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1. Einleitung

1.1  Atherosklerose und endotheliale Dysfunktion

1.1.1 Atherosklerose

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die hdufigste Todesursache in Europa, Amerika und
Teilen Asiens (Pasternak et al., 2004; Yusuf et al., 2001). Atherosklerose kann verschiedene
GefiBBe betreffen und dadurch unterschiedliche klinische Syndrome hervorrufen. Zu den
wichtigsten klinischen Manifestationen der Atherosklerose zéhlen die koronare
Herzerkrankung (KHK), der ischdmische Schlaganfall und die periphere arterielle
Verschlusskrankheit.

Pradilektionsorte fiir die Atherosklerose sind Aufzweigungen der Aorta oder der
Herzkranzgefdle, in denen es zu Verdnderungen im Blutfluss kommt. Zunehmende
Lumeneinengung der Koronargefdle fiihrt zu Koronarinsuffizienz und dadurch zu einer
Sauerstoffunterversorgung des myokardialen Gewebes. Diese Myokardischimie manifestiert
sich als Angina pectoris, Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz oder Herzrhythmusstérungen.
Zahlreiche Risikofaktoren fiir die Entstehung der Atherosklerose sind bekannt. Als wichtigste
sind Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, niedrige High-Density
Lipoprotein (HDL)-Plasmakonzentrationen und Diabetes mellitus zu nennen (Libby et al.,
2002; Wilson, 1999). Weitere Risikofaktoren sind unter anderem korperliche Inaktivitit,
méinnliches Geschlecht oder Adipositas (Stamler, 1991).

Die normale Arterienwand ist aufgebaut aus der Intima mit Endothelzellen, der Membrana
elastica interna, der Media mit glatten GefaBmuskelzellen, der Membrana elastica externa und
der bindegewebigen Adventitia mit den Vasa vasorum (Ross, 1993; Wolinsky und Glasgov,
1969). Die Intima enthilt neben den Endothelzellen einige intimale glatte GefaBmuskelzellen
und extrazellulire Matrix. Die GefaBwand wird durch Endothelzellen nach luminal glatt
begrenzt und stellt eine wichtige Permeabilititsbarriere dar. Endothelzellen produzieren
parakrin, autokrin und endokrin wirkende Substanzen, die fiir Wachstumsprozesse, die
Blutgerinnung und den Gefdfitonus wichtig sind. Dazu gehoren unter anderem verschiedene
Adhisionsmolekiile, Angiotensin II, das Macrophage-Chemoattractant-Protein-1 (MCP-1),
Stickstoffmonoxid (NO), Endothelin-1, Prostaglandin I, (PGI,), der Platelet Derived Growth
Factor (PDGF), Interleukin-1 (IL-1), der Tumor-Nekrose-Faktor oo (TNFa), der Epidermal
Growth Factor (EGF) und das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) (Gimbrone, 1976;
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Ross, 1986). Die intakte GefdBwand und insbesondere ein funktionsfahiges Endothel sind
wichtig fiir die Aufrechterhaltung der Gefaf3funktion.

Fiir die Pathogenese der Atherosklerose hat die ,,Response to Injury“-Theorie beruhend auf
pathoanatomischen Beobachtungen Rudolf Virchows (Virchow, 1856) grole Bedeutung
gewonnen (Ross, 1993). Seitdem ist sie aufgrund neuer Erkenntnisse weiterentwickelt
worden. Diese zeigen, dass die Atherosklerose keine reine Lipidspeicherkrankheit ist, sondern
insbesondere inflammatorische Prozesse fiir die Pathogenese wichtig sind (Libby et al., 2002).
Durch Einfliisse wie Lipoproteine, verdnderte Scherkrifte, modifizierte Proteine oder
Tabakinhaltstoffe, aber auch durch arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus oder einen
erhohten LDL-Cholesterinspiegel entstehen Endothelverletzungen (Ross, 1993). Die daraus
resultierenden Endothelverdnderungen fithren zu einer erhohten Permeabilitit und
begiinstigen = prokoagulatorische =~ Prozesse. = Vasokonstriktoren = wie  Endothelin,
Wachstumsfaktoren und andere Botenstoffe werden verstiarkt produziert (Ross und Glomset,
1973; Ross, 1993; Stary, 1983). Adhdsionsmolekiile, wie das Intercellular Adhesion Molecule
1 (ICAM-1) und das Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1), Selectine und Integrine
werden vermehrt an der Oberfliche der Endothelzellen exprimiert (Cybulsky et al., 2001;
Libby et al., 2002; Pueyo et al., 2000). Diese Adhésionsmolekiile stellen Rezeptoren fiir
Glukokonjugate und Integrine auf den Oberflaichen von Monozyten und Thrombozyten dar
(Libby et al., 2002). Es kommt zu einer Anlagerung und Migration dieser Zellen in die Intima
und zur Akkumulation von Lipiden. Natives und oxidiertes LDL stimuliert dort die
Vermehrung und Reifung von Makrophagen und T-Lymphozyten, sowie die Proliferation
glatter GefdBmuskelzellen (Fagiotto et al., 1984; Libby et al. 2002; Ross und Glomset, 1973).
Migration glatter GefdBmuskelzellen aus der Media in die Intima und die Proliferation dieser
Zellen innerhalb der neo-intimalen Schicht spielen fiir die Entstehung der atherosklerotischen
Liasion eine groBe Rolle (Ross und Glomset, 1973). Glatte GefaBmuskelzellen sind wichtig
fiir physiologische und pathophysiologische Vorginge in der GefiaBwand, weil sie durch
Kontraktion und Relaxation den Gefdlltonus und damit die Gewebeperfusion und den
Blutdruck regulieren. Von den glatten GefaBmuskelzellen werden Rezeptoren fiir Mediatoren
des Renin-Angiotensin-Systems (RAS), fiir Katecholamine, Endotheline, Insuline und
Wachstumsfaktoren  exprimiert  (Ross, 1993).  AuBerdem  produzieren  glatte
Gefdlmuskelzellen grole Mengen extrazelluldrer Matrix, wie Kollagene, elastische Fasern

und Proteoglykane (Wissler, 1968). Glatte Gefdlmuskelzellen koénnen ebenso multiple



Wachstumsfaktoren wie IL-1, Prostaglandin E, Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-
CSF), und MCP-1 produzieren (Ross und Glomset, 1973; Ross 1993).

Die GefdBlasion formiert sich zu Beginn als ,fatty streak®, dessen Hauptbestandteil
lipidhaltige Makrophagen, sogenannte Schaumzellen, sind. Kommt es zum Fortschreiten der
Erkrankung, entsteht hieraus eine atherosklerotische Plaque mit lipidhaltigem Kern und
fibroser Kappe. Dieser Kern ist das Resultat aus Apoptose, Nekrose, vermehrter
proteolytischer Aktivitdt und Lipidablagerungen. Die Kappe resultiert aus der Migration
glatter Gefdallmuskelzellen, stimuliert durch den PDGF, den Transforming Growth Factor 3
(TGF B), vermehrter T-Zell-Aktivitit und vermindertem Bindegewebsabbau (Ross, 1999). Zu
Beginn der atherosklerotischen Lésion wird durch vaskuldre Umbauvorgidnge das GefaBBlumen
noch vergroBert. Die VergroBerung der entstehenden neo-intimalen Schicht fiihrt jedoch
konsekutiv zu einer Verengung des Gefdlllumens. Die entstandene Plaque kann lebenslang
asymptomatisch bleiben oder in einen instabilen Phdnotyp mit diinner fibréser Kappe und
grofBem, makrophagenreichen Lipidkern iibergehen und schlieBlich durch luminale Ruptur
und darauffolgende prokoagulatorische Prozesse zur Thrombosierung und zum Verschluf3
eines Gefédfles fiihren und so im Falle der koronaren Atherosklerose einen Myokardinfarkt

verursachen (Libby et al., 2002; Ross und Glomset, 1973; Ross, 1986).

1.1.2 Endotheliale Dysfunktion

Die erste und essentielle Phase in der Pathogenese der Atherosklerose ist die endotheliale
Dysfunktion (Cai und Harrison, 2000; Nickenig und Harrison, 2002; Ross, 1999; Wassmann
und Nickenig, 2003). Risikofaktoren der Atherosklerose, wie arterielle Hypertonie und
Hypercholesterindmie, pradisponieren flir die Entwicklung der endothelialen Dysfunktion
(Harrison, 1997a; Ross, 1999). Neurohumorale Faktoren wie Angiotensin II, eine verminderte
Bioaktivitit von NO und die vaskuldre Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
begiinstigen die Entstehung von endothelialer Dysfunktion (Harrsion 1997b). Die Verletzung
der Endothelzellschicht mit nachfolgenden inflammatorischen Reaktionen und Einwanderung
von glatten GefdBmuskelzellen wie unter 1.1.1 beschrieben, fiihren zu einer verminderten
Funktion der schiitzenden Endothelzellschicht. Durch verminderte endothelzellabhéngige
Vasodilatation wird die Funktionalitit des GefaBles eingeschrinkt (Harrison, 1997a).
Proinflammatorische und prokoagulatorische Prozesse begiinstigen die strukturelle

Dysfunktion (Harrison, 1997a; Ross, 1999).



Die endotheliale Dysfunktion ist bereits mit einer erhdhten Rate kardiovaskulédrer Ereignisse
und erhOhter kardiovaskuldrer Letalitit assoziiert, ohne dass in diesem Stadium
angiographisch Gefdfldsionen nachweisbar sind und hat damit bereits prognostische

Bedeutung fiir den Patienten (Heitzer et al., 2001; Schéchinger, et al. 2000).

1.2 Oxidativer Stress

Glatte GefaBmuskelzellen und eine Vielzahl anderer Zellen der GefiBwand produzieren
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Griendling et al., 2000b). Reaktive Sauerstoffspezies sind
eine Gruppe von hochbioaktiven Molekiilen, die aus der Reduktion von molekularem
Sauerstoff enstehen. Deren wichtigste Vertreter sind Superoxid (O, 7), Wasserstoffperoxid
(H20,), Hydroxylradikale (OH'), Peroxynitrit (ONOO') und Lipidradikale. ROS sind
kurzlebige Molekiile mit einem hohen Oxidationspotential. Vaskuldres Gewebe verfiigt liber
viele Ressourcen an reaktiven Sauerstoffspezies. Sie sind notwendig fiir das Wachstum glatter
GefaBmuskelzellen (Griendling und Harrison, 1999) und sind an der intrazelluldren
Signaltransduktion beteiligt (Hensley et al., 2000). Hieriiber konnen sie zahlreiche
Zellfunktionen beeinflussen. Durch verinderte intrazellulire Ca®’-Konzentrationen fiihren sie
beispielsweise zu einer Aktivierung von Mitogen-aktivierten-Proteinkinasen (MAP-Kinasen)
und zu einer Induktion der Expression von Proto-Onkogenen (Rao und Berk, 1992). Uber
H,0, kann beispielsweise auch das Renin-Angiotensin-System aktiviert werden (Lander et
al., 1995) und die Expression antioxidativer Enzyme induziert werden (Lu et al., 1993).

Physiologisch stehen Produktion und Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies in der
GefdBwand im Gleichgewicht. Wenn dieses zugunsten einer vermehrten Produktion oder
einem verminderten Abbau verschoben ist, entsteht oxidativer Stress. Nikotinkonsum,
Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie und Herzinsuffizienz
begiinstigen die Entstehung von vaskuldrem oxidativen Stress (Cai und Harrison, 2000;
Harrison, 1997b). Das kann zur oxidativen Modifikation von DNA und Proteinen, zur Lipid-
Oxidation und zur Apoptose vaskuldrer Zellen fiihren (Cai und Harrison, 2000; Hensley et al.,
2000). Eine vermehrte Produktion und Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies ist eine der
Hauptursachen fiir die Entstehung der endothelialen Dysfunktion und ist an der Pathogenese
der Atherosklerose beteiligt (Harrison, 1997b). In diesem Zusammenhang ist insbesondere
das Zusammenspiel zwischen Stickstoffmonoxid (NO) und Superoxid interessant. NO wirkt
vasodilatierend und vasoprotektiv und ist daher wichtig fiir die Endothel- und Gefdf3funktion.

NO wird endogen in Endothelzellen durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) gebildet. In
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glatten GefaBmuskelzellen kommt die induzierbare Isoform der NO-Synthase (iNOS) vor.
Diese produziert nur nach Induktion durch Stimuli, wie beispielsweise Zytokinen, relevante
Mengen NO (Park et al., 2000). Wichtige Prozesse in der Entstehung der Atherosklerose
werden durch NO beeinflusst. Es hemmt die Thrombozytenaggregation (Radomski et al.,
1992) und die Adhision von Monozyten an die GefiBwand (Gauthier et al., 1995; Kubes et
al., 1991). AuBlerdem hemmt NO die Proliferation von glatten GefdBmuskelzellen und die
Oxidierung von LDL (Ignarro, 1990). Reaktive Sauerstoffspezies, wie Superoxid, inaktivieren
NO (Feigl, 1988). AuBBerdem entsteht bei dieser Reaktion Peroxynitrit, das die Endothelzellen
schiadigt (Beckman et al., 1990; Beckman, 1994). Physiologisch liegen NO und ROS in der
Zellwand im Gleichgewicht vor (Harrison, 1997b). Eine vermehrte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies bzw. eine verminderte Produktion von NO vermindern die Bioaktivitit von
NO (Harrison, 1997b; Wilcox et al., 1997). Durch oxidativen Stress und die reduzierte
Bioaktivitdt von NO wird eine Reihe pathologischer Prozesse initiiert, die entscheidend sind
fiir die Entwicklung der endothelialen Dysfunktion und die Pathogenese der Atherosklerose
(Harrison, 1997b). Dazu zéhlt die vermehrte Expression und Aktivierung redox-sensitiver
Gene (Cai und Harrison, 2000; Hensley et al., 2000), zu denen Adhédsionsmolekiile,
chemotaktische Faktoren und proinflammatorische Zytokine gehdren (Griendling et al.,
2000b). Reaktive Sauerstoffspezies induzieren unter anderem die Produktion des VCAM-1
(Pueyo et al., 2000), des ICAM-1 (William et al., 1999), des MCP-1 (Chen et al., 1998; Sato
et al., 1999) und des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-6 (Schieffer et al., 2000).
Weiterhin modifizieren ROS Enzymfunktionen, wie die Aktivierung der Matrix-
Metalloproteinasen (MMP), die wichtig sind fiir Zellmigration und Modifikation der
extrazelluliren Matrix und die dadurch eine zentrale Rolle im vaskuldren Remodelling und

bei der Plaqueruptur spielen.

1.2.1 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Zu den wichtigsten Produzenten reaktiver Sauerstoffspezies in der GefaBBwand z&hlen die
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-(Phosphat)-(NAD(P)H)-Oxidase, die Xanthin-Oxidase, die
Myeloperoxidase sowie die mitochondriale Atmungskette (Wassmann et al., 2004). Auch die
eNOS produziert in Abwesenheit des Kofaktors Tetrahydrobiopterin bzw. in Abwesenheit
von L-Arginin Superoxid (Cai und Harrison, 2000; Harrison et al., 2003). Die Xanthin-
Oxidase kommt in vaskuldren Zellen vor und zirkuliert auch im Plasma. Sie katalysiert die

Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin im Purin-Stoffwechsel (Cai und Harrison, 2000;



Harrison et al., 2003). Die Myeloperoxidase kommt in neutrophilen Granulozyten und
Monozyten vor und katalysiert die Umwandlung von H,O, in hypochlorige Sdure (HOCI).
HOCI und Zwischenprodukte sind beteiligt an vaskuldren Entziindungsprozessen, der Lipid-
Oxidation, der oxidativen Modifizierung von Proteinen sowie an der atherosklerotischen
Plaquebildung (Carr et al., 2000; Winterbourne et al., 2000). Weitere Enzymsysteme, die
ROS produzieren, sind die Isoenzyme des Cytochrom P450, die Lipoxygenase, die
Cyclooxygenase sowie Hamoxygenasen und die Glukose-Oxidase (Cai und Harrison, 2000;

Griendling et al., 2000b, Harrison et al., 2003, Lassegue und Clempus, 2003).

1.2.2 Die NAD(P)H-Oxidase

Im wvaskuldren System ist die NAD(P)H-Oxidase ein Hauptproduzent reaktiver
Sauerstoffspezies (Griendling et al., 1994). Die NAD(P)H-Oxidase ist ein Membran
assoziierter Enzymkomplex, der die Produktion von Superoxid iiber die Reduktion von
Sauerstoff katalysiert. Diese enzymatische Aktivitdt charakterisiert die wichtigste Oxidase in
vaskuldren Zellen (Mohazzab-H et al., 1994; Rajagopalan et al., 1996), verglichen mit der
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch die Xanthin-Oxidase und mitochondriale
Oxidasen (Griendling et al., 2000a). Die NAD(P)H-Oxidase kommt in phagozytiren und
nicht-phagozytiren Zellen vor. Die vaskuldre NAD(P)H-Oxidase katalysiert eine langsamere,
kontinuierliche Produktion reaktiver Sauerstoffspezies mit einer quantitativ geringeren
Freisetzung als die phagozytire NAD(P)H-Oxidase, die fiir den sogenannten "respiratory
burst" verantwortlich ist (Griendling et al., 1998; Pagano et al., 1997). Je nach Zelltyp, in dem
die NAD(P)H-Oxidase vorkommt, gibt es Unterschiede in der Zusammensetzung des
Enzyms. Uber den phagozytiren Aufbau des Enzymkomplexes ist am meisten bekannt. Die
vaskuldre NADP(H)-Oxidase ist aufgebaut aus einem membrangebundenen Cytochrom bssg-
Komplex bestehend aus der 22 kDa a-Untereinheit p22phox und der glykosylierten 91 kDa [3-
Untereinheit gp91phox und aus den zytosolischen Untereinheiten p47phox und p67phox
(phox steht fiir ,phagocytic oxidase’). Fiir die Aktivierung des Enzymkomplexes ist weiterhin
ein kleines Guaninnukleotid-bindendes-Protein, die GTPase racl aus der Familie der rho-
Proteine, notwendig (Babior, 1999). In glatten GefaBmuskelzellen kommt statt der gp91phox-
Untereinheit ein Homologon, die nox1-Untereinheit (nox steht fiir ,nonphagocytic oxidase”’)
vor. Diese Untereinheit ist nicht glykosyliert wie die gp91phox-Untereinheit, zeigt aber
identische Bindungsstellen fiir Flavin- und Pyridin-Nukleotide (Suh et al., 1999). Uber die
Flavohdmoproteine der beiden Untereinheiten p22phox und noxl1/gp91phox lauft der
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Elektronentransfer, der fiir die Superoxid-Produktion notwendig ist (Babior, 1999; Suh et al.,
1999). Um aus dem inaktiven Zustand, in den aktiven, Superoxid produzierenden Zustand zu
gelangen, ist der rdumliche und funktionelle Zusammenschluss aller Untereinheiten in der
Zellmembran notwendig (Babior, 1999), dargestellt in Abbildung 1. Die Funktionen der
einzelnen Untereinheiten sind bisher nicht vollstdndig verstanden. Es ist allerdings bekannt,
dass in glatten GefaBBmuskelzellen p22phox eine zentrale Untereinheit ist (Fukui et al., 1997;
Ushio-Fukai et al., 1996) und dass die Interaktion von nox1 mit anderen Untereinheiten
wichtig ist fiir die Gesamtaktivitit der NAD(P)H-Oxidase (Lasségue et al., 2001; Suh et al.,
1999). Weiterhin ist die Geranylgeranylierung der GTPase racl, die eine Translokation der
zytosolischen Untereinheit zur Plasmamembran bzw. eine Verankerung in der Membran
ermoglicht, essentiell fiir die Aktivierung des Enzymkomplexes (Wassmann et al., 2001b).

Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine, TNFa und hd@modynamische Einfliisse, wie
Scherkrifte, aktivieren die vaskulire NAD(P)H-Oxidase (Griendling et al., 2000a).
Angiotensin II ist einer der wichtigsten Stimuli fiir die Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase in
glatten GefdBmuskelzellen und Fibroblasten (Griendling et al., 1994; Griendling et al.,
2000a). Angiotensin II aktiviert die NAD(P)H-Oxidase {iber den Angiotensin II-Typ 1-(AT;-)
Rezeptor durch Stimulation intrazelluldrer Signaltransduktionswege (Griendling et al.,
2000b). Weiterhin bewirkt Angiotensin II eine schnelle Translokation der GTPase racl zur
Zellmembran, was ein grundlegender Schritt in der Aktivierung des Enzymkomplexes ist

(Seshiah et al., 2002).
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NAD(P)H Oxidase

— Cytochrom bgg; —

RUHEND AKTIVIERT

-

Abb. 1: Der Aufbau der vaskuliren NAD(P)H-Oxidase im ruhenden und aktivierten Zustand. Der
membrangebundene Cytochrom bssg-Komplex bestehend aus den Untereinheiten p22phox sowie
gp91phox (entspricht noxl in glatten GefdBmuskelzellen) und die zytosolischen Anteile p67phox,
p47phox und die GTPase racl. Nach Stimulation durch beispielsweise Angiotensin II (nicht dargestellt)
erfolgt der Zusammenschluss aller Untereinheiten an der Zellmembran und stellt den aktivierten
Zustand der NAD(P)H-Oxidase dar (rechte Bildseite).

1.2.3 Elimination reaktiver Sauerstoffspezies

Die Elimination von ROS wird durch antioxidative Enzyme vermittelt. Dazu gehoren die
Superoxid-Dismutasen (SOD), die Glutathion-Peroxidase (GPX) und die Katalase.
Superoxid-Dismutasen kommen in allen vaskuldren Zellen vor. Diese Enzyme enthalten
Metallionen im katalytischen Zentrum und wandeln Superoxid zu H,O, und O, um. Zu den
Isoenzymen der SOD zdhlen die zytosolische Kupfer-Zink-SOD (CuZn-SOD), die
mitochondriale Mangan-SOD (MnSOD) und die extrazelluldire SOD (ecSOD) (Oury et al.,
1996). In vaskuldren Zellen macht die ecSOD bis zu 50% der Superoxid-Dismutasen aus. Die
Expression der ecSOD wird durch Zytokine gesteigert (Fukai et al., 1998; Marklund, 1992).
Die ecSOD st in der extrazelluliren Matrix zwischen Endothel und glatten
GefaBmuskelzellen lokalisiert, dort wo die Inaktivierung von NO durch reaktive
Sauerstoffspezies vermutet wird (Stralin et al., 1995). Die Reaktion zwischen SOD und freien

Sauerstoffradikalen hat einen schiitzenden Effekt auf die Bioaktivitidt von NO, da ein Anstieg
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der SOD-Aktivitdt eine Verminderung der Halbwertszeit von O,  zur Folge hat (Brawn,
1980). ROS reagieren allerdings bevorzugt mit NO. Sie reagieren beispielsweise dreimal
schneller mit NO als mit der CuZn-SOD oder der Mangan-SOD. Auflerdem ist die Reaktion
zwischen Superoxid und NO nur diffusionslimitiert. Die Superoxid-Dismutasen tragen eine
negative Ladung, so dass die Reaktion zwischen ROS und NO in Zellkompartimenten mit

negativer Ladung, zum Beispiel der Zellmembran, bevorzugt ablauft (Harrison, 1997b).

Die Glutathion-Peroxidase (GPX) ist ein selenhaltiges Enzym, das H,O; und Lipid-Peroxide
in Wasser und Lipid-Alkohole umwandelt und Glutathion zu Glutathion-Disulfid oxidiert.
Wenn keine ausreichende Aktivitit der Glutathion-Peroxidase oder reduziertes Glutathion
vorliegen, entstehen aus H,O, und Lipid-Peroxiden Hydroxylradikale und andere reaktive

Metabolite.

Die Katalase ist ein intrazelluldres Enzym, das vorwiegend in zelluldren Peroxisomen und
zum Teil auch im Zytosol vorkommt. Es katalysiert die Umwandlung von H,O, in Wasser
und Sauerstoff. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist sehr hoch und von der vorhandenen H,O,-
Konzentration abhéngig. Sie wird nur durch die Diffusion von H,O, an das katalytische
Zentrum begrenzt. Aulerdem besitzt die Katalase Peroxidase-Aktivitdt und reagiert mit
organischen Peroxiden und Protonendonatoren zu Wasser und Alkoholen. Die Katalase ist
besonders bei ausgepragtem oxidativen Stress sehr effektiv. Sie schiitzt die Zellen vor H,O,,
das in der Zelle produziert wird und ist besonders wichtig bei geringem Vorkommen von
Glutathion bzw. bei verminderter GPX-Aktivitit. Die Katalase spielt eine wichtige Rolle in
der zelluldren Toleranzentwicklung gegeniiber oxidativem Stress (Dunford, 2001; Mates und

Sanchez-Jimenez, 1999; Wassmann et al., 2003).

1.3 Das Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) dient der Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushaltes und ist ein wichtiger Bestandteil der Blutdruckregulation (Capponi,
1996; Peach, 1977). Das Glykoprotein Angiotensinogen wird in Hepatozyten gebildet und bei
Blutdruckabfall, B-Adrenozeptorenstimulation und Abfall der Serumnatriumkonzentration
durch die Peptidase Renin in Angiotensin I umgewandelt. Renin wird vom juxtaglomeruldren
Apparat der Niere sowie von den Zielorganen selbst freigesetzt. Die Umwandlung in

Angiotensin II erfolgt iiber das Angiotensin Converting Enzym (ACE). Angiotensin II ist der
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Haupteffektor des Renin-Angiotensin-Systems. Es beeinflusst den Blutdruck, den Wasser-
und Salzhaushalt sowie neuronale und neurohumorale Systeme (Griendling et al., 1993;
Peach, 1977; Timmermans et al., 1993). Seine Wirkung wird iiber die Stimulation der

Angiotensin-Rezeptorsubtypen AT und AT, vermittelt (Griendling et al., 1993).

Der Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor (AT;-Rezeptor) wird vor allem in glatten
GefaBmuskelzellen, Herz, Lunge, Gehirn, Leber, Niere und der Zona glomerulosa der
Nebennierenrinde exprimiert. Es handelt sich um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der
aus 359 Aminosduren besteht, die in ihrer dreidimensionalen Struktur einen Rezeptor mit
sieben transmembrandren Domidnen bilden. Am extrazelluldren Bereich befindet sich eine
Bindungsstelle fiir Angiotensin II, intrazelluldr schlieft sich ein Kopplungssystem fiir G-
Proteine an. Uber verschiedene Wege der Signaltransduktion fiihrt Angiotensin II zu
zelluldrer Kontraktion, Hypertrophie, Proliferation und Apoptose (Griendling et al., 1993;
Mallat et al. 2000; Timmermans et al., 1993). Angiotensin II bewirkt auBlerdem eine
Erhohung der Aldosteronfreisetzung und einen damit verbundenen Anstieg der renalen

Natrium- und Fliissigkeitsabsorption.

Der Angiotensin II-Typ 2- (AT,-) Rezeptor ist ebenfalls ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor
mit sieben transmembrandren Dominen. Der AT,-Rezeptor ist in menschlichem Gewebe
wesentlich schwicher exprimiert als der AT;-Rezeptor. AT,-Rezeptor-mRNA findet man in
adulter Nebenniere, Herz und Gehirn (Carey et al., 2000; Nio et al., 1995; Tsutsumi und
Saavedra, 1991). Angiotensin II, Norepinephrin, TGF-f3 und Insulin-like growth factor 1 (IGF
1) senken die Expression des AT,-Rezeptors. Im Rahmen von Herzversagen, Myokardinfarkt,
GefaBverletzungen und Natriumrestriktion hingegen findet sich eine erhohte Expression des
AT,-Rezeptors. Angiotensin II inhibiert iiber den AT,-Rezeptor Zellwachstum und -
proliferation und fordert die Zelldifferenzierung vor allem in Endothelzellen, neonatalen
Kardiomyozyten, Herzfibroblasten und glatten GefiBmuskelzellen. Uber die genaue Funktion
des AT,-Rezeptors ist insgesamt wenig bekannt, einige Studien vermuten auch die Inhibition
der Atherogenese (Okamura et al., 1999). AT,-Rezeptor Stimulation in glatten
GefaBmuskelzellen fiihrt zu Vasodilatation (Carey et al., 2000).

In Bezug auf die Produktion und Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies spielt der ATi-
Rezeptor eine wichtige Rolle (Dzau, 1998; Nickenig und Harrison, 2002; Romero und
Reckelhoft, 1999). Die NAD(P)H-Oxidase wird durch Angiotensin II iiber den AT,;-Rezeptor
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aktiviert, was in glatten GefidBmuskelzellen eine vermehrte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies zur Folge hat (Griendling et al., 2000b). Angiotensin II nimmt weiterhin
durch verstirkte Genexpression der Untereinheiten p22phox, nox1 und racl Einfluss auf die
Funktion der NAD(P)H-Oxidase (Griendling et al., 1994, 2000a; Suh et al., 1999). Durch
vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies entsteht oxidativer Stress. Wie unter 1.2
bereits ausfiihrlicher dargestellt beglinstigt oxidativer Stress die Entstehung von endothelialer
Dysfunktion und Atherosklerose, da reaktive Sauerstoffspezies an vielen molekularen
Schritten der Atherogenese beteiligt sind und die Expression redox-sensitiver Gene, wie zum

Beispiel VCAM-1, MCP-1 und MMP beeinflussen (Nickenig und Harrison, 2002).

Der AT;-Rezeptor unterliegt einer homologen Regulation durch Angiotensin II und wird
heterolog unter anderem durch einige Risikofaktoren der Atherosklerose reguliert.
Beispielsweise verstidrken LDL-Cholesterin und Insulin die Expression des AT;-Rezeptors in
glatten GefialBmuskelzellen (Nickenig et al., 1997; Nickenig et al., 1998b). Der AT;-Rezeptor
spielt durch eine Vielzahl von pathophysiologisch relevanten Effekten eine wichtige Rolle in
der Entstehung der endothelialen Dysfunktion und Atherosklerose (Nickenig und Harrison,
2002). In vitro- und in vivo-Studien zeigten, dass der therapeutische Einsatz von AT;-
Rezeptor-Antagonisten die endotheliale Funktion verbessert und die atherosklerotische
Plaquebildung vermindert. In hypercholesterindmischen Primaten wurde unter Therapie mit
dem AT;-Rezeptor-Antagonisten Losartan die Oxidation von LDL-Cholesterin gemindert und
die Bildung atherosklerotischer Plaques eingeschrankt (Strawn et al., 2000). AT;-Rezeptor-
und Apolipoprotein E-defiziente Doppel-knock out-Miuse, die eine atherogene Diit erhielten,
wiesen im Vergleich zu Apolipoprotein E-defizienten Mausen mit AT;-Rezeptor eine
verbesserte endotheliale Funktion und inhibierte Bildung atherosklerotischer Lisionen auf
(Wassmann et al., 2004).

Hypercholesterinimische Patienten zeigten nach sechswochiger Therapie mit dem AT)-
Rezeptor-Antagonisten Candesartan eine signifikante Verbesserung der endothelialen
Funktion, die durch Messung des Unterarmblutflusses bestimmt wurde. Placebo und
Calciumantagonisten behandelte Patienten wiesen hingegen keine Verdnderung auf.
Candesartan verbesserte die endothelzellabhidngige Vasodilatation und bewirkte eine
Reduktion von vaskuldren Entziindungsmarkern und oxidativem Stress, ohne den Blutdruck
oder die Lipidkonzentrationen zu beeinflussen (Wassmann et al., 2002). Hypertensive
Patienten, die ein Jahr lang mit Losartan behandelt wurden, zeigten eine verbesserte

endothelabhéngige Vasodilatation im Vergleich zu Patienten, die den B-Blocker Atenolol
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erhielten (Schiffrin et al., 2000). Uber eine Normalisierung von oxidativem Stress kénnen
ATi-Rezeptor Antagonisten und ACE-Hemmer in die Entwicklung der Atherosklerose
eingreifen (Schiffrin et al., 2000).

1.4 HMG-CoA-Reduktasehemmer

Die  3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)-Reduktase  ist  das
Schliisselenzym der Cholesterinbiosynthese. HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, auch Statine
genannt, hemmen kompetetiv dieses Enzym, indem sie die chemische Struktur des Substrates,
HMG-CoA, imitieren. Dadurch bewirken Statine eine Verminderung der zelluldren und
systemischen Cholesterinkonzentrationen. Durch verminderte hepatozytire
Cholesterinkonzentrationen kommt es zu einer verstirkten Expression von LDL-Rezeptoren
in der Leber, so dass vermehrt LDL-Cholesterin aus dem Plasma aufgenommen wird.
Therapeutisch eingesetzte Statine senken die LDL-Cholesterinspiegel um bis zu 35% (Levine
et al.,, 1995). Neben der effektiven Senkung der LDL-Cholesterinspiegel bewirken Statine
eine moderate Erhohung der HDL-Konzentrationen und eine Senkung der Triglycerid-
Konzentrationen (Bakker-Arkema et al., 1996; Stein et al., 1998).

Wie in Abbildung 2 dargestellt ist Cholesterin nur eines der Folgeprodukte von Mevalonat,
dem Produkt der HMG-CoA-Reduktase (Goldstein und Brown, 1990). Mevalonat ist auch das
Ausgangssubstrat fiir die Isoprenoide Farnesyl- und Geranylgeranylpyrophosphat sowie fiir
Dolichol. Diese wiederum sind wichtig fiir die Modifikation und Funktion zahlreicher
zelluldrer Faktoren (Takemoto und Liao, 2001). Die Isoprenylierung von bestimmten
Proteinen ist die Voraussetzung fiir ihren gezielten Einbau in die Membrankompartimente der
Zelle (Massy et al., 1996). Zu den posttranslationell isoprenylierten Proteinen gehdren zum
Beispiel die G-Proteine, kleine GTP-bindende Proteine wie ras und rac sowie die eNOS
(Laufs und Liao, 1998). Dolichol ist unter anderem wichtig fiir die Synthese von
Glykoproteinen (Goldstein und Brown, 1990). HMG-CoA-Reduktasehemmer konnen
demnach iiber eine verminderte Bildung von Mevalonat, unabhingig vom

cholesterinsenkenden Effekt, diverse Proteinfunktionen beeinflussen.
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Abb. 2: Statine inhibieren das Schliisselenzym der Cholesterinbiosynthese, die HMG-CoA-Reduktase.
Cholesterin, Mevalonat sowie weitere Zwischenprodukte der Cholesterinbiosynthese wie
Geranylgeranylpyrophosphat und Farnesylpyrophosphat, die fiir Isoprenylierungen von Proteinen, wie
beispielsweise den kleinen GTP bindenden Proteinen rac und rho gebraucht werden, werden vermindert
gebildet. (PP=Pyrophosphat)

Die Hypercholesterindmie bzw. eine Erhohung der LDL-Plasmakonzentration stellen wichtige
Risikofaktoren fiir die Entstehung der Atherosklerose dar (Stamler et al., 1986). Die verstirkte
Ansammlung von Fetten und inflammatorischen Zellen in atherosklerotischen Plaques fiihrt
zusammen mit der Aufweichung und Verdiinnung der oberfldchlichen fibrosen Kappe der
Plaques zur erhohten Rupturneigung. Durch die therapeutische Senkung des
Cholesterinspiegels konnen sowohl die Neubildung und das Fortschreiten als auch die
qualitative Zusammensetzung atherosklerotischer Plaques beeinflusst werden (Koga et al.,
1990). Cholesterinsenkung durch Statine reduziert die Rupturgefahr der Plaques (Vaughan et
al., 1996). Durch diese Plaquestabilisierung kann ein entscheidender Prozess in der

Pathogenese der KHK-Progression aufgehalten werden.

Interventionsstudien haben gezeigt, dass durch die medikamentose Senkung des
Plasmacholesterins mit Statinen eine effektive Primdr- und Sekundirprophylaxe der
koronaren Herzerkrankung moglich ist. Nicht nur das Auftreten atherosklerotischer Prozesse
und ihrer Folgeerkrankungen, sondern auch die Mortalitét wird deutlich gesenkt (Sacks et al.,
1996; Scandinavian Simvastatin Survival Study Group (4S), 1994; Shepherd et al., 1995). Die

Behandlung hypercholesterindmischer Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit dem HMG-
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CoA-Reduktasehemmer Simvastatin fithrte zu einer Senkung der Letalitit der KHK um 42%
und zu einer Senkung der Gesamtmortalitdit um 30% (Scandinavian Simvastatin Survival
Study Group (4S), 1994). Die Behandlung hypercholesterindmischer Patienten mit Pravastatin
in der WOSCOPS (West of Scotland Coronary Prevention Study)- und LIPID (Long-Term
Intervention with Pravastatin in Ischaemic Disease)-Studie bewirkte ebenfalls eine
Verminderung koronarer Ereignisse, der koronaren Mortalitidt und der Gesamtmortalitdt von
bis zu 30% (Shepherd et al., 1995; The LIPID Study Group, 1998). Patienten mit normalen
oder leicht erhohten Cholesterinspiegeln profitieren ebenfalls signifikant von der Behandlung
mit Statinen. In der CARE (Cholesterol and Recurrent Events)-Studie sank das Risiko, an der
KHK zu  versterben, einen Herzinfarkt 2zu erleiden oder sich einer
Revaskularisierungsbehandlung unterziehen zu miissen unter Behandlung mit dem HMG-
CoA-Reduktasehemmer Pravastatin um 26% (Sacks et al., 1996). Die Behandlung mit
Simvastatin fiihrte in der Heart Protection Study (HPS) zu einer Reduktion der koronaren
Mortalitit um 18% (Heart Protection Study Collaborative Group, 2002). Die
AFCAPS/TexCAPS-Studie (Air Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study)
zeigte, dass Statine auch in der Primérprivention eine deutliche Minderung der
kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitdt bei normo- und hypercholesterindmischen
Patienten bewirkten. (Downs et al., 1998). Post hoc-Analysen der WOSCOPS-Studie mit
hypercholesterinimischen Patienten und der CARE-Studie mit gering
hypercholesterindmischen Patienten zeigten eine maximale LDL-Senkung von 24% und 28%
(Sacks et al., 1996, Packard, 1998). Weitere Analysen ergaben aber, dass bei gleichen
Cholesterinkonzentrationen die Statin behandelten Patienten eine geringere kardiovaskulére
Morbiditit und Mortalitét als gleichaltrige Placebo behandelte Patienten aufwiesen (Sacks et
al. 1996; Shepherd et al., 1995; Packard, 1998). In angiographischen Untersuchungen konnte
unter Statintherapie eine deutliche klinische Verbesserung beobachtet werden, die iiber die

GroBenverdnderung der atherosklerotischen Lasionen hinausging (Brown et al., 1993).

Die Lipidsenkung ist der primdre Wirkmechanismus der Statine, der mutmaflich aufgrund der
starken Assoziation zwischen dem Serumcholesterinspiegel und kardiovaskuliren Ereignissen
(Klag et al., 1993) fiir den therapeutischen Nutzen dieser Substanzen verantwortlich ist. Der
lipidsenkende Effekt der Statine ist allerdings begrenzt. Weitere Effekte unabhédngig von der
Cholesterinsenkung kénnen zu den frithen und weitreichenden therapeutischen Effekten der
Statine beitragen (Vaughan et al., 1996). Dazu gehort zum Beispiel die verbesserte

Endothelfunktion unter cholesterinsenkender Therapie mit HMG-CoA-Reduktasehemmern
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(Egashira et al., 1994; Treasure et al., 1995). Die Lipidsenkung scheint nicht der einzige
Grund fiir die verbesserte Endothelfunktion unter Statintherapie zu sein, da diese
Verbesserung eintritt, bevor es zu einer signifikanten Senkung des Cholesterinspiegels kommt
(O'Driscoll et al., 1997; Treasure et al., 1995). Unter Therapie mit Atorvastatin bzw.
Pravastatin kam es beispielsweise innerhalb von 24 Stunden zu einer Verbesserung der
Endothelfunktion bei gesunden Probanden bzw. Patienten mit KHK (Laufs et al., 2000;
Wassmann et al., 2003).

Die Mechanismen, die der cholesterinunabhdngigen Wirkung von Statinen zugrunde liegen,
sind vielfdltig. Beispielsweise erhohen Statine die Bioverfligbarkeit von NO und bewirken
eine Aktivierung und vermehrte Expression der eNOS und fiihren somit zu einer vermehrten
endothelialen Produktion von NO (Laufs et al., 1998; Williams et al., 1998). Statine konnen
die Endothelin-1-Synthese vermindern (Hernandez-Perera et al., 1998) und dariiber wiederum
Einfluss auf die Regulation des Gefilltonus nehmen. Der HMG-CoA-Reduktasehemmer
Pravastatin senkt die Serumkonzentration von C-reaktivem Protein (CRP) (Ridker et al.,
1999). HMG-CoA-Reduktasehemmer wirken auch iiber eine verminderte Oxidation von
LDL-Cholesterin anti-inflammatorisch und vermindern die Aktivitdit und Migration von
Makrophagen. Oxidiertes LDL fiihrt zu einer Hochregulation der Genexpression von GM-
CSF und MCP-1 und induziert die Freisetzung inflammatorischer Zytokine (Dunzendorfer et
al., 1997; Kothe et al. 2000; Romano et al., 2000). Ein weiterer Effekt ist die Beeinflussung
von Immunreaktionen (Kwak et al., 2000; Weitz-Schmidt et al., 2001). Statine reduzieren die
Expression und Aktivitdt von Metalloproteinasen, die Matrix degradieren (Chase und Newby,
2000). Die Sekretion des Serum-IgE und seines l6slichen Rezeptors sowie ein Anstieg des
Serum-Interleukin 4 wird vermindert (Sinkiewicz et al., 2000). Weiterhin vermindern Statine
die Pldttchen-Aktivierung, die Expression des Gewebefaktors (Eto et al., 2002) und die
fibrinolytische Aktivitit in Endothelzellen (Essig et al., 1998).

Eine mogliche Erklarung fiir die cholesterinunabhingigen Effekte der HMG-CoA-
Reduktasehemmer ist die verminderte Isoprenylierung von Proteinen. Der HMG-CoA-
Reduktasehemmer Mevastatin verhindert beispielsweise die geranylgeranylabhingige
Translokation der GTPase rho zur Zellmembran und fiihrt so durch eine negative Regulation
zu einer erhohten eNOS-Expression (Laufs und Liao, 1998), was die Bioverfiigbarkeit von

NO und dessen Nutzen fiir die Endothelfunktion erhoht.
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1.5 Fragestellung der Arbeit

Die endotheliale Dysfunktion stellt durch funktionelle und strukturelle Gefal3verdnderungen
den initialen Prozess in der Pathogenese der Atherosklerose dar. Zentral beteiligt an den
zugrunde liegenden pathophysiologischen Vorgdngen sind oxidativer Stress und die
Aktivierung des AT;-Rezeptors. Durch eine erhohte Konzentration an reaktiven
Saustoffspezies in der GefdBwand wird die Bioaktivitit von NO gemindert, und redox-
sensitive Gene werden vermehrt exprimiert.

HMG-CoA-Reduktasehemmer senken das Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen bei
Hypercholesterindmie. Unabhéngig von der Cholesterinsenkung zeigen sie zudem eine

Vielzahl weiterer Effekte, die sich giinstig auf die Gefaf3funktion und —struktur auswirken.

Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Frage, ob Statine direkte zelluldre antioxidative
Effekte bewirken, die unabhédngig von der Cholesterinsenkung sind und welche molekularen
Mechanismen solchen Effekten zugrunde liegen. Am Beispiel der Substanz Atorvastatin
wurde die Wirkung von HMG-CoA-Reduktasehemmern auf vaskuldren oxidativen Stress, den
AT;-Rezeptor und die Endothelfunktion untersucht. Hierfiir wurde in kultivierten glatten
Gefalimuskelzellen und am Tiermodell normocholesterindmischer spontan hypertensiver
Ratten die Wirkung von Atorvastatin auf die Produktion und Elimination reaktiver

Sauerstoffspezies, auf die AT;-Rezeptor-Expression und auf die Endothelfunktion untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

-a-[**P]-dCTP, Amersham, Braunschweig

-g-Amino-n-Caproiacid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

-2’7’ ,-Dichlorodihydrofluoresceindiazetat, Molecular Probes, Eugene, USA
-25-Hydroxycholesterin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-2-Propanol (Isopropanol), Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe

-Acrylamid, Bio-Rad, Miinchen

-Agarose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Ammoniumperoxodisulfat (APS), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Angiotensin II, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

-Anti Rabbit IgG, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

-Aprotinin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

-Atorvastatin, Godecke-Parke-Davis, Freiburg

-Bio-Rad DC Protein Assay, Bio-Rad, Miinchen
-Bis-N-Methylacridinium-Nitrat (Lucigenin), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Bromphenolblau, E. Merck, Darmstadt

-Calciumchloriddihydrat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Carbachol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

-Chloroform, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

-Denhardt’s Solution, E.Merck, Darmstadt

-Diethylpyrocarbonat (DEPC), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Dimethylsulfoxide, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Dinatriumhydrogenphosphat, E. Merck, Darmstadt

-Diphenyleniodonium (DPI), Sigma-Aldrich, Steinheim

-Dithiothreitol (DTT), Ambion, Austin, USA

-dNTP, Roche, Mannheim

-Dodecylsulfat (SDS), E. Merck, Darmstadt

-Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
-Enhanced Chemiluminescence Kit, Amersham Pharmacia Biotech., Freiburg
-Essigsdure, E. Merck, Darmstadt

-Ethanol, Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe

-Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
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-Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Farnesylpyrophosphat, Sigma-Alrichs GmbH, Taufkirchen

-Foetal Bovine Serum, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
-Formaldehyd, E. Merck, Darmstadt

-Formamid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Geranylgeranylpyrophosphat, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
-Glucose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

-Glycin, E. Merck, Darmstadt

-Glycerin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

-Hybond N-Nylonmembran, Amersham, Braunschweig
-Kaliumchlorid, E. Merck, Darmstadt

-Kaliumdihydrogenphosphat, E. Merck, Darmstadt
-Kalziumchlorid, E. Merck, Darmstadt

-Leupeptin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-L-Mevalonat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Magnesiumchloridhexahydrat, E. Merck, Darmstadt
-Magnesiumsulfatheptahydrat, E. Merck, Darmstadt

-Megasript-Kit, Ambion, Austin, USA

-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

-Methanol, Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe
-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS), E. Merck, Darmstadt
-N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Bio-Rad, Miinchen
-N,N’-Methylenbisacrylamid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Natriumacetat, E. Merck, Darmstadt

-Natriumacid, E. Merck, Darmstadt

-Natriumchlorid, Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe

-Natriumcitrat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-NatriumHEPES, Serva, Heidelberg

-Natriumhydrogencarbonat, Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe
-Natriumhydrogenphoshpat, E. Merck, Darmstadt
-Nitrocellulosemembran, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
-Nitroglycerin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-NucTrap Columns, Stratagene GmbH, Heidelberg
-Oligonukleotide, MWG Biotech, Ebersberg
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-Penicillin/Streptomycinlésung, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
-Phenylephrin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Sigma-Aldrich Chemie GmbH
-Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
-Polyklonaler Katalase Antikorper SA-115, Biomol, Hamburg
-Polyoxyethylenesorbitanmonolaurate (TWEEN), Serva, Heidelberg

-Ponceau-Rot, Serva, Heidelberg

-Prime IT II Random Primer Labeling Kit, Stratagene GmbH, Heidelberg

-Pyonin Y, Serva, Heidelberg

-Random Primer, Roche, Mannheim

-Ribonukleaseinhibitor (RNAsin), Ambion, Austin, USA

-Rinderalbumin BSA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

-RNA Clean, AGS GmbH, Heidelberg

-RNA Pure, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

-RNAsin, Promega, Mannheim

-Salmon Testes DNA (10,4 mg/ml) , Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen,
-Salzsdure (HCI), E. Merck, Darmstadt

-Streptavidin-Peroxidase-Konjugat, Boehringer, Mannheim

-Tobramycin, Lilly Deutschland GmbH, Gie3en
-Trishydroxymethylaminomethanacetat (Tris-Acetat), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

-Trishydroxymethylaminomethanhydrochlorid (Tris/HCI), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

-Trypsin-EDTA, Boehringer, Mannheim

-Whatman Chromatography Paper, Whatman, Rutherford, USA

-Western Blocking Reagent, Roche, Mannheim

-Wortmannin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland

2.1.1 Puffer und Losungen

-0,1% PBS-Tween: 1 ml Tween- Losung ad 1000 ml PBS

-2xSDS: 100 mM Tris-Losung pH 6,8, 200 mM DTT: 4% SDS, 0,2% Bromphenolblau, 20%
Glycerin

-2xSSC: 17,5g NaCl, 8,82g NaCitrat ad 1000ml aqua bidest, pH 7,0

-20xSSC: 175g NacCl, 88,2g NaCitrat ad 1000ml aqua bidest, pH 7,0
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-DEPC-Wasser: 1 ml Diethylpyrocarbonat ad 1000 ml aqua bidest, autoklavieren
-E1-Puffer: pH 7,5; Natriumchlorid 135 mmol/l, Kaliumchlorid 5,4 mmol/l,
Calciumchloriddihydrat 1,8 mmol/l, Magnesiumchloridhexahydrat 1 mmol/l,
Glucose 10 mmol/l
-Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris Acetat, 250 mM Glycin, 0,1% SDS
-Hybridisierungslosung: 50% Formamid, 6x SSC, 0,5% SDS, 100 pg/ml Salmon-Testes-DNA
-Kaliumphosphat-Puffer: pH 7,0; 45,4 ml K,HPO4, 4,6 ml KH,PO4, ad 1000 ml Aqua bidest,
1,26 mM DETAPAC, 1 MM PMSF, 0,0023 TIU/ml Aprotinin
-Krebs-Henseleit Puffer: pH 7,4; NaCl 99,91 mmol/l, KCL 4,69 mmol/l, CaCl, 1,87 mmol/l,
MgSo4 1,2 mmol/l, NaHEPES 20 mmol/l, K;HPO,4 1,03 mmol/l, NaHCO3 25,0 mmol/l,
D(+)Glucose 11,1 mmol/l
-Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS): 137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM
Kaliumchlorid, 8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 1,5 m Kaliumdihydrogenphosphat
-Prahybridisierungslosung: 50% Formamid, 6x SSC, 0,5% SDS, 5x Denhardt’s Solution,
100 pg/ml Salmon Testes-DNA
-Protein-Lysepuffer: 100 mmol/l Tris/HCI pH 6,8, 4% SDS, 20% Glycerin, 0,1 mmol/I
PMSF, 0,023 U/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin
-RNA-Probenpuffer: 10 pl Formamid, 4,4 pl Formaldehyd, 2,5ul 10xMOPS, 2 pl loading
dye, 0,1ul Ethidiumbromid
-Tyroden-Puffer: pH 7,4; NaCl 136,9 mmol/l, KCI1 5,4 mmol/l, CaCl, 1,8 mmol/l, MgCl, 1,95
mmol/l, NaEDTA 0,05 mmol/l; NaH,PO4 0,42 mmol/l; NaHCOj3 22.6 mmol/l, D(+)Glucose
5,5 mmol/l, Ascorbinsidure 0,28 mmol/l und Indomethacin 0,01 mmol/l
-Western Blot Blocking Solution 1%: 1 ml Western Blocking Reagent ad 100 ml DEPC-
Wasser
-Western Blot Probenpuffer: 2,5 ml Sammelpuffer, 4,0 ml 10% SDS, 2,0 ml Glycerin; 1 ml
Mercaptoethanol, 0,2 ml 0,1 w/v-% Pyonin Y
-Western Blot Sammelgel: 30% Acrylamidmix, 1,0 M Tris (pH 6,8), 10% SDS, 10%
Ammoniumpersulfat, 1% TEMED
-Western Blot Trenngel: 30% Acrylamidmix, 1,5 M Tris (pH 8,8), 10% SDS, 10%
Ammoniumpersulfat, 0,4% N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
-Western Transferpuffer 1: S0mM Tris, 380mM Glycin, 0,1% SDS, 20% Methanol ad
1000 ml Aqua, pH 8,3
-Western Transferpuffer 2: 25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20% Methanol ad 1000 ml Aqua,
pH 8,3
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Glatte GefaBmuskelzellen wurden aus 6-10 Wochen alten Sprague-Dawley-Ratten isoliert.
Die thorakalen Aorten wurden enzymatisch verdaut, die Zellen in Kultur gebracht und tiber
mehrere Zellgenerationen passagiert (Ross, 1971; Sachinidis et al., 1993). Sadmtliche

Experimente wurden mit Zellen der 5.-12. Passage durchgefiihrt.

2.2.1.1 Isolierung

Rattenaorten wurden unter sterilen Bedingungen entnommen und sofort in eisgekiihlte, mit
Penicillin (100 U/ml) und Tobramycin (40 pg/ml) supplementierte phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (PBS) iiberfiihrt. Nach Abtragung von Bindegewebs- und Fettresten wurden
die Arterien in einer Enzymlosung, bestehend aus 1,5 mg Kollagenase Typ I, 0,5 mg/ml
Elastase und 0,5 mg/ml Trypsin Inhibitor in Dulbecco's Modifiziertem Eagle Medium
(DMEM) mit 20% fotalem Kalberserum (FKS) 30 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieSend
wurden noch verbliebene Reste der Adventitia sowie des Endothels entfernt. Die Aorten
wurden in kleine Stiicke zerschnitten (ca. 1 mm?®) und in frische Enzymldsung tiberfiihrt. Die
Inkubation erfolgte bei 37°C im Wasserbad unter vorsichtiger Dispersion, bis eine
Einzelzellsuspension vorlag. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in mit 10% FKS, 100 U/ml
Penicillin und 40 pg/ml Tobramycin supplementiertem Medium aufgenommen, in 25 cm?
Kulturflaschen ausgesdt und bei 100% Luftfeuchtigkeit, 5% CO, Spannung und 37°C
inkubiert (Chamley et al., 1979; Jackson und Schwartz, 1992; Schwartz et al., 1986).

2.2.1.2 Immunhistochemische Charakterisierung glatter Gefifimuskelzellen

Zur Charakterisierung der Zellen als glatte GefaBmuskelzellen und zum Ausschluf3 einer
zelluldren Kontamination mit Fibroblasten oder Endothelzellen ist die immunhistochemische
Darstellung des fiir die glatten GefédBmuskelzellen spezifischen Aktins die Methode der Wahl
(Ross, 1971). Auf Glasobjekttragern konfluent gewachsene Monolayer wurden in
Ethanol/Aceton (1:1) fiinf Minuten bei 4°C fixiert, in 1% Rinderserumalbumin geblockt und
60 Minuten entweder mit PBS mit auf 1:200 verdiinntem primiren monoklonalen Antikdrper

gegen Aktin oder in PBS alleine (Negativkontrolle) inkubiert. Als zweiter Antikorper wurde
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Biotin-konjugiertes Anti-Kaninchen-IgG (1:500, 60 min) verwendet. Anschlieend wurden
die Priparate 45 Minuten mit verdiinntem Streptavidin-Peroxidase-Komplex (1:500) in PBS
inkubiert. Durch diese Methode wird mehr Marker-Enzym an das Antigen gebunden und
dadurch die Sensitivitdt erhoht. Die Entwicklung erfolgte durch Zugabe des Peroxidase-
Substrates 0,32 mmol/l Aminoethylcarbazol, 0,0002% (V/V) H,O; in 50 mmol/l Tris-HCI
(pH 7,3). Das Produkt dieser Reaktion ist ein wasserunldslicher roter Farbstoff. Nach
Kerngegenfarbung mit Himatoxylin wurden die Priparate in Glyceringelatine eingebettet und
lichtmikroskopisch ausgewertet. Neben der indirekten immunhistochemischen Farbung wurde
die Immunfluoreszenzdarstellung des Aktins und des von-Willebrand-Faktors (Faktor VIII)
durchgefiihrt.

Auf Glasobjekttriger gewachsene Monolayer glatter GefiBBmuskelzellen wurden in
Ethanol/Aceton (1:1) fiinf Minuten bei 4°C fixiert, in PBS mit 1% BSA geblockt und 30
Minuten mit 1:100 verdiinntem primdren Antikorper gegen Aktin bzw. gegen Faktor VIII
inkubiert. Als zweiter Antikdrper wurde mit dem Fluorochrom FITC konjugiertes Anti-Maus-
IgG (1:100, 30 min Inkubation) verwendet. Die Prédparate wurden phasenkontrast- und
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Der von Endothelzellen gebildete Faktor VIII war
weder in der Biotin-Streptavidin-Technik noch in der Fluoreszenzfirbung nachweisbar, so

dass eine zellulire Kontamination mit Endothelzellen ausgeschlossen werden konnte.

2.2.13 Kulturbedingungen

Die Zellen wurden in einer 5% CO, Atmosphire bei 37°C in Kulturschalen (10 cm
Durchmesser) in Kultur gebracht. Das Medium, Dulbecco‘s Modifiziertes Eagle Medium
(DMEM), wurde mit 10% fotalem Rinderserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin versetzt und unter sterilen Bedingungen alle zwei Tage gewechselt. Die
Zelllinien wuchsen bis sie einen konfluenten Zellrasen bildeten und wurden dann durch
Trypsinierung (0,25% Trypsin in PBS) subkultiviert. Zum Ausschlufl unerwiinschter Effekte
des fotalen Serums und um einen Wachstumsstop der Zellen zu erreichen, damit alle Zellen
sich zu Beginn des Versuchs in der gleichen Zellzyklusphase befinden, wurden die Zellen 24

Stunden vor Versuchsbeginn auf serumfreies Medium tiberfiihrt.
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2.2.2 Tiermodell

Es wurden minnliche, spontan hypertensive Ratten (SHR, Aventis Pharma, Frankfurt/Main)
untersucht, die Standard-Nagerfutter erhielten (Altromin Diét 1320; Altromin, Lage). Ab der
18. Lebenswoche bekamen die Tiere fiir 30 Tage Atorvastatin iiber das Futter oder normales
Futter. Der tiglichen Futteraufnahme entsprechend erhielten die Tiere Atorvastatin in einer
Dosis von 50 mg/kg Korpergewicht pro Tag. Diese Dosen erzeugen bei Ratten
Plasmakonzentrationen, die vergleichbar sind mit den bei Menschen erzeugten
Plasmakonzentrationen nach iiblicher Atorvastatin-Behandlung (Cilla et al., 1996; Dostal et
al., 2001). Die Ratten wurden durch Genickbruch getotet, die Gewebeproben und Blut sofort
entnommen. Alle Tierexperimente wurden erst nach Genehmigung der entsprechenden

Landesbehorde durchgefiihrt.

2.2.2.1 Aortenring-Priparation und Organbadexperimente

Die Rattenaorten wurden exzidiert und vollstdndig von Bindegewebe befreit. Fiinf Millimeter
grole Ringe wurden zur isometrischen Spannungsmessung mit Haken in Organbiddern
befestigt, die mit Tyrode-Puffer (37°C) gefiillt waren und kontinuierlich mit 95% O, und 5%
CO, insuffliert wurden. Mittels Druckabnehmer wurde die isometrische Spannung der
Praparate gemessen und mit einem Polygraphen aufgezeichnet. Nach einer mechanischen
Vorspannung der Ringe mit 10 mN und einer Aquilibrierungszeit von 60 Minuten wurden
verschiedene Substanzen in ansteigender Konzentration in das Organbad hinzugefiigt, um
Vasokonstriktion und Vasodilatation in kumulativen Konzentrations-Wirkungskurven zu
untersuchen: KCI 20 und 60 mmol/l, Angiotensin II 0,01 nmol/l — 1 umol/l, Phenylephrin 0,1
nmol/l — 10 umol/l, Carbachol 0,1 nmol/l — 100 umol/l und Nitroglycerin 1 nmol/l — 10
umol/l. Die Erhohung der Substanzkonzentrationen erfolgte stets erst nach Beendigung von
Vasokonstriktion bzw. —relaxation (durchschnittlich nach 3-6 Minuten). Vor Zugabe einer

neuen Substanz wurde das Medium komplett gewechselt.

27



223 Messung reaktiver Sauerstoffspezies

2.2.3.1 DCF-Fluoreszenzmessung

Mittels Dichlorofluorescein (DCF)-Fluoreszenzmessung konnen intrazelluldre reaktive
Sauerstoffspezies  nachgewiesen = werden. Die  lipophile  Verbindung,  2°,7‘-
Dichlorodihydrofluoresceindiazetat (H,DCF-DA) kann frei durch die Zellmembran
diffundieren. Im Zytosol findet durch zelluldre Esterasen die Hydrolyse zu 2°,7‘-
Dichlorodihydrofluorescein (H,DCF) statt. Diese polare Verbindung reichert sich intrazelluldr
an. Bei gleichzeitigem Vorhandensein von reaktiven Sauerstoffspezies wird H,DCF oxidiert
und es entsteht das stark fluoreszierende Dichlorofluorescein (DCF) (Frenkel und Gleichauf,
1991). Dabei bestimmt die intrazellulire Konzentration der reaktiven Sauerstoffspezies die
Stirke der Fluoreszenz. Das Prinzip der DCF-Fluoreszenmessung ist in Abbildung 3

dargestellt.

Die konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurde zur Visualisierung der Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies in glatten GefdBmuskelzellen angewandt. Hierfiir wurde ein Zeiss Axiovert
135 invertiertes Mikroskop (Carl Zeiss, Jena) mit einem 25x Ol-Immersionsobjektiv (Plan-
Neofluar, Carl Zeiss, Jena) und Zeiss LSM 410 konfokaler Ausstattung benutzt. Die
Anregungswellenldnge betrug 488 nm, die Emissionswellenlinge 515-540 nm. Die Bilder
wurden mit einzelnen, schnellen Scans erstellt, bei einer Auflosung von 512x512 Pixel.

Einstellungsparameter wie Helligkeit und Kontrast waren fiir alle Aufnahmen identisch.

Glatte GefaBmuskelzellen wurden in 6-well-Platten auf autoklavierten Deckgldschen zu
einem subkonfluenten Monolayer kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 12 Stunden
in serumfreies Medium {iberfithrt, um einen Wachstumsstopp zur erreichen, bevor die
Stimulation mit verschiedenen Substanzen erfolgte. Direkt vor der Messung wurden die
Zellen fiir 30 Minuten im dunklen Zellkulturbrutschrank mit 10 pmol/l H,DCF-DA in El-
Puffer inkubiert.

Fiir die Mikroskopie wurde das mit Zellen bewachsene Deckglas in E1-Puffer gewaschen und
dann mit der bewachsenen Seite auf einen Objekttriager gelegt. Es erfolgte dann die Messung
der ROS-Produktion mit dem konfokalen Lasermikroskop. Pro Bild wurde die
Signalintensitdt an einer Gruppe von 25 zufdllig ausgewdhlten Zellen gemessen. Die
Auswertung erfolgte mit der LSM Software (LSM, Version 3.92 Beta, Carl Zeiss Microscope

Systems, Jena).
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Abb. 3:Das Prinzip der DCF-Fluoreszenz: 2',7'-Dichlorodihydrofluoreszeindiacetat (H,DCF-DA), 2.7'-
Dichlorodihydrofluoreszein (H,DCF), 2',7'-Dichlorofluoreszein (DCF), Superoxid-Dismutase (SOD).
H,DCF-DA diffundiert durch die Zellembran und wird im Zytosol zu H,DCF hydrolysiert und durch
reaktive Sauerstoffspezies oxidiert. Es entsteht das stark fluoreszierende DCF.

2.2.3.2 Lucigenin-Assay

Zum Nachweis der Superoxid-Freisetzung aus Geweben wurde das Lucigenin-
Chemilumineszenz-Assay angewendet. Lucigenin reagiert mit Superoxid unter Erzeugung
von Chemilumineszenz. Aus SHR wurden Aorten mit intaktem Endothel entnommen und fiir
30 min bei 37°C in einem glukosehaltigen modifizierten Krebs-Henseleit Puffer unter
Carbogenbegasung  dquilibriert. Danach wurden die Proben vorsichtig in ein
Szintillationsgefdl mit 2 ml 5 umol/l Lucigenin/Krebs-Henseleit-Pufferlosung iiberfiihrt.
Uber einen Zeitraum von 15 min wurde in einem Berthold Lumat (LB 9501, Berthold
Technologies GmbH & Co KG, Bad Wildbad) die Chemilumineszenz in einminiitigen
Intervallen gemessen. Hintergrundsignale, die mit Lucigenin/Krebs-Henseleit-Pufferlosung
ohne Probe parallel gemessen wurden, wurden jeweils von den MeBBwerten subtrahiert. Die
Lucigenin/Krebs-Henseleit-Pufferlosung wurde vor dem Versuch dunkeladaptiert.

AnschlieBend wurden die Gewebeproben getrocknet und gewogen, um die Chemilumineszenz

pro mg Aortengewebe zu bestimmen.
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2.2.4 mRNA-Expression

2.2.4.1 mRNA-Isolation

Zur Messung der mRNA-Expression bestimmter Gene wurde die Gesamt-RNA aus Zellen
und aortalem Gewebe isoliert. Gewebefragmente wurden mit einem Glaspotter zerkleinert
und homogenisiert, kultivierte Zellen von den Kulturschalen abgeschabt. AnschlieBend wurde
die RNA mit Hilfe von RNA Pure, einer kommerziell erhéltlichen RNA-Isolationslosung
entsprechend dem Protokoll des Herstellers (peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) isoliert.
Hierbei wurden Proteine durch Chloroformzugabe abgetrennt und anschlieBend die RNA
mittels Isopropanol prizipitiert. Die Quantifizierung der RNA-Konzentrationen erfolgte in
einem Beckman DU 640-Spectrophotometer (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) mittels UV-
Licht, bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm. Der Quotient 260/280 nm ergab den
Reinheitsgrad der isolierten RNA. Dieser sollte bei 1,8-2,0 liegen, da die 260 nm Wellenlénge
den RNA- oder DNA-Gehalt misst, wihrend die 280 nm Wellenldnge besonders von

kontaminierenden Proteinen absorbiert wird.

2.2.4.2 Gel-Elektrophorese der RNA

10 png der zu untersuchenden Gesamt-RNA wurden auf ein 1,2% Agarose/0,67 %
Formaldehyd-Gel geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel war mit
Ethidiumbromid versetzt, so dass anschlieBend unter UV-Licht die Quantitdt und Qualitit der
RNA iiberpriift werden konnte. Es wurden nur Gele weiterverarbeitet, die sich durch eine

gleichmiafBige Beladung intakter RNA auszeichneten.

2243 RNA-Transfer

Die elektrophoretisch aufgetrennte RNA wurde mittels Kapillarblot mit Whatman-Papier
(Whatman, Rutherford, USA) auf eine Hybond N Nylon-Membran (Amersham,
Braunschweig, Deutschland) tiberfiihrt. Im Anschluss daran wurde die RNA im Stratagene
Crosslinker (Stratagene GmbH, Heidelberg) durch UV-Bestrahlung mit der Membran
quervernetzt. Es folgte die Uberpriifung des gleichmiBigen RNA-Transfers unter UV-Licht.
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2244 c¢DNA-Sonde und Hybridisierung (Northern Blot)

Zur Untersuchung verschiedener Genexpressionen wurden die RNA-beladenen
Nylonmembranen mit spezifischen, radioaktiv markierten cDNA-Sonden inkubiert, welche
dann an die gesuchte komplementire mRNA hybridisierten. Die cDNA-Sonden wurden durch
Polymerasekettenreaktion erstellt (siche Tabelle 1).

Die Sonde wurde mit Hilfe des Prime It II Random Primer Labeling Kits (Stratagene GmbH,
Heidelberg) und o-[**P]-dCTP radioaktiv markiert. Uberschiissige Nukleotide wurden iiber
die NucTrap-Siaule (Stratagene GmbH, Heidelberg) entfernt.

Nach zweistiindiger Prahybridisierung der Membran bei 42°C im Hybridisierungsofen wurde
die Prihybridisierungslosung durch die Hybridisierungslosung ersetzt, in der die radioaktiv
markierte cDNA-Sonde enthalten war. Nicht oder unspezifisch gebundene Nukleotide wurden
nach Hybridisieren der Membran bei 42°C durch zweimaliges Waschen der Membran mit
2xSSC und einmaligem Waschen mit 2xSSC+0,1% SDS fiir 20 Minuten bei 50°C entfernt.
Die Membran wurde in Plastikfolie eingeschweifit und bei —80°C durch Auflegen eines Films

autoradiographiert (Hyperfilm ECL, Amersham, Braunschweig).

2.2.5 Reverse Transkription und semiquantitative Polymerase
Kettenreaktion
2.2.5.1 Reverse Transkription

Mittels der reversen Transkription wird aus RNA spezifische, komplementire cDNA
hergestellt. Es wurden jeweils 2 pg Gesamt-RNA der glatten GefaBmuskelzellen mit Random
Primer versetzt und der Ansatz mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser
aufgefiillt. Die RNA wurde bei 95°C {iber fiinf Minuten denaturiert. Durch Zugabe von
Nukleotiden, Puffer, RNAse-Inhibitor, dem Enzym MMLV-Reverse Transkriptase und
Erhitzen auf 42°C fiir eine Stunde wurde komplementire DNA hergestellt. Durch
zehnminiitiges Erhitzen auf 75°C wurde die Reaktion beendet und das Produkt anschlieBend
bei —20°C gelagert. Das Herstellen der cDNA mittels reverser Transkription war fiir alle

behandelten Zellen identisch.
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2.25.2 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation spezieller DNA-Fragmente.
Hierzu wurden jeweils 2 ul der aus der reversen Transkription gewonnenen cDNA mit Aqua
bidest, 10x PCR Reaction Buffer, INTP sowie den jeweiligen 5' und 3'-Primern in einer
Konzentration von 50 pmol/l versetzt. In jeden Ansatz wurde Taq-DNA-Polymerase (1 U/ul)
hinzugefiigt. Die Probenansidtze wurden in der PCR-Maschine unter Verwendung
genspezifischer Protokolle zyklisch erhitzt. Die Sequenzen der Primer, PCR-Bedingungen
(Denaturierungszeit und -temperatur, Annealingzeit und -temperatur,
Extensionszeit/Polymerase-Aktivititszeit und -temperatur), Zyklenzahl und die Léinge der
amplifizierten Fragmente sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die gleichen cDNA-Proben
wurden fiir die GAPDH (housekeeping-Gen)-cDNA-Amplifikation benutzt, um sicher zu
stellen, dass gleiche Mengen RNA revers transkribiert bzw. gleiche Mengen cDNA in die
PCR eingesetzt wurden. Zum Nachweis der Reinheit der verwendeten Substanzen wurde
steriles Wasser als Leerwert verwendet, dessen ausbleibende Genamplifikation als
Voraussetzung fiir die Auswertbarkeit des Versuches Bedingung war.

Eine flinfminiitige Erhitzung auf 95°C vor Beginn und eine abschlieBende Erhitzung auf 72°C
fiir zehn Minuten nach Abschluss der Zyklenzahl war bei allen PCR-Versuchen gleich. Durch
Pilotexperimente mit wechselnder Zykluszahl und unterschiedlichen cDNA-Mengen wurden
die exponentiellen Phasen der PCR bestimmt (Zyklenabhingigkeit). Nach Amplifikation
wurden gleiche Mengen der RT-PCR-Reaktionen auf einem Ethidiumbromid gefarbtem 1,5%
DNA-Agarose-Gel aufgetrennt. Als GroBenmarker der amplifizierten DNA-Fragmente (in
Basenpaaren) diente ein Kb plus DNA-Marker. Die Menge der einzelnen Ethidiumbromid
markierten Fragmente wurde mittels Laserdensitometrie semiquantitativ bestimmt. Die

Standardisierung erfolgte mittels Ziel-Gen/GAPDH Quotient.

Bei der Durchfiihrung der AT;-Rezeptor-PCR wurde zusidtzlich als interner Standard eine
Deletionsmutation benutzt. Der interne Standard ist ein Teil des interessierenden Gens,
welches gleichzeitig wihrend der PCR des Ziel-Gens amplifiziert wird. Damit der interne
Standard vom Wildtyp zu unterscheiden ist, wurde eine Deletionsmutation eingesetzt, die
dazu fiihrt, dass das resultierende PCR-Fragment des internen Standards kiirzer ist als das des
Wildtyps. Hierzu wurde die vollstindige AT;-Rezeptor-cDNA, die sich im Bluescript KS'-
Plasmid befand, mit der Restriktionsendonuklease MSC I geschnitten und anschlieend mit

DNA-Ligase religiert. Hieraus resultiert eine AT;-Rezeptor-cDNA, der die Basen 446-734
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fehlen. Das deletionsmutierte Plasmid wurde mit Sacl-Verdau linearisiert und anschliefend

mit Hilfe einer RNA-Polymerase in vitro transkribiert (Megascript-Kit, Ambion, Austin,
USA). Das entstandene RNA-Molekiil stellte die Matrize des internen Standards fiir die PCR

dar. 1 pg Gesamt-RNA und 10 pg AT;-Rezeptor-Mutanten-RNA wurden zusammen in die

reverse Transkriptionsreaktionen eingesetzt. Die daraus resultierende cDNA wurde dann in

die AT;-Rezeptor-PCR eingesetzt.

Gen PCR/ Sense- Antisense- | Bedin- Basen Northern
Northern Primer Primer gungen paare Blot
Blot cDNA
p22phox PCR/ 5'-GAC- | 5'-CAC- 60s 485 identisch
Northern GCT- GAC- 94°C;
Blot TCA- CTC- 60s
CGC- ATC- 65°C;
AGT- TGT- 90s
GGT- CAC- 72°C; 30
ACT-3’ TGG-3’ Zyklen
nox1 PCR 5-CCC- | 5'-CAT- 60s 819 kein
GCA- TGT- 94°C; Northern
ACT- CCC- 60s Blot
GTT- ACA- 56°C;
CAT- TTG- 90s
ACT-C- GTC-TC- 72°C; 40
3 3 Zyklen
ManganSOD PCR/ 5-TGA- | 5'-GCT- 60s 649 identisch
(MnSOD) Northern CCT- GCA- 94°C;
Blot GCC- ATG- 60s
TTA- CTC- 57°C;
CGA- TAC- 90s
CTA- ACT-AC - | 72°C; 25
TG-3" 3 Zyklen
Kupfer-Zink- PCR/ 5-TGG- | 5'-TAG- 60s 359 identisch
SOD Northern GGA- CAG- 94°C,;
(CuZn SOD) Blot CAA- GAC- 60s
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TAC- AGC- 53°C;
ACA- AGA- 90s
AGG-3’ TGA-G - | 72°C; 35
3 Zyklen
Extrazelluldre PCR/ 5-GGG- | 5'-GCC- 60s 736 identisch
SOD (ecSOD) | Northern AGA- GCT- 94°C;
Blot GCT- TCT- 60s
TGT- TGC- 60°C;
CAG- GCT- 90s
GTG- CCT- 72°C; 24
TGG-3’ TTG-3’ Zyklen
Glutathion- PCR/ 5-AGG- | 5'-ATC- 45s 505 identisch
Peroxidase Northern AGA- GGG- 94°C;
(GPX) Blot ATG- AAT- 45s
GCA- GGA- 57°C;
AGA- CGA- 90s
ATG- GAA-C-3" | 72°C; 33
AAG-3’ Zyklen
Katalase PCR/ 5'-TAC- | 5'-GCT- 45s 589 identisch
Northern TAC- AAG- 94°C,;
Blot CCcC- CCC- 45s
AAC- TAA- 57°C;
AGC- TCT-TTA- | 90s
TT-3" A-3’ 72°C; 34
Zyklen
AT;-Rezeptor Northern 5’-GTC- 5’-CCG- 60s 824
Blot ATG- TAG- 94°C,60s
ATC- AAC- 55°C,
CCT- AGA- 60s
ACC- GGG- 72°C, 35
CTC- TTC- Zyklen
TAC- AGG-
AGC-3’ CAG-3°
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AT, -Rezeptor PCR 5'-ACC- 5'-GGG- 30s 479 andere
CTC- AGC- 94°C,45s Primer;
TAC- GTC- 55°C, S.0.
AGC- GAA- 45s
ATC- TTC- 72°C, 28
ATC- CGA- Zyklen
TTT- GAC-
GTG- TCA-
GTG- TAA-
GGG-3' TGA-3'
AT;-Rezeptor- | PCR 5’-ACC- | 5-GGG- 30s 94°, | 191 kein
Mutante CTC- AGC- 455 55°, Northern
TAC- GTC- 45s 72°, Blot
AGC- GAA- 28
ATC- TTC- Zyklen
ATC- CGA-
TTT- GAC-
GTG- TCA-
GTG- TAA-
GGG-3 TGA-3’
GAPDH PCR/ 5-ACC- | 5'-TCC- 30s 452 identisch
Northern ACA- ACC- 94°C;
Blot GTC- ACC- 45s
CAT- CTG- 55°C;
GCC- TTG- 45s
ATC- CTG-TA- 72°C; 23
AC-3’ 3 Zyklen

Tabelle 1: Primersequenzen der amplifizierten cDNA-Proben fiir PCR und Northern Blot; PCR-Bedingungen;

Anzahl der Basenpaare nach Amplifikation.; s=Sekunde
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2.2.6 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Quantifizierung von Proteinen aus glatten GefaBBmuskelzellen erfolgte nach der Methode
von Lowry (Lowry et al.,, 1951), eine der Biuret-Methode verwandte kolorimetrische
Methode. Im ersten Schritt wird ein Kupfer-Protein-Komplex in alkalischer Losung gebildet.
Dieser Komplex reduziert dann ein zugegebenes Phosphomolybdat-Phosphowolfram-Reagens
(Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagens), wobei sich die Losung in Abhédngigkeit von der
Proteinkonzentration blau farbt. Die Absorption der Losung wurde bei 540 nm photometrisch
gemessen. Als Standard diente Rinderserumalbumin in einem Konzentrationsbereich von

100-1000 mg/ml.

2.2.7 Katalase Aktivititsassay

Glatte GefdBmuskelzellen wurden in eiskaltem 50 mmol/l Kalium-Phosphatpuffer
homogenisiert. Durch Zentrifugation wurden zelluldre Reste entfernt. Es folgte die
Quantifizierung der Proteinmenge nach Lowry (siehe 2.2.6). Anschlieend wurden 200 pg
Proteinaliquots in Kiivetten iiberfiihrt, die Kalium-Phosphatpuffer und 5 mmol/l
Wasserstoffperoxid enthielten. Die enzymatischen Reaktion der Katalase, die H,O, in H,0
und O, umsetzt, wurde bei 240 nm drei Minuten lang mit einem Spektrophotometer (DU 640,
Beckmann Instruments, Fullerton, CA, USA) gemessen. Es wurde die abnehmende Menge
H,O, gemessen. Eine Einheit Katalase-Aktivitdt entsprach der Proteinmenge, die 1 pmol
H,0, bei 24°C pro Minute enzymatisch umsetzte. Der Extinktionskoeffizient betrug

43,6/mol/cm. Alle Proben wurden vierfach gemessen.

2.2.8 Western Blot

Spezifische Proteine in komplexen Proteingemischen kénnen mit Hilfe des Western Blot
identifiziert und quantifiziert werden. Nach groBenabhédngiger elektrophoretischer
Auftrennung der Proteine werden sie auf eine Membran transferiert und dadurch
immobilisiert. Der Nachweis des Proteins auf der Membran erfolgt mittels eines spezifischen
Antikorpers. Der gebundene erste Antikorper wird durch einen zweiten enzymgekoppelten

Antikorper detektiert.
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Zur Proteinisolation wurden glatte GefaBmuskelzellen in Kultur mit kaltem PBS gewaschen
und dann in kaltem Western Blot-Lysepuffer aufgenommen. Die Suspension wurde
vermischt, dann fiir 4 Minuten auf 95°C erhitzt. 1 pl der Probe wurde eingesetzt, um die
Proteinmenge der Proben in einem Spectrophotometer (DU 640, Beckmann Instruments,
Fullerton, CA, USA) bei 540 nm photometrisch nach Lowry zu quantifizieren. Zur
elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden jeweils 30 pg Gesamtprotein jeder
Probe verwendet. Sie wurden jeweils mit der gleichen Menge Western Blot Ladepuffer mit
5% 2-Mercaptoethanol vermischt. Um eine hohe Aufldsung bei der Trennung zu erreichen,
wurde eine diskontinuierliche Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dabei wurde das zu
analysierende Proteingemisch in einem Gel aufgetrennt, das aus zwei Gelsystemen, einem
Trenn- und einem Sammelgel, mit unterschiedlicher Porositdt und unterschiedlichem pH-
Wert des Puffers bestand. Zur Bestimmung des relativen Molekulargewichts der
aufgetrennten Proteine wurde der BioRad Prestained SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) Standard Low Range Marker mit einer Molekulargewichtsspanne von 21300-
112000 Dalton parallel zu den zu untersuchenden Proteinen aufgetrennt. Die Elektrophorese
erfolgte in einer Puffer gefiillten Kammer bei konstanter Stromspannung von 150 V - 200 V.
Danach wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf
eine Membran (Nitrocellulose, Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein) libertragen. Da
sowohl die Immunreaktivitit als auch die funktionelle Aktivitdt der Proteine weitgehend
erhalten bleiben, kénnen diese durch den Einsatz spezifischer Antikérper immunologisch
identifiziert werden.

Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte in einer mit Transferpuffer
1 und 2 gefiillten Kammer (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) iiber 1,5 Stunden bei 130
mA. Die Membran wurde dann zum Nachweis der zu untersuchenden Proteine verwendet.
Dazu wurde sie tiber Nacht mit 1%iger Blocking Solution (Western Blocking Reagent,
Roche, Mannheim) inkubiert, um unspezifische Bindungsmdglichkeiten der Antikorper auf
der Membran abzubinden. AnschlieBfend wurde die Membran mit dem 1:500 verdiinnten,
primdren polyklonalen Katalase Antikdrper (SA-115, Biomol, Hamburg) inkubiert. Durch
anschlieBende Waschschritte mit PBS-TWEEN wurde {iberschiissiger Primdrantikorper
entfernt. Der an die entsprechenden Proteine gekoppelte Primérantikdrper wurde liber gegen
dessen Isotyp gerichtete Peroxidase gekoppelte Sekundérantikorper (Anti Rabbit IgG, whole
molecule, Sigma Aldrich, Steinheim) durch Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
detektiert und nach weiteren Waschschritten mit PBS-TWEEN durch eine anschlieende

Peroxidase katalysierte Lichtreaktion nachgewiesen. Die Enhanced Chemiluminescence
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(ECL) Methode (ECL, Amersham, Braunschweig) ist eine nicht-radioaktive, sensitive
Nachweismethode, bei der die Detektion der Proteine auf einer Enzym katalysierten
Lichtreaktion beruht. Durch den Peroxidase-konjugierten Sekundérantikdrper kommt es zu
einer Lichtemission bei 428 nm, wenn H,0; reduziert und Luminol oxidiert wird. Nach der
Inkubation mit dem sekundéren Antikdrper wurde die Membran fiir eine Minute mit dem
entsprechenden Volumen ECL-Detektionsreagenz inkubiert und die Lichtemission durch
Auflegen eines Films (Hyperfilm ECL, Amersham, Braunschweig) detektiert. Der Film wurde

anschlieBend entwickelt und fixiert.

2.2.9 Auswertung

2.2.9.1. Densitometrien und Fotografien

Die Fotografien dieser Arbeit wurden mit Hilfe des UVP ImageStore 7500-Systems (Sony)
erstellt. Ethidiumbromid gefirbte Agarosegele wurden liber UV-Licht, Autoradiogramme
iiber weilem Durchlicht (UVP White / UV Transluminator) mit der Videokamera des
Systems fotografiert und digital gespeichert. Alle Autoradiogramme wurden mit dem
Molecular Dynamics Personal Densitometer 68-272 ausgewertet. Die Signalstdrken der
jeweiligen Banden wurden gegeniiber dem Hintergrund korrigiert. Die Ethidiumbromid
gefarbten Gele wurden mit Hilfe der LabWorks-Software (UVP, Inc., Upland, CA, USA)

ausgewertet.

2.2.9.2 Statistik

Die aufgefiihrten Daten wurden als Mittelwert = Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Der Mittelwert ergab sich aus mindestens drei separat durchgefiihrten
Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde mittels des ANOVA-Testes bestimmt.

Statistische Signifikanz wurde fiir p<0.05 angenommen.

38



3. Ergebnisse

3.1 Effekt von Atorvastatin auf die Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies in kultivierten glatten Gefilmuskelzellen

Mit der DCF-Fluoreszenz-Lasermikroskopie wurde die Quantitit reaktiver Sauerstoffspezies
nach Stimulation mit Angiotensin II, Diphenyleniodonium, Atorvastatin, L-Mevalonat und

25-Hydroxycholesterin in kultivierten glatten GefdBmuskelzellen gemessen.

3.1.1 Angiotensin II und Diphenyleniodonium

Glatte GefaBBmuskelzellen wurden mit Angiotensin II (Ang II, 1 umol/l, 3 Stunden),
Diphenyleniodonium (DPI, 10 umol/l, 1 Stunde), einem Inhibitor von Flavoproteinen, bzw.
mit Ang II plus DPI inkubiert. Nicht behandelte glatte GefdBmuskelzellen dienten als
Kontrolle (Kon). Nach Inkubation mit Ang II stieg die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
auf 239+11% im Vergleich zur Kontrolle an (p<0.05 vs. Kon, Mittelwert+S.E.M.). Nach
alleiniger Inkubation mit DPI wurde eine Produktion von 89+4% im Vergleich zur Kontrolle
gemessen (n.s. vs. Kon, Mittelwert+S.E.M.). Nach Stimulation glatter GefaBmuskelzellen fiir
drei Stunden mit Ang II und gleichzeitiger Inkubation mit DPI fiir eine Stunde wurde eine
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies von 105+4% im Vergleich zur Kontrolle gemessen
(p<0.05 vs. Ang II, Mittelwert+S.E.M.). Die Ang II induzierte ROS-Freisetzung wurde damit
durch DPI aufgehoben. Es wurden drei unabhéngige Versuchsreihen durchgefiihrt. Abbildung
4 zeigt einen exemplarischen mikroskopischen Scan dieser Messungen. Abbildung 5 zeigt die

densitometrische Auswertung aller Versuche.
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Kontrolle Ang i
DPI Ang Il +
DPI

Abb. 4:Angiotensin 11 verstarkt die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in kultivierten glatten
Gefamuskelzellen. Bei Koinkubation mit DPI wird die Angiotensin II induzierte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies gehemmt. Glatte GefaBmuskelzellen, Angiotensin II (Ang II, 1 pmol/l, 3h),
Diphenyleniodonium (DPI, 10 pmol/l, 1h) und Ang II plus DPI; unbehandelte glatte
GefaBmuskelzellen=Kontrolle (Kon). DCF-Fluoreszenz-Lasermikroskopie; reprisentatives
lasermikroskopisches Bild.
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Abb. 5: Die Angiotensin II induzierte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies wird durch Diphenyleniodonium
gehemmt. Quantifizierung der DCF-Lasermikrosokopie. Glatte GefdBmuskelzellen, Angiotensin II (Ang
II, 1 umol/l, 3h), Diphenyleniodonium (DPI, 10 umol/l, 1h) und Ang II plus DPI; unbehandelte glatte
GefaBmuskelzellen=Kontrolle (Kon). Je drei separate Experimente ausgedriickt als relative Fluoreszenz
in Prozent (Mittelwert=S.E.M).*p<0.05 vs. Kontrolle; **p<0.05 vs. Ang II

3.1.2 Atorvastatin und L-Mevalonat

Glatte GefaBmuskelzellen wurden mit dem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor Atorvastatin
(Ator, 10 umol/l), Angiotensin II (Ang II, 1 pumol/l) und/oder L-Mevalonat (Meva, 200
umol/l) inkubiert. Unbehandelte glatte GefdBmuskelzellen dienten als Kontrolle (Kon).
Dreistlindige Inkubation der Zellen mit Ang II bewirkte eine gesteigerte Freisetzung reaktiver
Sauerstoffspezies auf 201+7% der Kontrolle (p<0.05 vs. Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.). Nach
alleiniger Inkubation mit Atorvastatin fiir zwolf Stunden wurde eine Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies von 108+9% gemessen (n.s. vs. Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.). Nach
zwolfstiindiger Vorinkubation mit Atorvastatin wurde die Ang II induzierte Produktion (drei
Stunden Inkubation) reaktiver Sauerstoffspezies gehemmt. Gemessen wurden 92+13% der
Kontrolle (p<0.05 vs. Ang II, Mittelwert+S.E.M.).

Nach gleichzeitiger Inkubation mit L-Mevalonat, dem Produkt der HMG-CoA-Reduktase,
wurde die Wirkung von Atorvastatin auf die Ang II induzierte ROS-Produktion aufgehoben.
Nach zwolfstiindiger Inkubation mit L-Mevalonat plus Atorvastatin gefolgt von einer

dreistiindigen Stimulation der Zellen mit Angiotensin II wurde eine Produktion reaktiver
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Sauerstoffspezies von 197+35% der Kontrolle gemessen (p<0.05 vs. Kon,
Mittelwert+S.E.M.). Die Stimulation glatter GefaBmuskelzellen mit L-Mevalonat alleine fiir
zwolf Stunden fiihrte nicht zu einer signifikanten Verdnderung der Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (106+£17% der Kontrolle; n.s. vs. Kon, Mittelwert+S.E.M.). Abbildung 6
zeigt représentative lasermikroskopische Bilder. Die Quantifizierung erfolgte aus drei

separaten Versuchsreihen (Abbildung 7).

Kon Angll Ang Il +Ator

Ator Meva Ang Il + Ator
+ Meva

Abb. 6:Atorvastatin  bewirkt eine Reduktion der Angiotensin II induzierten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies in kultivierten glatten GefiaBmuskelzellen. Mevalonat hebt diesen Atorvastatin-Effekt
auf. Glatte GefdBmuskelzellen, Atorvastatin (Ator, 10 umol/l, 12h), L-Mevalonat (Meva, 200 pmol/l,
12h), Angiotensin II (Ang II, 1 pmol/l, 3h) und Ang II plus Ator bzw. Ang II plus Ator plus Meva;
unbehandelte glatte GefdaBmuskelzellen=Kontrolle (Kon). DCF-Fluoreszenz-Lasermikroskopie;
reprasentatives lasermikroskopisches Bild.
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Abb. 7:Atorvastatin bewirkt eine Reduktion der Angiotensin II induzierten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies in kultivierten glatten GefaBmuskelzellen. Mevalonat hebt diesen Atorvastatin-Effekt
auf. Quantifizierung der mittels DCF-Fluoreszenz-Lasermikroskopie gemessenen Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies. Atorvastatin (Ator, 10 umol/l, 12h), L-Mevalonat (Meva, 200 pmol/l, 12h),
Angiotensin II (Ang II, 1 pmol/l, 3h). Je drei separate Experimente ausgedriickt als relative Fluoreszenz
in Prozent. (Mittelwert£S.E.M.).*p<0.05 vs. Kontrolle; **p<0.05 vs. Ang 11

3.1.3 25-Hydroxycholesterin

Zur Untersuchung der Frage, ob der Effekt des Statins auf die ROS-Produktion durch eine
Cholesterindepletion bewirkt wird, wurde der Effekt von 25-Hydroxycholesterin auf die
Atorvastatin  bedingte Hemmung der Ang II induzierten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies untersucht. Es wurden glatte GefdBmuskelzellen mit Angiotensin II (1
umol/l), Atorvastatin (10 umol/l), 25-Hydroxycholesterin (5 pg/ml) und/oder L-Mevalonat
(200 pmol/l) inkubiert. Unbehandelte glatte GefdBmuskelzellen dienten als Kontrollzellen.
Die Quantifizierung der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies erfolgte ebenfalls mit der
DCF-Fluoreszenz-Lasermikroskopie (vier separate Versuchsreihen). Nach dreistiindiger
Inkubation mit Ang II wurde eine Produktion reaktiver Sauerstoffspezies von 240+21% der

Kontrolle gemessen (p<0.05% vs. Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.). Eine zwdlfstiindige
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Pridinkubation mit Atorvastatin bewirkte eine Abnahme der Angiotensin II induzierten
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies auf 110+10% der Kontrolle (p<0.05% vs. Ang II,
Mittelwert+S.E.M.). Nach Priinkubation iiber zwolf Stunden mit Atorvastatin plus 25-
Hydroxycholesterin  wurde eine Angiotensin Il induzierte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies von 1144+9% der Kontrolle gemessen (p<0.05% vs. Ang I,
Mittelwert+S.E.M.). Die zwdlfstiindige Prdinkubation mit L-Mevalonat plus Atorvastatin
filhrte hingegen zu einer Angiotensin II induzierten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
von 246+17% der Kontrolle (p<0.05 vs. Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.). Der Effekt von
Atorvastatin auf die Ang II induzierte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies wurde durch den
Zusatz von L-Mevalonat aufgehoben, durch 25-Hydroxycholesterin hingegen nicht. Die
Quantifizierung der gemessenen Sauerstoffradikalfreisetzung ist in Abbildung 8 dargestellt.
Alleinige Inkubation mit Atorvastatin, L-Mevalonat oder 25-Hydroxycholesterin in den
angegebenen Konzentrationen tiiber jeweils 12 Stunden zeigte keinen signifikanten Effekt auf

die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 9).
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Abb. 8: Hydroxycholesterin hebt die Atorvastatin bedingte Hemmung der Angiotensin II induzierten Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies in glatten GefaBBmuskelzellen nicht auf. Quantifizierung der mittels DCF-
Fluoreszenz-Lasermikroskopie gemessenen Produktion reaktiver Sauerstoffspezies. Atorvastatin (Ator,
10 pumol/l, 12 h), L-Mevalonat (Meva, 200 umol/l, 12 h), 25-Hydroxycholesterin (Chol, 5 pg/ml, 12 h),
Angiotensin II (Ang II, 1 pmol/l, 3 h). Je vier separate Experimente ausgedriickt als relative
Fluoreszenz in Prozent. (Mittelwert+S.E.M.).*p<0.05 vs. Kontrolle; **p<0.05 vs. Ang II
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Abb. 9: Inkubation glatter GefiaBmuskelzellen mit Atorvastatin oder Mevalonat oder Hydroxycholesterin alleine
hat keinen signifikanten Effekt auf die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies. Quantifizierung der
mittels DCF-Fluoreszenz-Lasermikroskopie gemessenen Produktion reaktiver Sauerstoffspezies.
Atorvastatin (Ator, 10 umol/l, 12 h), L-Mevalonat (Meva, 200 pmol/l, 12 h), 25-Hydroxycholesterin
(Chol, 5 pg/ml, 12 h). Je vier separate Experimente ausgedriickt als relative Fluoreszenz in Prozent.
Mittelwert+S.E.M..

3.2 Effekt von Atorvastatin auf die mRNA-Expression des AT;-Rezeptors

in kultivierten glatten GefiBmuskelzellen

Um zu untersuchen, ob die Atorvastatin vermittelte Hemmung der Angiotensin II induzierten
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies iiber eine Regulation der AT;-Rezeptor-Expression
vermittelt wird, wurde der Effekt von Atorvastatin sowie der HMG-CoA-Reduktasehemmer
Simvastatin und Lovastatin auf die mRNA-Expression des AT;-Rezeptors anhand von
Northern Blot-Experimenten untersucht.

Weiterhin  wurde untersucht, welche Wirkung die spezifische Inhibition der

Geranylgeranylierung auf die mRNA-Expression des AT;-Rezeptors hat.

3.2.1 Zeitabhingiger Effekt von Atorvastatin

Glatte Gefialmuskelzellen wurden mit 10 pmol/l Atorvastatin fiir 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden
stimuliert. Die AT;-Rezeptor-mRNA-Expression wurde mittels Northern Blot in 10 pg

Gesamt-RNA untersucht. Abbildung 10 zeigt ein reprisentatives Autoradiogramm. In
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Abbildung 11 ist die densitometrische Auswertung von vier unabhéngigen Experimenten
dargestellt. Es ergab sich eine zeitabhéngige Reduktion der AT;-Rezeptor-mRNA-Expression
durch Stimulation mit Atorvastatin. Der Effekt von Atorvastatin erreicht nach vier Stunden
ein Wirkmaximum mit einer AT;-Rezeptor-mRNA-Expression von 55t5% der Kontrolle
(p<0.05% vs. Kontrolle, Mittelwert£S.E.M.). Als Kontrolle diente der Null-Stunden-Wert,
also Zellen, die nicht mit Atorvastatin stimuliert wurden. Als Kontrolle der Gesamt-RNA-
Beladung diente die 18S-rRNA-Bande des entsprechenden Agarosegels. Hier wurde eine
gleichméBige Beladung und die Integritdt der Gesamt-RNA verifiziert.

ar— R SR AR -
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Abb. 10:Zeitabhingiger Effekt von Atorvastatin auf die AT;-Rezeptor-mRNA-Expression. Die AT;-Rezeptor-
mRNA-Expression nahm unter Stimulation mit 10 pmol/l Atorvastatin mit einem Wirkmaximum nach
vier Stunden ab. 10 pg Gesamt-RNA, der mit Atorvastatin (10 pmol/l, 0-24 h) inkubierten glatten
GefaBmuskelzellen. Oben: Autoradiogramm eines reprisentativen Northern Blots. Unten: Zugehorige
ribosomale RNA in gleichméBiger Beladung (Ethidiumbromid gefarbt). AT;-R: AT,;-Rezeptor;
18S/28S: 18S/28S ribosomale RNA
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Abb. 11: Densitometrische Auswertung des zeitabhéngigen Effektes von Atorvastatin auf die AT,-Rezeptor-
mRNA-Expression (Northern Blot). Der Mittelwert entspricht dem auf den Kontrollwert (Null-
Stunden-Wert) bezogenen Hybridisierungssignal von vier verschiedenen Experimenten.
Mittelwert+S.E.M; n=4; (*p<0.05 vs. Kontrolle). AT1-R: AT,-Rezptor-mRNA; 18S: 18S rRNA

3.2.2 Konzentrationsabhingiger Effekt von Atorvastatin

Um zu {berpriifen, ob die Konzentration des eingesetzten Atorvastatins Einfluss auf die
Regulation des AT;-Rezeptors hat und welche minimale Atorvastatin-Menge eingesetzt
werden muss, um einen signifikanten Effekt zu erzielen, wurden glatte GefdBmuskelzellen mit
aufsteigenden Konzentrationen von Atorvastatin (0,1 nmol/l bis 100 pmol/l) fiir vier Stunden
stimuliert. Unbehandelte glatte GefdBBmuskelzellen dienten als Kontrollzellen. Die
konzentrationsabhingige Verdnderung der AT;-Rezeptor-mRNA-Expression wurde mittels
Northern Blot untersucht. Abbildung 12 zeigt ein reprdsentatives Autoradiogramm. In
Abbildung 13 ist die densitometrische Auswertung von vier unabhéngigen Experimenten
dargestellt. Die Stimulation mit 100 pmol/l Atorvastatin bewirkte eine maximale Reduktion
der AT;-Rezeptor-mRNA-Expression auf 15+4% (p<0.05 vs. Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.)
im Vergleich zur nicht Atorvastatin stimulierten Kontrolle. Bei einer Konzentration von
1umol/l Atorvastatin ergab sich noch eine signifikante Reduktion der AT;-Rezeptor-mRNA-
Expression (69+2%; p<0.05 vs. Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.). Niedrigere Konzentrationen
hatten keinen signifikanten Effekt mehr auf die AT;-Rezeptor-Regulation.
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Abb. 12: Konzentrationsabhéngiger Effekt von Atorvastatin auf die AT,-Rezeptor-mRNA-Expression.
Maximale Reduktion der AT;-Rezeptor-mRNA-Expression unter Stimulation mit 100 pmol/l
Atorvastatin. 10 pg Gesamt-RNA, der mit Atorvastatin (0,1 nmol/l — 100 pmol/l, 4 h) inkubierten
glatten GefaBmuskelzellen. Oben: Autoradiogramm eines représentativen Northern Blots. Unten:
Zugehorige ribosomale RNA in gleichmiBiger Beladung (Ethidiumbromid gefédrbt). AT;-R: AT;-
Rezeptor; 18S/28S: 18S/28S rRNA
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Abb. 13: Densitometrische Auswertung des konzentrationsabhidngigen Effektes von Atorvastatin auf die AT)-
Rezeptor-mRNA-Expression (Northern Blot). Atorvastatin 0,0001 umol/l — 100 umol/l. Der Mittelwert
entspricht dem Hybridisierungssignal von vier verschiedenen Experimenten bezogen auf den
Kontrollwert (Null-Stunden-Wert). Mittelwert+S.E.M; *=p<0.05 vs. Kontrolle; n=4.

3.2.3 Simvastatin und Lovastatin

Um zu untersuchen, ob andere HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren den gleichen Effekt wie
Atorvastatin auf die mRNA-Expression des AT;-Rezeptors haben, wurden Northern Blot

Experimente mit Simvastatin und Lovastatin durchgefiihrt. Glatte GefaBmuskelzellen wurden
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vier Stunden lang mit 10 umol/l Atorvastatin, 1, 10 oder 50 pmol/l Simvastatin oder 1, 10
oder 50 pumol/l Lovastatin inkubiert. Unbehandelte glatte GefaBmuskelzellen dienten als
Kontrollzellen. Die mRNA-Expression des AT;-Rezeptors ging unter Lovastatin (50 pmol/l)
auf 67+11% gegeniiber der Kontrolle (p<0.05% vs. Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.) zuriick.
Inkubation mit 50 pmol/l Simvastatin fiihrte zu einer Reduktion der mRNA-Expression des
AT;-Rezeptors auf 56+3% gegeniiber der Kontrolle (p<0.05% vs. Kontrolle,
Mittelwert+S.E.M.). Atorvastatin bewirkte im Vergleich eine Reduktion der AT;-Rezeptor-
mRNA-Expression auf 54+4% der Kontrolle (p<<0.05% der Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.).
Die 18S-rRNA-Expression blieb unverdndert. Die densitometrische Auswertung von vier
unabhingigen Experimenten ist in Abbildung 14 dargestellt. Diese Ergebnisse zeigen, dass es

sich um einen Klasseneffekt der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren handelt.
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Abb. 14: Die HMG-CoA-Reduktasehemmer Atorvastatin, Lovastatin und Simvastatin bewirken eine Reduktion
der AT -Rezeptor-mRNA-Expression in glatten GefiBmuskelzellen. Densitometrische Auswertung des
Effektes nach vierstiindiger Inkubation glatter GefaBmuskelzellen mit Atorvastatin (ator, 10 pmol/l),
Simvastatin (sim, 1,10, 50 pmol/l) oder Lovastatin (lov, 1,10,50 umol/l) auf die AT,-Rezeptor-mRNA-
Expression. Der Mittelwert entspricht dem Hybridisierungssignal von vier verschiedenen
Experimenten bezogen auf den Kontrollwert (Zellen ohne Stimulation). Mittelwert+S.E.M; *=p<0.05
vs. Kontrolle; n=4
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3.2.4 Inhibition der Geranylgeranylierung

Statine vermindern nicht nur die Cholesterinproduktion, sondern inhibieren auch die Bildung
spezifischer Isoprenoide, die fiir die Regulation spezifischer Zellfunktionen eine Bedeutung
haben. Zur Untersuchung der Frage, iiber welchen Mechanismus Statine Einfluss auf die AT;-
Rezeptor-Regulation nehmen, wurde daher in Northern Blot-Experimenten die Wirkung der
spezifischen Inhibition der Geranylgeranylierung auf die AT;-Rezeptor-mRNA-Expression
untersucht. Glatte GefaBmuskelzellen wurden fiir vier Stunden mit Atorvastatin (10 pmol/l),
Atorvastatin (10 pmol/l) plus L-Mevalonat (200 pmol/l), Atorvastatin (10 umol/l) plus 25-
Hydroxycholesterin (5 pg/ml), Geranylgeranyl-Transferase-Inhibitior GGTI-286 (50 pmol/l)
bzw. Farnesyl-Transferase-Inhibitor FTI (10 nmol/l) inkubiert. Unbehandelte glatte
Gefafimuskelzellen dienten als Kontrollzellen. Atorvastatin fiihrte zu einer signifikanten
Herabregulation der mRNA-Expression des AT;-Rezeptors (54+3% der Kontrolle,
Mittelwert+=S.E.M., p<0.05 vs Kontrolle). L-Mevalonat bewirkte eine Aufhebung des
Atorvastatin induzierten Effektes (95+5%, Mittelwert£S.E.M., p<0.05 vs. Atorvastatin). 25-
Hydroxycholesterin hingegen konnte die Wirkung des Atorvastatins auf die mRNA-
Expression des AT;-Rezeptors nicht autheben (53+10%, Mittelwert+S.E.M., p<0.05 wvs.
Kontrolle).

Inkubation mit GGTI reduzierte die Expression der mRNA-Expression des AT;-Rezeptors auf
53+6% der Kontrolle (Mittelwert+S.E.M., p<0.05 vs. Kontrolle). Nach Inkubation mit FTI
hingegen wurde eine mRNA-Expression des AT;-Rezeptors von 101+4%
(Mittelwert+S.E.M., p<0.05 vs. Atorvastatin) gemessen. Die 18S-rRNA-Expression blieb
unverdndert. Abbildung 15 zeigt die densitometrische Auswertung der Ergebnisse von drei
unabhingigen Versuchen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die HMG-CoA-Reduktase-Inhibition
spezifisch fiir den Atorvastatin vermittelten Effekt auf die AT;-Rezeptor-mRNA-Expression
ist und dass der Effekt unabhingig von der Cholesterinsenkung in der Zelle ist. Desweiteren
zeigt sich, dass die Inhibition der Geranylgeranylierung eine wesentliche Rolle spielt, nicht
aber die Hemmung der Farnesylierung. Beide Prozesse treten durch die verminderte

Isoprenoidbildung unter HMG-CoA-Reduktase-Inhibition durch Statine auf.
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Abb. 15: Inhibition der Geranylgeranylierung vermindert die mRNA-Expression des AT-Rezeptors in glatten
GefaBmuskelzellen. Diese wurden vier Stunden lang mit Atorvastatin (ator, 10 pmol/l), L-Mevalonat
(meva, 200 umol/l), 25-Hydroxycholesterin (chol, 5 pg/ml), ator plus meva, ator plus chol, bzw. mit
Geranylgeranyltransferase-Inhibitor (GGTI, 50 pmol/l) oder Farnesyltransferase-Inhibitor (FTI, 10 nmol/l)
inkubiert. Dargestellt ist das relative Hybridisierungssignal drei separater Northern Blot-Experimente
bezogen auf den Kontrollwert (Zellen ohne Stimulation). Mittelwert +S.E.M; *=p<0.05 vs. Kontrolle,
**=p<0.05 vs. Atorvastatin; n=3

3.3 Effekt von Atorvastatin auf die Expression der NAD(P)H-Oxidase in

kultivierten glatten Gefillmuskelzellen

Die NAD(P)H-Oxidase ist eines der wichtigsten ROS produzierenden Enzymsysteme in der
GefdBwand. Der Enzymkomplex wird durch Angiotensin II iiber Stimulation des AT;-
Rezeptors aktiviert. Die Wirkung von Atorvastatin auf die mRNA-Expression der wichtigen
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox und nox1 wurde durch reverse Transkription und
nachfolgende semiquantitative PCR bzw. mit Hilfe von Northern Blot-Experimenten
untersucht. Aus der selben Gesamt-RNA wurden GAPDH-PCR bzw. Northern Blot-Versuche
angefertigt.
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3.3.1 mRNA-Expression der p22phox-Untereinheit

Glatte Gefamuskelzellen wurden fiir 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden mit 10 umol/l Atorvastatin
inkubiert. Unbehandelte glatte GefaBmuskelzellen dienten als Kontrollzellen (Null-Stunden-
Wert). Mit der gewonnenen Gesamt-RNA wurden Northern Blot-Versuche durchgefiihrt. Die
mRNA-Expression der p22phox-Untereinheit zeigte nach Atorvastatin-Stimulation im
Vergleich zur GAPDH-mRNA-Expression keine signifikante Verdnderung in der
densitometrischen Auswertung dreier unabhidngiger Versuche (nicht dargestellt). Abbildung

16 zeigt ein reprisentatives Autoradiogramm dieser Versuchsreihe.
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Abb. 16: Atorvastatin hat keinen signifikanten Effekt auf die mRNA-Expression der p22phox-Untereinheit der
NAD(P)H-Oxidase und zugehdriger GAPDH in glatten GefédBmuskelzellen. Inkubation glatter
Gefamuskelzellen mit 10 umol/l Atorvastatin fir 0,2,4,8,12,24 Stunden. Kontrolle=0 Stunden.
Reprisentatives Autoradiogramm eines Northern Blot-Experimentes.

3.3.2 mRNA-Expression der nox1-Untereinheit

Glatte Gefialmuskelzellen wurden fiir 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden mit 10 pumol/l Atorvastatin
inkubiert. Unbehandelte glatte GefdBmuskelzellen dienten als Kontrollzellen (Null-Stunden-
Wert). Die Gesamt-RNA wurde gewonnen und mittels reverser Transkription in
komplementire DNA iiberfiihrt. AnschlieBend wurde eine AT;-Rezeptor-PCR durchgefiihrt.
Aus derselben cDNA wurde eine GAPDH-PCR durchgefiihrt. Die densitometrische
Auswertung von vier unabhingigen Experimenten zeigte eine Reduktion der mRNA-
Expression der nox1-Untereinheit auf maximal 26+5% der Kontrolle (p<0.05 vs. Kontrolle,
Mittelwert+S.E.M.) nach achtstiindiger Inkubation mit Atorvastatin (nicht dargestellt).

Abbildung 17 zeigt ein repriasentatives Agarosegel dieser Versuchsreihe.
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Abb. 17: Atorvastatin bewirkt eine verminderte nox1-mRNA-Expression in glatten GefaBmuskelzellen. Glatte
GefaBmuskelzellen wurden fiir 0,2,4,8,12,24 Stunden mit 10 pmol/l Atorvastatin behandelt.
Kontrolle=0 Stunden. Représentatives Agarosegel der amplifizierten noxl und GAPDH-DNA-
Fragmente nach RT-PCR.

3.3.3 Effekt von L-Mevalonat auf die Atorvastatin vermittelte Herabregulation
der nox1-mRNA-Expression

Um zu untersuchen, ob die Atorvastatin bedingte Reduktion der nox1-mRNA-Expression
spezifisch durch die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase hervorgerufen wird, wurden RT-
PCR-Versuche mit RNA aus glatten GefdaBmuskelzellen durchgefiihrt, die acht Stunden mit
Atorvastatin (10 pmol/l) plus L-Mevalonat (200 pmol/l), Atorvastatin (10 umol/l) plus 25-
Hydroxycholesterin (5 pg/ml), L-Mevalonat (200 umol/l), Atorvastatin (10 pmol/l) oder 25-
Hydroxycholesterin (5 pg/ml) inkubiert wurden. Unbehandelte glatte GefaBmuskelzellen
dienten als Kontrollzellen. Der Effekt des Atorvastatins auf die mRNA-Expression der nox1-
Untereinheit wurde durch L-Mevalonat aufgehoben, nicht aber durch 25-Hydroxycholesterin.
L-Mevalonat oder 25-Hydroxycholesterin alleine hatten keinen Effekt auf die Expression der
nox1. In Abbildung 18 ist ein reprdsentatives Bild eines Agarosegels dargestellt, das die

amplifizierten nox1- und GAPDH-PCR-Fragmente nach RT-PCR zeigt.

GAPDH —>»
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Abb. 18: L-Mevalonat hebt die Atorvastatin induzierte Reduktion der nox1-mRNA-Expression in glatten
Gefamuskelzellen auf. Unbehandelte Kontrollzellen (Kon), Atorvastatin (Ator; 10 umol/l, 8 h),
L-Mevalonat (Meva; 200 pmol/l, 8h), 5-Hydroxycholesterin (Chol; 5 pg/ml, 8 h). Reprisentatives
Agarosegel der amplifizierten nox1 und GAPDH-DNA-Fragmente nach RT-PCR.
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3.4 Effekt von Atorvastatin auf die Expression antioxidativer

Enzymsysteme in kultivierten glatten Gefilmuskelzellen

Im GefaBsystem werden verschiedene Enzyme exprimiert, die reaktive Sauerstoffspezies
eliminieren. Diese antioxidativen Enzyme sind wichtig fiir die Erhaltung des Gleichgewichtes
aus Generierung und Eliminierung reaktiver Sauerstoffspezies. Der Einfluss von Atorvastatin
auf die mRNA-Expression verschiedener antioxidativer Enzyme wurde in Northern-Blot-
Experimenten untersucht. Es wurden die Mangan-Superoxid-Dismutase (MnSOD),
extrazellulire SOD (ecSOD), Kupfer-Zink-SOD (CuZnSOD), Glutathion-Peroxidase (GPX)

und Katalase untersucht.

3.4.1 mRNA-Expression der MnSOD, ecSOD, GPX und CuZnSOD

Glatte GefaBmuskelzellen wurden fiir 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden mit 10 umol/l Atorvastatin
stimuliert. Unbehandelte glatte GefdBmuskelzellen dienten als Kontrolle. Die Gesamt-RNA
wurde gewonnen. Zur Hybridisierung im Northern Blot wurde die entsprechende cDNA des
antioxidativen Enzyms bzw. der GAPDH eingesetzt. Abbildung 19 zeigt je ein reprdsentatives
Ergebnis des betreffenden Northern Blots. Die mRNA-Expression der MnSOD, ecSOD, GPX
und CuZnSOD zeigte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte im Verhiltnis zu unbehandelten
Kontrollzellen und zur GAPDH-Expression eine signifikante Verdnderung in der

densitometrischen Auswertung dreier unabhingiger Experimente (nicht dargestellt).
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Abb. 19: Atorvastatin hat keinen signifikanten Effekt auf die mRNA-Expression der MnSOD, ecSOD, GPX
und CuZnSOD im Vergleich zur GAPDH-Expression in glatten GefdBmuskelzellen. Atorvastatin (10
umol/l, 0,2,4,8,12,24 h). Reprédsentatives  Autoradiogramm der betreffenden Northern Blot-
Experimente.

3.4.2 mRNA-Expression der Katalase

Die mRNA-Expression der Katalase wurde ebenfalls mittels Northern-Blot untersucht. Glatte
Gefalmuskelzellen wurden fiir 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden mit 10 pumol/l Atorvastatin
stimuliert. Unbehandelte glatte GefaBmuskelzellen dienten als Kontrolle. Die Gesamt-RNA
wurde gewonnen. Mit Katalase-cDNA erfolgte die Northern Blot-Hybridisierung. Nach zwolf
Stunden Inkubation mit 10 umol/l Atorvastatin zeigte sich eine maximale Heraufregulation
der Katalase mRNA-Expression auf 227+6% der Kontrolle in drei unabhingigen
Experimenten (p<0.05 vs. Kontrolle; Mittelwert:S.E.M.; nicht dargestellt). Die Expression
der GAPDH blieb unverdndert. Abbildung 20 zeigt ein représentatives Autoradiogramm

dieser Versuchsreihe.
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Abb. 20: Atorvastatin bewirkt eine Heraufregulation der mRNA-Expression der Katalase in glatten
GefaBmuskelzellen. Glatte GefaBBmuskelzellen, Atorvastatin (10 umol/l, 0,2,4,8,12,24 h). Katalase
(CAT) und zugehdrige GAPDH. Reprisentatives Autoradiogramm der Northern Blot-Experimente.

3.4.3 Effekt von L-Mevalonat auf die Atorvastatin vermittelte Heraufregulation
der Katalase-mRNA-Expression

Zur Untersuchung der Frage, ob der Atorvastatin-Effekt auf die mRNA-Expression der
Katalase spezifisch durch die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase hervorgerufen wird,
wurden glatte GefaBBmuskelzellen mit Atorvastatin, L-Mevalonat und 25-Hydroxycholesterin
inkubiert. Glatte GefaBBmuskelzellen wurden fiir acht Stunden mit 10 pmol/l Atorvastatin, 10
pmol/l Atorvastatin plus L-Mevalonat (200 pmol/l), 10 pumol/l Atorvastatin plus 25-
Hydroxycholesterin (5 pg/ml), L-Mevalonat (200 umol/l) oder 25-Hydroxycholesterin (5
pug/ml) inkubiert. Unbehandelte glatte GefdBmuskelzellen dienten als Kontrolle. Mit der
gewonnenen Gesamt-RNA wurden Northern Blot-Experimente durchgefiihrt. Abbildung 21
zeigt ein reprédsentatives Bild eines Autoradiogrammes dieser Versuche. Der Atorvastatin-
Effekt auf die mRNA-Expression der Katalase wurde durch L-Mevalonat aufgehoben, nicht
aber durch 25-Hydroxycholesterin.
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Abb. 21: L-Mevalonat hebt die Atorvastatin induzierte Heraufregulation der mRNA-Expression der Katalase
auf. Katalase (CAT)-mRNA-Expression im Vergleich zur ribosomalen RNA-Expression. Glatte
GefdBmuskelzellen, Atorvastatin (Ator, 10 pumol/l,8h), L-Mevalonat (Meva, 200 umol/l, 8h), 25-
Hydroxycholesterin (Chol, 5 pg/ml, 8h). Unbehandelte glatte GefaBimuskelzellen dienten als Kontrolle
(Kon). Reprisentatives Autoradiogramm der Northern Blot-Experimente.
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3.4.4 Proteinexpression der Katalase

Northern Blot-Experimente zeigten, dass Atorvastatin eine verstarkte mRNA-Expression der
Katalase in glatten GefdBmuskelzellen bewirkt. Zur Untersuchung der Atorvastatin-Wirkung
auf die Proteinexpression der Katalase wurden Western Blot-Versuche durchgefiihrt. Glatte
Gefdmuskelzellen wurden mit 10 pmol/l Atorvastatin fiir 24 Stunden inkubiert.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Atorvastatin bewirkte in drei unabhidngigen
Versuchen eine Heraufregulation der Proteinexpression der Katalase. Abbildung 22 zeigt

einen repriasentativen Western Blot.

CAT e = . . ‘ .'*‘ r
} '. A_..‘-“ e e o - -
Kon

Ator Kon Ator

Abb. 22: Atorvastatin bewirkt eine Heraufregulation der Proteinexpression der Katalase (CAT) in glatten
GefiBBmuskelzellen. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle (Kon). Atorvastatin (Ator, 10 pmol/l,
24 h). Représentativer Immunoblot.

3.4.5 Aktivitit der Katalase

Der Effekt von Atorvastatin auf die Enzymaktivitit der Katalase wurde mittels
spektrophotometrischer Quantifizierung der Konversion von H,O, in H;O und O, in einer
Suspension mit Proteinen glatter GefdBmuskelzellen untersucht. Glatte GefaBmuskelzellen
wurden iiber 24 Stunden mit 10 pmol/l Atorvastatin inkubiert. Unbehandelte Zellen dienten
als Kontrollzellen. Nach Gewinnung und Quantifizierung der Proteine erfolgte die Messung
der Katalase-Aktivitdt mittels Spektrophotometer. Die Messung unbehandelter Kontrollzellen
ergab eine Aktivitdt von 4,1+1,0 U/mg Protein. Unter Atorvastatin-Stimulation stieg die
Aktivitit der Katalase auf 6,7+0,6 U/mg Protein (p<0.05 vs. Kontrolle; Mittelwert+S.E.M.).
Der Auswertung liegen vier unabhidngige Experimente zugrunde. Abbildung 23 zeigt die

graphische Darstellung der Ergebnisse.
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Abb. 23: Atorvastatin bewirkt eine verstirkte Enzymaktivitdt der Katalase in glatten GefaBmuskelzellen.

3.5

Spektrophotometrische Quantifizierung der Katalase-Enzymaktivitit. Gemessen wurde die H,O,-
Konversion in H,O und O, Unbehandelte glatte GefédBmuskelzellen dienten als Kontrolle (Kon).
Atorvastatin (10 pmol/l, 24 h). *p<0.05 vs. Kontrolle (Mittelwert+S.E.M.), n=4.

Effekt von Atorvastatin auf vaskulidren oxidativen Stress, AT;-
Rezeptor-Expression, NAD(P)H-Oxidase-Expression, Expression
antioxidativer Enzyme und vaskulire Funktion in spontan

hypertensiven Ratten (SHR)

Am Tiermodell der normocholesterindmischen spontan hypertensiven Ratte (SHR) wurden

antioxidative Effekte von Atorvastatin untersucht und die bisher gewonnenen in vitro-

Ergebnisse in vivo tiberpriift.

Bei SHR liegt eine endotheliale Dysfunktion vor, die durch eine arterielle Hypertonie

entsteht. Eine Fettstoffwechselstorung besteht nicht. Dieses Tiermodell bietet daher die

Moglichkeit, auch funktionelle Effekte auf die Endothelfunktion durch die Statin-Behandlung

zu untersuchen. SHR wurden 30 Tage lang oral mit Atorvastatin (50mg/kg Korpergewicht pro

Tag) behandelt. SHR mit Standard-Nagerfutter dienten als Kontrollgruppe.

3.5.1 Vaskulire Produktion reaktiver Sauerstoffspezies

Mit Hilfe des Lucigenin-Chemilumineszenz-Assays wurde die Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies in isolierten Aortenprdparaten spontan hypertensiver Ratten untersucht. In

Aortenringen von SHR, die mit Atorvastatin behandelt wurden, wurde eine ROS-Produktion
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von 62+12% (Mittelwert+S.E.M.; p<0.05 vs. Kontrolle, Abb. 24) im Vergleich zu

Aortenringen der Kontrollgruppe gemessen. Es wurden sechs Messungen durchgefiihrt.
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Abb. 24: Atorvastatin vermindert die vaskuldre Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in SHR, gemessen in
isolierten Aortenpriparaten. Lucigenin-Chemilumineszenz-Assay. Relative Chemilumineszenz pro
Milligramm aortalem Gewebe in Prozent der Kontrolle (Aortenringe aus SHR, die nicht mit
Atorvastatin behandelt wurden). Mittelwert+S.E.M.; n=6; *p<0.05 vs. Kontrolle.

3.5.2 Vaskulire AT;-Rezeptor-mRNA-Expression

In vitro fiihrte Atorvastatin zu einer verminderten AT;-Rezeptor-mRNA-Expression in glatten
GefiBmuskelzellen. Zur Uberpriifung dieser Wirkung in vivo wurde in Aortengewebe von
SHR RT-PCR-Untersuchungen durchgefiihrt. Es wurden Gewebeproben von fiinf Tieren der
Atorvastatin behandelten Gruppe sowie der Kontrollgruppe untersucht. Die densitometrische
Analyse der AT,-Rezeptor-PCR zeigte, dass die AT;-Rezeptor-mRNA-Expression unter
Atorvastatin-Behandlung auf 44+12% (p<0.05 vs. Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.) im
Vergleich zur Kontrollgruppe zuriickging. Abbildung 25 zeigt ein représentatives Agarosegel
der AT;-Rezeptor-PCR. In Abbildung 26 ist das Ergebnis der densitometrischen Auswertung
dargestellt.

59



AT.R —»

AT-R —
Mutante

L—— Kontrolle — L— Atorvastatin—

Abb. 25: Reduzierte vaskuldre AT,-Rezeptor-mRNA-Expression in Aorten Atorvastatin behandelter SHR im
Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe. Reprisentatives Agarosegel mit amplifizierten DNA-
Fragmenten des Wildtyp AT,;-Rezeptors (AT;-R) und der Deletionsmutante (AT;-R Mutante).
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Abb. 26: Reduzierte vaskuldre AT;-Rezeptor-mRNA-Expression in Aorten Atorvastatin behandelter SHR im
Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe. Densitometrische Auswertung des PCR-Signals des Wildtyp
AT,-Rezeptors (AT1-R) und der AT)-Rezeptor-Mutante (ATI1-R-Mutante). Ratio Wildtyp AT;-
Rezeptor zu AT;-Rezeptor-Mutante in Prozent der Kontrolle. Mittelwert+S.E.M., n=5 pro Gruppe,
*p<0.05 vs. Kontrolle.

3.5.3 Vaskulire mRNA-Expression der p22phox und nox1-Untereinheiten der
NAD(P)H-Oxidase

Zur Untersuchung der Wirkung von Atorvastatin auf die vaskulire mRNA-Expression der
Untereinheiten der NAD(P)H-Oxidase p22phox und noxl wurde aus Aortengewebe von
Atorvastatin behandelten SHR und SHR der Kontrollgruppe RNA gewonnen und RT-PCR-
Experimente durchgefiihrt. Zusétzlich wurde die mRNA-Expression der GAPDH untersucht.
Es wurden Untersuchungen an drei Tieren pro Gruppe durchgefiihrt. Die densitometrische

Auswertung dieser RT-PCR-Versuche zeigte eine Reduktion der p22phox-mRNA-Expression
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in der Atorvastatin-Gruppe auf 57+9% (p<0.05 vs. Kontrolle, MittelwertS.E.M.) im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die mRNA-Expression der nox1-Untereinheit ging in der
Gruppe der Atorvastatin behandelten Tiere auf 53+14% im Vergleich zur Kontrolle (p<0.05
vs. Kontrolle, Mittelwert+S.E.M.) zurlick. Die GAPDH-mRNA-Expression blieb unverindert.
In Abbildung 27 ist die densitometrische Auswertung dargestellt.
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Abb. 27: Atorvastatin bewirkt eine verminderte Expression der NAD(P)H-Oxidase Untereinheiten p22phox und
nox1 in Aortengewebe von SHR (Ator). Tiere der Kontrollgruppe (Kon). Die zugehorige GAPDH-
Expression blieb unveridndert. Densitometrische Auswertung drei unabhingiger RT-PCR-Experimente;
Mittelwert+S.E.M.; n=3; *p<0.05 vs. Kontrolle.

3.5.4 Vaskulire mRNA-Expression antioxidativer Enzyme

Die mRNA-Expression der antioxidativen Enzyme MnSOD, ecSOD, GPX, CuZnSOD und
Katalase wurde in Aortengewebe von Atorvastatin behandelten SHR sowie SHR der
Kontrollgruppe mittels RT-PCR untersucht. Im Vergleich wurde die GAPDH-mRNA-
Expression untersucht. Die vaskuldre Expression der mRNA der Enzyme MnSOD, ecSOD,
GPX und CuZnSOD wurde durch Behandlung mit Atorvastatin nicht signifikant verdndert.
Die mRNA-Expression der Katalase hingegen war in den Atorvastatin behandelten SHR auf
157£15% gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht (p<0.05%, Mittelwert+S.E.M.). Abbildung 28

zeigt die densitometrische Auswertung von Untersuchungen an drei Tieren pro Gruppe.
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Abb. 28: Atorvastatin bewirkt keine signifikante Anderung der vaskuliren mRNA-Expression der antioxidativen
Enzyme Mangan-SOD (mnSOD), extrazelluldre SOD (ecSOD), Glutathion-Peroxidase (GPX), Kupfer-
Zink-SOD (czSOD). Die vaskulire mRNA-Expression der Katalase (CAT) hingegen ist durch
Atorvastatin verstirkt. Die zugehorige GAPDH-mRNA-Expression blieb unverdndert. RT-PCR in
Aortengewebe aus SHR, die mit Atorvastatin (Ator) behandelt wurden und SHR der Kontrollgruppe
(Kon). Densitometrische Auswertung; Mittelwert +S.E.M.; n=3; *p<0.05 vs. Kontrolle.

3.5.5 Vasokonstriktion und Vasodilatation

Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies wird in der GefaBwand zu einem grof3en Teil iiber
den AT;-Rezeptor vermittelt und trdgt zur Entstehung der endothelialen Dysfunktion bei.
Atorvastatin vermindert die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies und bewirkt eine
verminderte Expression des AT;-Rezeptors in vivo. Bei SHR liegt eine endotheliale
Dysfunktion aufgrund einer arteriellen Hypertonie vor, ohne dass eine Hypercholesterindmie
besteht. Es wurde untersucht, ob die Behandlung mit Atorvastatin funktionell zu einer
verbesserten endothelzellabhdngigen Vasorelaxation bzw. zu einer verminderten

Vasokonstriktion und damit zu einer Verbesserung der endothelialen Funktion fiihrt.
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3.5.5.1 Endothelzellabhéngige und -unabhingige Vasodilatation

Aortenringe aus Atorvastatin behandelten SHR und SHR der Kontrollgruppe wurden isoliert.
In Organbadexperimenten wurde die Vasorelaxation ex vivo untersucht. Aus jeweils sechs
Tieren wurden insgesamt 18 Aortenringe pro Gruppe untersucht. Die endothelzellabhdngige
Vasodilatation wurde mit ansteigenden Konzentrationen von Carbachol untersucht. Die
endothelzellunabhingige Vasorelaxation wurde mit ansteigenden Konzentrationen von
Nitroglycerin untersucht. In Abbildung 29 ist die endothelzellunabhéngige Vasorelaxation
dargestellt. Sie wurde durch Behandlung mit Atorvastatin nicht beeinflusst. Atorvastatin
bewirkte hingegen eine signifikante Verbesserung der endothelzellabhingigen Vasodilatation.
Die maximale Relaxation lag bei 86+£2% bei 100 umol/l Carbachol in der Gruppe der
Atorvastatin behandelten SHR gegeniiber 68+3% in der Kontrollgruppe (p<0.05%,
Mittelwert+S.E.M.) (Abbildung 30).
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Abb. 29: Endothelzellunabhingige Vasodilatation induziert durch Nitroglycerin in Aortenringen von
Atorvastatin behandelten SHR ([J) und SHR der Kontrollgruppe (o). Entwickelte Spannung angegeben
in Prozent der maximalen Phenylephrin induzierten Spannung. Mittelwert=S.E.M.; n=6 mit 18
Aortenringen pro Gruppe.
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Abb. 30: Endothelzellabhidngige Vasodilatation induziert durch Carbachol in Aortenringen von Atorvastatin
behandelten SHR (L)) und SHR der Kontrollgruppe (o). Entwickelte Spannung angegeben in Prozent
der maximalen Phenylephrin induzierten Spannung. Mittelwert+S.E.M.; n=6 mit 18 Aortenringen pro
Gruppe; *p<0.05 vs. Kontrolle.

3.5.5.2 Vasokonstriktion

In den Organbadexperimenten wurde auch die Vasokonstriktion von Aortenringen aus
Atorvastatin  behandelten SHR und SHR der Kontrollgruppe mit ansteigenden
Konzentrationen von entweder Phenylephrin, Angiotensin II oder Kaliumchlorid untersucht.
In den Atorvastatin behandelten SHR war die a-Adrenorezeptor vermittelte Vasokonstriktion,
induziert durch Phenylephrin im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant verdndert (nicht
abgebildet). Ebenso war die KCI induzierte Vasokonstriktion identisch in beiden Gruppen
(nicht abgebildet).

Im Gegensatz dazu war die Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion in Aortenringen der
Atorvastatin behandelten SHR signifikant reduziert. Die Kontraktionskraft lag bei 4,4+0,5%
der KCI induzierten Vasokonstriktion in der Atorvastatin-Gruppe versus 8,2+0,9% in der

Kontrollgruppe (Angiotensin II 0,1 pmol/l; p<0.05%, Mittelwert+S.E.M., Abbildung 31).
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Abb. 31: Vasokonstriktion induziert durch Angiotensin II in Aortenringen von Atorvastatin behandelten SHR
(1)) und SHR der Kontrollgruppe (e). Entwickelte Spannung angegeben in Prozent der maximalen
Kaliumchlorid induzierten Spannung. Mittelwert+S.E.M.; n=6 mit 18 Aortenringen pro Gruppe;
*p<0.05 vs. Kontrolle.

3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

In kultivierten glatten GefdBmuskelzellen wurde die Angiotensin II induzierte Freisetzung
reaktiver Sauerstoffspezies durch Atorvastatin-Behandlung signifikant vermindert. Durch L-
Mevalonat wurde dieser Effekt aufgehoben, nicht aber durch 25-Hydroxycholesterin.
Atorvastatin, L-Mevalonat und 25-Hydroxycholesterin allein zeigten keinen Effekt auf die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies. In Northern Blot-Versuchen wurde nachgewiesen,
dass die = AT;-Rezeptor-mRNA-Expression  durch  Atorvastatin ~ zeit-  und
konzentrationsabhédngig reduziert wird. Dieser Effekt wurde durch Zugabe von L-Mevalonat
aufgehoben, nicht aber durch 25-Hydroxycholesterin. Die HMG-CoA-Reduktasehemmer
Simvastatin und Lovastatin bewirkten ebenfalls eine reduzierte AT;-Rezeptor-mRNA-
Expression. Spezifische Inhibition der Geranylgeranylierung, nicht aber der Farnesylierung,
fithrte ebenfalls zu einer Reduktion der AT;-Rezpetor-mRNA-Expression.

In vitro hatte Atorvastatin keinen signifikanten Effekt auf die mRNA-Expression der
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit p22phox. Die mRNA-Expression der noxIl-Untereinheit
wurde durch Atorvastatin hingegen herabreguliert. Dieser Effekt konnte durch L-Mevalonat
aufgehoben werden, nicht aber durch 25-Hydroxycholesterin.

Atorvastatin zeigte keine signifikante Wirkung auf die mRNA-Expression der antioxidativen
Enzyme MnSOD, CuZnSOD, ecSOD und GPX, bewirkte aber eine verstirkte mRNA-
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Expression, Proteinexpression und Aktivitét der Katalase. L-Mevalonat hob diesen Effekt auf,

25-Hydroxycholesterin hingegen nicht.

Am Tiermodell der spontan hypertensiven Ratte fiihrte eine 30-tdgige Behandlung mit
Atorvastatin, wie in vitro, zu einer reduzierten vaskuldren Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies. In RT-PCR-Versuchen ergab sich eine verminderte vaskulire mRNA-
Expression des AT;-Rezeptors und der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox und nox!1
nach Atorvastatin-Behandlung. Die vaskulaire mRNA-Expression der antioxidativen Enzyme
MnSOD, CuZnSOD, ecSOD und GPX war in RT-PCR-Untersuchungen in Atorvastatin
behandelten SHR nicht signifikant verdandert. Hingegen war die vaskuldre mRNA-Expression
der Katalase in Atorvastatin behandelten SHR verstérkt.

Die endothelzellabhiingige Vasodilatation war in SHR eingeschrdnkt und nach Atorvastatin-
Behandlung signifikant verbessert. Die endothelzellunabhédngige Vasorelaxation war nach
Atorvastatin-Behandlung unbeeinflusst. Die Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion war
in Atorvastatin behandelten SHR reduziert. Hingegen zeigte sich kein Unterschied in Bezug

auf die KCL und Phenylephrin induzierte Vasokonstriktion in beiden Tiergruppen.
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der zelluldren antioxidativen Wirkung des HMG-
CoA-Reduktasehemmers Atorvastatin. In kultivierten glatten GefdBmuskelzellen und am
Tiermodell normocholesterindmischer spontan hypertensiver Ratten wurde untersucht, ob und
welche Effekte Atorvastatin auf die Bildung und Elimination reaktiver Sauerstoffspezies in
vaskuldren Zellen hat und iiber welchen Mechanismus diese Effekte vermittelt werden.
HMG-CoA-Reduktasehemmer werden erfolgreich bei hypercholesterinimischen Patienten
zur Cholesterinsenkung eingesetzt und senken die kardiovaskuldre Morbiditdt und Mortalitét
(Sacks et al., 1996; Shepherd et al., 1995; 4S, 1994). Neben der Cholesterinsenkung bewirken
Statine Effekte, die sich giinstig auf die endotheliale Funktion auswirken und das Risiko
kardiovaskuldrer Erkrankungen senken (Lefer et al., 2001; Vaughan et al., 1996).

Durch Inhibition des Schliisselenzyms der Cholesterinbiosynthese durch HMG-CoA-
Reduktasehemmer wird nicht nur die Cholesterinkonzentration vermindert, sondern es
entstehen auch weniger Isoprenoide, die fiir die Modifikation von Proteinen wichtig sind
(Goldstein und Brown, 1990). Uber diesen Weg konnten somit Effekte vermittelt werden, die
unabhéngig von der Cholesterinsenkung sind und die damit einen anderen Wirkmechanismus
und weitere therapeutische Moglichkeiten von Statinen darstellen.

Wichtige  Risikofaktoren der  Atherosklerose, wie arterielle Hypertonie und
Hypercholesterindmie, begiinstigen die Entstehung von oxidativem Stress in der GefdBwand
(Cai und Harrison, 2000). Oxidativer Stress fiihrt zu zelluldren Protein- und DNA-Schéden,
vermindert die Bioaktivitit von NO (Hensley et al., 2000; Patel et al., 2000) und aktiviert
redox-sensitive Gene (Chen et al., 1998; Pueyo et al., 2000; Sato et al., 1999; William et al.
1999). Dadurch wird die Entstehung der endothelialen Dysfunktion und die Progression der
Atherosklerose begilinstigt. Die Aktivierung des AT;-Rezeptors ist zentral an der Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies in der Gefalwand beteiligt und wichtig fiir die Gefafunktion und
—regulation.

Aus diesen Griinden stand der Einfluss von Atorvastatin auf den AT;-Rezeptor, die
NAD(P)H-Oxidase sowie antioxidative Enzyme und die Endothelfunktion im Mittelpunkt der

Untersuchungen.
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4.1 Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies

Die DCF-Fluoreszenzmessungen zeigten, dass Angiotensin II in kultivierten glatten
Gefdlmuskelzellen eine signifikante Erhohung der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
bewirkt. Durch DPI, einem Inhibitor von Flavoproteinen, wurde die Angiotensin II induzierte
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies vollstindig aufgehoben.

Die NAD(P)H-Oxidase ist ein flavoproteinhaltiger Enzymkomplex und eines der wichtigsten
ROS produzierenden Enzyme in der GefiBwand (Griendling et al., 2000). Griendling et al.
(1994) und Rajagopalan et al. (1996) beschreiben, dass Angiotensin II liber Stimulation des
AT-Rezeptors eine Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase vermittelt, was zu einer vermehrten
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies fiihrt. Ebenso ist beschrieben, dass dieser Effekt durch
DPI verhindert wird. Es konnte also gezeigt werden, dass eine verstdrkte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies iiber den AT;-Rezeptor und die NAD(P)H-Oxidase vermittelt wird.
Reaktive Sauerstoffspezies spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung der endothelialen
Dysfunktion und der Atherosklerose (Cai und Harrison, 2000; Harrison 1997b; Warnholtz et
al., 1999). Sie vermindern die Bioaktivitdt von NO und induzieren beispielsweise Wachstum
und Migration von glatten GefdBmuskelzellen, die endotheliale Apoptose und die Adhésion
von Makrophagen an Endothelzellen (Cai und Harrison et al., 2000; Darley-Usmar et al.,
1997; Harrison, 1997b). Letzteres wird unter anderem durch eine Aktivierung redox-
sensitiver Gene wie den Adhisionsmolekiilen VCAM-1 und ICAM-1 vermittelt (Cai und
Harrison, 2000; Hensley et al., 2000).

HMG-CoA-Reduktasehemmer wirken lipidsenkend (Bakker-Arkema et al., 1996; Levine et
al., 1995; Stein et al., 1998) und setzen damit therapeutisch an einem wichtigen Risikofaktor
der Atherosklerose, der Hypercholesterindmie, an.

Die DCF-Fluoreszenz- und Lucigenin-Chemilumineszenz-Ergebnisse in kultivierten glatten
Gefilmuskelzellen und in Aortenringen normocholesterindmischer spontan hypertensiver
Ratten =zeigten, dass Atorvastatin die (Angiotensin II induzierte) Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies supprimiert. Dass die Wirkung von Atorvastatin spezifisch iiber die
Inhibition der HMG-CoA-Reduktase vermittelt wird und nicht abhéngig ist von der zelluldren
Cholesterinsenkung, zeigten die DCF-Fluoreszenzmessungen in glatten GefaBBmuskelzellen.
Der Effekt des HMG-CoA-Reduktaseinhibitors auf die Angiotensin II induzierte Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies wurde durch Zugabe von Mevalonat aufgehoben. Mevalonat wird
aus Acetyl-CoA durch die HMG-CoA-Reduktase gebildet und ist das Ausgangssubstrat fiir

weitere Isoprenoide in der Reaktionskette der Cholesterinbiosynthese. Durch die Zugabe von
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Hydroxycholesterin konnte der Atorvastatin-Effekt auf die Angiotensin II induzierte
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies hingegen nicht aufgehoben werden. Dies zeigt, dass
die verminderte Isoprenoid-Bildung, nicht aber die inhibierte Cholesterinproduktion fiir den
Effekt verantwortlich ist.

Zahlreiche cholesterinunabhingige Effekte von Statinen in vaskuldren Zellen sind bereits
beschrieben worden, die Einfluss auf die Entstehung von endothelialer Dysfunktion und
Atherosklerose haben. Laufs et al. (1998) beschreiben eine vermehrte Expression und
Aktivitidt der endothelialen NO-Synthase, Hernandez-Perera et al. (1998) beschreiben eine
verminderte Endothelin 1-Expression, woriiber die endotheliale Funktion verbessert werden
kann. Inflammatorische Prozesse werden durch eine reduzierte MCP 1-Synthese (Romano et
al., 2000) und eine verminderte Migration von Monozyten (Dunzendorfer et al., 1997) sowie
eine modifizierte inflammatorische Reaktion von Endothelzellen (Kothe et al., 2000)
beeinflusst. Statine supprimieren die ICAM 1-Expression, was wichtig fiir die
Monozytenadhdsion ist, und vermindern die Zellproliferation glatter GefdaBmuskelzellen
(Negre-Aminou et al., 1997). Weiterhin ist die Inhibition der Stimulation von Leukozyten
durch Bindung an das leukozytenspezifische Integrin (LFA-1) beschrieben (Kwak et al.,
2000). Ex vivo-Untersuchungen zeigen, dass HMG CoA-Reduktasehemmer die vaskulére
Superoxid-Produktion vermindern (Rikitake et al., 2001; Wagner et al., 2000). Wagner et al.
(2000) beschreiben, dass dieser Effekt durch die verhinderte Isoprenylierung des GTP
bindenden Proteins rac, das fiir die Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase wichtig ist, vermittelt
wird.

Die Inkubation glatter GefdBmuskelzellen mit Atorvastatin, Mevalonat und
Hydroxycholesterin alleine bewirkte keine signifikante Verdnderung der Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies. Das zeigt zum einen, dass Atorvastatin nicht die basale, sondern die
Angiotensin II induzierte, AT;-Rezeptor vermittelte Bildung von ROS beeinflusst. Zum
anderen  scheint die  basale  zellulire  Isoprenoid-Konzentration  fiir  die
Isoprenylierungsvorginge der Zellen ausreichend zu sein und kann nicht durch eine

zusitzliche Gabe von Mevalonat gesteigert werden.

4.2 Der AT;-Rezeptor

Ein Mechanismus, iiber den Atorvastatin die Angiotensin II induzierte Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies reduzieren kann, ist die Regulation der Expression des AT;-Rezeptors. Der
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AT;-Rezeptor hat eine wichtige Bedeutung fiir die Entstehung der endothelialen Dysfunktion
und die Pathogenese der Atherosklerose. Das wird unterstrichen durch viele Studien, die den
Effekt der AT;-Rezeptor-Aktivierung bzw. -Blockade an verschiedenen zelluldren und
vaskuldren Parametern untersucht haben (Chen et al., 1998; Griendling et al., 1993; Nickenig
und Harrsion, 2002; Pueyo et al., 2000; Schieffer et al., 2000; Schiffrin et al., 2000;
Timmermans et al., 1993; Warnholtz et al., 1999). Aus der Stimulation des AT;-Rezeptors
resultieren beispielsweise zelluldre Kontraktion, Hypertrophie, Proliferation und Apoptose
(Griendling et al., 1993; Dzau, 1998; Nickenig und Harrison, 2002; Romero und Reckelhoff,
1999; Timmermans et al., 1993). AuBlerdem ist der AT;-Rezeptor wichtig fiir die Produktion
und Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies in vaskuldren Zellen (Dzau, 1998; Nickenig und
Harrison, 2002; Romero und Reckelhoff, 1999).

Wie die Northern Blot-Experimente zeigten, wurde die mRNA-Expression des AT;-Rezeptors
durch die HMG-CoA-Reduktasehemmer Atorvastatin, Simvastatin und Lovastatin signifikant
reduziert. Es handelt sich um einen zeit- und dosisabhéngigen Effekt und um einen
Klasseneffekt der Statine. RT-PCR-Experimente zeigten, dass auch in Aorten von
Atorvastatin behandelten SHR der AT;-Rezeptor vermindert exprimiert wurde. Der in vitro
gefundene Effekt lie sich also auf das Tiermodell iibertragen und wurde somit in vivo

bestétigt.

In vitro konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von Mevalonat die verminderte mRNA-
Expression des AT;-Rezeptors nach Statinbehandlung authebt. Hydroxycholesterin bewirkte
diesen Effekt nicht. Folglich wird die verminderte Expression des AT;-Rezeptors spezifisch
iiber die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase vermittelt, ist aber nicht durch die zelluldre
Cholesterindepletion bedingt.

Neben der Cholesterinsenkung wird durch die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase die
Synthese von Mevalonat reduziert und dariiber der Isoprenoid-Metabolismus beeinflusst
(Goldstein und Brown, 1990). Aus Mevalonat entstehen zum Beispiel die Isoprenoide
Geranylgeranyl-Pyrophosphat (GGPP) und Farnesyl-Pyrophosphat (FPP), die in der
posttranslationellen Modifikation von Proteinen, wie zum Beispiel GTP-bindenden Proteinen,
wichtig sind (Laufs et al., 1998). In Northern Blot-Versuchen bewirkte eine alleinige
Inkubation kultivierter glatter GefdBmuskelzellen mit Mevalonat keinen signifikanten Effekt
auf die mRNA-Expression des AT;-Rezeptors. Die basalen zelluldiren Konzentrationen an
Isoprenoiden, wie zum Beispiel Geranylgeranyl-Pyrophosphat, scheinen somit fiir die

diesbeziiglich notwendigen Isoprenylierungsvorginge der Zelle auszureichen. Durch die
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Hemmung der HMG-CoA-Reduktase wird die Konzentration an Isoprenoiden jedoch
reduziert, was zu Verdanderungen in der Regulation der AT;-Rezeptor-mRNA-Expression und
der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies fiihrt. Diese Atorvastatin vermittelten Effekte
werden durch Zugabe von Mevalonat aufgehoben, wodurch das Substrat fiir die Bildung von
Isoprenoiden wieder vorhanden ist. Dies legt nahe, dass die Regulation der Isoprenoid-
Konzentrationen fiir die Atorvastatin-Effekte verantwortlich ist. Diesbeziiglich sind die
Isoprenoide GGPP und FPP von Interesse, da bekannt ist, dass diese Isoprenoide an
regulatorischen Prozessen beteiligt sind (Laufs und Liao, 1998). Daher wurde die Bedeutung
der Geranylgeranylierung bzw. Farnesylierung fiir die AT;-Rezeptor-mRNA-Expression
untersucht.

Northern Blot-Experimente zeigten eine signifikant verminderte Expression der AT;-
Rezeptor-mRNA nach Inkubation kultivierter glatter GefdBmuskelzellen mit dem spezifischen
Geranylgeranyltransferase-Inhibitor GGTI-286. Im Gegensatz dazu war die AT;-Rezeptor-
mRNA-Expression nach Inkubation glatter GefdBmuskelzellen mit dem spezifischen
Farnesyltransferase-Inhibitor FTI nicht verdndert. Dies zeigt eine Bedeutung der
Geranylgeranylierung, nicht aber der Farnesylierung fiir die Regulation der AT;-Rezeptor-
mRNA-Expression.

Der Hauptmechanismus fiir die Regulation der AT,-Rezeptor-Genexpression ist die
posttranskriptionelle Modulation (Nickenig und Murphy, 1994, 1996; Nickenig et al., 1998a,
1998b). Bisher ist nicht bekannt, ob in der Regulation der AT;-Rezeptor-Expression auch die
Geranylgeranylierung eine Rolle spielt. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Transkriptionsrate der AT;-Rezeptor-mRNA unter Statin-Inkubation unveréndert bleibt
(Wassmann et al., 2001b). Da jetzt gezeigt werden konnte, dass die Inhibition der
Geranylgeranylierung die AT,;-Rezeptor-mRNA-Expression reduziert, ist anzunehmen, dass
Atorvastatin auf diese Weise posttranskriptionell iiber eine Verdnderung der mRNA-Stabilitét

die AT;-Rezeptor-mRNA-Expression beeinflusst.

4.3 Die Untereinheiten der NAD(P)H-Oxidase

Die NAD(P)H-Oxidase ist ein Enzymkomplex, der aus mehreren Untereinheiten besteht und
der in vaskuldren Zellen eines der wichtigsten pro-oxidativen Proteine darstellt. Die
NAD(P)H-Oxidase wird durch Angiotensin II iiber den AT,;-Rezeptor aktiviert (Griendling et
al., 1994; Fukui et al., 1997; Rajagopalan et al., 1996; Ushio-Fukai et al., 1996). Fiir die
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Aktivierung des Enzymkomplexes ist der Zusammenschluss aller Untereinheiten in der
Zellmembran notwendig (Babior, 1999; Griendling et al.,, 2000). In glatten
GefaBmuskelzellen sind hierflir insbesondere die Interaktion der noxl-Untereinheit mit
anderen Untereinheiten (Lasségue et al., 2001; Suh et al., 1999), die Expression der p22phox-
Untereinheit (Fukui et al., 1997; Ushio-Fukai et al., 1996) und die Translokation der GTPase
racl vom Zytosol zur Zellmembran wichtig (Dusi et al., 1995; Rinckel et al., 1999).

RT-PCR-Versuche zeigten, dass Atorvastatin die mRNA-Expression der nox1-Untereinheit in
glatten GefaBmuskelzellen signifikant reduziert. In Northern Blot-Experimenten konnte
hingegen keine signifikante Verdnderung der p22phox-mRNA-Expression durch Atorvastatin
nachgewiesen werden. In Atorvastatin behandelten SHR zeigte sich eine verminderte
vaskuldre Expression der noxl und p22phox-Untereinheiten. Warum Atorvastatin in
kultivierten glatten GefdBmuskelzellen keine verminderte Expression der p22phox-
Untereinheit bewirkt, in Aortenhomogenaten jedoch schon, ist nicht vollig klar. Zum einen
konnten in vivo noch andere Kofaktoren vorliegen, die wichtig fiir die Regulation der
Expression der p22phox sind. Zum anderen konnten Statine die Expression der p22phox-
Untereinheit in anderen vaskuldren Zellen wie zum Beispiel Endothelzellen herabregulieren,
so dass sich in GefiBhomogenaten, die alle vaskuldren Zellen umfassen, eine insgesamt

reduzierte p22phox-Expression zeigt.

Wagner et al. (2000) beschreiben keinen Effekt von HMG-CoA-Reduktasehemmern auf die
vaskuldre Expression der gp91phox-Untereinheit. Hong et al. (2006) hingegen zeigten, dass
Atorvastatin die vaskuldre Expression der gp9lphox vermindert, die Translokation der
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit p47phox vom Zytoplasma zur Zellmembran verhindert und
die NADPH-Oxidase-Aktivierung inhibiert. Li et al. (2004) beschreiben eine verminderte
Expression von p22phox und p47phox in AT/Apolipoprotein E-defizienten Doppel-knock
out-Méusen. Mitani et al. (2003) demonstrieren eine vermehrte Expression der p22phox und
gp91phox-Untereinheiten in einem hypercholesterindmischen Tiermodell. In einer Gruppe,
die mit dem HMG-CoA-Reduktasehemmer Fluvastatin behandelt worden war, wurde diese
Expression verhindert. Maack et al. (2003) beschreiben, dass Statine zu einer verminderten
myokardialen racl-GTPase-Aktivitdt und zu einer verminderten Angiotensin II induzierten
NAD(P)H-Oxidase-Aktivitét fiihren. Auch Yu et al. (2005) zeigen, dass Statine in humanen
mesangialen  Zellen die = NAD(P)H-Oxidase-Aktivitit  vermindern. HMG-CoA-

Reduktasehemmer nehmen also Einfluss auf die Expression der Untereinheiten und die
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Aktivitit der NAD(P)H-Oxidase in verschiedenen vaskuldren und nicht vaskuldren Zellen,
was im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit ist. Der Mechanismus, der zur NAD(P)H-
Oxidase-Regulation fiihrt, ist allerdings noch nicht genau verstanden. In dieser Arbeit wurden
lediglich die beiden membrangebundenen Untereinheiten des NAD(P)H-Oxidase-Komplexes
untersucht, die aber eine zentrale Bedeutung fiir die Aktivitit des Enzyms haben (Fukui et al.,
1997; Lassegue et al., 2001; Suh et al., 1999; Ushio-Fukai et al., 1996).

Die Statin-Wirkung auf die NAD(P)H-Oxidase konnte moglicherweise durch eine verhinderte
Isoprenylierung von Untereinheiten erkldrt werden. Dass die Wirkung auf die Expression der
untersuchten Untereinheiten der NAD(P)H-Oxidase nicht durch eine Cholesterindepletion
bedingt ist, zeigten die Northern-Blot-Versuche in kultivierten glatten GefaBmuskelzellen.
Mevalonat hob die Atorvastatin bedingte verminderte Expression der noxl auf,
Hydroxycholesterin hingegen nicht. Die reduzierte Expression der nox1 wird demnach durch
spezifische Inhibition der HMG-CoA-Reduktase vermittelt, nicht aber durch eine
Cholesterindepletion. Es ist somit sehr wahrscheinlich, dass die verminderte Synthese von
Isoprenoiden eine wichtige Rolle spielt.

In vitro und in vivo konnte bereits gezeigt werden, dass Atorvastatin die
Geranylgeranylierung der GTPase racl verhindert und somit die fiir die Aktivierung der
NAD(P)H-Oxidase notwendige Translokation von racl vom Zytosol zur Zellmembran und
die Verankerung in der Zellwand nicht moglich ist (Wassmann et al., 2001b). Es ist somit
anzunehmen, dass Atorvastatin iiber verschiedene Mechanismen die Aktivitit der NAD(P)H-

Oxidase vermindert und so die ROS-Produktion durch dieses Enzym reduziert.

4.4 Antioxidative Enzyme

Unter physiologischen Bedingungen liegen in der GefiBwand die Konzentrationen reaktiver
Sauerstoffspezies und Stickstoffmonoxid im Gleichgewicht vor (Harrison, 1997b). Oxidativer
Stress entsteht durch {ibermiBige Produktion und/oder zu geringem Abbau reaktiver
Sauerstoffspezies (Andreoli, 2000; Gutteridge und Halliwell, 2000). Die Konzentrationen von
ROS werden {iiber verschiedene pro- und antioxidative Enzyme reguliert. Zu den vaskuldren
antioxidativen Enzymen zdhlen die Glutathion-Peroxidase (GPX), die Katalase und
verschiedene Isoformen der Superoxid-Dismutase (MnSOD, CuZnSOD, ecSOD), die in

unterschiedlichen Zellkompartimenten vorkommen.
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Northern Blot- und RT-PCR-Versuche in vitro und in vivo zeigten, dass Atorvastatin die
vaskuldre Expression der GPX, MnSOD, CuZnSOD und ecSOD nicht signifikant
beeinflusste. Hingegen bewirkte Atorvastatin eine verstirkte vaskuldre Expression und
Aktivitidt der Katalase in vitro und in vivo. Weitere Northern Blot-Experimente in glatten
GefiBmuskelzellen zeigten, dass Mevalonat die Wirkung von Atorvastatin auf die Katalase-
Expression authebt, Hydroxycholesterin hingegen nicht. Auch diese Wirkung wird also tiber
eine spezifische Inhibition der HMG-CoA-Reduktase, nicht aber {ber eine
Cholesterindepletion vermittelt und konnte somit iiber eine verminderte Isoprenylierung
bewirkt werden. Atorvastatin reduziert durch eine verstirkte Expression und Aktivitdt der
Katalase oxidativen Stress, da dadurch vermehrt H,O, eliminiert wird.

Warum kein Effekt von Atorvastatin auf die H,O, generierenden SOD und auf GPX zu
beobachten ist, ist unklar. In vitro ist beschrieben, dass unter Behandlung mit dem HMG-
CoA-Reduktasehemmer Lovastatin die SOD-Aktivitdt erhalten bleibt (Chen et al., 1997).
Wagner et al. (2000) beschreiben, dass in Aortenhomogenaten aus Atorvastatin behandelten
Ratten die mRNA-Expression der Cu/Zn-SOD und MnSOD unverdndert ist. An einem
Tiermodell mit induziertem Diabetes wurde eine erhohte Aktivitdt der Katalase und GPX
nach Behandlung mit Simvastatin beschrieben (Ceylan et al., 2003), hingegen eine erhohte
Aktivitdt der GPX, aber unverdnderte Aktivitit der MnSOD und Katalase nach Behandlung
mit Fluvastatin (Kurusu et al., 2000). Es ergibt sich somit kein einheitliches Bild des
Einflusses von HMG-CoA-Reduktasehemmern auf die Expression bzw. Aktivitit
antioxidativer Enzyme. Physiologischerweise kommt es zu einer Hochregulation der Katalase,
wenn erhohte Konzentrationen an H,O, vorliegen, was aber bei reduzierter NAD(P)H-
Oxidase-Aktivitdt mit verminderter Superoxid-Produktion und unverdnderter SOD-Aktivitit

nicht der Fall ist.

Bei der Entstehung von oxidativem Stress ist die Interaktion von reaktiven Sauerstoffspezies,
insbesondere Superoxid, mit Stickstoffmonoxid wichtig. Die Reaktion zwischen NO und
Superoxid, bei der Peroxynitrit entsteht, lduft im Vergleich zu der Reaktion zwischen
Superoxid und den Superoxid-Dismutasen bevorzugt ab, da die Reaktion zwischen Superoxid
und NO schneller verlduft und nur diffusionslimitiert ist (Harrison, 1997b). Weiterhin ist NO
auch fiir die Elimination reaktiver Sauerstoffspezies und somit fiir die Reduktion von
oxidativem Stress von Bedeutung. Eine verstdrkte Produktion von NO kdnnte also auch fiir
das verminderte Vorkommen reaktiver Sauerstoffspezies unter dem Einfluss von Atorvastatin

verantwortlich sein. Statine fiihren zu einer erhohten eNOS-Expression und -Aktivitdt in
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Endothelzellen (Laufs et al., 1998). In glatten GefiaBmuskelzellen wird die eNOS jedoch nicht
exprimiert, sondern lediglich die induzierbare Isoform der NO-Synthase (iNOS). Die iNOS
produziert lediglich relevante Mengen NO nach Induktion durch beispielsweise Zytokine oder
Lipopolysaccharide. Einem solchen Stimulus unterlagen die in dieser Arbeit untersuchten
kultivierten glatten GefaBmuskelzellen jedoch nicht. AuBerdem wird die Induktion und
Expression der iNOS durch Statine gehemmt (Vaughan und Delanty, 1999; Park et al., 2000).
Somit ist es unwahrscheinlich, dass die Inkubation glatter GefdBmuskelzellen mit Atorvastatin
zu einer vermehrten NO-Konzentration fiihrt, die die Reduktion reaktiver Sauerstoffspezies

erkldaren konnte.

4.5 Endothelfunktion und Vasokonstriktion

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Atorvastatin zu einer verminderten vaskuldren
Expression des AT;-Rezeptors und wichtiger NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten sowie zu
einer verstarkten Expression und Aktivitit der Katalase fiihrt. Die Angiotensin II induzierte
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies wird durch Atorvastatin reduziert. Auch in vivo wird
der vaskuldre oxidative Stress durch Atorvastatin-Behandlung vermindert. Uber diese
Mechanismen konnten Statine zu einer verbesserten endothelialen Funktion fithren, da durch
eine verminderte ROS-Produktion und vermehrte NO-Produktion (Laufs et al., 1998) eine

erhohte NO-Bioverfiigbarkeit vorliegt.

Am Tiermodell der spontan hypertensiven Ratte (SHR) wurde der Einfluss von Atorvastatin
auf  Vasorelaxation und Vasokonstriktion von Aortenringen untersucht. Die
Organbadexperimente zeigten, dass die Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion in
Atorvastatin behandelten SHR reduziert war. Eine Aktivierung des AT;-Rezeptors durch
Angiotensin II fiihrt unter anderem zur Vasokonstriktion und nimmt somit Einfluss auf die
Regulation des Blutdrucks. Die durch das Atorvastatin bedingte verminderte Expression des
AT,-Rezeptors in der GefaBwand hat somit eine funktionelle Auswirkung in vivo. In weiteren
Organbadexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Carbachol induzierte,
endothelzellabhdngige Vasodilatation in SHR der Kontrollgruppe eingeschrankt war und
somit eine endotheliale Dysfunktion vorlag. Die endothelzellabhingige Vasodilatation war
hingegen in Atorvastatin behandelten SHR deutlich gebessert. Die endothelzellunabhiangige,

Nitroglycerin vermittelte Vasodilatation war in Atorvastatin behandelten SHR nicht
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verandert. Die Behandlung mit Atorvastatin fiihrte also in vivo zu einer Verbesserung der
Endothelfunktion in SHR. Die Reduktion der AT;-Rezeptor-Expression in Atorvastatin
behandelten SHR korrelierte mit der gesenkten vaskuldren Freisetzung von reaktiven

Sauerstoffspezies und mit der Verbesserung der endothelzellabhéngigen Vasodilatation.

Mitani et al. (2003) beschreiben in einem hypercholesterinimischen Tiermodell die
Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion und die vermehrte Expression der NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten p22phox und gp91phox. Unter Behandlung mit dem HMG-CoA-
Reduktasehemmer Fluvastatin wird die Endothelfunktion verbessert, und es kommt nicht zu
einer vermehrten Expression der genannten Untereinheiten der NAD(P)H-Oxidase. Rikitake
et al. (2001) zeigen, dass unter Therapie mit Fluvastatin in einer nicht cholesterinsenkenden
Dosierung eine Verbesserung der Endothelfunktion sowie eine reduzierte Superoxid-
Produktion und eine verminderte Oxidierung von LDL erreicht wird. Diese Untersuchungen
mit Fluvastatin sind im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, in der die Substanz
Atorvastatin eingesetzt wurde. Auch dies unterstreicht, dass es sich um einen Klasseneffekt

der Statine handelt.

Die Ratten des untersuchten Tiermodells sind normocholesterindmisch und entwickeln eine
endotheliale Dysfunktion aufgrund der arteriellen Hypertonie und nicht aufgrund einer
Fettstoffwechselstorung. Obwohl die Atorvastatin-Therapie zu einer Lipidsenkung in den
SHR fiihrte, ist es unwahrscheinlich, dass diese ursdchlich verantwortlich fiir die dargestellten
Effekte auf die vaskuldre Funktion ist. Die LDL-Cholesterin-Plasmakonzentration in diesen
Tieren war vor Beginn der Behandlung niedrig und wurde lediglich um 13 mg/dl durch die
Statintherapie gesenkt (Wassmann et al., 2001a). AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass viele
der Effekte, die Atorvastatin in kultivierten glatten GefdBmuskelzellen bewirkt, unabhingig
von der Cholesterinsenkung sind. Das ldsst ebenfalls vermuten, dass die Cholesterinsenkung
in vivo nicht ausschlieBlich fiir die Verbesserung der endothelialen Funktion unter
Atorvastatin-Therapie verantwortlich ist.

Hypercholesterindmie fiihrt im Menschen zu endothelialer Dysfunktion (Cai und Harrison,
2000). Es ist beschrieben, dass eine cholesterinsenkende Therapie die Endothelfunktion
verbessert (Anderson et al., 1995; Egashira et al., 1994; Treasure et al., 1995; Leung et al.,
1993). Es ist ebenso beschrieben, dass im hypercholesterinimischen Patienten unter
Statintherapie die Endothelfunktion verbessert wird, noch bevor es zu signifikanten

Verianderungen der Cholesterinspiegel kommen konnte (Anderson et al., 1995; O’Driscoll et
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al., 1997; Treasure et al., 1995). John et al. (2001) und Marchesi et al. (2000) demonstrieren
eine  verbesserte  Endothelfunktion = nach  zweiwoOchiger  Statintherapie  bei
hypercholesterindmischen Patienten, Tsunekawa et al. (2002) innerhalb von drei Tagen
Statintherapie bei hypercholesterindmischen Diabetes mellitus-Patienten. Laufs et al. (2000)
und Wassmann et al. (2003) beschreiben, dass unter hochdosierter Atorvastatin-Therapie bzw.
Pravastatin-Therapie die Endothelfunktion gesunder Probanden mit niedrigen LDL-
Cholesterinspiegeln bzw. Patienten mit KHK innerhalb von 24 Stunden verbessert werden
konnte, ohne dass die Cholesterinkonzentrationen verdandert waren. Dass eine Verbesserung
der Endothelfunktion unter Statintherapie innerhalb eines kurzen Zeitraums beobachtet
werden konnte, bevor es zu einer signifikanten Cholesterinsenkung kam, spricht dafiir, dass
die verbesserte Endothelfunktion nicht alleine {iber den cholesterinsenkenden Effekt der
Statine vermittelt wurde, sondern auch cholesterinunabhéngige Effekte dieser Substanzklasse
eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. Landmesser et al. (2005) demonstrieren eine
verbesserte Endothelfunktion bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz unter
Behandlung mit Simvastatin, nicht aber unter Behandlung mit Ezetimib, einem Inhibitor der
Cholesterin-Absorption, bei gleicher Senkung der LDL-Cholesterinspiegel in beiden
Gruppen. Diese Studie zeigt im direkten Vergleich zweier cholesterinsenkender Substanzen,
dass die endotheliale Funktion nur durch Statine verbessert werden konnte, was bei gleichem
Effekt auf die Cholesterinkonzentration besonders gut die Wertigkeit der
cholesterinunabhéngigen Statineffekte fiir die Verbesserung der Endothelfunktion
unterstreicht.

Diese Studien zeigen im Einklang mit den Ergebnissen in SHR, dass eine Statintherapie die
Gefaflfunktion verbessert und dass dafiir sehr wahrscheinlich Wirkungen der Statine, die

unabhingig von der Cholesterinsenkung sind, eine wichtige und wesentliche Rolle spielen.

4.6  Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass HMG-CoA-Reduktasehemmer iiber eine
Vielzahl von Mechanismen zu einer Reduktion von vaskuldrem oxidativen Stress flihren und
dadurch die endotheliale Funktion verbessern konnen. Es konnte diesbeziiglich die wichtige
Bedeutung des AT;-Rezeptors sowie der NAD(P)H-Oxidase nachgewiesen werden. Die
Untersuchungen zeigen zudem, dass die dargestellten Statin-Effekte nicht von der

Cholesterinsenkung abhéngig sind. Ein moglicher Weg, iiber den die Statin-Effekte vermittelt
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werden konnten, ist eine verminderte Isoprenylierung von Zielproteinen, da aufgrund der
Inhibition des Schliisselenzyms der Cholesterinbiosynthese auch Intermedidrprodukte des
Isoprenoidstoffwechsels weniger zur Verfiigung stehen und somit vermindert
Isoprenylierungsvorgédnge von z.B. regulatorischen Proteinen ablaufen kénnen.

Der erfolgreiche Einsatz von HMG-CoA-Reduktasechemmern in der Therapie der
Hypercholesterindmie mit Reduktion der kardiovaskuldren Morbiditdit und Mortalitét
hypercholesterindmischer Patienten kann mdglicherweise auf normocholesterinimische
Patienten erweitert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Statine durch eine
Verbesserung der  Endothelfunktion = bei = Normocholesterindmie und die
cholesterinunabhéngige Beeinflussung wichtiger Faktoren in der Pathogenese der
Atherosklerose zu einer glinstigen Beeinflussung der Atherogenese unabhédngig von
Fettstoffwechselstorungen beitragen konnen. Diese These wird unterstiitzt durch klinische
Beobachtungen in Studien, die zeigen, dass Statine das kardiovaskuldre Risiko auch bei
normocholesterindmischen Patienten senken (Colhoun et al., 2004; Downs et al., 1998; Heart
Protection Study Collaborative Group, 2002; Sacks et al., 1996) und die Endothelfunktion
unabhingig von der Cholesterinsenkung verbessern konnen (Landmesser et al., 2005; Laufs et
al., 2000; Tsunekawa et al., 2001, Wassmann et al., 2003). Da oxidativer Stress wichtig fiir
die Pathogenese der Atherosklerose ist (Cai und Harrison 2000; Darley-Usmar et al., 1997;
Harrison, 1997b), konnte die gezeigte zelluldre antioxidative Wirkung von Statinen mit
konsekutiver Verbesserung der Endothelfunktion zur atheroprotektiven Wirkung von HMG-

CoA-Reduktasehemmern beitragen.
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5. Zusammenfassung

HMG-CoA-Reduktasehemmer reduzieren die kardiovaskuldre Morbiditit und Mortalitét
hypercholesterindmischer Patienten. Neben der Cholesterinsenkung weisen sie eine Vielzahl
von cholesterinunabhéngigen Wirkungen auf, die einen direkten Einfluss auf die
GefialBfunktion haben. Oxidativer Stress fiihrt zu Zellschiden, schriankt die Funktionalitét der
Blutgefdale ein und begiinstigt somit die Entstehung von endothelialer Dysfunktion und
Atherosklerose.

In der vorliegenden Arbeit wurde in kultivierten glatten GefdBmuskelzellen der Ratte und am
Tiermodell normocholesterindmischer spontan hypertensiver Ratten (SHR) untersucht, ob der
HMG-CoA-Reduktasehemmer Atorvastatin direkte, cholesterinunabhédngige Effekte auf
vaskuldren oxidativen Stress und die Endothelfunktion hat und welche molekularen
Mechanismen diesen Effekten zugrunde liegen. Kultivierte glatte GefdBmuskelzellen wurden
mit Atorvastatin stimuliert. DCF-Fluoreszenzmessungen zeigten, dass die Angiotensin II
induzierte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch Atorvastatin reduziert wird.
Die Angiotensin II induzierte ROS-Bildung wird iiber den Angiotensin II Typ 1-Rezeptor
(AT,-Rezeptor) vermittelt. In Northern Blot-Versuchen konnte eine zeit- und
konzentrationsabhingige Reduktion der AT;-Rezeptor-mRNA-Expression durch Atorvastatin
nachgewiesen werden. Da auch die HMG-CoA-Reduktasehemmer Simvastatin und
Lovastatin zu einer verminderten Expression der AT;-Rezeptor-mRNA fiihrten, ist von einem
Klasseneffekt der Statine auszugehen.

Der in vitro-Effekt von Atorvastatin auf die Angiotensin II induzierte ROS-Produktion und
auf die AT;-Rezeptor-mRNA-Expression konnte durch Mevalonat aufgehoben werden, nicht
aber durch Hydroxycholesterin. Durch die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase, dem
zentralen Enzym der Cholesterinbiosynthese, wird nicht nur die Cholesterinbildung, sondern
auch die Bildung von Zwischenprodukten wie Mevalonat und anderen Isoprenoiden wie
Geranylgeranylpyrophosphat gehemmt. Diese stehen somit fiir wichtige zelluldre
Isoprenylierungsvorginge nicht mehr zur Verfiigung. Dies stellt einen mdglichen
Mechanismus fiir die Effekte von Statinen dar, die iiber die Cholesterinsenkung hinausgehen.
Northern Blot-Versuche zeigten, dass die spezifische Inhibition der Geranylgeranylierung
ebenfalls eine verminderte AT;-Rezeptor-mRNA-Expression bewirkt.

ROS werden in der GefdBwand vorwiegend durch die NAD(P)H-Oxidase produziert. Das
Enzym kann durch Angiotensin II {iber den AT;-Rezeptor aktiviert werden. In vitro war die

mRNA-Expression der nox1-Untereinheit in glatten GefdBmuskelzellen ebenfalls vermindert,
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was durch Zugabe von Mevalonat aufgehoben werden konnte, nicht aber durch
Hydroxycholesterin. Die mRNA-Expression der p22phox-Untereinheit zeigte sich in vitro
unter Atorvastatin-Stimulation nicht veréndert.

In Northern Blot-Versuchen wurde nachgewiesen, dass in vitro nach Atorvastatin die
Expression der ROS-eliminierenden Enzyme Mangan-Superoxid-Dismutase (SOD), Kupfer-
Zink-SOD, extrazelluldre SOD und Glutathion-Peroxidase (GPX) nicht signifikant verdandert
war. Hingegen bewirkte Atorvastatin in vitro eine verstirkte Expression und Aktivitdt der
Katalase.

Um die Atorvastatin-Effekte in vivo zu untersuchen, wurden SHR 30 Tage lang oral mit
Atorvastatin behandelt. Im Lucigenin-Chemilumineszenz-Assay war die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) in Aortenringen Atorvastatin behandelter SHR gegeniiber Tieren der
Kontrollgruppe, die kein Atorvastatin erhielten, reduziert. RT-PCR-Experimente an
Aortenhomogenaten konnten nachweisen, dass auch in vivo die vaskuldre AT;-Rezeptor-
Expression nach Behandlung mit Atorvastatin vermindert war.

Weitere RT-PCR-Experimente zeigten, dass die NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox
und noxl1 in vivo nach Atorvastatin-Behandlung in der GefdBwand vermindert exprimiert
wurden.

Die SOD-Isoenzyme und GPX waren nach Atorvastatin-Behandlung nicht veréndert,
hingegen zeigte sich auch in vivo eine verstirkte Expression der Katalase.

In Organbadexperimenten wurde die Endothelfunktion isolierter Aortenringe untersucht.
Diese SHR wiesen eine endotheliale Dysfunktion auf. In Atorvastatin behandelten SHR war
die endothelabhidngige Vasodilatation im Vergleich zu unbehandelten SHR gebessert und die
Angiotensin II bedingte Vasokonstriktion vermindert. Die in vitro-Ergebnisse konnten somit
in vivo bestitigt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Atorvastatin iliber die verminderte Expression des
AT;-Rezeptors und wichtiger NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten sowie iiber die erhdhte
Expression und Aktivitdt der Katalase direkte zelluldre antioxidative Effekte bewirkt, die
nicht auf die cholesterinsenkende Wirkung von HMG-CoA-Reduktasehemmern
zurlickzufiihren sind. Diese antioxidativen Eigenschaften der Statine mit konsekutiver
Verbesserung der Endothelfunktion konnten zur atheroprotektiven Wirkung dieser

Substanzklasse beitragen.
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