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1. Einleitung

1.1 Der klinische Nutzen von HMG-CoA-Reduktasehemmern in der kardiovaskularen

Priméar- und Sekundarpravention

Cholesterol-Synthese-Enzym-Hemmer (CSE-Hemmer) oder ,Statine® hemmen
kompetitiv das Schllisselenzym der Cholesterol- und Isoprenoidbiosynthese, die HMG-
CoA-Reduktase, welche die Reduktion von HMG-CoA zu Mevalonat katalysiert (1). Dies
fuhrt Uber die Abnahme der intrazellularen Cholesterolkonzentration in den Hepatozyten
sowie Uber die daraufhin gesteigerte Expression von LDL-Rezeptoren und die
vermehrte Aufnahme von LDL-Cholesterol via Endozytose zu einer hocheffektiven
Senkung der Plasmacholesterolkonzentration (2). Das Ausmal} der erzielten LDL-
Cholesterolsenkung durch Behandlung mit verschiedenen Statinen betrug in Studien bis
zu 50 % (3).

Der klinische Nutzen einer Therapie mit Statinen im Rahmen der kardiovaskularen
Primar- und Sekundarpravention konnte in groRen prospektiven klinischen Studien wie
WOSCOPS, TexCAPS, 4S, CARE und LIPID vielfach belegt werden. Diese Studien
zeigten einen signifikanten Ruckgang koronarer Ereignisse und koronar bedingter
Todesfalle, sowie eine Reduktion der Gesamtmortalitat, sowohl bei Patienten mit initial
erhohtem, als auch mit initial normalem Plasmacholesterol (4, 5, 6, 7, 8).

Eine enge Beziehung zwischen der Hypercholesterinamie und der Ausbildung einer
koronaren Herzkrankheit bzw. dem Auftreten koronarer Ereignisse gilt als gesichert und
wurde bereits in der prospektiven Framingham-Studie (9) und dem spateren Multiple
Risk Factor Intervention Trial nachgewiesen. Nach Behandlung der Risikofaktoren in
der Interventionsgruppe konnten hier die Koronar- und die Gesamtmortalitat signifikant
gesenkt werden. Bei nahezu 70 % der koronarbedingten Todefédlle war ein erhdhtes
Gesamtcholesterol nachweisbar (10).

Es ist bekannt, dass ein wesentlicher Teil des positiven Statin-Effektes auf die Senkung
des LDL-Cholesterolspiegels zuruckzufuhren ist. Bemerkenswert ist jedoch die
Tatsache, dass in Subgruppenanalysen der WOSCOPS und der CARE-Studie ein
signifikant niedrigeres Risiko koronarer Ereignisse in der statinbehandelten Gruppe als
in der Placebogruppe, trotz in den untersuchten Subgruppen vergleichbarer
Plasmacholesterolspiegel, dokumentiert werden konnte. Zudem zeigten Metaanalysen
von Studien mit verschiedenen Lipidsenkern, dass das Infarktrisiko in der mit Statinen

behandelten Personengruppe, bei vergleichbarer Cholesterolsenkung in beiden



Gruppen, signifikant niedriger war als unter Behandlung mit anderen
Cholesterolsenkern (11). Des Weiteren schien der in der MIRACL-Studie beobachtete
positive Statin-Effekt, mit nachweislichem Rickgang ischamischer Ereignisse unter
Statintherapie bereits innerhalb weniger Wochen nach Auftreten eines akuten
Koronarsyndroms, nicht ausreichend durch eine Abnahme des Cholesterolspiegels
erklarbar (12). Zudem wurde der Stenosegrad atherosklerotischer Lasionen unter
Therapie mit Statinen, angiographischen Studien zufolge, nur geringfugig vermindert
(13, 14, 15), sodass die alleinige Reduktion des LDL-Cholesterols und dessen
Einlagerung in der Gefallwand, den Ruckgang kardiovaskularer Ereignisse nicht
ausreichend zu begrunden schien.

Die genannten Beobachtungen verstarkten die Annahme, dass der Wirkung von HMG-
CoA-Reduktasehemmern zusatzlich cholesterolunabhangige Mechanismen zugrunde

liegen.

1.2 Direkte vaskulare Effekte von HMG-CoA-Reduktasehemmern

Die Atherogenese wird nach heutigem Kenntnisstand als multifaktorielles Geschehen
angesehen, an welchem zahlreiche zellulare und extrazellulare Faktoren beteiligt sind
(16). Neben dem schadigenden Einfluss von LDL-Cholesterol, das nach Modifikation
und Oxidation Uber den Scavenger-Pathway von Makrophagen und glatten
Muskelzellen unabhangig vom LDL-Rezeptor aufgenommen und unter Ausbildung von
lipidhaltigen Schaumzellen im subendothelialen Raum angehauft wird, kommen der
Schadigung und Funktionsanderung des Gefalkendothels, im Wesentlichen durch eine
verminderte Bildung und Freisetzung von Nitritoxid (NO) und eine vermehrte Expression
von Adhasionmolekulen (z. B. VCAM 1, P-Selektin, ICAM 1), sowie der Adhasion von
Leukozyten und der Aggregation von Thrombozyten und deren Freisetzung
promitotischer Substanzen (z. B. PDGF) eine entscheidende Bedeutung zu (16,17).
Des Weiteren wird die Pathogenese der Atherosklerose malRgeblich durch die Migration
glatter Muskelzellen von der Gefallmedia in die Intima und die Proliferation dieser
Zellen im subendothelialen Raum bestimmt (16, 18). Im fortgeschrittenen Stadium ist
die Erkrankung gekennzeichnet durch eine Verdickung der Intima und durch die
Ausbildung rupturgefahrdeter Atherome und wird von einer chronischen

Entziindungsreaktion begleitet (19).



In zahlreichen experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass der
vaskuloprotektive Effekt von HMG-CoA-Reduktasehemmern durch ihren unmittelbaren,
zum Teil cholesterolunabhangigen Einfluss auf Monozyten / Makrophagen, T-
Lymphozyten, die Migration und Proliferation glatter GefaBmuskelzellen, die Reaktivitat
von Thrombozyten und auf die Endothelzellfunktion vermittelt wird und als
malfgeblicher Bestandteil der antiatherogenen und Plaque stabilisierenden Wirkung

dieser Substanzklasse anzusehen ist (11, 20).

1.3 Cholesterolunabhangige Effekte von HMG-CoA-Reduktasehemmern — die Rolle von

Mevalonat, Isoprenoiden und isoprenylierten G-Proteinen der Ras- und Rho-Familie

Ein Groldteil der cholesterolunabhangigen Statin-Effekte auf die Gefallwand,
subsummiert unter dem Begriff ,pleiotrope Effekte”, wird auf die unter Statin-Therapie
verminderte Bildung von Isoprenoiden zuruckgefuhrt, welche Zwischenprodukte auf

dem Weg der Steroidbiosynthese aus Mevalonat darstellen (21).

Acetyl-CoA

HMG-CoA

HMG-CoA-Reduktase I Statine
Mevalonat
Isopentenyl-Pyrophosphat
Geranyl-Pyrophosphat

Farnesyl-Pyrophosphat

Geranylgeranyl-Pyrophosphat Squalene

Cholesterol

Abbildung 1: Die Cholesterol- und Isoprenoidbiosynthese — Hemmung der HMG-CoA-
Reduktase durch Statine. Nach: Takemoto M und Liao JK (11).



Isoprenoide, wie zum Beispiel Farnesyl-Pyrophosphat (F-PP) und Geranyl-Geranyl-
Pyrophosphat (GG-PP), sind entscheidend an der Zellproliferation und anderen
wichtigen Zellfunktionen beteiligt (20, 21, 22, 23).

Die Wirkung dieser Isoprenoidderivate wird hierbei insbesondere mit der
Isoprenylierung und einer hierdurch verursachten Translokation und Aktivierung kleiner
GTP-bindender Proteine erklart (21, 22, 23, 24, 25, 26). Die Proteine werden durch
Isoprenylierung posttranslational modifiziert und gelangen hierdurch vom Zytoplasma
zur Zellmembran, wo sie im aktiven, GTP-gebundenen Zustand an zahlreichen
Signaltransduktionsprozessen beteiligt sind und Zellfunktionen wie Adhasion, Struktur
des Zytoskeleletts, Kontraktilitat, Motilitat, Proliferation und Sekretion beeinflussen
konnen (24, 25). Ras-Proteine bilden die Superfamilie dieser sogenannten ,GTPasen®,
wohingegen Rho-Proteine eine Unterfamilie darstellen, die ihrerseits wiederum in Rho,
Rac und Cdc42 unterteilt wird (24).

Die folgende Abbildung zeigt schematisch den Prozess der Rho-Aktivierung durch das

Isoprenoidderivat Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat.

Zellmembran

Rho-vermittelte
Effekte

Geranylgeranyl-Pyrophosphat

GDP

(inaktiv)

Abbildung 2: Aktivierung und Membrantranslokation von Rho durch Geranylgeranyl-
Pyrophosphat. Nach: Takemoto M und Liao JK (11).



Vielfach konnte in experimentellen Studien ein Zusammenhang zwischen der
statininduzierten Hemmung der Isoprenoidbiosynthese, einer hierdurch verminderten
Aktivierung von Proteinen der Rho-Familie und klinisch relevanten, direkt
vaskuloprotektiven Effekten belegt werden, wie im Folgenden anhand von vier

Beispielen aufgefltihrt wird.

1.) Die Migration und Proliferation glatter Gefallmuskelzellen gilt als ein
SchlUsselereignis im Prozess der Atherogenese, einschlieBlich der Bildung von Re-
Stenosen nach der Durchfihrung von Angioplastien und der Entwicklung von Bypass-
Stenosen (16, 18, 27, 28, 29). Vielfach konnte belegt werden, dass Statine die Migration
und die Proliferation glatter Muskelzellen durch Hemmung der Isoprenoidbiosynthese
inhibieren (20, 30, 31, 32, 33). Laufs et al. konnten zeigen, dass dieser antiproliferative
Effekt auf eine verminderte Isoprenylierung und Aktivierung von Rho durch Geranyl-
Geranyl-Pyrophosphat zuriickzuflhren ist (23). Die fehlende Rho-Aktivierung resultierte
in einer Blockade der Zellzyklusprogression von der G1- zur S-Phase und einer

hierdurch verursachten Abnahme der Wachstumsfaktor-induzierten DNA-Synthese (23).

2.) Ein weiterer Statin-Effekt erwies sich als zum Teil cholesterolunabhangig, jedoch als
abhangig von der Hemmung der Isoprenoidbiosynthese: die vermehrte Bereitstellung
des von Endothelzellen produzierten, vasoprotektiven Stickstoffmonoxids (NO),
welchem neben vasodilatatorischen auch zahlreiche andere antiatherogene
Eigenschaften, wie die Hemmung der Leukozytenmigration, der
Thrombozytenaggregation und der Proliferation glatter Muskelzellen zugesprochen
werden (11). Als zugrunde liegender Wirkmechanismus der cholesterolunabhangig
vermehrten NO-Bereitstellung wurde von Laufs et al. eine Expressionssteigerung der
endothelialen Stickstoffmonoxid (NO)-Synthetase (eNOS) nachgewiesen (26). Dieser
Effekt war nach Zugabe des Isoprenoidderivates Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat
reversibel, was vermuten liel3, dass die vermehrte Expression von eNOS Folge einer
statinbedingten Hemmung von Rho durch dessen verminderte Isoprenylierung sein
konnte. Dies bestatigte sich in einer weiteren Studie, in der Laufs und Liao eine Rho-
Abhangigkeit der eNOS-mRNA-Stabilitat nachweisen konnten (22).

3.) Als antiatherogen in mehrfacher Hinsicht kann auch die unter Statin-Einfluss

verminderte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) angesehen werden, unter



anderem aufgrund einer hierdurch gesteigerte Bioverfigbarkeit von NO (11, 34),
welches durch reaktive Sauerstoff-Spezies inaktiviert wird (35).

Fir die verminderte Bildung des oxidativ wirksamen Superoxid-Anions konnten mehrere
Untersucher eine statininduzierte Inaktivierung von Rac 1, einem Mitglied der

isoprenoidabhangigen Rho-GTPasen, verantwortlich machen (36, 37).

4.) Die Plaqueruptur fortgeschrittener atherosklerotischer Lasionen durch Schadigung
der fibrosen Kappe gilt als Hauptursache des akuten Koronarsyndroms (38, 39). Die
Stabilitat der fibrosen Kappe wird im Wesentlichen durch das Vorhandensein von
Kollagenfasern und kollagensynthetisierenden glatten Muskelzellen gewahrleistet (40,
41), wohingegen die Akkumulation von Makrophagen zu einer Destabilisierung zu
fuhren scheint, unter anderem durch Sekretion proteolytischer Enzyme, wie zum
Beispiel Kollagenasen aus der Familie der Matrix-Metalloproteinasen (42, 43, 44).
Weiterhin scheint der hohe Lipidgehalt im Kern fortgeschrittener Atherome bei der
Plaqueruptur von Bedeutung zu sein (40).

Als Beispiele fur eine potentiell Plaque stabilisierende, cholesterolunabhangige Wirkung
von HMG-CoA-Reduktasehemmern konnten eine Hemmung der Matrix-
Metalloproteinase-9-Produktion (45, 46, 47) sowie eine Hemmung der Cholesterol-
Aufnahme durch Makrophagen nachgewiesen werden (48). Auch in diesem Fall waren
die beobachteten Statin-Effekte reversibel nach Zugabe von Mevalonat bzw.
Isoprenoidderivaten wie Geranylgeranyl-Pyrophosphat.

Bei der Untersuchung von Carotis-Plaques statinbehandelter Patienten, die bei
symptomatischen Stenosen einer Endarteriektomie unterzogen worden waren, wurde
die beobachtete, potenziell stabilisierende Veranderung der Plaquezusammensetzung
letztlich auf ein komplexes Zusammenspiel cholesterolabhangiger, aber auch

isoprenoidabhangiger Mechanismen zuruckgefihrt (49).



1.4 Die Bedeutung des Zytoskeletts fiir Rho-abhangige Zellfunktionen

Zahlreiche Zellfunktionen, die durch Mitglieder der Rho-Familie vermittelt werden, sind
durch ihren Einfluss auf Struktur- und Funktion des Aktin-Zytoskeletts zu erklaren,
welches von malgeblicher Bedeutung fur die Gestalt, die Ausrichtung, die
Adhasionsfahigkeit, die Kontraktilitat, die Migration und die Teilung von Zellen ist (25).

Zum  Zeitpunkt der  Erstentdeckung der Rho-GTPasen, Anfang der
neunzehnhundertneunziger Jahre, wurden Versuche mit Fibroblasten durchgeflhrt,
deren Stimulation mit I6slichen externen Rezeptorliganden (z. B. PDGF) via Aktivierung
von Rho-GTPasen in der Ausbildung charakteristischer zytoskelettaler Strukturen
resultierte  (25). Ansammlungen von  kontraktilen  Aktin-Myosin-Filamenten
(Stressfasern), assoziierte Adhasionskomplexe, aktinreiche, blattartige
Membranvorwdlbungen, sogenannte ,Lamellipodien® und schmale, ebenfalls
aktinhaltige Auslaufer in der Peripherie der Zellen, sogenannte ,Filopodien®, waren in
Abhangigkeit von der Aktivierung verschiedener Rho-Familien-Mitglieder sichtbar.
Weitere Untersuchungen machten deutlich, welche immense Bedeutung diese
Strukturveranderungen fur die Funktion der Zellen besitzen, und dass sie unter Einfluss
externer Stimuli nicht nur in Fibroblasten, sondern auch in zahlreichen anderen

Zelltypen ausgebildet werden (25).

Ein gut untersuchtes Beispiel ist der Prozess der Migration, der unter anderem bei der
Organentwicklung, bei Wundheilungsprozessen, bei Immunantworten und nicht zuletzt
auch bei pathophysiologischen Vorgangen im Rahmen der Atherosklerose eine Rolle
spielt. Auf zellularer Ebene konnte nachgewiesen werden, dass wahrend der Migration
zunachst eine lokale Vorwdélbung und verstarkte Bindung im anfuhrenden Teil der Zelle
entwickelt wird (Filipodien, Lamellipodien, Adhasionskomplexe), gefolgt von einer
Kontraktion des Zellkdrpers (Stressfasern) und einer Losung von Bindungsstellen am
Ende der Zelle (50). Erleichtert wurde die Untersuchung dieses Vorgangs durch die
Moglichkeit der Visualisierung von  Migrationsprozessen in  vivo mittels
fluoreszenzmarkierter Zellen (51). Das erforderliche Wechselspiel von Adhasion,
Kontraktion und Losung setzt eine standige Neuorganisation zytosklelettaler Strukturen
voraus, woran die verschiedenen Rho-Proteine durch Anderung ihres Aktivitatszustand
malfdgeblich beteiligt sind (50).



Die vielen zellularen Funktionen, die von Rho-GTPasen mitreguliert werden, bedulrfen
zudem einer engen Interaktion mit zytoskelettalen Strukturproteinen und mit
zytoskelettassoziierten und anderen Enzymen, sodass in der Regel eine komplexe
Signaltransduktionskaskade flr die gewlnschte zellulare Antwort aktiviert werden muss
(25, 50). Als eines von vielen Beispielen konnte gezeigt werden, dass eine Rho-
assoziierte Proteinkinase die Empfindlichkeit glatter Gefalimuskelzellen gegenuber
Calcium steigert, sowohl bei arteriellem Hypertonus (52) als auch bei Koronarspasmen
(53).

Als externe Trigger der Rho-abhangigen  Signaltransduktionswege und
Zellstrukturveranderungen kénnen unter anderem Wachstumsfaktoren, Zytokine und G-
Protein-gebundene Rezeptor-Liganden fungieren, als gleichberechtigter Stimulus gilt

jedoch auch die Bindung von Zellen an Proteine der extrazellularen Matrix (25, 54).

1.5 Integrinvermittelte Adhasion von Zellen an der extrazelluldren Matrix: Ein Stimulus

fur Zytoskelettveranderungen und Rho-abhangige Zellfunktionen

Die Adhasion von Zellen an extrazellulare Matrixproteine durch Rezeptoren der Integrin-
Familie gilt als entscheidender Trigger, um den Prozess der zum Teil Rho-abhangigen

Veranderungen des Zytoskeletts und der Signaltransduktion zu induzieren (55).

Intergrine sind heterodimere, transmembranare Zelloberflachen-Rezeptoren. Sie
vermitteln die Bindung einer Vielzahl von Zellen, bevorzugt an Proteine der
extrazellularen Matrix, wie zum Beispiel an Kollagen, Fibronektin, Laminin und
Vitronektin (56, 57, 58). Dartber hinaus kénnen sie Zell-Zell-Kontakte herstellen und,
seltener, an l6sliche Substanzen binden (59). Integrine setzen sich aus je einer von
mehreren bekannten a-Einheiten und einer von ebenfalls mehreren [(-Einheiten
zusammen und bilden so den funktionsfahigen Rezeptor, dessen extrazellulare
Domane Uber eine Ligandenbindungstelle die Erkennung und Bindung des jeweiligen
Liganden gewahrleistet. Jedes ap-Heterodimer besitzt eigene Bindungs- und
Signaleigenschaften. Viele Rezeptoren kdnnen an mehr als ein Matrixprotein binden,
und die meisten Matrixproteine wiederum konnen von mehreren Integrinen erkannt und
gebunden werden. Durch ihren transmembranaren Verlauf und das Vorhandensein
einer kurzen, zytoplasmatischen Domane sind Integrine in der Lage, die extrazellulare

Matrix mit dem Zytoskelett im Inneren der Zelle zu verbinden (58). Aufgrund dieser
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Fahigkeit dienen sie neben dem Strukturerhalt von Gewebeverbanden und der
Verankerung des Zytoskeletts an der Zellmembran auch der Signaltransduktion uber
die Aktivierung verschiedener intrazellularer Signaltransduktionswege. Hierzu zahlen
zum Beispiel die Aktivierung von Tyrosinkinasen wie der ,focal adhesion kinase®, FAK,
sowie die Aktivierung von Mitgliedern der Serin-Threonin-Kinasen wie der Protein
Kinase C, PKC, und der ,mitogen-activated protein kinase“, MAP-Kinase (59, 60). Der
Vorgang, durch integrinvermittelte Bindung extrazellularer Liganden intrazellulare
Signaltransduktionswege zu aktivieren, wird als ,outside-in signaling“ bezeichnet und
setzt die enge Assoziation und Interaktion der zytoplasmatischen Rezeptoranteile mit
strukturellen Proteinen des Zytoskeletts, Aktinflamenten und Signal-Proteinen voraus.
Raumlich wird diese Interaktion durch die Ausbildung groRer Proteinkomplexe im
Bereich der Zellmembran begunstigt, die als fokale Adhasionskomplexe sichtbar
werden (61).

Die Fahigkeit der Integrin-Rezeptoren, je nach Organsystem und Situation zu
unterschiedlichen Funktionen beizutragen, ergibt sich unter anderem aus der Tatsache,
dass 1.) die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix und anderer mdglicher
Liganden variiert, dass 2.) verschiedene Zelltypen in unterschiedlichem Ausmal} an
physiologischen und pathophysiologischen Vorgangen beteiligt sind und Zellen in der
Regel bevorzugt bestimmte Integrine exprimieren und dass 3.) der Aktivitatszustand
und / oder die Expression der Integrin-Rezeptoren, je nach Situation und Gewebe,

gesteigert oder vermindert sein kdnnen, also einem dynamischen Prozess unterliegen.

Zu moglichen wichtigen Zellfunktionen, die durch die Integrin-Matrix-Zytoskelett-
Interaktion beeinflusst werden, zahlen neben der Adhasion die Migration, die
Zellproliferation und die Zelldifferenzierung (59, 60).

Die Ahnlichkeit der von Integrinen ausgelésten Zellstrukturveranderungen,
Signaltransduktionswege und zellularen Antworten mit denen von
Wachstumsfaktorrezeptoren oder Zytokinrezeptoren ist bemerkenswert (55, 59). Ein
zentrales Bindeglied, das die verwandten und oft synergistischen Funktionen der
unterschiedlichen Rezeptoren erklart, ist Rho. Clark et al. konnten 1998 in
umfangreichen Untersuchungen mit Swiss 3T3-Fibroblasten nachweisen, dass die
integrinvermittelte Bindung der Zellen an das extrazellulare Matrixprotein Fibronektin zu
Strukturveranderungen des Zytokeletts und der Zellmorphologie flhrten, die

malfdgeblich von einer Rho-GTPasen Aktivierung abhangig waren. Begleitend zu den
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beobachteten Strukturveranderungen - hierzu zahlten die Ausbildung von fokalen
Adhasionskomplexen auf der Zelloberflache, die Ausdehnung und Streckung der Zellen
(Spreading), das Sichtbarwerden prominenter Aktin-Filamente und die Ausbildung
punktueller Membranvorwoélbungen — konnte eine Aktivierung mehrerer verantwortlicher
Enzyme nachgewiesen werden. Auch hier war bei der Mehrzahl der untersuchten
Enzymaktivierungen eine Abhangigkeit von Familienmitgliedern der Rho-GTPasen
(Rho, Rac und Cdc42) festzustellen. Eine Abhangigkeit oder Beteiligung von diesen
Rho-GTPasen zeigte sich zum Beispiel bei der Tyrosin-Phosphorylierung der Kinasen
FAK, AKT und der MAP-Kinase Erk2 (62).
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1.6 Thema der vorliegenden Arbeit

Die enge Verbindung von integrinvermittelten Zell-Matrix-Interaktionen mit Proteinen der
Rho-Familie sowie die mdgliche pathophysiologische Relevanz dieser Beziehung flr
den Prozess der Atherogenese und der fortgeschrittenen Atherosklerose, ist
Gegenstand intensiver Forschung. HMG-CoA-Reduktasehemmer vermindern die
Aktivierung von Rho-GTPasen via Hemmung der Isoprenoidbiosynthese, und ein

Groldteil ihrer pleiotropen Effekte wird auf diesen Mechanismus zurtickgefuhrt.

Vaskularen, glatten Muskelzellen und deren integrinvermittelter Interaktion mit
Proteinen der extrazellularen Matrix kommt bei der Atherogenese eine mafgebliche
Bedeutung zu. Durch ihre Migration von der Gefallmedia in die Gefalintima sind sie
entscheidend an der Ausbildung atherosklerotischer Lasionen sowie an der
Restenosierung nach Koronarinterventionen beteiligt und tragen im Stadium
fortgeschrittener Atherome zur Stabilitat der fibrosen Kappe bei. In der vorliegenden
Arbeit wurde untersucht, ob die HMG-CoA-Reduktasehemmer Atorvastatin und
Pravastatin das Adhasions- und  Migrationsverhalten  kultivierter,  glatter
GefalRmuskelzellen bei Kontakt mit Kollagen |, dem Hauptbestandteil der extrazellularen
Matrix in atherosklerotischen Lasionen, verandern. Weiterhin wurden gezielt die
Funktion und die Expression von den B4-Integrin-Rezeptoren analysiert, welche die

Bindung glatter Gefalkmuskelzellen an Kollagen | und andere Matrixproteine vermitteln.

Es sollte weiterhin festgestellt werden, ob eventuell zu beobachtende Veranderungen
der Zell-Matrix-Interaktion unter Behandlung mit HMG-CoA-Reduktasehemmern, auf
eine Hemmung der Isoprenoidbiosynthese und die daraus folgende Rho-Inaktivierung
zurlckzufuhren sind. Fur die Antagonisierung des Statin-Effekts wurden der
Isoprenoidvorlaufer Mevalonat oder das Isoprenoid Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat

eingesetzt.
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2. Material und Methoden

2.1 Matrixkomponenten, Peptide, Antikdrper und Antagonisten

Dermales, humanes Typ | Kollagen wurde von Vitrogen bezogen. Der Antikorper P5D2
gegen B-Integrin (63), clone P4Gll, ein B4-Integrin-stimulierender Antikdrper, und der
Antikérper BIIG2 gegen as-Integrin (64) stammten von der ,Developmental Studies
Hybridoma Bank® der Universitat von lowa. Ein monoklonaler Antikorper gegen CD49A
(a4-Integrin), clone HP2B6, wurde von Immunotech, der Antikdrper gegen CD49B (a,-
Integrin) wurde von Pharmingen bezogen. Als Kontrolle wurde ein monoklonaler,
nichtspezifischer Maus-IgG-Antikorper von Sigma verwendet. Die synthetischen Peptide
GRGESP und GRGDSP stammten von Bachem, das rekombinante PDGF-BB von
Biosource. Atorvastatin wurde von Godecke, Freiburg, und Pravastatin von Merck,

Sharp & Dome, Munchen, bezogen.

2.2 Zellkultur

Humane, glatte GefaBmuskelzellen (HSMCs) wurden aus lliacalarterien nach der von
Ross und Kariya beschriebenen Explantationstechnik gewonnen (65, 66). Das Gewebe
wurde von Organspendern des Leber-Transplantationsprogramms der Charité, Campus
Rudolf-Virchow-Klinikum, nach Zustimmung durch die zustandige Ethikkommission,
entnommen. Aortale glatte Muskelzellen von Ratten (RASMCs) wurden ebenfalls nach
der Praparationstechnik von Ross und Kariya aus Rattenaorta gewonnen. Die Zellen
wurden bei 37 °C in Dulbeccos modifiziertem Eagle Medium (DMEM) mit einem Anteil
von 10 % fetalem Kalberserum (FKS), 15 mM HEPES-Puffer, 100 U/ml Penicillin, 100
Mg/ml Streptomycin und 200 mmol/l L-Glutamin kultiviert. Ein Wechsel des Mediums
erfolgte jeweils nach cirka drei Tagen. Die glatten Muskelzellen wurden durch ihre
charakteristische Morphologie und durch den immunzytochemischen Nachweis von o-
smooth-muscle-actin identifiziert. Nach Vermehrung der glatten Muskelzellen wahrend
der Kultivierung bis zur Konfluenz, wurden die Zellen passagiert, d. h. auf neue Schalen
im Verhaltnis 1:3 bis 1:4 umgesetzt. Die Untersuchungen wurden mit subkonfluenten
Zellen der Passagen 3 bis 7 durchgefuhrt, nach vorheriger Synchronisierung durch

einen 24-stlindigen Serumentzug.
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2.3 Adhasion

Die Effizienz der Zelladhasion wurde durch die Quantifizierung der an der verwendeten
Matrix adharierenden glatten Muskelzellen bestimmt, gemall der von Liaw
beschriebenen Methode (66, 67). Jeweils 100 ul Kollagen wurden in die Vertiefungen
von 96-Kammer-Versuchsplatten (Falcon Nr. 353075) gegeben und Uber Nacht bei 4 °C
gelagert. Im Anschlul® daran wurden die vorbereiteten Kammern mit 10 mg/ml bovinem
Serumalbumin (BSA) bei 37 °C flr 60 Minuten geblockt, um unspezifische Bindungen
zu verhindern. Die fur die Adhasionsversuche verwendeten Zellen wurden durch kurzes
Trypsinisieren (0,25 % Trypsin in PBS) von den Zellkulturschalen abgelost und nach
Unterbrechung des Trypsinisierungs-Prozesses mittels Zugabe von antitrypsinhaltigem
FKS-Medium fur 4 Minuten zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde in serumfreiem Medium
gewaschen, erneut zentrifugiert und erneut resuspendiert, bevor in die Vertiefungen der
Versuchsplatten pro Kammer jeweils 20 000 Zellen pipettiert wurden und danach fur 60
Minuten (HSMCs), bzw. fir 30 Minuten (RSMCs) bei 37 °C an dem Matrixprotein
adharierten.

Nichtadharente Zellen wurden anschlieRend mit PBS abgespllt. Die in den Kammern
verbliebenen, adharenten Zellen wurden dann mit 4 % Paraformaldehyd fur 5 Minuten
fixiert, mit 0,5 % Toluidinblau in 4 % Paraformaldehyd fur weitere 5 Minuten gefarbt und
zuletzt mehrfach mit sterilem Wasser gesplult. Vor der geplanten Messung wurden die
Zellen in den Kammern durch die Zugabe von je 100 pl 1 % Natriumdodecylsulfat
(SDS) gelost, um den aufgenommenen Farbstoff freizusetzen, und in einem ELISA-
Reader bei 590 nm durch das Messen der Absorption indirekt quantifiziert. Die
beschriebenen Experimente erfolgten in mehrfacher Ausfihrung und wurden

mindestens dreimal wiederholt.

2.4 Migration

Die Migrations-Experimente mit humanen glatten Muskelzellen wurden unter
Verwendung einer modifizierten Boyden-Kammer durchgeflhrt, wie bereits in
vorherigen Arbeiten beschrieben (68, 69). Das Prinzip beruht auf einem 2-Kammer-
System, wobei eine obere und eine untere Kammer durch eine durchlassige
Polykarbonat-Membran, versehen mit 8 ym grof3en Poren, voneinander getrennt sind.
Zur Vorbereitung der Versuche wurden die Membranen Uber Nacht bei 4 °C mit

Kollagen | (Konzentration von 20 ug/ml) beschichtet. Die humanen glatten Muskelzellen
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wurden fur 30 Minuten bei Zimmertemperatur mit Antikérpern, Peptiden oder
Kontrolimedium behandelt, bevor sie, suspendiert in serumfreiem Medium, in das obere
Kompartiment der durchlassigen Kammern gegeben wurden. Die vorherige Ablosung
der Zellen von den prakonfluenten Zellkulturschalen erfolgte hierbei, wie oben
beschrieben. Die unteren Kammern wurden zunachst lediglich mit je 0,7 ml
serumfreiem Medium befullt. Die Chemotaxis, also die gezielte Bewegung der Zellen
hin zu einer chemoattraktiven Substanz, wurde, nach einer Phase der Adhasion fur 60
Minuten bei 37 °C, durch die Zugabe von PDGF-BB (10 ng/ml) in die untere Kammer
induziert. Die Anzahl der glatten Muskelzellen, die nach 4 Stunden pro Gesichtsfeld zur
unteren Seite der Filtermembran migriert waren, wurde anschlieend mikroskopisch bei
einer 320-fachen VergroRerung bestimmt, nach vorheriger Fixierung (Zugabe von
Methanol und Kihlung bei -20 °C) und Farbung der Zellen. Vier zufallig ausgewahlte
Gesichtsfelder wurden pro Filter ausgezahlt. Die Experimente erfolgten in mehrfacher

Ausflhrung und wurden mindestens dreimal wiederholt.

Die folgende Abbildung zeigt schematisch den Aufbau einer modifizierten Boyden-
Kammer.

innere Kammer (Migrationskammer)

'. il dulRere Kammer

II ? Hungermedium

glatte GefalBmuskelzellen

b T Porenmembran

Abbildung 3: Schematischer Aufbau einer modifizierten Boyden-Kammer. Nach Kaup,
D. (70)
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2.5 Durchflusszytometrie

Die Integrinexpression auf der Zelloberflache glatter Gefalmuskelzellen wurde mittels
indirekter Immunfluoreszenz unter Anwendung bereits veroffentlichter
Durchflusszytometrie-Techniken bestimmt (71, 66). Die Zellen wurden durch eine kurze
Trypsinisierung von den Zellkulturschalen abgeldst. Nach Reinigung mit Kkalter,
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), wurden die Zellen fir 20 Minuten in FACS-PBS
(ohne Ca®* und Mg?*) mit einem Anteil von 5 % bovinem Serum-Albumin (BSA) unter
standiger Bewegung auf Eis inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Die
Zellen wurden anschlieend mit dem primaren Antikorper fur 20 Minuten inkubiert, mit
FACS-PBS gewaschen und im danach mit einem Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)-
konjugierten, sekundaren Antikdrper (Gans-Anti-Maus) fur 20 Minuten behandelt. Nach
der Inkubation wurden die Zellen in 4 %igem Paraformaldehyd fixiert und in FACS-PBS
gewaschen und resuspendiert und mit einem Becton-Dickinson FACScalibur
Flusszytometer auf Fluoreszenz untersucht. Die X- und Y-Achsen zeigen die

Fluoreszenz-Intensitat und die Zellzahl in logarithmischer Skalierung.

2.6 RT-PCR

Die Gesamt-RNA wurde mittels RNAzol (BIOZOL) aus den humanen glatten
Gefallmuskelzellen (HSMCs) isoliert. Jeder Probe wurden 200 pl Chloroform pro 1000
pl RNAzol zugegeben; anschlieBend wurden die Proben fur 10 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert. Nach so erfolgter Phasentrennung konnte die RNA-haltige, wassrige,
obere Phase entnommen, mit 500 pl Isopropanol pro 1000 pl RNAzol gemischt und
dann erneut zentrifugiert werden. Nach Verwerfen des Uberstandes und 2-maligem
Waschen der RNA-haltigen Pellets mit Ethanol (75 %) wurden diese abschlielRend
erneut fur 8 Minuten zentrifugiert, die Pellets dann getrocknet und zuletzt in
Diethylprocarbonatwasser (DEPC) resuspendiert. Die reverse Transkription und die
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurden nach Standard-Protokollen durchgefihrt
(72). Die PCR wurde in einem Perkin Elmer PE9700 Thermocycler als eine Heil3-Start-
PCR durchgefuhrt. Nach der initialen Denaturierung bei 95 °C fir 5 Minuten erfolgte die
PCR-Amplifikation mit Denaturierungsstufen fiur 30 Sekunden bei 95 °C, der
Anlagerung fur 40 Sekunden bei 58 °C, der Primer-Verlangerung fur 30 Sekunden bei
72 °C und einer abschlieBenden Verlangerung fur 10 Minuten bei 72 °C. B4-Integrin-

Transkripte wurden in 31 Zyklen amplifiziert, Glyceraldehyd-3-Phosphat
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Dehydrogenase (GAPDH) wurde in 19 Zyklen amplifiziert. Die Elektrophorese der PCR-
Produkte wurde in 2 %igem Agarosegel durchgefuhrt. Die Primer-Sequenzen fur (3¢-
Integrin waren 5-ACACGTCTCTCTCTGTCG-3"~ (Positon 11 — 28) und 5'-
CAGTTGTTACGGCACTCT-3 (Position 168 — 151), die Primer-Sequenzen fur GAPDH
waren 5-GCAGGAGGCATTGCTGAT-3" (Positon 282 - 301) wund 5'-
CACCATCTTCCAGGAGCGAG-3" (Position 516 — 499). Zugangs-Codes [accession
codes] waren M84237 fur humanes B+-Integrin und M33197 fur humanes GAPDH.

2.7 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Adhasions- und Migrationsexperimente sowie die Ergebnisse der
Durchflusszytometrie sind als Prozent der Kontrollgruppe angegeben.

Wo erforderlich erfolgte die statistische Auswertung unter Anwendung der
Varianzanalyse und des ungepaarten t-Tests.

Als signifikant wurden Werte von p < 0,05 angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Adhasionsversuche

Vor Messung der Adhasion von glatten GefalBmuskelzellen an dem extrazellularen
Matrixprotein Kollagen | unter Verwendung Kollagen I|-beschichteter Mikrotiter-Platten,
wurden die Zellen fur 24 bis 48 Stunden bei 37 °C mit den HMG-CoA-
Reduktasehemmern Atorvastatin oder Pravastatin in verschiedenen Konzentrationen
behandelt.

3.1.1 Adhasion von VSMCs an Kollagen | nach Stimulation mit Atorvastatin

Abbildung 4a =zeigt die Versuchsergebnisse nach Behandlung humaner glatter
GefalRmuskelzellen (HSMCs) mit Atorvastatin in den absteigenden Konzentrationen 1
puM, 100 nM, 10 nM und 1 nM. Es wurden 20.000 Zellen pro Schale (well) auf den mit
Kollagen | beschichteten Versuchsplatten (20 ug Kollagen | pro Milliliter) ausgebracht.

Die Adhasion erfolgte fur eine Stunde bei einer Temperatur von 37 °C.
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Abbildung 4a: Adhasion von HSMCs (20.000/Schale) an Kollagen | (20 pg/ml). Die
Zellen wurden fir 24 h mit Atorvastatin (Ato) behandelt, bevor die
Adhasionsexperimente begannen. Die Zellen konnten fur 1 h bei 37 °C adharieren (*: p
< 0,01 gegenuber der Kontrolle [Ko]). Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte + SEM aus
4 unterschiedlichen Zellansatzen.
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Unter Verwendung der hochsten Atorvastatin-Konzentration (1 uM) war eine
hochsignifikante Zunahme der Adhasion von HSMCs an Kollagen | von 204 + 13,2 % zu
beobachten. Die Vorstimulation der Zellen mit einer Atorvastatin-Konzentration von 100
nM fuhrte zu einer Adhasionszunahme von 187 + 11,6 %, die Stimulation mit einer
Konzentration von 10 nM zu einer Adhasionszunahme von 141 + 7,0 % (beide p <
0,01).

Vergleichbare Ergebnisse waren nach Stimulation aortaler glatter Muskelzellen von
Ratten (RSMCs) mit Atorvastatin (1 pM) fur eine Dauer von 24 — 48 Stunden zu
beobachten (siehe Abbildung 4b). Gegenlber der unbehandelten Kontroligruppe war

ein hochsignifikanter Anstieg der Adhasion auf 154 + 5,8 % festzustellen.
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Abbildung 4b: Adhasion von RSMCs (20.000/Schale) an Kollagen | (20 pg/ml). Die
Zellen wurden mit Atorvastatin behandelt, bevor die Adhasionsexperimente begannen.
Die Zellen konnten fur 30 Min. bei 37 °C adharieren (*: p < 0,01 gegenuber der
Kontrolle). Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte £+ SEM aus 4 unterschiedlichen
Zellansatzen.
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3.1.2 Adhasion von VSMCs an Kollagen | nach Stimulation mit Pravastatin

In der Abbildung 5 sind die Ergebnisse der Adhasionsversuche nach 24-stindiger
Stimulation aortaler glatter Muskelzellen von Ratten (RSMCs) mit Pravastatin in den

oben bereits genannten Konzentrationen (1 yM, 100 nM, 10 nM, 1 nM) dargestellt.

Die Adhasion der Zellen an Kollagen I-beschichteten Mikrotiter-Platten nahm nach
Pravastatin-Stimulation zu. Das Maximum der Adhasionssteigerung wurde nach
Behandlung mit der hdchsten Pravastatin-Konzentration (1 uM) beobachtet und betrug
178 + 10,2 % (p < 0,01). Eine Stimulation der Zellen mit Pravastatin in einer
Konzentration von 100 nM resultierte ebenfalls in einer deutlichen Adhasionszunahme

von 148 + 9,4 %. Auch dieses Ergebnis war hochsignifikant (p < 0,01).
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Abbildung 5: Adhasion von RSMCs (20.000/Schale) an Kollagen | (20 pg/ml).
Behandlung der Zellen fir 24 h mit Pravastatin vor Beginn der Adhasionsexperimente.
Die Zellen konnten fur 30 Min. bei 37 °C adharieren (*: p < 0,01 gegenuber der
Kontrolle [Ko]). Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte + SEM aus 4 unterschiedlichen

Zellansatzen.

Adhasionsuntersuchungen mit HSMCs nach Stimulation mit Pravastatin (1 yM) sind im

Kapitel 3.1.4 dargestellt und zeigten ebenfalls eine signifikante Zunahme der Adhasion.
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3.1.3 Adhasion von VSMCs an Kollagen | nach Atorvastatin-Stimulation in Abhangigkeit

von der Kollagen-Konzentration

Ziel der nachfolgenden Experimente war, festzustellen, ob die unter Statin-Einfluss
beobachtete Adhasionszunahme glatter Gefalimuskelzellen an Kollagen | (siehe Kapitel
3.1.1 und 3.1.2) durch eine Affinitatssteigerung des Kollagen-I-Rezeptors verursacht
wird.

Hierfur wurden humane glatte GefaRmuskelzellen (HSMCs) nach einer 24-stiindigen
Stimulation mit Atorvastatin auf Kollagen I-beschichtete Platten mit steigenden
Kollagen-Konzentrationen von 0,1 pg/ml bis 20 pg/ml ausgebracht. Die gewahlten
Atorvastatin-Konzentrationen waren 1 yM, 10 nM und 0,1 nM (siehe Abbildung 6).

Zu beobachten war eine graduelle Adhasionszunahme der mit Atorvastatin behandelten
Zellen in Abhangigkeit von der Kollagen-Konzentration. Die Adhasion der Zellen nahm
nach Stimulation mit Atorvastatin (1 yM und 10 nM) signifikant gegeniber den
Kontrollgruppen zu (p < 0,05). Eine klare Linksverschiebung der Adhasionskurven
wurde nicht nachgewiesen. Dies zeigt, dass die Affinitdt der Rezeptoren gegentber

Kollagen | nach Statin-Behandlung nicht signifikant verandert war.
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Abbildung 6: HSMCs wurden mit Atorvastatin (1 uM, weiRes Dreieck; 10 nM,
schwarzes Dreieck; 0,1 nM, weilles Quadrat) oder Kontrollansatz (schwarzer Kreis) fur
24 h behandelt, bevor die Adhasionsexperimente mit steigenden Konzentrationen von
Kollagen | durchgefuhrt wurden (n = 8; *: p < 0,05 gegenuber der unbehandelten
Kontrolle).



3.1.4 Adhasion von VSMCs an Kollagen | nach Ko-Stimulation mit HMG-CoA-
Reduktasehemmern und Mevalonat oder Geranyl-Geraniol

Ein Grolteil der direkten zellularen Effekte von HMG-CoA-Reduktasehemmern wird
bekanntermalRen durch die Hemmung der Isoprenoidbiosynthese und eine hierdurch

verminderte Isoprenylierung von Rho-Proteinen verursacht.

Um diesen Zusammenhang hinsichtlich des unter Statinbehandlung gesteigerten
Adhasionsverhaltens vaskularer glatter Muskelzellen an Kollagen | zu untersuchen,
wurden die Zellen entweder mit Atorvastatin bzw. Pravastatin alleine oder gleichzeitig

mit Mevalonat bzw. Geranyl-Geraniol stimuliert (siehe Abbildung 7a ).

Die hier gezeigten Versuche wurden mit humanen glatten Gefallmuskelzellen nach
einer Stimulationsdauer von 24 Stunden mit den jeweiligen Substanzen durchgefihrt.
Die gewahlten Konzentrationen waren 0,1 pM fur Atorvastatin, 1 uM fur Pravastatin, 10

MM flr Mevalonat und 10 pM fir Geranyl-Geraniol.
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Abbildung 7a: HSMCs wurden fur 24 h mit Atorvastatin (Ato, 0,1 uM) oder Pravastatin
(Pra, 1 uM), mit oder ohne Mevalonat (Mev, 10 uM) oder Geranyl-Geraniol (Ger, 10
pMM), behandelt. Die Adhasion wurde auf Kollagen I-beschichteten (20 ug/ml) Platten
bestimmt. Die Experimente wurden vierfach durchgefuhrt mit drei unterschiedlichen
Ansatzen von HSMCs (*: p < 0,05 versus den unbehandelten Kontrollen [Ko], #: p <
0,05 versus Atorva- oder Pravastatin allein). Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM.
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Gegenuber der unbehandelten Kontrollgruppe war ein signifikanter Anstieg der Zell-
Adhasion nach Behandlung mit Atorvastatin oder mit Pravastatin zu verzeichen (p <
0,05). Die statininduzierte Zunahme der Adhasion war hingegen vollstandig reversibel
bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen einem der Statine und mit Mevalonat oder
Geranyl-Geraniol (p < 0,05 gegenuber Behandlung mit Atorvastatin oder Pravastatin

alleine).

Dieser Effekt konnte ebenso bei Behandlung von RSMCs nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 7b und 7c). Die Stimulation mit einem der beiden HMG-CoA-
Reduktasehemmer resultierte in einer hochsignifikanten Adhasionssteigerung der
Zellen an der extrazellularen Matrix. Eine Ko-Stimulation mit Mevalonat, einem
Zwischenprodukt der Isoprenoidbiosynthese, verhinderte diesen proadhasiven Effekt.
Die alleinige Behandlung mit Mevalonat hatte keinen nachweisbaren Einfluss auf das

Adhasionsverhalten der Zellen.
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Abbildung 7b: RSMCs nach Stimulation mit Atorvastatin (Ato, 0,1 uM) oder Pravastatin
(Pra, 1 uM), mit oder ohne Mevalonat (Mev, 10 uM). Die Experimente wurden dreifach
durchgefuhrt (*: p < 0,01 versus den unbehandelten Kontrollen [Ko], #: p < 0,01 versus
Atorva- oder Pravastatin allein). Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM.

Die Antagonisierbarkeit des Statin-Effekts war auch bei gleichzeitiger Stimulation von

RSMCs mit einem Statin und mit dem Isoprenoid Geranyl-Geraniol zu beobachten.
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Abbildung 7c: RSMCs nach Stimulation mit Atorvastatin (Ato, 0,1 uM) oder Pravastatin
(Pra, 1 uM), mit oder ohne Geranyl-Geraniol (Ger, 10 uM). Die Experimente wurden
zweifach durchgefuhrt (*: p < 0,01 versus den unbehandelten Kontrollen [Ko], #: p <
0,01 versus Atorva- oder Pravastatin allein). Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM.

3.2 Ergebnisse der Migrationsversuche

Die Migrationsversuche wurden mit humanen glatten GefaRmuskelzellen auf Kollagen |-
beschichteten Filtern durchgefuhrt. Als chemotaktisch wirkende Substanz wurde der
Wachstumsfaktor PDGF-BB (10 ng/ml) verwendet. Die Vorbehandlung der Zellen
erfolgte mit verschiedenen Integrin-Antikdrpern, den Peptidsequenzen RGD und RGE
oder mit den HMG-CoA-Reduktasehemmern Atorvastatin bzw. Pravastatin. Die
Ergebnisse sind in den Kapiteln 3.2.1 und 3.2.2 aufgefuhrt und in den Abbildungen 8
und 9 graphisch dargestelit.

3.2.1 Migration glatter GefalRmuskelzellen (HSMCs) nach Vorbehandlung mit Integrin-
Antikdrpern

Eine signifikante Zunahme der Migration glatter GefaRmuskelzellen war nach der
Hemmung von Bi-Integrinen mit dem spezifischen Antikdrper P5D2 (25 pg/ml) zu
beobachten, wobei sich die Migrations-Rate hierunter nahezu verdoppelte (p < 0,01,

siehe Abbildung 8). Die Behandlung der Zellen mit einem B+-Integrin-stimulierenden
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Antikérper (clone P4GIl, 25 ug/ml) resultierte hingegen in einer Hemmung der
Migrations-Rate um mehr als 50 % (p < 0,01).

RGD (100 pM) - eine Peptidsequenz (Arg-Gly-Asp) verschiedener Matrixproteine, an
die einige Integrine binden kdnnen - sowie Antikdrper gegen a,Bs-Integrine (P1F6, 25
pMg/ml) fahrten ebenfalls zu einer Abnahme der Chemotaxis, wie es bereits bei
Experimenten mit der Verwendung von Gelatine-beschichteten Filtern beschrieben
wurde (73).

Kontrollversuche mit unspezifischem 1gG (25 pg/ml) oder RGE-Hexameren (100 puM)
anderten die Rate der Migration entlang des durch PDGF-BB erzeugten Gradienten

nicht.
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Abbildung 8: Die Migration von HSMCs, induziert durch PDGF-BB (10 ng/ml), wurde
durch Bi-Integrin-aktivierende Antikoérper (P4GlIl, 25 pg/ml), durch blockierende
Antikorper gegen a,Bs-Integrin (P1F6, 25 ug/ml), oder durch RGD (100 uM) gehemmt.
Im Gegensatz dazu verstarkte die Vorbehandlung der HSMCs mit B4-Integrin-
blockierenden Antikdrpern (P5D2) die Migration gegenuber dem PDGF-BB-Gradienten
signifikant.

Diese Daten zeigen als wesentliches Ergebnis, dass die Inhibition von B-Integrin-
Rezeptoren die Chemotaxis von HSMCs auf Kollagen | um nahezu 50 % zu steigern
vermag, wohingegen die Stimulation der B4-Integrin-Rezeptoren zu einer Abnahme der

Migrationsrate fuhrt.
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3.2.2 Migration glatter GefaRmuskelzellen (HSMCs) nach Vorbehandlung mit

Atorvastatin oder Pravastatin

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse der Migrationsversuche nach einer 24-stundigen
Vorbehandlung der humanen glatten Gefallmuskelzellen mit verschiedenen
Konzentrationen der HMG-CoA-Reduktasehemmern Atorvastatin oder Pravastatin (1
MM und 0,1 uM) dargestellt. Wie im zuvor geschilderten Versuch wurde die Chemotaxis
der Zellen durch PDGF-BB (10 ng/ml) induziert.
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Abbildung 9: HSMCs wurden fur 24 h mit Atorvastatin (Ato, 1 yM oder 0,1 pM),
Pravastatin (Pra, 1 yM oder 0,1 uM), oder Kontrollmedium (Ko) behandelt, bevor die
PDGF-induzierte Chemotaxis auf Kollagen | untersucht wurde. Beide Statine hemmten
die Chemotaxis der HSMCs signifikant (n = 6 in drei unterschiedlichen Ansatzen;
Mittelwert + SEM; #: p: < 0,01 gegenuber der Kontrolle).

Die Vorbehandlung der Zellen, sowohl mit Atorvastatin als auch mit Pravastatin, fuhrte
zu einer signifikanten Abnahme der Migration der HSMCs auf Kollagen | um nahezu
50 %, wobei eine starkere Migrations-Hemmung nach Behandlung mit der jeweils
hoheren Statin-Konzentration (1 uM) beobachtet werden konnte.

Von anderen Untersuchern konnte bereits gezeigt werden, dass der anti-migratorische

Effekt durch die Zugabe von Mevalonat antagonisierbar ist (74)
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3.3 Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Um die Ursache des beobachteten Effekts von HMG-CoA-Reduktasehemmern, also die
Zunahme der Kollagen l-abhangigen, integrinvermittelten Adhasion und die Abnahme
der Migration glatter Muskelzellen, zu ermitteln, wurde die Expression ihres

Oberflachenrezeptors fur Kollagen |, des az+-Integrins, untersucht.

Die Untersuchung der Integrin-Expression auf der Zelloberflache humaner glatter
GefalRmuskelzellen (HSMCs) erfolgte mittels durchflusszytometrischer Analysen nach
vorheriger 24-, bzw. 48-stundiger Atorvastatin-Behandlung. Die Zellen wurden inkubiert
mit den Antikorpern Anti-as- (CD49a), Anti-az- (CD49b), Anti-B41- (P5D2) und Anti-anti-
a5-Integrin - (BIIG2), welche anschlieBend indirekt mittels FITC-Antikdrpern

nachgewiesen werden konnten (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Ergebnisse der Integrin-Rezeptor-Untersuchung auf Kkultivierten,
humanen glatten Gefalimuskelzellen (HSMCs) mittels Durchflusszytometrie. Die Zellen
wurden inkubiert mit nichtspezifischem Maus-IgG, Anti-B1 (P5D2, 5 pg/ml), Anti-a;
(CD49a), Anti-a, (CD49b) oder Anti-as (BIIG2, 5 ug/ml). Die Stimulation der Zellen
erfolgte fir 24 h mit Atorvastatin (Ato) in 0,4 % FCS-enthaltendem Medium. Die
Experimente wurden zweifach wiederholt mit unterschiedlichen Ansatzen von HSMCs.
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Als Ergebnis war eine signifikante Zunahme von Bindungsstellen fur Anti-81 (P5D2) und
Anti-a, (CD49b) nach Behandlung mit Atorvastatin (0,1 pM) fur 24 oder 48 Stunden zu
verzeichnen. Diese nach Statin-Stimulation vermehrte Expression der Integrin-

Rezeptoren 1 und a, wurde durch vorherige Zugabe von Mevalonat blockiert.

3.4 Ergebnisse der RT-PCR

Eine Zunahme der Expression von Bi-Integrinen in HSMCs bestatigten auch die
Ergebnisse der durchgefiihrten PCR (siehe Abbildung 11).

Die mRNA-Konzentrationen wurden mittels RT-PCR bestimmt. Nach der
Synchronisation des Zellzyklus durch Inkubation unter Serum-Entzug (0,4 % FCS) fur
48 Stunden wurden die humanen, glatten Gefallmuskelzellen mit Atorvastatin in
verschiedenen Konzentrationen, mit oder ohne Zugabe von Mevalonat, fur 8 bis 24

Stunden stimuliert.

Der Gehalt an pBs-Integrin-mRNA war in den mit der hdchsten Atorvastatin-
Konzentration (1 uM) behandelten Zellen nach 16 Stunden verdoppelt (p < 0,05), wie in
Abbildung 11 dargestellt. Die Inkubation mit einer niedrigeren Atorvastatin-
Konzentration von 0,01 uM zeigte eine ebenfalls noch signifikante, 1,6-fache Zunahme
des mRNA-Gehalts (p < 0,05), wohingegen sich bei der Inkubation mit 0,1 nM

Atorvastatin kein signifikanter Effekt mehr nachweisen liel3.

Die beobachtete Expressionssteigerung wurde nahezu vollstandig durch die zeitgleiche
Behandlung mit Mevalonat (10 pM) wahrend der Statin-Behandlung verhindert. Die

ausschlieBliche Inkubation mit Mevalonat hatte keinen feststellbaren Effekt.
Die gezeigten Ergebnisse lassen vermuten, dass die unter Statin-Einfluss verminderte

chemotaktische Aktivitat der HSMCs zum Teil auf die Expressionszunahme von a,f31-

Integrin-Rezeptoren infolge einer blockierten Isoprenoidbiosynthese zurtickzuflhren ist.
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Abbildung 11: Ergebnis einer reprasentativen RT-PCR mit der Transkription der Bs-
Integrine in humanen glatten Gefallmuskelzellen (HSMCs). Die Zellen wurden mit
Atorvastatin (Ato) in verschiedenen Konzentrationen und Mevalonat (Mev) fir 16 h
inkubiert. GAPDH, ein ubiquitares, nicht reguliertes ,Housekeeping-Gen*,
interner Standard fur die RNA-Bestimmung benutzt (n = 3). Mittelwert + SEM; *: p: <

0,05, #: p: < 0,05 gegenuber Atorvastatin alleine.
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4. Diskussion

Der Einfluss von HMG-CoA-Reduktasehemmern auf das funktionelle Verhalten glatter
GefalRmuskelzellen, eines Zelltyps, der wesentlich an Prozessen der Atherogenese und
der fortgeschrittenen Atherosklerose beteiligt ist (27, 28, 29), wurde bereits in
zahlreichen Studien untersucht und tragt entscheidend zu den antiatherogenen
Eigenschaften dieser Substanzklasse bei (11). Der klinische Nutzen beruht, neben den
antiinflammatorischen und antiaggregatorischen Effekten, insbesondere auf einer
statininduzierten Hemmung der Migrations- und Proliferationsbereitschaft der glatten
Muskelzellen, woraus eine Abnahme der Intimahyperplasie und der Plaqueprogression
resultiert (20, 33, 74).

Far die Migration und Proliferation sowie fur zahlreiche andere Funktionen der
vaskularen, glatten Muskelzellen, ist ein enger Kontakt mit der umgebenden
extrazellularen Matrix erforderlich, die sich in Arterien Uberwiegend aus Laminin,
Fibronektin, Kollagen | und Kollagen IV zusammensetzt (75, 76, 77, 78). In der
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von den HMG-CoA-Reduktasehemmern
Atorvastatin und Pravastatin auf die Adhasion und auf die PDGF-induzierte Migration
kultivierter, glatter GefaBmuskelzellen an dem extrazellularen Matrixprotein Kollagen |
untersucht. Kollagen | ist ein Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix in

GefalRwanden und in der fibrosen Kappe fortgeschrittener atherosklerotischer Lasionen.

Der Kontakt und die Interaktion von Zellen mit den extrazellularen Matrixproteinen der
GefalRwand wird in erster Linie durch Mitglieder der Integrin-Familie vermittelt. Integrine
sind heterodimere, transmembranare Adhasionsrezeptoren, die unter Einbeziehung des
Zytoskleletts und zytoskelettassoziierter Proteine zum einen zu strukturellen
Veranderungen der Zellen beitragen und ihre Verankerung im Gewebe ermdglichen,
des Weiteren aber auch entscheidende Signaltransduktionsprozesse unterhalten, die
fur das Uberleben, die Differenzierung, die Proliferation und die Fortbewegung der
Zellen verantwortlich sind (60).

Kultivierte glatte Gefallmuskelzellen adharieren an Kollagen | hauptsachlich unter
Vermittlung von ayB¢-Integrinen (57, 79). Es sollte daher gezielt analysiert werden, ob
nach Statin-Behandlung eventuell zu beobachtende Veranderungen der Zell-Matrix-
Interaktion mit der Aktivitdt oder der Expression dieser Adhasionsrezeptoren in
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Zusammenhang stehen. Bekanntermaflen zahlt ein Groldteil der statininduzierten
Effekte auf Gefallzellen zu den cholesterolunabhangigen, sogenannten ,pleitropen
Effekten, die im Wesentlichen auf einer Hemmung der Mevalonat- und
Isoprenoidbiosynthese beruhen und infolge dessen zu einer Aktivitatsabnahme
isoprenoidabhangiger Rho-GTPasen fihren. Rho-GTPasen gehoéren zur Familie der
kleinen GTP-bindenden Proteine und stehen in enger Verbindung mit
Signaltransduktionswegen, die fur integrinvermittelte Zellstrukturveranderungen und
Zellfunktionen erforderlich sind (62). Neben dem Statin-Einfluss auf die B4-Integrin-
vermittelte Zell-Matrix-Interaktion wurde in dieser Arbeit daher zusatzlich deren
Abhangigkeit von der gehemmten Isoprenoidsynthese (und folglichen Rho-

Inaktivierung) untersucht.

Die Stimulation arterieller glatter GefalBmuskelzellen (HSMCs und RSMCs) mit
Atorvastatin oder Pravastatin resultierte in einer signifikanten,
konzentrationsabhangigen Adhasionszunahme an Kollagen | (siehe Kapitel 3.1.1 und
3.1.2). Die Adhasionssteigerung war nach Behandlung der Zellen mit Atorvastatin
ausgepragter als nach Behandlung mit Pravastatin, was Folge der unterschiedlichen
chemischen Grundstruktur der Substanzen sein kdnnte. Pravastatin ist durch mehrere
freie OH-Gruppen hydrophiler als Atorvastatin und wird in die Hepatozyten durch einen
aktiven Transportmechanismus aufgenommen, den extrahepatische Zellen nicht
besitzen. Die Diffusion von Pravastatin durch die Plasmamembran extrahepatischer
Zellen ist aus diesem Grund nur erschwert moéglich (20, 80). Wenn auch geringer
ausgepragt als nach Behandlung mit Atorvastatin, war die Adhasionszunahme nach
Pravastatin-Stimulation jedoch signifikant gegenuber den Kontrollen erhoht, sowohl bei
HSMCs als auch bei RSMCs.

Um zu untersuchen, ob der beobachtete proadhasive Effekt der HMG-CoA-
Reduktasehemmer auf eine Hemmung der Isoprenoidsynthese zuruckzuflhren ist,
wurde das Adhasionsverhalten der Zellen nach einer gleichzeitigen Behandlung mit
einem Statin und mit Mevalonat oder Geranyl-Geraniol analysiert (siehe Kapitel 3.1.4).
Die unter Statin-Einfluss signifikant gesteigerte Adhasion der Zellen an Kollagen | war
durch gleichzeitige Behandlung mit Mevalonat oder Geranyl-Geraniol antagonisierbar.

Dies spricht dafur, dass die unter Statin-Behandlung gesteigerte Adhasion glatter
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Muskelzellen an Kollagen | Folge eines verminderten Aktivitatszustand der
isoprenoidabhangigen Rho-GTPasen ist.

Es war anzunehmen, dass der ausgepragte proadhasive Effekt beider HMG-CoA-
Reduktasehemmer durch B+-Integrine vermittelt wird, die als hauptverantwortliche
Rezeptoren fir die Bindung glatter GefalBmuskelzellen an die extrazellulare Matrix,
unter anderem an Kollagen |, gezeigt werden konnten (57). Grundsatzlich kann eine
integrinvermittelte Adhasionszunahme von Zellen an einem Liganden, zum Beispiel an
einem Matrixprotein, durch zwei wesentliche Mechanismen verursacht werden. Sie
kann als Folge einer gesteigerten Integrin-Expression, also einer zunehmenden Anzahl
dieser Rezeptoren, auftreten und / oder als Folge einer gesteigerten Affinitat gegentber
dem Liganden, die auf Konformitatsanderungen der Integrin-Rezeptoren zuruckgefuhrt
wird. Nach heutigem Kenntnisstand konnen diese Konformitatsanderungen sowohl
durch die Bindung eines Liganden an die extrazellulare Domane des Integrin-
Rezeptors, als auch durch intrazellulare Vorgange herbeigefiihrt werden. Ein gut und
bereits fruhzeitig untersuchtes Beispiel fur einen solchen intrazellularen
Aktivierungsprozess ist der GPIlIb/llla-Rezeptor auf Thrombozyten (81, 82), das a;p33-
Integrin, dessen therapeutische Hemmung mittels GPIIb/llla-Antagonisten (z. B.
Abciximab) eine wichtige Therapiemallnahme bei der Behandlung des akuten
Myokardinfarktes darstellt. Unter physiologischen Bedingungen ist der Rezeptor auf den
in der Blutbahn zirkulierenden Thrombozyten nicht aktiviert und bindet keinen seiner
mdglichen ldslichen Liganden. Bei einer Aktivierung der Thrombozyten, zum Beispiel
durch Thrombin oder ADP, wird auch der Integrin-Rezeptor in einen Zustand hoher
Affinitat gegenuber Fibrinogen oder von Willebrand Faktor versetzt und die Bildung von
Thromben begunstigt (81). Es wird angenommen, dass dieser Vorgang durch die
kurzen intrazytoplasmatischen Domanen der auBs-Integrine reguliert wird, dessen
Interaktion mit den in Plattchen aktivierten Signalen (G-Proteine, Proteinkinasen, pH-
Anstieg, Ca?-Anstieg) letztlich auch zu einer Konformationsanderung der
extrazellularen Domanen fuhrt (83, 84, 85). Man nennt diesen Prozess ,inside-out
signaling® (60, 82). Ein im Zusammenhang mit intrazellular ausgeldsten
Adhasionsverstarkungen haufig genannter Begriff ist die so genannte ,Aviditat* (lat.
avidus: gierig nach). Die Aviditat bezeichnet die Fahigkeit des Rezeptors multivalente
Bindungen mit der extrazellularen Matrix einzugehen, also mehrere Matrixproteine zu
binden und hierdurch die Adhasion zu festigen, wahrend die Affinitat im engeren Sinne

die chemische Bindungsneigung gegenuber einem Liganden beschreibt und durch die
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Gleichgewichtskonstante bestimmt werden kann. Haufig scheinen beide Vorgange
gemeinsam die Festigkeit der Bindung zwischen Integrin und Matrix zu beeinflussen.

Um in dieser Arbeit zu untersuchen, ob die statininduzierte Adhasionszunahme der
Zellen an Kollagen | durch eine gesteigerte Adhasionsbereitschaft der Integrin-
Rezeptoren verursacht wird, also durch eine Zunahme der Affinitat und / oder Aviditat,
wurden Adhasionsversuche mit humanen glatten GefalRmuskelzellen durchgeflhrt, die
nach Stimulation mit Atorvastatin auf Mikrotiter-Platten mit steigenden Kollagen-
Konzentrationen ausgebracht wurden (siehe Kapitel 3.1.3). Das Ergebnis sprach gegen
eine Affinitatssteigerung der Rezeptoren gegentber Kollagen | nach Atorvastatin-
Behandlung. Zwar konnte auch in diesen Versuchen eine signifikante
Adhasionszunahme der Zellen nach Stimulation mit dem Statin gegenuber den
unbehandelten Kontrollen verzeichnet werden, es zeigte sich hierbei jedoch eine
graduelle Adhasionszunahme bei steigenden Kollagen-Konzentrationen, hingegen
keine verstarkte Bindung der Zellen bei niedrigeren Konzentrationen im Sinne einer

Linksverschiebung der Bindungskurven.

Die Tatsache, dass die Adhasionszunahme der glatten Muskelzellen an Kollagen | nach
einer Behandlung mit HMG-CoA-Reduktasehemmern nicht auf eine Steigerung der
Adhasionsneigung der Kollagen-Rezeptoren zurtckzufuhren war, fuhrte zu dem
Rulckschluss, dass sie auf einer Zunahme der Rezeptoranzahl beruhen konnte. Diese
Annahme bestatigte sich sowohl in den durchflulzytometrischen als auch in den PCR-
Untersuchungen (siehe Kapitel 3.3 und 3.4). Nach Behandlung von HSMCs mit
Atorvastatin fur 24 Stunden konnte in der Durchflusszytometrie eine signifikante
Zunahme der antikdrpermarkierten [4- und ag-Integrin- Untereinheiten auf den
Zelloberflachen festgestellt werden, welche gemeinsam den a,B31-Rezeptor fur Kollagen
| bilden. Eine Ko-Stimulation mit Mevalonat verhinderte die Expressionszunahme. Ein
vergleichbares Ergebnis zeigten die RT-PCR-Untersuchungen, bei denen eine
Verdoppelung der B¢-Integrin-mRNA nach Behandlung mit Atorvastatin festgestellt
wurde, wohingegen die Menge der gemessenen RNA nach einer Ko-Stimulation mit
Atorvastatin und Mevalonat dem Niveau der unbehandelten Kontrollen entsprach. Die
naheliegende Schlussfolgerung, dass die Zunahme der Integrinexpression auf eine
Inaktivierung der Rho-GTPasen durch Statine zurlckzufuhren ist, scheint durchaus
plausibel und vereinbar mit den bekannten Einflissen dieser kleinen G-Proteine auf die

Regulation von Transkriptionsfaktoren (25, 54, 86, 87).
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Die in vitro gesteigerte Adhasion der Zellen an Kollagen | durch Steigerung der (3¢-
Integrin-Rezeptor-Expression konnte in vivo in mehrfacher Hinsicht zu den
antiatherogenen Eigenschaften der HMG-CoA-Reduktasehemmer beitragen. In erster
Linie ist denkbar, dass die Bindung der VSMCs an Kollagenfasern der fibrésen Kappe
fortgeschrittener atherosklerotischer Plaques verstarkt, und deren Stabilitat somit
begunstigt wird. Es ist bekannt, dass die Plaquestabilitdt malgeblich von dem
Vorhandensein glatter Muskelzellen und von Kollagenfasern in der fibrosen Kappe
abhangig ist (40, 41).

Inwieweit die beobachtete Adhasionszunahme an Kollagen | einen positiven Effekt in
der Fruhphase der Atherogenese darstellen konnte, ist spekulativ, zumal die
Basalmembran in der Umgebung glatter Muskelzellen Uberwiegend Kollagen IV und
Laminin enthalt, welche bevorzugt von den a4B4- und den azB+- Integrinen gebunden
werden (88, 89).

Die Adhasion von Zellen an der extrazellularen Matrix ist jedoch, wie bereits diskutiert,
weit mehr als ein nur mechanischer Vorgang (90). Zahlreiche Zellfunktionen setzen die
Adhasion der Zellen an der Matrix voraus, und oft sind Integrine die entscheidenden
Vermittler von den Signalen der Matrix und den hierdurch ausgelésten zellularen
Antworten. Unter Einbeziehung des Zytoskeletts und assoziierter
Signaltransduktionswege tragen sie zu der erforderlichen Balance zwischen fester
Verankerung oder Fortbewegung, Differenzierung oder Proliferation, Uberleben oder
Sterben der Zellen bei. Ein klassisches Beispiel flr die Wichtigkeit und Komplexitat der
Adhasion ist die Abhangigkeit der Zellproliferation und der Apoptosehemmung von der
Verankerung an der Matrix, der sogenannten ,anchorage dependence® (91). Die durch
Wachstumsfaktorrezeptoren  aktivierten intrazellularen  Signaltransduktionswege
bedirfen einer zusatzlichen Stimulation durch die Zell-Matrix-Bindung, um den
Zellzyklus zu durchlaufen. Weiterhin fuhrt der Verlust des Kontakts mit der Matrix bei
den meisten Zellen zur Apoptose, ein Phanomen, das als ,anoikis® (griechisch:
Heimatlosigkeit) bezeichnet wird, und welches verhindert, dass Zellen sich aufderhalb
des fur sie vorgesehenen Gewebes entwickeln (55).

Es ist anzunehmen, dass eine Adhasionszunahme glatter Muskelzellen an Kollagen |

(unter Vermittlung der azB+-Integrine) weitere zellulare Funktionen beeinflusst.
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Auch die Migration von Zellen entlang der extrazellularen Matrix ist ein
adhasionsabhangiger Prozess. Um zu untersuchen, ob die beobachtete,
statininduzierte Adhasionszunahme an Kollagen | durch die Expressionssteigerung des
Kollagen |-Rezeptors mit einer Abnahme der Migrationsbereitschaft der glatten
GefalRmuskelzellen einhergeht, wurden Migrationsversuche mit humanen glatten
Gefallmuskelzellen unter Verwendung kollagenbeschichteter Filter durchgefuhrt. Der
chemotaktische Gradient wurde durch den Wachstumsfaktor PDGF-BB erzeugt. PDGF
gilt als eine der starksten mitogenen und chemoattraktiven Substanzen in
atherosklerotisch veranderten Gefalen in vivo und auch in vitro (27, 92). Die
Behandlung der Zellen erfolgte vor Beginn der Migrationsversuche mit verschiedenen
Integrin-Antikdrpern, wobei dem Einfluss der hemmenden oder stimulierenden [3+-
Integrin-Antikdrper das Hauptinteresse galt, oder mit den HMG-CoA-Reduktasehemmer
Atorvastatin bzw. Pravastatin (siehe Kapitel 3.2).

Die Behandlung humaner glatter Gefallmuskelzellen mit Atorvastatin oder Pravastatin
resultierte in einer signifikanten Abnahme der PDGF-induzierten Migration auf Kollagen
I. In Korrespondenz zu den Adhasionsversuchen war der antimigratorische Effekt nach
Stimulation der Zellen mit Pravastatin zwar signifikant, jedoch geringer ausgepragt als
nach Stimulation mit Atorvastatin. Eine Abhangigkeit von der gewahlten Pravastatin-
Konzentration ist wenig wahrscheinlich. Die hier verwendeten Konzentrationen
entsprechen bei beiden Statinen den fur die Cholesterolsenkung therapeutisch
wirksamen Serumspiegeln. Andere Arbeitsgruppen konnten selbst unter Anwendung
deutlich hoherer (nicht toxischer) Pravastatin-Konzentrationen keine
Migrationshemmung nachweisen (20). Vor diesem Hintergrund ist das in dieser Arbeit
gezeigte Ergebnis unerwartet hinsichtlich der antimigratorischen Effektivitat von
Pravastatin.

Eine signifikante Abnahme der Chemotaxis konnte auch nach Behandlung der Zellen
mit einem spezifischen, B¢-Integrin-aktivierenden Antikorper beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu fuhrte die Hemmung der (+-Integrine durch Behandlung mit dem
blockierenden Antikérper P5D2 zu einer Zunahme der Migrationsrate auf das Doppelte
gegenuber der Kontrolle. Somit konnte eine Abhangigkeit der Chemotaxis von den 34-
Integrin-Rezeptoren belegt werden. Die Stimulation der Zellen mit einem HMG-CoA-
Reduktasehemmer oder mit dem rezeptoraktivierenden Antikorper verhielten sich

gleichsinnig im Sinne einer Abnahme der Chemotaxis.
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Das in den Migrationsexperimenten verwendete RGD ist eine Tripeptid-Sequenz
(Arginin-Glycin-Aspartat), die in den meisten, soweit bekannt jedoch nicht in allen
Matrixproteinen vorkommt (93, 94). RGD wird wiederum von vielen, aber nicht von allen
Integrinen erkannt und dient der Bindung des Rezeptors an das Matrixprotein (93, 95).
In Versuchen wird das Tripeptid als kompetitiver Antagonist verwendet, der mit den
jeweiligen extrazellularen Matrizes oder anderen Liganden um die Bindungsstellen des
Intergrin-Rezeptors konkurriert und somit antagonistische Effekte auf die Integrin-
Matrix-Interaktion ausiben kann. Der migrationshemmende Einfluss von RGD auf die
Funktion des Vitronektin-Rezeptors a,Bs der als migrationsférdernd gilt, wurde zuvor

bereits von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt (73).

Die Hemmung der Migration glatter Gefalimuskelzellen durch verschiedene HMG-CoA-
Reduktasehemmer konnte in zahlreichen Versuchen nachgewiesen werden und zahlt
zu den cholesterolunabhangigen, pleiotropen Effekten. Die Bedeutung der
Migrationshemmung fur den Prozess der Atherogenese ergibt sich aus der Tatsache,
dass glatte Gefalimuskelzellen, die in gesunden Arterien in der Gefallmedia residieren
und einen differenzierten, kontraktilen Phanotyp aufweisen (96), in atherosklerotischen
veranderten Gefallen verstarkt in die Intima migrieren, proliferieren, Bindegewebe
sezernieren, und auf diesem Weg zur Intimaverdickung und zur Plaquebildung
beitragen (97, 98). Dieser Pathomechanismus ist auch entscheidend an der
Entwicklung von Restenosen nach Koronarangioplastien oder
Thrombendarteriektomien beteiligt (99, 100), wo als auslésender Faktor die
interventionsbedingte  Intimaverletzung angesehen wird. In nicht iatrogen
.geschadigten” GefalRen werden Endothelverletzungen durch modifiziertes LDL-
Cholesterin, arteriellen Hypertonus und viele andere Risikofaktoren begunstigt. Die
Abhangigkeit der Migration / Chemotaxis von Integrin-Rezeptoren und deren Kontakt
mit der Matrix ist grundsatzlich fir zahlreiche Zellen bekannt und unter bestimmten
Umstanden von pathophysiologischer Bedeutung. Die Rolle der bekannten Integrin-
Rezeptoren glatter Gefalmuskelzellen und die Bedeutung ihres Kontaktes mit
verschiedenen Matrices ist trotz intensiver Forschung bisher noch nicht vollstandig
geklart. Als weitgehend gesichert gilt, dass Fibronektin und einer der wesentlichen
Fibronektin-Rezeptoren (asB1) die Migrations- und Proliferationsbereitschaft glatter
Muskelzellen fordern und zur Intimaverdickung und Restenosierung nach

Koronarangioplastien beitragen (101, 102, 103). Vergleichbare Eigenschaften werden
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den Vitronektin-Rezeptoren a,B3 und a,Bs attestiert (73, 104, 105), wahrend Laminin
und seine Rezeptoren a4 (und a41) mit einem kontraktilen, differenzierten Phanotyp
vergesellschaftet sind (106, 107, 108).

Uber die Bedeutung der Kollagen-Rezeptoren aif1 und a.B4 ist weniger bekannt.
Kontrovers zu den Ergebnissen dieser Arbeit, die eine Abnahme der Chemotaxis unter
Vermittlung der azB+1-Integrine vermuten lassen, berichteten namhafte Autoren bereits
von einem gegenteiligen Effekt dieser Rezeptoren bei vergleichbarem Versuchsaufbau
und bei Verwendung der gleichen chemoattraktiven Substanz (79). Auf der anderen
Seite weisen zahlreiche Ergebnisse darauf hin, dass die B+-Integrine, somit auch die
Kollagen-Rezeptoren a4+ und azB4, die Adhasion der Zellen an der Matrix verstarken,
die Migration jedoch hemmen (109, 110). Die Aktivierung von B+-Integrinen vermindert
die PDGF-induzierte Migration, wie Seki et al. zeigen konnten, und in Tierversuchen
war ein Rlckgang der Bi-Integrinexpression nach interventioneller Schadigung der

GefalRwand in den migrierenden glatten Muskelzellen festzustellen (111).

In der vorliegenden Arbeit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass HMG-CoA-
Reduktasehemmer  die Expression von azB+-Integrin-Rezeptoren glatter
GefalBmuskelzellen steigern und hierdurch die durch diesen Rezeptor vermittelte
Adhasion an Kollagen | verstarken, wahrend die PDGF-induzierte Chemotaxis
vermindert wird. Die statininduzierte Adhasionszunahme an Kollagen | infolge der
Expressionssteigerung des Kollagen [|-Rezeptors kbénnte zu den bekannten
antimigratorischen Effekten der HMG-CoA-Reduktasehemmer beitragen. Unter
Berticksichtigung der bestehenden Einschrankungen hinsichtlich der Ubertragbarkeit
experimentell erhobener Daten auf das Verhalten der Zellen in vivo, ist wahrscheinlich,
dass die hier in vitro gezeigten Einflisse von Atorvastatin und Pravastatin auf den a,31-
Integrin-Rezeptor und auf die Interaktion der glatten GefalRmuskelzellen mit Kollagen |,
sowohl in der kardiovaskularen Primar- als auch in der Sekundarpravention eine Rolle
spielen kdnnten.

Die Antagonisierbarkeit des unter Statin-Einfluss veranderten, integrinvermittelten
Adhasions- (und Migrationsverhaltens) der vaskularen, glatten Muskelzellen durch
Zugabe von Mevalonat oder Geranyl-Geraniol Iasst auf eine ursachliche Beteiligung der
gehemmten Isoprenoidbiosynthese schlieBen. Ein Zusammenhang mit der daraus
folgenden Inaktivierung der isoprenoidabhabgigen Rho-GTPasen ist anzunehmen,

wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht unmittelbar erforscht. Fir eine gezieltere
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Untersuchung ware die Durchfihrung dieser Experimente unter Verwendung Rho-
spezifischer Antikorper erforderlich. Die bekannte Tatsache, dass Rho-GTPasen und
Integrine in groRem Ausmal an denselben Zellfunktionen beteiligt sind, dass beide eng
mit dem Zytoskelett verbunden sind, und dass beide gemeinsame Wege der
Signaltransduktion regulieren kénnen, macht einen Zusammenhang noch
wahrscheinlicher. Vincent et al. konnten einen Mechanismus fur die Hemmung der
Migration von Endothelzellen nachweisen, der auf die Inaktivierung von Ras und RhoA
zuruckzufihren war, und infolge dessen eine Abnahme der Matrix-Metalloproteinase-2

Sekretion und eine Desorganisation von Aktin-Stressfasern zu beobachten waren (112).

Bei der Diskussion eines moglichen antiatherogenen Nutzens des gezeigten
proadhasiven und antimigratorischen Effekts gilt es mehrere potenzielle
Einschrankungen zu bertcksichtigen:

Die experimentellen Bedingungen der Zellkultur spiegeln nicht die nattrliche Umgebung
der Zellen in der Gefallwand wider. Die Expression von Integrinen kann bei kultivierten
und gefalistandigen Zellen erheblich variieren. DarUber hinaus sind Unterschiede der
Integrin-Expression in gesunden und in atherosklerotisch veranderten Gefalien
bekannt, und auch die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix ist unter
pathophysiologischen Bedingungen verandert. Skinner, Raines und Ross konnten
anhand durchflusszytometrischer und immunzytochemischer Analysen zeigen, dass
glatte GefaBmuskelzellen gesunder Arterien Uberwiegend a4f+-, aber nahezu keine
azB+-Integrine  exprimieren, wohingegen die Expression in kultivierten glatten
Muskelzellen ein umgekehrtes Muster aufweist, also nahezu ausschlieRlich axp+-
Integrine nachweisbar sind. Die Umkehrung der Verteilung begann unmittelbar nach
Explantation und Isolation der Zellen aus humanen, gesunden Arterien und zeigte sich
bereits wahrend der ersten Passagen der Zellkultur (79). Weiterhin sind die Zellen in
der GefalRwand zahlreichen externen Stimuli ausgesetzt, zum Beispiel dem Einfluss von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren, dem Kontakt mit anderen Zellen und auch dem
Kontakt mit mehr als nur einem Matrixprotein. Eine groRere Klarheit hinsichtlich der
tatsachlichen physiologischen und pathophysiologischen Bedeutung verschiedener
Integrin-Rezeptoren in vivo kann oftmals nur durch die zusatzliche Untersuchung
krankhafter oder kunstlich herbeigefihrter Gendefekte erhalten werden. So besteht
beispielsweise eine erhebliche Diskrepanz hinsichtlich der Forschungsergebnisse, die

bei der Untersuchung der Vitronektin-Rezeptoren a,f3 und a,Bs erhoben werden
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konnten (113). Wahrend zahlreiche pharmakologische Studien unter Verwendung von
Antikorpern oder Peptiden auf eine entscheidende Mitwirkung dieser Rezeptoren bei
der Neovaskularisation hinwiesen und sie als moglichen Angriffspunkt therapeutischer
Interventionen auszeichneten, konnte diese Annahme in genetischen Ablationsstudien
(Knockout Mause) und bei der Untersuchung humaner Genmutationen Uberwiegend
nicht bestatigt werden (114). Hingegen erwiesen sich die Ergebnisse
pharmakologischer und genetischer Untersuchungen des spezifischen Fibronektin-
Rezeptors asB4 als nahezu durchgehend konkordant bezlglich der angiogenetischen
Wirkung des Rezeptors und seines Liganden, und ein hemmender Antikdrper
(Volociximab) befindet sich im Stadium der klinischen Erprobung zur Behandlung

solider Tumoren (115).
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5. Zusammenfassung

HMG-CoA-Reduktasehemmer spielen eine entscheidende Rolle in der kardiovaskularen
Primar- und Sekundarpravention. Neben der Senkung des LDL-Cholesterols ist der
positive Effekt der Therapie mit HMG-CoA-Reduktasehemmern auf steroidunabhangige
Faktoren, insbesondere auf die verminderte Bildung von Isoprenoiden, zurlckzufuhren.
Hierdurch lassen sich zahlreiche protektive, direkte vaskulare Effekte, unter anderem
auf glatte Gefallmuskelzellen begriinden, die zu einer Verminderung der Migration und
Proliferation dieser Zellen in der Gefalintima und zu einer erhdhten Plaquestabilitat

beitragen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die HMG-CoA
Reduktasehemmer Atorvastatin und Pravastatin die Adhasion humaner, glatter
Gefalmuskelzellen (HSMCs) und aortaler glatter Gefalimuskelzellen von Ratten
(RASMCs) an Kollagen |, einem Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix in
GefalRwanden, durch eine vermehrte Expression von ayB+-Integrin-Rezeptoren
verstarken. Die ayB+-Integrine der glatten Gefalimuskelzellen sind als die wichtigsten
Rezeptoren fur Kollagen | bekannt. Eine Stimulation der Zellen mit Atorvastatin (0,1 uM)
fuhrte bis zur Verdopplung der Adhasion humaner glatter GefalBmuskelzellen an
Kollagen | (p < 0,01), Pravastatin verstarkte die Adhasion bis zu 1,8-fach (p < 0,01)
nach einer Stimulationsdauer von mindestens 24 Stunden. Die Zugabe von Mevalonat
oder dem Isoprenoid Geranyl-Geraniol verhinderte den statininduzierten Effekt auf die
glatten GefalRmuskelzellen, sodass als Ursache der beobachteten Adhasionszunahme
eine Abhangigkeit von der verminderten Isoprenoidbiosynthese und einer hierdurch

verursachten Inaktivierung der isoprenoidabhangigen Rho-GTPasen anzunehmen ist.

Durchflusszytometrische Untersuchungen erbrachten den Nachweis einer gesteigerten
Expression von ay- und B4-Integrinen nach Vorbehandlung der Zellen mit Atorvastatin
(0,1 uM) fur 24 bzw. 48 Stunden. Die PCR-Analysen zeigten, dass Atorvastatin den
Gehalt an Bs-Integrin-mRNA nach 16- und nach 24-stindiger Stimulationsdauer
signifikant ansteigen lie. Der Effekt war reversibel nach Zugabe von Mevalonat.
Weiterhin hemmten Atorvastatin und Pravastatin die PDGF-induzierte Migration

humaner glatter GefalBmuskelzellen auf Kollagen |. Im Gegensatz dazu verdoppelte die
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Inhibition von B4-Integrinen mit dem spezifischen Antikérper P5D2 die Migrationsrate

der Zellen nahezu.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die HMG-CoA-Reduktasehemmer Atorvastatin und
Pravastatin die Interaktion glatter GefaBmuskelzellen mit dem extrazellularen
Matrixprotein Kollagen | durch eine Induktion der ayB+-Integrine verstarken und dass

dieser Prozess von einer Inaktivierung der Rho-GTPasen abhangig ist.
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