) und Ad5-CMV-APJ-tGFP (grün) transduziert und
anschlieÿend mittels CLSM mikroskopiert. Rechts, Die Zellen wurden hier ebenfalls
mit dem viralen Vektor rAVCMV-LifeAct-TagRFP (rot) transduziert. Auÿerdem wur-
de der APJ-Rezeptor mittels spezi�scher siRNA stillgelegt. Die weiÿen Balken ent-
sprechen 50 µm.
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4.2.2 Die glatten Muskelzellen

Im gesunden Gefäÿ bilden die glatten Muskelzellen die unter dem Endo-
thel be�ndliche Intima. Diese ist weitestgehend vor den Kräften des
Blut�usses geschützt und erfährt lediglich einen sehr niedrigen, dreidi-
mensionalen, interstitiellen Fluss von weniger als 1 dyn/cm2 [237�239].
Glatte Muskelzellen sind somit im intakten Gefäÿ keinem direkten Fluss
ausgesetzt. Jedoch kann es bei einer Verletzung der Gefäÿwand � z. B.
durch die Implantation eines Stents � oder bei endothelialer Dysfunktion
dazu kommen, dass die oberste Schicht der glatten Muskelzellen frei
liegt. Plötzlich den hohen endothelialen Scherkräften ausgesetzt, reagie-
ren Muskelzellen mit einer dramatischen Veränderung ihres Phänotyps
von einem ruhenden Zustand hin zu einem aktivierten, proliferierenden
Zustand [240�242]. Verschiedene Studien in vivo und in vitro konnten
zeigen, dass der direkte Ein�uss von Scherstress Signaltransduktionswege
triggert, welche mit der Entwicklung vaskulärer Erkrankungen assoziiert
sind [211, 224].
Interessanterweise haben Endothelzellen und glatte Muskelzellen einige
Strukturen gemein, die sie nutzen, um mechanische Reize in biochemi-
sche Signale umzusetzen [211]. Zum Beispiel besitzen beide Zelltypen
eine Glykokalix, welche an der Mechanotransduktion beteiligt ist. Auch
das apelinerge System wird auf Endothel- sowie Muskelzellen exprimiert.
Jedoch ist die Expression des Apelin/APJ-Systems in glatten Muskelzel-
len deutlich geringer. In einem in vivo-ähnlichem physiologischen Modell
für glatte Muskelzellen mit einem Scherstress von etwa 0,1 dyn/cm2

konnte keine Regulation des Apelin/APJ-Systems festgestellt werden.
Unter nicht-physiologischen Flussbedingungen wird allerdings sowohl
in den venösen Endothelzellen als auch den arteriellen Endothel- und
glatten Muskelzellen das Apelin/APJ-System auf die ähnliche Weise
reguliert: Mit steigendem Scherstress scheint die Expression von Apelin
zu sinken, während der APJ-Rezeptor stark überexprimiert wird.
Scherstress aktiviert in SMCs die Produktion von NO über die Regulie-
rung der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) [243, 244] und fördert die
Freisetzung von Zytokinen und vasoaktiven Substanzen [211]. Diese regu-
latorischen Veränderungen könnten bei einer Verletzung oder Denudation
des Endothels dazu beitragen, den Gefäÿtonus und die Hämostase zu
erhalten. Auch hier deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass
der APJ-Rezeptor eher auf Grund seiner mechanosensorischen Eigen-
schaften scherstressabhängig überexprimiert wird. Ähnliches vermuten
auch Scimia et al. [145], welche zeigen konnten, dass die Aktivierung des
APJ in Kardiomyozyten apelinunabhängig durch mechanische Dehnung
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induziert werden kann. Die ligandenunabhängige mechanische Aktivie-
rung führt zu einer Vergröÿerung der Kardiomyozyten und induziert die
Expression von Hypertrophie-Markern. Bisher gibt es keine Publikatio-
nen, die in SMCs eine Aktivierung von G-Proteinen durch mechanische
Kräfte beschreiben.

4.3 Parameter zur Bestimmung der Biokompatibilität
von Stentmaterialien

Seit ihrer ersten Einführung 1999 hat der Einsatz von Drug-eluting Stents
(DES) die interventionelle Kardiologie revolutioniert [245]. Diese beson-
deren vaskulären Stents wurden entwickelt, um der In-Stent-Restenose
(ISR) zu begegnen � ein groÿes Problem vor allem nach der Implan-
tation von Bare Metall Stents (BMS). DES erlauben über einen lan-
gen Zeitraum eine kontrollierte Freisetzung von anti-proliferativen und
anti-in�ammatorischen Medikamenten von einer permanenten Polymer-
beschichtung aus (z.B. Cypher

TM

(PEVA/PBMA), Cordis and Taxus
TM

(Poly(Styren-b-isobutylen-b-styren)), Boston Sienti�c). Auf Grund der
vielversprechenden Resultate und ihrer hohen E�ektivität, was die Re-
duktion der ISR-Rate angeht, wurden in den USA 2005 80-90% der
Interventionen mit DES dieser 1. Generation durchgeführt [158]. Diese
herausragenden Ergebnisse wurden jedoch von einem neuen Problem be-
gleitet: der Stent-Thrombose (ST) [163, 246�249]. Die Pathophysiologie
der ST ist bisher nicht vollständig geklärt worden. Eine Kombination
aus verschiedenen Faktoren, die z. B. den Patienten betre�en, mögen bei
der Entwicklung der ST eine Rolle spielen. Es gibt jedoch immer mehr
Hinweise darauf, dass die permanente Polymerbeschichtung der Stents
eine verzögerte Wundheilung und schlechte Re-Endothelialisierung ver-
ursachen können [158, 250, 251].
Das Endothel ist in ständigem Kontakt mit dem Blut und moduliert
sowohl die Antikoagulation als auch die Koagulation. In gesundem Zu-
stand besitzt es anti-thrombogene, anti-koagulante und �brinolytische
Eigenschaften [252]. Die Ober�äche der Endothelzellen ist überzogen
von einer Schicht heparinartiger Glykosaminoglykane (GAG) � welche
die Glykokalix formen [253]. Ihre Aufgabe besteht unter anderem darin,
die Aktivierung von Thrombin zu inhibieren [252]. Die Glykokalix ist
zudem auch ein wichtiger Bestandteil des mechanosensorischen Appa-
rates der Endothelzelle und moduliert somit auch die Funktion und die
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protektiven Eigenschaften des Endothels [216]. Ein verletztes Endothel
dagegen zeigt sehr schnell pro-thrombotische Eigenschaften, was die Ad-
häsion von Thrombozyten begünstigt [252].
Das vaskuläre Endothel besitzt eine Vielzahl von Mechanismen, das Sys-
tem der Koagulation zu steuern. Als solches spielt es eine wesentliche
Rolle bei der Erhaltung des normalen Blut�usses und der Gefäÿfunkti-
on. Eine körperfremde Ober�äche (Stentpolymer) in direktem Kontakt
mit dem Blut oder eine Ober�äche mit einem nicht funktionierenden
Endothel führen direkt oder indirekt zur Aktivierung und Adhäsion
von Thrombozyten und zur Bildung von Thromben. Aus diesen Grün-
den wurden neue, biodegradierbare Polymere entwickelt, die mit dem
Ziel die ISR und ST zu inhibieren, in Stents der 2. und 3. Genera-
tion verwendet werden. Polylaktide (PLA) [167] und Copolymere wie
Poly(Laktid-co-Glykolid) (PLGA) [254] gehören zu diesen Materialien.
Eine Förderung der Re-Endothelialisierung der Stentstreben � um der
späten ST vorzubeugen � ist ein wichtiger Indikator für die Biokompati-
bilität dieser neuen Stents. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch,
dass ein gutes Endothelzellwachstum allein nicht unbedingt ausreichend
ist.

4.3.1 Zellvitalität und Proliferation

In diesem Kontext wurden in dieser Arbeit verschiedene Polymere unter-
sucht, die zum Teil bereits für biodegradierbare Stentbeschichtungen ver-
wendet werden. Ein Vergleich der Vitalität und Proliferation von Endo-
thelzellen auf verschiedenen Polymeren soll hier als erster Anhaltspunkt
für die Biokompatibilität einer Beschichtung dienen. Es wurden Materia-
lien auf PLLA-Basis untersucht (PLLA, PLLA/P(4HB)) sowie Polymere
basierend auf Poly-(Hydroxybuttersäure) (P(3HB) und P(4HB)). Als Re-
ferenzmaterial wurde Thermanox

TM

verwendet. Ein Material, dass eigens
für die Zellkultur verwendet wird [255] und sehr gute, biokompatible Ei-
genschaften besitzt.
Die Re-Endothelialisierung des implantierten Materials ist ein wichtiger
Prozess nach dem Einsetzen eines Stents. Nur eine kon�uente Endothel-
zellschicht kann die anti-in�ammatorischen und anti-adhäsiven Eigen-
schaften einer gesunden Gefäÿwand wiederherstellen. Neben diesen Ei-
genschaften sorgt das gesunde Endothel über die Sekretion von Wachs-
tumsfaktoren für eine kontrollierte Muskelzellproliferation und verhindert
so die Bildung einer Hyperplasie [158]. Bereits 2007 betonten Finn et al.,
dass das Maÿ der Re-Endothelialisierung ein wichtiger Parameter zur Be-
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stimmung des ST-Potentials eines Stents sein kann [256]. Die Ergebnisse
der Vitalitätsmessungen mit HUVEC und HCAEC auf den oben genann-
ten Polymeren zeigen eine deutliche Abhängigkeit der Zellvitalität von
dem verwendeten Material. So scheint lediglich PLLA die Vitalität der
robusten HUVEC um den Faktor 1,27 ± 0,04 zu erhöhen und auch auf
die Vitalität der HCAEC keinen Ein�uss zu haben, wohingegen alle ande-
ren Materialien eher negativ auf die Vitalität der Endothelzellen wirken.
Die Bestimmung des Zellwachstums zeigt ebenfalls eine starke Materi-
alabhängigkeit. Der Polymerblend PLLA/P(4HB) zeigt eine gegenüber
der Kontrolle beinahe verdoppelte Wachstumsrate. Eine ausgezeichnete
Endothelialisierung allein ist jedoch nicht ausreichend. Idealerweise soll-
te ein geeignetes Beschichtungspolymer zwar proliferationsfördernd für
Endothelzellen sein, das Wachstum von glatten Muskelzellen jedoch nicht
beein�ussen oder sogar hemmen (Abbildung 4.4). Die Vitalität beider
Zelltypen sollte jedoch unbeein�usst bleiben. In unserer Arbeitsgruppe
wurden dazu ausführlichere Untersuchungen durchgeführt, die auch wei-
tere Stentpolymere einbeziehen [181]. Abbildung 4.4 zeigt, dass keines
der hier untersuchten Materialien den genannten Kriterien entspricht.
Um diesem Problem zu begegnen, werden die Beschichtungspolymere
mit Medikamenten beladen, welche dann über einen de�nierten Zeit-
raum kontrolliert abgegeben werden können. Diese Medikamente sol-
len zum einen anti-proliferativ auf SMCs zum anderen aber auch anti-
in�ammatorisch wirken. Ein kürzlich publiziertes Modell für einen PLLA-
basierten dualen DES (DDES) sieht z. B. eine abluminale Freisetzung von
Atorvastatin vor, welches die Proliferation glatter Muskelzellen hemmt,
sowie eine luminale Abgabe von Sirolimus, welches anti-in�ammatorisch
wirkt [257].
Im Co-Kultur-Experiment konnte gezeigt werden, dass es innerhalb der
ersten drei Tage nach Besiedlung der Polymere zu einer Verzögerung in
der Muskelzellproliferation kommt. Während die Endothelzellen auf allen
Materialien kontinuierlich wachsen, scheinen glatte Muskelzellen direkt
nach dem Aussetzen in einer Art Zellarrest zu verharren und erst nach
drei Tagen sehr stark zu proliferieren. Nach 6 Tagen Wachstumszeit (wie
für die zuvor beschriebenen BrdU-Tests angewendet) kann keine zelltyps-
pezi�sche Di�erenzierung für das untersuchte Material mehr festgestellt
werden. In diesen Versuchen zeigten vor allem PLLA-basierte Polymere
eine starke Verzögerung der Muskelzellproliferation. Es ist also wichtig
das Polymer gerade in der initialen Phase des Zellwachstums und der
Adhäsion zu untersuchen.
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Abbildung 4.4. Proliferation von humanen Endothelzellen und glatten
Muskelzellen auf verschiedenen Polymerbeschichtungen. Das ideale Beschich-
tungspolymer sollte proliferationsfördernd für Endothelzellen und proliferationshem-
mend für glatte Muskelzellen sein. Modi�ziert nach [181].

4.3.2 Endotheliale Mechanotransducer

Dass die Vitalitäts- und Proliferationsmessungen allein jedoch keine hin-
reichende Basis für die Beurteilung der Biokompatibilität eines Materials
bieten, zeigt sich an dem Polymer P(3HB). Trotz gerade bei HCAECs
wenig veränderter Vitalität gegenüber der Kontrolle und eines für beide
Endothelzelltypen erhöhten Zellwachstums zeigen die weiteren Versuche
ein ungeordnetes, cluster förmiges Zellwachstum, was die mechanosensori-
schen Funktionen der Endothelzelle an sich deutlich einschränkt und das
Material somit als nicht geeignet für eine Stentbeschichtung herausstellt.

Die endotheliale Glykokalix

Über die Dicke und Morphologie der endothelialen Glykokalix in vitro
herrscht in der Literatur weitgehend Uneinigkeit [258]. Diese entsteht
vor allem durch eine Reihe von verschiedenen Darstellungstechniken
(Elektronen- oder Fluoreszenzmikroskopie) sowie dem untersuchten Ge-
fäÿtyp [200, 214, 259]. Die Bedeutung der Glykokalix als wichtiger Me-
chanosensor ist jedoch unumstritten und ausführlich in der Literatur
beschrieben [216, 218, 219, 260]. Auch dass die endotheliale Mecha-
notransduktion über die Glykokalix in in vitro Studien in Takt ist,
wurde bereits von Tarbell et al. gezeigt [261].
Lektine sind die natürlichen Liganden für die Glykoproteine und Pro-
teoglykane der Glykokalix und besitzen eine hohe A�nität zu diesen
Zuckerstrukturen. Das in dieser Arbeit verwendete Lektin WGA erkennt
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die Sialylreste, die an Glykoproteine der Glykokalix gebunden sind. Auf
Grund ihrer terminalen Position gehören diese Strukturen zu den ersten,
die zum Beispiel mit Blutzellen interagieren können. Sialylreste inhibie-
ren diese Wechselwirkungen zwischen dem Endothel und den Blutzellen
und tragen somit zu den anti-adhäsiven Eigenschaften des luminalen
Endothels bei [252, 262]. Aus diesem Grund wurde die Ausprägung der
Glykokalix als Parameter für die endotheliale Funktion ausgewählt. In
dieser Arbeit wurde die Dicke der endothelialen Glykokalix von frisch
isolierten umbilikalen Endothelzellen (HUVEC) unter statischen Kultur-
bedingungen mit 2,8 ± 0,08 µm bestimmt. Diese Werte entsprechen den
physiologischen Daten nach Barker und van Haaren et al. [200, 214].
Mittels konfokaler Mikroskopie wurde die Glykokalixdicke hier auf 2,5 ±
0,5 µm bestimmt [200]. Unter Fluss verringert sich die Dicke der Glyko-
kalix auf 1,4 ± 0,12 µm (venöser Fluss) bzw. 1,5 ± 0,05 µm (arterieller
Fluss). Damit entsprechen die gemessenen Daten den ex vivo Messungen
von Chappell et al. in gesunden Nabelschnurvenen [263].
Messungen der Glykokalix von HUVEC auf dem Polymerblend aus
PLLA/P(4HB) befanden sich sowohl im Statischen als auch unter Fluss
im physiologischen Bereich. Auch auf P(4HB) konnte unter statischen
Bedingungen sowie unter venösen Flussbedingungen eine der Kontrolle
entsprechende Ausprägung der Glykokalix bestimmt werden. Auf dem
Polymer P(3HB) dagegen, konnte sowohl in statischer Kultur als auch
unter Fluss eine um das 3 bis 4-fache Verdickung der Glykokalix ge-
messen werden (arterieller Fluss: 11,2 ± 0,80 µm). Die Morphologie
der Endothelzellen auf diesem Material erscheint klumpig, was womög-
lich auf die Bildung von Zellhaufen auf der Ober�äche zu erklären
ist. Inwieweit die Struktur der Polymerober�äche hier einen Ein�uss
auf die Verteilung der Endothelzellen hat, wurde an dieser Stelle nicht
untersucht. Allerdings gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass eine
Beschädigung der endothelialen Glykokalix eine wichtige Rolle in der
Pathologie verschiedener vaskulärer Erkrankungen spielt [264]. Anhal-
tende Einwirkung atherogener Stimuli (z. Bsp. turbulenter Fluss) führt
zu einem Verlust der vaskuloprotektiven Eigenschaften der endothelialen
Glykokalix und macht somit das darunter liegende Endothel angreif-
bar für pro-in�ammatorische und atherosklerotische Faktoren [213]. Die
Implantation eines Koronarstents verursacht eine Verletzung der Gefäÿ-
wand und somit der endothelialen Glykokalix. Somit fehlt der Gefäÿ-
wand ein wichtiger Schutzmechanismus, um der Adhäsion von Blutzellen
wie Thrombozyten entgegenzuwirken und die Entstehung einer akuten
Stent-Thrombose zu verhindern. Die Messung der Glykokalix kann somit
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durchaus als ein Parameter zur Beurteilung der Funktionsfähigkeit des
Endothels sowie der Biokompatibilität eines Materials dienen.

Die endotheliale NO-Synthase und PECAM-1

Eine intakte Glykokalix fördert die Freisetzung von NO � einem eta-
blierten Marker für eine funktionierende endotheliale Mechanotrans-
duktion [261]. Die unterschiedliche Ausprägung der Glykokalix auf den
verschiedenen Materialien hat demzufolge auch einen Ein�uss auf die
Mechanosensorik und Funktion der Endothelzellen. Dies wird durch die
Ergebnisse der Genexpressionsanalyse weiterer endothelialer Marker un-
terlegt. Dazu gehören die eNOS, welche aktiviert die NO-Freisetzung
steuert [18, 54, 56, 60�64], und PECAM-1, als Bestandteil des mechano-
sensorischen Komplexes der Endothelzelle [65�76].
PLLA und der PLLA-basierte Blend PLLA/P(4HB) zeichnen sich nicht
nur durch eine hervorragende Biokompatibilität hinsichtlich der Endo-
thelialisierung und der Ausprägung der Glykokalix aus, sondern zeigt
auch in Hinblick auf die eNOS-Expression ein der Kontrolle ähnliches
bzw. überlegenes Ansprechen auf das Anlegen von Scherstress. Unter
physiologischem, anhaltenden Fluss steigt die Genexpression der eNOS
in Abhängigkeit von der Höhe des angelegten Scherstresses [207]. Kawa-
shima et al. konnten auÿerdem in einem Mausmodell für das vaskuläre
Remodeling zeigen, dass eine Überexpression der eNOS die Bildung einer
Läsion inhibiert [265]. Die Re-Endothelialisierung einer gestenteten Ko-
ronararterie hängt sehr stark von der Ober�ächenbeschichtung des Stents
ab. Ein Polymer, welches unter Scherstress eine hohe eNOS-Expression
begünstigt, ist besser als Beschichtungsmatrix geeignet als ein Polymer,
das die Funktion der Endothelzelle nur gerade so erhält oder gar ein-
schränkt.
Ein weiterer Indikator für eine gesunde und funktionierende Endothel-
zelle ist das Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-
1). PECAM-1 ist ein Transmembranglykoprotein, welches als Zell-
Zell-Adhäsionsmolekül fungiert. Bilden sich Zell-Zell-Kontakte aus, ak-
kumuliert PECAM-1 an den junktionalen Kontakten und vermittelt
Wechselwirkungen zwischen benachbarten Endothelzellen. Diese Zell-
Zellkontakte bilden sich vor allem während des Zellwachstums oder der
Migration von Zellen aus [89, 266]. Joner et al. führen die schlechte Endo-
thelialisierung von sirolimus- und paclitaxelfreisetzenden Stents auf eine
generell geschwächte PECAM-1-Expression zurück [11]. PECAM-1 spielt
auÿerdem ein Schlüsselrolle in der Adhäsion von Plättchen und Leuko-
zyten an Endothelzellen und erhält unter physiologischen Bedingungen
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den anti-adhäsiven Charakter des Endothels. Eine starke PECAM-1
Expression wird hierbei mit einer verbesserten Endothelialisierung in
Verbindung gebracht [267], während ein abgesenktes Expressionslevel
mit möglichen Zellschäden assoziiert wird [268]. Auch die Ergebnisse
der Genexpressionsanalyse von PECAM-1 zeigen eine starke Polymer-
abhängigkeit. Auch hier zeigen PLLA und der Blend PLLA/P(4HB) in
Bezug auf die Kontrolle eine erhöhte PECAM-1 Expression, sowohl un-
ter statischen als auch unter Flussbedingungen. Die scherstressabhängige
Regulation der PECAM-Expression in Endothelzellen auf der Kontrol-
lober�äche entspricht den Angaben in der Literatur [8, 70]. Die erhöhte
PECAM-1-Expression in Endothelzellen auf den Polymeren PLLA und
PLLA/P(4HB) könnte auf eine verbesserte Fähigkeit der ECs hindeuten,
Zell-Zell-Kontakte aufzubauen und zu proliferieren. Auf dieser Grundla-
ge ist anzunehmen, dass die Wundheilung und die Bildung einer neuen
Endothelzellschicht auf diesen Materialien begünstigt ist.

Das Apelin/APJ-System

Das Apelin/APJ-System wurde bisher nicht im Zusammenhang mit der
�ussinduzierten endothelialen Mechanotransduktion diskutiert. Die Er-
gebnisse aus den Abschnitten 3.1 bis 3.4 (S. 52 �.) zeigen jedoch, dass
das apelinerge System durchaus eine wichtige Rolle in der Transdukti-
on mechanischer Stimuli (z. B. Scherstress) spielt. Wie bei den bereits
etablierten Funktionsmarkern eNOS und PECAM-1 zeigt sich auch die
Expression des Apelin/APJ-Systems materialabhängig. Unter physiologi-
schen Flussbedingungen konnte sowohl in venösen, als auch in arteriellen
Endothelzellen neben einer erhöhten Expression des Apelins, ebenfalls
eine erhöhte Expression des APJ-Rezeptors festgestellt werden. Dieses
physiologische Verhalten verstärken HUVEC Zellen vor allem auf dem
Polymerblend PLLA/P(4HB). Gleiches gilt für die Expression des APJ-
Rezeptors. Bereits unter statischen Kulturbedingungen ist die Expres-
sion des APJ auf PLLA/P(4HB) gegenüber der Kontrolle um etwa das
3,5-fache erhöht und steigt unter Scherstress weiter an. Auf PLLA zeigt
sich ebenfalls eine verstärkte APJ-Expression gegenüber der statischen
Kontrolle um etwa das 3-fache. Jedoch ist hier keine scherstressinduzier-
te Erhöhung der APJ-Expression zu verzeichnen. Alles in allem zeigen
diese Ergebnisse, dass der Polymerblend aus PLLA und P(4HB) eine
hervorragende Biokompatibilität von PLLA/P(4HB) hinsichtlich der Re-
Endothelialisierung sowie Endothelzellfunktion und Mechanotransdukti-
on aufweist.
Mechanische Kräfte wirken im Gefäÿ nicht nur auf Grund von Scherstress
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oder Druck; solche Kräfte können auch durch externe E�ekte ausgelöst
werden � wie zum Beispiel vaskuläre Implantate. Wie diese Kräfte auf
der Zellober�äche und im Zellinneren wirken, hängt zu einem erheblichen
Teil von den mechanischen Eigenschaften des Materials und der Mate-
rialober�äche ab, auf dem die Zelle adhäriert [269, 270]. Es ist bekannt,
dass kardiovaskuläre Erkrankungen mit einer erhöhten Stei�gkeit der
subendothelialen Gefäÿschichten einhergehen [183, 184]. Solche mechani-
schen Veränderungen des Gefäÿes können zudem zu einer Dysregulation
des Endothels führen und die Pathogenese kardiovaskulärer Erkrankun-
gen begünstigen [185, 186]. Einige Studien weisen auch darauf hin, dass
die Elastizität des Gefäÿes eine wichtige Rolle bei der endothelialen Ant-
wort auf hämodynamische Kräfte spielt [187, 188]. Die Implantation eines
Stents führt zu einer Gefäÿwandverletzung und einer Veränderung der
mechanischen Eigenschaften des gestenteten Gefäÿes selbst. Auÿerdem
bringt der polymerbeschichtete Stent ein neues Substrat � die Stentbe-
schichtung � ein, dessen Stei�gkeit und Biokompatibilität wiederum einen
Ein�uss auf die Funktion der Endothelzellen haben [183, 270, 271]. Das
vielleicht am häu�gsten zur Herstellung biodegradierbarer Stents verwen-
dete Polymer ist PLA. PLA bzw. das hier verwendete PLLA gehören mit
einer Elastizität (Young's Modulus, YM) von bis zu 2,1 ± 0,5 GPa zu
den sehr steifen Materialien [272]. Gesunde Koronararterien weisen im
Schnitt einen elastischen Modulus von 1,48 ± 0,24 MPa auf [273], was
etwa einem tausendstel von PLLA entspricht. Trotzdem weist sich dieses
Polymer durch eine gute Biokompatibilität aus [166�169]. P(4HB) ge-
hört zwar mit einer Elastizität von 0,25 ± GPa [274] zu den weicheren
Polymeren, zeigt allerdings eine generell schlechte Biokompatibilität hin-
sichtlich Vitalität und Proliferation von ECs auf, was sich auch in einer
veränderten Genexpression widerspiegelt (siehe Kapitel 3.5, S. 68 �.).
Andere Faktoren wie zum Beispiel die Ober�ächenbescha�enheit oder
Schichtdicke des Polymers scheinen hier einen stärkeren Ein�uss auf die
biologische Verträglichkeit zu haben. Die besonders guten Eigenschaf-
ten des Co-Polymers aus PLLA und P(4HB) sind möglicherweise zum
Teil mit einer Verbesserung der mechanischen Eigenschaften zu erklären.
Durch den Zusatz von 22%(w) P(4HB) wird eine im Vergleich zu PLLA
bessere Elastizität erreicht (YM = 1,0 ± 0,1 GPa). Diese führen zu einer
erhöhten Expression biologisch relevanter Gene in HUVEC. Auch ande-
re Studien konnten bereits einen Ein�uss der Substratelastizität auf die
Genexpression verschiedener Zelltypen nachweisen [188, 275, 276].
Scherstress kann von Endothelzellen direkt über den mechanosensori-
schen Komplex erkannt werden und die entsprechende Signaltransduk-
tionskaskade aktivieren [8]. Die perkutane koronare Intervention gefolgt

94



4.3 Parameter zur Bestimmung der Biokompatibilität von Stentmaterialien

von der Implantation eines Stents führt zu veränderten Scherkräften am
verletzten Endothel [8]. Zudem ist das denudierte Endothel nicht mehr
in der Lage, biomechanische Stimuli zu erkennen und in entsprechen-
de atheroprotektive Signale umzusetzen. Es folgt die Ausbildung einer
endothelialen Dysfunktion und das Remodeling der Gefäÿwand. Zusätz-
lich dazu kann die Polymerbeschichtung des Stents Veränderungen in
zentralen mechanosensitiven Strukturen der Endothelzelle hervorrufen
und somit die Prozesse der Mechanotransduktion beein�ussen. Aus die-
sem Grund ist es wichtig, die genetische und molekulare Basis der me-
chanischen Veränderungen zu verstehen. Nur ein Material, welches eine
komplette Re-Endothelialisierung der Stentstreben begünstigt, kann den
physiologischen Prozess der Mechanotransduktion unterstützen und zu
einem verbesserten Outcome nach Stentimplantation führen.
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Die zentrale Rolle der Endothelzellen rückt auch in der klinischen Pra-
xis immer mehr in den Vordergrund. Lokale hämodynamische Faktoren
sowie vaskuläre Implantate können den endothelialen Phänotyp beein-
�ussen und somit die Pathophysiologie kardiovaskulärer Erkrankungen
und vor allem das Outcome nach PCI und Stentimplantation modulie-
ren. Die wichtige Barrierefunktion der Endothelzellen gegenüber dem
�ieÿenden Blut wird durch eine Reihe von mechanosensitiven Strukturen
auf der Zellober�äche realisiert. Diese übertragen mechanische Stimuli
durch Blut�uss und Blutdruck in intrazelluläre Signale und modulie-
ren somit die Zellfunktion. In diesem Zusammenhang wurde hier der
Ein�uss von Stentbeschichtungspolymeren auf die Funktion und Expres-
sion endothelialer Mechanosensoren untersucht. Dabei wurde zum einen
das Apelin/APJ-System als ein neuer Mediator mechanischer Kräfte
beschrieben, zum anderen wurden verschiedene endotheliale Parameter
untersucht, um die Biokompatibilität neuer Stentmaterialien zu beurtei-
len.

Die vorliegende Arbeit beschreibt zum ersten Mal das Apelin/APJ-
System als Mechanosensor in Endothelzellen. Dabei spielt der APJ eine
wesentliche Rolle bei der Übertragung von Scherkräften ins Innere der
Endothelzelle. Abhängig von der gebundenen Apelin-Isoform wird dort
über den Apelin-12/APJ/PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg die endo-
theliale NO-Synthase aktiviert und Sticksto�monoxid produziert. Ein
Stummschalten des APJ führt in diesen Endothelzellen zu einem Verlust
der durch Scherkräfte induzierten Expression von PECAM-1 und eNOS,
was möglicherweise Auswirkungen auf die Ausbildung der Zell-Zell-
Kontakte und die Morphologie der Endothelzelle hat. Diese Ergebnisse
bekräftigen somit die Hypothese einer Beteiligung des Apelin/APJ-
Systems an der Transduktion mechanischer Reize und der Modulation
der NO-Freisetzung in vaskulären Endothelzellen.
Ferner zeigen die Untersuchungen der Endothelzellen auf den biodegra-
dierbaren Stentpolymeren einen starken materialabhängigen E�ekt auf
die Vitalität, die Proliferation und die endotheliale Mechanotransdukti-
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on. Diese E�ekte reichen von einer verstärkten Muskelzellproliferation
� was die Entstehung der ISR begünstigt � bis hin zu Veränderungen
in der Ausprägung der Glykokalix � welche als Barriere zwischen Blut-
zellen und Ober�ächenrezeptoren der Endothelzellen fungiert. Auch für
die Funktion der Endothelzelle wichtige Mechanotransducer sind auf
transkriptionaler Ebene von den materialinduzierten Veränderungen be-
tro�en. Ein Material, welches eine komplette Re-Endothelialisierung der
Stentstreben begünstigt, kann den physiologischen Prozess der Mecha-
notransduktion unterstützen und zu einem verbesserten Outcome nach
Stentimplantation führen. Biodegradierbare Polymere �nden bereits eine
breite Anwendung in der Medizin. Ihre biologische Kompatibilität mit
physiologischen Eigenschaften zu kombinieren, wird das Potential solcher
Materialien für die Entwicklung von vaskulären Implantaten zusätzlich
steigern.
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