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1. EINLEITUNG

Die Arteriosklerose ist eine generalisierte Erkrankung der GefaBwand, die durch
endotheliale Verletzung bzw. Dysfunktion, Entziindung und Proliferation glatter
GefalBmuskelzellen sowie Lipoproteineinlagerung und Schaumzellbildung charakterisiert ist
(49). Dabei bilden sich im Laufe der Zeit atherosklerotische Plaques, die die Blutgefdl3e
einengen konnen. Fortgeschrittene Plaques bestehen aus einer fibrosen Deckplatte und aus
einem Lipidkern, der hauptsichlich Entziindungszellen und Cholesterinester enthélt. Diese
pathologischen Verdickungen der Gefalwand konnen als stabile Plaques allméhlich zu einer
langzeitigen Verminderung des Blutstroms fiihren. Solche Plaques besitzen eine relativ
dicke fibrose Deckplatte und einen kleinen Lipidkern, der wenig Entziindungszellen enthélt
(39). Im Laufe der Zeit kann dabei eine kolaterale kompensatorische Durchblutung
entstehen. Die Gefahr ausgedehnter Infarkte ist eher gering. Im Unterschied dazu gibt es
auch instabile, ,,weiche* Plaques, deren fibrose Deckplatte relativ diinn ist und leicht
rupturieren kann. Diese Plaques haben weiterhin einen grof3en, zahlreiche
Entziindungszellen enthaltenden Lipidkern. Bei einer Plaqueruptur kommt es zur
Aktivierung von Pléttchen, zur Thrombusbildung und letztendlich zu einem subtotalen oder
totalen thrombotischen Verschluss des betroffenen Gefa3es. Das Ergebnis ist eine akute
Ischdmie des distal liegenden Gewebes. Die klinische Manifestation duf3ert sich z.B. durch
einen Schlaganfall oder einen Myokardinfarkt.

Der Myokardinfarkt ist eine der hdufigsten Todesursachen in westlichen
Industrienationen. Nach einem iiberlebten Myokardinfarkt ist die Wahrscheinlichkeit fiir
einen zweiten sehr hoch. Auflerdem konnen auch Komplikationen entstehen, die zu einer
dauerhaften Verschlechterung der Pumpfunktion des Herzens und damit auch der
Lebensqualitét fiihren. Deswegen ist die rechtzeitige Pravention oder Therapie solcher
Prozesse von besonderer Bedeutung. Zur Zeit verfiigt man iiber nutritive, medikamentdse
oder invasive TherapiemaBBnahmen. Zu den invasiven Therapiemdglichkeiten gehort die
perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA), bei der mittels eines
Ballonkatheters das verschlossene Herzkranzgefa3 wieder er6ffnet werden kann. Jéhrlich
werden weltweit tiber 1,5 Millionen PTCAs durchgefiihrt (2). Das gréf3te Problem nach

solch einer Manipulation besteht in der Bildung einer Restenose wéhren der ersten 3 bis 6



Monate in 30 bis 50% der behandelten Patienten (40). Zur Verhinderung solcher Restenosen
wurden unterschiedliche klinische Strategien entwickelt. Zur Zeit ist die Verwendung
intrakoronarer Stents besonders viel versprechend. Dabei kann aber wieder in bis zu 20%
der Patienten eine in- Stent Restenose entstehen (41). Besonders gefdhrdet sind Diabetiker
und Patienten mit langen Lésionen oder Lésionen an GefdBverzweigungen (17,29,41). Die
derzeit als sehr effektiv angewendeten Methoden zur Verhinderung dieser besonderen Art
der Restenose umfassen Verbesserungen der Stentkonstruktion sowie die Beschichtung der

Stents mit verschiedenen antiproliferativen Substanzen (17,26).
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2. STAND DER FORSCHUNG

2.1. Apoptose

Apoptose, oder programmierter Zelltod, ist ein physiologischer Prozef3, der eine wichtige
Rolle bei der embryonalen Entwicklung oder bei dem Gewebsumbau durch Regulation des
Gleichgewichts zwischen Zellproliferation und Zelltod in Geféden und Organen des
erwachsenen Menschen spielt. Der Begriff ,,Apoptose* wurde zum ersten Mal im Jahr 1972
verwendet (30) zur Abgrenzung dieser spezifischen Art von Zelltod von Zelluntergingen
durch Nekrose.

Typische Merkmale der Apoptose sind (24,25):

- Translokation von Phosphatidylserin an die Aullenseite der Zellmembran
- Aktivierung von spezifischen Proteasen, die sogenannten Caspasen, die bei Initiation und

Fortgang der Apoptose eine Schliisselrolle spielen
- Freisetzung von Cytochrom-C aus den Mitochondrien
- Kernschrumpfung mit Chromatinkondensation und enzymatischer DNS-Fragmentierung

durch Endonukleasen
- Zellschrumpfung mit Zytoskelettdegradierung und Bildung apoptotischer Korperchen,

die rasch von Nachbarzellen oder Phagozyten aufgenommen werden, wodurch

Entziindungsreaktionen vermieden werden

Der gesamte Vorgang wird von einer Vielfalt an Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB,
AP-1) und pro- oder antiapoptotischen Proteinen (z.B. Bax, Bcl-2, Bclx;, cIAP-1) reguliert.
Obwohl die Apoptose ein physiologischer Prozef3 ist und eine bedeutende Rolle fiir die
Gewebshomdostase spielt, konnte unter pathologischen Bedingungen eine Dysregulation
dieses Vorgangs auftreten. So konnte eine pathologisch dysregulierte Apoptose eine
bedeutende Rolle bei der Atherosklerose, bei der Tumorbildung und Tumorprogression,
sowie bei chronisch entziindlichen und degenerativen Krankheiten, aber z.B. auch beim
Myokardinfarkt haben. Eine erhohte Apoptose in glatten GefaBmuskelzellen
atherosklerotischer Plaques konnte z.B. zu deren Ruptur mit nachfolgenden Komplikationen
fithren. Andererseits tragt eine verminderte Apoptose in diesen Zellen, z.B. nach
Ballonangioplastie, im Laufe der Zeit vermutlich zur Bildung einer stark proliferierenden

Neointima und zur Gefallverengung bei. Erhohte Apoptose in Kardiomyozyten nach
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Myokardinfarkt, bei Ischdmie und Reperfusion des Herzmuskels wurde beobachtet (6).
Deshalb ist die Untersuchung dieses Prozesses und ein besseres Verstéindnis dessen
Regulation von besonderer Bedeutung fiir die Verbesserung der Kenntnisse iiber die
Pathophysiologie und mogliche neue Therapieansétze atherosklerotischer Gefaf3-
erkrankungen.

Die wichtigsten Apoptosemerkmale sind in der Abb. 1 schematisch zusammengefasst.
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Direktaktivierung Direktaktivierung

(z.B. Zellstress)

Translokation von
Phosphatidylserin (PS)

PS

Aktivierung von Rezeptoren
auf der Zelloberflache

X~

_ Freisetzung von
Cytochrom-C

PROGRAMMIERTER ZELLTOD

Abb. 1. Schema typischer Apoptosemerkmale.

Wihrend der Apoptose kommt es friithzeitig zu einer Exposition von Phosphatidylserin (PS)
an die AuBlenseite der Zellmembran. Eine Schliisselrolle wihrend des Apoptoseverlaufs
spielt die Aktivierung der Caspasen (insbesondere der Caspase-3). Dies erfolgt direkt, nach
Interaktion zwischen bestimmten Rezeptoren (z.B. Fas) und Liganden (z.B. FasL) oder nach
der Freisetzung von Cytochrom-C aus den Mitochondrien. Durch Caspasen werden
Endonukleasen im Zellkern aktiviert, die eine DNS-Fragmentierung verursachen.
SchlieBlich kommt es zur Zellschrumpfung mit Zytoskelettdegradierung und Bildung
apoptotischer Korperchen. Die Apoptose kann durch antiapoptotische Proteine (z.B. Bcl-2,
IAPs oder Bcly;) limitiert werden.
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2.2. Glatte Gefillmuskelzellen und Neointimabildung

Die glatten GefaBmuskelzellen bilden die mittlere GefiBwandschicht, die Media, und
spielen eine bedeutende physiologische Rolle bei der Regulation des Gefafltonus. Unter
pathologischen Umsténden (z.B. endotheliale Verletzung und Freisetzung von
Wachstumsfaktoren aus Thrombozyten und Monozyten) ist die unerwiinschte Migration
dieser Zellen aus der Media in die Intima und deren anschliefende Proliferation in der Intima
Voraussetzung fiir die Entstehung atherosklerotischer Plaques (12,49). Weiterhin sind die
glatten Muskelzellen von Bedeutung fiir die Stabilisierung der fibrosen Deckplatte
atherosklerotischer Plaques (z.B. durch Produktion von Kollagen). Andererseits ist die
unkontrollierte Migration und Proliferation glatter Muskelzellen Voraussetzung fiir die
Entstehung der Neointima nach Ballonangioplastie, was zu einer Restenose der Léision
fithren kann (52). Dabei sind folgende pathologische Mechanismen von Bedeutung:
endotheliale bzw. subendotheliale Verletzung durch den Ballonkatheter, nachfolgende
Aktivierung von Thrombozyten und Makrophagen mit Thrombusbildung und letztendlich
eine begiinstigte Proliferation glatter Muskelzellen, die eine Neointimahyperplasia
verursacht (12,51). Gleichzeitig damit kommt es zusétzlich zu einer ,,.Dedifferenzierung*
der glatten GefdBmuskelzellen, die ihren kontraktilen Phénotyp verlieren und einen
synthetischen Phanotyp ausbilden (29). Dies fiihrt zu einem fortlaufenden
GefaBwandumbau mit erneuter Verengung des GefaBBlumens. Besonders kritisch sind die
ersten vier Wochen nach der Ballonangioplastie, wenn das beschéddigte Endothel noch nicht
regeneriert ist (18). Dies ist eine Voraussetzung fiir Thrombusbildung und erhdhte
Migration/Proliferation glatter GefaBmuskelzellen aus der Media. Die entstandene

Neointima besteht hauptséchlich aus glatten Muskelzellen und aus extrazellularer Matrix.
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2.3. Inhibitoren der HMG-CoA Reduktase (Statine)

Die HMG-CoA Reduktasehemmer (Statine) sind wirksame Medikamente bei der Primar-
und Sekundirpriavention der koronaren Herzkrankheit, die das kardiovaskuldre Risiko
signifikant reduzieren (48,56). Der Haupteffekt der Statine besteht in der Inhibierung des
Schliisselenzyms, der 3-Hydroxy, 3-Methylglutaryl Coenzym A (HMG-CoA) Reduktase in
der Cholesterinsynthese wonach es durch hepatische LDL- Rezeptorhochregulierung zu
einer Senkung des LDL-Cholesterins im Blut kommt (21). Gleichzeitig beobachtet man
auch eine Senkung der Triglyzeride und eine Anhebung des HDL- Cholesterins.
Entscheidend fiir die klinische Wirkung der Statine ist offensichtlich jedoch nicht nur diese
Beeinflussung des Lipidprofils.

Ahnlich bedeutend konnten die sogenannten pleiotropen oder gefiBwandgerichteten
Wirkmechanismen sein, die direkt in die Plaquentwicklung eingreifen und letztendlich zur
Plaquestabilisierung fiihren (38) (Abb. 2). Die wichtigsten pleiotropen Eigenschaften der
Statine sind:

- Antientziindliche Wirkungen (z.B. Inhibierung von Matrix Metalloproteinasen und von

NF-kB, Senkung des C-reaktiven Proteins im Blut) (9,46,58).

- Antiproliferative Wirkung (z.B. Inhibierung der Migration und Proliferation glatter

GefalBmuskelzellen) (20,35,57,68).

- Antithrombotische Wirkung (z.B. Inhibierung der Expression von Tissue Faktor und von

Plasminogen Aktivator Inhibitor in Endothelzellen) (16,37,53,66).

- Stabilisierung der fibrosen Deckplatte atherosklerotischer Plaques (z.B. durch Erhéhung

des Kollagengehaltes und Inhibierung der Matrix Metalloproteinasen) (4,9,20).

- Steigerung der NO- Produktion und damit Verbesserung der endothelialen Funktion

(34,43).

- Senkung des Makrophagengehaltes in den Plaques und der Cholesterinesteransammlung

in Makrophagen und der GefdBwand (38,39).

- Inhibierung der Expression verschiedener Adhdsionsmolekiile auf Endothelzellen und

Monozyten (43,59,63,69).
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> Erhohung der NO-Produktion

S Tnhibi . .
Inhibierung der Proliferation > Inhibierung der Expression von

> Erhohung der Kollagensynthese

Adhésionsmolekiilen
Glatte Gefiifmuskelzelle Endothelzelle

/

STATINE
> allgemein: Inhibierung der
HMG-CoA Reduktase mit
Reduktion der zelluldren
Cholesterinbiosynthese sowie
der Cholesterinvorstufen

\

Hepatozyt Makrophage

e |

> Hochregulierung
der LDL-Rezeptoren

> Senkung des LDL-Cholesterins > Inhibierung von MMP
> Senkung der Cholesterinester-

ansammlung

Abb. 2. Pleiotrope Effekte der HMG-CoA Reduktase Inhibitoren.

Der Haupteffekt der Statine besteht in der Inhibierung des Schliisselenzyms, der 3-Hydroxy,
3-Methylglutaryl Coenzym A Reduktase (HMG-CoA Reduktase) in der Cholesterinsynthese.

Danach kommt es zu einer LDL- Rezeptorhochregulierung in den Hepatozyten und

schlieBlich zu einer Senkung des LDL- Cholesterins im Blut. Gleichzeitig damit sind von

besonderer Bedeutung die s.g. pleiotropen Effekte, die auf verschiedene Weise in die

Plaquentwicklung eingreifen und letztendlich zur Stabilisierung atherosklerotischer Plaques,
bzw. zur Reduktion des kardiovaskuldren Risiko fiihren. Die wichtigsten dieser Effekte sind

fiir glatte GefaBmuskelzellen, Endothelzellen und Makrophagen dargestellt.

LDL, Low density lipoprotein, MMP, Matrix Metalloproteinasen; NO, Stickstoffmonoxid
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Abgebildet sind die Strukturen von 6 Vertretern der Statingruppe (Abb. 3).

Pravastatin ist hydrophil, alle anderen Statine sind lipophil.

,_I i~
COH
SOH
~
Pravastatin Simvastatin Fluvastatin

HO OMe
0 OH OH
F
Cerivastatin Atorvastatin
HO. o
0
ME/\HL 9
Me & Me

Lovastatin

Abb. 3. Chemische Strukturen von 6 Vertretern der HMG-CoA Reduktase Inhibitoren
(Statine) die zur Zeit Anwendung in der klinischen Praxis finden/fanden (Cerivastatin).
Me, Methylgruppe (-CH3).
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2.4. Fragestellung

Sowohl fiir die Inhibierung der Apoptose zur Plaquestabilisierung, wie auch fiir eine
selektive Induktion von Apoptose in Zellen der Neointima zur Restenosepravention ist ein
besseres Verstindnis der Apoptoseregulation in glatten GefaBBmuskelzellen erforderlich.
Deshalb sollte in dieser Arbeit die Apoptoseregulation in Media und Neointima Zellen niher
untersucht werden. Diesbeziigliche neue Erkenntnisse konnten dazu beitragen, neue
Therapieansatze fiir die Plaquestabilisierung oder Restenoseprivention zu entwickeln.

Bei der Proliferation glatter GefdBmuskelzellen spielen verschiedene Zwischen-
produkte der Cholesterinsynthese offenbar eine bedeutende Rolle (47). Eine Inhibierung der
HMG-CoA Reduktase durch Statine reduziert die Migration und die Proliferation glatter
GefalBmuskelzellen (20,35,57,68). Weiterhin induzieren die HMG-CoA Reduktase Hemmer
in vitro Apoptose in glatten GefdBBmuskelzellen aus der Media (3,22,31,57). Dabei wurden
die Statine in einem breiten Konzentrationsbereich bis zu 100 uM verwendet.
Bemerkenswerterweise basieren die Studien iiber Behandlung glatter GetaBmuskelzellen mit
Statinen auf Versuchen mit Media Zellen aus normalen Gefdflen. Diese Zellen werden in
vitro unter serumhaltigen Bedingungen kultiviert und untersucht. Im normalen Gefaf3 sind
aber die Media Zellen in einem nicht proliferierenden Zustand und haben keinen Kontakt mit
dem Blutstrom. Die Neointima Zellen, die z.B. nach einer Ballonangioplastie entstehen
konnen, sind dagegen dem Blutstrom ausgesetzt und durch eine rasche Proliferation
charakterisiert. Die Wirkung von Statinen auf die Apoptose neointimaler Zellen in vitro
wurde bis jetzt nicht untersucht. In diesem Zusammenhang sollten in der folgenden Arbeit
zuerst die beiden unterschiedlichen Typen glatter GefaBmuskelzellen unter Zellkultur-
bedingungen charakterisiert und verglichen werden. Weiterhin sollte die durch Statine
induzierte Apoptose in diesen Zellen unter serumhaltigen und serumfreien Bedingungen
untersucht werden. Dabei interessieren uns vor allem mogliche Unterschiede in der
Apoptosesensitivitidt zwischen den beiden Zellarten. Von besonderer Bedeutung ist die
Untersuchung der Apoptose in glatten GefdBmuskelzellen der Neointima, da diese Zellen
eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer Restenose nach Ballonangioplastie spielen.
SchlieBlich sollten mogliche Ursachen und Mechanismen eventuell vorhandener
Unterschiede in der Apoptosesensitivitit zwischen glatten GefaBmuskelzellen aus Media und

Neointima aufgeklart werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Allgemeines

Alle Medien sind von Gibco™ (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany), die

Zellkulturplatten und Zellkultureinsétze- von Nunc (Wiesbaden, Germany) und das fotale

Kélberserum (FKS)- von Sigma (Taufkirchen, Germany). Fiir die durchfluBzytometrischen

Analysen wurden alle Antikdrper in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) mit
Ca®"/Mg* und 1% FKS verdiinnt. Beim Western Blot wurden die Antikorper in Milch

verdiinnt, die in trisgepufferter Kochsalzlosung (TBS) gelost war.

Chemikalien und Reagenzien

1-Butanol
Acrylamid
Annexin-V-FITC
Aprotinin
APS
Benzamidin
DMSO

DTT

EDTA
Ethanol
Formaldehyd
Glycerol
Glycin
HEPES
Isopropanol
Leupeptin
Methanol
Mevalonat

M gC 1,

MTT

NaCl
Pepstatin
PMSF

pNPP
Propidiumjodid
Salzsédure
Saponin

SDS

Sodium Orthovanadat
TEMED

Tris
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Fluka
Sigma
PharMingen
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Carl Roth
Sigma
Fluka
Sigma
Fluka
Sigma
Fluka
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Sigma
Bio-Rad
Sigma
Bio-Rad
Biomol



Triton X-100
Tween 20
B-Glycerophosphat

Antikorper (AK)
Primdire AK:

anti-Bax

anti-Belxp
anti-Caspase-3
anti-cIAP-1
anti-cIAP-2
anti-o-smooth muscle actin
anti-B-Aktin
Sekundiire AK:
anti-Maus F(ab),-FITC
anti-Maus-HRP

anti-Kaninchen IgG-FITC
anti-Kaninchen-HRP

Medien und Losungen

Annexin-V Losung

DMEM/F12
FKS
MTT- Losung

PBS
PBS mit Ca*’/Mg*"

Penicillin/Streptomycin

PI- Losung

Running Buffer (10X)

Annexin-V-FITC (1:400)
1% FKS
PBS mit 1,5 mM Ca*"

MTT (0,5 mg/ml)
0,5% FKS
DMEM/F12 phenolrotfrei

10 000 U/ml Penicillin
10 mg/ml Streptomycin

10 pg/ml DNSase- freie RNSase
0,1% Triton-X 100

20 pg/ml PI

in PBS mit Ca*"/Mg*"

32,1 g/l Tris
144 g/1 Glycin
10 g/1 SDS
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Fluka
Sigma
Sigma

Santa Cruz
Santa Cruz
Pharmingen
Santa Cruz
Santa Cruz
DAKO
Sigma

Santa Cruz
Amersham
Santa Cruz
Santa Cruz

Gibco

Sigma

PAA
PAA

Sigma



TBS 10 ml 1M Tris
33 ml 5M NaCl

auf 1000 ml Wasser
TBS- Milch 5% Losung in TBS
Transfer Buffer 3,03 g Tris

14,4 g Glycin

auf 800 ml Wasser

200 ml Methanol
Trypanblau Losung (0,4%) Sigma
Trypsin/EDTA Losung (1X) Sigma
Kits
Bio-Radpc Protein Assay Kit Bio-Rad
Chemiluminescence Luminol Reagent Santa Cruz
Fluorescein In Situ Cell Death Detection Kit Roche

3.1. Statine

Die Statine wurden von den folgenden Firmen zur Verfiigung gestellt: Lovastatin und
Simvastatin- von MSD Sharp & Dohme GmbH (Haar, Germany), Fluvastatin- von Novartis
Pharma AG (Basel, Switzerland) und Pravastatin- von Bristol-Myers-Squibb (Wallinford,
CT, USA). Die lipophilen Lovastatin, Simvastatin und Fluvastatin wurden in Dimethyl
Sulfoxide (DMSO) und das hydrophile Pravastatin- in PBS gelost. Die Aliquots wurden bei
—20°C aufbewahrt und unmittelbar vor Verwendung aufgetaut. Die Endkonzentration von

DMSO auf den Zellen war maximal 0,1%.

3.2. Gewinnung und Kultur glatter Gefillmuskelzellen aus Media und Neointima
Glatte GefaBBmuskelzellen wurden von 6 Wochen alten ménnlichen Sprague-Dawley
Ratten isoliert. Die Media Zellen stammen aus der thorakalen Aorta und die Neointima
Zellen wurden aus dem Neointimabereich der A. Carotis zwei Wochen nach
GefaBverletzung mit einem Ballonkatheter isoliert. Die Zellen wurden in DMEM/F12
Medium mit Zugabe von 10% FKS , 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin bei
37°C, 5% CO; und 90% Luftfeuchtigkeit geziichtet. Nach 5 bis 7 Tagen wurden die Zellen
passagiert und in einer Dichte von 10* Zellen/cm? in T-75 Kolben zum Propagieren ausgesit.

Alle zwei Tage wurde das alte Medium durch frisches ersetzt. Bei Vorbereitung der
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Versuche wurden die Zellen in einer Dichte von 1,0X10%/cm? (Media) oder 0,7X10%/cm?
(Neointima) in T-25 Kolben, 6-und 12-Wellplatten oder 10 cm Petrischalen ausgesét. Zellen
zwischen Passage 6 und 12 wurden in allen Versuchen verwendet. Fiir Versuche bei

serumfreien Bedingungen wurde die Serumkonzentration stufenweise reduziert: 48 h 10%

FKS, 24 h 0,1% FKS, 24 h 0% FKS, Statinbehandlung fiir bis zu 24 h.

3.3. Bestimmung der Zellvitalitit

Die Bestimmung der Zellvitalitit erfolgte iber Messung der Methylthiazole-
tetrazolium (MTT) Aktivitit und Farbung mit Trypanblau. MTT Losung in der Zellkultur
wird zu unldslichem Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen umgewandelt. Es
besteht die Moglichkeit zum Quantifizieren der Menge des gebildeten Formazanprodukts
und dadurch kann man die mitochondriale Aktivitat, bzw. indirekt die Zellvitalitit
bestimmen.

Die Muskelzellen wurden in 24- Wellplatten fiir 48 h kultiviert, 24 h nach
Behandlung mit verschiedenen Statinen zweimal mit PBS gewaschen und danach mit 400 pl
MTT Losung (0,5 mg/ml) im phenolrotfreien Medium mit 0,5% FKS inkubiert. Zwei
Stunden nach der Inkubation, wurde die MTT Losung dekantiert und das Formazanprodukt
in den Zellen mit 200 pl Isopropanol mit Salzsdure (0,04 M) geldst. Nach etwa 10 min,
wurden 2X90 ul von jedem Well in eine 96- Wellplatte pipettiert. Die Absorption wurde bei
570 nm in SLT 400 ATX ELISA Reader gemessen. Die MTT Aktivitit wurde als
Prozentwert relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.

Als alternativer Marker fiir die Bestimmung der Zellvitalitit wurde die Trypanblau
Féarbung durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgeldst, zusammen mit
den schwimmenden Zellen gesammelt, im eiskalten PBS mit 1% FKS resuspendiert und in
einem Verhéltnis von 1:1 mit Trypanblau gemischt. Danach wurden die Zellen mit Hilfe der
Neubauer Kammer im Olympus IX50 Mikroskop bei 10X VergroBerung gezihlt. Die toten
Zellen nehmen den Farbstoff auf und farben sich blau. Im Gegensatz kann Trypanblau in die
lebenden Zellen nicht eindringen und deshalb bleiben diese ungeféarbt. Bei der Trypanblau
Ziahlung kann man zusétzlich die Gesamtzellzahl bestimmen.

Die Bestimmung der MTT Aktivitdt und die Trypanblau Farbung wurde in einigen
Versuchen parallel durchgefiihrt.
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3.4. Durchflufizytometrie

Die Durchflulzytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in
Suspension aufgrund ihrer GroBe, Granularitit und Fluoreszenzeigenschaften. Vor der
Messung im DurchfluBzytometer werden die Zellen mit spezifischen Farbstoffen gefarbt. In
unseren Versuchen fanden vor allem Verwendung Fluorescein Isothiocyanat (FITC) fiir
Immunfluoreszenz und Propidiumjodid (PI) zur Zellzyklusanalyse, bzw. Detektion der
Membranintegritit. Nach der Farbung besteht die Moglichkeit zur Auftrennung der Zellen
durch ihre Fluoreszenz, Grof3e oder Granularitét intrazelluldrer Bestandteile. Zur
Auswertung verwendet man die Einparameterdarstellung als Histogrammplot oder
korrelierte Zweiparameterdarstellung als Punkteplot. Die Zellen werden aufgrund der
Positivitdt oder der mittleren Fluoreszenzintensitit analysiert. Im Histogrammplot kann man
durch das Setzen eines Markers die Zellen in ,,positiv oder ,,negativ* einteilen, und die
entsprechenden Prozentwerte berechnen. Dabei wird nur eine Art der Fluoreszenz, z.B.
Fluoreszenz-1 (FL-1) ausgewertet. Beim Punkteplot kann man gleichzeitig zwei
Fluoreszenzen analysieren (FL-1/FL-2). Die mittlere Fluoreszenzintensitdt wird in Kandlen
berechnet. Die Messung erfolgte in einem DurchfluBzytometer (FACScan, Becton

Dickinson) unter Verwendung von der Cel/Quest (Becton Dickinson) Software.

3.5. Apoptosedetektion durch Annexin-V Firbung und Caspase-3 Aktivitats-
bestimmung

Annexin-V ist ein Protein, das hohe Affinitat fiir Phosphatidylserin besitzt. Da friih
wihrend der Apoptose Phosphatidylserin von der Innenseite zu der Auf3enseite der
Zellmembran transloziert wird, ist die Annexin-V Féarbung eine klassische Methode zur
Apoptosedetektion. Wichtig bei dieser Farbung ist die Verwendung eines kalziumhaltigen
Puffers, da die Bindung zwischen Phosphatidylserin und Annexin-V Ca”" benétigt.
Gleichzeitig wird auch Gegenfarbung mit PI durchgefiihrt, um Nekrose auszuschlieBen.
Apoptotische Zellen sind Annexin-V- positiv/PI- negativ, nekrotische dagegen nehmen PI
auf und sind deswegen gleichzeitig positiv fiir Annexin-V und PL

Zur Durchfiihrung der Farbung wurden die schwimmenden mit den trypsinierten
Zellen gemischt und in PBS mit 1,5 mM Ca”" und 1% FKS resuspendiert. Danach wurden
die Zellen mit Annexin-V-FITC Lésung (Verdiinnung 1:400 in PBS mit 1,5 mM Ca”" und
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1% FKS) inkubiert. Nach 30 min wurden die Zellen zweimal gewaschen, in 200 pl PBS mit
1,5mM Ca®" und 1% FKS resuspendiert und mit 5 ul PI (1 mg/ml) geférbt. Es werden in
der Regel mindestens 10 000 Zellen bei jedem Versuch analysiert und die Daten wurden
mittels FL1- Histogramm- oder FL-1/FL-2 Punkteplots ausgewertet.

Ein weiteres typisches Apoptosemerkmal ist die Aktivierung von Caspase-3. Fiir
Caspase-3 Detektion wurde Antikorper verwendet, der vor allem die aktive Form erkennt.
Bei Durchfiihrung der Farbung wurden die Zellen mit 2% Paraformaldehyd (PFA) fiir 10
min bei Raumtemperatur fixiert und danach mit 70% Ethanol fiir 30 min permeabilisiert.
Nach zwei Waschschritten wurden die Zellen mit dem anti-Caspase-3 Antikdrper
(Verdiinnung 1:100) fiir 1 h auf Eis inkubiert, danach wieder zweimal gewaschen und mit
dem sekundéren FITC- gekoppelten Antikorper (1:200) fiir 45 min inkubiert. SchliefSlich
wurden die Zellen wieder zweimal gewaschen und im DurchfluBzytometer mittels FL-1
Histogrammplots gemessen und der Anteil positiver Zellen bestimmt. Als Kontrolle wurde

Féarbung mit sekundidrem FITC- Antikorper (1:200) allein verwendet.

3.6. TUNEL Féarbung

DNS Fragmente, die spéter bei der Apoptose entstehen, kann man durch Férbung der
freien 3°-OH Enden mit modifizierten Nukleotiden in einer enzymatischen Reaktion
identifizieren. DNS Fragmentierung wurde mit einem Fluorescein In Situ Cell Death
Detection Kit detektiert. Die schwimmenden Zellen wurden mit den trypsinierten
gesammelt, in 2% PFA fixiert und danach mit 70% Ethanol fiir 30 min auf Eis
permeabilisiert. Die TUNEL- (terminal deoxynucleotidyl transferase nick and labeling)
Féarbung wurde nach dem Herstellerprotokoll (Roche) durchgefiihrt. Im Wesentlichen
enthélt das TUNEL- Kit zwei Losungen: Farbe- und Enzymlosung. Die Farbelosung ist
ohne das Enzym Terminaltransferase. Bei der Farbung bendtigt man eine Kontrolle mit
ungefirbten Zellen, eine weitere Kontrolle nur mit der Farbelosung und die TUNEL-
Reaktion, wobei die Zellen mit einer Mischung beider Losungen inkubiert werden. Danach
wurden die Zellen im Durchfluzytometer gemessen und mittels FL-1 Histogrammplot

ausgewertet. Als Kontrolle diente die Messung mit der Farbelosung allein.
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3.7. DNS Zellzyklusanalyse

Zur Proliferationsanalyse und zur Detektion der DNS Degradierung wurde DNS
Zellzyklusanalyse durchgefiihrt. Die Muskelzellen wurden in T-25 Kolben kultiviert, nach
Statinbehandlung geerntet, in 0,5 ml PBS mit 1% FKS resuspendiert und schlieBlich mit 5
ml eiskaltem Methanol fiir 30 min fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen zweimal
gewaschen und fiir 1 h mit PI Losung (10 pg/ml DNSase- freie RNSase, 0,1% Triton-X 100
und 20 pg/ml PI) inkubiert. Danach wurden die Zellen im DurchfluBzytometer mit
Instrumenteneinstellung von DNA Quality Control Kit (Becton Dickinson) gemessen.
Ausgewertet wurden typische Zellzyklussignale (G0/G1, S, G2/M Phase) in FL2-A

Histogramm iiber manuelles Gating.

3.8. Kokultur glatter GefifBmuskelzellen aus Media und Neointima

Die Media Zellen wurden in einer hohen Dichte von 1,0X105 Zellen/cm? in 6-
Wellplatten ausgesit und fiir 24 h kultiviert. Die Neointima Zellen wurden in einer Dichte
von 1,0X10" Zellen/cm? in 6-Wellplatten mit oder ohne Media Zellen ausgesit und auch fiir
24 h kultiviert. Zusétzlich wurden Neointima Zellen auf Zellkultureinsitze (Polycarbonat-
membrane mit Porengréfle von 3,0 um) ausgesit, die man in 6-Wellplatten mit oder ohne
Media Zellen plazierte. Alle Zellkulturen wurden mit 20 uM Lovastatin inkubiert und nach

24 h bestimmte man die Zahl schwimmender Zellen.

3.9. Bestimmung der Expression pro- und antiapoptotischer Proteine in glatten
Gefilmuskelzellen

Die Expression des proapoptotischen Bax und der antiapoptotischen Proteine Bcly;,
cIAP-1 und cIAP-2 in glatten Gefdlmuskelzellen der Media und Neointima wurde mittels
DurchfluBzytometrie bestimmt. Die Muskelzellen wurden trypsiniert, mit 2% PFA fixiert
und dann mit 0,1% Saponin fiir 10 min permeabilisiert. Nach zwei Waschschritten wurden
die Zellen mit Antikorper (Verdiinnung 1:100) gegen die obengenannten Proteine auf Eis
inkubiert. Eine Stunde spiter wurden die Zellen zweimal gewaschen und mit dem
sekunddren FITC- markierten Antikorper (1:200) fiir 45 min inkubiert. Die Zellen wurden

danach wieder zweimal gewaschen, im FL-1 Histogrammplot gemessen und die mittlere
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Fluoreszenzintensitét bestimmt. Als Kontrolle wurde Farbung mit dem sekundiren FITC-

Antikorper allein verwendet.

3.10. Proteinextrakte und Western Blot

Media und Neointima Zellen wurden in Petrischalen mit 10 cm Durchmesser fiir 48 h
kultiviert und danach fiir 24 h mit Statinen behandelt. Schwimmende und trypsinierte Zellen
von jeder Behandlung wurden gemischt, zentrifugiert (300 g, 5 min) und fiir 30 min auf Eis
in 150 pl Zellextraktionspuffer [0,5% Triton X-100, 25 mM HEPES (pH=7,6), 300 mM
NaCl, 10% Glycerol, 0,2 mM EDTA, 1,5 mM MgCl,, 20 mM p-Glycerophosphat, 10 mM p-
Nitrophenylphosphat, 0,3 mM Sodium Orthovanadat, 10 mM Benzamidin, 2 mM DTT, 20
ug/ml Aprotinin, 2,5 ng/ml Leupeptin, and 1,7 pg/ml Pepstatin] inkubiert. Membran- und
DNS- Reste wurden danach durch Zentrifugation (14 000 g, 10 min) entfernt. Der
Gesamtproteingehalt wurde mit Bio-Radpc Protein Assay Kit bestimmt und die Menge zum
Auftragen auf ein 10% SDS Polyacrylamid Gel wurde auf 40 pg berechnet.

Western Blot ist eine klassische Methode zur Proteindetektion. Die Proteine werden
mittels Gelelektrophorese (10% SDS Polyacrylamid Gel) nach ihrer Grof3e getrennt und
danach auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Auf dieser Membran kdnnen die
Proteine durch Antikorper detektiert werden. Die Inkubation mit dem anti-c/4P-1
Antikorper (1:1000) erfolgte iiber nacht bei 4°C. Danach wurde die Membran dreimal mit
TBS- Tween gewaschen und mit einem zweiten horseradish peroxidase- markierten
Antikorper (1:2000) inkubiert. Nach 45 min wurde die Membran wieder dreimal mit TBS-
Tween gewaschen und mit Chemiluminescence Luminol Reagent fiir 2 min inkubiert. Nach
Exposition, Entwickeln und Fixieren wurden die Proteinbanden analysiert. Als Kontrolle
fiirs Auftragen gleicher Proteinmengen in jeder Probe wurde zusédtzlich ein Nachweis von f-

Aktin (Verdiinnung 1:5000) auf den selben Membranen durchgefiihrt.

3.11. Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung von mindestens drei
Versuchen dargestellt und mit Hilfe des ungepaarten Student ‘s t-Tests oder ANOVA
ausgewertet. Unterschiede mit einem P-Wert kleiner als 0,05 wurden als signifikant

betrachtet.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Charakterisierung glatter Gefiflmuskelzellen aus Media und Neointima

Glatte GefdaBmuskelzellen aus der Neointima wachsen in der Zellkultur als eine Schicht
und charakterisieren sich durch eine niedrigere Expression des typischen Muskelzellen-
proteins a-smooth muscle actin (a-SMA) (mittlere Fluoreszenzintensitit: 165+60,2; n=4)
(Abb. 4). Glatte GefaBmuskelzellen aus der Media dagegen wachsen auch iibereinander,
sind etwas groBer und zeigen eine hohere Expression von a-SMA (mittlere

Fluoreszenzintensitit: 236+30,7; n=4) (Abb. 4).
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Abb. 4. Durchflufizytometrische Analyse der Expression des fiir Muskelzellen
typischen Proteins a-smooth muscle actin (a-SMA) in Media (weifle Balken) und
Neointima (schwarze Balken) Zellen.

Die mittlere Fluoreszenz wurde mit Hilfe des FL-1 Histogrammplots berechnet. Als
Kontrolle (KON) wurde Farbung nur mit dem Sekundéren, FITC- gefarbten Antikorper
verwendet; (n=4, * P<0,05).
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4.2. Lovastatin reduziert die mitochondriale Aktivitit und die Zellvitalitit in
glatten Gefillmuskelzellen aus Media und Neointima

Die Inkubation glatter GefaBmuskelzellen mit Lovastatin (5-40 uM) fiir 24 h
induzierte eine konzentrationsabhdngige Reduktion der MTT Aktivitét, bzw. der
mitochondrialen Aktivitdt (Abb. 5). In Medium mit 10% FKS zeigten die Media Zellen eine
Reduktion der MTT Aktivitit von 47,5+4,8% nach Behandlung mit 40 uM LOV (Abb. 5A).
Die Neointima Zellen zeigten Reduktion der MTT Aktivitdt von 62,9+4,5%. Beide
Zelltypen waren weniger empfindlich auf die Lovastatin Behandlung in Medium ohne
Serum (Abb. 5B). Unter diesen Bedingungen hatte nur die hochste Konzentration von 40
uM Lovastatin einen signifikanten Effekt, wobei die Neointima Zellen wieder eine stirkere
Reduktion der MTT Aktivitit (68,9+13,6%) als die Media Zellen (21,3+19,3%) zeigten. Bei
gleichzeitiger Inkubation mit 400 uM Mevalonat fiir 24 h wurde der Effekt von 40 uM
Lovastatin auf die MTT Aktivitdt nur in Media Zellen (98,4+3,6%, n=3), aber nicht in
Neointima Zellen (92,9+1,7%, n=3), fast vollstdndig aufgehoben.

Weiterhin wurde Trypanblau Farbung durchgefiihrt. Nach Behandlung mit 40 uM
Lovastatin wurde die Gesamtzellzahl in den beiden Zelltypen reduziert, mit 58,5+4,3% in
den Media Zellen und mit 72,6+4,6% in den Neointima Zellen (Abb. 6A). Gleichzeitig
damit beobachtete man auch einen Anstieg Trypanblau- positiver Zellen von 3,9+1,1% auf
8,6+4,3% in den Media Zellen und von 3,1+2,0% auf 21,9+7,5% in den Neointima Zellen.
Unter serumfreien Bedingungen wurde keine Reduktion der Zellzahl in Media Zellen
(102,3+13,3%) und kein Anstieg der Trypanblau- positiven Zellen (Kontrolle 11,1+3,4%,
Lovastatin 12,8+8,4%) beobachtet (Abb. 6B). Im Gegensatz dazu reagierten die Neointima
Zellen mit einer Abnahme der Zellzahl (39,9+14%) und mit einem deutlichen Anstieg der
Trypanblau- positiven Zellen von 8,6+2,3% auf 28,44+6,6%.

Diese Daten zeigen, dass nichtproliferierende Zellen in Medium ohne FKS weniger
empfindlich auf Behandlung mit Lovastatin sind. AuBlerdem sind die Neointima Zellen im
Vergleich zu den Media Zellen empfindlicher fiir die Behandlung mit Lovastatin sowohl im

serumfreien, als auch im serumhaltigen Medium.
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Abb. 5. Effekt unterschiedlicher Konzentrationen von Lovastatin (LOV) auf die MTT
Aktivitat in Media und Neointima glatter Gefalmuskelzellen.

Die MTT Aktivitit wurde als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt.

A. Zellen unter normalen Kulturbedingungen (10% FKS).

B. Zellen im serumfreien Medium (0% FKS).

Weille Quadrate symbolisieren Media Zellen, schwarze Quadrate- Neointima Zellen; (n=4;
# P<0,05, t-Test, Unterschied zwischen Media und Neointima; * P<0,05, ANOVA,
Unterschied zu der entsprechenden Kontrolle). FKS, fotales Kélberserum.
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Abb. 6. Effekt von 40 pM Lovastatin (LOV) auf die Gesamtzellzahl (weifle Balken)
und auf die Zahl Trypanblau positiver (blaue Balken) Muskelzellen aus Media und
Neointima.

Die Gesamtzellzahl wurde als Prozent der unbehandelten Kontrolle (KON) dargestellt.
A. Muskelzellen in 10% FKS. B. Muskelzellen in 0% FKS.
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4.3. Lovastatin induziert Apoptose in glatten Gefalmuskelzellen der Media und
Neointima

Die Reduktion der Zellvitalitit bzw. der Zellzahl konnte durch Apoptose bedingt sein.
Um diese Hypothese zu testen wurden Messungen durchgefiihrt, die typisch fiir den
Nachweis der Apoptose sind.

4.3.1. Annexin-V Bindung

Als erstes wurde die Annexin-V Bindung in PI negativen Zellen untersucht. Unbehan-
delte Neointima Zellen zeigten eine schwichere Bindung von Annexin-V (Abb. 7). Das
konnte bedeuten, dass die Neointima Zellen im Vergleich zu Media Zellen eine niedrigere
basale Apoptose haben. Nach Inkubation der Media Zellen mit 20 pM Lovastatin wurde
eine zeitabhdngige Zunahme der Annexin-V Bindung festgestellt und nach 24 h war die Zahl
Annexin-V- positiver Zellen ungefahr 2,5- Mal hoher als in der Kontrolle (Abb. 7). Die
Neointima Zellen reagierten mit einer starkeren Positivitét flir Annexin-V, so dass nach 24 h

die Zahl Anexin-V- positiver Zellen ungefahr 5- Mal hoher als in der Kontrolle war.
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Abb. 7. Behandlung mit 20 pM Lovastatin erhoht die Bindung von Annexin-V in
glatten Gefillmuskelzellen aus Media (weille Balken) und Neointima (schwarze
Balken). Der Prozentanteil Annexin-V- positiver/Propidiumjodid (PI)- negativer Zellen
wurde mittels FL-1/ FL-2 Punkteplots berechnet und als Balkendiagramm dargestellt; (n=4,
* P<0,05).
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4.3.2. Caspase-3 Aktivitit

Zusiatzlich wurde eine Bestimmung der Caspase-3 Aktivitdt durchgefiihrt.
Durchflu8zytometrische Messungen fiir aktivierte Caspase-3 haben eine gesteigerte Aktivitét
dieses Apoptosemarkers in Muskelzellen nach Statinbehandlung gezeigt (Abb. 8). In den
Media Zellen wurde eine erhohte Caspase-3 Aktivitit nach 6 h festgestellt, aber die
Inkubation mit Lovastatin fiir 12 h oder 24 h fiihrte nicht zu einer weiter zunehmenden
Aktivierung der Caspase-3 (Abb. 9A). Die Neointima Zellen zeigten dagegen einen
kontinuierlichen Anstieg der Caspase-3 Aktivitdt mit einem signifikanten Unterschied

gegeniiber den Media Zellen nach 24 h (Abb. 9A).

4.3.3. DNS Fragmentierung

Ein typisches Merkmal in den spéteren Apoptosestadien ist die DNS Fragmentierung.
Um DNS Fragmente nachzuweisen, wurde TUNEL Farbung verwendet. Die Media Zellen
zeigten eine relativ schwache TUNEL Féarbung bzw. DNS Fragmentierung, wobei die
Neointima Zellen deutlich stirker reagierten und eine exponentielle Zunahme der TUNEL-
positiven Zellen nach 6-, 12- und 24 h Inkubation mit 20 uM Lovastatin zeigten (Abb. 8§,
9B).
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Abb. 8. Caspase-3 Aktivitit und TUNEL Fiarbung nach Behandlung mit 20 pM
Lovastatin.

Typische Histogrammplots fiir Caspase-3 Aktivitdt (oben) und fiir TUNEL

Reaktion (unten). Es wurde die Caspase-3 Aktivitét in unbehandelten Kontrollzellen (diinne
Linie) oder in Zellen nach Behandlung mit Lovastatin (dicke Linie) gezeigt. Die TUNEL
Reaktion wurde in Zellen nach Statinbehandlung (dicke Linie) dargestellt. Unbehandelte
Zellen (grau) und die Reaktion nur mit der Farbelosung (diinne Linie) sind auch gezeigt.
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Abb. 9. Caspase-3 Aktivitit und TUNEL Firbung in glatten Gefifmuskelzellen aus
Media und Neointima nach Behandlung mit 20 pM Lovastatin.

Der Prozentanteil aktiver Caspase-3- und TUNEL-positiver Zellen wurde mittels FL-1
Histogrammplots berechnet und als Balkendiagramm dargestellt.

A. Prozentanteil aktiver Caspase-3- positiver Media (weille Balken) und Neointima
(schwarze Balken) Muskelzellen; (n=3, * P<0,05).

B. Prozentanteil TUNEL- positiver Media (weille Balken) und Neointima (schwarze Balken)
Muskelzellen. Als Kontrolle wurde Farbung mit der Farbelosung allein verwendet; (n=3).
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4.3.4. DNS Zellzyklusanalyse
Um die Proliferationsrate in Media und Neointima Zellen zu untersuchen, wurden DNS
Zellzyklusanalysen durchgefiihrt. Dabei zeigten die unbehandelten glatten GefaBmuskel-

zellen aus Media und Neointima sehr dhnliche Proliferationsraten.

G0/G1 S G2/M
Media: 78,14+4,1 7,5€£2,5 14,5423
10% FKS
Neointima: 82,5+1,6 7,6+1,1 9,9+0,9
Media: 87,5+2,4 4,9+1,2 7,7£1,7
0% FKS
Neointima: 88,6+0,8 5,1£1,0 6,2+0,5

Tabelle 1. DNS Zellzyklusanalyse glatter Gefiflimuskelzellen aus Media und
Neointima.

Ausgewertet wurden typische Zellzyklussignale (G0/G1, S, G2/M Phase) in FL2-A
Histogrammplot iiber manuelles Gating; (n=4).
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Mit der Zellzyklusanalyse kann auch die DNS Degradierung gemessen werden. In
unbehandelten Zellen zeigten beide Zelltypen sehr niedrige Prozentanteile von Zellen im
sub-G1 Bereich des Zellzyklus. In diesem Bereich liegen Zellen mit degradierter DNS, die
in spiteren Phasen der Apoptose entsteht. In unbehandelten Media Zellen wurden
0,1540,08% und in unbehandelten Neointima Zellen 0,04+0,02% der Zellen im sub-G1
Bereich gefunden (Abb. 10). Dies bestétigt die bei der Annexin-V Féarbung beobachtete
Tendenz, dass Neointima Zellen unter normalen Kulturbedingungen einer niedrigeren
basalen Apoptose unterliegen. In serumfreiem Medium wurde eine leichte Erhéhung der
Zellen im sub-G1 Bereich beobachtet (Media 3,1+1,6%, Neointima 0,9+0,2%), wobei das
Verhiltnis zwischen Media und Neointima &hnlich war wie unter Standardkulturbedin-
gungen. Eine Behandlung mit 10 oder 20 uM Lovastatin induzierte einen deutlichen
Anstieg der Zellen im sub-G1 Bereich. Die Neointima Zellen waren wieder sensitiver im

Vergleich zu Media Zellen sowohl in Medium mit 10% FKS, als auch in Medium ohne FKS.

0% FKS 10% FKS
Media Neointima Media Neointima
+ 3,1+1,6 0,9+0,2 0,15+0,08 0,04+0,(2
Z
@)
_ _ -
_ |[5,8+0,8 3,4+2,2 0,2+0,0 51,4+36,4
=
S Z =
= S =
< —_
N i —
7,9+3,8 11,8+2, 2,0+1,4 67,5+21,1
>
| _ 2%
—
— — — . (g\]
= —
DNS Gehalt

Abb. 10. DNS Zellzyklusanalyse in glatten Gefilimuskelzellen der Media und
Neointima nach Behandlung mit 10 oder 20 pM Lovastatin (LOV).

Reprisentative Histogrammplots. Der Balken zeigt den sub-G1 Bereich. In der oberen
linken Ecke ist die durchschnittliche Prozentzahl (n=4) der Zellen im sub-G1 Bereich
gezeigt. Wegen des starken Effekts von LOV bei den Neointima Zellen in 10% FKS ist in
diesen Zellen kein typisches Zellzyklussignal mehr zu erkennen.

FKS, fotales Kilberserum; KON, Kontrolle unbehandelter Zellen.
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Zusammenfassend zeigten alle Messungen zum Nachweis der Apoptose (Annexin-V/PI
Doppelfiarbung, Bestimmung der Caspase-3-Aktivitit, Nachweis der DNS Fragmentierung
durch TUNEL und der DNS Degradierung durch Zellzyklusanalyse), dass Lovastatin
Apoptose in glatten GefaBmuskelzellen sowohl aus der Media als auch aus der Neointima
induziert. Besonders hervorzuheben ist die Tatsache, dass bei allen diesen Messungen die
Neointima Zellen deutlich stirker als die Media Zellen auf Stimulation mit Lovastatin
reagierten. Die Media Zellen reagierten kaum mit Apoptoseinduktion in serumfreien

Bedingungen.
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4.4. Die lipophilen Statine, aber nicht das hydrophile Pravastatin, reduzieren die
mitochondriale Aktivitit und induzieren Apoptose in glatten Gefallmuskelzellen aus

Media und Neointima

AuBer Lovastatin wurden auch andere Vertreter der Statingruppe getestet, die
lipophilen Simvastatin und Fluvastatin, und das hydrophile Pravastatin. Die Muskelzellen
wurden fiir 24 h mit 20 uM Simvastatin, Fluvastatin oder Pravastatin inkubiert. Alle
lipophilen Statine reduzierten signifikant die MTT Aktivitét, wieder stirker in den
Neointima im Vergleich zu den Media Zellen (Abb. 11). Interessanterweise, zeigte eine

Behandlung mit Pravastatin keinen Effekt.

Media Neointima
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Abb. 11. Reduktion der MTT Aktivitiit in glatten Gefiflmuskelzellen der Media und
Neointima unter der Wirkung verschiedener Statine.

Die lipophilen Statine [Lovastatin (LOV), Simvastatin (SIM) und Fluvastatin (FLU)], aber
nicht das hydrophile Pravastatin (PRA), reduzieren die MTT Aktivitdt in Media (weil3e
Balken) und Neointima (schwarze Balken) Muskelzellen. Die Zellen wurden mit 10% FKS
kultiviert. Die MTT Aktivitdt wurde als Prozent der unbehandelten Kontrolle (KON)
berechnet; (n=4, * P<0,05).
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Die Doppelfiarbung mit Annexin-V/PI zeigte, dass die lipophilen Statine Lovastatin,
Simvastatin und Fluvastatin Apoptose in Media und Neointima Muskelzellen induzieren,
wobei das hydrophile Pravastatin keinen Effekt hatte (Abb. 12). Wieder reagierten die

Neointima Zellen empfindlicher auf die Behandlung mit Lovastatin, Simvastatin und

Fluvastatin.
Media Neointima
A ot 41,2 ﬁlM . 2,940,5
T - Z
L. 3,815 ©
: -
>
Qo
-

SIM

Propidiumjodid Fluoreszenz log
FLU

PRA

Annexin-V Fluoreszenz log

Abb. 12. Apoptoseinduktion in glatten Gefillmuskelzellen der Media und Neointima
unter der Wirkung verschiedener Statine.

Die lipophilen Statine [Lovastatin (LOV), Simvastatin (SIM) und Fluvastatin (FLU)], aber
nicht das hydrophile Pravastatin (PRA), induzieren Apoptose in Media und Neointima
Muskelzellen. Die Zellen wurden mit 10% FKS kultiviert. Der Prozentanteil Annexin-V-
positiver/Propidiumjodid (PI)- negativer sowie Annexin-V- positiver/PI- positiver Zellen
wurde von FL-1/ FL-2 Punkteplots berechnet und rechts oben bei den entsprechenden
Zellpopulationen gezeigt; (n=4). KON, Kontrolle unbehandelter Zellen.
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4.5. Glatte Gefifimuskelzellen aus der Neointima sind empfindlicher auf die Induktion

von Zelltod durch Statine im Vergleich zu Media Zellen

Beide Zellarten wurden in einer Kokultur untersucht. Die Neointima Zellen wurden
mit einer Dichte von 1,0X10*cm? auf Media Zellen hoher Dichte (1,0X10°/cm?) ausgesit als
ein Model fiir die Entstehung einer Neointima. Die Zellen wurden fiir 24 h kultiviert und
dann mit jeweils 20 uM Lovastatin fiir 24 h stimuliert. Diese Behandlung fiihrte zu einem
Anstieg der abgeldsten Zellen (8,6+5,5X10%) (Abb.13). Dies entspricht 3,9+2,5% der
Gesamtzellzahl. Kontrollen von Media Zellen allein zeigten eine niedrigere Zahl abgeloster
Zellen (1,9+£0,9X10%), was 0,95+0,05% der Gesamtzellzahl entspricht. So kann man
annehmen, dass der Unterschied in der Zahl von abgeldsten Zellen hauptsichlich aus
Neointima Zellen besteht. Insgesamt entspricht dies ungeféhr einem Drittel der
Gesamtpopulation der ausgesiten Neointima Zellen. Eine Trennung der Neointima Zellen
von einem direkten Kontakt mit den Media Zellen durch einen Zellkultureinsatz resultierte
in einem deutlichen Anstieg abgeloster Zellen (30+21,9X10%). Dies konnte bedeuten, dass
die Neointima Zellen durch den Kontakt mit Media Zellen vor Apoptose geschiitzt sind.
Neointima Zellen allein reagierten wieder deutlich empfindlicher auf Behandlung mit
Lovastatin (39,5+£31,4X10° abgeloste Zellen/Zellkultureinsatz oder 55,2+23,2X103
apoptotische Zellen/Well in der 6-Wellplatte).
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Abb. 13. Lovastatin induziert Zelltod hauptsichlich in den Neointima Zellen.

Die Media Zellen wurden in einer hohen Dichte von 10°/cm? in 6-Wellplatten ausgesit und
fiir 24 h in Medium mit 10% FKS kultiviert. Die Neointima Zellen wurden in einer Dichte
von 10%/cm mit oder ohne Membraneinsitze, oder auf Media Zellen ausgesit und fiir 24 h
(ko)kultiviert. Alle Zellen wurden mit 20 pM Lovastatin inkubiert und nach 24 h wurde die
Zahl abgeloster, d.h. mdglicherweise apoptotischer Zellen in jedem Well bestimmit.

A. Schematische Darstellung der unterschiedlichen Kulturbedingungen. B. Zahl abgeloster,
bzw. apoptotischer Zellen bei jeder Bedingung; (n=3-5, * P<0,05)
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4.6. Die Neointima Muskelzellen zeigen eine niedrigere Expression von Bax und

cIAP-1 im Vergleich zu den Media Zellen

Mittels Durchflulzytometrie wurde die Expression pro- und antiapoptotischer
Proteine in glatten GefaBmuskelzellen der Media und Neointima untersucht. Die Neointima
Zellen zeigten eine signifikant niedrigere Expression des proapoptotischen Proteins Bax und
des antiapoptotischen cI4P-1, im Vergleich zu den Media Zellen (Abb. 14). Die mittlere
Fluoreszenzintensitit fiir Bax und c[4AP-1 war 63,3+16,2 und 44,5+10,4 in Media Zellen.
Die Neointima Zellen zeigten eine Intensitidt von 40,3+7,6 und 21,543,8 fiir Bax und c/4P-1.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede fiir Bely, und cI4P-2 festgestellt.
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Abb.14. Durchflufizytometrische Analyse der Expression proapoptotischer (Bax) und
antiapoptotischer (Bclx, cIAP-1, cIAP-2) Proteine in Media (weifle Balken) und
Neointima (schwarze Balken) Muskelzellen.

Die mittlere Fluoreszenzintensitdt wurde mittels FL-1 Histogrammplots berechnet. Als
Kontrolle (KON) wurde die Farbung mit dem zweiten FITC- konjugierten Antikorper
verwendet; (n=4; * P<0,05)
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Der Unterschied in der Expression von c/AP-1 zwischen Media und Neointima
Zellen wurde weiterhin im Western Blot bestétigt (Abb. 15). Die lipophilen Statine
Lovastatin und Simvastatin reduzierten die Expression von c/AP-1, das hydrophile

Pravastatin zeigte keinen Effekt.

B-AKHN e s s s
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Media Neointima

Abb. 15. Western Blot Analyse der Expression des antiapoptotischen Proteins c/4P-1
in Media und Neointima Muskelzellen.

Die Zellen wurden mit jeweils 20 uM Lovastatin (LOV), Simvastatin (SIM) und Pravastatin
(PRA) fiir 24 h inkubiert. Als Kontrolle fiir gleiche Proteinmenge wurde /3-Aktin verwendet.
Repriésentative Abbildung von drei unabhéngigen Versuchen.

KON, Kontrolle unbehandelter Zellen.
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5. DISKUSSION
5.1. Methodendiskussion
5.1.1. Unterschiede zwischen glatten Gefiflmuskelzellen aus Media und Neointima

Die Neointima Muskelzellen, die nach einer Gefa3verletzung z.B. durch
Ballonkatheter entstehen, unterscheiden sich von den Media Zellen, die die mittlere Schicht
der GefdBwand formieren. Die Neointima Zellen wachsen in Zellkultur als eine Schicht und
charakterisieren sich durch eine niedrigere Expression von a-SMA. Zusitzlich sind auch
andere Unterschiede zwischen den beiden Zelltypen beschrieben. So zeigen die Neointima
Muskelzellen eine leicht erhohte Proliferation, eine niedrigere Expression von Myosin und
sie produzieren mehr Stickstoffmonoxid nach Stimulation mit Zytokinen (5,32,44,67). Um
diese unterschiedlichen Muskelzellen bei einer méglichst vergleichbaren Zelldichte
untersuchen zu kénnen, wurden die Neointima Zellen in einer etwas niedrigeren Dichte
(0,7X10%/cm?) im Vergleich zu den Media Zellen (1,0X10%/cm?) ausgesit. Auf diese Weise
befanden sich die Zellen zur Zeit der Behandlung mit Statinen in dhnlicher Zelldichte und in
dhnlichem Proliferationsstadium, wie MTT Test, Trypanblau Zdhlung und Zellzyklusanalyse
zeigten (Abb. 5,6; Tabelle 1)

5.1.2. Media und Neointima glatter Gefilmuskelzellen als Zellkulturmodell in vitro
Die Verwendung glatter GefaBmuskelzellen der Ratte ist ein gut etabliertes Modell in
der zellbiologischen Forschung (8,23,52). In unseren Versuchen stammen die Zellen aus
unterschiedlichen GefdB3bereichen- der A. Carotis und der thorakalen Aorta. Dies ist durch
die Tatsache bedingt, dass in der Aorta Ballonkatheterverletzung schwer durchzufiihren ist,
um Neointima Zellen zu gewinnen. Die Aorta hat aber eine relativ dicke Wand und ist
deshalb die ideale Quelle fiir Media Zellen. In der A. Carotis ist die Verletzung mittels eines
Ballonkatheters gut durchfiihrbar und die spéter entstandene Neointima kann mikroskopisch
leicht pripariert werden. In unseren Experimenten wurden die Zellen auch in einem
Kokulturmodell untersucht. Dabei sind die Neointima Zellen gut auf den Media Zellen
gewachsen. Solch ein Modell kénnte als eine in vitro entstehende Neointima betrachtet
werden. Bei einer spédteren Messung im DurchfluBzytometer besteht jedoch nicht die
Moglichkeit, Media von Neointima Zellen zu unterscheiden. Deshalb wurde hier nur die

Zahl abgeloster Zellen im Lichtmikroskop gezéhlt. Die vorhergehenden umfangreichen
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Analysen zur Apoptosedetektion berechtigen aber zu dem Schluss, dass es sich bei den
gezdhlten abgeldsten Zellen zum grofBten Teil um apoptotische Zellen handelt.

Die hier erhaltenen Ergebnisse konnten Ausgangspunkt fiir Untersuchungen z.B. an
humanen Zellen oder auch an knock-out Mausmodellen sein. Die Verfiigbarkeit humanen
Materials ist zwar limitiert. AuBerdem besitzen die menschlichen Muskelzellen aus Media
und Neointima eine geringere Proliferationsfiahigkeit. Das Hauptproblem ist die Gewinnung
von Media und Neointima Zellen aus dem selben Patienten, um direkte vergleichende
Untersuchungen durchfiihren zu konnen. Inzwischen ist es aber in unserem Labor gelungen,
humane Muskelzellen aus Carotisldsionen zu isolieren und zu charakterisieren (14).
Zukiinftige Untersuchungen konnen also auch in humanen Zellen die Effekte der Statine
testen. Andererseits wére gerade in Mausen die Induktion einer Neointima sehr interessant,
weil hier durch die Verwendung genetisch veridnderter Tiere der Einflufl verschiedener
Proteine und Rezeptoren untersucht werden konnte. In diesem Zusammenhang wurde vor
kurzem ein interessantes Mausmodell fiir Entstehung atherosklerotischer Plaques der A.
Carotis beschrieben (60). Zusitzlich wird seit einiger Zeit in Mausen durch eine
Katheterverletzung auch versucht, eine Neointimabildung zu stimulieren. Am
interessantesten wire aber die Kombination beider Modelle. Die Erfahrung an den
Mausmodellen fiir Plaque- oder Restenoseentstehung ist jedoch im Vergleich zu der Fiille an
Daten aus dem Rattenmodell zur Zeit noch beschrinkt. In Zukunft konnte aber ein solches
Modellsystem fiir die Untersuchung der Restenosemechanismen eine wichtigere Rolle

spielen als das zur Zeit noch sehr weit verbreitete Modell der Carotisverletzung der Ratte.

5.1.3. Bestimmung der Zellvitalitit

Mit dem MTT Test wird die mitochondriale Aktivitit gemessen. Das heil3t, diese
Methode ist kein direktes MaB fiir die Zellzahl und die Zellvitalitit wird nur indirekt
bestimmt. Deshalb wurde diese Methode mit Trypanblau Farbung kombiniert, um Daten
iiber die Zellzahl und die Zahl abgestorbener Zellen zu erhalten. Die Bestimmung der MTT
Aktivitét ist gut reproduzierbar, da die Absorption eines Farbstoffs im Photometer gemessen
wird. Die Zéhlung Trypanblau positiver und negativer Zellen ist dagegen subjektiv, weil die
Zellen im Lichtmikroskop als ,,positiv*“ oder ,,negativ‘ beurteilt, bzw. gezdhlt werden. In
einigen Versuchen wurden deshalb die Bestimmungen parallel durchgefiihrt, um zu zeigen,

dass MTT Test und Trypanblau Zdhlung gut korrelieren.

46



5.1.4. Messungen zur Apoptosedetektion

Um programmierten Zelltod oder Apoptose nachzuweisen und deutlich von
nekrotischem Zelltod oder sekundérer Nekrose abzugrenzen, ist es erforderlich mehrere
Methoden der Apoptosedetektion parallel zu verwenden. Deshalb wurden in den meisten
Versuchen mindestens zwei Methoden zur Apoptosedetektion kombiniert. Die verwendeten
Methoden umfassen die Doppelfarbung von Annexin-V/PI zur Messung der
Phosphatidylserin Exposition auf der Membranoberfldche nicht nekrotischer Zellen, die
Bestimmung der Caspase-3 Aktivitdt durch Farbung mit spezifischem Antikdrper der
praferentiell die aktive Form erkennt, den Nachweis der DNS- Fragmentierung durch
Féarbung von DNS Briichen iiber eine spezielle Enzymreaktion (TUNEL Reaktion) und die
Degradierung der DNS durch Bestimmung der Zellen im sub-G1 Bereich bei der
Zellzyklusanalyse.

5.1.5. Durchflullzytometrie

Bei Durchfiihrung der Farbung und spiter wiahrend der Messung kann direktes
Sonnenlicht Storeinfliisse ausiiben, da FITC lichtempfindlich ist. Daher wurde unter
entsprechenden Schutzbedingungen gearbeitet. Um reprédsentative Ergebnisse zu
bekommen, sollen in der Regel mindestens 10 000 Zellen in jeder Messung analysiert
werden. Dabei liegt die MeBBgenauigkeit bei Doppelmessungen im DurchfluBzytometer bei

tiber 98%.

5.2. Ergebnisdiskussion

Obwohl gezeigt wurde, dass Statine in verschiedenen Zelltypen Apoptose induzieren
(1,10,22,65), wurden die Effekte dieser Substanzen auf Apoptose in Neointima Muskelzellen
bis jetzt nicht untersucht. Aullerdem wurden die Statine in vitro in relativ hohen
Konzentrationen verwendet (bis zu 100 uM) um Apoptose in Media Zellen induzieren zu
konnen. Diese Muskelzellen wurden auch unter serumhaltigen Bedingungen untersucht
(22,57). Die Plasmakonzentrationen der Statine in vivo sind jedoch viel niedriger und die
Muskelzellen im normalen Gefal3 sind nicht in Kontakt mit dem zirkulierenden Blut.

In dieser Arbeit wurde nun gezeigt, dass die lipophilen Statine Lovastatin,

Simvastatin und Fluvastatin Zelltod in glatten GefaBmuskelzellen aus Media und Neointima
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induzieren, wéahrend das hydrophile Pravastatin keinen Effekt hatte. Um die genaue Art
dieses Zelltodes zu charakterisieren, wurden die Messungen zur Bestimmung der
Zellvitalitit (MTT Aktivitdt und Trypanblau Farbung) mit spezifischen Messungen zum
Apoptosenachweis kombiniert. Die lipophilen Statine verursachten eine erhohte Bindung
von Annexin-V in der Population PI- negativer Zellen, eine Aktivierung der Caspase-3 und
eine DNS- Fragmentierung und Degradierung (erhohter Prozentanteil TUNEL- positiver
Zellen und der Zellen im sub-G; Bereich des Zellzyklus). Diese Ergebnisse beweisen, dass
lipophile Statine Apoptose in glatten GefaBmuskelzellen sowohl der Media als auch der
Neointima induzieren. Besonders hervorzuheben ist, dass in allen diesen Messungen sowohl
bei serumhaltigen, als auch bei serumfreien Bedingungen die Neointima Muskelzellen nach
Statinbehandlung deutlich stirker mit Apoptose im Vergleich zu den Media Zellen
reagierten. Diese ausgeprégte Induktion von Apoptose in Neointima GefdaBmuskelzellen
konnte von Bedeutung fiir die Pravention der post- PTCA Restenose sein. Ganz
offensichtlich sind die Neointima Zellen im Vergleich zu den Media Zellen empfindlicher
fiir Apoptoseinduktion mit Statinen. Ahnliches wurde auch in Studien mit
Wasserstoffperoxyd und Retinolsdure demonstriert (36,45). Unsere Befunde waren in
Ubereinstimmung mit diesen Studien.

Statine reduzieren signifikant das kardiovaskulére Risiko und stabilisieren
atherosklerotische Plaques (38,48,56). Deshalb gehoren diese Substanzen zu den meist
verwendeten Medikamenten in der industrialisierten Welt (insbesondere Atorvastatin,
Fluvastatin und Simvastatin). Die in unserer Arbeit beschriebenen Unterschiede in Bezug
auf die Apoptoseinduktion sind ein Beispiel fiir voneinander abweichende Eigenschaften
von lipophilen Statinen und dem hydrophilen Pravastatin. Ahnliche Unterschiede wurden
auch neulich beschrieben. So z.B. wurde in einer Studie gezeigt, dass Pravastatin den
Kollagengehalt in atherosklerotischen Plaques von Kaninchen erhéhen und die Zahl
apoptotischer Zellen reduzieren kann, was letztendlich zu einer Plaquestabilisierung fiihrt
(20). Diese mogliche stabilisierende Wirkung von Pravastatin wurde auch an Patienten mit
atherosklerotischen Plaques der A. Carotis bestitigt (9).

Wie die Zellzyklusanalysen zeigten, fiihrten unsere Kulturbedingungen zu sehr
dhnlichen Proliferationsraten in Media und Neointima Zellen. Deshalb ist es
unwahrscheinlich, dass eine erhohte Proliferationsrate der Zellen fiir den beobachteten

Unterschied in der Apoptosesensitivitit zwischen Media und Neointima Zellen
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verantwortlich ist. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fiir die beobachteten Effekte konnte
die Inhibierung von Cholesterinvorstufen sein. Diese Produkte werden z.B. zur
Membransynthese oder zum normalen Verlauf des Zellzyklus benotigt. Eine Inkubation der
Zellen mit Mevalonat, dem Produkt der HMG-CoA Reduktase, konnte den Effekt in
Neointima Zellen nicht vollstindig autheben. Da die beschriebenen Effekte der Statine nicht
an der Proliferation der Zellen zur Zeit der Statinbehandlung liegen (dhnliche Zelldichte und
Proliferationsrate zur Zeit der Behandlung) und da die Inkubation mit Mevalonat die
Wirkung von Lovastatin in Neointima Zellen nicht vollstidndig autheben konnte, wurden
zusitzliche Erklarungsmdglichkeiten fiir die beobachteten Unterschiede zwischen Media und
Neointima Zellen gesucht. In diesem Zusammenhang ist es vorstellbar, dass an der
Apoptoseregulation beteiligte Proteine eine Rolle spielen konnten. Deshalb wurde die
Expression pro- und antiapoptotischer Proteine der Bcl- und lap- Familie untersucht. Es
wurde kein Unterschied in der Expression der antiapoptotischen Proteine Bcly;, und cIAP-2
zwischen Media und Neointima Muskelzellen festgestellt. Die Neointima Zellen zeigten
aber eine niedrigere Expression des antiapoptotischen Proteins c/AP-1, das eine
Schliisselrolle bei der Apoptoseregulation in glatten GefaBmuskelzellen spielt (13). Damit
konnte moglicherweise die erhdhte Apoptosesensitivitit neointimaler Muskelzellen auf die
Behandlung mit Statinen erklédrt werden.

Die Zelldichte spielt eine wichtige Rolle bei der Apoptoseregulation in glatten
Gefalmuskelzellen. So sind z.B. Muskelzellen hoher Dichte vor Apoptose geschiitzt (15).
Moglicherweise wird diese Protektion durch eine héhere Expression von c/4AP-1 vermittelt.
Aus diesem Grund wurden die Media und Neointima Zellen in allen Versuchen bei dhnlicher
Zelldichte und Proliferationsrate untersucht. Wie bereits oben erwéhnt, begriindet sich
deshalb die unterschiedliche Empfindlichkeit der Zellen nach Behandlung mit Statinen sehr
wahrscheinlich nicht auf Unterschiede in der Zelldichte oder Proliferationsrate, sondern
vermutlich auf eine niedrigere cI4P-1 Expression. Die Kinetik der Apoptoseinduktion
zeigte, dass Neointima Zellen am Anfang langsamer im Vergleich zu Media Zellen auf die
Behandlung mit Lovastatin reagierten, nach 24 h aber starben die Neointima Zellen massiv,
wobei der Effekt auf die Media Zellen schwécher blieb. Diese am Anfang der
Apoptoseinduktion gemachten Beobachtungen konnten durch die niedrigere basale
Apoptoserate von Neointima Zellen in der Zellkultur erklart werden. Gleichzeitig zeigen

diese Zellen eine niedrigere Expression des proapoptotischen Proteins Bax, aber auch des
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antiapoptotischen c/AP-1. Vermutlich beginnen deshalb die Neointima Zellen langsamer in
Apoptose zu gehen, eine ldngere Inkubation mit Statinen konnte jedoch zu einer
,»Erschopfung* ihrer antiapoptotischen Abwehrmechanismen fithren. Nach ldngerer

Exposition mit Statinen sterben die Neointima Zellen massiv durch Apoptose (Abb. 16).

Behandlung mit lipophilen Statinen bei
serumhaltigen Bedingungen

— T

Neointima Media
++
++++ T
Anti-Apoptose Apoptose Anti-Apoptose Apoptose

Abb. 16. Schematische Darstellung pro- und antapoptotischer Verhiltnisse in glatten
GefiBmuskelzellen aus Media und Neointima.

In Kultur zeigen die Neointima Zellen im Vergleich zu den Media Zellen eine niedrigere
basale Apoptoserate (niedrigere Bindung an Annexin-V, weniger Zellen im sub-G1 Bereich
des Zellzyklus, niedrigere Expression des proapoptotischen Proteins Bax und des
antiapoptotischen c/4P-1). Nach Behandlung mit apoptoseinduzierenden Substanzen (z.B.
lipophilen Statinen), reagieren Neointime Zellen jedoch viel stérker als Media Zellen auf
diese Apoptoseinduktion.
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Um eine frithe Entstehung der Neointima zu simulieren, wurde ein Kokulturmodell
zwischen Media Zellen hoher Dichte und Neointima Zellen niedriger Dichte verwendet. Die
Behandlung mit Lovastatin induzierte wieder Zelltod hauptsichlich in den Neointima Zellen.
Der direkte Kontakt zwischen den Zellen reduzierte die Zahl sterbender Neointima Zellen.
Eine Trennung der beiden Zellarten durch Membranfilter fithrte dazu, dass Lovastatin eine
starkere Wirkung auf die Neointima Zellen zeigte, als bei der direkten Kokultur. Dies
konnte darauf hinweisen, dass Media Zellen hoher Dichte durch Zell-Zell Kontakte ein
Uberleben der Neointima Zellen fordern. In der Kokultur mit Membranfilter zeigten jedoch
die Neointima Zellen eine geringere Neigung zur Apoptose als in Kultur auf Membranfilter
ohne Media Zellen. Moglicherweise produzieren Media Zellen hoher Dichte schiitzende
Faktoren, die iiber Diffusion durch die Membranfilter die Apoptose in Neointima Zellen
reduzieren konnten. /n vivo kann eine Beschédigung der inneren elastischen Gefalmembran
wihrend Ballonangioplastie zu einem dhnlichen Kontakt zwischen den Media Zellen und
den spéter entstehenden Neointima Zellen fiihren. Durch die entstehende Endothel-
verletzung sind die glatten GefaBmuskelzellen zusitzlich Wachstumsfaktoren im
zirkulierenden Blut ausgesetzt. Diese Umsténde verursachen eine erh6hte Migration und
Proliferation von Muskelzellen aus der Mediaschicht der GefaBwand und die spitere
Entstehung der Neointima.

Trotz ihrer anerkannten Wirkung bei der priméren und sekundéren Privention
kardiovaskulédrer Krankheiten ist der Effekt von Statinen auf die Verhinderung der Restenose
widerspriichlich. Einige Studien zeigen, dass Statine die Restenose nach Ballonangioplastie
verhindern kénnen. So inhibiert Simvastatin die Entwicklung der Neointima nach Ballon-
verletzung in vivo in Kaninchen oder Ratten (11,28). Weiterhin zeigt Atorvastatin einen
dhnlichen Effekt in Versuchen mit Kaninchen (7). Klinische Studien demonstrieren auch
eine Reduzierung der Neointimbildung in Patienten nach PTCA oder Stentimplantation
(50,61,62). Im Gegensatz dazu finden aber andere klinische Studien keinen Effekt von
Fluvastatin oder Lovastatin auf die Entstehung der Restenose nach PTCA (19,55,64). Ein
moglicher Grund fiir diese widerspriichlichen Ergebnisse oder auch manchmal nur
kurzfristigen Effekte der Statine bei der Verminderung der Restenose konnte die perorale
Aufnahme sein. Dadurch werden vermutlich die notwendigen effektiven Konzentrationen

dieser Substanzen an der Stelle der zukiinftigen Neointima nicht erreicht. AuBlerdem koénnte
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die metabolische Verédnderung dieser Substanzen in der Leber die in vitro beschriebenen
Effekte beeinflussen. Weiterhin wire ein Effekt der Statine hauptsédchlich bei der in-Stent
Restenose zu erwarten, da hier der fiihrende pathologische Mechanismus eine exzessive
Proliferation neointimaler Muskelzellen ist. Bei dieser besonderen Art der Restenose im
Unterschied zu der Entwicklung der Neointima nach Ballonangioplastie ohne nachfolgendes
Stenting beobachtet man keinen negativen GefdBumbau (42,54). Kiirzlich wurde gezeigt,
dass eine Beschichtung von Stents mit lipophilen Substanzen in einer gleichméfigen
Verteilung dieser Substanzen in der Stentumgebung fiihrt, wahrend hydrophile Substanzen
nach Anwendung mit Stents im umliegenden Gewebe kaum nachweisbar waren (27). In
diesem Sinne konnte die Beschichtung von Stents mit lipophilen Statinen hilfreich sein, um
relativ hohe Medikamentenkonzentrationen an der Stelle der potentiellen Neointimabildung
zu erreichen. Hohe lokale Konzentrationen nicht metabolisch verdnderter Statine kdnnten
dabei die Entstehung der Neointima verhindern. Es ist sogar vorstellbar, dass in der
sogenannten ,,wash out* Stentphase die verbleibenden niedrigen Statinkonzentrationen eine
Reendothelialisierung sogar fordern konnten, da kiirzlich gezeigt wurde, dass Statine in
niedrigen Konzentrationen die Proliferation und Migration kultivierter Endothelzellen
erh6hen konnen (33,65). Die Entwicklung solcher Statin- beschichteter Stents konnte eine

interessante neue Moglichkeit fiir die Verminderung der post- PTCA Restenose darstellen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden glatte GefaBmuskelzellen aus Media und Neointima der
Ratte im Hinblick auf ihre Empfindlichkeit auf Statinbehandlung untersucht. Diese Zellen
reprisentieren ein gut charakterisiertes und breit verwendetes Modell. Die Ergebnisse
basieren auf Versuchen mit Zellkulturen und kénnen als Grundlage fiir Versuche mit
menschlichen Zellen und/oder weitere Tierexperimente betrachtet werden. Man kann

Folgendes zusammenfassen:

A). Statine induzieren in vitro Apoptose sowohl in Media als auch in Neointima glatter
Gefdfmuskelzellen. Diesen Effekt beobachtet man nur bei den lipophilen Statinen
Lovastatin, Simvastatin und Fluvastatin. Das hydrophile Pravastatin zeigt keinen Effekt.
Die Apoptoseinduktion in glatten GefaBmuskelzellen aus der Media war gering bei

serumfreien Bedingungen.

B). Die Neointima Zellen sind im Vergleich zu den Media Zellen sowohl bei serumhaltigen,
als auch unter serumfreien Bedingungen deutlich empfindlicher auf Apoptoseinduktion

durch Statine.

C). Eine mogliche Erkldrung fiir die beobachteten Unterschiede kdnnte in der niedrigeren

Expression des antiapoptotischen Proteins c/4P-1 in Neointima Zellen liegen.

D). Dank der Ergebnisse dieser Versuche kdnnten neue effektive Strategien zur Pravention
der Restenose nach Ballonangioplastie entwickelt werden, z.B. durch die lokale Anwendung

lipophiler Statine mittels entsprechender Stentbeschichtung.

Diese zusitzlichen Effekte lipophiler Statine sind in die Synopsis pharmakologischer
Wirkungen von HMG-CoA Reduktasehemmern in Abb. 17 eingefiigt.
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> allgemein: Inhibierung der
HMG-CoA Reduktase
mit Reduktion der zelluldren
Cholesterinbiosynthese sowie
der Cholesterinvorstufen

\
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Abb. 17. Schema moglicher zusitzlicher Statineffekte

Zusammenfassend senken die Statine das LDL- Cholesterin bei gleichzeitiger Erth6hung des
HDL- Cholesterins. Dank ihrer pleiotropen Effekte stabilisieren die Statine zusétzlich
atherosklerotische Plaques. Einen neuen Wirkmechanismus von besonderer Bedeutung stellt
die Induktion von Apoptose in glatten GefdBmuskelzellen der Neointima dar. Dies gilt fiir
die lipophilen Statine (Lovastatin, Simvastatin und Fluvastatin), aber nicht fiir das
hydrophile Pravastatin. Dieser Mechanismus und vor allem die deutlich hohere
Apoptosesensitivitit neointimaler Muskelzellen im Vergleich zu normalen Media Zellen
konnte eine wichtige Bedeutung fiir die Pravention der Restenose nach Ballonangioplastie
spielen. Dabei wiirde die lokale Anwendung lipophiler Statine z.B. mittels
Stentbeschichtung eine interessante Moglichkeit darstellen. Dadurch wird eine
Leberpassage der Statine vermieden und eine hohe Konzentration an der Stelle der
potentiellen Neointima erreicht.
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