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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

Unter Atherosklerose versteht man eine variable Kombination von Intimaverénderungen
der Arterien, bestehend aus herdféormigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen
Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen,

verbunden mit Veranderungen der Arterienmedia. [56]

Atherosklerose wird heute as entzindlich-fibroproliferative Anpassungsreaktion der
Intima der arteriellen Gefalwand auf elne Wandschadigung verstanden. [58]

Sie geht einher mit einem fibrotisch verhartenden Umbau der Arterienwand, der zu einer
Verdickung, Verhartung und zu einem Elastizitdtsverlust der Geféwand sowie zu
Gefalistenosen fuhrt.

In gewissem Umfang ist die Entwicklung einer solchen Gefél3wandsklerose as
Tellphanomen des normalen Alterungsprozesses zu sehen. Die gesteigerten Formen stellen
den eigentlichen pathol ogischen Prozef3 dar. [56]

Zunéchst ist die Atherosklerose nur eine lokal pathologische Veranderung der Gefal3wand.
Klinisch relevant wird sie durch Unterbrechung der Blutversorgung, wenn die
atherosklerotische Plague das Gefaldumen einengt, oder akut eine Komplikation durch
Plaqueruptur mit einem entstehenden Thrombus auftritt.

Weitere klinisch relevante Pathomechanismen sind die gestorte Regulation der Gefal3weite
und die Auflockerung der Gefal3wand mit Aneurysmabildung. [11]

Somit stellt die Atherosklerose das pathologische Korrelat fur die koronare Herzkrankheit,
zerebrale Ischamien sowie die periphere arterielle Verschlusskrankheit dar. [43]

Im Verlauf unterscheidet man folgende Auspragungen:

Den zentrifugalen senilen Typ und den multifokalen juvenilen Typ bel primédren und
sekundéren Stérungen des Lipoproteinstoffwechsels. Ein Beginn in der Peripherie mit
rascher diffuser Ausdehnung ist typisch fir die diabetische Makroangiopathie. [56]

Die Atherosklerose manifestiert sich hauptsachlich in grof3en und mittleren Arterien vom
glastischen und muskularen Typ und tritt bevorzugt an Gefdabgangen,
Gefal3aufzweigungen oder konvexen Geféldinnenwand bogenformig verlaufender Arterien
auf. [58]



Aus zahlreichen epidemiologischen Studien well3 man, dass es verschiedene endogene und
exogene Risikofaktoren gibt, die einzeln das Risko der Atheroskleroseentstehung
begrinden und in Kombination das Risiko weiter erhchen.

Dies sind unter anderem: Alter, Geschlecht, Adipositdt, das Zigarettenrauchen, die
arterielle Hypertonie, eine Dysdlipoproteindmie und der Diabetes mellitus.

Dabel sind die wichtigsten endogenen Risikofaktoren eine Dyslipoproteindmie im Sinne
einer LDL-Erhéhung und HDL-Erniedrigung, die arterielle Hypertonie und der Diabetes
mellitus, der sowohl in epidemiologischen Studien als auch in Tiermodellen als wichtiger
Einflussfaktor auf die Atherogenese beschrieben werden konnte. [58] [43] [56]

Als Atherogenese bezeichnet man den stetig progredienten Prozess der Atherosklerose-
entstehung, an dessen Ende die atherosklerotische Plaque steht. Es treten dabei spezifische
zellulére und molekulare Reaktionen in der Intima betroffener Gefélde auf. [58] [11]

An der Atherogenese sind im Wesentlichen drei Prozesse beteiligt: Die Akkumulation von
Lipoproteinen in der GefaBwand intraa und extrazelluldr; die Proliferation von
Entziindungszellen sowie glatten Muskelzellen; und die Bildung extrazellularer Matrix
durch glatte Muskelzellen.

Die resultierende Gefé3wandveranderung verlduft in Stadien: Vereinfacht kann man
atherosklerotische Lasionen im Verlauf beschreiben as fatty streak, intermediate lesion,
fibrous plague mit fibroser Kappe und nekrotischem Kern und advanced complicated
lesion mit Kalzifizierung, Ulzeration und Einblutung. [60]

Der formalen Pathogenese wird die response to injury - Hypothese zugrunde gel egt.

Man nimmt an, dass am Anfang der Krankheitsentwicklung die endotheliale Dysfunktion
steht. Hierbel muss es sich nicht um eine Verletzung des Endothels handeln, fur die
Ausbildung einer Lasion geniigt die funktionelle Schédigung des Endothels. [60] [58]
Physikalische Kréfte, die auf das Endothel wirken, wie Blutfluss, Turbulenzen und shear
stress, beeinflussen die Morphologie und Funktion der Endothel zellen.

Diese werden in Form und Ausrichtung veréndert und stellen sich polygonal unorientiert
dar, was eine erhdhte Permeabilitét fir Makromolekile, im Besonderen LDL bedingt. [16]
[43] Siereichern sich proportional zu ihrer Konzentration im Blut an.

Kompensatorisch  bilden  Endothelzellen  Chemokine, Adhasionsmolekile und

Wachstumsfaktoren fir Monozyten und Lymphozyten, die in die Gefé3wand einwandern,



sowie proinflammatorische Zytokine fur die Umwandlung der Monozyten in
Makrophagen. [60]

Thrombozyten werden ebenfalls an vorgeschédigtes Endothel, an Kollagenfasern und
Makrophagen gebunden. Sie sezernieren neben Thrombin  Zytokine und
Wachstumsfaktoren, die die Migration und Proliferation von Monozyten und glatten
Gefal3muskelzellen (SMCs) stimulieren.

Zudem bildet das Endothel prokoagulatorische Eigenschaften aus und die Produktion von
NO ist eingeschrankt. [58]

Lipide werden von eingewanderten Makrophagen as Versuch ener Reparation
aufgenommen, die Makrophagen werden so zu Schaumzellen. [58]

Da natives LDL nicht ausreichend von Makrophagen prozessiert wird, vermutet man, dass
es modifiziert wird. [18]

Diese Modifikation beinhaltet Oxidation, Lipolyse, Proteolyse, Aggregation, Glykierung
sowie Assoziation mit Proteoglykanen oder Bildung von Immunkomplexen. Die wichtigste
Modifikation ist dabei die Oxidation durch freie Radikale. [43]

Gleichzeitig wirkt LDL schadigend auf die Geféwand, wenn es durch Oxidation oder
andere M echanismen modifiziert wird. [11]

Dies bewirkt die weitere Aktivierung von M akrophagen und Endothel zellen.

Durch die anhaltende Entziindung werden also weiter Lipide gebunden, was in einem
Circulus vitiosus aus LDL-Modifikation und Entziindungsreaktion miindet.

Wird die auslésende Noxe durch die Entziindungsreaktion nicht entfernt, wird aus der
reparativen Immunantwort ein fortschreitender zerstorerischer Prozess. [58]

Die friheste erkennbare L&sion ist der sogenannte fatty streak mit makroskopisch
erhabenen, streifenférmigen Herden.

Es handelt sich dabei um eine rein entztindliche Lasion, bestehend aus extrazelluldren
Lipiden und as entzindlichen Komponenten Makrophagen beziehungsweise
Schaumzellen und T-Lymphozyten. [58]

Fatty streaks bilden sich héufig an Lokalisationen mit bereits vorhandenen intimalen
SMCs. [74] [60]

Man vermutet, dass durch die fortbestehende Entziindungsreaktion im Verlauf weitere
SM Cs akkumulieren und Bindegewebe bilden, wodurch die Lasion an Grof3e zunimmt.
Durch weitere Einwanderung von Entzindungszellen, durch weitere Zellproliferation,

Produktion von extrazellularer Matrix und Akkumulation von extrazelluldren Lipiden wird



der Krankheitsprozess fortgesetzt, es entsteht eine intermedidre Lasion und schliefdich die
fibrése Plague. [43] [58]

Diese stellt bereits eine irreversible Gefélwandverdickung dar. [56]

Kristallisieren die Lipide in den Schaumzellen aus, gehen die Makrophagen zugrunde,
nekrotisches Material und extrazellulére Lipide haufen sich in der Lasion an.

Durch weitere Aktivierung akkumulieren zunehmend mehr SMCs und bilden zur
reparativen Gefal3wandbefestigung Fasermaterial, das regressiv verkalkt.

Ausfélung von Cholesterinkristallen und Kalksalzen ist nun moglich, es entsteht eine
zellarme Lasion mit Verkalkung und/oder mit Kollagenvermehrung. [56]

Durch welteres Fortschreiten der Atherogenese und komplizierende Prozesse wie
Kalzifizierung, Ulzeration und Einblutung entsteht die complicated lesion.
Matrixmetalloproteinasen konnen die fibrose Deckplatte der Plague aufweichen, so dass
sie bei besonderer mechanischer Beanspruchung aufbricht und eine Fissur bildet.

Es blutet in die L&sion ein und es bildet sich ein parietaler Thrombus, gegebenenfalls auch
ein okklusiver Thrombus. [43] [58]



1.2 SMCs

Die atherosklerotische Plaque setzt sich zusammen aus zelluléren und nicht zellulédren
Bestandteilen.

Dabel handelt es sich im Wesentlichen um intra- und extrazelluléren Lipide sowie
Extrazellulé&rmatrix und um wenige zellulére Bestandtelle, insbesondere Makrophagen, T-
Lymphozyten und glatte Gefél3muskel zellen. [11] [43] [54]

SMCs der gesunden Tunica media sind vom kontraktilen Phanotyp, konzentrisch
angeordnet und enthalten Myofilamente und sind somit verantwortlich fir den Tonus der
Gefalwand.

Dagegen sind SMCs in atherosklerotischen Lasionen vom synthetischen Typ und enthalten
im Wesentlichen rauhes endoplasmatisches Retikulum sowie Golgi-Komplexe und sind
somit beteiligt an der Synthese der bindegewebigen Matrix der Lasion, bestehend aus
Kollagenen, Elastin und Proteoglykanen. [6] [75]

Die intimale Akkumulation von glatten Gefal3muskelzellen und die Bildung extrazellulérer
Matrix sind das kennzeichnende Merkma fur Ausbildung der fortgeschrittenen
atherosklerotischen Lasion. [59]

Das Ausmald der Anreicherung der SMCs, bestimmt die Grofke, Stabilitdt und
Eigenschaften der atherosklerotischen Lasion. [59] [54]

Dabei wird die Akkumulation der SMCs einerseits bedingt durch Migration aus der
Gefal3media, andererseits durch Proliferation intimaler oder medialer SMCs. [10] [54] Dies
sind Merkmale, die in gesunden ausgereiften Zellen nicht vorhanden sind. [12]

Es gibt Hinweise, dass Proliferation und Migration vornehmlich nach Modifizierung der
SMCs zum synthetischen Typ stattfinden und nicht im kontraktilen Typ. [7] [8] [17] [52]

[27] [26]

Glatte Muskelzellen reagieren in der Atherogenese also mit Hypertrophie, Proliferation
und Synthese fibrotischen Materials.

Diese Reaktionen der Gefa3wand treten fur sich auch in anderen Prozessen auf und sind
nicht spezifisch fur die Atherogenese. Besonders die Proliferation glatter Muskelzellen ist
eine gewohnliche Reaktion der Gefal3wand auf diverse Arten der Stérung der Integritét.
Dennoch ist sie wesentlich fur die Atherogenese. [11]



Die in der Geféiintima bestehende Entziindungsreaktion induziert die Synthese und
Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus Makrophagen, Lymphozyten, Endothelzellen und
glatten Muskelzellen, die die Akkumulation von glatten Muskel zellen induzieren. [11]

In der atherosklerotischen Lasion l&sst sich dies durch die Sensibilitét auf chemotaktische
sowie mitogene Reize begriinden, unter diesen hauptsachlich der Platelet derived growth
factor (PDGF). [59]

Zahlreiche weitere Zytokine und Wachstumsfaktoren regulieren die Akkumulation von
SMCs, darunter konnten IL-1, TNF-a und TGF- nachgewiesen werden.

PDGF stimuliert nicht nur die Akkumulation von SMCs, sondern auch die Inkorporation
von LDL, die Synthese von extrazellularer Matrix und die Vasokonstriktion. [55]

Man nimmt an, dass die Synthese der Wachstumsfaktoren und Zytokine und die
Rezeptorexpression fur PDGF der SMCs in atherosklerotischen Lé&sionen hochreguliert
wird. [54]

Kultivierte SMCs verlieren ihre Kontraktilitét und transformieren zum synthetischen Typ.
Im Zuge dessen werden Genprodukte wie Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren
synthetisiert. [54]

Die Migration und Proliferation von SMCs kann in vitro durch zahlreiche
Wachstumsfaktoren stimuliert werden, darunter PDGF oder auch FGF, EGF, IGF-1, TGF-
B.[61] [62] [64]

Es konnte gezeigt werden, dass hyperlipdmisches und diabetisches Serum in vitro die
Proliferation von SMCs stimuliert. Selbst lysierte SMCs scheinen eine proliferative
Wirkung zu haben. [40] [68]

Diese Mechanismen sind auch wahrend der Atherogenese nachzuweisen. [12]

Atherosklerotische Lasionen entwickeln sich tber mehrere Jahrzehnte in einem komplexen
Prozess. Angiographische Studien konnten zeigen, dass atherosklerotische Plaques Uber
Jahre unverandert bestehen kénnen. [5] [54]

Es konnte zudem festgestellt werden, dass SMCs aus atherosklerotischen L&sionen
schneller proliferieren als gesunde SMCs aus normaer Gefél3wand. [51] Grinde dafur
koénnten eine erhohte Empfindlichkeit fir Wachstumsfaktoren oder eine erhdhte autokrine
Stimulation oder auch eine Heterogenitét in der Population der SMCs sein. [12]

Anaysen der Proliferation von SMCs in atherosklerotischen Lasionen haben gezeigt, dass

die geschétzte Replikationsrate der SMCsim Allgemeinen unter 1% liegt, dass heisst sich



wenige Zellen in Mitose befinden. [19] Ausnahmen legen die Vermutung nahe, dass die
Atherogenese hoch variabel ist und méoglicherweise episodisch auftritt oder die Migration

gegeniiber der Proliferation Uberwiegt. [54]



1.3 Diabetes mdlitus und Insulinresistenz

Der Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechsel erkrankung, die auf einem absoluten
oder relativen Insulinmangel beruht. Von der Erkrankung betroffen sind der Stoffwechsel
der Kohlenhydrate, der Proteine, der Fette, der Wasser- und Elektrol ythaushalt.

Dies fuhrt zu strukturellen Verdnderungen in vielen Geweben und Organsystemen des
Korpers, im Besonderen im Gefal3system. [2]

Zu den vaskuléren Langzeitkomplikationen zdhlt man die diabetische Mikroangiopathie
mit Retinopathie, Nephropathie und Neuropathie durch Glykosylierung der kapilléren
Basalmembran bei chronischer Hyperglykamie sowie die unspezifische M akroangiopathie

als Manifestation einer verfriihten und ausgepragten Form der Atherosklerose. [53]

Es werden hauptsachlich zwel Formen des Diabetes mellitus unterschieden:

Der Typ 1 mit einem absoluten Insulinmangel, der auf elner autoimmunen oder nicht-
autoimmunen Zerstérung der B-Zellen des Pankreas beruht und der Typ 2 as heterogene
Gruppe von Defekten in der Insulinsekretion und der Insulinfunktion mit einem
resultierenden relativen Insulinmangel. [3]

Pathophysiologisch zeichnet sich der Typ 2 Diabetes durch eine B-Zell-Dysfunktion, eine
gesteigerte endogene Glukosesynthese und eine Insulinresistenz in der Peripherie im Sinne

einer Endorganresistenz aufgrund genetischer oder erworbener Ursachen aus. [45]

Das metabolische Syndrom beschreibt die Konstellation von zusammenhangenden
endogenen Risikofaktoren, die kardiovaskulare Erkrankungen auf dem Boden einer
Atherosklerose und die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes beglnstigen.

Dies sind im Einzelnen Adipositas, Dydlipidamie, die arterielle Hypertonie und der
gestorte Glukosestoffwechsel. [21]

Gemeinsames Merkmal des Typ 2 Diabetes und des metabolischen Syndroms ist die
Insulinresistenz der Zielorgane Leber, des Muskel gewebes und des Fettgewebes.

Darunter versteht man eine verminderte biologische Antwort der Zielorgane auf endogenes
oder exogenes Insulin, verursacht durch eine gestorte Signaltransduktion der durch Insulin
vermittelten Information in betroffenen Geweben. [45]



Die Insulinresistenz ist gekennzeichnet durch Normoglykamie, die unterhalten wird durch
eine Hyperinsulindmie, die wiederum einhergeht mit erhdhten C-Peptid-Serumspiegeln.
[36]

Die Insulinresistenz miindet als chronisch progrediente Stoffwechselstorung haufig in
einem Typ 2 Diabetes.

Da eine schadliche Stoffwechsellage lange vor der Manifestation eines Diabetes besteht,
erleiden betroffene Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung haufig bereits mikro-
oder makrovaskulére Komplikationen. [45]

Dabel ist der Diabetes nicht nur einer der Hauptrisikofaktoren fir die Entwicklung einer
Atherosklerose, die vaskuléren Komplikationen treten gleichzeitig Uberzuféllig haufig bei
Diabetikern auf und sind verantwortlich fur die erhthte Morbididét und Mortalitéat des
Diabetes. [58] Die Wahrscheinlichkeit fur Komplikationen nimmt dabel mit der
Krankheitsdauer zu.

Die ursichlichen Faktoren und molekularen Mechanismen fir die Entstehung der
M akroangiopathie sind wenig deutlich.

Zwar korrelieren kardiovaskuldre Ereignisse mit dem Ausmal® der chronischen
Hyperglykdmie, jedoch sind auch andere haufig begleitende Faktoren wie Dyslipidamie
mit einer Hypertriglyzeriddmie, reduzietem HDL-Cholesterin und erhéhtem und
verdndertem LDL-Cholesterin und arterielle Hypertonie an der Atheroskleroseentstehung
beteiligt. [53]

Dydlipidamie, Hyperglykémie und Hyperinsulindmie werden also als Ursachen diskutiert.
[73]

Atherogenes LDL kann etwa durch Glykosylierung modifiziert werden. [58]

Die intimale Entziindungsreaktion kann unter anderem durch advanced glycation end
products (AGEs) beeinflusst werden, die Uber spezifische Rezeptoren an den
Endothelzellen wirken, die Adhasion und Permeabilitét fur Entziindungszellen steigern und
die Synthese von NO vermindern. [58] [43]

Verschiedene epidemiologische Studien konnten zeigen, dass auch ein positiver
Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und der Atheroskleroseentstehung besteht. [65]
[76]

Wie bereits erwdhnt, tritt Insulinresistenz haufig mit bekannten Risikofaktoren der

Atherosklerose wie Hyperlipidamie und Hypertonie auf, und ist somit Tell eines



proatherogenen Milieus. Zusétzlich beglnstigt die Insulinresistenz ein gestortes
Lipoproteinprofil.

Der Einfluss der Insulinresistenz auf die Atherogenese an sich ist dennoch nicht sicher
geklart. [65]

Daher bleibt zu klaren, welche weiteren Pathomechanismen an der Entstehung der

Atherosklerose beim Diabetes und der Insulinresistenz beteiligt sind.
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14  C-Peptid

Das C-Peptid ist ein Spaltprodukt des Proinsulins, des Vorlaufermolekiils des Insulins. [72]
Esfalt wahrend der Insulinbiosynthese in den B-Zellen des Pankreas an.

Dabei verbindet es die A- und B-Kette des Proinsulins und dient somit zur Stabilisation der
Sekundér- und Tertidrstruktur des sich bildenden Insulinmolekils. Die Fatung des
Molekils und die Bildung von Disulfidbriicken werden erleichtert. [69] [70]

Das Proinsulin erhdt seine Tertiarstruktur im endoplasmatischen Retikulum.

Ist die Insulinbiosynthese auf dem Level des Proinsulins vollendet, wird das C-Peptid vom
Proinsulin im Golgiapparat der B-Zelle abgespalten. Das C-Peptid muss entfernt werden,
um die biologische Aktivitét des Insulins zu optimieren.

C-Peptid und Insulin werden gemeinsam in sekretorischen Granula gespeichert und
gemeinsam in aguimolaren Mengen durch Exozytose in den Portalvenenkreisauf
sezerniert. [66] [71]

Patienten mit peripherer Insulinresistenz und konsekutiv erhéhten Insulinspiegeln, wie
etwa beim frihen Typ 2 Diabetes oder dem metabolischen Syndrom, weisen somit
typischerwei se auch erhéhte C-Peptidspiegel im Serum auf. [36]

Da C-Peptid in gleichen Mengen wie Insulin in den Kreislauf abgegeben wird und
gleichzeitig eine deutlich langere Zirkulationszeit als das Insulin hat, ist es dazu geeignet,
unabhéngig vom Insulin die Sekretionsfahigkeit der -Zellen in vivo abzuschétzen. [71]

In diesem Sinne findet es Verwendung als klinischer Marker bei der Unterscheidung der
Typen des Diabetes mellitus sowie bel der Diagnostik der familidren Hyperinsulindmie

und des Insulinoms.

Das C-Peptid ist ein Oligopeptid mit circa 31 Aminosauren. Die Aminosauresequenzen
verschiedener Spezies sind bekannt und variieren leicht.

Es konnte bisher keine spezifische Struktur des C-Peptids nachgewiesen werden, in
L6sung handelt es sich um eine ungeordnete Helix. [24] [79] [71]

Die Variabilitét des C-Peptids unter den verschiedenen Spezies ist grofer as die des
Insulinmolekils und anderer Peptidhormone. [66] Das C-Peptid verdndert sich in der

Evolution 12-15 mal schneller als das Insulin.
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Trotz der Variabilitdt kann eine biologische Funktion vermutet werden. Die Konservierung
der Lange und eniger struktureller Gegebenheiten geben Hinweise auf funktionelle
Gegebenheiten.

Wahrend das humane C-Peptid unveréndert bleibt, kann das C-Peptid der Ratte innerhalb
der Granula verandert werden [78] [71]

Neben seiner Funktion bei der Insulinsynthese, wird dem C-Peptid sowohl ene
physiologische a's auch pathol ogische Wirkung zugeschrieben.

Klinische Studien konzentrierten sich bisher auf die Effekte von C-Peptid zur Prévention
und Therapie diabetischer Komplikationen bel Typ 1 Diabetikern mit.

Die Arbeiten beruhen auf der Hypothese, dass der absolute C-Peptid-Mangel bei Typ 1-
Diabetikern pathol ogische Effekte hat.

Die kurzzeitige Gabe fihrt bei diesen Patienten zu einer Verbesserung der Muskel- und
Hautdurchblutung, des myokardialen Blutflusses, der Nierenfunktion und des
Glukoseverbrauchs des Kdrpers sowie der Funktion des autonomen Nervensystems.

[15] [33] [22] [34] [32]

Eine langere Behandlung fuhrt zu einer Verbesserung der Nierenfunktion und der Funktion
des sensorischen und autonomen Nervensystems. [31] [14]

Ebenso konnten einige intrazellulére Effekte des C-Peptids herausgearbeitet werden.
C-Peptid in physiologischen Konzentrationen stimuliert die Aktivierung der Na-K-ATPase
in renalen Tubuluszellen der Ratte Uber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor und Ca-
abhangige intrazelluldre Signalwege. [47] Diese Aktivitdt wird vom C-terminalen
Pentapeptid bestimmt. [48]

C-Peptid stimuliert ebenfalls die Na-K-ATPase in humanen renalen Tubuluszellen Uber die
MAP-Kinasen ERK 1/2 und JNK und die Proteinkinase C und die Aktivierung der AKT.
[83] [84]

In Swiss 3T3-Fibroblasten induziert C-Peptid die MAP-Kinase ERK 1/2 Uber die
Aktivierung von Pertussistoxin-sensitiven G-Proteinen, der PI3-Kinase und der
Proteinkinase C. [37]

In Endothelzellen von Lungenkapillaren der Maus aktiviert C-Peptid die p38 MAP-Kinase
und die ERK 1/2. [38]
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In L6 Myoblasten und Myozyten der Ratte stimuliert C-Peptid in physiologischen
Konzentrationen unter anderem die PI3-Kinase Aktivitdt und die Phosphorylierung der

MAP-Kinase, was zu Glykogensynthese und Aminosaureaufnahme fihrt. [20]

Ein spezifischer C-Peptid-Rezeptor wird angenommen, konnte aber bisher nicht genau
identifiziert werden. [23] [57]

Stereospezifische Bindung von C-Peptid konnten an verschiedenen Zellen, etwa renalen
Tubuluszellen, Fibroblasten und Endothel zellen nachgewiesen werden.

Die Bindungskonstante betragt ungefahr 3x10° M™, Sitigung ist bereits bei
physiologischen Konzentrationen von ungeféhr 0,9 nmol/l erreicht. Das C-terminale
Pentapeptid bestimmt dabei die Bindung. [57]

Des weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass das C-Peptid mdoglicherweise frihe
Schritte der Atherogenese triggert, indem es die gerichtete Migration von T-Lymphozyten
und Monozyten stimuliert. [80] [44]

Uber die Wirkung von C-Peptid auf GefaRmuskelzellen im Zusammenhang mit der

Atherogenese liegen bisher keine Erkenntnisse vor.
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15  Wirkung des C-Peptids auf verschiedene Schritte der Atherogenese

Bisherige Arbeiten Uber die Rolle des C-Peptids im Zusammenhang mit der Atherogenese

bei Insulinresistenz konnten e nige wegwei sende Erkenntnisse erbringen.

So konnte gezeigt werden, dass sich das C-Peptid in Gewebenschnitten der thorakalen
Aorta von Diabetikern insbesondere in der Gefalintima ablagert. Dagegen konnte bei
Nichtdiabetikern kein oder nur wenig intimales C-Peptid nachgewiesen werden.

Zudem kolokalisiert das C-Peptid gemeinsam CD68+ Makrophagen in der Gefél3intima ab.
In vitro induziert das C-Peptid konzentrationsabhangig die gerichtete Migration von
Monozyten. Dabel sind Pertussistoxin-sensitive G-Proteine sowie diesen nachgeschaltet
die PI3-Kinase an der intrazelluléren Signaltransduktion beteiligt.

Die frihe Atherogenese ist gekennzeichnet durch eine erhdhte endotheliale Permeabilitét
mit der Ablagerung von Plasmakomponenten in der Intima und einer Aktivierung des
Endothels.

Es ergibt sich aus diesen Erkenntnissen also die Hypothese, dass sich das C-Peptid in der
Gefd3wand ablagert und die Einwanderung von Monozyten in die sich bildende
atherosklerotische Lasion unterstitzt.

Da Monozyten mal3geblich an der Entzindungsreaktion der frihen Atherogenese beteiligt
sind, ergibt sich die Hypothese, dass das C-Peptid auf diese Weise die friihe Atherogenese
fordern konnte. [44]

Des weiteren konnte in immunhistochemischen Farbungen von Gewebeschnitten aus der
thorakalen Aorta von Diabetikern festgestellt werden, dass auch CD4+-Lymphozyten in
der

Gefalintimamit C-Peptid kolokalisieren.

Aulerdem konnte gezeigt werden, dass das C-Peptid die Migration von CD4+-
Lymphozyten in vitro stimuliert. Dabei sind ebenfalls Pertussistoxin-sensitive G-Proteine
und die PI3-Kinase beteiligt.

Die Migration von CD4+-Lymphozyten, der mal3geblichen T-Zell-Population, ausgel 0st
durch verschiedene chemotaktisch wirkende Stoffe, ist ein wichtiger Schritt in der frihen
Atherogenese. Die CD4+-Lymphozyten dringen as naive THO-Zellen in die Gefél3wand

ein, differenzieren zu TH1-Zellen und setzen proinflammatorische Zytokine frei, durch die
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weitere Zellen in der Gefél3wand aktiviert werden und die atherosklerotische
Entztindungsreaktion vorangetrieben wird.

Man vermutet daher, dass sich bel Diabetikern das C-Peptid in der Intima ablagert, die
Migration von CD4+-Lymphozyten in die GeféaRwand stimuliert und somit die frihe
Atherogenese beeinflusst wird. [80]

In frihen atherosklerotischen Lasionen konnten bei Diabetikern neben der
subendothelialen Ablagerung von C-Peptid eine Ablagerung in der Gefél3media und dort
eine Kolokalisation mit glatten Gefalimuskel zellen festgestellt werden. [44]

Somit ware eine Wirkung des C-Peptids auf glatte Gefémuskel zellen moglich.
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16  Fragestellungen

Uber die Rolle des C-Peptids im Zusammenhang mit der Atherogenese bei Insulinresistenz
und insbesondere Uber die Wirkung des C-Peptids auf die Proliferation der SMCs liegen
bisher wenig gesicherte Erkenntnisse vor.

Es ergeben sich daher nun folgende Fragestellungen:

e Induziert C-Peptid die Proliferation glatter Gefaimuskelzellen in vitro?

e Welche Signaltransduktionswege sind an diesem Prozess beteiligt?
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2 Material und M ethodik

2.1 Material

Gerateund Zubehor

Tabdle1:

In den Versuchen verwendete Gerdte, angegeben mit Art des Gerdts, Modell und

Hersteller.

Brutschrank
Dispenser
Dosiersystem
Filterspitzen
Flaschenaufsatzfilter
Gefrierschrank
Glaspi pettenspitzen
Kahlschrank
Mikroskop

Pipetten
Pipettenspitzen
Pipettierhilfe
Schittel gerét
Sicherheitswerkbank
Szintillationszahl er
Tischschuttler
Wasserbad
Zahlkammer

Zentrifuge

Heraeus HeraCell
Multipette plus
Combitips plus
SafeSed Tips
Steritop

Pipetman

ep T.I.P.S.

Pipetboy acu

Vortex Genie 2

Heraeus HeraSafe
Wallac 1410

Certomat U

Swi

Blaubrand nach Neubauer

Heraeus Multifuge

Thermo Scientific
Eppendorf
Eppendorf

Biozym

Millipore

Liebherr

Duran

Liebherr

Zeiss

Gilson

Eppendorf

Integra Biosciences
Scientific Industries
Thermo Scientific
Perkin Elmer
Sartorius Stedim
Julabo

Brand

Thermo Scientific
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Tabelle 2:

In den Versuchen verwendetes Zubehtr, angegeben mit Art des Zubehdrs, Modell und

Hersteller.

Konische Réhrchen
Laborglasflaschen
Reaktionsgefalle
Szintillationsgefalde
Zdllkulturflaschen
Zellkulturplatten

BD Falcon Conica Tubes

Safe Lock Reaktionsgefalie
PolyvidsV

Cellstar

BD Falcon 24-well Cell
Culture Plates

BD Biosciences
Duran
Eppendorf
Zinsser Analytic
Greiner Bio-One

BD Biosciences
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L sungen und Reagenzien

Tabdle3:

In den Versuchen verwendete Lésungen und Reagenzien, angegeben mit Art der Substanz,

Substanzname und Hersteller.

Accutase
Antibiotika
Aquadest
C-Peptid der Ratte
C-Peptid human
C-Peptid scrambled
Essigsdure

Insulin human
Kollagen Typ 1
L-Glutamin

LY 294,002

Natronlauge

PD 98,059

PDGF-BB human

Pertussis Toxin

Phosphatpuffer

PP2

Salzsaure
Serum

Penicillin, Streptomycin

Ampuwa

Collagen |

2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-
1(4H)-benzopyran-4-one
Hydrochlorid

2-(2-Amino-3-
methoxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-one
Platelet derived growth

factor

Dulbecco’ s Phosphate
buffered Saline (PBS)
4-Amino-5-(4-
chlorophenyl)-7-(t-
butyl)pyrazol o[ 3,4-
d]pyrimidine

Fetal Bovine Serum

PAA Laboratories
PAA Laboratories
Fresenius Kabi
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
AppliChem
Sigma-Aldrich
BD Biosciences
PAA Laboratories
Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich

PeproTech

Sigma-Aldrich
PAA Laboratories

Cabiochem

Merck
HyClone
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Supplement Mix

Szintillationsl 6sung
Transferrin human
Trichloressigsaure
Zd lkulturmedium

Zellkulturmedium

Radioaktive Substanz

Tabelle 4:

Humaner basic Fibroblast
Growth Factor mit
rekombinantem Epidermal
Growth Factor,
rekombinantem Insulin
FCS und Phenolrot
Ultima Gold

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) Low
Glucose mit Glutamin
Smooth muscle cell (SMC)
Growth Medium 2

Promocdll

Perkin Elmer
Sigma-Aldrich
Merck

PAA Laboratories

Promocell

In den Versuchen verwendete radioaktive Substanz, angegeben mit Hersteller.

[*H]-Thymidin

Zdlen

Tabelleb:

ICN

In den Versuchen verwendete Zellen, angegeben mit Bezugsquelle.

Humane aortale
Muskelzellen

GefalRmuskelzellen der Ratte

Promocell

aus eigener Isolation
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2.2  Methodik

Zdlkulturmedien

Fur die Kultur und die Vewendung in Versuchen wurden zunachst folgende
Zelkulturmedien angesetzt.

Die Kulturmedien fir die humanen SMCs wurden vom Hersteller Promocell bezogen und
nach Anleitung angesetzt. Dies enthielt bFGF, EGF, Insulin, FCS, Phenolrot sowie eine
Antibiotikamischung aus Penicillin, Streptomycin und zusétzlich L-Glutamin zugegeben.

Promocell Kulturmedium:

500 ml Basismedium

+ Supplement Mix mit

2,0 ng/ml rekombinantem humanem basic Fibroblast Growth Factor
0,5 ng/ml rekombinantem Epidermal Growth Factor

5,0 pg/ml rekombinantem Insulin

0,05 ml/ml FCS

0,62 ng/ml Phenolrot

+ 2% PSG

In der Vorbereitung eines Versuches wurde zur Synchronisation der Zellen en
sogenanntes Hungermedium verwendet.

Das Hungermedium fur die humanen SMCs wurde ebenfalls mit Produkten des Herstellers
Promocell angesetzt. Um die Synchronisation der Zellen in der Synthese-Phase des

Zellzyklus zu erreichen, wurde zudem Insulin und Transferrin zugegeben.

Promocell Hungermedium:
500 ml Basismedium
+2,5mg Insulin

+ 2,5 mg Transferrin

+ 2% PSG
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Das Kulturmedium fir die SMCs der Ratte wurde aus DMEM angesetzt, das mit fetalem
bovinem Serum angereichert wurde. Die Mischung wurde steril gefiltert.
Aulerdem wurde eine Antibiotikamischung aus Penicillin, Streptomycin und zusétzlich L-

Glutamin zugegeben.

Kulturmedium:

500 ml DMEM Low Glucose mit L-Glutamin
+ 10% fetalem bovinen Serum

+ 1% PSG

Dem Hungermedium fir humane Zellen entsprechend ein Mangelmedium fir Zellen der
Ratte hergestellt.

Dafir wurde dem DMEM nur 0,2 % fetales bovines Serum zugeflgt. Zur
Zelsynchronisation wurde ebenfalls Insulin und Transferrin zur zugeftgt.

Die Mischung wurde steril gefiltert und mit einer Antibiotikamischung aus Penicillin und

Streptomycin sowie zusétzlich L-Glutamin versetzt.

Mangelmedium:

500 ml DMEM Low Glucose mit L-Glutamin
+0,2% FCS

+ 2% PSG

+2mg Insulin

+ 2 mg Transferrin
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Humane aortale Muskelzellen

Be den verwendeten humanen GefalRmuskelzellen handdlt es sich um kommerzidll

erworbene humane aortale Muskel zellen der Firma Promocell.

Gewinnung von glatten GefaRmuskelzellen aus der Ratte

Fur weitere Versuche wurden zudem Gefalimuskel zellen der Ratte verwendet.

Diese wurden folgendermalien isoliert:

Geféal3praparate der Ratte wurden unter der Sicherheitswerkbank bearbeitet.

Zunéchst wurde die der Gefél3media anhaftende Intima mechanisch mit der Pinzette von
der Ubrigen Gefdl3wand gelost. Das umliegende Bindegewebe wurde mit Kollagenase
gelOst.

Die Ubrige Gefa3media wurde in circa 3x3 mm grof3e Stiicke geschnitten und mit
erwarmtem Zellkulturmedium bedeckt im Brutschrank bel 37° C und einem CO,-Gehalt
von 4% uUber einen Zeitraum von mehreren Tagen kultiviert.

Durch regelméallige mikroskopische Kontrollen wurde das Auswachsen der SMCs
beobachtet.

Nach ausreichendem Wachstum wurden die SMCs wie gewohnt kultiviert.

Der Erfolg und die Reinheit der Zellisolation wurden mittels a-Aktin-Test Uberprdift.

Zdlkultivierung

Alle SMCswurden im Brutschrank bel 37°C und einem CO»-Gehalt von 4% kultiviert.
Dabei wurden Zellkulturflaschen mit einem Volumen von 250 ml verwendet. Den Zellen
wurde 10 ml Zellkulturmedium zugegeben.

Alle zwel Tage wurde unter der Sicherheitswerkbank ein Wechsel des entsprechenden
Mediums durchgefihrt.
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Subkultivierung

Zur Passagierung wurde eine konfluent gewachsene Zellkultur verwendet.

Alle durchzufthrenden Arbeiten wurden unter der Sicherheitswerkbank getétigt.

Zunéchst wurde das Kulturmedium abgesaugt. Um bereits von der Zellkulturflasche
abgel 6ste Zellen zu entfernen, wurden die Zellen kurz mit 2 ml Accutase gewaschen.
Daraufhin wurden zur AblGsung der Zellen vom Flaschenboden 5 ml Accutase zu den
Zellen gegeben und diese im Brutschrank bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 4% so
lange inkubiert, bis sich der Zellrasen im Mikroskop sichtbar vom Flaschenboden gel 6st
hatte. Um die andauende Wirkung der Accutase abzustoppen, wurden 5 ml erwarmtes
Zellkulturmedium zur Zellsuspension zugegeben.

Die Zdlsuspension wurde daraufhin in ein Rohrchen Uberfihrt und bei 1200 rpm fir 5
Minuten zentrifugiert, um die Uberstehende FlUssigkeit zu entfernen.

Das Z€llpellet wurde in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert und gleichméidig auf neue
Zdlkulturflaschen aufgeteilt.

Im letzten Schritt wurde die Zellsuspension in den Zellkulturflaschen mit erwdrmtem
Medium auf 10 ml aufgeftllt und kurz geschwenkt.

Die Zellen wurden weiter im Brutschrank bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 4%
inkubiert.

Fur Versuche wurden Zellenkulturen bis einschliefdlich der Passage 8 verwendet.

Fur humane Gefaldmuskelzellen und SMCs der Ratte wurde dabel gleich verfahren.

Kryokonservierung

Fur die langerfristige Konservierung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren
und gelagert.

Dazu wurden die Zellen wie zur Subkultivierung von den Zellkulturflaschen entfernt und
ebenso durch Zentrifugation gereinigt. Im néchsten Schritt wurden die Zelen
resuspendiert.

Die Zelsuspension wurde in Eppendorf-Rohrchen Gberfihrt und flUissigen Stickstoff
eingefroren.

Bel Bedarf wurde ein Rohrchen mit Zellen aufgetaut und in Kultur gebracht.
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Dazu wurden die aufgetauten Zellen in ene Zdlkulturflasche Uberfihrt und die
Zéllsuspension mit 10 ml Kulturmedium aufgefllt.

Die Zellen wurden im Brutschrank bel 37° C und einem CO,-Gehalt von 4% wie gewohnt
kultiviert.

Durch regelméllige mikroskopische Kontrollen wurde das Wachstum der SMCs
beobachtet.

Nach ausreichendem Wachstum wurden die SM Cs wie beschrieben subkultiviert.

Die Reinheit der neuen Zellkultur wurde mittels a-Aktin-Test Uberpruift.

Fur humane Gefaldmuskelzellen und SMCs der Ratte wurde dabel gleich verfahren.

[*H]-Thymidin-Inkor poration

Zur Vorbereitung eines Versuches wurde eine 24-well Zellkulturplatte fir mindestens eine
Stunde mit 200 pl Kollagen Typ 1, das in einer Verdinnung von 1:94 in 0,02 N Essigséaure
angesetzt wurde, beschichtet.

Die Platte wurde nach der Beschichtung mit 1 ml Phosphatpuffer ausgesplilt.

Kultivierte SMCs wurden zunéchst mit 2 ml Accutase kurz abgespuhlt, um leicht |6sbare
und eventuel | abgestorbene Zellen sofort zu entfernen.

Daraufhin wurden zur AblGsung der Zellen vom Flaschenboden 5 ml Accutase zu den
Zellen gegeben und diese im Brutschrank bel 37°C und einem CO,-Gehalt von 4% so
lange inkubiert, bis sich der Zellrasen im Mikroskop sichtbar vom Flaschenboden gel6st
hattee. Um die andauende Wirkung der Accutase abzustoppen, wurden 5 ml
Zellkulturmedium zur Zellsuspension zugegeben.

Die Zellsuspension wurde daraufhin in ein Rohrchen Uberfihrt und bei 1200 rpm fir 5
Minuten zentrifugiert, um die Uberstehende FlUssigkeit zu entfernen.

Das Zellpellet wurdein 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert.

Um die Zellzahl im Pellet zu bestimmen, wurden 10 pl Zellsuspension in der Zahlkammer
ausgezéhit.

Die Zellsuspension wurde entsprechend verdiinnt, so dass fir humane SMCs 10000 Zellen
pro well der Zellkulturplatte in 1 ml Zellkulturmedium ausgesdht werden konnten, fir
SMCs der Ratte 30000 Zellen pro well.
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Die Zellen wurden nun 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C und einem CO,-Gehalt von
4% inkubiert.

Nach 24-stindiger Inkubation wurde das Zellkulturmedium entfernt. Die Zellen mit je 1 ml
pro well Insulin-Transferrin-Hungermedium bedeckt und fir weitere 24 Stunden im
Brutschrank bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 4% inkubiert.

Im n&chsten Schritt erfolgte zur Ermittlung der Proliferationsrate die Stimulation
beziehungsweise die kombinierte Stimulation und Inhibition der Zellen mit C-Peptid der
entsprechenden Spezies und weiteren Substanzen.

Es folgte wiederum die Inkubation der Zellen fir 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C und
einem CO,-Gehalt von 4%.

Nach weiteren 24 Stunden wurde schlieflich die Proliferation der SMCs im [*H]-
Thymidin-Inkorporations-Assay bestimmt.

Im Rahmen des Assays wurden 5 pl Tritium-markiertes Thymidin pro well zu den Zellen
gegeben. Die Zellen wurden fur weitere 4 Stunden im Brutschrank bel 37°C und einem
CO,-Gehalt von 4% inkubiert.

Vor Messung der inkorporierten Radioaktivitdt wurde das Hungermedium mit eventuellen
Thymidinresten vollstandig entfernt.

Es wurde 1 ml eiskalte 5%-ige Trichloressigsaure pro well zu den Zellen gegeben und
diese fir 30 Minuten auf Eisinkubiert.

Die Zellen wurden zweimal mit 400 ul eiskaltem Aqua dest gewaschen, um daraufhin mit
400 pl 2N Natronlauge von der Zellkulturplatte abgel 6st zu werden.

Zum vollstandigen Losen der Zellen vom Boden der Zellkulturplatte wurde die Platte
zusétzlich fur 5 Minuten auf dem Schiittler geschwenkt.

Zum Abpuffern der Natronlauge wurden 400 pl 1N Salzsdure pro well zur Zellsuspension
gegeben.

Die Zelsuspensionen wurden in Szintillationsgefde Uberfthrt und mit 10 ml
SzintillationsflUssigkeit aufgefullt.

Die Inkorporation des Thymidins in die replizierte DNS as Mal3 fur die Proliferation der
SMCs wurden Uber die gemessene Radioaktivitét pro Minute im B-Counter bestimmt und

in dpm angegeben.
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Prolifer ationsassay

Im ersten Teil der Arbeit wurde versucht, mit verschiedenen Konzentrationen von
humanem C-Peptid beziehungsweise C-Peptid der Ratte eine Konzentrationskinetik zu

erarbeiten.

Humane SMCs wurden nach entsprechenden Vorversuchen zur Ermittlung der ungefahr
notwendigen C-Peptid-Konzentration vergleichend mit 1, 5 und 10 nmol/l humanem C-
Peptid stimuliert.

Zusatzlich wurden die Zellen mit scrambled C-Peptid, einem Peptid mit veranderter
Aminosaureabfol ge vorbehandelt.

SMCs der Ratte wurden nach entsprechenden Vorversuchen mit C-Peptid der Ratte in
Konzentrationen von 0,05, 0,1, 0,5 und 1 nmol/I stimuliert.

Als Positivkontrolle PDGF-BB in einer Konzentration von 10 ng/ml.

Proliferationsassay mit Inhibitoren der Signaltransduktion

Fur den zweiten Teil der Arbeit wurde der Stimulation mit der wirksamsten C-Peptid-
Konzentration von 10 nmol/I fir humane SM Cs beziehungsweise 0,5 nmol/l fir SMCs der
Ratte eine Inhibition mit verschiedenen, bestimmte Signaltransduktionswege hemmenden

Substanzen im oben genannten Arbeitsschritt vorgeschaltet.

In einem zeitlichen Abstand von 30 Minuten vor der Stimulation mit C-Peptid wurden
entweder

5 umol/l PP2 (Inhibitor der Src-Kinase),

5 umol/l LY 294,002 (Inhibitor der PI3-Kinase) oder

5 umol/l PD 98,056 (Inhibitor der MAP-Kinase ERK 1/2) zu den humanen Zellen
gegeben.

Entsprechend wurden vor der Stimulation mit C-Peptid der Ratte

10 pg/ml PTX (Inhibition Pertussistoxin-sensitiver G-Proteine),

5 umol/l PP2 (Inhibitor der Src-Kinase),

5 umol/l LY 294,002 (Inhibitor der PI3-Kinase) und

5 umol/l PD 98,056 (Inhibitor der MAP-Kinase ERK 1/2) zu den SMCs der Ratte gegeben.
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2.3 Auswertung

Die gewonnenen Daten wurden mit Microsoft Excel ausgewertet.

Sie wurden als meanzstandard error of the mean dargestellt.

Die Unterschiede wurden mittels ONE-WAY ANOVA und nachfolgendem Duncan’s post-
hoc-test untersucht.

Ein p-Wert<0,05 wurde als signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse
3.1 Effekt des C-Peptidsder Ratte auf die Proliferation von SMCsder Ratte

Die Stimulation glatter Gefa3muskelzellen der Ratte mit C-Peptid der Ratte in der oben
beschriebenen Versuchsanordnung ergab eine Induktion der Zellproliferation, gemessen
anhand der [*H]-Thymidin-Inkorporation in die replizierte DNS.

SMCs der Ratte wurden mit C-Peptid der Ratte in Konzentrationen von 0,05, 0,1, 0,5 und 1
nmol/l stimuliert.

Es ergab sich eine Konzentrationskinetik mit einer maximal stimulierenden Konzentration
des C-Peptids der Ratte von 0,5 nmol/l. Die Proliferation konnte signifikant auf das
1,8+0,3-fache im Vergleich zur Kontrolle mit nicht stimulierten Zellen gesteigert werden.
PDGF-BB in einer Konzentration von 10 ng/ml diente als Positivkontrolle.
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Abbildung 1.

C-Peptid der Ratte in Konzentrationen von 0,05 0,1, 0,5 und 1 nmol/l induziert
konzentrationsabhangig die Proliferation glatter Gefédldmuskelzellen (SMCs) der Ratte im
Vergleich zur Kontrolle mit nicht stimulierten Zellen.

Platel et-derived growth factor (PDGF) mit 10 ng/ml dient als Positivkontrolle.

Die Saulen geben Mittelwert und Standardfehler aus n=7 unabhangigen Experimenten an.

* geben signifikante Ergebnisse an; p<0,05 im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen.
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3.2  Effekt verschiedener Inhibitoren der intrazelluldren Signaltransduktion auf
diedurch C-Peptid induzierte Proliferation von SMCsder Ratte

Um die molekularen Mechanismen naher zu entschltisseln, die zur Proliferation glatter
Gefalimuskelzellen der Ratte durch Stimulation mit C-Peptid fuhren, wurden, wie oben
beschrieben, in weiteren Versuchen verschiedene Substanzen verwendet, die die

intrazelluldre Signaltransduktion in SMCs hemmen.

Effekt desInhibitors PTX —Inhibition Pertussistoxin-sensitiver G-Proteine

Die Proliferation von SMCs der Ratte, die durch C-Peptid der Ratte in einer Konzentration
von 0,5 nmol/l induziert werden konnte, konnte durch Vorstimulation mit Pertussistoxin,
einem Inhibitor Pertussistoxin-sensitiver G-Proteine, in der Konzentration von 10 pg/ml
nicht inhibiert werden.

Dabel wurde die Proliferation der SMCs durch C-Peptid signifikant auf das 2,1+0,5-fache
im Vergleich zur Kontrolle induziert, durch C-Peptid und Pertussistoxin ergab sich eine
vergleichbare Proliferation auf das 2,2+1,1-fache.
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Abbildung 2:

Pertussistoxin (PTX) in einer Konzentration von 10 pg/ml inhibiert die Proliferation glatter
Gefalimuskelzellen (SMCs) der Ratte, die durch C-Peptid der Ratte in der Konzentration
von 0,5 nmol/l induziert werden kann, nicht.

Die Saulen geben Mittelwert und Standardfehler aus n=5 unabhangigen Experimenten an.

* geben signifikante Ergebnisse an; p<0,05 im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen.

** geben nicht signifikante Ergebnisse an; p<0,05 im Vergleich zu C-Peptid-stimulierten
Zélen.
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Effekte des I nhibitors PP2 — I nhibitor der Src-Kinase

Die Proliferation von SMCs der Ratte, die durch C-Peptid der Ratte in einer Konzentration
von 0,5 nmol/l induziert wurde, konnte durch Vorstimulation mit PP2, einem Inhibitor der
Src-Kinase, in der Konzentration von 5 pmol/l signifikant inhibiert werden.

Dabel konnte die durch C-Peptid induzierte Proliferation der SMCs auf das 1,9+0,6-fache
im Vergleich zur Kontrolle durch PP2 auf das 0,6+0,4-fache im Vergleich zur Kontrolle

gesenkt werden.
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Abbildung 3:

PP2 in einer Konzentration von 5 pmol/l inhibiert signifikant die Proliferation glatter
Gefal3muskelzellen (SMCs) der Ratte, die durch C-Peptid der Ratte in der Konzentration
von 0,5 nmol/l induziert werden kann.

Die Saulen geben Mittelwert und Standardfehler aus n=9 unabhangigen Experimenten an.
* geben signifikante Ergebnisse an; p<0,05 im Vergleich zu C-Peptid-stimulierten Zellen.

33



Effekt desInhibitorsLY 294,002 —Inhibitor der Pl3-Kinase

Die Proliferation von SMCs der Ratte, die durch C-Peptid der Ratte in einer Konzentration
von 0,5 nmol/l induziert wurde, konnte durch Vorstimulation mit LY 294,002, einem
Inhibitor der PI3-Kinase, in der Konzentration von 5 pmol/I signifikant inhibiert werden.

Dabel konnte die durch C-Peptid induzierte Proliferation der SMCs auf das 1,9+0,6-fache
im Vergleich zur Kontrolle durch LY 294,002 auf das 1,1+0,3-fache im Vergleich zur

Kontrolle gesenkt werden.

Proliferation von SMCs
(vielfaches der Kontrolle)

C-Peptid (nmol/l) - 0,5 0,5
LY 294,002 - _ 5
(umol/1)

Abbildung 4-

LY 294,002 in einer Konzentration von 5 umol/l inhibiert signifikant die Proliferation
glatter Gefaldmuskelzellen (SMCs) der Ratte, die durch C-Peptid der Ratte in der
Konzentration von 0,5 nmol/l induziert werden kann.

Die Saulen geben Mittelwert und Standardfehler aus n=9 unabhangigen Experimenten an.
* geben signifikante Ergebnisse an; p<0,05 im Vergleich zu C-Peptid-stimulierten Zellen.



Effekt desInhibitors PD 98,059 — Inhibitor der MAP-Kinase ERK 1/2

Die Proliferation SMCs der Ratte, die durch C-Peptid der Ratte in einer Konzentration von
0,5 nmol/l induziert wurde, konnte durch Vorstimulation mit PD 98,059, einem Inhibitor
der MAP-Kinase ERK 1/2, in der Konzentration von 5 pmol/l signifikant inhibiert werden.

Dabel konnte die durch C-Peptid induzierte Proliferation der SMCs auf das 1,9+0,6-fache
im Vergleich zur Kontrolle durch PD 98,059 auf das 1,3+0,4-fache im Vergleich zur

Kontrolle gesenkt werden.
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Abbildung 5:

PD 98,059 in einer Konzentration von 5 pmol/l inhibiert signifikant die Proliferation
glatter Gefaldmuskelzellen (SMCs) der Ratte, die durch C-Peptid der Ratte in der
Konzentration von 0,5 nmol/l induziert werden kann.

Die Saulen geben Mittelwert und Standardfehler aus n=9 unabhangigen Experimenten an.
* geben signifikante Ergebnisse an; p<0,05 im Vergleich zu C-Peptid-stimulierten Zellen.
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3.3  Effekt des C-Peptids auf die Proliferation humaner SMCs

Entsprechend den SMCs der Ratte ergab eine Stimulation humaner aortaler Muskelzellen
mit humanem C-Peptid eine Induktion der Zellproliferation.

Die humanen SMCs wurden mit C-Peptid-Konzentrationen von 1, 5 und 10 nmol/l
stimuliert.

Es konnte eine konzentrationsabhangige Induktion der Proliferation herausgearbeitet
werden, mit einem signifikanten maximalen Effekt bel einer Konzentration des C-Peptids
von 10 nmol/l. Die maximale Induktion betrug dabei das 2,6+0,8-fache im Vergleich zur
Kontrolle ohne Stimulus. Die Stimulation mit scrambled C-Peptid ergab keine signifikante
Induktion der Proliferation der SMCs.

PDGF-BB in einer Konzentration von 10 ng/ml diente als Positivkontrolle.
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Abbildung 6:

C-Peptid in Konzentrationen von 1, 5 und 10 nmol/l induziert konzentrationsabhéngig die
Proliferation humaner aortaler Muskelzellen (SMCs) im Vergleich zur Kontrolle mit nicht
stimulierten Zellen.

Scrambled C-Peptid (scr) erzielt keinen Effekt.

Platelet-derived growth factor (PDGF) in einer Konzentration von 10 ng/ml dient as

Positivkontrolle.
Die Saulen geben Mittelwert und Standardfehler aus n=7 unabhangigen Experimenten an.

* geben signifikante Ergebnisse an; p<0,05 im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen.
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34  Effekt verschiedener Inhibitoren der intrazelluldren Signaltransduktion auf

die durch humanes C-Peptid stimulierte Proliferation von humanen aortalen SMCs

Entsprechend wurde der Effekt derselben Inhibitoren der Signaltransduktion auf die
Proliferation humaner aortaler SMCs untersucht.

Effekt desInhibitors PP2 —Inhibitor der Src-Kinase

Die Proliferation humaner SMCs, die durch humanes C-Peptid in einer Konzentration von
10 nmol/l induziert wurde, konnte durch Vorstimulation mit PP2, einem Inhibitor der Src-
Kinase, in der Ublichen Konzentration von 5 umol/I signifikant inhibiert werden.

Dabel konnte die durch C-Peptid induzierte Proliferation der SMCs auf das 2,2+0,6-fache
im Vergleich zur Kontrolle durch PP2 auf das 0,9+0,4-fache im Vergleich zur Kontrolle

gesenkt werden.
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Abbildung 7:

PP2 in einer Konzentration von 5 pmol/l inhibiert signifikant die Proliferation humaner

aortaler Muskelzellen (SMCs), die durch humanes C-Peptid in der Konzentration von 10

nmol/l induziert werden kann.

Die Saulen geben Mittelwert und Standardfehler aus n=8 unabhangigen Experimenten an.

* geben signifikante Werte an; p<0,05 im Vergleich zu C-Peptid-stimulierten Zellen.
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Effekt desInhibitorsLY 294,002 — I nhibitor der Pl-3-Kinase

Die Proliferation humaner SMCs, die durch humanes C-Peptid in einer Konzentration von
10 nmol/l induziert wurde, konnte durch Vorstimulation mit LY 294,002, einem Inhibitor
der PI-3-Kinase, in der tblichen Konzentration von 5 pmol/l signifikant inhibiert werden.

Dabel konnte die durch C-Peptid induzierte Proliferation der SMCs auf das 2,2+0,6-fache
im Vergleich zur Kontrolle durch LY 294,002 auf das 0,5+0,3-fache im Vergleich zur

Kontrolle gesenkt werden.
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Abbildung 8:

LY 294,002 in einer Konzentration von 5 umol/l inhibiert signifikant die Proliferation
humaner aortaler Muskel zellen (SMCs), die durch humanes C-Peptid in der Konzentration
von 10 nmol/l induziert werden kann.

Die Saulen geben Mittelwert und Standardfehler aus n=4 unabhangigen Experimenten an.

* geben signifikante Werte an; p<0,05 im Vergleich zu C-Peptid-stimulierten Zellen.
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Effekt desInhibitors PD 98,059 — Inhibitor der MAP-Kinase ERK 1/2

Die Proliferation humaner SMCs, die durch humanes C-Peptid in einer Konzentration von
10 nmol/l induziert wurde, konnte durch Vorstimulation mit PD 98,059, einem Inhibitor
der MAP-Kinase ERK1/2, in der tblichen Konzentration von 5 pumol/l signifikant inhibiert
werden.

Dabel konnte die durch C-Peptid induzierte Proliferation der SMCs auf das 2,2+0,6-fache
im Vergleich zur Kontrolle durch PD 98,059 auf das 1,2+0,4-fache im Vergleich zur

Kontrolle gesenkt werden.

Proliferation humaner SMCs
(vielfaches der Kontrolle)

C-Peptid (nmol/l) - 10 10

PD 98,059 - - 5
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Abbildung 9:

PD 98,059 in einer Konzentration von 5 pmol/l inhibiert signifikant die Proliferation
humaner aortaler Muskelzellen (SMCs), die durch humanes C-Peptid mit 10 nmol/I
induziert werden kann.

Die Saulen geben Mittelwert und Standardfehler aus n=15 unabhangigen Experimenten an.
* geben signifikante Werte an; p<0,05 im Vergleich zu C-Peptid-stimulierten Zellen.
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das C-Peptid die Proliferation glatter
Gefalimuskelzellen stimuliert.

Dieser Effekt wurde sowohl fir humane Zellen durch humanes C-Peptid as auch fir
Zellen der Ratte durch C-Peptid der Ratte herausgearbeitet.

In weiteren Versuchen konnte eine Inhibition der induzierten Zellproliferation durch
bestimmte Inhibitoren der intrazelluléren Signaltransduktion gezeigt werden.

Dabel inhibierten PP2, ein Inhibitor der Src-Kinase, LY 294,002, ein Inhibitor der PI3-
Kinase und PD 98,059, ein Inhibitor der MAP-Kinase ERK 1/2 die durch C-Peptid
induzierte Proliferation von SMCs des Menschen und der Ratte.

Durch Pertussistoxin, einen Inhibitor Pertussistoxin-sensitiver G-Proteine, konnte keine
Aufhebung der durch C-Peptid induzierten Proliferation von SMCs der Ratte festgestellt

werden.

Die erarbeiteten Ergebnisse geben Hinweise auf den moglichen mitogenen Effekt des C-
Peptids auf SMCs Uber einen bisher unbekannten C-Peptidrezeptor und intrazellul&rer
Signaltransduktion Uber die Src-Kinase und dieser nachgeschaltet die PI3-Kinase und die
MAP-Kinase ERK 1/2.
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Abbildung 10:

Im Modell bindet das C-Peptid an einen bisher unbekannten Rezeptor der
Gefal3muskelzelle. Es wird eine intrazellulére Signal kaskade angestol3en, die Uber die Src-
Kinase, die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) und die Mitogen-activated protein-
Kinase (MAP-Kinase) den Zellzyklus in Richtung Mitose beeinflusst.
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4 Diskussion

4.1  Induktion der Proliferation von SM Csdurch C-Peptid

Lange galt das Spaltprodukt des Proinsulins, das C-Peptid, als biologisch inerte Substanz,
die ihre Bedeutung ausschliefdlich in der Insulinbiosynthese hatte.

Inzwischen konnte eine biologische Aktivitét des C-Peptids jedoch nachgewiesen werden.
[79]

So fuhrt die kurzzeitige Gabe von C-Peptid bel Typ 1 Diabetikern zu einer Verbesserung
der Muskel- und Hautdurchblutung, des myokardiaen Blutflusses, der Nierenfunktion und
des Glukoseverbrauchs des Korpers sowie der Funktion des autonomen Nervensystems.
[15] [33] [22] [34] [32]

Eine langere Behandlung fuhrt zu einer Verbesserung der Nierenfunktion und der Funktion
des sensorischen und autonomen Nervensystems. [31] [14]

Speziell im Zusammenhang mit der Atherogenese konnte gezeigt werden, dass das C-
Peptid in vitro einen konzentrationsabhangigen chemotaktischen Effekt auf humane CD4+
T-Zellen und Monozyten hat. [44] [80]

Induktion der Proliferation von SM Csder Ratte durch C-Peptid der Ratte

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das C-Peptid der Ratte in vitro die
Proliferation von SMCs der Ratte induziert.

In der oben beschriebenen Versuchanordnung konnte durch [*H]-Thymidin-Inkorporation
in die replizierte DNS proliferierender Zellen der mitogene Effekt des C-Peptids gezeigt
werden. Dabel wurden in den Versuchsbedingungen beschriebene oder erprobte Methoden
zur Zellgewinnung, Zellkultur und [*H]-Thymidin-Inkorporation verwendet.

Es wurde eine konzentrationsabhangige Stimulation der Proliferation der SMCs der Ratte
festgestellt, mit einem maximalen Effekt bel einer C-Peptidkonzentration von 0,5-1 nmol/I.
Die Zdlproliferation konnte auf das 1,8-fache im Vergleich zur Negativkontrolle gesteigert
werden.

Der Effekt war geringer as der des bekannten und in der Atherogenese wirksamen

Proliferationsstimulus PDGF-BB in einer Konzentration von 10 ng/ml.



Das C-Peptid der Ratte ist bekannt; wie oben beschrieben, unterscheidet es sich in einigen
Aminosauren vom C-Peptid des Menschen. [71]

Wahrend das humane C-Peptid wahrend der Insulinsynthese unveréndert bleibt, kann das
C-Peptid der Ratte innerhalb der intrazelluléren Speichergranula verandert werden. [78]
Dabei wird das C-terminale Pentapeptid abgespalten, das fur die biologische Wirkung des
C-Peptids verantwortlich zu sein scheint. [57]

Physiologische C-Peptid-Konzentrationen im Serum der Ratte entsprechen mit 0,3-3,0

nmol/l gewdhnlich denen des Menschen. [20]

Esist bekannt, dass die Proliferation von SMCs der Ratte im Rahmen der Insulinresistenz
mit den Insulinlevels korreliert. [1]

Bel peripherer Insulinresistenz treten mit der Hyperinsulindmie typischerweise auch
erhéhte C-Peptidspiegel im Serum auf. [36]

Somit ist auch eine durch C-Peptid induzierte Proliferation der SMCs, wie sie hier gezeigt
werden konnte, bel Hyperinsulinamie im Rahmen der Insulinresistenz denkbar.

Die in dieser Arbeit gefundene effektivste C-Peptidkonzentration entspricht
physiologischen Werten, beobachtet wurde jedoch auch eine Zellproliferation bei hoheren
C-Peptidkonzentrationen.

Da bekannt ist, dass das C-Peptid der Ratte in vivo vor Sekretion verandert werden kann,
sind zur Erzilung enes &hnlichen Effektes mdglicherweise hohere C-
Peptidkonzentrationen notwendig. [78]

Dies konnte den maximalen mitogenen Effekt auf SMCs der Ratte in vitro bei niedrigeren
C-Peptidkonzentrationen erklaren.

Insgesamt legen diese Ergebnisse also die Vermutung nahe, dass das C-Peptid die
Proliferation bel erhohten C-Peptidspiegeln induziert.

Eine Arbeit mit ahnlicher Fragestellung konnte grundlegend verschiedene Ergebnisse zu
den hier vorgestellten zeigen. [39]

So wurde gezeigt, dass die Proliferation aortaler SMCs der Ratte, die unter hohen
Glukosekonzentrationen kultiviert wurden, durch humanes C-Peptid verhindert werden
kann.

Dabel wurden aortale SMCs der Ratte fir drei Wochen unter hohen Glukosebedingungen

von 20 mmol/l kultiviert.
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Die festgestellte Hyperproliferation der SMCs konnte konzentrationensabhangig durch
gleichzeitige Kultivierung mit humanem C-Peptid zwischen 1 und 100 nmol/l supprimiert
werden.

Es wurde daraus geschlossen, dass das C-Peptid die zur atherosklerotischen Plague
fuhrende Proliferation der SMCs verhindert und die Glukoseutilisation bei Diabetikern
verbessert. [39]

Beide Studien unterscheiden sich grundlegend im Versuchsaufbau: Es wurden dort SMCs
und C-Peptid veschiedener Spezies verwendet, in dieser Arbeit jedoch nur C-Peptid der
Ratte mit SMCs der Ratte und humanes C-Peptid mit humanen Zellen.

Inkubationszeiten und die unnattirlich hohe C-Peptid-K onzentrationen unterschieden sich
wesentlich von den hier verwendeten.

Die gegenteiligen Ergebnisse sind also vermutlich auf die Unterschiede im V ersuchsaufbau

zuriickzufiihren.

Induktion der Proliferation humaner aortaler SMCs durch humanes C-Peptid

Um die gewonnen Erkenntnisse tber die Proliferation von SMCs der Ratte durch C-Peptid
der Ratte zu bestétigen, wurden weitere Versuche mit humanen aortalen SMCs
durchgefihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass auch das humane C-Peptid in vitro die Proliferation von
humanen aortalen SMCs induziert.

Dabel konnte eine konzentrationsabhdngige Induktion der Proliferation der SMCs
herausgearbeitet werden. Der maximale Effekt ergab sich bel einer C-Peptidkonzentration
von 5-10 nmol/l. Die Zellproliferation konnte auf das 2,6-fache im Vergleich zur
Negativkontrolle gesteigert werden.

Durch scrambled C-Peptid, das heisst C-Peptid mit einer veranderten Aminosauresequenz,

konnte kein Effekt erzielt werden.

In ener frlheren Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass sich das C-Peptid in
Gewebenschnitten der thorakalen Aorta von Diabetikern insbesondere in der Geféldintima
ablagert. In einigen Falen konnte auch eine Akkumulation von C-Peptid in der
Gefél3media festgestellt werden. [44]
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Eine Ablagerung des C-Peptids subendothelial in der Intima und der Media entlang des
Konzentrationsgradienten zwischen Serum und Gefél3wand und die mitogene Wirkung auf
SMC in der Intimaund Mediaist somit also annehmbar.

Die Entstehung einer fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaque beruht unter anderem
auf der Proliferation von SMCs und dem fibrotischen Umbau der Plague durch sezerniertes
Matrixmaterial der SMCs.

Somit kann aso vermutet werden, dass das C-Peptid an der Entstehung einer

fortgeschrittenen atherosklerotischen Plague in vivo beteiligt ist.

Physiologische C-Peptid-Konzentrationen im Serum des Menschen liegen bei 0,26-1,32
nmol/l. [28]

Da C-Peptid aquimolar zu Insulin auf einen Glukosereiz aus dem Pankreas sezerniert wird,
sind bei Hyperinsulindmie im Rahmen einer Insulinresistenz auch erhdhte C-Peptid-
Serumspiegel zu erwarten. [71] [36]

Die verwendete C-Peptid-Konzentration von 5-10 nmol/l ist somit gut annehmbar fir
Patienten mit Insulinresistenz und konnte die in vivo Situation widerspiegeln.

Durch gleichzeitige Versuche mit scrambled C-Peptid konnte gezeigt werden, dass der
proliferative Effekt tatsdchlich durch das C-Peptid in der bekannten Aminosauresequenz
bedingt ist.

Der mitogene Effekt an sich ist als gering einzustufen, ist aber vergleichbar mit dem des
bekannten und in der Atherogenese wirksamen Stimulus PDGF-BB in einer Konzentration
von 10 ng/ml.

Wie oben erwdhnt, ist die Proliferation von SMCs wahrend der Atherogenese nicht
konstant und insgesamt langsam fortschreitend. [54] Dies konnte den geringen

proliferativen Effekt erklaren.

Es muss dennoch eingerdaumt werden, dass in dieser Arbeit nur eine stol3weise Stimulation
der Zellen mit C-Peptid vorgenommen wurde, aufl3erdem die gleichzeitige Stimulation mit
Insulin nicht vorgenommen wurde.

Somit sind mdgliche synergistische Effekte nicht nachvollziehbar, was das Ergebnis an

sich alerdings nicht beeinflusst. Diesist in weiteren Versuchen zu klaren.
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4.2  Intrazelluldre Signalwege

Es ist bekannt, dass das C-Peptid stereospezifisch an der Zellmembran verschiedener
Zéllarten binden kann und so eine hormon-ahnliche Wirkung ausiibt. Ein Rezeptor konnte
jedoch bislang nicht identifiziert werden. [79]

Ebenso konnten einige intrazellulére Effekte des C-Peptids herausgearbeitet werden.
C-Peptid in physiologischen Konzentrationen stimuliert die Aktivierung der Na-K-ATPase
in renalen Tubuluszellen der Ratte Uber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor und Ca-
abhangige intrazelluldre Signalwege. [47] Diese Aktivitdt wird vom C-terminalen
Pentapeptid bestimmt. [48]

C-Peptid stimuliert ebenfalls die Na-K-ATPase in humanen renalen Tubuluszellen Uber die
MAP-Kinasen ERK 1/2 und JNK und die Proteinkinase C und die Aktivierung von AKT.
[83] [84]

In Swiss 3T3-Fibroblasten induziert C-Peptid die MAPK ERK 1/2 Uber die Aktivierung
von Pertussi stoxin-sensitiven G-Proteinen, der PI3-Kinase und der Proteinkinase C. [37]

In Endothelzellen von Lungenkapillaren der Maus aktiviert C-Peptid die p38 MAP-Kinase
und ERK 1/2. [38]

In L6 Myoblasten und Myozyten der Ratte stimuliert C-Peptid in physiologischen
Konzentrationen unter anderem die PI3-Kinase Aktivitdt und die Phosphorylierung der
MAP-Kinase, was zu Glykogensynthese und Aminosaureaufnahme fuhrt. [20]

Die Betelligung Pertussistoxin-sensitiver G-Proteine und der PI3-Kinase konnte auch in
Migrationsversuchen bei der Signaltransduktion in Monozyten und CD4+ T-Zellen

nachgewiesen werden. [44] [80]

Die Beteiligung bestimmter Signaltransduktionswege an der Entwicklung des mitogenen
Reizes des C-Peptids in SMCs wurde mit Hilfe von Inhibitoren der Signaltransduktion
untersucht.

Durch Erweiterung der verwendeten Versuchsanordnung mit diesen Inhibitoren wurde
versucht, die durch C-Peptid erreichte Proliferation beider Zellreihen zu unterdriicken.

Es konnten folgende Ergebnisse erarbeitet werden.
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Inhibition der Proliferation von SMCs durch PTX — Inhibition Pertussistoxin-

sensitiver G-Proteine

Durch die Verwendung von Pertussistoxin konnte die Proliferation der SMCs der Ratte
nicht gesenkt werden. Die Beteiligung Pertussistoxin-sensitiver G-Proteine bel der
Proliferation von SMCs durch C-Peptid erscheint somit unwahrscheinlich.

Dies weist darauf hin, dass es sich bei diesem Zellmembranrezeptor nicht um einen G-

Protein gekoppelten Rezeptor handelt.

Inhibition der Proliferation von SM Csdurch PP2 — Inhibitor der Src-Kinase

Das Src-Protein ist eine Non-Rezeptor-Tyrosinkinase, die in Signaltransduktionswegen bei
der Regulation von Zellwachstum mitwirkt. Die Src-Kinase ist in der Regel inaktiv und
wird nur auf bestimmte Reize aktiviert.

PP2 ist ein potenter und selektiver Inhibitor der Src-Kinasen. Er wirkt selektiv auf die Src-
Kinasen Lck, Fyn und Hck.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Src-Kinase mit nachfolgender Aktivierung der
PI3-Kinase und der MAP-Kinase ERK 1/2 an der Proliferation von SMCs stimuliert durch
Angiotensin |1 betelligt ist. [4]

Ebenso ist die Aktivierung der Src-Kinase in SMCs und darauf folgend der
PLC/PKC/MAPKK/ERK ein entscheidender Schritt bel der Vermittlung eines mitogenen
Signals von glykiertem LDL. [9]

Bradykinin aktiviert in SMCs die Src-Kinase und dieser nachgeschaltet die PI3-Kinase und
die AKT. [82]

PP2 in der Ublichen Konzentration von 5 pmol/I unterdriickte in dieser Arbeit signifikant
die durch C-Peptid induzierte Proliferation der SMCs. Dies konnte sowohl in humanen wie
auch in glatten Gefal3muskel zellen der Ratte gezeigt werden.

Somit kann vermutet werden, dass die Src-Kinase an der intrazelluléren Signal Ubertragung
des C-Peptidsin SMCs beteiligt ist.
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Inhibition der Proliferation von SMCsdurch LY 294,002 — Inhibitor der PI-3-Kinase

PI3-Kinasen sind Lipidkinasen, deren Aktivitéat in sdmtlichen eukaryotischen Zellen zu
finden ist. Sie sind an einer Vielzahl von zelluldren Schlisselfunktionen wie
Zellwachstum, Proliferation, Migration, Differenzierung, Uberleben und Zelladhésion
beteiligt.

LY 294,002 ist ein potenter, zellpermeabler und hochselektiver Inhibitor der PI3-Kinase
Der PI3-Kinase nachgeschaltet ist die ERK 1/2 das wichtigste Signaltransduktionsmol ekl
bei

der Proliferation von SMCs, in etwa bei der Vermittlung des Signals von Angiotensin 11,
glykiertem LDL und PDGF. [4] [9] [42]

Es konnte auch gezeigt werden, dass die PI3-Kinase das C-Peptid-Signal in verschiedenen
Zellarten vermittelt, etwain Swiss 3T3-Fibroblasten, in L6 Myoblasten und Myozyten der
Ratte und in Monozyten und CD4+ T-Zellen. [37] [20] [44] [80]

Die Proliferation SMCs des Menschen und der Ratte, die durch C-Peptid des Menschen
und der Ratte in einer Konzentration von 10 nmol/l bzw. 0,5 nmol/l induziert werden
konnte, konnte durch LY 294,002, einen Inhibitor der PI-3-Kinase, in der Ublichen
Konzentration von 5 pmol/l signifikant inhibiert werden.

Dies konnte ein Hinweis auf die wichtige Rolle der PI3-Kinase in der Signaltransduktion
des C-Peptid-Signalsin SMCs sain.

Inhibition der Proliferation von SMCs durch PD 98,059 — Inhibitor der MAP-Kinase
ERK 1/2

Der MAP-Kinase-Weg bezeichnet eine Reihe mehrstufiger Signaltransduktionswege, die
unter anderem an der Regulation der Embryogenese, der Zelldifferenzierung, des
Zellwachstums, des programmierten Zelltods und des Zellzyklus beteiligt sind. Die
Signalwege umfassen mindestens drei in Serie geschaltete Kinasen: eine MAP-Kinase-
Kinase-Kinase, eine MAP-Kinase-Kinase und eine MAP-Kinase, welche in dieser
Reihenfolge aktiviert werden.

MAP-Kinasen sind Proteinkinasen, die andere Proteine an spezifischen Serin/Threonin-

Resten phosphorylieren.
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Die MAP-Kinasen selbst werden normalerweise durch direkte Phosphorylierung an einem
Tyrosin- und Threoninrest aktiviert. Sind die MAP-Kinasen aktiviert, akkumulieren sieim
Zellkern, wo sie kerneigene Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und die Transkription
von Zielgenen regulieren.

PD 98,059 ist ein potenter, selektiver und zellpermeabler Inhibitor der MAP-Kinase-
Kinase.

Es inhibiert nicht die MAP-Kinase selbst, sondern die Phosphorylierung der MAP-Kinase
ERK 1/2.

Die MAP-Kinasen werden in drel Gruppen aufgeteilt: Die Extracellular signal-related
kinases mit den Isoformen ERK1 und ERK2 (klassische MAP-Kinase), die p38-
mitogenaktivierte Proteinkinase und die c-Jun-N-terminale Kinasen JNK.

Man unterscheidet grundsédtzlich drel verschiedene Signalwege: Aktivierung Uber
Mitogene oder Wachstumsfaktoren, was zu Zellwachstum, Proliferation und
Differenzierung Uber die ERK 1/2 fihren kann; Aktivierung Uber Stress,
Tumorbekrosefaktoren oder IL1-Rezeptor Typ 1, was zu Antworten wie Entzindung,
Apoptose, Wachstum oder Differenzierung Uber die p38-MAP-Kinase zur Folge haben
kann; und Aktivierung Uber Stress, UV-Licht oder einen osmotischen Schock, was zu
Entztindung, Apoptose, Wachstum, oder Differenzierung tber die INK fihrt.

Der MAP-Kinase-Weg mit Beteiligung der ERK 1/2 ist entscheidend beteiligt bel der
Zélldifferenzierung und Proliferation von SMCs induziert durch LDL, glykiertem LDL
und Angiotensin I1. [77] [9] [4]

Mehrere in vivo Studien konnten die Beteiligung der ERK 1/2 bei der Bildung von
Neointima nach Endothel verletzungen durch Ballonkatheter zeigen. [30] [41]

Die Proliferation von SMCs des Menschen und der Ratte, die durch C-Peptid des
Menschen und der Ratte in einer Konzentration von 10 nmol/l bzw. 0,5 nmol/l induziert
werden konnte, konnte durch PD 98,059, einen Inhibitor der MAP-Kinase ERK 1/2, in der
ublichen Konzentration von 5 umol/I signifikant inhibiert werden.

Somit konnte also gezeigt werden, dass die MAP-Kinase ERK 1/2 wahrscheinlich an der
Signaltransduktion bei der Proliferation von SMCs durch C-Peptid beteiligt ist.

Insulin aktiviert die PI3-Kinase oder die ERK 1/2 MAP-Kinase.
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Im Rahmen der Insulinresistenz kommt es dagegen zu einer selektiven Inhibition der PI3-
Kinase bel intakter ERK 1/2. [46] [81]

Der proliferative ERK 1/2 MAP-Kinase-Weg wird also bei Insulinresistenz aktiviert und
induziert c-Fos, Egr-1 und andere Gene des Zellwachstums, die die Transition von SMCs
von ruhenden zu proliferierenden Zellen bewirken. [35]

Insulin aleine ist ein schwacher mitogener Stimulus. Jedoch potenziert das Insulin die
Effekte anderer Mitogene wie PDGF, Angiotensin |1 und Thrombin.

Daher sind proliferative Effekte im Rahmen der Insulinresistenz mit Hyperinsulindmie als
komplexes Zusammenspiel mehrerer Mitogene zu sehen, die zu einer Aktivierung der ERK
1/2 fdhren.

Die Kontrolle der Proliferation von SMC erfolgt Gber das Eingreifen in den Zellzyklus und
die Transformation der Zelle von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus.

Es ist dso anzunehmen, dass das C-Peptid Uber die Aktivierung der Src-Kinase und
nachfolgend der PI3-Kinase und der MAP-Kinase ERK 1/2 im weiteren Verlauf den
Z€llzyklus beeinflusst.

52



4.3 Vergleich der Effekte auf die Proliferation durch C-Peptid im Menschen und
in der Ratte

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, stimuliert das C-Peptid in vitro die
Proliferation von SMCs des Menschen und der Ratte.

Dabei ergab sich fur beide Spezies eine Konzentrationskinetik mit einer maximalen
Induktion der Zelproliferation bei 5-10 nmol/I fir humane Zellen und 0,5-1 nmol/l fir
Rattenzellen.

Es konnte also ein erheblicher Unterschied in der effektivsten C-Peptidkonzentration
festgestellt werden.

Die verwendete C-Peptid-Konzentration von 5-10 nmol/l bei Versuchen mit humanen
Zellen ist gut annehmbar fUr Patienten mit Insulinresistenz, bel denen physiologische C-
Peptidkonzentrationen von 0,26-1,32 nmol/l im Rahmen der Insulinresistenz deutlich
Uberschritten werden. [28]

Dies konnte somit gut die in vivo Situation widerspiegeln.

Die gefundene effektivste C-Peptidkonzentration bei den Versuchen mit SMCs der Ratte
entspricht physiologischen Werten von 0,3-3,0 nmol/I, beobachtet wurde jedoch auch eine
Zélproliferation bei hoheren C-Peptidkonzentrationen.

Da bekannt ist, dass das C-Peptid der Ratte in vivo vor Sekretion verandert werden kann,
indem das fur die biologische Wirkung verantwortliche C-terminale Pentapeptid
abgespalten wird, ist der maximale mitogene Effekt auf SMCs der Ratte in vitro bel
niedrigeren C-Peptidkonzentrationen erklérbar. [78] [57]

In vivo sind zur Erzielung eines ahnlichen Effektes mdglicherweise hoéhere C-
Peptidkonzentrationen notwendig.

Diese Ergebnisse legen also die Vermutung nahe, dass das C-Peptid die Proliferation bei
erh6hten C-Peptidspiegeln induziert.

Die maximal erreichte Proliferation betrug fur Zellen der Ratte das 1,8-fache im Vergleich
zur Negativkontrolle gesteigert werden, und fir humane Zellen das 2,6-fache.

Der mitogene Effekt ist in beiden Féllen a's moderat einzustufen, ist aber vergleichbar mit
dem des bekannten und in der Atherogenese wirksamen Stimulus PDGF-BB in ener
Konzentration von 10 ng/ml.

Wie oben erwdhnt, ist die Proliferation von SMCs wéahrend der Atherogenese nicht

konstant und insgesamt |angsam fortschreitend. [54]
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Dies konnte den geringen proliferativen Effekt in beiden Fallen erklaren.

In Zellen der Ratte induziert das C-Peptid die Src-Kinase, die PI3-Kinase und die MAP-
Kinase ERK 1/2. Die Beteiligung dieser Signaltransduktionsmechanismen konnte auch fur
humane SM Cs bestétigt werden.

Dies bekraftigt die Vermutung, dass es sich um einen Mechanismus mit einem bisher
unbekannten C-Peptidrezeptor und intrazelluldrer Signaltransduktion Uber die Src-Kinase
und dieser nachgeschaltet die PI3-Kinase und die MAP-Kinase ERK 1/2 handelt.

Da eine Beteiligung Pertussistoxin sensitiver G-Proteinein SMCs der Ratte ausgeschl ossen
werden konnte, sind weitere Studien notwendig, die diesen Rezeptor genauer

identifizieren.



4.4  Schlussfolgerungen

Die erarbeiteten Ergebnisse zeigen, dass das Proinsulinspaltprodukt C-Peptid die
Proliferation von SMCs des Menschen und der Ratte induziert.

Dabel wirkt das C-Peptid wohl an einem bisher unbekannten Rezeptor der SMCs und |6st
intrazelluldre Signalkaskaden aus, die ihrerseits zur Zellproliferation fihren. Als betelligte
Signaltransduktionsmechanismen kommen die Src-Kinase und dieser nachgeschaltet die
PI3-Kinase und die MAP-Kinase ERK 1/2 in Frage.

Da Insulin und dessen Spaltprodukt aus der Insulinbiosynthese, das C-Peptid, gemeinsam
und in gleichen Mengen sezerniert werden, treten bei Hyperinsulindmie gleichzeitig
erhdhte C-Peptid-Serumspiegel auf. [36]

Eine kompensatorische Hyperinsulindmie ist kennzeichnend fir die Insulinresistenz in
frihen Stadien. Die Insulinresistenz wiederum ist ein gemeinsames Merkmal des Typ 2
Diabetes mellitus und des metabolischen Syndroms. [45]

Diabetes mellitus ist einer der Hauptriskofaktoren fur die Ausbildung der
atherosklerotischer Lasionen. Gleichzeitig entwickeln Patienten mit Diabetes eine
verfrihte und besonders ausgepragte Form der Atherosklerose. [56] [58]

Ebenso besteht ein Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und Atherosklerose, der in
vielen klinischen Studien belegt werden konnte. [13] [25] [46] [49] [63] [65]

Es ist also anzunehmen, dass sich atherosklerotische Lasionen bereits vor der klinischen
Manifestation des Diabetes entwickeln. [45] Als Ursachen werden die bestehende
Hyperglykdmie, Hyperinsulinamie, Dyslipidéamie und advanced glycation end products
diskutiert. Dennoch sind die molekularen Mechanismen nicht ausreichend verstanden.
Diabetes akzeleriert gleichzeitig die Akkumulation von SMCs in atherosklerotischen
Lasionen. [73]

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Proliferation von SMCs mit Insulinlevels
korreliert. [1] Man nimmt also an, dass die Insulinresistenz fur die Proliferation von SMCs
im Zusammenhang steht. [29] [50]

In fortgeschrittenen atherosklerotischen L&sionen bilden akkumulierte SMCs die zelluléren
und von diesen sezernierte Matrixproteine die bindegewebigen Hauptbestandbestandteile.
[67] Die Akkumulation von SMCs rekrutiert sich dabei aus Migration und Proliferation
intimaler und medialer SMCs. [54]
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Aus diesen Uberlegungen ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die durch das C-Peptid
stimulierte Proliferation von SMCs einen wichtigen Schritt in der verfrihten und
ausgepragten Entstehung der fortgeschrittenen atherotischen Plaque eines Patienten mit
peripherer Insulinresistenz und erhohten Insulinspiegeln darstellen konnte.

Vor alem im Zusammenhang mit der Wirkung von C-Peptid auch auf andere zellulére
Komponenten der Atherogenese kdnnte so ein wichtiger Aspekt des Pathomechanismus

der Atheroskleroseentstehung bei Insulinresistenz erklart werden. [44] [80]
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5 Zusammenfassung

Einleitung und Fragestellung

Die Proliferation glatter Gefaimuskelzellen ist ein entscheidender Schritt in der
Entwicklung fortgeschrittener atherosklerotischer Lasionen.

Diabetes mellitus und das metabolische Syndrom sind Hauptrisikofaktoren fir die
Entstehung von Atherosklerose. Bel Diabetikern tritt zudem bereits frih eine aufRerst
ausgepragte und diffuse Form der Atherosklerose auf.

Bisher sind die Ursachen und molekul aren Mechanismen dafiir nicht ausreichend geklart.
Gemeinsam ist dem frihen Typ 2 Diabetes und dem metabolischen Syndrom eine
Insulinresistenz mit kompensatorisch gesteigerter Insulinproduktion.

Da mit dem Insulin das C-Peptid des Proinsulins dquimolar sezerniert wird, sind somit
auch erhdhte C-Peptidkonzentrationen im Serum festzustellen.

In der vorliegenden Arbeit sollte gezeigt werden, ob das C-Peptid Einfluss auf die
Proliferation glatter Gefa3muskelzellen hat und ob bestimmte intrazelluldre

Signaltransduktionsmechanismen beteiligt sind.

Methodik

Mit Hilfe eines [*H]-Thymidin-Inkorporationsassays sollte gezeigt werden, dass das C-
Peptid des Menschen und der Ratte jeweils die Proliferation glatter Gefal3muskel zellen des
Menschen und der Ratte konzentrationsabhangig stimuliert.

In weiteren Versuchen mit den Inhibitoren der Signaltransduktion sollten die betelligten

Signaltransduktionswege naher entschllisselt werden.

Ergebnisse

Dabel ergab sich eine maximale Stimulation bei 10 nmol/l C-Peptid mit einer 2,6+0,8-
fachen Induktion der Proliferation im Vergleich zur Kontrolle fir humane
Gefalimuskelzellen und bel 0,5 nmol/lI mit einer 1,8+0,3-fachen Induktion der Proliferation
fur Rattenzellen.

Diese Effekte konnten durch durch PP2, einen Inhibitor der Src-Kinase, durch LY 294,002,
einen Inhibitor der PI3-Kinase (Phosphoinositol-3-Kinase) und PD 98,059, einen Inhibitor
der MAP-Kinase (Mitogen-activated protein-Kinase) ERK 1/2 (Extracellular-signal
regul ated kinase), aufgehoben werden.
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In den Versuchen mit Pertussistoxin, einem Inhibitor Pertussistoxin-sensitiver G-Proteine,
konnte keine Aufhebung der durch C-Peptid induzierten Proliferation der
Gefaldmuskel zellen festgestel It werden.

Diskussion und Schlussfolgerung

Die erarbeiteten Ergebnisse zeigen, dass das C-Peptid die Proliferation von glatten
Gefalimuskel zellen des Menschen und der Ratte in vitro induziert.

Dabel wirkt das C-Peptid wohl an enem bisher unbekannten Rezeptor der
Gefalimuskel zellen und 16st bestimmte intrazel lulére Signalkaskaden aus, die ihrerseits zur
Zélproliferation fuhren.

Als betelligte Signaltransduktionsmechanismen kommen die Src-Kinase und dieser
nachgeschaltet die Phosphoinositol-3-Kinase (P13-Kinase) sowie die Mitogen-activated
protein-Kinase (MAP-Kinase) Extracellular-signal regulated kinase (ERK) 1/2 in Frage.
Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die durch das C-Peptid stimulierte
Proliferation von SMCs einen wichtigen Schritt in der verfrihten und ausgepragten
Entstehung der fortgeschrittenen atherotischen Plague eines Patienten mit peripherer

Insulinresistenz und erhéhten Insulinspiegeln darstellen konnte.
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