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AbkUrzungsverzeichnis

A Ampere
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Summary/Abstract

The flow-dependent dilatation of blood vessels is an important mechanism for the regulation

of blood flow. Simultaneously, it is linked to an intact endothelial function.

In our experiments, we have shown that cerebral vessels have the capacity for such a flow-

dependent vasodilatation and this can be influenced by fluvastatin.

Even a short contact time of a few minutes between vessel and fluvastatin is sufficient to ob-

tain a significant augmentation of flow-dependent dilatation.

Furthermore, we were able to prove the direct binding of fluvastatin to heparan sulfate pro-

teoglycan (HS-PG) by ellipsometric techniques.

The receptor HS-PG has been described, which mediates the pleiotropic effects of fluvastatin.
The attachment to HS-PG results in an activation of eNOS and thus in increased nitric oxide
synthesis and release. NO is a known mediator of smooth muscle cell relaxation via cGMP

elevation.

In addition, increase of eNOS activity is equivalent to an improvement of endothelial func-

tion.

In this context, two syndromes counteract the physiologic function of cerebral blood flow.
Both in Alzheimer’s disease and in ischemic stroke, the benefits of statin administration have
been described in several clinical trials. This also applies to the prophylactic use of statins

against progression or slowing of post-infarct rehabilitation.



1. Einleitung

Hirnerkrankungen wie die Demenz vom Alzheimertyp (AD) und der ischdmische Schlag-
anfall stellen in unserer immer alter werdenden Gesellschaft einen haufigen Grund fur einge-
schrankte Lebensqualitat und Pflegebedurftigkeit dar [49]. Um dieser Entwicklung entgegen-
zuwirken beschaftigen sich Forschungsgruppen mit der Suche nach geeigneten Praventions-
und Therapiemitteln. Dabei wird zunehmend héufig ein positiver Effekt unter Statineinnahme
diskutiert.

Die Hauptwirkung der Statine besteht in der Hemmung der Cholesterinsynthese und der da-
mit verbundenen Senkung des LDL-Spiegels. Daneben besitzen sie so genannte pleiotrope,
cholesterinunabhédngige Effekte, deren Erforschung Gegenstand zahlreicher Studien ist [10,
21,68,85]. Sie zeigen, dal} Statine der Arteriosklerose Uber verschiedene Mechanismen ent-
gegenwirken, die so bedeutende endotheliale Funktion verbessern und méglicherweise vor
einer Alzheimer-Demenz schitzen beziehungsweise ihre Progression verzdgern kénnen [38,
49,85,90]. Sicherlich beruhen diese, in Bezug auf die Alzheimerdemenz gemachten Beob-

achtungen, nicht nur auf einem einzigen Statineffekt.

Im Rahmen dieser Arbeit haben wir einen dieser moglichen Mechanismen herausgegriffen
und diesen an isolierten HirngefalRen nachgewiesen. Es handelt sich hierbei um die fluRab-
hangige Dilatation (FDD) der GefaRe, die durch Fluvastatin deutlich verbessert wird. Sie
steht fir eine Wiederherstellung der endothelialen Schutzfunktion und eine bessere Hirn-
durchblutung. Vermittelt wird diese tber eine Aktivierung der eNOS, welche NO produziert.
Dieses gelangt in die unter dem Endothel liegende glatte Muskelschicht und vermittelt hier

unter Bildung von cGMP eine Myozytenrelaxation [71].

Zudem soll ein moglicher Rezeptor, Uber den Fluvastatin seine Wirkungen am Gefal} vermit-
teln konnte, aufgezeigt werden. Es handelt sich hierbei um die Proteoglykane, welche Be-
standteil der Zellmembran und der extrazelluldren Matrix sind. Neben einer einfachen Stltz-
funktion sind sie an weiteren Vorgangen wie der Modulation von Zytokin-Wirkungen und der
Differenzierung und Integritat der Gewebe beteiligt. Es lassen sich zudem verschiedene Un-
tergruppen abgrenzen, die sich im Proteincore, den Seitenketten und im Vorkommen unter-
scheiden. Hinsichtlich der vorliegenden Arbeit sind die Syndecane 1-4 (in der Membran der

Endothel- und glatten Muskelzellen) und die Perlecane (in der vaskuldren Matrix) hervor-



zuheben. Fir diese Untergruppen ist sowohl die F&higkeit zum flow-sensing als auch zur Bin-
dung von Molekilen und Partikeln (z.B. Zytokine, Lipoproteine) im Sinne eines Rezeptors
nachgewiesen [27,43,71,73,77].

Anhand der Ellipsometrie, einem laserbasierten, optischen MeRverfahren zur Bestimmung
absorbierter Mengen und von dinnen Schichtdicken, zeigen wir, dal? Fluvastatin an Heparan-
sulfat-Proteoglykan (HS-PG) bindet. Wir postulieren eine direkte Interaktion zwischen dem

Proteoglykan und der Wirksubstanz Fluvastatin.

2. Grundlagen

Uber die A. carotis und die A. vertebralis gelangt das Blut in die HirngefaRe und versorgt
unser Gehirn mit Sauerstoff und Nahrstoffen. Die cerebralen GeféRe sind zu einer starken
Autoregulation der Gefalweite befahigt, was eine konstante Hirndurchblutung bei schwan-
kenden systemischen Blutdriicken gewahrleistet [64]. Daneben reagieren aber auch die Cere-

bralarterien auf metabolische (O2-Mangel) und mechanische Stimuli (Schubspannung).

2.1. Die fluBabhangige Vasodilatation

Das stromende Blut erzeugt an der GefaBwand einen viskoelastischen Zug, der als Schub-
spannung (shear stress) bezeichnet wird. Bei einer Erhohung der BlutfluRgeschwindigkeit
kommt es zu einer Relaxation der GefaBmuskelzellen im betroffenen GeféalRabschnitt. Eine, in

ihrer Auspragung dem shear stress angepalite Vasodilatation resultiert [31,66].

\on den meisten Autoren wird das Vorhandensein einer intakten Endothelschicht als Voraus-
setzung fur die Aufnahme des shear stress und die nachfolgende FDD bezeichnet [39,57].
Bevan et al. [5] konnten dagegen auch nach Entfernung des Endothels noch eine abge-
schwachte FDD nachweisen. Dies konnte bedeuten, dal3 die Schubspannung nicht nur von
endothel-gebundenen Rezeptoren, sondern auch von der darunter liegenden Matrix wahrge-

nommen und zu einem Signal weiterverarbeitet werden kann.

Dafir, daB es sich um einen komplexen, rezeptorvermittelten Prozel3 handelt, sprechen Fakto-

ren wie die strenge Ortsgebundenheit, die Beobachtung, da® NO, cGMP und auch Calcium



unter shear stress (intrazelluldr) ansteigen sowie Anderungen der Genexpression und die
Aktivierung von Kinasen [16,56,84,87]. Betrachtet werden mussen demnach potentielle Re-
zeptoren, die den FluB erfassen und ein Signal nach intrazellular weitergeben, die vermitteln-
den Mediatoren und die Signalkaskade, die letztendlich zu einer Relaxation der Myozyten
flhrt.

Im Bereich der luminalen GefaRoberfliche wird eine Struktur vermutet, die einerseits die
GroRe der mechanischen Krafte (ausgelibt durch den BlutfluR) erfassen kann und andererseits
diese an die intrazellulare Signalverarbeitung weitergeben kann. Dies entspricht einem Re-
zeptor. Wie dieser Rezeptor beschaffen ist und wo er genau liegt, wird derzeit in vielen Stu-
dien untersucht. In der Literatur werden folgende Strukturen als mdgliche FIuR-Sensoren be-

zeichnet:

— Integrine [36],

— Caveolae [65],
lonenkanale [12],
G-Proteine [24],

Proteoglykane [73].

Auf die Gruppe der Proteoglykane mdchte ich im Folgenden genauer eingehen, da sie neben
der Funktion als méglicher FluBR-Sensor auch Molekdle binden kénnen, welche in der vorlie-
genden Arbeit eine wesentliche Rolle spielen [71,74]. “Proteoglykane” stellt einen Oberbe-
griff fur eine Substanzgruppe dar, die sich aus einem variablen Proteincore und daran gebun-
dene Glykosaminoglykan (GAG)-Seitenketten zusammensetzen. Durch ihre Eigenschaft als
Polyelektrolyt fungieren die GAG-Seitenketten in Zellmembran und Basalmembran als
lonenaustauscher. Zudem haben sie Einflu auf den transmembranalen lonentransport und
das Membranpotential. Uber die funktionellen Doméanen der Proteincores erfolgen die \Veran-
kerung mit der Zelloberflache und der Kontakt zu Makromolekiilen der Matrix sowie zu an-
deren interagierenden Proteinen wie Wachstumsfaktoren und Zelladhdsionsmolekilen
(CAMs).

Je nach Proteincore, Seitenkette und Vorkommen werden sie bestimmten Untergruppen zuge-
ordnet. Interessant sind im Hinblick auf die Funktion als Flu3-Sensor vor allem die Proteohe-



paransulfate “Syndecan 1-4” (auf dem Endothel und in glatten Muskelzellen) und Perlecan
(in der vaskul&ren Matrix). Wéhrend Perlecan nur Heparansulfat-Seitenketten besitzt, kom-
men beim Syndecan sowohl Heparansulfat als auch vermindert Chondroitinsulfat vor. Die
Zahl der Seitenketten, ihre L&nge und der Sulfatierungsgrad sind stark variabel und von auf3e-
ren Stimuli abhéngig. Sie bieten damit einer Vielzahl von Liganden eine geeignete spezifi-
sche Bindungsstelle. Als strukturbeeinflussende Faktoren sind Alterungsvorgénge, Erkran-
kungen und genetische Defekte bekannt [47,67].

Gebildet werden diese Molekdile in fast allen eukaryotischen Zellen, wobei die Synthese un-
ter anderem durch den Platelet-derived-growth-factor (PDGF) und verschiedene Zytokine re-
guliert wird. Sie sind Bestandteil der Zellmembran, der endo- und epithelialen Basalmembran
und der extrazelluldren Matrix. Neben einer einfachen mechanischen Stiitzfunktion sind sie
an weiteren Vorgangen wie der Modulation von Zytokin-Wirkungen, der Zelladh&sion, -be-
weglichkeit und -proliferation sowie der Differenzierung und Integritat der Gewebe beteiligt.

Im speziellen weist Perlecan folgende Funktionen auf: Zelladh&sion durch Bi-Integrine, Kon-
trolle der Ladungs-selektiven glomerularen Ultrafiltration und Speicherung von Wachstums-
faktoren [37]. Werden Wachstumsfaktoren von Zellen freigesetzt, konnen diese an basische
Doménen der GAG-Seitenketten gebunden und nachfolgend in die extrazelluldre Matrix auf-
genommen werden. Diese Speicherfunktion dient zur Feinregulation der Zytokindiffusion
und -wirkstarke. Hiertiber werden ganz verschiedene Systeme beeinfluf3t, wie z.B. die Zell-
proliferation, die Zelldifferenzierung und -bewegung, die Leukozytenmigration und -funk-
tion, die Zahl der hamatopoetischen Zellen, die Temperaturregulation, die Akute-Phase-Reak-
tion, Gewebeumbauvorgange und das Uberleben der Zellen. Die Struktur des Perlecans wur-
de auch elektronenmikroskopisch untersucht. Hierbei konnten mehrere Domanen identifiziert
werden, deren Zusammensetzung experimentell bestimmt wurde. Die Domane Il des Protein-

cores wird aufgrund ihrer elektrostatischen Eigenschaften als LDL-Bindungsstelle diskutiert.

Syndecan ist, wie bereits erwahnt, ein HS/CS-Hybridproteoglykan. Zu den extrazelluléren Li-
ganden, welche u.a. die Zusammensetzung der GAG-Seitenketten beeinflussen, gehéren Kol-
lagene (Typ I, 111 und V), Fibronectin, Laminin und Thrombospondin. Mit der HS-Seitenkette
bindet es extrazellul&r an verschiedene interstitielle Matrixbestandteile und an bFGF. Es kann
die Konformation und die Présentation des Wachstumsfaktors zu seinem FGF-Rezeptorpro-
tein verandern. Seine intrazelluldre Domane interagiert mit dem Cytoskelett, was die Bildung
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und Auflosung von Zellverbanden beeinfluf3t. Weiterhin ist die Bindung von Lipoproteinen
sowie deren Beeinflussung beztiglich Aufnahme, lysosomaler Freisetzung und ihres Abbaus
zu erwéhnen. Daneben existieren noch mehrere weitere Funktionen, die u.a. die Wundheilung

und die Adhésion von Fibroblasten sowie Lymphozyten betreffen [71].

Entsprechend den Anforderungen an ein Sensormolekil tragen diese Proteoglykane folgende

Eigenschaften:

¢ hohes Bindungsvermdgen von hydrophilen Molekdilen in der extrazelluldren Matrix, ver-
mittelt durch einen hohen Polymerisationsgrad,

¢ als anionische Polyelektrolyte eine hohe Kationenbindungskapazitét,

e ubiquitares Vorkommen in verbundenen Geweben (als integrales Membranprotein),

e Mechanotransduktionsfahigkeit,

o Viskoelastizitat und die Fahigkeit zur Konformationsanderung unter mechanischen und/

oder elektrostatischen Einfliissen.

Heparansulfat-Proteoglykane (HS-PG) stellen den wichtigsten Lipidrezeptor der peripheren
Arterienwand dar. Im Gegensatz zur Leber, wo die LDL-Aufnahme hauptsachlich tber die
LDL-Rezeptoren erfolgt, ist in der Peripherie HS-PG zu ca. 80-90% an der Lipidaufnahme
beteiligt und stellt damit auch ein wichtiges Molekil in der Pathogenesekette der Arterioskle-
rose dar [43]. In der Betrachtung des HS-PG als Rezeptor ist neben den extrazelluldren lumi-
nalen Komponenten auch der Kontakt zur Endothelzelle wichtig. Hier besitzen die Syndeca-
ne drei transmembrandre Tyrosinreste, die fir die weitere Signalverarbeitung in Form von
Phosphorylierungsstellen fur Proteinkinasen oder Interaktionsstellen mit dem Zytoskelett von
Bedeutung sein konnen. Im “no flow”-Zustand liegt Syndecan als Zufallsknduel (random
coil) vor, dessen anionische Seitenketten mit Natrium- und Calciumionen beladen sind. Bei
zunehmendem Flull kommt es zu einer Ausstreckung des Molekils und die Calciumionen
dissoziieren von den Bindungsstellen. Syndecan bindet in diesem Zustand nur Natriumionen.
Diese wandern entlang der Polysaccharidkette und passieren durch benachbarte lonenkandle
in die Endothelzelle. Diese wird depolarisiert und es erfolgt ein temporérer Calciumeinstrom,
der wiederum die endotheliale NO-Synthetase (eNOS) aktiviert. Das gebildete NO diffun-
diert zu den darunterliegenden glatten Muskelzellen und fuhrt Gber eine Membranhyperpola-
risation zur Relaxation [27,71,73,74,77].
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Man geht heute davon aus, daR neben NO mindestens zwei weitere Mediatoren an der FDD
beteiligt sind und diese jeweils abhangig vom Organ und von anderen noch unbekannten Fak-
toren einen unterschiedlich groRen Anteil an der Myozytenrelaxation haben. Das NO stellt
wohl den bekanntesten Mediator fir eine Vasodilatation dar. Es soll vorrangig an Koronar-
und Mesenterialarterien seine Wirkung entfalten [23]. Prostaglandine wie PGIl, und PGE;
vermitteln Uber Aktivierung der Adenylatcyclase die Relaxation der GefaBmuskulatur [32,
62]. Daneben gibt es Studien, in denen shear stress eine Hyperpolarisation ausldsen konnte,
die weder NO- noch prostaglandinvermittelt war. Dieser dritte Mediator wird als “endothe-
lium derived hyperpolarizing factor” bezeichnet [50]. Fiir keinen der genannten Mediatoren
ist die Signalkaskade, die zur Beeinflussung des Myozytentonus fiihrt, vollstandig aufgeklart.
Im Falle der NO-vermittelten Relaxation gibt es aber bereits genaue Vorstellungen, wie diese

Signaltransduktion ablaufen kénnte.

Einen Hauptbestandteil der Kaskade stellt die exklusiv im Endothel vorkommende eNOS dar.
Sie synthetisiert aus L-Arginin unter Bildung von Citrullin den Botenstoff NO. Die Regulati-
on ihrer enzymatischen Aktivitat und ihres intrazellularen Gehaltes scheinen eine wesentliche
Rolle in der Vermittlung zwischen shear stress einerseits und der Myozytenrelaxation ande-
rerseits zu spielen. Berk et al. [4] formulierten ein Mechanotransduktionsmodell, welches in
Endothelzellen sowohl Calcium-abhéngige als auch Calcium-unabhangige Proteinkinase-
Pathways beinhaltet. Der Calcium-abh&ngige Weg involviert eine Phospholipase C-Aktivie-
rung und die Hydrolyse von PIP2. Daraus resultiert ein intrazelluldrer Calciumanstieg und
wiederum die Stimulierung von Kinasen wie Calcium-Calmodulin und PKC. Dieser Signal-

weg wird fir die schnelle Antwort mit Aktivierung der eNOS verantwortlich gemacht.

Der Calcium-unabhéngige Signalweg beschreibt die Aktivierung eines kleinen GTP-binden-
den Proteins und die Stimulierung von Calcium-unabhéngigen PKC und MAP-Kinasen. Er
initiiert die langsame Antwort auf shear stress und fuhrt zu einer anhaltenden Aktivierung der
eNOS, Veranderungen in der Zellmorphologie und Genexpression. Auch andere Studien spre-
chen fur die Existenz von Calcium-abhéngigen und Calcium-unabh&ngigen Signalwegen. So
konnten Fleming und Busse [17] zeigen, dal bei steigendem intrazellularen Calcium eine Ak-
tivierung der eNOS durch Bildung des Calcium-Calmodulin-Komplexes mdglich ist. Jedoch
stellten sie fest, dal} auf den shear stress-Reiz eine lang anhaltende NO-Produktion mit nur

transientem Calcium-Anstieg zu beobachten war. Zudem konnte auch unter Anwesenheit von
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Calmodulin-Antagonisten eine shear stress-stimulierte NO-Produktion ausgeldst werden,
welche aber wiederum durch Tyrosinkinase-Inhibitoren, Hsp 90-bindende Proteine und PIP3-
kinase-Inhibitoren hemmbar war. Dies spricht dafur, daf3 an der Calcium-unabhangigen Akti-
vierung der eNOS Phosphorylierungen durch Tyrosinkinasen beteiligt sind. Corson et al. [11]
konnten in ihren Versuchen zeigen, dal3 shear stress im Vergleich mit Agonisten, welche den
intrazellularen Calciumspiegel erhdhen, eine weitaus hohere NO-Freisetzung bewirkt. Sie
stellten auch fest, daB es bei der Initiierung des Flusses zu einem kurzen intrazellularen Cal-
ciumanstieg kommt, bei einer weiteren Erhéhung des Flusses jedoch nicht mehr. Dies kénnte
bedeuten, daR der Calcium-abhangige Weg wichtig ist, um auf die kleinen physiologischen
Anderungen der BlutfluRgeschwindigkeit schnell reagieren zu konnen.

Wenn also die Phosphorylierung der eNOS eine zentrale Rolle in der Modulation der NO-
Produktion darstellt, so stellt sich die Frage, welche Struktur durch welche phosphoryliert
wird. Die Arbeitsgruppe um Gallis [20] hat hierzu Phosphoaminoséureanalysen mittels Kapil-
larelektrophorese und Tandemmassenspektroskopie durchgefiihrt. Unter shear stress-Bedin-
gungen konnte eine Phosphat-Inkorporation in zwei spezifische tryptische Peptide der eNOS,
30 s nach Initiierung des Flusses, nachgewiesen werden. Die Peptide konnten mittels der ge-
nannten Verfahren identifiziert werden. Sie lauten: TQpSFSLQER und KLQTRPpSPGPPPA-
EQLLSQAR. Das erste enthalt eine Bindungsstelle fur PKB/Akt. Im Zusammenhang damit
konnten die Autoren zeigen, dal die Hemmung der PKB-Aktivierung durch LY294002 zu
einer Hemmung der fluRabhangigen eNOS-Aktivierung von 97% und der NO-Produktion um
68% fuhrt. Umgekehrt erbrachte die in vitro-Stimulation der eNOS mittels PKB eine um 15-
20-fach erhdhte enzymatische Aktivitat der eNOS. Neben der PKB/Akt-abhéngigen Phospho-
rylierung der eNOS wiesen Boo et al [6] auch auf einen PKA-abhé&ngigen Phosphorylierungs-
vorgang hin. Mit dem PKA-selektiven Inhibitor H89 wurde die shear stress-abhangige Phos-

phorylierung der eNOS an Ser1179 und damit auch die NO-Produktion weitgehend gehemmt.

In der Frage, wie das gebildete NO zur Relaxation der Myozyten fuhrt, besteht bisher noch
keine Ubereinkunft. Es wird davon ausgegangen, daR NO die I6sliche Guanylatcyclase akti-
viert, welche daraufhin in den Myozyten cGMP bildet. Dieses fuhrt Archer et al. [2] zufolge
zu einer Proteinkinase-abhdngigen Aktivierung eines Calcium-abhangigen Kalium-Kanals.
Der resultierende Kaliumausstrom bedingt eine Hyperpolarisation und damit den Schluf? des
inward-rectified Calciumkanals. Die Myozyten relaxieren [53]. Neben der Senkung des cyto-

plasmatischen Calciumgehaltes wird auch eine von der Calciumkonzentration unabhangige,
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NO-vermittelte Vasodilatation diskutiert. Hierbei kommt es unter Fluf3 zur verminderten Cal-
ciumsensitivitét des kontraktilen Apparates und somit zur Myozytenrelaxation [88].

2.2. Fluvastatin und seine pleiotropen Effekte

Das in unseren Experimenten verwendete Fluvastatin gehort zur Substanzgruppe der 3-Hy-
droxy-3-methylglutaryl-CoA-Reduktasehemmer. Sie vermindern die intrazellulare Choleste-
rinbiosynthese und fuhren Uber eine dadurch gesteigerte Expression von LDL-Rezeptoren zu

einer Senkung der LDL-Konzentration im Blut [8].

Neben dieser Hauptwirkung besitzen Statine so genannte pleiotrope Wirkungen, die nicht mit
der Senkung des LDL-Spiegels in Zusammenhang stehen. Bislang konnten folgende pleiotro-
pen Wirkungen bezuglich der GefaBwand nachgewiesen werden: Statine wirken der Progres-
sion der Arteriosklerose entgegen [68,85]. Sie fordern den vasodilatatorischen Effekt von
Acetylcholin und mindern die vasokonstriktorischen Wirkungen von Angiotensin Il und Nor-
adrenalin [55,83]. Als weitere Effekte sind eine plaquestabilisierende Wirkung, die Hemmung
der LDL-Oxidation, Verminderung der Monocytenadhdsion am GeféaRendothel und eine Ver-
zbgerung der Myozytenproliferation zu nennen [7,35,63,89]. Auch direkte Effekte auf intra-
zellulére Proteine werden beschrieben. Diese fulhren zu einer verzégerten Plattchenaggregati-
on, einer erleichterten Fibrinolyse und Uber eine gesteigerte eNOS-Aktivitat zu einer konse-
kutiven Vasodilatation [14,42,54]. Zudem wirken Statine antiinflammatorisch und senken un-
ter anderem das hs-CRP [59]. Die genauen Wirkungsmechanismen, (iber die diese pleiotropen

Effekte zustande kommen, sind derzeit noch unbekannt.

In mehreren klinischen Studien wurde der Einflul} der Statine auf das Auftreten und den Pro-
grel einer Alzheimerdemenz untersucht. In der Mehrzahl der Studien ergab sich ein signifi-
kanter Vorteil unter Statintherapie [21,25]. Ausgehend von diesen Ergebnissen und der An-
nahme, dal} eine verbesserte Hirndurchblutung zu einer besseren kognitiven Leistung fuhrt,
wollten wir a) erstmals die Existenz der fluBabhangigen Vasodilatation an Hirngefalien und b)

den EinfluR von Fluvastatin auf die selbige nachweisen.
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3. Material und Methoden

Fur unsere Versuche verwendeten wir ausschlieBlich menschliche Hirngefélie. Sie stammten
von Patienten, die aufgrund eines Hirntumors operiert wurden. Da bei der Exzision des Tu-
morgewebes teilweise auch gesunde GeféaRabschnitte reseziert werden mufiten, konnten uns
diese zur Verfugung gestellt werden. Die kurzen Gefa3resektate wurden im Operationssaal in
eine auf 5°C gekiihlte modifizierte Krebslésung (Zusammensetzung in mmol/L: Na* 151,16;
K* 4,69; Ca?* 2,52; Mg?* 1,1; CI- 145,4; HCOs™ 6,31; H,PO4 1,38, Glucose 7,7) iiberfiihrt
und in einem geeigneten Behaltnis umgehend in das Labor transportiert.

Mindestens zwei Stunden vor Versuchsbeginn wurden die GefaRabschnitte in ein Aquili-
brierbad mit frischer modifizierter Krebslosung tberfihrt und darin unter standiger Oxyge-
nierung mittels eines Carbogen-Gasgemisches (95% O und 5% CO) von 5°C auf 37°C
langsam erwdarmt. Dies erfolgte zur Wiederherstellung physiologischer Bedingungen. Unmit-
telbar vor dem Versuch wurde ein ca. 4-5 mm langer GefaRzylinder aus der Aquilibrierlo-
sung entnommen und unter dem Mikroskop (VergroRerung) in Langsrichtung aufgeschnitten.
Die freien Enden mit den an den Schnittflachen quer angeschnittenen Myozyten wurden in
die von modifizierter Krebslosung perfundierte MelRkammer eingespannt (Abb. 1). Die Mus-

Wehre zur Einstellung des
Flussigkeitsspiegels

R, Plexiglas
\

Agar-Briicke

ZufluB = |

Préaparierplatte aus Gummi

Abb. 1. MeRkammer, dargestellt in Grund-, Auf- und Seitenril. Die sich in ihrem zentralen
Anteil verjingende Form der Kammer wurde so konstruiert, um bei laminarem Flul} eine
hohe Strdmungsgeschwindigkeit am Préparat zu erzielen.

kelzellen verlaufen somit in L&ngsrichtung. Hierbei wurde ein Ende in einer feststehenden
Klemme und das andere an einen MeRarm eines isometrischen Kraftaufnehmers (KWS

522.C, K52C; Hottinger-Baldwin, Darmstadt, Germany) fixiert. Wahrend der Einspann- und
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der folgenden Vorspannphase lag die FluRgeschwindigkeit der modifizierten Krebslésung bei
3 mL/min. Die verwendete Losung wurde stets frisch angesetzt und in einem \orratsgefal
stdndig mit Carbogen durchperlt. Hieraus erfolgte der Zuflul} tber ein beheiztes Schlauchsy-
stem, angetrieben von einer Rollpumpe, in die MelRkammer. Eine konstante Temperatur von
37°C (Haake-Thermostat) und ein physiologischer pH von 7,2-7,4 wurden laufend aufrecht-
erhalten und mit geeigneten MefRvorrichtungen kontrolliert (pH-Elektrode in Mel3kammer:
U402-M3, Ingold, Frankfurt/Main und pH-Meter: 645, Knick, Berlin).

Ein digitaler MeRverstarker (KWS 522.C, K52C; Hottinger Baldwin MeRtechnik, Darm-
stadt, Germany) wandelte die vom isometrischen Kraftaufnehmer weitergeleiteten Signale in
einen Tonuswert in Gramm-Kraft (g, entspricht 9,81 mN) um. Dieser wurde von uns abgele-
sen und protokolliert [78]. Nach dem Einspannen wurde der GefaRstreifen innerhalb von 5
min auf eine Vorspannung von 1,500 g vorgedehnt und anschlielend fur weitere 5 min bei
diesem Wert gehalten. Dies sollte die in vivo bestehende Spannung, die durch den arteriellen

Blutdruck erzeugt wird, nachahmen.

3.1. Bestimmung des Gefaldtonus

Bei den Kontrollversuchen wurde nach der Vordehnungsphase und einer anschlieBenden 5-
minutigen Anpassungsphase bei unverénderter FluRrate die FluRgeschwindigkeit der modifi-
zierten Krebsldsung im Abstand von jeweils 10 Minuten in folgenden Schritten erhoht: von 3
auf 5, 20, 40, 100 mL/min. Die Ergebnisse dieser Versuche spiegelten die fluRabhé&ngige Va-
sodilatation der Hirngefalle wieder. Sie dienten als Vergleichswert fur die analog mit Fluva-

statin-L6sung durchgefihrten Versuche.

Die Préparate, an denen die FDD unter Fluvastatingabe gemessen werden sollte, wurden
ebenfalls in modifizierter Krebslosung vorgespannt. Danach erfolgte die Umstellung des
MelRkammerdurchflusses auf die Fluvastatinlésung. Modifizierte Krebslosung mit 2,2
pumol/L Fluvastatin wurde vor Versuchsbeginn frisch angesetzt und in einem \orratsbehélter
(2 Liter) unter standiger Carbogenzufuhr bereitgehalten. Uber das beheizte Schlauchsystem
wurde die Ldsung in die Mel3kammer geleitet. Dabei wurden Temperatur und pH-Wert, wie
bei der Krebslosung beschrieben, eingestellt und kontrolliert. Die FluRgeschwindigkeit der
Fluvastatinlésung wurde nach demselben Schema wie in den Kontrollversuchen schrittweise
erhoht.
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3.2. Intrazellulare Membranpotentialableitung

Die Versuche zur Bestimmung des intrazellularen Membranpotentials wurden nach dem glei-
chen Schema wie die vorab beschriebene Tonusbestimmung durchgefiihrt. Simultan zu den
Potentialmessungen wurden auch hier die Tonuswerte erfal3t und protokolliert. Die intrazel-
luldre Ableitung des Membranpotentials erfolgte mit Glasmikroelektroden, welche mit 3 mo-
larer KCI-Losung gefillt waren. Sie wurden aus Pyrex Glaskapillaren (Pyrex Brand, K2916,
Corning Glass, AuBendurchmesser 3 mm, Innendurchmesser 1,8 mm) mit einem Horizontal-
puller (T. Chowdhury Pipette Puller, ISEW, Indianapolis, USA) bei 6,8 A Heizstrom und 2
min Ausziehzeit hergestellt. Der Durchmesser der verwendbaren Elektrodenspitzen lag hier-
nach bei <1 um. Dies wurde lichtmikroskopisch kontrolliert. Der Elektrodenwiderstand wies
Werte zwischen 60-100 MQ auf, die Tip-Potentiale betrugen -40 bis -80 mV. Diese Werte
wurden sowohl vor dem Einstechen in die Muskelzelle als auch nach den Versuchen Uber-
pruft. Nur bei unveréanderten Widerstanden und Tip-Potentialen wurden die Versuche in die

Auswertung aufgenommen [78].

Das zu messende Membranpotential ergab sich aus der Potentialdifferenz zwischen intrazel-
luldr eingestochener Mikroelektrode und einer Ag/AgCI/Pt-Referenzelektrode. Diese war
uber eine KCI/Agarbriicke mit der Losung in der MelSkammer verbunden. Die Darstellung
des Potentialwertes erfolgte nach 10-facher Verstarkung auf einem GrofRRbildschirmoszillo-
skop (SGM 43 BN 901 S7N293, Knott, Munchen). Der Elektrodenbereich wurde zusammen
mit der MeBkammer durch einen Faraday-Kafig abgeschirmt. Die Messung selbst erfolgte je-
weils circa 5 Minuten nach Beginn einer neuen Flu3geschwindigkeit. Damit hatte das Prépa-
rat Zeit, auf die FluBgréfie zu reagieren und sich zu stabilisieren. Von der Endothelseite her
wurde in die Myozyten eingestochen. Dabei konnte das Gelingen dieses Vorganges auf dem
Grol3bildoszilloskop verfolgt werden. Beim Eintauchen in die flieBende Lésung wurde das
Elektrodenpotential auf Null gestellt. Das Eindringen in den Intrazelluldrraum der Myozyten
wurde durch einen steilen Potentialabfall auf Werte zwischen -50 und -80 mV kenntlich.
Wahrend einer MeRserie wurde der Elektrodenkopf vor der Ableitung minimal in horizonta-
ler Richtung bewegt und somit verschiedene Einstichstellen ausgewahlt. Die gemessenen
Werte spiegeln den Potentialzustand mehrerer Muskelzellen wider. Membranpotentiale posi-
tiver als -50 mV muRten aus der Auswertung genommen werden, da sie vermutlich Endo-

thelzellen entstammten. Die Werte wurden protokolliert und in jedem Versuch wurde fir die
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einzelnen FluBgeschwindigkeiten ein Mittelwert errechnet.

3.3. Datenaufnahme

Die gemessenen Werte wurden (ber einen Analog/Digital-Digital/Analog Wandler (DT 2821,
Data Translation, Marlboro, Massachusetts, USA) an den PC (80486, DX-2-66, Highscreen,
\obis, Aachen) weitergeleitet. Hier wurden sie mittels der Software WinADDA (V 1.31, Mi-
krotaurus Software, Berlin) aufgezeichnet. Zudem fand eine schriftliche Protokollierung der

Potential- und Tonuswerte im Abstand von je 5 Minuten statt.

3.4. cAMP- und cGMP-Bestimmung

Samtliche Versuchspréparate wurden unmittelbar nach Versuchsende aus der MeRvorrich-
tung ausgespannt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Hieraus erfolgte die Bestimmung
der cGMP- und cAMP-Konzentration mittels kompetitiver ELISAs (Biotrak, Amersham Bio-

sciences, Freiburg, Germany).

3.4.1. Homogenisieren des Gewebes

Zunéchst erfolgte die Einwaage der in flissigem Stickstoff gelagerten Gewebeproben auf ca.
-80°C vorgekihlte 2 mL Polypropylengefalie. Im Anschluf} wurden die Praparate durch drei-
maliges manuelles Homogenisieren in 2 mL Glas-Potter-Homogenisatoren in jeweils 0,2 mL
6%iger Trichloressigsaure aufgeschlossen. Nachdem sich das Homogenisat in den Polypro-
pylengeféalien gesammelt hatte, wurden prazipitierte Anteile des Homogenisats durch 15-mi-
nitige Zentrifugation bei 23000 x g sedimentiert. Die Trichloressigsdure konnte mit dem ab-
getrennten Uberstand entfernt werden. Dies erfolgte durch viermaliges Abschiitteln mit je 1
mL wassergesattigtem Diathylather. Danach wurde die verbleibende wassrige Phase gefrier-
getrocknet. Die l6slichen Sedimente wurden in 0,2 mL Testpuffer (50 mmol/L Na-Acetat, pH
= 5,8, BSA = 0,02%) inkubiert. Bis zur Bestimmung der cAMP-Konzentration lagerte der
Aufschlul? erneut bei -80°C.

3.4.2. Bestimmung der cAMP-Konzentration mittels ELISA

Die cAMP-Konzentration wurde mit den BIOTRAK-ELISA-Reagenzien von Amersham
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Pharmacia Biotech ohne Acetylierung bestimmt. Der Biotrak ELISA beruht auf der Kompeti-
tion der Bindung des freien cAMP der Probe mit einem cAMP-Peroxidase-Konjugat an im-
mobilisiertes CAMP-spezifisches Antiserum. Vor der Verwendung wurde das Antiserum 1:2
mit dem Testpuffer verdiinnt. Anschliefend wurden Antiserum und cAMP-Peroxidase-Kon-
jugat in jeweils 11 mL Testpuffer geldst. Mit Hilfe einer Stammldsung (32 nmoL/L) wurde
eine Verdunnungsreihe der Standards hergestellt, welche 0; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800;
1600 und 3200 fmol in jeweils 100 uL Volumen beinhaltete. Die Ansétze enthielten entweder
100 pL Standard oder 80 pL Testpuffer sowie 20 pL Probe und wurden auf einer mit Anti-
Kaninchen-1gG beschichteten 96-well ELISA-Platte hergestellt. Hohe cAMP-Konzentrati-
onen in der Probe hatten eine entsprechende Reduktion der Probenmenge zur Folge. 200 mL
Testpuffer zur Bestimmung der unspezifischen Bindung des Konjugats "NSB" wurden 120
min im Kuhlschrank bei 4°C auf einem Schuttler inkubiert. Die Duplikate der Standards und
Proben wurden vor der Inkubation zusatzlich mit 100 puL Antiserum versetzt. Nach Ende der
Inkubationszeit wurde zu allen Ansédtzen 50 uL cAMP-Peroxidase-Konjugat hinzugegeben,
woran sich nochmals 60 min Inkubation anschlossen. Danach wurden die Ansétze 5-mal mit
Waschpuffer (Testpuffer plus 0,05% Tween 20) gewaschen und anschlielend sorgfaltig ge-

trocknet.

Die quantitative Bestimmung des gebundenen Peroxidase-Konjugats erfolgte photometrisch
tiber die Umsetzung von 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) in Peroxidase. Da in alle
Wells 150 pL der fertigen TMB-Substratldsung gegeben wurde, konnte bei Raumtemperatur
die Blaufarbung des Standards beobachtet werden. Die Reaktionszeit wurde dabei, abwei-
chend von den Angaben des Herstellers, so gewéhlt, dal ein Wert von 1,5 bis 1,7 Absorp-
tionseinheiten nicht Gberschritten wurde. Der dafur bendétigte Zeitraum variierte zwischen 10
und 120 Minuten. Sobald die optimale Blaufarbung der Nullwerte erreicht wurde, konnten
100 uL 1 molarer Schwefelsdure zugegeben werden, was einen Farbumschlag nach Gelb zur
Folge hatte. Dieser blieb bis zu einer Stunde lang stabil. Die anschlieRende Absorptionsmes-
sung wurde mit einem ELISA Reader bzw. einem Perkin-Elmer Victor ELISA Platten Photo-

meter bei 450 nm durchgefihrt.

3.4.3. Bestimmung der cGMP-Konzentration mittels ELISA

cGMP wurde mittels einer analogen Methode bestimmt. Hier fand jedoch eine Acetylierung

von Standards und Samples statt. Die Sensitivitat des Tests konnte etwa um den Faktor 10
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gesteigert werden, da das Antiserum zu acetylierten Zyklonukleotiden eine hohere Affinitat
besitzt. Das Acetylierungsreagenz enthielt zu zwei Teilen Tridthylamin und zu einem Teil Es-
sigsaureanhydrid. Die Proben und Standards wurden zu jeweils 1/10 ihres Volumens mit dem
Acetylierungsreagenz versetzt. Innerhalb von etwa funf Minuten war die Acetylierungsreak-
tion abgeschlossen. Die Standards enthielten 0; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256 und 512 fmol
pro Ansatz in einem Volumen von 50 pL. Fir die Acetylierung der Proben wurden 100 pL
Probe mit 10 pL Testpuffer und 11 pL Acetylierungsreagenz versetzt. Der NSB-Ansatz ent-
hielt 150 pL Testpuffer. Es wurden fur die MeRansatze 100 uL Antiserum vorgelegt, zu dem
jeweils 50 pL Standard oder Probe gegeben wurde. Alle Ansatze wurden zweifach hergestellt
und 120 Minuten inkubiert. Auf die Zugabe von 100 pL cGMP-Peroxidase-Konjugat folgten
erneut 60 Minuten Inkubation. AnschlieBend wurden die Ansdtze gewaschen, mit 200 pL
TMB-H20.-Reagenz versetzt und wie bereits erlautert fur einen variablen Zeitraum bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 100 pL 1 molarer Schwefelsdure erfolgte die
photometrische Bestimmung der Absorption.

3.4.4. Auswertung mittels Kalibrierungskurve

Eine parallel angelegte Kalibrierungskurve mit cAMP-Mengen zwischen 0 und 3200 fmol/L
Ansatz ermdglichte die Auswertung mittels Fit der Absorption an die Standardkurven. In der
dafiir verwendeten Funktionsgleichung f = ((a x b)/(b + X)) + ¢ steht X fur die Konzentration
des Standards. Aus den Fitparametern a, b und ¢ wurde die Menge (X)cAMP der Proben (in
fmol) tber X = ((a x b)/(y — c)) - b berechnet. Die Variable y steht dabei fur die Absorption
bei 450 nm. Die Konzentration ergab sich anschliefend aus dem Produkt von X und Faktor f
(Gesamtvolumen/eingesetztes Probenvolumen) dividiert durch das Gewebsgewicht in mg.

Die so ermittelte Konzentration tragt die Einheit nmol/kg.

3.5. Ellipsometrie

3.5.1. Allgemeine Grundlagen der ellipsometrischen Messungen

Unter Ellipsometrie versteht man eine optische Melitechnik die darauf basiert, daf} sich der
Polarisationszustand eines Lichtstrahls bei Reflexion oder Brechung an einer Probe verén-
dert (Abb. 2). Wie aus den Fresnel-Gleichungen hervorgeht, wird dieses Licht bei der ge-

richteten Reflexion an einer Grenzflache im Allgemeinen elliptisch polarisiert, woraus sich
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auch der Name Ellipsometrie ableitet. Handelt es sich bei der Probe um die Oberflache eines
reinen Dielektrikums, d.h. einer einfachen Grenzflache, so 1aBt sich der Brechungsindex des
Materials bestimmen. Fir ein Medium mit Absorption ergibt sich ein komplexer Brechungs-
index: n~ = n — ik. Befindet sich auf einer ebenen Grenzflache ein dinner Film, so ergeben
sich zusétzliche Reflexionen an den inneren Grenzflachen, was zu Interferenzeffekten fuhrt.
Diese Interferenzen verandern ebenfalls den Polarisationszustand des Lichts. Dies kann aus-
genutzt werden, um die Dicken von Filmen bei bekanntem Brechungsindex zu bestimmen.
Fur Systeme, die aus mehreren Schichten unterschiedlicher Materialien bestehen, l1&Rt sich
dieses Prinzip verallgemeinern. Die Filmdicken kdnnen mit einer Auflésung von wenigen

Angstrom bestimmt werden.

Laser

/ Detector

nuil

Polarizer

Compensator

Analvser

Sample

Abb. 2. Allgemeiner Aufbau eines Ellipsometers (PCSA): P — Polarizer, C — compensator, S — samp-
le, A —analyzer.

Ellipsometrie bestimmt die Anderung des Polarisationszustands von Licht bei Reflexion
(oder Transmission) an einer Probe (Abb. 3). In der Regel wird linear oder zirkular polari-
siertes Licht verwendet. Fur die Messungen ist eine genaue Kenntnis des komplexen Bre-
chungsindex des Substrates notwendig. Gemessen werden die beiden ellipsometrischen Win-
kel ¥ und A. A stellt dabei die Phasenverschiebung und ¥ die Ddmpfung der Amplituden dar.
Aus diesen Parametern lassen sich die adsorbierte Menge Gamma (I') und die adsorbierte
Schichtdicke delta (8e1) berechnen. Dies erfolgt mit Hilfe der Formel nach de Feijter [13].
\oraussetzung ist eine vorhergehende Berechnung von Dicke d und Brechungsindex n [86].
Alle Messungen unserer Versuchsanordnung wurden bei 532 nm mit einem Optrel Multiskop
(Optrel, Kleinmachnow, Germany) ausgefiihrt. Zunéchst erfolgte eine Kalibrierung in Form
der vier-Zonen Nullellipsometrie. Diese determiniert und korrigiert die unvermeidbaren Feh-
ler der Nullposition von P, C, und A und der Winkelretardation des Kompensators.
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Abb. 3. Monomolekulare Beschichtung einer methylierten Silikatoberfliche mit Proteo-
heparansulfat-Molekiilen und ihre Wechselwirkung mit den lonen Ca? und Na* sowie mit
Lipoproteinpartikeln in Blutersatzlosung (nicht maRstabsgerecht). Weiterhin kann auch der Einflu3
von Pharmaka in diesem laserbasierten Biosensormodell getestet werden (EP 0 946 876) (aus [76]).

Alle weiteren Messungen fuhrten wir nach Kalibrierung in der ein-Zonen Nullellipsometrie
durch. Im Falle von geschichteten Substraten, wie des Silikatoxides, muf3 zur korrekten Be-
stimmung der adsorbierten Schichtdicke und des mittleren Brechungsindex eine getrennte
Messung fiir beide Schichten erfolgen. Hierzu werden die ellipsometrischen Parameter in
zwei verschiedenen Medien, z.B. Luft und Puffer, bestimmt. Aus den zwei Parameterpaaren
kdonnen dann die beiden Brechungsindices nl (Oxidschicht) und n2 (Silikatschicht), die
Schichtdicke d1 der Oxidschicht sowie die Absorption an der Silikatschicht k2 einzeln aus-
gerechnet werden [46]. Bei der von uns verwendeten methylierten Silikatoberflache ist die
Methylschicht aufgrund ihrer extremen Diinne von max. 0,5 nm vernachléssigbar [3]. Die
zeitliche Auflésung zwischen 2 Messungen betrug jeweils 3-4 s. Die Adsorptionstemperatur
wurde konstant bei 25°C gehalten. Gemischt wurde der Versuchsansatz durch einen magneti-
schen Rihrer mit 300 rpm. Der pH-Wert von 7,3-7,4 wurde durch den Bikarbonat/Phosphat-
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Puffer und die kontinuierliche Zufuhr eines definierten Gasgemisches (93% N2/7% CO3)
(Aga, Schweden) zur Losung in der Kuvette, aufrechterhalten. Hierdurch beugten wir einem

Proteoglykan- und Lipoproteinabbau sowie einer Calciumphosphat-Prazipitation vor.

3.5.2. Ellipsometrische Versuchsdurchfiihrung

Samtliche Experimente wurden in einer Blutersatzlosung durchgefiihrt. Diese sogenannte
Krebslosung simuliert den Extrazelluldrraum, in dem sich auch die Proteoglykane befinden.
Sie setzt sich zusammen aus: Na* 151,16, K* 4,69, Ca®* 2,52, Mg?* 1,1, CI- 145,4, HCO3
16,31 und H2PO4 1,38 mmol/L (25°C, pH 7,3). Das HS-PG-Lyophilisat hatte ein Molekular-
gewicht von ca. 175 kDa, welches chromatographisch in Sephacryl S400 S&ulen gegen Refe-
renzproteoglykane bestimmt wurde. Die weitere Analyse ergab eine Heparansulfat-Proporti-
on von 82g/100g Trockengewicht, entsprechend vier Heparansulfatketten (~4 x 36 kDa) mit
einem durchschnittlichen Sulfatgehalt von 0,5 Sulfatgruppen pro Disaccharideinheit, die ko-

valent an den Proteincore gebunden sind [69].

Die methylierte Silikatoberflache wurde folgendermalien erzeugt. Die hydrophile und nega-
tiv geladene Silikatoberflache wurde in der Reihenfolge Wasser, Ethanol und Trichlorethylen
(pro analysi, Merck) bespult und anschlieend mit einer 0,1 wt% L6sung von CI2(CH3)2Si
(Merck) in Trichlorethylen fir 90 min behandelt. Die so préaparierte Oberflache hatte ein
Oberflachenpotential von -40 mV und einen Kontaktwinkel von 90° [72]. Nach der opti-
schen Analyse der reinen Substratschicht wurde HS-PG in einer Konzentration von 0,1
mg/mL in Ca®*-freier Krebslésung zur Kiivette hinzugegeben und wiederum Psi und Delta
bestimmt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von Fluvastatin ebenfalls in Ca?*-freier Krebs-
I6sung. Auch hiernach wurden die ellipsometrischen Winkel gemessen. Aus den gemessenen
ellipsometrischen Winkelpaaren wurden jeweils die Brechungsindices n und die durch-
schnittlichen Dicken del bestimmt. Die adsorbierte Menge I' der einzelnen Substrate konnte
schlieBlich Gber die molare Refraktivitat und das spezifische Volumen von 4,1 bestimmt wer-
den [69].

3.6. Auswertung und Statistik

Zur Auswertung wurden jeweils Tonus und Membranpotentiale der Versuche bei identischen
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FluRstarken summiert und durch die Zahl der Versuche dividiert. Entsprechende Mittelwerte
+ SEM (standard error mean) werden angegeben. Eingeschlossen wurden jeweils 6 Kontroll-
und 6 Fluvastatinversuche. Die statistische Signifikanz des Fluvastatineffektes auf die flul3-
abhangige Dilatation der Hirnarterien wurde mittels des gepaarten Student’s t-test bestimmt.
Prozentabweichungen in den Parametern wurden auf Signifikanz mit dem Wilcoxon signed-
rank test, welcher bei kleinen Versuchszahlen sensibler ist, getestet. Ein p < 0,05 wurde als

statistisch signifikant gewertet.

4. Ergebnisse

Aus jedem Gefalresektat wurde, sofern méglich, ein Kontroll- und ein “Fluvastatinpriaparat”
gewonnen. Hierdurch erhielten wir aus den Mittelwerten der Kontrollversuche eine \er-

gleichskurve flr die mit Fluvastatin behandelten Praparate.

4.1. Die fluRabhéangige Dilatation der Kontrollpréaparate

In Abb. 4 wird an einem Kontrollversuch beispielhaft die Reaktion eines Hirngefalies auf an-

steigende FluRgeschwindigkeiten dargestellt.

Die ersten 10 Minuten nach der Vorspannphase dienen der Anpassung des GefaRstreifens auf
den vorangegangenen Dehnungsvorgang. Es kommt zu einer von der FluBgeschwindigkeit
unabhéngigen Vasodilatation (Stressrelaxation), die mehrfach durch Nachspannen ausgegli-
chen wird. Der nach Beendigung der Anpassungsphase gemessene Wert dient als Ausgangs-
punkt flr die weiteren Berechnungen. Die FluRgeschwindigkeit wurde nunmehr im Abstand
von jeweils 10 Minuten erhoht. Es zeigt sich, daR nach jedem Umschalten eine reaktive Dila-
tation erfolgt. Bei Erhéhung einer FluRrate beobachtet man zunéchst einen schnellen Tonus-
abfall. Nach circa fiinf Minuten ist dann ein neuer, niedrigerer Tonuswert erreicht, welcher
sich bis zum erneuten Umschalten relativ konstant halt. Aus dem Kurvenverlauf in Abb. 4
wird zudem ersichtlich, daR nicht bei jeder Zunahme der FluRgeschwindigkeit eine gleich
starke Dilatation/Tonusanderung entsteht. Im Bereich von 5 mL/min bis 20 mL/min zeigt

sich die starkste Antwort auf die FluRratenerhéhung.
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Abb. 4. Darstellung der fluRabh&ngigen Relaxation eines Kontrollpraparates (Originalregistrierung).
Auf die 10-minutige Vorspannphase folgt eine 10-mindtige Anpassungsphase. Der am Ende dieser
Phase gemessene Tonuswert dient als Ausgangswert flr die weiteren Messungen.

4.2. Die fluRBabhangige Dilatation der mit Fluvastatin behandelten Praparate

Der grundsétzliche Kurvenverlauf unterscheidet sich nicht von dem der Kontrollpraparate.
Nach Beendigung der Vorspannphase wurde die modifizierte Krebslésung durch Fluvastatin-
I6sung ersetzt. In der sich anschlielenden Anpassungsphase fand somit der erste Kontakt
zwischen Versuchspraparat und Fluvastatin statt. In Abb. 5 wird der Kurvenverlauf eines mit

Fluvastatinlésung durchgefiihrten Versuchs exemplarisch dargestellt.

4.3. Gegenlberstellung der Potentialwerte aus Kontrollmessungen und Messungen mit

Fluvastatin

In Abb. 6A werden die aus den jeweiligen Mittelwerten erzeugten Kurven gemeinsam darge-
stellt. Bereits das Potential bei einer Fluf3rate von 3 mL/min ist unter Fluvastatin deutlich ne-
gativer. Im Folgenden kommt es bei den mit Fluvastatin durchgefiihrten Versuchen zu einer
wesentlich starkeren Hyperpolarisation als Reaktion auf die FluBgeschwindigkeit. Insgesamt
nimmt das Membranpotential in den Kontrollmessungen von -49,1 + 0,6 mV auf -52,5 + 0,4

mV und in den unter Fluvastatin durchgeftihrten Messungen von -50,7 + 0,3 mV auf -56,6 +
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0,4 mV ab. Es zeigt sich also unter Fluvastatin bei jeder FluRrate eine signifikant starkere
Hyperpolarisation als Antwort auf ihre Erhéhung.

0.0

3 5 20 40 100 mL/min
0:5°7 |

Tension [g

Time [min]

Abb. 5. Darstellung der fluRabhangigen Dilatation eines mit Fluvastatinlosung behandelten
Préparates (Originalregistrierung). Der zeitliche Ablauf entspricht dem der Kontrollversuche.

4.4. Gegenuberstellung der Tonusergebnisse aus Kontroll- und Fluvastatinpraparaten

Entsprechend einer starken elektromechanischen Kopplung zeigen die in Abb. 6B dargestell-
ten Kurvenverldufe eine dilatatorische Reaktion der mit Fluvastatin behandelten Geféale und
der KontrollgefaRe auf die jeweiligen FluRphasen. Sie sind aus den Mittelwerten der bei den
jeweiligen FlulRgeschwindigkeiten gemessenen Tonuswerte erstellt. Die Kontrollkurve dient
dem Vergleich mit den bei Fluvastatingabe ermittelten \ersuchsergebnissen. Eine Beurtei-
lung des Fluvastatineffektes ware ansonsten nicht maoglich. Jedoch hat die Kontrollkurve
noch eine weitere wichtige Bedeutung. Sie zeigt, dal an den intracerebralen HirngefaRen
uberhaupt eine fluRabhangige Vasodilatation stattfindet. Beide Kurven sind in der gleichen
Skalierung dargestellt. Damit ist ein direkter Vergleich mdglich (Abb. 6B).

Der Ausgangswert nach der 10-min(tigen Anpassungsphase bei einer Flu’geschwindigkeit

von 3 mL/min betragt in der Kontrolle 1,398 + 0,011g und im Fluvastatinversuch 1,369 +
0,024 g. Nach der ersten Erhéhung der FluRgeschwindigkeit auf 5 mL/min zeigt sich ein sig-
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nifikanter Unterschied in der Starke der Dilatationsreaktion. So liegt der Kontrollwert nach
einer 10-minutigen FluBphase von 5 mL/min Geschwindigkeit bei 1,260 + 0,008 g, wahrend
der zum gleichen Zeitpunkt bei Fluvastatingabe gemessene Wert bereits auf 1,149 + 0,003 g

-45
A o Control
e Fluvastatin (2.2 umol/l)
=
= .50 4
'E ;
e
: —3
9
E -55-
3}
2 - " %
** p<0.001
* p<0.031]
-()0 T T T 1 I
0 20 40 60 80 100
Flow [ml/min]
1.6
B o Control

i e Fluvastatin (2.2 umol/l)
=0 1.2 -
8
é *
= 1.0 2

0.8 — 0 %

* p<0.012
0.6 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Flow [ml/min]

Abb. 6. A Darstellung der Potentialmittelwerte aus Kontrollmessungen und Messungen mit Fluva-
statin in Abh&ngigkeit von der FluRgeschwindigkeit. B Darstellung der Tonusmittelwerte aus den
Kontrollmessungen und den Messungen mit Fluvastatin in Abhangigkeit von der FluRgeschwindig-
keit.
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gesunken ist. Auch bei den folgenden FluRBphasen ist stets eine starkere dilatatorische Reakti-
on in den mit Fluvastatin durchgefuihrten Versuchen zu beobachten. Insgesamt dilatieren die
Kontrollpréparate bis zu einem Tonuswert von 1,028 + 0,025 g, was einer Gesamtdilatation
von 26,5% entspricht. Die mit Fluvastatin behandelten Gefalie reagieren auf die FlufRraten-
erhbhungen mit einer Tonussenkung auf 0,822 + 0,039 g. Ausgehend vom Ausgangswert ist
dies eine 40%ige Reduktion des Tonus. Es kommt folglich bei den Fluvastatinpaparaten zu

einer signifikant starkeren fluRabhangigen Tonusreduktion als bei den Kontrollpraparaten.

4.5. cAMP und cGMP

Die Ergebnisse der cAMP- und cGMP-Bestimmung aus den eingefrorenen Praparaten stellen

sich wie folgt dar.

Tabelle 1. cAMP- und cGMP-Konzentrationen in Kontrollversuchen und den mit Fluvastatin behan-
delten Praparaten. Unter Fluvastatineinwirkung zeigt sich eine signifikante Erhohung des cGMP-
Spiegels in den Hirngefalen bei einem Fluf von 100 mL/min. Die cAMP-Konzentration unter-
scheidet sich jedoch in den beiden Gruppen nicht signifikant.

Kontrollen Fluvastatin (2,2 umol/L)  Signifikanz

cAMP-Konzentration [nmol/kg]  250,4 + 45,5 264,0 £ 61,9 n.s.

cGMP-Konzentration [nmol/kg] 1,13+0,30 4,32 £ 0,80 p < 0,0009

4.6. Ellipsometrie

Natives HS-PG wurde zunichst in Ca®*-freier Krebslosung an eine methylierte hydrophobe
Silikatoberflache bis zur Sattigung adsorbiert. Die adsorbierte Menge wurde indirekt iber die
Anderung der ellipsometrischen Parameter ¥ und A nach Zugabe des Substrates bestimmt.
Im Folgenden wurde Ca?*-freie Krebslosung mit Fluvastatin (2,2 umol/L) zur Kiivette gege-
ben und weiterhin die Adsorptionsmenge bestimmt. Es zeigte sich eine deutliche Zunahme
der Adsorption und Schichtdicke (nicht dargestellt). Wir konnten somit von einer direkten
Bindung von Fluvastatin an die HS-PG-Schicht ausgehen. In einem weiteren Arbeitsschritt

wurde LDL (100 mg/dL) zum Versuchsansatz hinzugegeben und es kam zundchst zu einer
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deutlichen Abnahme der adsorbierten Menge des bindren Rezeptor-Lipid-Komplexes. Somit
kann geschlossen werden, dal} an HS-PG gebundenes Fluvastatin die LDL-Bindung an das-
selbe Proteoglykan vermindert. Die Kinetik der LDL-Bindung mit ihrer dramatischen initia-
len Reduktion erinnert sehr stark an die HDL-Bindung (vgl. [71]). Erst unter Ca?*-Zugabe
wurde die arteriosklerotische terndre Nanoplaquebildung ausgeldst, die aber deutlich gegen-
uber Kontrollversuchen ohne Fluvastatin reduziert war [1].

5. Diskussion

5.1. Zielsetzungen

Mit dem in der vorliegenden Arbeit gewahlten Versuchsdesign sollen die folgenden Frage-

stellungen untersucht werden:

a) existiert an den Hirngeféalen eine fluBabhéngige Dilatation,
b) lait sich diese durch Fluvastatin beeinflussen und

c) wie ist die Wirkungsweise des Fluvastatins.

Eine fluBabhangige Vasodilatation ist bereits an einigen Gefallabschnitten, wie den menschli-
chen Koronarien, den Armarterien und LungengefaRen sowohl in vivo als auch in vitro nach-
gewiesen worden [31,33,44,66,73]. An Hirngefalien ist dieser Effekt unseres Wissens nach in

dieser Arbeit zum ersten Mal beobachtet worden.

Die von uns gewahlten MeRparameter stehen an unterschiedlichen Stellen der Reaktionsket-
te, die im Folgenden vereinfacht dargestellt wird. Diese beginnt mit dem Rezeptor, welcher
das Signal aufnimmt, bzw. einen Liganden bindet. In unserem Falle ist dies das HS-PG. Die-
ser Rezeptor transduziert das Signal in das Zellinnere und aktiviert hier tiber unterschiedliche
Wege (z.B. Ca?*-abhangig oder durch Akt) die eNOS. Letztere bildet NO, das in die darun-
terliegende glatte Muskelschicht diffundiert und tber cGMP-Bildung zur Muskelrelaxation
fuhrt. Das Membranpotential und der Gefélstonus sind somit eher am Ende der Signalkette zu
sehen und zeigen den entstehenden Effekt am direktesten. Die ebenfalls bestimmten cCAMP-
und cGMP-Konzentrationen lassen sich in die beschriebene Wirkungskette einordnen, wobei

sie sowohl Ruckschlisse auf die vorhergehenden als auch auf die nachfolgenden intrazellul&-
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ren Mechanismen zulassen. Die Ellipsometrie zeigt die Bindung des Fluvastatins an den Pro-
teoglykanrezeptor an der luminalen GeféaRoberflache. Hier soll noch einmal ausdriicklich da-
rauf hingewiesen werden, dal} der Proteoglykanrezeptor gleichzeitig Sensor fur die fluRab-

hangige Geféalreaktivitat ist.

Die Auswahl der Methodik orientiert sich vorrangig an zwei Bedingungen. Einerseits soll der
Versuchsaufbau so weit wie moglich physiologischen Bedingungen entsprechen, andererseits
sollen moglichst wenig einfluBnehmende Faktoren vorhanden sein. Besonders in Bezug auf
die Wirkung des Fluvastatins ist die Eliminierung aller an der Cholesterinbiosynthese betei-
ligten Gewebe wichtig. Nur so kann von einem pleiotropen Effekt ausgegangen werden. Zu-
dem soll dargestellt werden, dal3 es sich um eine sehr schnelle Reaktion handelt, was fur

einen direkten rezeptorvermittelten Effekt spricht.

5.1.1. Die fluBabhangige Tonusbestimmung

In der von uns verwendeten MeBkammer ist ein kontinuierlicher Fluf} bei gleich bleibenden
aulleren Bedingungen gewahrleistet. Die FluRRrate kann schrittweise veréndert werden, wobei
wir FluRraten zwischen 3 und 100 mL/min einstellten. Neben dieser mit konstanten Fluf3ra-
ten arbeitenden Methode existieren auch Arbeiten mit pulsatilen FluBverhaltnissen [58]. Un-
ter beiden Bedingungen konnen Dilatationreaktionen nachgewiesen werden [61]. Jedoch
kommt es bei den schrittweisen Erhdhungen der FluBgeschwindigkeit mit zwischenzeitlich
konstanten FlulRphasen zu einer starkeren NO-Ausschuttung und somit zu einer deutlicheren
und zeitlich besser zuordenbaren Reaktion [19]. Die gewahlten FluRgeschwindigkeiten flh-
ren rechnerisch zu einer Schubspannung von 0,5 bis 17 dyn/cm? und liegen damit im physio-
logischen Bereich von mittleren Arterien [22]. Durch die Eréffnung des Gefalizylinders quer
zur Gefalmuskulatur ist nach dem Einspannen in die MelRkammer eine direkte isometrische
Messung des Muskeltonus moglich. Auch entfallt die in anderen Versuchsaufbauten notwen-
dige Konstanthaltung des transmuralen Druckes. Zudem kann man von einem Uber den Ver-
suchszeitraum konstant bleibenden shear stress ausgehen, da sich der Gefaldurchmesser
nicht &ndern kann. Dies ist als Vorteil gegentiber der myographischen Messung an geschlos-
senen GefaRzylindern zu sehen [9,16].

Da jeder Gefél3streifen zu Beginn des Versuchs einen Ausgangstonus einnehmen muB, wer-

den die Préparate nach dem Einspannprozel? vorgedehnt. Diese passive Dehnung fihrt zu
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einer myogenic response, welche physiologischerweise zur Aufrechterhaltung eines ausrei-
chenden Gefél3tonus dient [18]. Generell 1&Bt sich ein solcher Tonus auch pharmakologisch
erzeugen. Dies hat allerdings den Nachteil, da nachfolgende Signalkaskaden, welche den
Tonus mitregulieren, aktiviert werden. Die physiologische Reaktion der Gefamuskulatur
laRt sich dann nur noch mit Einschrankungen nachweisen und eine Interpretation bei Ande-

rungen wird schwierig.

5.1.2. Intrazellulare Membranpotentialableitung

Auch hier stellt der eroffnete Gefalstreifen ideale Untersuchungsbedingungen dar. Das Ein-
stechen der Elektrodenspitze in die GefaBmuskelzellen ist ein sehr sensibler Vorgang. Die
Potentialmessung laRt sich dabei so in den Versuchsablauf integrieren, dal3 andere Parameter
wie der Tonus nicht gestort werden und die durch den Fluf ausgeldsten physiologischen Pro-
zesse unter in vivo-nahen Bedingungen weiterlaufen kénnen. Ein anderes mogliches Verfah-
ren zur Bestimmung von Membranpotentialen ist zum Beispiel die patch clamp-Technik.
Hierbei kdnnen die physiologischen Bedingungen meftechnisch bedingt wesentlich weniger
aufrechterhalten werden. Ein weiterer Vorteil ist die mogliche konsekutive Ableitung des in-
trazellularen Membranpotentials aus mehreren Muskelzellen. Es stellt sich damit ein Ge-

samtbild der untersuchten GefafRmuskulatur dar.

5.1.3. Ellipsometrie

Die Ellipsometrie stellt ein optisches MeRverfahren zur Bestimmung sehr diinner Schichtdik-
ken dar. Vergleichende Messungen mittels MRI und Radiomarkierungsverfahren haben die
Mel3genauigkeit dieses Verfahrens bestétigt. Als physiko-chemisches Biosensorverfahren ist
statistisch von einem 3%-igen MeRfehler auszugehen, sodal} wir sehr verlaBliche MelRdaten

erwarten konnten.

5.2. Einordnung der Versuchsergebnisse

Die Ergebnisse unserer Kontrollversuche zeigen, da Hirngefdlie auf eine Erhéhung der

FluRgeschwindigkeit mit einer prompten Vasodilatation reagieren.

Bisher konnte diese Fahigkeit der GefalRe nur fur andere Geféaliregionen dargestellt werden.
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Verschiedene Arbeitsgruppen beobachteten eine fluabhangige Dilatation, welche zeitlich
sehr eng an den ausldsenden shear stress Stimulus gebunden war [28,30]. Dazu passend wie-
sen auch die in der Einleitung beschriebenen intrazelluldren Signalwege vergleichbare zeitli-
che Dimensionen auf. So laRt sich auch der zweizeitige NO-Anstieg, welcher in Untersu-
chungen beobachtet wurde, in den Tonusmessungen wieder finden. Nach einer initial sehr
starken Dilatation kommt es zu einem leichten Wiederansteigen des Tonus [16]. Diesen Pro-
zeR konnten wir wahrend des Versuchs sehr gut am MeRverstérker verfolgen. Auch die FluB-
geschwindigkeiten, bei denen es zur starksten Dilatationsreaktion kommt, stimmen mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen tberein [52]. Hieraus a3t sich schluBfolgern, dal Hirn-
gefalle im in vitro-Versuch gleichartig wie andere untersuchte GeféaRe auf die shear stress-

Stimulation reagieren.

In der Frage, inwieweit die Ergebnisse auf die in vivo-Verhaltnisse tbertragen werden kon-
nen, mussen einige physiologische EinfluRfaktoren, die in unserem Experiment ausgeschlos-
sen waren, betrachtet werden. Bei einem intakten GefaR kommt es bei einer fluRbedingten
Dilatation bei gleich bleibendem transmuralen Druck zu einer Gegenregulation. Diese so ge-
nannte “myogenic response” verhindert ein passives, fluBangepalites Dilatieren der Gefalie
und halt den fur einen suffizienten Blutdruck notwendigen Grundtonus aufrecht. Bekannt ist

auch, daf3 ein Sauerstoffiiberangebot zu einer Konstriktion der HirngefaRe fuhrt.

So spielt die Hyperventilation in der Akuttherapie des erhéhten intrakraniellen Druckes eine
Rolle. Die Gefal3e verengen sich hierunter und nehmen somit weniger Volumen ein. Im Ge-
hirn existiert eine sehr ausgepragte Autoregulation der Gefalweite und damit auch der
Durchblutung. Es ist davon auszugehen, dal} eine Vielzahl von Faktoren fir diese feine An-
passungsregulation notwendig ist. Die genaue Einordnung des Stellenwertes der beobachte-
ten fluBbedingten Dilatation fallt damit sehr schwer. Wichtig ist aber, daB eine gestérte FDD
der Hirngefale, z.B. aufgrund von arteriosklerotischen Endothelveranderungen, durchaus fur

eine verminderte Hirndurchblutung verantwortlich sein kann.

5.2.1. Der funktionelle EinfluR des Fluvastatins

Unter dem EinfluR von Fluvastatin kommt es bereits in der Anpassungsphase bei einer FluB-
geschwindigkeit von 3 mL/min zu einem gegenuber den Kontrollen niedrigeren Tonus und

Potential. Zwar ist der Unterschied in dieser FluBphase nicht signifikant, jedoch ist bei einem
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langeren Zeitintervall oder bei groReren Fallzahlen mit einer Signifikanz zu rechnen. Bei al-
len weiteren FluRraten kommt es zu einer signifikant starkeren Dilatationsreaktion als in den
Kontrollversuchen. Zum Versuchsende ergibt sich damit ein signifikant gréRerer Gesamt-
effekt.

Anhnliche Beobachtungen konnten auch unter in vivo-Bedingungen gemacht werden. In einer
Studie von Westphal et al. nahm ein Teil der Probanden Fluvastatin oral Uber einen Zeitraum
von 5 Wochen ein, der andere Teil erhielt ein Placebo. In festgelegten Zeitabstanden wurden
sowohl die Lipidwerte als auch die fluRabhéngige Dilatation gemessen. Es zeigte sich, dal3
vor allem bei Patienten, die eingangs eine sehr niedrige FDD aufwiesen, eine deutliche Ver-

besserung dieser Funktion unter Fluvastatin eintrat [90].

5.2.1.1. Diskussion der intrazellularen Wirkungsmechanismen des Fluvastatins

Die vorab fir die Kontrollen beschriebenen Eigenheiten des Kurvenverlaufs sind bei Fluva-
statingabe in gleicher Weise, jedoch ausgepragter vorhanden. Dies laRt annehmen, dal Flu-
vastatin vorhandene Mechanismen und Ablaufe, welche fiir die Ubermittlung des shear stress

Stimulus verantwortlich sind, positiv beeinflufit.

Wir haben in unserer Versuchsanordnung folgende Parameter bestimmt: den Tonus, das
Membranpotential und die Konzentration von cGMP und cAMP. Anhand des unter Fluvasta-
tin erniedrigten Tonus und der Hyperpolarisation l&it sich auf eine Beeinflussung von lonen-
kanélen und lonenkonzentrationen schlieRen. Second messenger wie das cGMP kénnen wie
in der Einleitung beschrieben, derartige Veranderungen bedingen. In unseren Untersuchun-

gen zeigte sich, dal’ die Konzentration von cGMP unter Fluvastatin signifikant erhoht ist.

Das weitere Zuriickverfolgen der Signalkette zu seinem Ursprung, dem Rezeptor, ist mit den
von uns gemessenen Parametern nur hypothetisch méglich. So ist nach dem derzeitigen Wis-
sensstand davon auszugehen, daR cGMP durch NO, welches aufgrund des shear stresses ver-
mehrt gebildet wird, ansteigt [26]. Kureishi et al. [40] zufolge fiihren Statine zu einer schnel-
len Aktivierung der Proteinkinase Akt in den Endothelzellen, welche wiederum die eNOS

phosphoryliert.

In der Frage, Uber welchen intrazellularen Signalweg Fluvastatin seine Wirkungen vermittelt,
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bestehen jedoch noch viele Unklarheiten. So wird von Mukai et al. [51] die Existenz von
mindestens zwei unterschiedlichen Mechanismen postuliert. Ihre Versuche an isolierten Rat-
tenaorten zeigen, dal? Fluvastatin unabhéngig vom Endothel zu einer Gefalrelaxation fuhrt.
Gehemmt werden konnte die Dilatationsreaktion unter Fluvastatin durch NOS-Inhibitoren
und PI3-Kinase-Inhibitoren, durch KCI und Ky-Kanal-Inhibitoren. Die Autoren gehen so-
wohl von einem endothelabhdngigen Weg Uber die P13-Kinase/Akt-abhangige Aktivierung
der eNOS als auch von einem endothelunabhangigen Weg (ber eine Ky-Kanal-vermittelte

Hyperpolarisation der glatten Muskulatur aus.

5.2.1.2. Das Rezeptormodell und die Einordnung der ellipsometrischen Ergebnisse

Angesichts der unter Fluvastatin beobachteten intrazelluldren Veranderungen stellt sich die
Frage, an welchem Molekil das Pharmakon seine Wirkung initiiert. Die Hemmung der
HMG-CoA-Reduktase durch Fluvastatin ist hinlanglich bekannt und erklart den cholesterin-
senkenden Effekt. Jedoch handelt es sich bei der fluBabhangigen Dilatation um einen pleio-
tropen, cholesterinunabhéngigen Effekt. Diese Wirkung 148t sich auch in Anbetracht der zeit-
lichen Dimensionen nicht uUber den genannten Angriffspunkt erkléaren. Es muf3 vielmehr
einen Rezeptor geben, der am Gefalllumen lokalisiert ist und sowohl auf den shear stress-Sti-
mulus als auch auf die Bindung von Fluvastatin reagieren kann. Diese Assoziation scheint in-
sofern sinnvoll, da der Effekt des Fluvastatins an die FluRstarke gebunden ist. Die Dilatati-

onsreaktion auf den Stimulus wird verstarkt.

Dal die Heparansulfat-Proteoglykane als Fluisensoren dienen kénnen, wurde in der Einlei-
tung bereits erklart. In unseren ellipsometrischen Versuchen konnten wir zeigen, dal} Fluva-
statin an Proteoglykane bindet [68,75]. Hierzu wurde Proteoheparansulfat an eine methylier-
te Silicatoberflache adsorbiert. Die transmembranére hydrophobe Proteincoredoméne bindet
durch hydrophobe Wechselwirkung an die Oberflache, die anionischen Gykosaminoglykan-
Seitenketten sind zur umgebenden Blutersatzlosung ausgestreckt. Sie dienen damit als Re-
zeptoren fur Lipoproteine und weitere Substanzen. Es zeigte sich in vorhergehenden \Versu-
chen, dall LDL eine hohe Bindungsaffinitdt zu diesen ausgestreckten Seitenketten besitzt.
Besonders unter hohen Calcium-Konzentrationen bildete sich ein so genannter “ternary com-
plex” aus Proteoglykan, low-density lipoprotein und Calcium, welcher als arterioskleroti-
sche Nanoplaqueformation angesehen wird [1,48,71]. Diese Komplexierung konnte durch

die Anlagerung von HDL, welches eine circa vierfach hohere Affinitat zu HS-PG besitzt,
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komplett verhindert werden.

Mit dem gleichen Versuchsaufbau konnten wir zudem nachweisen, dal zur Blutersatzldsung
appliziertes Fluvastatin an HS-PG bindet und ebenfalls die Bildung des “ternary complex”
teilweise verhindert (Abb. 7). In einem weiteren Experiment wurden die VLDL/IDL/LDL-
und die VLDL/IDL/LDL/HDL-Plasmafraktionen in Blutersatzldsung von kardiovaskularen
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Abb. 7. Totale adsorbierte Schichtmenge versus Zeit. Zum Zeitpunkt Null wurde HS-PG (0,1 mg/mL)
an eine hydrophobe Silicatoberflache in Ca?*-freier Krebslésung adsorbiert. Der zweite Pfeil markiert
die Zugabe von Fluvastatin (2,2 pmol/L), der dritte die Inkubation mit LDL (100 mg/dL). Die
weiteren Pfeile indizieren Ca?*-Zugaben (Cal: 2,52 mmol/L; Ca2: 10,08 mmol/L). Der pH-Wert der
Losung war auf 7,38 eingestellt. In dem Bildeinsatz ist die Fluvastatinanlagerung an HS-PG

besonders deutlich zu sehen.

Hochrisikopatienten mit Dyslipoproteindmie und Typ 2-Diabetes mellitus auf den genannten
Versuchsaufbau angewendet [70,77]. Es ergaben sich vergleichbare Ergebnisse. Bei Gabe der
VLDL/IDL/LDL-Plasmafraktion auf die HS-PG-beschichtete Oberfléache bildeten sich auch
schon bei normalen Calciumkonzentrationen arteriosklerotische Nanoplaques. Die HDL-hal-
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tige Fraktion entwickelte dagegen wesentlich weniger oder gar keine Nanoplaques [29,45].
In einem anderen Patientenkollektiv wurde eine Einzeldosis von 80 mg Fluvastatin gegeben.
Aus den am ndchsten Morgen abgenommenen Blutproben wurden einerseits die Lipide
bestimmt und andererseits die VLDL/IDL/LDL- und die VLDL/IDL/LDL/HDL-Plasmafrak-
tionen abgetrennt. Wahrend die Lipide unveréndert waren, entsprach die Reduktion der arte-
riosklerotischen Nanoplaquebildung zu 95% derjenigen nach einer 2-monatigen Behandlung
der Patienten. Das bedeutet, daB diese Sofortwirkung des Statins nichts mit einer Lipidsen-
kung zu tun hat und als weiterer pleiotroper Effekt anzusehen ist. In weiteren ellipsometri-
schen Untersuchungen ergab sich aus dem Vergleich zwischen den apoB100- und den HDL-
haltigen Lipidfraktionen, daR das korpereigene HDL die Nanoplaquebildung genauso gut

reduziert wie Fluvastatin [68].

Aus diesem Versuchsaufbau ergibt sich die Frage, wie das Fluvastatin, welches der Patient
zuvor eingenommen hatte an den Wirkort gelangte. Da ausschlieBlich die Lipoproteinfrakti-
onen vom Patienten isoliert wurden, ist ein Transport hierliber anzunehmen. Hussein et al.
[34] konnten zeigen, dall Fluvastatin an die LDL-Phospholipide und teilweise an die unver-
esterten Cholesterole des LDL bindet. Sie gehen davon aus, dal3 diese Fluvastatinbindung zu
einer Konformationsanderung im LDL-Partikel fuhrt, welches hierdurch nicht mehr an den
HS-PG-Rezeptor andocken kann. Dieser Mechanismus ist unter in vivo-Bedingungen durch-
aus vorstellbar und kann sogar eine Verbesserung der FDD erklaren. Erhohte LDL-Konzen-
trationen storen die endothelabhéngige Vasodilatation [15]. Eine verminderte Bindungsfahig-
keit der LDL-Fluvastatin-Partikel konnte diesen negativen Effekt verhindern.

Da in unseren Versuchen jedoch eine modifizierte Krebslosung verwendet wurde, die weder
HDL noch LDL enthélt, kann das Fluvastatin nicht tber eine Bindungshemmung von LDL
an HS-PG gewirkt haben. Es muR vielmehr direkt seine Wirkungen initiiert haben. Wie in
den ellipsometrischen Messungen nachgewiesen, ist Fluvastatin zu einer Bindung an HS-PG
befahigt. Da dieses membranintegrale Makromolekil gleichzeitig als Fluf3sensor fungiert, ist
von einer durch die Fluvastatinbindung ausgeldsten, verstirkten ,,Aktivitit auszugehen.
Madglicherweise fuhrt die Fluvastatinbindung zu einer Konformationsanderung, wie sie auch
durch hohere FluBraten erfolgt, oder Fluvastatin bindet an eine bestimmte Seitenkette, was
den Funktionszustand des FluRsensors verdndert. Die Folge kdnnte in jedem Falle eine er-
hohte NO-Freisetzung sein.
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Die Seitenketten des HS-PG scheinen einen sehr entscheidenden EinfluR auf die Funktions-
weise des Sensors zu haben [77]. Durch enzymatische Abdauungen von bestimmten Seiten-
ketten zeigte sich, dal3 heparansulfatreiche beziehungsweise chondroitinsulfatarme Proteo-
glykane zu einer verbesserten Dilatation fiihren [41]. Zur Klarung, an welcher Stelle Fluva-
statin am HS-PG bindet und was dieses am FluBsensor bewirkt, bedarf es weiterfiihrender

Untersuchungen.

5.3. Die klinische Relevanz

Die Ergebnisse verschiedener Studien weisen darauf hin, dal3 Statine eine protektive Wir-
kung beziglich der Alzheimer-Demenz und des ischamischen Schlaganfalls besitzen [21,60,
80,81].

In der so genannten Rotterdam-Studie mit 6992 Teilnehmern, welche von 1990 bis 2005 hin-
sichtlich des Auftretens einer Alzheimer-Demenz beobachtet wurden, zeigte sich eine signifi-
kant hohere AD-Inzidenz, wenn im genannten Zeitraum niemals Statine eingenommen wur-
den. Dabei erwiesen sich hinsichtlich des protektiven Effektes lipophile und hydrophile Sta-
tine als gleich gut [25]. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, lassen sich die positiven Flu-
vastatineffekte beztglich der AD nicht durch einen einzigen Wirkmechanismus erklaren. Die
von uns nachgewiesene Verbesserung der fluBabhéngigen Dilatation und damit der Hirn-
durchblutung stellt einen wichtigen Teilaspekt dar, der mit der endothelialen Funktion in di-
rektem Zusammenhang steht. Die endotheliale Dysfunktion wird als Mangel an endothelialer
NO-Freisetzung definiert [80]. Unter Fluvastatin kommt es zu einer Hochregulation der NO-
Synthethase, welche letztendlich die Vasodilatation erméglicht. Von Zlokovic [91] werden
der inad&quate zerebrale FluR und die Storung des Endothels als Teil der Blut-Hirn-Schranke

als wichtigste Risikofaktoren bei der Entstehung einer AD bezeichnet [38].

Daneben scheinen aber noch weitere pleiotrope Effekte an der protektiven Wirkung des Flu-
vastatins/der Statine beteiligt zu sein. So wurde von einigen Arbeitsgruppen eine Interaktion
mit dem ApB-Precursorprotein-Stoffwechsel beschrieben. Statine sollen demnach den Meta-
bolismus von AB-Precursorprotein (APP) beeinflussen und damit den extrazellularen Gehalt
des proteolytischen Produktes 3-Amyloid reduzieren. Die Aggregation dieses AP wirkt zyto-

toxisch, fuihrt zur Formation von neurofibrillaren tangles und zu neuronalen Verlusten im Ge-
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hirn [49].

Ein weiterer Einflu des Fluvastatins ist bei der Interaktion von HS-PG mit APP denkbar.
Die Bindung von APP an HS-PG wird von Small [79] als wichtiger Schritt in der AD-Patho-
genese angesehen. Da Fluvastatin ebenfalls zu einer Bindung an HS-PG befahigt ist, konnte
es diese Interaktion im Sinne einer Inhibition beeinflussen. Diese Vorstellung ist jedoch rein
hypothetisch und laRt sich derzeit noch nicht durch konkrete Versuchsergebnisse unter-

mauern.

Bezlglich des ischamischen Schlaganfalls missen sowohl die primér préventive Gabe als
auch die Applikation in der frihen Postinfarktphase betrachtet werden. Bei der primér pra-
ventiven Gabe hat sich gezeigt, dal die Einnahme von Statinen die Schlaganfallinzidenz
deutlich senkt. Als wirksame pleiotrope Effekte sind hier die Verbesserung der FDD und der
endothelialen Funktion, die Thrombozytenaggregationshemmung und die antiinflammatori-
sche Wirkung hervorzuheben [49]. In der Postinfaktphase konnte beobachtet werden, dal} Pa-
tienten, die unabhangig von ihren LDL-Spiegeln mit Statinen therapiert wurden, ein funktio-
nell besseres Outcome nach dem Stroke-Ereignis aufwiesen. Diese Beobachtung konnte auf
einer verbesserten Hirndurchblutung beruhen. Auch das Reinfarkt-Risiko kann durch Statin-
gabe gesenkt werden [82]. Diesen Vorteilen steht ein dosisabhangig erhdhtes Blutungsrisiko

gegenuber.

Neben den genannten Vorteilen einer Statintherapie sollten aber auch eventuelle Risiken
nicht unerwéhnt bleiben. Statine kénnen im schlimmsten Fall zu einer Rhabdomyolyse mit
Nierenversagen und zu einer Verfettung der Skelettmuskulatur fuhren. Allerdings treten
schwere Nebenwirkungen zunehmend bei hohen Dosierungen auf, wogegen sie im low dose-
Bereich selten sind. Da manche pleiotropen Effekte auch schon durch geringe Dosen auftre-
ten, die noch gar keine Beeinflussung des Fettstoffwechsels hervorrufen, kann man von einer

sehr geringen Nebenwirkungsrate ausgehen.

6. Zusammenfassung

Die fluRabh&ngige Dilatation von Gefallen stellt einen wichtigen Mechanismus zur Regulati-

on der Durchblutung dar. Sie ist gleichzeitig an eine intakte endotheliale Funktion gebunden.
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In unseren Experimenten konnten wir nachweisen, dall Hirngefélie die Fahigkeit zu einer
solchen fluRabhéngigen Vasodilatation besitzen und sich diese durch Fluvastatin beeinflussen
laRt.

Bereits eine kurze Kontaktzeit von einigen Minuten zwischen Geféal? und Fluvastatin reicht

aus, um eine signifikante Verstarkung der FDD zu erhalten.

Weiterhin konnten wir mittels ellipsometrischer Mel3verfahren die direkte Bindung von Flu-
vastatin an HS-PG nachweisen.

Der Rezeptor HS-PG, Uber welchen Fluvastatin diese pleiotrope Wirkung direkt vermitteln
konnte, wurde beschrieben. Bei einer Bindung an HS-PG kommt es zur Aktivierung der
eNOS und somit zu vermehrter Stickstoffmonoxidsynthese. NO stellt einen bekannten Me-

diator dar, welcher tiber cGMP zur Myozytenrelaxation flhrt.

Daneben ist die Erhohung der eNOS-Aktivitat auch gleichbedeutend mit einer Verbesserung
der endothelialen Funktion.

In diesem Zusammenhang wurden zwei Krankheitsbilder aufgefiihrt, denen eine Verbesse-
rung der Hirndurchblutung entgegenwirkt. Sowohl bei der AD als auch beim ischdmischen
Schlaganfall ist der Nutzen einer Statineinnahme in mehreren Studien beobachtet worden.
Dies gilt ebenso fiir die prophylaktische Anwendung wie flr die Progressionsverlangsamung

beziehungsweise postinfarktielle Rehabilitation.
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