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1. Einleitung

1.1 Atherosklerose

Kardiovaskulare Erkrankungen zahlen zu den Haupttodesursachen in den USA,
Europa und Asien. Die Atherosklerose ist nach der WHO definiert als "variable
Kombination von Veranderungen der Intima, bestehend aus einer herdférmigen
Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen Kohlehydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit

Veranderungen der Arterienmedia” [1] .

1.2 Die endotheliale Dysfunktion in der Pathologie der Arteriosklerose

Das Endothel wurde urspringlich fir eine funktionslose Zellreihe gehalten,
welche die Grenze zwischen dem Lumen der BlutgefaRe und der vaskularen
Media bildet. Die intensive Erforschung dieser Zellen hat neue Aufschlisse tber
deren Funktion erbracht und damit unser Verstandnis tUber die Bedeutung dieser
Zellen im Gefal3system vertieft.

Das vaskulare Endothel kleidet als einschichtige Zelllage luminal das gesamte
Blutgefal3system aus und gehért zusammen mit der Basalmembran zur Tunica
intima der Blutgefalde.

Wahrend Kapillaren nur aus Endothelzellen und der Basalmembran sowie meist
den aul3en anliegenden Perizyten bestehen, weisen Arteriolen und Venolen
sowie Arterien und Venen zwei weitere Schichten auf, namlich die Tunica media,
die aus glatten Muskelzellen besteht und unterschiedliche Mengen elastische
sowie kollagene Fasern enthalt, und die Tunica adventitia (externa) aus
Uberwiegend lockerem Bindegewebe, die als Verschiebeschicht mit dem
angrenzenden Gewebe in Verbindung steht [2-3].

Endothelzellen regulieren den Stoff- und Gasaustausch und bilden die
Grundbausteine fir die subendothelialen Schichten: u.a Kollagen, Elastin,

Proteoglykane sowie Stoffe, die bei der Bluttgerinnung (z. B. von Willebrand —



Faktor, Prostazykline, Plattchen- aktivierender Faktor, Plasminogenaktivator),
bei der Weitenregulierung der GefalRe  (z.B. Stickstoffmonoxid (NO),
Prostaglandin, Endothelin) und bei der Angiogenese (Wachstumfaktoren, z. B.
bFGF, PDGF) eine Rolle spielen [3-5].

In der Pathogenese der Arteriosklerose nimmt das GefaRendothel eine
Schlisselrolle ein.

Nach der von Ross et al. [6] definierten ,response to injury“-Hypothese steht am
Anfang des Prozesses der Atherogenese die endotheliale Dysfunktion. Die
klassische Definition der endothelialen Dysfunktion nach Furchgott et al. [7]
beschreibt die Vasokonstriktion von GefalRen bei Gabe von Acetylcholin [8]. Auch
Drexler et al. [9] bezeichnen als endotheliale Dysfunktion einen Zustand, in
welchem Gefal3e nicht mehr adaquat bzw. paradox auf vasodilatierende Reize
reagieren. Bei der endothelialen Dysfunktion handelt es sich jedoch nicht nur um
eine gestorte Balance zwischen Vasodilatation zu Vasokonstriktion, als
essentielle Aufgabe des Endothels geht vor allem der hemmende Effekt auf die
Proliferation und Migration von glatten GefalBmuskelzellen verloren [6].

Die endotheliale Dysfunktion wird durch das chronische Einwirken von
schadigenden Faktoren ausgelost: Rauchen, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus,
Hypertonie, Virusinfektion, bakteriellen Toxinen, oxidiertem LDL (oxLDL) und
seinem Hauptbestandteil Lysophosphatidylcholin (LPC), Inflammation und
anderen immunologischen Prozessen. So fihrt zum Beispiel die chronische
Exposition von oxLDL am Endothel dazu, dass auf der Zelloberflache vermehrt
Monozyten, Makrophagen und T- Lymphozyten anhaften konnen. Diese
Phagozyten kénnen zwischen den Endothelzellen hindurch migrieren und in den
subendothelialen Raum abwandern. Dort inkorporieren diese Zellen Cholesterin,
welches im Rahmen der endothelialen Dysfunktion Uberschiel3end
eingeschwemmt wird, und wandeln sich in Schaumzellen um. Diese
Schaumzellen bilden zusammen mit glatten Muskelzellen die sog. ,fatty-streaks®,
aus denen sich die endgultigen arteriosklerotischen Plaques entwickeln [6] (Abb.
1). Durch Vermehrung der Schaumzellen wachsen diese Plaques weiter an,

wodurch das Endothel zusétzlich geschadigt wird. An den so geschadigten



Endothelzellen kénnen sich Thrombozyten anlagern und Wachstumsfaktoren wie
PDGF sezernieren. Dieses PDGF, sowie Wachstumsfaktoren aus Makrophagen
regen ihrerseits glatte Gefalmuskelzellen dazu an, zu proliferieren und in die
Intima einzuwandern, was zu einem weiteren Anwachsen der Plaque und einem
Fortschreiten der Arteriosklerose fuhrt. Am Ende dieser Kette steht die
stenosierende, evtl. instabile fibrése Plaque, die bei Ruptur zum akuten
Gefal3verschluss fuhren kann [6, 10-11](Abb. 2).

nicht aktivierter Thrombozyt

transmigrierender Monozyt

Schaumzelle

Abb.1 Arteriosklerotische Plaque

Transmigrierende Monozyten haben als Makrophagen modifizierte Lipoproteine
aufgenommen und sich zu Schaumzellen entwickelt

[stark modifiziert nach der Homepage ,,The Internet Stroke Center

(http://www.strokecenter.org)].



Plaque rupture Thinning of fibrous cap Hemorrhage from plaque
microvessels

Abb. 2 Plaqueruptur

Rupturen der fibrosen Kappe oder Ulzerationen einer fibrosen Plague kénnen schnell zu
Thrombosen fuhren und treten bevorzugt an dinnen Stellen der fibrotischen Kappe auf.
Das Ausdiinnen der fibrotischen Kappe, sowie Blutungen aus den Vasa vasorum der
Acrterie sind insbesondere durch Metalloproteinasen der Makrophagen verursacht

(modifiziert nach der Homepage www.medscape.com/viewarticle).

1.3 Die Angiogenese

Als Angiogenese bezeichnet man das Wachstum von Kkleinen Blutgefal3en
(Kapillaren), Gberwiegend durch Sprossung, aus einem vorgebildeten Kapillarsystem
[12-13]. Hiervon zu unterscheiden ist die Neubildung von BlutgefdRen aus den
sogenannten endothelialen Vorlauferzellen, welche als Vaskulogenese bezeichnet
wird [12].

Man unterscheidet heute im Wesentlichen drei Formen der Neubildung von
Blutgefalien:
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1. Die Vaskulogenese. Als Vaskulogenese wird die Neubildung von
Gefal3strukturen durch zirkulierende Stammzellen (Angioblasten), die sich zu
de-novo-Endothelzellen ausbilden, bezeichnet. Diese Form der Angiogenese
spielt insbesondere bei der Entwicklung des Gefal3systems wahrend der
Embryonalzeit eine Rolle (Abb. 3).

2. Die Angiogenese. Die Angiogenese ist gekennzeichnet durch die Ausbildung
von neuen Gefal3strukturen, die eine Endothelzell-Auskleidung sowie auch
glatte Muskelzellen und Perizyten aufweisen. Die Angiogenese spielt im
adulten Leben eine wichtige Rolle, etwa als Reparatur-Prozess bei der
Wundheilung (Abb. 3).

3. Die Arteriogenese. Bei der Arteriogenese kommt es zur Ausbildung von
kleineren Arteriolen und Arterien, die samtliche drei Wandschichten (Endothel,

Tunica media, Tunica adventitia) besitzen.

Angiogenese kommt neben der Embryonalentwicklung auch physiologisch im adulten
Organismus in den weiblichen Reproduktionsorganen vor [14], zum Beispiel wéhrend
der Follikelreifung, der Bildung des Corpus luteum, der Entwicklung der Plazenta
sowie in der Milchdrise im Verlaufe der Graviditat [15]. AuRerdem ist die
Angiogenese  entscheidend bei regenerativen Vorgdngen wie der Wundheilung
beteiligt [16-17]. Bei diesen Prozessen ist die Angiogenese streng reguliert, sie wird
fur kurze Zeit initiert und anschlieBend komplett inhibiert. Dagegen spielt eine
unkontrollierte  Blutgefalbildung bei verschiedenen Erkrankungen, wie der
diabetischen Retinopathie, der rheumatoiden Arthritis und vor allem bei
Tumorwachstum und Metastasierung eine malf3gebliche Rolle [18]. Weiterhin ist die
Angiogenese ein charakteristisches Merkmal im atherosklerotischen Prozess [19-20]
und korreliert mit dem Schweregrad der Arteriosklerose [21]. Die Angiogenese
beeinflusst den Prozess der Arteriosklerose auf zwei verschiedenen Ebenen. Auf der
einen  Seite  férdert sie die Bildung von KollateralgefaRen  als
Kompensationsmechanismus zur Durchblutungsbesserung [22], auf der anderen
Seite fuhrt sie zu einer Progression der Arteriosklerose durch Plaquedestabilisierung

auf dem Boden der Angiogenese in der atherosklerotischen Plaque. Die neu

11


http://de.wikipedia.org/wiki/Stammzellen
http://de.wikipedia.org/wiki/Endothel
http://de.wikipedia.org/wiki/Adult
http://de.wikipedia.org/wiki/Wundheilung
http://de.wikipedia.org/wiki/Arteriogenese
http://de.wikipedia.org/wiki/Arteriole
http://de.wikipedia.org/wiki/Arterie
http://de.wikipedia.org/wiki/Endothel
http://de.wikipedia.org/wiki/Tunica_media
http://de.wikipedia.org/wiki/Tunica_adventitia

gebildeten Kapillaren verursachen

Plaquerupturrisiko [23-24].

Intraplaque-Hamorrhagien und erhdhen das

Vasculogenesis
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Abb. 3 Vaskulogenese und Angiogenese

a) Vaskulogenese: Neubildung von Gefal3strukturen durch zirkulierende Stammzellen
b) Angiogenese: Sprossung von neuen Kapillaren aus einem vorgebildeten
Kapillarsystem (modifiziert nach der Homepage www.tufts.edu)

1.3.1 GefaBwachstum

Die Angiogenese stellt einen komplexen, kaskadenartig ablaufenden Vorgang dar,
welcher aus dem intensiven Zusammenspiel von Zellen, l6slichen Faktoren und
extrazellularen Matrixkomponenten resultiert. Die angiogene Kaskade beinhaltet
Wachstum und Stabilisierung des neuen Gefal3es [25]. Endothelzellen, aktiviert durch

einen angiogenen Stimulus, missen sich zur Initiierung der angiogenen Kaskade von
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ihren Nachbarzellen l16sen, bevor sie in das umgebende Gewebe migrieren kdénnen.
Maf3geblich beteiligt sind hierbei Zelladhasionsmolekiile [26].

Lokal werden die Basalmembran und die umgebende interstitielle Matrix aufgelost
[27]. Die hierfur notwendigen proteolytischen Enzyme, die zum Plasminogen-Aktivator
(PA)- und Matrix-Metalloproteinase (MMP)-System gehéren [27], werden unter
anderem von Endothelzellen und Perizyten gebildet [28]. Im Anschluss an die lokale
Degradation der extrazellularen Matrix beginnen die ersten Endothelzellen an dieser
Stelle in Richtung des angiogenen Stimulus zu migrieren. Hinter der Front der
migrierenden Zellen erfolgt eine Proliferation von Endothelzellen, die zur
Verlangerung des endothelialen Stranges fuhrt. Die Stimulation der Zellen erfolgt
durch eine Reihe von pro-angiogenen Faktoren, welche zum Teil aus der
degradierten Matrix freigesetzt werden [29].

Ist ein Kapillarspross aus mehreren Endothelzellen gebildet, erfolgt an der Spitze des
Sprosses erneut eine Degradation der extrazellularen Matrix, welches eine weitere
Invasion der Zellen erlaubt. Die offenen Enden der gebildeten kapillaren Sprosse
fusionieren durch eine Anastomose und es kommt zur Schlingenbildung (,loops®).
Ausgehend von den neu gebildeten Schlingen entsteht durch weitere Migration und
Proliferation von Endothelzellen schlie3lich ein Netzwerk kapillarahnlicher Strukturen
[30]. Zur Stabilisierung des neu gebildeten Gefal3es missen zunéchst Migration und
Proliferation der Endothelzellen sowie die extrazellulare Proteolyse eingestellt
werden. Dann erfolgt die Rekonstruktion der Basalmembran und der interstitiellen
Matrix [31] sowie bei den meisten Gefalden zusatzlich die Anlagerung von Perizyten
[32-33](Abb. 4). Die Stabilisierungsphase ist entscheidend fur das Fortbestehen der
neu gebildeten Gefalle, da unreife GefalRe bei Wegfall des angiogenen Stimulus

schnell der Apoptose und Regression unterliegen kénnen [34].
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1.3.2 Die Regulierung der Angiogenese

Die Aufrechterhaltung des endothelialen Ruhezustandes erfolgt wahrscheinlich durch
die Anwesenheit von endogenen anti-angiogenen Faktoren. Darlber hinaus kommen
in Geweben mit physiologischer Angiogenese oft pro- und anti-angiogene Faktoren
nebeneinander vor. Diese Beobachtungen haben zu der Hypothese geflihrt, dass die
Aktivierung des Endothels von der Balance zwischen den gegensatzlichen
Regulatoren abhangt [35]. Die Dominanz pro-angiogener Faktoren fuhrt zur
Aktivierung des Endothels, wahrend der endotheliale Ruhezustand Resultat des
Vorherrschens von endogenen Inhibitoren bzw. der Erschdpfung pro-angiogener
Faktoren ist. Diesbeziglich unterscheidet man zwei Formen der therapeutischen
Anwendung des Prinzips Angiogenese: die anti-angiogenetische Therapie und die
pro-angiogenetische Therapie. Sie spielen eine Rolle in der Therapie der koronaren
Herzerkrankung, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und der

Tumorerkrankungen [36-37]. In den vergangenen Jahren wurden viele pro- und anti-
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angiogene Faktoren identifiziert und in in vitro- und in vivo-Modellen der Angiogenese

auf ihre Wirkung und Wirkungsweise untersucht.

1.3.3. In vitro-Modelle der Angiogenese

Vaskulare Explantate, d.h. kleine Sticke oder Ringe von Gefal3en, kdnnen in
Kulturschalen, beschichtet mit Matrigel (lamininreicher Extrakt, gewonnen aus einem
murinen Sarkom), Fibrin- oder Kollagengelen, eingebettet und kultiviert werden.
Eingesetzt werden beispielsweise Explantate der Aorta [38-40] oder der Nabelschnur
[41]. Explantate kénnen zur Beobachtung aussprossender Gefal3e Uber einen
Zeitraum von 2-3 Wochen in Kultur gehalten werden. Sie erfullen optimale
Bedingungen fur ein in vitro-Modell, da die GefaRRarchitektur erhalten bleibt und somit
beispielsweise das Studium heterotypischer zellularer Interaktionen moglich ist.
Nachteilig ist jedoch, dass die individuellen Rollen der einzelnen Zelltypen (z.B.
Endothelzellen, Perizyten, glatte Muskelzellen, Fibroblasten) in den verschiedenen
Stadien der angiogenen Kaskade nicht voneinander zu unterscheiden sind [25].

Die erste Studie zur in vitro-Angiogenese wurde 1980 von Folkman und Haudenschild
[42] in Nature publiziert, die nach einer Langzeitkultivierung von mikrovaskularen
Endothelzellen deren Organisation in kapillarahnliche Strukturen mit einem zentralen
Lumen beobachteten. Inzwischen wurden viele in vitro-Modelle mit Endothelzellen
aus unterschiedlichen Geweben, Organen und GefaRen entwickelt, welche zum
genauen Verstandnis der Molekular- und Zellbiologie der Angiogenese beigetragen
haben [25, 43-44]. In diesen in vitro-Assays konnen die meisten Stadien der
angiogenen Kaskade, einschliel3lich Proliferation, Migration und Differenzierung der
Endothelzellen, auch unabhéngig voneinander, analysiert werden [45].

Die Migration von Endothelzellen kann beispielsweise mithilfe der Boyden-Kammer
untersucht werden. Diese Kammer besteht aus zwei Ubereinander liegenden Teilen,
die durch einen Membranfilter getrennt sind. Chemotaktische Lésungen werden im
unteren Teil der Kammer platziert, wahrend die Zellen in die obere Halfte eingesat
werden. Nach Inkubation kann dann eine Migration der Endothelzellen durch den

Filter in den unteren Teil der Kammer beobachtet werden, wo diese ausgezahlt
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werden konnen [46-48]. Die endotheliale Migration kann auch durch ,Scratching®
(Verletzen, Ankratzen) eines konfluenten Zelllayers und anschlieRende Kalkulation
der Zellen, die in den nun freien Bereich migrieren, studiert werden [49-50].
Proliferationsstudien basieren auf Zellzédhlung [51-54], Thymidin-Inkorporation [53-56]
oder immunhistochemischer Farbung proliferierender Zellen mit Antikrpern gegen
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) und anschlieBender Zahlung
immunopositiver Zellen [57-58]. Grundséatzlich unterscheidet man zweidimensionale
und dreidimensionale Modelle [25]. Eine andere Form zum Studieren der Bildung
kapillarahnlicher Strukturen sind Kokulturmodelle von Endothelzellen mit stromalen
Zellen.

Dreidimensionale Modelle basieren auf der Invasion aktivierter Endothelzellen in ein
dreidimensionales Substrat aus extrazellularen Matrixkomponenten, wie Kollagen
oder Fibrin. Die Endothelzellen kénnen dabei von einem Gel Uberschichtet werden
[59-60] bzw. auf einem Gel [61-62] oder zwischen zwei Gelschichten (,Sandwich®)
kultiviert werden [63-64]. Das Kulturmedium wird entweder vor der Polymerisation des
Gels oder im Anschluss hinzugefligt. Entscheidend bei der Verwendung von
Polymeren ist die genaue Bestimmung der Konzentration und biochemischen
Parameter der Matrix, da diese die Dichte und mechanischen Eigenschaften des
Substrates beeinflussen [65] und zu unterschiedlichen endothelialen Ph&anotypen
fuhren kdnnen [66].

Daruber hinaus ist auch die Proteolyse der Matrix ein kritischer Faktor [61], der unter
Umstanden den Einsatz exogener Antiproteasen zur Limitierung der Geldegradation
erforderlich macht [40].

Dreidimensionale Modelle der in vitro-Angiogenese berlcksichtigen die dritte
Dimension und stellen daher realitdtsnahe in vitro-Systeme dar. Sie sind u.a. geeignet
zur Untersuchung der Wirkung von pro-angiogenen [67-69] und anti-angiogenen
Substanzen [70], der Rolle von Metalloproteinasen [52] und Zelladhasionsmolektlen
[71-73], sowie der Fibrinolyse wahrend der Bildung kapillardhnlicher Strukturen [74-
76].

Daruber hinaus eignen sie sich auch fur Untersuchungen von Apoptose [77-79]. Auch

die Bioverfugbarkeit pro-angiogener Faktoren durch Erzeugung eines Gradienten
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kann in diesen dreidimensionalen Modellen nachgeahmt werden. Dies ist méglich,
wenn die Zellen in ein Gel oder zwischen zwei Gelschichten eingesat werden und das

Kulturmedium erst nach der Polymerisation der Gele hinzugegeben wird [80].

1.4. Die Rolle der Lipoproteine in der Atherogenese

1.4.1 Bedeutung der oxidierten Low Density-Lipoproteine

Zahlreiche klinische, epidemiologische und experimentelle Studien belegen, dass
vor allem ein erhdhter Plasma-LDL (low density lipoprotein)-Spiegel einen
entscheidenden Risikofaktor fur die Atherogenese darstellt [81-82].

Die Funktion dieser Stoffgruppe besteht im Transport von Triglyceriden und
Cholesterin durch das Plasmakompartiment zu ihren verschiedenen
Bestimmungsorten. Sie sind strukturell kugelférmige Lipid-Protein-Komplexe mit
einem lipophilen Kern aus Triglyceriden und Cholesterinestern und einer
hydrophilen Schale aus Phospholipiden und freiem Cholesterin. Als weitere
Komponente der Lipoproteinoberflache enthalten sie spezielle Proteine,
sogenannte Apoproteine, die malgeblich die funktionelle Eigenschaft der
Lipoproteine bestimmen. 1979 machten Goldstein et al.[83] die Entdeckung,
dass chemisch modifizierte LDL, wie acetylierte und malondialdehyd-konjugierte
LDL, Uber einen bestimmten Rezeptor in Makrophagen und Monozyten
aufgenommen werden und deren Umwandlung in Schaumzellen férdern. Dieser
sogenannte Scavenger-Rezeptor ist spezifisch fir modifizierte LDL; er nimmt
keine nativen LDL auf. In den folgenden Jahren fanden Henriksen et al. [84]
heraus, dass oxidativ modifizierte LDL vom Scavenger-Rezeptor erkannt werden
und Endothel- und glatte Muskelzellen die LDL-Oxidation in vitro fordern [85].
1989 konnten Yla-Herttuala et al. [86] zeigen, dass sich in atherosklerotischen
Lasionen hauptsachlich oxidativ modifizierte LDL befinden.

Heute wird die oxidative Modifizierung der LDL als der atherogene Effekt der
Lipoproteine angesehen [81, 87](Abb. 5). Man geht davon aus, dass die

oxidative Schéadigung von Makromolekilen im Allgemeinen einen wichtigen
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Beitrag zu degenerativen Alterungsprozessen liefert [88]. Bei Patienten mit KHK
und peripherer AVK finden sich im Plasma erhohte Spiegel an

Lipidperoxiden[89].

LDL Oxidation in Atherogenesis
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1.4.2 Pathophysiologie der Atherogenese

Die im Blut zirkulierenden LDL akkumulieren subendothelial in der GefaBwand der
Arterien und werden dort oxidativ modifiziert. Die sogenannten minimal modifizierten
LDL induzieren die Produktion von Chemotaktinen und Wachstumsfaktoren durch
ortsstandige Zellen, wie z. B. P-Selektin [90-91], Monocyte-chemoattractant-protein 1
(MCP-1) [92], Monocyte-colony-stimulating-factor (M-CSF) [93-94]. Dadurch werden
Monozyten angelockt, stimuliert und in Makrophagen umgewandelt [95]. Durch die
Umwandlung von Monozyten zu Makrophagen mit hoher oxidativer Kapazitat wird die
weitere Oxidation der LDL geférdert [84]. AuRerdem produzieren die Makrophagen
chemotaktisch  wirksamen  platelet-derived  growth  factor (PDGF) und
Wachstumsfaktoren, die auf glatte Muskelzellen wirken [11].

Das Apoprotein B-100 der vollstandig oxidierten LDL (ox. LDL) ist so stark verandert,
dass die LDL nicht mehr vom LDL-Rezeptor, sondern vom Scavenger-Rezeptor auf
den Makrophagen erkannt und aufgenommen werden. Der Scavenger-Rezeptor
unterliegt keinem negativen Feedbackmechanismus [96-97]. So kommt es zur
massiven Aufnahme von oxLDL in die Makrophagen und zu deren Umwandlung in
Schaumzellen.

Zusatzlich zur Foérderung der Schaumzellbildung haben oxidierte LDL bzw. Produkte
der Lipidoxidation folgende Effekte.

Ox.LDL stimulieren die Sekretion von Interleukin-1, einem Wachstumsfaktor fur glatte
Muskelzellen [98], und verstarken die adhasiven Eigenschaften der Endothelzellen
[99]. Weiterhin aktivieren vollstandig oxidierte Lipide einen NFxB-&hnlichen
Transkriptionsfaktor und induzieren die Expression von Genen, die NFkB-
Bindungsstellen enthalten [100]. Die Proteinprodukte dieser Gene initiieren die
entzindliche Antwort, die zur Bildung von fatty streaks fuhrt [101].
Lysophosphatidylcholin, ein biologisches Lipid und Produkt der LDL-Oxidation, ist ein
Chemotaktin fur Monozyten [102] und T-Lymphozyten [103]. Es induziert die Bildung
der Adhasionsmolekile VCAM-1 und ICAM-1 [104] und verstarkt die Expression von
PDGF und heparin-binding epidermal growth factor in Endothelzellen und glatten

Muskelzellen [105]. Aul3erdem wirken vollstédndig oxidierte LDL in vitro toxisch auf

19



Makrophagen und kénnten so an der Ausdehnung des entziindlichen Prozesses
beteiligt sein [106].

Minimal modifizierte LDL induzieren in Endothelzellen [107] und Monozyten [108] die
Produktion von Gewebethromboplastin, welche normalerweise nur in der Adventitia
erfolgt. Dadurch kommt es bei Arterienverletzungen mit Freilegung der Adventitia zur
Aktivierung der Gerinnung. Endothelzellen, die oxLDL ausgesetzt sind, bilden
verstarkt einen Inhibitor des Plasminogenaktivators [109]. Das strémende Blut wird
bei Plaqueruptur hohen Gewebethromboplastinspiegeln ausgesetzt, und die
Thrombusbildung mit den entsprechenden klinischen Erscheinungen wird initiiert. Die
reaktive Vasodilation durch NO und die daraus resultierende mechanische Entfernung
des Thrombus wird durch eine ebenfalls oxLDL-vermittelte lokale Reduktion des NO
verhindert [110].

1.4.3 Rolle von LPC bei der Atherogenese

LPC gehort zu der Familie der Lysophospholipide (LPL). LPL sind Metabolite aus der
Biosynthese von Phospholipiden der Plasmamembranen. Lysophospholipide (LPL)
gewannen als Botenstoffe in den letzten Jahren zunehmend an Aufmerksamkeit im
Zusammenhang mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR), an welche sie mit
hoher Affinitat binden.

Lysophosphatidylcholin  (LPC) entsteht durch die hydrolytische Spaltung von
Phosphatidylcholin mittels der Calcium-unabhéangigen Phospholipase A2 (iPLA2)
wahrend der LDL-Oxidation [111] (Abb. 6).

LPC ist bereits seit langem als Hauptbestandteil von oxidierten LDL-Partikeln bekannt
[102, 112].

Im Speziellen ist LPC verantwortlich fir viele Effekte von ox-LDL [113-114].
Zahlreiche Studien beweisen seine atherogene Wirkung durch Inhibierung der
endothelabhdngigen Relaxation, Aktivierung von Adhasionsmolekilen und
Stimulation der Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen [115] sowie
Endothelzellen [116-117].
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1.5 Die Pharmakotherapie mit Statinen

Da die Hyperlipidamie eine der Hauptursachen der Atherosklerose ist, wurde die
Senkung des erhohten Serum-Cholesterins zum zentralen Bestandteil der
medikamentdosen Therapie. Die HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Statine)
hemmen in der Leberzelle die endogene Cholesterinbiosynthese. Dadurch
werden in der Leberzelle LDL-Rezeptoren verstarkt exprimiert, was eine
Abnahme des plasmatischen LDL-Spiegels zur Folge hat (Richter WO et al.
1995).

Gunstige Effekte auf Morbiditat und Mortalitat wurden durch mehrere grol3e
Studien eindeutig belegt. Die Reduktion ischamischer Ereignisse (Erst- als auch
Folgeereignisse) und die Senkung der Mortalitat sind fur Statine in der
Sekundérpravention [118-120] als auch in der Primarpravention [121] belegt.

Der Erfolg der Statintherapie ist nicht nur in der Senkung des
Plasmalipidspiegels, sondern auch in der gunstigen Beeinflussung weiterer, an
der Atherogenese beteiligter Prozesse begriindet. Diese pleiotrop genannten
Effekte sind groR3tenteils eine Folge der Hemmung der HMG-CoA-Reduktase.
Auf dem Syntheseweg des Cholesterins entstehen im Mevalonat-Stoffwechsel
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die Intermediarprodukte Geranylpyrophosphat und Farnesylpyrophosphat,
sogenannte Isoprenoide. Diese lipophilen Molekille werden im Rahmen von
posttranslationellen Modifikationen an verschiedene intrazellulare Signalmolekile
gebunden. Insbesondere GTP-bindende Proteine wie Rac, Rho oder Ras
bendtigen fur ihre korrekte Lokalisation und Funktion die Isoprenylierung durch
Geranylgeranylpyrophosphat bzw. Farnesylpyrophosphat. Ras und Rho
regulieren den Zellzyklus. Rho spielt eine wichtige Rolle in der Funktion des
Zytoskeletts, der Aktivierung von glatten Muskelzellen und des Plasminogen-
Aktivator-Inhibitors (PAI) und der Hemmung der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) sowie des Gewebs-Plasminogen-Aktivators (tPA) [122](Abb. 7).
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1.5.1 Pleiotrope Effekte von Statinen

1.5.1.1 Endotheliale Funktion: NO-Bioverfugbarkeit und Endothelin-1-
Synthese

Eine Verbesserung der endothelialen Dysfunktion durch eine Statintherapie
konnte bereits vor Senkung des LDL-Cholesterins nachgewiesen werden. Eine
Therapie mit Statinen fuhrt zu verstarkter endothelialer NO-Freisetzung durch
verstarkte Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS). Ursache hierfur
ist die Stabilisierung der mRNA. Ferner erfahrt die eNOS eine
Aktivitatssteigerung durch Aktivierung der Akt-Kinase und durch verminderte
Expression des eNOS-Inhibitors Caveolin-1.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass Statine die Synthese des vasokonstriktiv
wirkenden Endothelin-1 (ET-1) hemmen. Physiologisch wird die ET-1-Synthese
durch NO inhibiert. So kann die verstarkte NO-Freisetzung auch indirekt die ET-
1-Produktion hemmen [123-124].

1.5.1.2 Antioxidative Effekte

Oxidativer Stress spielt eine Hauptrolle in der Atherogenese. Sauerstoffradikale
bauen NO ab, modifizieren oxidativ LDL-Partikel und verstéarken die endotheliale
Dysfunktion. Statine hemmen die NADPH-abhéngige-Oxidase in Endothelzellen
und verstarken die Katalase-Expression in glatten GefalBmuskelzellen. So
werden weniger Sauerstoffradikale gebildet und verstarkt abgebaut. Durch eine
verminderte Oxidationsfahigkeit aktivierter Makrophagen wird ebenfalls die
oxidative Modifikation von LDL-Partikeln unter einer Therapie mit Statinen
vermindert. Eine verstarkte NO-Freisetzung ist ebenfalls mit einem verstarkten

Abbau von freien Sauerstoffradikalen verbunden[124-125].
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1.5.1.3 Antiinflammatorische Effekte

Die Interaktion zwischen Blutleukozyten und GefaRendothelzellen stellt einen
wichtigen Schritt in der Entzindungsreaktion an der atherosklerotischen
Plaque dar. Eine Verminderung der Interaktion ist bedeutsam fur die
Progression der Erkrankung [126]. Es konnte nachgewiesen werden, dass
eine Statintherapie die Expression von Adhasionsmolekilen, aber auch die
direkte Interaktion zwischen Endothelzellen (P-Selectin) und Leukozyten
(ICAM-1, LFA-1, CD11a, CD11b, CD18, CD40) verringert. Die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-6, MCP-1) wird ebenfalls durch
Statine reduziert. Zusatzlich konnte auch eine Statin-vermittelte Reduktion
des Plasma-CRP-Spiegels erreicht werden [123-124, 127-128].

1.5.1.4 Plaquestabilitat

Die Stabilitat einer atherosklerotischen Plaque wird durch die Dicke der
fibrosen Kappe, den Fettanteil, sowie den Anteil von glatten Muskelzellen und
Makrophagen bestimmt. Statine senken nicht nur den extrazellularen
Cholesterolgehalt. Sie inhibieren auch die Migration von Monozyten, deren
Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen, und sie verhindern Proliferation und
Migration von glatten GefalBmuskelzellen. Damit wird durch eine
Statintherapie der progressiven Destruktion der GefaBwandstrukturen
entgegengewirkt und die Plaque stabilisiert. Weiterhin konnten neben
antiproliferativen auch pro-apoptotische Eigenschaften von Statinen an
glatten GefalRmuskelzellen nachgewiesen werden [129-130].

1.5.1.5 Thrombozyten und das plasmatische Gerinnungssystem

Hyperreaktive Thrombozyten und Gefal3wandverletzungen fihren zu
plotzlichen thrombotischen Ereignissen. Die Behandlung mit Statinen zeigt
sowohl in experimentellen als auch in klinischen Studien glnstige
Auswirkungen. Verschiedene Mechanismen tragen zu einer Hemmung der

Thrombozytenreaktivitat unter einer Therapie mit Statinen bei [131-132].
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Eine Hemmung der Thrombozytenreaktivitat trat nach mehrwdchiger
Statintherapie auf. Zusatzlich konnte mittels in-vitro-Experimenten eine direkte
antithrombozytare Wirkung von lipophilen Statinen nach 30-minutiger
Inkubation mit Thrombozyten nachgewiesen werden[133].

1.5.1.6 Neovaskularisation

Exzessive Neovaskularisation wurde unter anderem bei verschiedenen
Krebserkrankungen, aber auch bei der Atherosklerose nachgewiesen. Ergebnisse
frherer Studien zeigen eine Diskrepanz bezuglich der Wirkung der Statine auf die
in vitro-Angiogenese. Wahrend einige Studien einen antiangiogenetischen Effekt
der Statine beschreiben [134], weisen andere eine proangiogenetische Wirkung
nach [135].

1.6 Lipid Rafts

Biologische Membranen sind keine starren Strukturen, denn die Lipide und viele
Membranproteine sind permanent in vorwiegend lateraler Bewegung. Ausgehend
von dieser Beobachtung entwarfen Singer und Nicolson im Jahr 1972 [136] ein
Modell fir die Organisation biologischer Membranen, das flussige Mosaik (fluid
mosaic). Dieses Modell beschreibt die Membran als zweidimensionale L&sung,
bestehend aus gerichteten globularen Proteinen und Lipiden. Dabei kénnen die
Membranproteine lateral ungehindert in der flissigen Lipidmatrix diffundieren und
sind homogen uber diese verteilt.

Mit dem heutigen Wissen missen biologische Membranen jedoch eher als ein
»,Mosaik von Lipid-Domanen*“ beschrieben werden. So haben Simons und Kollegen
[137] beobachtet, dass die Assoziation zwischen Cholesterin und Sphingolipiden
zur Ausbildung von Mikrodoméanen fuhrt, die wie FI6Re in einer Umgebung aus
Glyzerophospholipiden schwimmen. Diese Einheiten auf der Plasmamembran
werden deshalb auch als Lipid Rafts bezeichnet [138-139].
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1.6.1 Zusammensetzung der Lipid Rafts

Die Bildung von Mikrodomanen kann durch die strukturellen Eigenschaften der
Membranlipide erklart werden. Sphingolipide unterscheiden sich von anderen
Phospholipiden durch ihre langen, meist gesattigten Fettsdureketten, die ein
dichtes Aneinanderpacken der Sphingolipide erlauben. Es entsteht eine gelartige,
geordnete Phase. Durch die Interkalation von Cholesterinmolekilen wird die
laterale Mobilitat erhoht.

Dieser Membranzustand wird als liquid-ordered bezeichnet. Im Gegensatz dazu
verhindern  die  geknickten, mehrfach  ungesattigten  Fettsauren der
Glyzerophospolipide eine starke Interaktion zwischen diesen Phospholipiden. Die

Membranbereiche bleiben flissiger oder liquid-disordered (Abb. 8,9).
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Abb. 8 Lipid rafts

Lipid rafts sind Cholesterin- und Sphingolipid-reiche Mikrodomanen. Es gibt zwei
bekannte Raftdoménen in den Zellmembranen: die planaren lipid rafts und die
caveolae. Durch Rekrutierung verschiedener Signalmolekdle spielen sie eine wichtige

Rolle in der Signaltransduktion (modifiziert nach der Homepage www.nature.com).

Lipid Raft

Glycosphingolipids

Cholestarol

Abb. 9 Lipid Rafts
Mikrodomaéne reichhaltig an Cholesterin und Spingolipiden (modifiziert nach der

Homepage publications.nigms.nih.gov)

Neben Cholesterin und Sphingolipiden sind Lipid Rafts hoch angereichert mit
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPD)-verankerten Molekdlen,
signaltransduzierenden Molekilen sowie einigen transmembranen Proteinen [140-
141]. Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol  (GPI)-verankerte Proteine assoziieren
aufgrund der langen, gesattigten Fettsaurekette des C-terminalen GPI-Ankers
praferentiell mit Lipid Rafts [139]. Uber die Mechanismen der Assoziation von
transmembranen Proteinen mit diesen Mikrodoménen ist wenig bekannt. Eine
Maoglichkeit zur Rekrutierung in Lipid Rafts ist die Palmitylierung der Proteine,
obwohl nicht alle palmitylierten Proteine in Rafts lokalisieren und nicht alle
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transmembranen Raftproteine palmityliert sind [142]. Auch die Sequenz der
transmembranen Domane kann eine Assoziation mit Lipid Rafts vermitteln [143].

Weiterhin sind Lipid Rafts angereichert mit zweifach acylierten Proteinkinasen der
Src-Familie, wie Lck [144], G-Proteinen [145] und anderen signaltransduzierenden

Molekdlen, die den Rafts auf der zytoplasmatischen Seite anheften.

1.6.2 Analyse der Lipid Rafts

Durch die als liquid-ordered bezeichnete Anordnung sind die Sphingolipid-
Cholesterin-Komplexe bei niedrigen Temperaturen relativ unléslich in nicht-
ionischen Detergenzien wie z.B. Triton X-100 [141]. Aufgrund ihrer geringen Dichte
floaten Lipid Rafts nach kalter Extraktion in Triton X-100 bei der Ultrazentrifugation
in einem Saccharosegradienten nach oben [146]. Lipid Rafts werden deshalb auch
als Detergent-insoluble Glycolipid-rich Domains (DIGs), Glycosphingolipid-
enriched Membranes (GEMSs), Low-density Triton-insoluble (LDTI) oder Detergent-
resistant Microdomains (DRM) bezeichnet.

Rietveld und Simons (1998) [147] haben gezeigt, dass Cholesterin essentiell flr
die Integritat der Lipid Rafts ist. Die Manipulation des Cholesteringehalts bietet
demnach eine Mdglichkeit, die Funktion dieser Mikrodomé&nen zu untersuchen. Der
Entzug von Cholesterin durch Methyl-B-Cyclodextrin (MCD) ist dabei die am
haufigsten angewandte Methode [148]. Es sollte aber beachtet werden, dass die
Depletion von Cholesterin nicht nur die Funktionalitat der Lipid Rafts beeinflusst,
sondern dariiber hinaus zellulare Prozesse verdndert und sogar intrazellulare
Organellen betrifft [149]. Neben der Behandlung mit MCD kann der Gehalt an
zellularem Cholesterin durch Inhibition der Biosynthese reduziert werden. Hierbei
finden Inhibitoren der HMG-CoA-Reduktase, sog. Statine, eine breite Anwendung
[150].

Je nach untersuchtem Zelltyp schwankt die Gré3e der Lipid Rafts zwischen 25 und

mehreren 100 nm.
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1.6.3 Funktionelle Bedeutung der Lipid Rafts

Erste Untersuchungen zur Funktion von Mikrodomanen basierten auf der
Beobachtung, dass die apikale Membran in polarisierten epithelialen Zellen im
Vergleich zur basolateralen Membran stark mit Glykosphingolipiden angereichert
ist [151]. Van Meer und Simons postulierten im Jahr 1988 [152], dass diese
unterschiedliche Komposition durch das Sortieren von Lipiden und Proteinen in
spezialisierte  Mikrodoménen des Trans-Golgi-Netzwerkes (TGN) und
anschlieenden apikalen Transport zur Zelloberflache reguliert wird. Neben der
Bedeutung der Lipid Rafts als Sortierstationen fur Proteine [138, 153] wurde eine
Beteiligung dieser Mikrodomé&nen im endozytotischen Transport beschrieben [154].
Daruber hinaus spielen Lipid Rafts eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion in
T- und B-Zellen [155] sowie der allergischen Reaktion [156]. Es wird postuliert,
dass das Clustern von Rezeptoren den Zusammenschluss von Lipid Rafts in
grolRere Komplexe zur Folge hat. Proteine des Signaltransduktionskomplexes, die
zuvor in voneinander isolierten Mikrodomanen lokalisierten, werden so in engen
Kontakt gebracht und dadurch die Signalkaskade gestartet [137] [157].

Viele Pathogene, wie Viren, Bakterien und Parasiten, ,missbrauchen” Lipid Rafts
als Eintrittspforte in die Wirtszelle. So kann das von dem Bakterium Vibrio cholerae
produzierte Cholera-Toxin an das Gangliosid GM1 binden, welches auch als
Raftmarker bekannt ist [158]. HIV-1 nutzt Lipid Rafts, um sich an die Oberflache
von T-Zellen anzuheften [159]. Aul3erdem scheint ein Zusammenhang zwischen
Lipid Rafts und Morbus Alzheimer zu bestehen. Diese Erkrankung ist
charakterisiert durch die Bildung von senilen Plaques, die durch Ablagerung des (3-
amyloiden Peptids (AB) entstehen. Ehehalt et al. [160] konnten zeigen, dass die
Spaltung des Alzheimer-Vorlaufer-Proteins (APP) zu AR von der Integritat der Lipid
Rafts abhangt. Dieser Prozess wird offensichtlich durch Cholesterin reguliert, da
der Entzug von Cholesterin die B-Spaltung in vitro und im Tiermodell verhindert
[138, 161]. Zudem kann durch Blockade der Cholesterinsynthese mit HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren die Pravalenz von Morbus Alzheimer in Patienten reduziert
werden [162-163]. Schliel3lich sind Lipid Rafts essentiell flr die Migration von
Zellen. So konnte gezeigt werden, dass Lipid Rafts an der Spitze von

Adenokarzinomzellen akkumulieren, die in einem chemotaktischen Gradienten
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migrieren. Durch Depletion des =zellularen Cholesterins wird die gerichtete
Migration gestort [164-165].

1.7 Fragestellung

Vor dem Hintergrund der oben beschriebenen Zusammenhange wurden

folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Beeinflusst LPC das endotheliale Sprouting, und wie wird der LPC-
Effekt durch die HMG-CoA-Reduktase-Hemmer  Fluvastatin,
Simvastatin und Cerivastatin moduliert?

2. Wenn die Statine Fluvastatin, Simvastatin und Cerivastatin das
endotheliale Sprouting modulieren, tun sie das

e Uber einen spezifischen HMG-CoA-Reduktase-Weg, wenn ja
e durch Modulation des membranéaren Cholesterin, oder
e durch Beeinflussung der Prenylierung?

3. Wenn die Statine Fluvastatin, Simvastatin und Cerivastatin durch
Modulation der Prenylierung das endotheliale Sprouting beeinflussen,
greifen sie in die Farnesylierung oder in die Geranylierung ein?

4. Wie wird die LPC-induzierte endotheliale Proliferation durch die HMG-
CoA-Reduktase-Hemmer Fluvastatin, Simvastatin und Cerivastatin
moduliert?

5. Basieren die Statin-Effekte beim Sprouting und bei der Proliferation auf
den gleichen Mechanismen?

6. Gibt es einen vergleichbaren Einfluss auf die endotheliale Migration?
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Material und Methoden

. Chemikalien und biologische Stoffe

e HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
e Aqua ad iniectabilia Fa, Pharmacia & Upjohn (Erlangen, Deutschland)
e Lysophosphatidylcholin (LPC, L-a-Lysophosphatidylcholine-gamma-O-
acyl), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
e Fluvastatin (C24H25FNNaO4), Merck (Darmstadt, Deutschland)
e Simvastatin (C25H3906Na), Merck (Darmstadt, Deutschland)
e Cerivastatin (C26H34FNO5), Merck (Darmstadt, Deutschland)
e Methyl-3-Cyclodextrin (MCD), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
e Mevalonat, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
e Geranylgeranylpyrophosphat, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
e Farnesylpyrophosphat, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
e Ethanol reinst., Merck (Darmstadt, Deutschland)
e Fibronektin, Sigma (Steinheim, Deutschland)
e Trypsin, PAA Laboratories (Linz, Osterreich)
e Hank’s balanced salt solution (HBSS), Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
e Waymouth Waschmedium, Bio Whittaker (Verviers, Belgien)
e Endothelial Cell Growth Medium, PromoCell (Heidelberg,
Deutschland)
- ECGS/H
- Fetal Calf Serum
- Epidermal Growth Factor
- Hydrocortison
- Basic Fibroblast Factor
e Methylzellulosepulver, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
e Essigsaure, Merck (Darmstadt, Deutschland)
e Collagen, BD Biosciences (San Jose, USA)

¢ Collagenaseldsung, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
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2.1.1 Gerate

e Mikroskop Olympus IX 51, Olympus Deutschland GmbH (Hamburg,
Deutschland)

e Mikroskop Axiovert 135, Zeiss AG (Jena, Deutschland)

e Mikroplatten, Greiner-bio-one GmbH (Frickenhausen, Deutschland)

e Pipetten (1ml), Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)

e Bluemax/Zellkulturflaschen, BD Falcon (Franklin Lakes, NJ. USA)

e Pipetten (5/10/25ml), Greiner-bio-one GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

e Flow (Sterilbank), NUNC (Wiesbaden, Deutschland)

e Brutschrank, Herra Cell Heraeus (Hanau, Deutschland)

2.2 Zellkultur

Die Endothelzellen wurden aus humanen Umbilikalvenen (HUVEC) nach der

Methode von Jaffe et al. isoliert, identifiziert und kultiviert [166].

2.2.1 Zellisolierung

Die Nabelschnire wurden nach der Abnabelung in einen sterilen Becher
gegeben. Mit einer sterilen Kompresse wurde die Nabelschnur gesaubert und
anschlieBend auf Verletzungen untersucht. Mit einer Knopfkantle wurde die
Nabelschnurvene aufgesucht und zweimal mit 50 ml HBSS durchgespiilt.

Wenn sich die Vene bei diesem Spulvorgang als dicht erwies, konnte sie am
anderen Ende abgeklemmt werden. Danach wurde die Vene mit 0.025%
Collagenaselosung gefillt und im Brutschrank bei 37°C fur 20 Minuten
inkubiert, um die humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) aus ihrem
Zellverband zu l6sen. Inzwischen wurde in ein 50 ml-Réhrchen 1 ml fetales
Kalberserum (FCS) vorgelegt. Nach der Inkubation wurde die
Nabelschnurvene mit 30ml HBSS gespult. Die HUVEC enthaltende
Spullésung wurde in dem vorbereiteten R6hrchen aufgefangen und fir 5

Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
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Zellpellet in 5 ml Endothelial Basal Medium resuspendiert. Die Zellen wurden
abschlieBRend auf ein  mit Fibronektin  vorbeschichtetes 25cmz-

Plastikkulturschalchen ausgesat.

2.2.2 Zellidentifikation

Die Identifikation der Zellen als Endothelzellen geschah durch
lichtmikroskopische Beurteilung der Morphologie.

Im Lichtmikroskop hilft zur Identifikation das sog. ,,Cobblestone®- Phanomen:
Endothelzellen bildeten einen kopfsteinpflasterartig angeordneten Monolayer.
Fibroblasten oder glatte Muskelzellen hingegen imponieren als spindelférmige
Zellen, die sich im Zellverband nicht als Monolayer, sondern als sich

gegenseitig Uberlappende Zellgruppierung darstellen.

2.2.3 Kultivierung

Die Kultivierung der HUVEC wurde in einem Brutschrank bei 37°C mit einem
CO,-Anteil von 5% durchgefiihrt. Die Zellen wurden aus der Primarkultur in
mit Fibronektin vorbeschichtete 25 cm2-Plastikkulturflaschen Uberfihrt,
sobald diese zu einem ,Zellrasen” zugewachsen waren.

Als Nahrmedium wurde das Endothelial Cell Growth Medium verwendet. Alle
zwei bis drei Tage wurde das Nahrmedium gewechselt. Eine Passagierung
der Zellen wurde immer dann durchgefihrt, wenn sie ihre Kulturflasche
konfluent bewachsen hatten. Um die Zellen zu passagieren, wurden sie
kurzzeitig mit Trypsin-EDTA-L6sung inkubiert. Unter dem Lichtmikroskop
konnte beobachtet werden, wie die Zellen sich abkugeln und von dem Boden
der Kulturflaschen ablésen. Dieser Vorgang wurde durch die Gabe von FCS
abgestoppt. Die Zellen wurden bei 1200 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Zellen in Nahrmedium resuspendiert und in
mit Fibronektin vorbeschichtete Kulturflaschen in einer Dichte von ca. 3000
Zellen/cm? erneut ausgesat.

Die Wachstumsdichte und die Zellmorphologie wurden taglich unter dem

Lichtmikroskop beurteilt. Eventuelle Kontaminationen mit Bakterien konnten
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so ebenfalls erkannt werden. Kulturgefale, die sich als mikrobiell kontaminiert

herausstellten, wurden verworfen.

2.3 Proliferationsassay

Die Proliferation der Endothelzellen ist ein wichtiger Teilschritt der Angiogenese.
Wahrend migrierende Zellen an der Front den Weg fur das neue Gefaly ,bahnen®,
proliferieren die nachfolgenden Endothelzellen. In jungster Zeit wird dartber
hinaus diskutiert, welche Rolle die Rekrutierung und der Einbau zirkulierender
endothelialer Vorlauferzellen bei der Angiogenese spielen.

Nach der Definition ist mit Proliferation die Vermehrung von Zellen durch
Zellteilung gemeint. Idealerweise séat man also einfach eine definierte Anzahl von
Zellen aus und zahlt an verschiedenen Tagen die Anzahl der Zellen in 5
mikroskopischen Gesichtsfeldern. Mit Hilfe von Fluoreszenzaufnahmen kann dann
die Anzahl der Zellkerne bestimmt werden. Bei dieser Methodik sind
Fehlinterpretationen nahezu ausgeschlossen, da man visuell die tatsachliche
Teilung der Zellen bestimmt und sich nicht nur auf einzelne Phasen der Mitose
konzentriert. Eine &hnliche Methode wurde zur Bestimmung der
Endothelzellproliferation benutzt.

Bei dieser Methode wurde die Eigenschaft von Kristallviolett verwendet, an die
DNA der Zellen zu binden. (nach Gillies et al. 1986). Jedoch muss darauf
hingewiesen werden, dass aufgrund der fehlenden visuellen Kontrolle nicht direkt
bestimmt werden konnte, ob sich die Zellen tatsachlich geteilt haben oder sich nur
der DNA-Gehalt der Zellen in der Synthesephase vermehrt hat.

2.3.1 Durchfuhrung des Assays

Konfluente (80-90%) Endothelzellen werden von Umbilicalvenen abgel6st und per
Zentrifugation sedimentiert.

Das Sediment wird in 10 ml Wachstumsmedium (Promocell NM) gut suspendiert.
Nach Zahlung der Zellen wird die Zellsuspension auf etwa 1000 Endothelzellen pro
100pl eingestellt. Jeweils 100ul dieser Suspension werden in 6 wells der 48-well-
Platte gegeben.
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Die Platte wird dann 24 Stunden im Brutschrank inkubiert (Adh&sion der Zellen).
Das Wachstumsmedium wird nachfolgend sorgfaltig abgesaugt und sofort durch
100pl der vorbereiteten, vorgewarmten Stimulationslésung ersetzt. Die Platte wird

zum Abschluss 48 Stunden im Brutschrank inkubiert.

2.3.2 Auswertung

Nach 48 Stunden wurden die 48-well-Platten aus dem Inkubator genommen. Es
wurden sofort 48ml 5,5% Glutaraldehyd pro well eingegeben. Die Platten wurden
30 min auf einem Schittler inkubiert. Nachfolgend wurde das Medium verworfen,
und die Platten wurden 3mal vorsichtig durch Untertauchen mit Milliporwasser
gewaschen. Nachdem sie vorsichtig abgetropft waren, wurden sie unter Abzug
luftgetrocknet. Nachfolgend wurden pro well 250ul Kristallviolettlosung
eingegeben. Erneut wurden die Platten 3mal vorsichtig gewaschen und abgetropft
und unter Abzug luftgetrocknet. AnschlieBend wurden pro well 100upl 10%
Essigsaure eingegeben. Die Zahl der Zellkerne wurde durch Extinktion bei 595nm

gemessen.

2.4 Planarer Migrationsassay

Mit Hilfe dieser Methode konnte sehr einfach die Migration (Chemokinese, keine
Chemotaxis) von Endothelzellen in Abhangigkeit von verschiedenen Stimuli
untersucht werden. Mit Hilfe dieses Assays wurde der Abstand zweier aufeinander

zu gerichteter Migrationsfronten bestimmt.

2.4.1 Bendtigte Materialien:

e 12-well-Platten

e HBSS

e Wachstumsmedium ( Promocell NM)

e Medium ( 20% FCS in Basalmedium + 50ug/ml Gentamycin + 50ng/mi
Amphotericin B)

e FCS (Fetal calf serum)
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2.4.2 Vorbereitung des Assays

Voraussetzung fur den Assay ist die Verwendung von Silikoneinsatzen (Flexi
PERM). Die Silikoneinséatze werden zunachst in moglichst breiten Mauern mit
geraden Kanten geschnitten und gema&lR Herstellerangaben gereinigt und
sterilisiert. Ublicherweise werden die ,M&uerchen® in aqua destillata gespult und
dann fir ein paar Stunden in 70%igem Athanol geriihrt. AnschlieRend werden
diese zur Trocknung bei eingeschaltetem UV-Licht unter eine sterile Werkbank
gelegt.

In jedem well einer 12-well-Platte wird jeweils ein Mauerchen eingesetzt. Dabei
wird das Mauerchen mit Hilfe einer Pinzette genommen und plan und mittig unter
leichtem Druck auf die Plastikoberflache aufgesetzt. Anschlieend wird die
Kulturplatte herumgedreht und kontrolliert, ob die M&uerchen fest und ohne
Lufteinschliisse auf der Oberflache haften.

Konfluente (80-90%) Endothelzellen werden gemalf’ etablierter Laborprotokolle von
dem Kulturgefald abgel6st und per Zentrifugation sedimentiert.

Das Sediment wird in 10ml Endothelzellwachstumsmedium (Promocell NM)
suspendiert.

Nach Zahlung der Zellen wird eine Zelldichte von 200.000 Zellen/ml
Wachstumsmedium eingestellt.

1 ml der Zellsuspension wird in die vorbereiteten wells ausgesét und in der Platte
Uber Nacht inkubiert (normalerweise werden etwa 25.000 Endothelzellen (EC) pro

cm2 Wachstumsflache in die wells gegeben).

2.4.3 Durchfuhrung des Assays

Beim Start des Assays sollen die Endothelzellen einen Monolayer geformt haben,
der dem Silikonm&uerchen homogen und dicht anliegt. Mit einer sterilen Pinzette
werden die Mauerchen rasch gezogen und in aqua destillata gespiilt.

Nach Entfernung der Mauern entsteht ein sauberer Zellrand, von dem aus die
Zellen in die von den Mauerchen freigehaltene Flache hinein migrieren. Das
Medium wird abgesaugt und die Zellen einmal mit Waschmedium gewaschen.

Das entsprechende Stimulationsmedium wird zugesetzt, der Startwert ermittelt

(siehe Auswertung) und die Platte fiir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.
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2.4.4 Auswertung

Fur die Auswertung werden ein Mikroskop (Olympus 1x51) und ein Computer-
gestutztes Analyseverfahren verwendet.

Zur Bestimmung der Migration wird der Abstand der beiden Migrationsfronten an
drei Stellen gemessen. Der Ausgangswert (A) wird kurz vor Zugabe der
Stimulationsmedien gemessen. Dazu wird der Abstand zwischen den
Migrationsfronten mittig, oberhalb und unterhalb der Mitte bestimmt (Al, A2, A3).
Selbiges wird am Ende der Inkubationszeit durchgefuhrt (E1, E2, E3). Es werden
jeweils drei Werte bestimmt und gemittelt. Die tatsachliche ,Migrationsleistung®
wird folgendermal3en berechnet:

[(A1+A2+A3)/3] — [(E1+E2+E3/3] / 2

2.5 Drei-Dimensionaler in vitro-Angiogenese-Assay

Der Prozess der Angiogenese umfasst die Sprossung neuer BlutgefaRe aus
bereits bestehenden Kapillaren und deren Regression [167]. Die Angiogenese
erfolgt in einer charakteristischen Kaskade aus Migration, Proliferation,
Differenzierung und Lumenbildung durch vaskuléare Endothelzellen. Die Regulation
der Angiogenese und Antiangiogenese erfolgt im Organismus durch verschiedene
I6sliche Faktoren. Der Einfluss dieser stimulierenden oder hemmenden Faktoren
kann auf den verschiedenen Ebenen der angiogenen Kaskade, wie beispielweise
beim Abbau der Basalmembran, bei der Endothelmigration bzw. —proliferation oder
bei der dreidimensionalen Organisation der Endothelzellen erfolgen. Viele zwei-
dimensionale in vitro-Assays sowie planare Migrations- und Proliferationsassays
wurden durchgefiihrt, um die Eigenschaften der Endothelzellen wéahrend der
Angiogenese zu untersuchen [168]. Zur besseren Imitation der Prozesse der
Angiogenese werden die 3-dimensionalen Assays mit Endothelzellen in Kollagen
oder Fibrimatrix entwickelt [62, 169]. Korff und Augustin [79] haben im Jahr 1999
festgestellt, dass eine kugelige Anordnung der Endothelzellen in einer Matrix zu
deren Stabilitat und Differenzierung fuhrt. Mit der Verwendung von
endothelzellbewachsenen Spharoiden, die in eine Kollagenmatrix inkorporiert
werden, etablierten Korff und Augustin  einen neuen 3-dimensionalen

Angiogenese-Assay.

37



2.5.1 Material

2.5.1.1 Methylzellulose-L6sung

Das Methylzellulosepulver ( 6g, Sigma Cat. No. m-0512, 40000cpi) wird in einer
magnetrihrerhaltigen 500ml-Flasche autoklaviert. Die autoklavierte
Methylzellulose wird in 250ml Basalmedium (60°C) fir 20 Min. aufgeldst.
Zusatzlich werden 250ml Basalmedium hinzugefuigt. Die Losung (500ml) wird dann

fur 1-2 min(4°C) angeruhrt und anschlie3end zentrifugiert (5xg, 2h, RT).

2.5.1.2 Kollagen-Ldsung

Zwei Rattenschwanze werden fir 20 Min. in 70%iges Athanol gelegt. Nach
Entfernung der Haut werden die Schwanze in Athanol gewaschen. AnschlieRend
werden die Sehnen vorsichtig entnommen und erneut fir 20 Min. in Athanol
gewaschen. Die Sehnen werden luftgetrocknet (unter Air-Flow fir 20 Min.) und
dann in 250ml 0,1 %ige Essigsaure fur 48h im Kuhlschrank gelagert. Die Losung

wird portioniert und zentrifugiert (17xg, 1h, 4°C).

2.5.1.3 Kollagenlésung-Aquilibrierung

Zur Kollagen-Aquilibrierung werden 4 ml von der Stocklésung mit 0,5ml eines 10
fach konzentrierten Mediums (M199) so lange gemischt, bis eine fliissige Lésung
entstanden ist. Diese Mischung wird fir 15 Minuten auf Eis gestellt. Um eine
Verfestigung der Mischlésung zu verhindern, wird die Kollagenstockldsung mit
0,1%iger Essigsaure verdunnt (1:2 oder 1:3). Die Losung wird vor Gebrauch mit

sterilem, gekihltem 1N NaOH neutralisiert.

2.5.1.4 Spharoide

In 40ml Methocel-haltiger Loésung (20% Methylzellulose 8ml, 80% FCS 32ml)
werden 160000 ECs aufgeldst. In 4 Platten (96well-Platte, nicht-adharent) werden
100ul der Zellsuspension pro Well pipettiert. Nachfolgend werden die Platten fir
24h im Brutschrank inkubiert (37°C, 5% CO,). Nach 24 Stunden werden die
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Sphéaroide mit einer normalen Pipette aus den 96well-Platten geerntet und in 50ml

Bluemax-Réhrchen Gbertragen.

2.5.2 Durchfuhrung des Angiogenese-Assays

Die 24well-Platten werden auf3en mit Waschmedium umrandet und in einem
Brutschrank vorgewarmt (37°C). Die in den Bluemax-Rohrchen (siehe oben)
geernteten Sphéaroide werden zentrifugiert (3 Min. 500xg). Der Uberstand der
Zentrifugation wird vorsichtig abgesaugt und das verbliebene Pellet (Spharoide)
mit 5ml Methocel-FCS-L6sung (40% FCS, 60% Methylzellulose) tberschichtet. Die
neutralisierte  Kollagen-Mediumlésung (siehe oben) wird sofort auf die
Uberschichteten Sphéaroide pipettiert. Nachfolgend wird die sphéroidhaltige
Kollagen/Methocel-Losung vorsichtig gemischt und in die 24-well-Platten (1ml pro
well) pipettiert. Die Platten werden im Brutschrank (37°C) fir 45 Minuten inkubiert.
AnschlieBend kann mit der Stimulation begonnen werden (100pul/well). Die
stimulierten Platten werden fur 48 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation folgt die
Fixation (siehe unten) des Spharoidgels zur quantitativen Analyse der

Angiogenese.

2.5.3 Quantitative Analyse des endothelialen Sprouting

Die pro- oder antiangiogene Wirkung von verschiedenen Substanzen wird durch
ihre Fahigkeit bestimmt, die Anzahl und die Lange der Sphéaroidsprouts zu erhdhen
oder zu erniedrigen. Aus diesem Grund ist die kumulative Lange von allen Sprouts
eines Sphéaroids (CSL, cumulative sprout length) ein sensitiver Parameter. Die
fixierten 24-well-Platten werden unter das Mikroskop gestellt. Pro well wird die
CSL von mindestens 10 verschiedenen Spharoiden durch eine digitale Bildanalyse

gemessen.

2.6 Statistik

Die erhobenen Daten reprasentieren grundsatzlich Mittelwerte aus mehreren
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Messreihen, die immer mit verschiedenen Zellpraparationen durchgefihrt
wurden. Zusatzlich ist noch der Standardfehler der Mittelwerte (SEM)
angegeben.

Zum statistischen Vergleich der Sprouting- und Proliferationsmessungen
wurde eine multivariante Datenanalyse (ANOVA) durchgefihrt. Ein Niveau
von p<0,05 wurde als signifikant bezeichnet.

Die Berechnungen erfolgten unter Zuhilfenahme des Computerprogramms
SPSS fur Windows (Release 10.0).
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3. Ergebnisse der dreidimensionalen in vitro-
Angiogenese- Assays

3.1 Einfluss von LPC auf das endotheliale Sprouting

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wird die Wirkung von LPC auf das
endotheliale Sprouting untersucht. LPC wird wahrend der LDL-Oxidation
gebildet und hat ahnliche Wirkung wie oxLDL [113-114]. Diesbezuglich
werden die Sphéaroide mit LPC (20 pymol/l) stimuliert. Die LPC-Konzentration
wurde nach den Ergebnissen von Schéfer et al. (2004) [170] ausgewahlt. Die
Stimulation mit LPC fuhrt zu einer Steigerung des endothelialen Sprouting.
Die mittlere kumulative Lange der Sprouts steigt von 212um auf 470um nach
Stimulation mit LPC.

Abb. 10 Drei-dimensionaler in vitro-Angiogenese-Assay ohne Stimulation
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Abb. 11 Der proangiogenetische Effekt von LPC.

Abb. 12 Hochsignifikante Steigerung der endothelialen Sprouts unter

Fluvastatin
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3.2 Einfluss von Statinen auf das LPC-induzierte endotheliale Sprouting

Nachdem der proangiogenetische Effekt von LPC gezeigt wurde, wurde die
Wirkung von Simvastatin, Fluvastatin und Cerivastatin auf das endotheliale
Sprouting untersucht. Die Spharoide werden je nach Ansatz mit LPC und
Simvastatin (2,5 ymol/l) oder Fluvastatin (1 pmol/l) oder Cerivastatin (0,1
pmol/l) inkubiert. Die Stimulation der Spharoide mit den Statinen fuhrt zu einer
hochsignifikanten Steigerung des LPC-induzierten endothelialen Sprouting.
Die mittlere kumulative L&ange steigt bei Fluvastatin auf 2105um, Dbei

Cerivastatin auf 1806um und bei Simvastatin auf 1848um.

Kumulative Sprouti@nge
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Abb. 13 Einfluf3 von Statinen auf das LPC-induzierte endotheliale Sprouting.

Bei einer Stimulation mit 20 pumol/l LPC und einem Statin (1 pmol/l Fluvastatin, 2,5
umol/l Simvastatin, 0,1umol/l Cerivastatin) werden signifikant mehr Sprouts gebildet
(+/- SEM, n=5-22, p<0,05).

3.3 Bedeutung der Hemmung der HMG-CoA- Reduktase fur das
endotheliale Sprouting

Um die Bedeutung der HMG-CoA-Reduktase-Hemmung auf das LPC-

induzierte endotheliale Sprouting zu untersuchen, wird eine Versuchsreihe mit
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Mevalonat durchgefihrt. Die Bildung von Mevalonat aus HMG-CoA unter der
Katalyse der HMG-CoA-Reduktase ist eine Schlisselreaktion der Synthese
des Cholesterins. Es erfolgt eine Stimulation der Sphéroide mit LPC (20
pmol/l), den drei Statinen in der vorherigen Konzentration und Mevalonat (10
pmol/l). Nach der Inkubation der Spharoide mit Mevalonat verursachen die
Statine keine signifikante Steigerung des endothelialen Sprouting. Die mittlere
kumulative Lange der Spharoide unter LPC, Mevalonat und Fluvastatin
betragt 483um, unter Simvastatin 387um und unter Cerivastatin 467um. Der
proangiogenetische Effekt der Statine wird durch Mevalonat aufgehoben. Es
wird also bestétigt, dass die Statin-bedingte Steigerung des LPC-induzierten
Sprouting ein spezifischer HMG-CoA-Reduktase-Effekt ist, da eine
Antagonisierung durch Zugabe von Mevalonat mdglich ist.

Kumulative Sprouti@nge
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Abb. 14 Einflufl von Mevalonat auf das endotheliale Sprouting.
Bei dieser Versuchsreihe zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen LPC
und LPC mit Statinen nach einer Koinkubation mit 10umol/l Mevalonat. Mevalonat

hebt den Effekt der Statine auf (+/- SEM, n=5-19).
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3.4 Die Wirkung der Modulation des membrandsen Cholesterins mittels

Methyl-B-Cyclodextrin auf das LPC-induzierte endotheliale Sprouting

In dieser Versuchsreihe wird die Wirkung von Methyl-3-Cyclodextrin (MCD)
auf das LPC-induzierte endotheliale Sprouting untersucht. MCD gehort zu der
Familie der Oligosaccharide. Es besitzt die Fahigkeit, Cholesterin aus der
Zellmembran zu entfernen und dadurch die Funktion von Lipid Rafts zu
beeinflussen.

Im Rahmen dieser Versuchsreihe untersuchen wir, ob die Statine Simvastatin,
Fluvastatin und Cerivastatin das endotheliale Sprouting durch Modulation des
membrandsen Cholesterins beeinflussen. Dafiir werden die Sphéroide erst
nur mit MCD, dann mit MCD und LPC stimuliert. Das Ergebnis dieses
Versuches zeigt, dass MCD im Gegensatz zu den Statinen zwar zu einer
tendenziellen, aber nicht signifikanten Steigerung des LPC-induzierten
Sprouting fuhrt. Die mittlere kumulative Lange der Spharoide unter MCD und
LPC betragt 944um. Daraus kann gefolgert werden, dass Statine nicht tber
die Senkung des Cholesteringehalts in der Zellmembran wirken .
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Abb. 15 Einflufl3 von MCD auf das endotheliale Sprouting.

Nach einer Koinkubation mit 10 umol/l MCD zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen LPC und LPC plus MCD. MCD hat nicht die gleiche Wirkung
wie Statine auf das endotheliale Sprouting (+/- SEM, n=5-17).
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3.5 Die Rolle der Prenylierung, untersucht mittels Farnesylpyroposphat

und Geranylgeranylpyrophosphat beim endothelialen Sprouting

Mevalonat ist auch das Ausgangssubstrat fur die Isoprenoide Farnesyl- und
Geranylgeranylpyrophosphat. Diese wiederum sind wichtig fiar die
Modifikation und Funktion zahlreicher zellularer Faktoren durch den Prozess
der Isoprenylierung (Takemoto und Liao 2001). Um den
Wirkungsmechanismus der Statin-bedingten Modulation des LPC-induzierten
endothelialen Sprouting weiter zu untersuchen, stimulieren wir die Sphéaroide
mit LPC, den drei Statinen und Farnesylpyrophosphat (FPP) oder
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). Die Inkubation der Sphéaroide mit LPC,
Simvastatin oder Fluvastatin und GGPP zeigt eine signifikante Hemmung des
endothelialen Sprouting. Bei Cerivastatin ist die Hemmung nicht signifikant,
zeigt aber den gleichen Trend. Die mittlere kumulative Lange bei LPC, GGPP
und Fluvastatin war 1112um, bei Simvastatin 1154um und bei Cerivastatin
1139um. Die Prenylierung durch GGPP wird also durch die Statine gehemmit,
da die Zugabe von GGPP den Statin-Effekt aufhebt. Zusatzlich andert die
Zugabe von GGPP alleine (ohne Statine) das LPC-induzierte Sprouting nicht
signifikant.

Dieselben Versuche werden auch mit FPP durchgefuhrt. Dabei kommt es zu
keinen signifikanten Ergebnissen, so dass der Statin- Effekt auf das
endotheliale Sprouting am ehesten in Zusammenhang mit der Prenylierung
durch GGPP steht.
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Abb. 16 EinfluR von GGPP(Gera) auf das endotheliale Sprouting.
Bei einer Stimulation mit LPC, Statinen und GGPP werden signifikant weniger
Sprouts gebildet, als ohne GGPP (+/- SEM, n=5-18, p<0,05, bei Cerivastatin nicht

signifikant, aber mit gleichem Trend).

3.6 Beeinflussung der endothelialen Proliferation durch Statine

3.6.1 Einfluss von LPC auf die endotheliale Proliferation

Nachdem wir die Wirkung und den Wirkungsmechanismus von LPC und
Statinen beobachtet haben, untersuchen wir die Effekte von LPC und Statinen
auf die endotheliale Proliferation. Zuerst werden die Endothelzellen (HUVEC)
mit LPC (20umol/l) stimuliert. Die LPC-Konzentration wurde nach den
Ergebnissen von Schaffer et al. (2004) ausgewahlt. Die durchgefihrte
Untersuchung zeigt eine Steigerung der HUVEC-Proliferation von 42% nach

Stimulation mit LPC im Vergleich zur Kontrolle.

3.6.2 Einfluss von Statinen auf die LPC-induzierte endotheliale

Proliferation.

In dieser Versuchsreihe wird die Wirkung von Statinen auf die LPC-induzierte

Proliferation Gberprift. Die Zellen werden je nach Ansatz mit LPC (20 pmol/l)
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und Cerivastatin (0,1 pmol/l), Fluvastatin (1pmol/l) oder Simvastatin (2,5
pmol/l) kostimuliert.

Nach der Kostimulation mit Statinen ergab sich eine signifikante Reduktion
der LPC-induzierten Proliferation. Die Reduktion bei Simvastatin war 34% im
Vergleich zu der Kontrollgruppe, bei Fluvastatin 37%, und die starkste

Reduktion wurde durch Cerivastatin mit 52% induziert.

%Kontrolle endotheliale Proliferation
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Abb. 17 Einflu von Statinen auf die LPC-induzierte Proliferation.

Bei einer Stimulation mit 20 pmol/l LPC und einem Statin (1 umol/l Fluvastatin, 2,5
umol/l Simvastatin, 0,1 umol/l Cerivastatin) wird die endotheliale Proliferation
signifikant reduziert (+/- SEM, n=4-13, p<0,05).

3.6.3 Bedeutung der Hemmung der HMG-CoA-Reduktase fur die
endotheliale Proliferation

Um die Bedeutung der HMG-CoA-Reduktase-Hemmung auf die LPC-
induzierte Proliferation zu untersuchen, wird eine weitere Versuchsreihe mit
Mevalonat durchgefihrt. Hierbei erfolgt eine Koinkubation der HUVEC mit
LPC, Statinen und Mevalonat in denselben Konzentrationen wie oben. Durch
die Koinkubation mit 10uM Mevalonat kann die Wirkung der Statine auf die

LPC-induzierte Proliferation aufgehoben werden. Die Statine kénnen keine
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signifikante Reduktion der Proliferation induzieren. Es handelt sich also um
einen spezifischen HMG-CoA-Reduktase Effekt.

endotheliale Proliferation
%iKontrolie
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100%

80% T
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0% LPC#Sim LPC#Flu  LPC+Cerl LPC

LPC Ko plus Mev plus Mev plus Mev plus Mev

Abb. 18 EinfluB von Mevalonat auf die endotheliale Proliferation.

Bei einer Koinkubation mit Mevalonat 10umol/l wird die signifikant hemmende
Wirkung der Statine auf die LPC-induzierte endotheliale Proliferation aufgehoben
(+/-SEM, n=3-5).

3.6.4 Die Wirkung der Modulation des membrandsen Cholesterins
mittels Methyl-R-Cyclodextrin auf die LPC-induzierte endotheliale

Proliferation

In dieser Versuchsreihe wird die Wirkung von Methyl- B-Cyclodextrin auf die
LPC-induzierte Proliferaion von HUVEC getestet. Es folgt eine Koinkubation
der HUVEC mit LPC und MCD. Methyl- R-Cyclodextrin hat, wie schon
beschrieben, die Féahigkeit, Cholesterin aus der Zellmembran zu entfernen
und dadurch die Funktion von lipid rafts zu beeinflussen.

Bei der Koinkubation der HUVEC mit LPC und MCD zeigt sich eine Reduktion
der Proliferation um 35% im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Die hemmende
Wirkung von MCD unterscheidet sich also nicht signifikant von der

hemmenden Wirkung von Simvastatin und Fluvastatin auf die endotheliale
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Proliferation. Der ahnliche Effekt von MCD und Fluvastatin und Simvastatin
zeigt, dass der antiproliferative Effekt von Statinen auf die Reduktion des

membrandsen Cholesterins zuriickzufihren ist.

endotheliale Proliferation
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Abb. 19 EinfluB von MCD auf die endotheliale Proliferation.

Der Effekt von MCD auf die LPC-induzierte endotheliale Proliferation unterscheidet
sich nicht signifikant vom Effekt der Statine. Nach einer Stimulation mit MCD 10
umol/l und LPC kommt es zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation (+/-
SEM, n=4-13, p<0,05).

3.6.5 Die Rolle der Prenylierung, untersucht mittels
Farnesylpyroposphat und Geranylgeranylpyrophosphat bei der

endothelialen Proliferation

Zum Schluss wird eine Versuchsreihne mit Farnesylpyrophosphat und
Geranylgeranylpyrophosphat durchgefiihrt. FPP und GGPP spielen, wie
schon beschrieben, eine wichtige Rolle bei der Prenylierung von Proteinen.
Die Prenylierung ist eine posttranslationale Modifikation eines Proteins. Durch
sie wird das Protein mit einem hydrophoben Terpen-Rest (z. B. Farnesol,
Geranylgeraniol) verbunden, um eine Verankerung des Proteins in eine
Zellmembran zu ermoglichen. In dieser Versuchsreihe erfolgte eine
Koinkubation der HUVEC mit LPC, Statinen und FFP oder GGPP. Bei der
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Proliferation zeigten FPP und GGPP keine signifikante Wirkung. Im

Gegensatz zum Sprouting wirken Statine hier nicht Gber die Isoprenylierung.
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Abb. 20 Einflu von GGPP auf die LPC-induzierte Proliferation.
Nach einer Koinkubation mit LPC und Statinen zeigt GGPP keine signifikante Wirkung auf
die Proliferation (+/-SEM, n=3-14).

Die Ergebnisse von FPP werden bei fehlender Signifikanz nicht gezeigt.

3.7 Modulation der endothelialen Migration durch Statine

Als nachster Schritt wurde die Wirkung von LPC und Statinen auf die
endotheliale Migration untersucht. Die durchgefiihrten Versuche ergaben
keinen signifikanten Einflul} der Statine auf die LPC-induzierte endotheliale
Migration.
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4 .Diskussion

4.1. Die Rolle des LPC-induzierten endothelialen Sprouting in der

Atherosklerose und Angiogenese

Oxidiertes low-density-Lipoprotein (oxLDL) spielt die Hauptrolle in der
Pathogenese der Arteriosklerose. Im Speziellen ist die Phospholipid-
Komponente, Lysophosphatidylcholin (LPC), verantwortlich fur viele Effekte
von oxLDL [113-114]. Zahlreiche Studien beweisen seine atherogene
Wirkung durch Inhibierung der endothelabhangigen Relaxation [171],
Aktivierung von Adhasionsmolekiilen sowie Stimulation der Migration und
Proliferation von glatten Muskelzellen [115] sowie Endothelzellen [116-117].
Die Angiogenese beeinflusst den Prozess der Arteriosklerose auf zwei
verschiedenen Ebenen. Auf der einen Seite fordert sie die Bildung von
KollateralgefaRen als Kompensationsmechanismus zur Verbesserung der
Durchblutung [22], auf der anderen Seite fuhrt sie zu einer Progression der
Arteriosklerose durch Plaquedestabilisierung auf dem Boden der
Angiogenese in der atherosklerotischen Plague. Die neu gebildeten Kapillaren
verursachen Intraplague-Hamorrhagien und erhohen das Plaquerupturrisiko
[23-24, 172].

Die Wirkung von LPC auf die Angiogenese wurde in einem dreidimensionalen
in vitro-Angiogenesemodell untersucht. Die Inkubation der Endothelzellen mit
LPC hat eine Steigerung des endothelialen Sprouting verursacht. Der Prozess
der Angiogenese wird also durch LPC aktiviert. Da die Angiogenese ein
charakteristisches Merkmal im atherosklerotischen Prozess ist und mit dem
Schweregrad der Arteriosklerose korreliert [21], kann man demzufolge
behaupten, dass LPC durch Aktivierung der Intraplaque-Angiogenese zu

einem Progress der Arteriosklerose fihrt.

4.1.1 Modulation der Angiogenese durch die Statine Fluvastatin,

Simvastatin und Cerivastatin.

Statine haben einen hohen Stellenwert in der Therapie der Arteriosklerose.

Der Erfolg der Statintherapie liegt nicht nur an der Senkung des Cholesterin-
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Plasmaspiegels, sondern auch an der ginstigen Beeinflussung weiterer bei
der Arteriosklerose beteiligter Prozesse, den sogennanten pleiotropen
Effekten. Ergebnisse friherer Studien zeigen eine Diskrepanz bezlglich der
Wirkung der Statine auf die in vitro-Angiogenese. Wahrend einige Studien
einen antiangiogenetischen Effekt der Statine beschreiben [134], weisen
andere eine proangiogenetische Wirkung nach [135, 173].

Nach der Darstellung der angiogenetischen Effekte des LPC, wurde die
Wirkung von Statinen auf das LPC-induzierte endotheliale Sprouting
erforscht. In  demselben in vitro-Angiogenesemodell wurden die
Endothelzellen zusammen mit LPC und den Statinen Fluvastatin, Simvastatin
und Cerivastatin inkubiert. Dabei ist es zu einer hochsignifikanten Steigerung
des endothelialen Sprouting, vor allem unter Fluvastatin, gekommen. Es wird
gezeigt, dass Statine eine Stimulation der Angiogenese induzieren. Die
Bedeutung der Steigerung des LPC-induzierten endothelialen Sprouting durch
die Statine kann durch folgenden Aspekt erklart werden: Es wird beschrieben,
dass die neu gebildeteten Kapillaren in atherosklerotischen Plaques eine
dinne und schwache Wand besitzen [174-176] und dadurch zur Ruptur
pradisponiert sind. Diese intramurale Einblutung fuhrt nachfolgend zur
Plaque-Destabilisierung und zur Plaqueruptur. Zu den pleiotropen Effekten
der Statine gehoren die Plaquestabilisierung [177-178] und die Reduktion der
Rupturgefahr der Plaques [179]. Durch unsere Ergebnisse lasst sich
vermuten, dass die Statine zur Bildung von neuen stabilen Kapillaren fuhren,
die nicht rupturgefahrdet sind. Die Bildung von dinnwandigen Kapillaren wird
auch bei Tumoren beschrieben [180-181], so dass man diesen Aspekt auch in

der Therapie der Tumorangiogenese berticksichtigen kann.

4.1.2 Analyse der Ursachen der Statin-bedingten Steigerung des LPC-

induzierten Sprouting

Die HMG-CoA-Reduktase ist das Schlisselenzym in der Biosynthese von
Cholesterin, indem diese Hydroxy-R3-Methylglutaryl-CoA zu Mevalonat
reduziert. Die Statine hemmen kompetitiv dieses Enzym. Um den
Wirkungsmechanismus der Statin-bedingten Steigerung des LPC-induzierten

Sprouting zu untersuchen, wurde in einem dreidimensionalen
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Angiogenesemodell eine Koinkubation der Endothelzellen mit LPC, Statinen
und Mevalonat, dem Produkt der HMG-CoA-Reduktase durchgefiihrt. Dabei
ist es zu keiner signifikanten Statin-bedingten Steigerung gekommen. Der
proangiogenetische Effekt von Statinen wird aufgehoben. Damit wird
bestétigt, dass die Statin-bedingte Steigerung des LPC-induzierten Sprouting
ein spezifischer HMG-CoA-Reduktase-Effekt ist, da er durch Mevalonat
antagonisierbar ist.

Cholesterin ist ein wichtiger Bestandteil der Plasmamembran. Spezielle,
reichlich an Cholesterin-Mikrodomanen (lipid rafts) sowie an der Zellmembran
verankerte Signalmolekile spielen eine zentrale Rolle bei Signaltransduktion,
Zellwachstum und Zellmigration [138, 182]. Nach dem Beweis, dass es sich
bei der angiogenetischen Wirkung der Statine um einen spezifischen HMG-
CoA-Reduktase-Weg handelt, haben wir weiterhin untersucht, ob dieser
Effekt in Zusammenhang mit der Modulation des in der Zellmembran
vorhandenen Cholesterins steht. Diesbeziglich inkubierten wir die
Endothelzellen zunachst mit MCD und danach mit MCD und LPC. MCD hat
die Fahigkeit, Cholesterin aus der Zellmembran zu entfernen. Das Ergebnis
unserer Untersuchung zeigt, dass MCD im Gegensatz zu den Statinen keinen
signifikanten Effekt auf die Angiogenese hat. Dies bedeutet, dass der
proangiogenetische Effekt der Statine nicht durch Modulation des
membranaren Cholesterins hervorgerufen wird.

Cholesterin ist nur eines der Folgeprodukte von Mevalonat. Mevalonat ist
auch Ausgangssubstrat fur die Synthese der Isoprenoide Farnesyl- und
Geranylgeranylpyrophosphat. Diese wiederum sind wichtig fiar die
Modifikation und Funktion zahlreicher zellularer Faktoren [122]. Die
Isoprenylierung von bestimmten Proteinen (G-Proteinen, GTP-bindenden
Proteinen wie Rac, Ras und Rho) ist die Voraussetzung fir ihren gezielten
Einbau in die Membrankompartimente der Zelle [183-184]. Die
Isoprenylierung dieser Proteine besitzt auch eine Schlisselposition in der
Signaltransduktion und Regulation zahlreicher Zellfunktionen [185].

Zur weiteren Analyse der Ursachen der Statin-bedingten Steigerung des LPC-
induzierten Sprouting wurde die Rolle der Isoprenoide und der
Isoprenylierung in diesem Prozess untersucht. Diesbeziglich wurden die

Endothelzellen mit LPC, Statinen und Farnesyl- oder
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Geranylgeranylpyrophosphat (FPP, GGPP) inkubiert. GGPP hat zu einer
signifikanten Hemmung des Sprouting durch die Statine gefihrt. Die
Prenylierung durch GGPP wird also durch Statine gehemmt, da die Zugabe
von GGPP den Statin-Effekt aufhebt. Demgegeniber scheint die Prenylierung
des FFP durch Statine nicht moduliert zu werden. Weiterhin haben wir die
Endothelzellen mit LPC und GGPP ohne Statine inkubiert. Die Zugabe von
GGPP alleine ohne Statine &nderte das LPC-induzierte Sprouting nicht
signifikant. Eine mogliche Erklarung fir unsere Ergebnisse wére, dass die
Prenylierung (Geranylisierung) des LPC-Rezeptors durch Statine gehemmt
wird. Weitere Untersuchungen zu den Wirkungsmechanismen des LPC-
Rezeptors sind erforderlich.

Im Rahmen der Angiogeneseversuche wurde gezeigt, dass die Hemmung der
HMG-CoA-Reduktase durch eine verminderte Bildung von Mevalonat und
dem Isoprenoid GGPP, unabhangig vom cholesterinsenkenden Effekt, beim
Prozess des LPC- induzierten Sprouting und nachfolgend der Arteriosklerose
involviert ist. Die Rolle der Prenylierung durch GGPP und der Statine bei der
Angiogenese wird auch in den Studien von Park HJ et al. 2002 [186] und
Katsumoto M. et al. 2005 [187] beschrieben.

Weitere Untersuchungen zu den Wirkungsmechanismen der Statin-bedingten
Modulation der LPC-induzierten Angiogenese sind erforderlich. Die
Ergebnisse der Beeinflussung des Prozesses der Prenylierung durch Statine
kénnen neue interessante Aspekte fur die Therapie der Arteriosklerose sowie

von Tumoren mit sich bringen.

4.2. Bedeutung der LPC-induzierten endothelialen Proliferation und

deren Modulation durch Statine fur die Atherosklerose und Angiogenese

Die Proliferation von Endothelzellen ist ein wichtiger Schritt im Prozess der
Angiogenese. In atherosklerotischen L&sionen ist die Proliferation von
Endothelzellen von grol3er Bedeutung, da sie zu einer Intima-Angiogenese
fuhrt [188].

Die durchgefiihrte Untersuchung der Wirkung von LPC auf die Endothelzellen

in einem in vitro-Proliferationsassay hat gezeigt, dass LPC zu einer
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Steigerung der Endothelzellproliferation fihren kann. Es kann somit bestatigt
werden, dass LPC die Proliferation von Endothelzellen induziert und damit
eine Progression der Arteriosklerose bewirken kann.

Wie schon beschrieben, spielen Statine mit ihren pleiotropen Effekten eine
Hauptrolle in der Therapie der Arteriosklerose.

Nachdem wir gezeigt haben, dass LPC zu einer Proliferation der
Endothelzellen fiahrt, haben wir die Wirkung von Statinen auf die LPC-
induzierte Endothelproliferation untersucht.

Diesbezlglich haben wir Endothelzellen zusammen mit LPC und Fluvastatin,
Simvastatin und Cerivastatin inkubiert. Diese Koinkubation mit den HMG-
CoA-Reduktase-Hemmern hat eine Hemmung der LPC-induzierten
Endothelproliferation gezeigt. Das Ergebnis zeigt, dass Statine durch einen
antiproliferativen Effekt protektiv in den Prozess der Arteriosklerose
eingreifen. Die intakte endotheliale Integritat ist eine Voraussetzung fir
gesunde GefalRe. Stabilisierung der endothelialen Zellaktivierung wirkt als ein
schitzender Faktor gegen Arteriosklerose.

421 Analyse der Hemmung der LPC-induzierten endothelialen

Proliferation durch Statine

Um den Wirkungsmechanismus von Statinen auf die LPC-induzierte
Proliferation von Endothelzellen zu analysieren, wurde eine Inkubation der
Endothelzellen mit LPC, Statinen und Mevalonat durchgefihrt. Dabei werden
die hemmenden Effekte von Statinen aufgehoben. Das Ergebnis zeigt, dass
genau wie bei der Angiogenese ein HMG-CoA-spezifischer Effekt vorliegt.

Um die Interaktion von Statinen und Isoprenoiden auf die LPC-induzierte
Endothelproliferation zu untersuchen, wurde eine Koinkubation der
Endothelzellen mit LPC, Statinen und FPP sowie GGPP durchgefihrt. Dabei
kommt es zu keinen signifikanten Effekten. Im Gegensatz zu der
Angiogenese zeigen diese Ergebnisse, dass die Isoprenylierung keine Rolle
fur die Modulation der LPC- induzierten Endothelzellproliferation durch Statine
spielt. Auf der anderen Seite ergibt eine Cholesterindepletion mit MCD den

gleichen Effekt wie die Inkubation mit den Statinen. Der Statineffekt ist
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dennoch auf die Reduktion des in der Zellmembran lokalisierten Cholesterins
zurickzufihren. Man konnte spekulieren, dass der veranderte
Cholesteringehalt der Zellmembran durch Veranderung der Membran-Fluiditat
eine Funktionsanderung der endothelialen Lipid rafts zur Folge hat, die zu
dem beschriebenen Effekt fuhrt.

Da die Migration der Endothelzellen zusammen mit der Proliferation wichtige
Bestandteile der Angiogenese sind, haben wir als nachsten Schritt die
Wirkung von LPC und Statinen auf diesen Prozess erforscht. Hierbei ergab
die Inkubation mit Statinen keinen signifikanten Effekt.

Zusammenfassend beeinflussen die Statine die Angiogenese, indem sie
Proliferation und Sprouting von Endothelzellen modulieren. Hierbei kommen
unterschiedliche  Wirkmechanismen mit sowohl pro- als auch
antiangiogenetischen Effekten zum Tragen. Durch die Kombination dieser
Effekte kbnnen Statine zum Wachstum stabiler, funktionsfahiger Gefal3e
beitragen und so eine Stabilisierung der atherosklerotischen Plaques
herbeifihren. Auf der anderen Seite kbnnen die neu gebildeten Gefal3e zum
Wachstum von stabilen Kollateralen fuhren, welche die Versorgung
ischamischer Areale gewahrleisten.

Dies ist besonders fir Patienten mit erhéhtem kardiovaskularen Risikoprofil
(z.B. Diabetes mellitus) von Vorteil, weil bei ihnen eine pathologische
Angiogenese stattfinden kann.

Die therapeutische Anwendung von Statinen ist von zentraler Bedeutung fur
die Behandlung myokardialer und peripherer vaskularer Erkrankungen. Der
protektive Effekt der Statine ist sowohl auf die LDL-Senkung als auch auf
pleiotrope Prozesse zurtickzufihren.

Grundlage und Voraussetzung der vorliegenden experimentellen Arbeit war
die Annahme, dass die LPC-induzierte Angiogenese ein charakteristisches
Merkmal im atherosklerotischen Prozess ist und die protektiven Effekte der
Statine auf die Inhibition dieses Prozesses zuriickzuftihren sind.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen den Schluss nahe, dass der
pleiotrope Effekt der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren auf die Modulation der
endothelialen Proliferation und des endothelialen Sprouting zurtickzufuhren
ist. In Zukunft werden weitere Statinstudien zu einem besseren Verstandnis

der exakten pathophysiologischen Mechanismen der Angiogenese fihren und
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die therapeutischen Mdglichkeiten bei der Arteriosklerose sowie anderen

Erkrankungen verbessern.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Wirkungsmechanismen der Statin-
bedingten  Modulation der Angiogenese untersucht. In  einem
dreidimensionalen in vitro-Angiogenesemodell konnte gezeigt werden, dass
Statine eine hochsignifikante Steigerung des LPC-induzierten endothelialen
Sprouting versursachen und auf diese Weise eine proangiogenetische
Wirkung hervorrufen. Hierbei handelt es sich um einen spezifischen Effekt der
HMG-CoA-Reduktase-Hemmer. Durch die Inhibition der HMG-CoA-
Reduktase wird der Prozess der Isoprenylierung, eine Schlusselreaktion bei
der Signaltransduktion und Regulation zahlreicher Zellfunktionen, beeinflusst.
Die durchgefuihrten Angiogeneseversuche zeigten, dass die Statine durch
Modulation der Prenylierung das LPC-induzierte Sprouting beeinflussen. Das
geschieht durch Hemmung der Bildung des Isoprenoids GGPP.

Andererseits ergeben die durchgefihrten Proliferationsassays einen
inhibierenden Effekt der Statine. Hierbei handelt es sich ebenfalls um einen
spezifischen Effekt der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer. Im Gegensatz zu den
proangiogenetischen  Effekten bezuglich des Sproutings ist der
antiproliferative Effekt der Statine auf die Reduktion des in der Zellmembran
befindlichen Cholesterins zurlickzufiihren. Der Prozess der Isoprenylierung
spielt dabei keine Rolle.

Alle Teilaspekte berticksichtigend, beeinflussen die Statine den Prozess der
Angiogenese, indem sie Proliferation und Sprouting von Endothelzellen
modulieren. Durch sowohl pro- als auch antiangiogenetische Effekte konnen
die Statine zum Wachstum stabiler, funktionsfahiger Gefal3e beitragen.

In der Zukunft werden weitere Statinstudien zu einem besseren Verstandnis
der exakten pathophysiologischen Mechanismen der Angiogenese fuhren und
die therapeutischen Moglichkeiten bei der Atherogenese sowie anderen

Erkrankungen verbessern.
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5. Summary

The aim of this work was to investigate statin-induced modulation of
angiogenesis. Using a three-dimensional in-vitro angiogenesis model it was
shown that statins increase LPC-induced endothelial sprouting significantly
and thus have a pro-angiogenic effect. This effect turned out to be a specific
effect of the HMG-CoA-reductase inhibitor. Inhibition of HMG-CoA-reductase
modulates the process of isoprenylation, a key reaction in signal transduction
and in regulation of numerous cell functions. The angiogenesis experiments
indicated that statins regulate the LPC-induced sprouting through modulation
of prenylation. This is caused by inhibiting the formation of the isoprenoid
GGPP.

In contrast, proliferation assays elucidated an inhibitory effect of statins. This
proved to be also a specific effect of HMG-CoA-reductase inhibitors. In
contrast to the pro-angiogenic effects seen in the sprouting experiments, the
antiproliferative effect of statins seen in the proliferation assays is dependent
on the reduction of cholesterol located in the cell membrane. Here,
isoprenylation seems to be of minor importance.
Considering all results, statins affect the process of angiogenesis by
modulating proliferation and sprouting of endothelial cells. Both pro- and anti-
angiogenic effects of statins may contribute to the growth of stable and
functional vessels.

In future, further studies investigating statins will lead to a better
understanding of the exact pathophysiological mechanisms of angiogenesis

and improve the therapeutic options in atherosclerosis and other diseases.
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