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Tabelle 1 - Abkiirzungsverzeichnis

Abktirzung
ACS
AP

APLNR

Arp2/3-Komplex

ASS

AUC

bFGF

BMS
Cdc42
DES
DNS

dNTP

ECGS

EGF
eNOS
EZM

FAM

Bedeutung

Acute coronary syndrom; Akutes Koronarsyndrom
Angina pectoris

Apelin-Rezeptor

Aktin related protein 2/3-Komplex; Aktin assoziierter Protein 2/3-
Komplex

Acetylsalicylsaure
area under the curve, Flache unter der Kurve

Bovine fibroblast growth factor; Boviner Fibroblasten-
Wachstumsfaktor

Bare-metal-stent; unbeschichteter Metallstent

Cell division control protein 42; Zellteilungskontrollprotein 42
Drug-eluting-stent; Medikamentenfreisetzender Stent
Desoxyribonukleinséure

Desoxyribonukleosidtriphosphate

Endothelial cell growth supplement; Endothelialer

Wachstumszusatz

endothelial growth factor; Endothelialer Wachstumsfaktor
Endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase

Extrazelluldre Matrix

6-Carboxyfluorescin
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FKS
FPP
FRET
GGPP

HBSS

HCAEC

HDL

HMG-CoA-Reduktase

HMVEC

Hs-CRP

HUVEC

ICAM-1

KHK
KLF2

LDL

ML221

MMP

NO

Fetales Kélberserum
Farnesylpyrophosphat

Forster Resonanzenergietransfer
Garnesylgarnesylpyrophosphat
Hank’s Balanced Salt Solution

Human coronary artery endothelial cell; Humane koronare

arterielle Endothelzelle
High Density Lipoprotein; Lipoprotein hoher Dichte
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase

Human microvascular endothelial cells, humane mikrovaskulare

Endothelzellen
Hochsensitives C-reaktives Protein

Human umbilical vein endothelial cell; Humane umbilikal ventse
Endothelzelle

Intercellular adhesion molecule 1 Interzellulares

Adhésionsmolekul 1

Koronare Herzkrankheit

Krippel like Factor 2; Krippel-ahnlicher Faktor 2
Low Density Lipoprotein; Lipoprotein niedriger Dichte

4-0x0-6-((pyrimidin-2-ylthio)methyl)-4H-pyran-3-yl-4-

nitrobenzoat
Matrximetalloproteinase

Stickstoffmonoxid
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NSTEMI

oxLDL

PAVK

PCI

PECAM-1

PIP3

PTCA

gPCR

RKI
RNS
ROS
RT
SCORE
STEMI
TJ
TNF-o

VCAM-1

Non-ST-segment elevation myocardial infarction; Nicht-ST-

Hebungsinfarkt

Oxidized Low Density Lipoprotein; Oxidiertes Lipoprotein

niedriger Dichte
Periphere arterielle Verschlusskrankheit

Percutaneous coronary intervention; Perkutane koronare

Intervention

Platelet endothelial cell adhesion molecule 1; Plattchen

Endotheladhasionsmolekil 1
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat

Percutaneous transluminal coronary angiography; Perkutane

transluminale Koronarangiographie

Quantitative real-time polymerase chain reaction; Quantitative
Polymerase Kettenreaktion

Robert Koch Institut

Ribonukleinséure

Reactive oxygen species; Reaktive Sauerstoffspezies

Reverse Transkriptase

Systematic Coronary Risk Evaluation

ST-segment elevation myocardial infarction; ST-Hebungsinfarkt
Tight junction

Tumornekrosefaktor-a

Vascular adhesion molecule 1; GefaR-Adhasionsmolekil 1
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VE-Cadherin
VEGFR2
VIC

VLDL
VSMC

WHO

Xl

Vascular endothelial Cadherin; Cadherin der GefaRendothelien
Vascular endothelial growth factor 2; Gefawachstumsfaktor 2
Yakima Yellow®

Very Low Density Lipoprotein; Lipoprotein sehr niedriger Dichte
Vasclar smooth muscle cell; Glatte GefaBmuskelzelle

World Health Organisation; Weltgesundheitsorganisation
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Herzkreislauferkrankungen

Herzkreislauferkrankungen sind seit Jahrzehnten die fihrende Todesursache in Deutschland.
Im Jahr 2018 konnten 37 % der Sterbefélle auf Erkrankungen des Herzens und der Geféle
zuriickgefuhrt werden. (1) Auch weltweit bleiben Herzkreislauferkrankungen die haufigste
Todesursache. Im Jahr 2020 waren laut Weltgesundheitsorganisation (World Health
Organisation, WHO) 16 % der Sterbefdlle auf die koronare Herzerkrankung (KHK)
zurlickzufihren. (2-5)

In Bezug auf Alter, Geschlecht, Sozialstatus und Region gibt es groRe Unterschiede in der
Préavalenz von Herzkreislauferkrankungen. In einer Studie des Robert Koch Instituts (RKI) aus
dem Jahre 2013 zeigte sich mit einer Lebenszeitpréavalenz der KHK bei Frauen von 6,4 % ein
Abwartstrend im Vergleich zu 8,9 % im Jahr 1998. Einer Studie aus 2017 zufolge betrug in
Deutschland die 12-Monate-Pravalanez einer koronaren Herzkrankheit bei 3,7 % der Frauen
und 6,0 % der Méanner. (6) In der Altersklasse 40 — 49 Jahre lag die Lebenszeitpravalenz dabei
nur bei 1,6 %, wahrend sie bei den 70 — 79-jahrigen 15,5 % erreichte. Bei Mannern ist die
Lebenszeitpravalenz seit 1998 relativ konstant bei 12,3 % geblieben, dabei wird bei den 30,5 %
der 70 — 79-jahrigen Méanner mindestens einmal im Leben eine KHK diagnostiziert. Neben
Alter und Geschlecht spielt auch der soziobkonomische Status eine Rolle. Bei Menschen mit
niedrigem Sozialstatus ist die Préavalenz der KHK doppelt so hoch (13,7 %) im Vergleich zu
Menschen mit hohem Sozialstatus (6,5 %). (7) Auch Fettstoffwechselstérungen, die einen
grolRen Risikofaktor fir kardiovaskuldre Erkrankungen darstellen, sind in Deutschland weit
verbreitet. So liegt die Pravalenz einer Hypercholesterindmie (Serum-Gesamtcholesterin ber
190 mg/dL bzw. 5 mmol/L) in der Altersklasse der 18- bis 79-Jahrigen unter deutschen Frauen
bei 60,5 %, unter deutschen Méannern bei 56,6 %. Ein erniedrigtes HDL-Cholesterin I&sst sich
bei etwa jedem zehnten Deutschen in dieser Alterskategorie nachweisen. (8)

Bei Betrachtung der Mortalitdt von kardiovaskuldren Erkrankungen zeigt sich hingegen ein
Abwartstrend. Im Herzbericht 2018 wurde die Mortalitdt mehrerer Herzkreislauferkrankungen
der Jahre 2014 und 2016 verglichen. Es zeigte sich besonders bei der Herzinsuffizienz ein
Abfall der Mortalitdt um 10,9 %. Wahrend sich beim ACS kaum eine Veranderung zeigte, stieg
bei anderen Erkrankungen sogar die Sterblichkeit an. So zeigte sich Dbei

Herzklappenerkrankungen ein Anstieg der Mortalitdat um 5,7 %. Zusammengenommen ergab
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sich jedoch eine Verminderung der Mortalitadt von Herzkreislauferkrankungen um 2,1 %. (3)
Die verringerte Mortalitat lasst sich sowohl durch die verbesserten Therapieméglichkeiten als
auch den Rickgang von Risikofaktoren, wie hohe Serumcholesterinlevel, das Rauchen oder
hoher Blutdruck erklaren. (9—11) Die Verbesserung der therapeutischen Versorgung zeigt sich
auch in einer Verringerung der Krankenhaussterblichkeit zum Beispiel beim akuten
Koronarsyndrom. Dabei spielt auch die verbesserte Umsetzung der Sekundarpravention mittels
Pharmaka eine wichtige Rolle. (12) Trotz Reduktion der Mortalitat sind die kardiovaskul&ren
Erkrankungen weiterhin die Haupttodesursache in Deutschland. Dass die aus den
Herzkreislauferkrankungen entstehende Morbiditat ein grofles gesellschaftliches Problem
darstellt, zeigen die Gesundheitsausgaben des Bundes. Die Gesamtkosten fur das
Gesundheitssystem, die durch Herzkreislauferkrankungen entstanden sind, setzen sich aus der
ambulanten und stationdren Versorgung, sowie Kosten fir die Medikation zusammen und
betrugen 2015 in Deutschland 28 Milliarden Euro. Dies entspricht Pro-Kopf-Kosten von
ungefahr 350.000 Euro. Damit liegt Deutschland tiber dem europdischen Schnitt von 218.000
Euro pro Kopf. (13)

1.2 Arteriosklerotisch bedingte kardiovaskulare Erkrankungen

Viele kardiovaskulare Erkrankungen entstehen auf dem Boden von arteriosklerotischen
Verdnderungen der Gefale. Zur Entwicklung dieser Pathologien tragen eine Reihe

kardiovaskularer Risikofaktoren bei.
1.2.1 Kardiovaskulare Risikofaktoren

Die kardiovaskularen Risikofaktoren lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Einerseits gibt es
die nicht beeinflussbaren Faktoren, wie das Geschlecht (méannliches Geschlecht als
Risikofaktor),  genetische  Prédisposition  (positive  Familienanamnese  bezlglich
kardiovaskuldrer ~ Erkrankungen,  Erh6hung  von  Lipoprotein  (a),  familidre
Hypercholesterindmie) und das Alter (hohes Alter als Risikofaktor). Andere Risikofaktoren,
wie Arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas, Hyperlipiddmie und das Rauchen
hingegen lassen sich durch verschiedene Therapiestrategien beeinflussen. In der deutschen
Leitlinie zur Pravention von Herzkreislauferkrankungen (Version 2016) werden die Ziele fir
die Einstellung der Risikofaktoren angegeben. Hierzu z&hlen beispielsweise die Einstellung
einer Arteriellen Hypertonie auf < 140/90 mmHg und Bewegungsempfehlungen von
mindestens 150 Minuten gemaRigtem aerobem oder 75 Minuten intensivem aerobem Training
pro Woche. (14)
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Zur Beurteilung des kardiovaskularen Risikos eines Patienten kdnnen verschiedene Werkzeuge
verwendet werden. Die héchste Empfehlung hat die Nutzung des SCORE-Charts (Systemic
Coronary Risk Estimation). Dieser eignet sich fiir undiagnostizierte ,,scheinbar gesunde* (14)
Patienten und ermittelt das Risiko einer todlichen kardiovaskuldren Erkrankung innerhalb der
néchsten zehn Jahre. Die Bewertung des Risikos basiert auf den Einfliissen der Faktoren Alter,

Geschlecht, Rauchen, systolischer Blutdruck und Gesamtcholesterin (siehe Abbildung 1). (14—
17)

10-Jahres-Risiko fiir todliche kardiovaskulare Erkrankungen

in Deutschland

nach Geschlecht, Raucherstatus, Alter, systolischem Blutdruck
und Gesamt-Cholesterin

[ Nichtraucherin | Raucherin_| Nichtraucher | | Raucher |
9 17 20 20 24 37

-]
=
£
8
4 5 6 7 8 4 5 6 7 8 4 56 7 8 4 5 6 7 8
e N e TP
Gesamtcholesterin 150 200 250 310
il
SCORE s

| BB oo lsv-o - 2 e P

Abbildung 1 - SCORE Risikotabelle fiir Deutschland. Anhand dieser Tabellen kann die Wahrscheinlichkeit fir eine
tédliche kardiovaskuldre Erkrankung innerhalb der néchsten 10 Jahre in Abhéngigkeit des Cholesterin-Spiegels, des
systolischen Blutdrucks, des Geschlechts und des Rauchstatus fiir verschiedene Altersgruppen ermittelt werden.
Quelle: Perk, Backer et al. (17)
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1.2.2 Arteriosklerose

Die Arteriosklerose ist eine immunologisch-entzundliche Erkrankung der mittleren und grof3en
Avrterien. Hierbei kommt es zum multifokalen Auftreten von Plaques der GefaBwand, die von

Lipiden und Immunzellen unterhalten werden. (18)

Die Plaqueentstehung basiert auf einer chronischen Inflammation der Gefalwand.
Insbesondere an Gefalwanden, die turbulenten, oszillierenden Schubspannungen ausgesetzt
sind, resultiert eine zunehmende endotheliale Dysfunktion. (19, 20)

Dazu gehoren die abdominelle Aorta, die Koronararterien und die Karotisbifurkation. (21). Der
Funktionsverlust des Endothels fuhrt zu einer gesteigerten Permeabilitat der GefaBwand fur
Lipoproteine. Diese konnen dann in die Intima der GefaRe einwandern. Hohe Spiegel des
Lipoproteins niedriger Dichte (low density lipoprotein, LDL) im Serum fiihren dabei auch zu
einer vermehrten Endozytose des LDL in die Intima. (22, 23) Hier kommt es zu einer
Modifikation des LDL durch reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS),
Myeloperoxidasen oder Lipoxygenasen. Es wird oxidiertes LDL (oxLDL) gebildet. Die
Infiltration der GefédBwand und Bildung des oxLDL geht mit einer Aktivierung der
Endothelzellen einher. Es kommt zu einer vermehrten Expression von Adhésionsmolekdilen
und Chemokinen. Neutrophile Granulozyten adharieren an den Endothelzellen und
transmigrieren in die GefaBwand. Dort fordern sie die Einwanderung und Differenzierung von
Monozyten zu Makrophagen. Bei Phagozytose des oxLDL durch die Makrophagen bilden sich
dann Schaumzellen. Der gesamte Prozess fiihrt zur Bildung der sogenannten fatty streaks.
Damit wird die Ansammlung von Schaumzellen und T-Zellen in der Gefalwand bezeichnet
(20, 24, 25) Die Zusammensetzung des Plaques ist dabei ein wichtiger Indikator fir seine
Stabilitat. Plaques, die reich an Makrophagen und Lymphozyten sind, haben ein hoheres Risiko
fir eine Plaqueruptur. Dies wird unter anderem durch ihre Bildung von
Matrixmetalloproteinasen (MMP) erklart. (26, 27) Im weiteren Prozess werden die aktivierten
Endothelzellen und die glatten GefaBmuskelzellen (vascular smooth muscle cells, VSMC) zur
Bildung von Zytokinen angeregt. (28) Dies fordert den Wanderungsprozess der VSMC
Richtung luminaler Seite des GefadRes. Die VSMC bilden hier vermehrt extrazellulare Matrix
und beglinstigen damit die Bildung einer fibrosen Kappe auf der L&sion. (22, 29) Eine weitere
Entwicklung der arteriosklerotischen Plaques mit Ausbildung eines nekrotischen Kerns ist
moglich. Mit zunehmendem Alter der Patienten finden sich hier vermehrt Kalzifikationen. (23,
30)
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In vielen aktuellen wissenschaftlichen Arbeiten zeigt sich zunehmend, dass neben der
Hyperlipoproteindmie vor allem die chronische Inflammation Verursacher der Arteriosklerose
ist. Leukozyten und andere Zellen des Immunsystems tragen zur Plaqueformation und -ruptur
bei und bilden somit einen guten Angriffspunkt fiir Therapeutika. In der CANTOS-Studie
konnte durch den Einsatz eines Antikorpers gegen das Zytokin Interleukin-1p die Rate an

kardiovaskularen Events reduziert werden. (26, 31)
1.2.3 Fettstoffwechselstérungen

Ein grofler kardiovaskularer Risikofaktor sind Fettstoffwechselstérungen, bei denen es zu
erhdhten Werten von Serumcholesterinen oder Triglyzeriden kommt. Hier lasst sich zwischen
primaren und sekundéren Dyslipidamien unterscheiden. Die primaren
Fettstoffwechselstorungen sind meist genetisch bedingt. So liegt zum Beispiel der familidren
Hypercholesterindmie ein Defekt im LDL-Rezeptor-Gen zugrunde. Bei diesen Erkrankungen

ist das kardiovaskulare Risiko schon in jingerem Alter oft erhoht. (32—-34)

Sekundare Dyslipiddmien hingegen resultieren aus Grunderkrankungen, dem Lebensstil oder
der Einnahme von Medikamenten. Zugrundeliegende Erkrankungen kénnen Diabetes mellitus
Typ Il oder Adipositas sein. Medikamente, die die Serumcholesterinlevel anheben kénnen sind
zum Beispiel Hormonpréparate. Beziiglich des Lebensstils kénnen eine Fehlerndhrung mit
vermehrter Aufnahme von gestéttigten Fettsduren sowie vermehrter Alkoholkonsum als
Risikofaktor ~ aufgezéhlt  werden.  Therapeutisch  steht bei den  sekundaren
Fettstoffwechselstérungen die Behandlung der zugrundeliegenden Erkrankung im
Vordergrund. (35)

Zur Reduktion des kardiovaskularen Risikos kommt die primdrprophylaktische Therapie mit
einem Statin hinzu. Hier bildet das LDL-Cholesterin den wichtigsten Parameter. Die Zielwerte
hadngen vom Risikoprofil des Patienten ab. So betrdgt bei einem stark erhdhten
kardiovaskularen Risiko der Zielwert des Serum-LDL-Cholesterins weniger als 1,8 mmol/L.
(36)

In der Sekundérprophylaxe nach akutem Koronarsyndrom wird bei jedem Patienten,
unabhdngig vom Ausgangs-LDL-Serumcholesterin-Wert eine hochdosierte Statintherapie
empfohlen. (37) Hierunter konnte eine Senkung der Gesamtmortalitét erzielt werden. (38)



Einleitung

1.2.4 Koronare Herzkrankheit (KHK) und akutes Koronarsyndrom

Die ,KHK ist diec Manifestation der Arteriosklerose (=Atherosklerose) in den
Herzkranzarterien. (39) Dabei kommt es durch eine zunehmende Stenosierung der
Koronararterien zu einer Minderperfusion der Kardiomyozyten. Das Missverhaltnis zwischen
Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot der Herzmuskelzellen wird als Koronarinsuffizienz

bezeichnet.

Klinisch manifestiert sich diese Erkrankung durch das Leitsymptom Angina pectoris (AP), die
sich als retrosternales Druckgefiihl oder Schmerz mit einer Ausstrahlung in den linken Arm,
Hals, Kiefer oder Oberbauch prasentiert. Die Schmerzen treten vor allem bei kdrperlicher
Belastung auf und kénnen von Angst und vegetativen Symptomen begleitet werden. Wenn
diese Symptome zunehmend schwerer werden, bei Ruhe persistieren oder langer als 20 Minuten
anhalten spricht man von einer instabilen AP. Auch jede erstmals aufgetretene AP wird zu
dieser Kategorie gezéhlt. Die instabile AP gehort zum akuten Koronarsyndrom (siehe unten).
(39-41)

Zur Diagnostik der KHK gehort neben der Auswertung des personlichen Risikoprofils nicht-
invasive Verfahren, wie das Belastungs-EKG, die Stress-Echokardiographie oder
nuklearmedizinische  Perfusionsdiagnostik. ~ An  invasiven  Verfahren wird die

Herzkatheteruntersuchung (Koronarangiographie mit Laevokardiographie) genutzt.

Die multimodale Therapie der KHK besteht aus Lifestyle-Interventionen (didtetische
MaRnahmen, Gewichtsreduktion, korperliches Training und Nikotinabstinenz), sowie
medikamentoser Therapie. Diese setzt sich zusammen aus der
Thrombozytenaggregationshemmung mittles ASS und der Behandlung der Risikofaktoren und
Komorbiditaten. Je nach Risikoprofil wird eine LDL-Cholesterineinstellung mittels Statinen
empfohlen. Die Zielwerte sind bei sehr hohem Risiko: ein LDL < 1,8 mmol/L, bei hohem Risiko
von < 2,6 mmol/L und bei mittlerem bis niedrigem Risiko ein LDL < 3,0 mmol/L. (14)

Die akute Manifestation der KHK ist das akute Koronarsyndrom. Hierbei kommt meist durch
Ruptur eines atherosklerotischen Plaques der nekrotische lipid-reiche Kern des Plaques mit den
Komponenten des arteriellen Bluts ins Kontakt. Pradestiniert dafur sind Plagues mit einem
groRen nekrotischen Kern und dinner fibroser Kappe. (42, 43) Neben der Plaqueruptur sind
seltenere Ausloser fur ein ACS die Thrombusbildung aufgrund einer Plaqueerosion oder
kalzifizierter Knoten. (44)
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Klinisch zeigt sich die Ischamie im Herzmuskelgewebe durch eine instabile AP mit vegetativen
Symptomen wie KaltschweiRigkeit, Ubelkeit oder Angst. AuBerdem konnen Symptome einer
Herzrhythmusstorung (Palpitationen) oder einer akuten Herzinsuffizienz (Atemnot, Schwindel)
auftreten. Besonders bei Diabetikern und Frauen kann die Symptomatik untypisch ausfallen.
Zur Diagnostik kommen primar das 12-Kanal-EKG und die Messung des Troponins zum

Einsatz.

Neben der medikamentdsen Akuttherapie eines Myokardinfarkts ist ein wichtiger Pfeiler der
Behandlung des ACS die Reperfusionstherapie. Unter dem Leitspruch ,, time is muscle “ sollte
insbesondere beim STEMI diese so schnell wie moglich eingeleitet werden. Unter
Reperfusionstherapie versteht man vor allem die perkutane Koronarintervention (percutaneous
coronary intervention, PCI). (45) Hier werden die Koronargeféal3e mittels Koronarangiographie
dargestellt. Stenosierte Bereiche kénnen dann gegebenenfalls mittels Ballonkatheter dilatiert
und mit Stents versorgt werden. (46) (47, 48) Zur Verhinderung von Stent-Stenosen ist nach
der PCI eine duale Plattchenaggregationshemmung aus ASS und einem ADP-Rezeptor-
Hemmer indiziert. (49) Heutzutage werden vorwiegend sogenannte Medikamentenfreisetzende
Stents (Drug-eluting-Stents, DES) eingesetzt. Diese sind mit Zytostatika oder
Immunsuppressiva beschichtet. (50-52) Die Beschichtungen wirken antiproliferativ und dienen
der Verhinderung einer (UbermdRigen Intimahyperplasie. (48, 52-54) Neben der
Thrombozytenaggregationshemmung bildet die lipidsenkende Therapie mittels Statinen eine

wichtige Rolle in der medikamentdsen Sekundérpravention des akuten Koronarsyndroms.

1.2.5 Statine

In den 1990er Jahren wurden die ersten Studien zur Wirksamkeit der Statine verdffentlicht.
Nachdem das erste Statin, Lovastatin, 1989 in Deutschland zugelassen wurde, kamen im
Verlauf weitere Statine, wie Atorvastatin, Simvastatin oder Pravastatin dazu. (55) Statine sind
eine heterogene Wirkstoffgruppe. Alle haben den gleichen Wirkmechanismus, aber
unterscheiden sich in verschiedenen Eigenschaften. So zeigen sich Unterschiede in der
Wirksamkeit der Statine. In Studien konnte gezeigt werden, dass z.B. Rosuvastatin den LDL-
Spiegel um 8,2 % mehr als Atorvastatin und 26 % mehr als Pravastatin senken kann. (56)
Physikochemisch lassen sich die Statine in eine hydrophile und eine lipophile Gruppe
unterscheiden. Zu den hydrophilen Statinen zahlen Prava-, Rosuva- und Fluvastatin. Atorva -
und Simvastatin besitzen lipophile Eigenschaften. Die lipophilen Statine kénnen durch direkte
Interaktion mit der Plasmamembran in die Zelle aufgenommen werden, wahrend fur hydrophile

Statine Carrier-Proteine notwendig sind. (57) Neben den LDL-senkenden Eigenschaften,
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besitzen Statine noch zusétzliche, sogenannte pleiotrope Effekte. Diese werden weiter unten
genauer erlautert. Die wichtigsten unerwinschten Arzneimittelwirkungen der Statine sind
Kopfschmerzen, gastrointestinale Beschwerden, eine Erh6hung der Transaminasen und
Muskelbeschwerden. (57, 58) Die Muskelbeschwerden reichen von leichten Muskelschmerzen
(Myalgien) bis hin zur Statin-Myopathie mit einem Anstieg der Kreatinkinase. (59) Statine
werden in der Primérpravention von Herzkreislauferkrankungen eingesetzt. Sie werden also
zum Erhalt der Gesundheit vor dem moglichen Auftreten einer kardiovaskuléren Erkrankung
genutzt. Die Indikation wird nach Abschatzung des individuellen Risikoprofils anhand der
SCORE-Tabelle gestellt (siehe Abbildung 1). (15) Priméprophylaktisch werden Statine zur
Behandlung von Fettstoffwechselstérungen eingesetzt. Hierbei werden sie als Monotherapie
oder in Kobination mit anderen Wirkstoffen, wie dem Cholesterinresorptionshemmer Ezetimib,
verwendet. (36) Sekundérpraventiv spielen Statine eine wichtige Rolle bei der KHK, der
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) oder dem ischdmischen Schlaganfall. (60,
61, 62)

Statine greifen in die Cholesterolbiosynthese ein. Sie hemmen kompetitiv die 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase =~ (HMG-CoA-Reduktase) und  damit  den
geschwindigkeitsbestimmenden Cholesterolsyntheseschritt (siehe Abbildung 2). (57)

HMG-CoA-Reduktase

/ Squalen —»— Cholesterol

Acetyl-CoA
— HMG-CoA —>>¢~—» Mevalonat —>* Isopentenyl-PP —» Geranyl-PP —» Farnesyl-PP

+
Acetoacetyl-CoA \ Geranylgeranyl-PP

Statine

Abbildung 2 - Einfluss der Statine auf die Cholesterolbiosynthese. Dargestellt ist der Ablauf der Cholesterolbiosynthese.
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt dieser Synthese ist die Umwandlung von HMG-CoA in Mevalonat. Das hierfur
notwenige Enzym (HMG-CoA-Reduktase) kann durch Statine gehemmt werden.

Quelle: angelehnt an Sirtori et al. (57)

Die Cholesterolbiosynthese findet vor allem in der Leber statt. Die Reduktion des
intrazelluldren Cholesterolgehalts flhrt zu einer erhéhten Expression des LDL-Rezeptors an
der Zelloberflache. So wird mehr LDL-Cholesterin aus dem Blut in die Zellen aufgenommen
und der Plasma-LDL-Spiegel gesenkt. Statine erhohen zusétzlich LDL-unabhéngig den Spiegel
des Lipoprotein hoher Dichte (High Density Lipoprotein, HDL). Die zugrundeliegenden
Mechanismen dafur sind noch nicht vollstandig erforscht. (63) Auch der Triglyzerid-Spiegel
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wird durch Statine gesenkt. Die Starke des Effekts auf den Triglycerid-Spiegel scheint mit der
Verringerung des Lipoprotein sehr niedriger Dichte (Very Low Density Lipoprotein, VLDL)
Spiegels zusammenzuhéangen. (64)

Neben den Effekten der Statine, die abhangig von der Senkung des LDL-Spiegels sind, gibt es
noch zusétzliche, sogenannte pleiotrope LDL-unabhdngige Effekte. Zwischenprodukte der
Cholesterolbiosynthese beeinflussen auch die Aktivitat anderer Molekiile. (65) So sind das
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und das Farnesylpyrophosphat (FPP) fur die
posttranslationale Modifikation verschiedener G-Proteine zustdndig. Dazu zahlen unter
anderem Ras und Rho, welche Einfluss auf eine Vielzahl an Zellfunktionen haben. (66) In
Zellkultur -und Tierversuchen konnten diverse dieser Effekte nachgewiesen werden. Die

wichtigsten Effekte auf das kardiovaskuldre System sind in Abbildung 3 dargestellt. (67-69)

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

Statine

L-Mevalonat

Cholesterol Squalen Farnesylpyrophosphat ———> Ras

Geranylgeranylpyrophosphat

= l\\\

J Arachidonsiure JRac1-> LROS JROCK JRas Akt JRacl

J Plattchenfaktor 4 4, CD40 J Caveolin-1 JRho JRho
J B-Thromboglobin JIL-6, IL-8 PKLF2 ML-18
J Thromboxan A2 J hs-CRP PI3K/Akt l
TNO
N Thrombomodulin l { Fibrosierung
J Apoptose
J/ Endolhelzelley. M eNOS { mitochondriale Dysfunktion
{
iﬁ::;\;gtg Winflammation A Proliferation

_ “MMigration
\ YV Migration A zeligberleben
J Proliferation ’
Apoptose |
(% /\ Fapop [ Herzmuskelzellen
o »
Plattchen 1 1l i
mmunzellen / / Endotheliale
\\ Progenitorzellen

Glatte Muskelzellen

Abbildung 3- Ubersicht der pleiotropen Effekte der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren auf das kardiovaskulare
System: Dargestellt ist die Cholesterinbiosynthese und die Effekte einer Inhibition der HMG-CoA-Reduktase auf
zellulérer Ebene.

Quellen: eigene Abbildung, angelehnt an Oesterle, Laufs et al. (67), Oesterle, Liao et al. (68) und Sadowitz, Maier et
al. (69)

Im Hinblick auf kardiovaskuldre Erkrankungen und die Arteriosklerose lassen sich einige
pleiotrope Effekte der Statine zusammenfassen. Statine haben antiinflammatorische
Eigenschaften. Sie reduzieren die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie das IL-6
und das IL-8. (70) Auch eine Senkung des hochsensitiven C-reaktiven Proteins (hs-CRP),
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einem Akute-Phase-Protein der Entzindungreaktion werden atheroprotektive Effekte
zugeschrieben. (71) Statine verhindern aullerdem die Adhé&sion von Leukozyten am Endothel
und reduzieren somit die Transmigration dieser Zellen in die Intima. Der zugrundeliegende
Mechanismus ist vor allem eine verminderte Expression des interzelluldaren Adhasionsmolekiils
1 (Intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1) und Geféal3-Adhésionsmolekul 1 (Vascular
adhesion molecule 1, VCAM-1). (72) Neben der Entstehung der Arteriosklerose wird auch die
Aggravation der Arteriosklerose durch Statine beeinflusst. Statine fordern die Stabilitét
arteriosklerotischer Plaques. Ein Signalweg scheint die Beeinflussung der T-Zell-
Differenzierung zu sein. (67) Aullerdem hemmen Statine die Bildung von MMP in glatten
Gefallmuskelzellen. (73) In unserer Arbeitsgruppe konnte auch ein Einfluss der Statine auf die
Proliferation und Migration von venodsen Endothelzellen (human umbilical vein endothelial
cells, HUVEC) gezeigt werden. (74)

1.3 Die Rolle des Endothels
1.3.1 Aufbau und Funktion

Die GefaRwand besteht aus drei Schichten: der Tunica intima, der Tunica media, und der Tunica
adventitia. Die etwa zehn Trillionen (10%) Endothelzellen der Tunica intima sind jeweils ca.
50 um mal 20 um grof3 und haben meist eine flache, polygonale Form. (75, 76) Diese Form
kann sich durch verschieden Stimuli ver&dndern. So richten sich Endothelzellen unter
hdmodynamischen Kréften entlang der Flussrichtung aus und gehen in eine langgestreckte
Form Uber (siehe Abbildung 4, rechtes Bild).

Kein Fluss 10 dyne/cm?

Abbildung 4 - Veranderung der Zellmorphologie unter h&modynamischen Flussbedingungen. HUVEC unter statischen
Bedingungen (linkes Bild) und unter Schubspannung (10 dyne/cm?, rechtes Bild)

Quelle: Materzok (109)
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Zu den Aufgaben des Endothels z&hlen Barriere -und Transportfunktionen sowie die Regulation
des GefaRtonus und metabolische Funktionen. Uber spezifische Transporter, transendothelialen
Transport durch Vesikel oder ber einen parazelluldren Transport werden Molekile
verschiedener GroRe aus dem Blut aufgenommen. Fir Zucker oder Aminoséuren gibt es
spezifische Transporter, ebenso gelangen einige Statine tiber Organo-Anionen-Transporter in
die Zelle. (76) Die Rolle des Endothels bei der Regulation des GeféaRtonus liegt besonders im
Bereich der parakrinen Mechanismen. Hierbei synthetisiert das Endothel verschiedene
Molekiile, die vasodilatatorisch (Stickstoffmonoxid, NO) oder vasokonstriktiv (Endothelin) auf
das Gefal} wirken. (76, 77)

Das Endothel hat auch verschiedene metabolische Funktionen. Durch Expression des Rezeptors
fir LDL und Bindung der Lipoproteinlipase greifen die Endothelzellen in den Fettstoffwechsel
ein. (75, 76) AuBerdem besitzen Endothelzellen Insulin-Rezeptoren und agieren somit auch im
Kohlenhydratstoffwechsel. (78, 79)

1.3.2 Migration von Endothelzellen

Endothelzellen verbleiben nicht dauerhaft an einem Ort, sondern werden durch verschiedene
Stimuli zur Migration angeregt. Die Proliferation und Migration von Endothelzellen sind eine
Voraussetzung fir die Angiogenese und Vaskulogenese. (80) Zu den Treibern der Migration
gehdren unter anderem chemotaktische oder mechanische Stimuli. (81, 82) Die Migration lasst

sich in mehrere Schritte einteilen, die in Abbildung 5 illustriert sind. (83)

1. Polarisierung der Zelle: Wichtige Akteure dieses VVorgangs sind Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat (PIP3), Rac und Zellteilungskontrollprotein 42 (Cell division control protein
42, Cdc42). Diese filhren zur Polymerisation von Aktinfilamenten und Ausbildung von
kleinen ungerichteten Zellfortsatzen, den Lamellipodien, an der Zellvorderseite. (82)

2. Formierung von Protrusionen: In diesem Schritt werden dann mithilfe des Aktin
assoziierten Protein 2/3-Komplex (Aktin related protein 2/3-Komplex, Arp2/3-Komplex)
aus den Fortsétzen gerichtete Protrusionen. (82, 84)

3. Ausbildung fokaler Adhdsionskontakte an der VVorderseite: Fir die Migration der EC ist
eine Verankerung der Zelle an der Vorderseite notwendig. Daflr bilden sich fokale
Adhasionskontakte aus, die die Zellmembran mit der EZM verbinden. (85)

4. Zellkontraktion und Auflésung fokaler Adhé&sionskontakte an der Rickseite: Zur

endgultigen Vorwértsbewegung werden die Adhésionskontakte an der Hinterseite mittels
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verschiedener Kinasen und Proteasen aufgel6st. Durch ein Zusammenspiel von Aktin- und

Myosinfilamenten kann sich die Zelle aktiv kontrahieren. (86)

Richtung der Migration

Lr—1—1—g—y— g Ty St : e

Abbildung 5 - Ablauf der Zellmigration. In Schritt (i) reagiert die Zelle auf einen Stimulus und bildet erste ungerichtete
Vorwdlbungen der Zellmembran. In Schritt (i) bilden sich die gerichteten Lamellipodien aus. Das Anheften der Zellvorderseite
an die EZM wird in (iii) dargestellt. Es kommt zu einer Kontraktion der Endothelzelle (iv). Erst das Abldsen der Zellhinterseite
von der EZM erlaubt das endgiltige Vorwértswandern der Zelle (v). Im Anschluss an diesen Zyklus werden die Proteine, die
fur diesen Vorgang gebraucht wurden, recycelt (vi). Durch Wiederholung dieser Schritte kommt es zu einer stetigen
Vorwértshewegung der Zelle.

Quelle: verandert nach Lamalice, Le Boeuf et al. (83)

Zellen, die im Verbund migrieren, wandern geordneter und schneller als einzelne Zellen. Dabeli
entwickeln Zellen in den vorderen Reihen Zugkrafte und erleichtern die Migration fur die
folgenden Zellen. Die Zellen der Gruppe sind uber sogenannte Cadherin-Finger miteinander
verbunden. (87, 88)

1.4 Hamodynamische Krafte

Das Endothel ist stdndig dem Blutfluss ausgesetzt. Diese mechanische Einwirkung auf die
Endothelzellen ist nicht Gberall im Koérper gleich. Im Gefalisystem finden sich Regionen, in
denen der Blutfluss vor allem laminar und gleichférmig ist. In Abbildung 6 sind diese Regionen
blau dargestellt. (89) Hier folgt der Blutfluss einer definierten Richtung. Diese Regionen
werden als atheroresistent bezeichnet, da die Endothelzellen hier vorwiegend Stoffe
produzieren, die eine Initiation und Progression von Arteriosklerose verhindern. Dazu zéhlen
Produkte, die das Zelluberleben férdern und solche, die eine Koagulation, erhdhte Permeabilitat
und Leukozytenadh&sion verhindern. An anderen Stellen, vor allem Verzweigungen der
Avrterien, kann es zum Auftreten turbulenter, nicht-laminarer Flussverhéltnisse kommen. Die

Endothelzellen erfahren einen arhythmischen Blutstrom, der seine Richtung wechseln kann.
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Abbildung 6 -Flussverhéltnisse an einer GefalRverzweigung. In Rot sind Regionen dargestellt, in denen turbulente
Flussverhéltnisse herrschen. Blaue Regionen sind einem laminarem Blutfluss ausgesetzt.

Quelle: Hahn, Schwartz et al. (89)

Solche atheropronen Regionen werden haufig auch durch turbulente Flussverhdltnisse
charakterisiert. Diese Flussverhéltnisse konnen zu einer Verdnderung des endothelialen
Phénotyps flihren. Hier wird die Permeabilitat erhdht, es kommt zu einem vermehrten
Zellumsatz und die Adhésion von Leukozyten an das Endothel wird erleichtert. Das aktivierte
Endothel reagiert in diesen Regionen anders auf kardiovaskuldre Risikofaktoren wie
Bluthochdruck und erhdhter Cholesterolspiegel. (90)

1.4.1 Wandschubspannung

Die bedarfsgerechte Perfusion verschiedener Gewebe, wird durch eine komplexe Regulation
des Gefalisystems sichergestellt. Der Durchmesser eines GeféalRes wird durch drei mechanische
Krafte bestimmt: hydrostatischer Druck, zirkumferentieller Stress und die Schubspannung. Der
hydrostatische Druck wird durch den Blutdruck erzeugt; zirkumferentieller Stress beschreibt
eine Dehnung des Gefales durch die Blutdruckamplitude; die Schubspannung wird durch den
Blutfluss bedingt. (89, 91, 92) Die hier beschriebene Schubspannung z, wird im Englischen als
shear stress bezeichnet und ergibt sich aus der Reibungskraft F (durch den Blutfluss) an einer

Flache A (dem Endothel) und wird haufig in der Einheit dyne/cm? angegeben.

_F
=72

Im vendsen System herrschen Schubspannungen zwischen einem und sechs dyne/cm?. In
arteriellen GefaBen finden sich Werte zwischen zehn und 70 dyne/cm?. An
GefalRaufzweigungen kann es durch turbulenten Fluss wiederum zu lokalen Veranderungen der

Schubspannung kommen. (91, 93)
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1.5 Das Apelin/APLNR-System als Regulator der Statineffekte
1.5.1 Das Apelin/APLNR-System

Im Jahr 1993 wurde ein G-Protein gekoppelter Rezeptor mit sieben Transmembrandomanen
identifiziert, der strukturelle Ahnlichkeiten zum Angiotensin-Rezeptor aufwies, aber kein
Angiotensin Il binden konnte. Dieser Rezeptor wurde zunachst APJ getauft, bis Apelin als APJ-
Ligand entdeckt und der Rezeptor zunehmend als Apelin-Rezeptor (APLNR) bezeichnet
wurde. (94) Apelin kommt in diversen Isoformen vor. Diese werden aus einem 77 Aminosduren
langen Propeptid gebildet und bestehen aus 12 bis 36 Aminosduren. Im kardiovaskularen
System kommt vor allem die Isoform [Pyr!]Apelin-13 vor. (95, 96) Seit 2013 wurden weitere
endogene Liganden des APLNR identifiziert. Das APELA Gen kodiert flr ein 54 Aminoséuren
langes Vorlauferpeptid aus dem das Peptidhormon ELABELA (ELA-32) sowie Kleinere
Isoformen (ELA-21 und ELA-11) erzeugt werden. (97, 98)

Das Apelin/APLNR-System ist in vielen Geweben exprimiert, eine besonders hohe Expression
findet sich in Endothelzellen und VSMC. (99, 100) Das Apelin/APLNR-System hat einen
blutdrucksenkenden Effekt, der sich auf einen NO-abhéngigen Mechanismus zuriickfihren
lasst. (101) Es wirkt mitogen und fordert die Proliferation von Endothelzellen. (102) AulRerdem
greift das Apelin/APLNR-System in die Polarisation und konsekutive Migration von
Endothelzellen ein. (103, 104)

1.5.2 Der Apelin-Rezeptor (APLNR)

Mehrere Arbeiten verweisen jedoch auch auf Apelin-unabhéngige Funktionen des APLNR. So
konnte der APLNR in Kardiomyozyten als Mechanosensor identifiziert werden, der bei
Dehnung zu einer VergroRerung der Kardiomyozyten und Erh6hung von Hypertrophiemarkern
fuhrte. (105) Busch et al. charakterisierten den APLNR als flusssensitiven Mechanorezeptor.
In Endothelzellen, die mit laminarem Fluss behandelt wurden, zeigte sich eine vermehrte Gen
-und Proteinexpression von Apelin und APLNR. Die gleiche Arbeitsgruppe zeigte zudem, dass
auch in Zellen mit Apelin-Knockdown der Fluss eine Steigerung der APLNR-Expression
bewirkte. Der APLNR wird also auch in Abwesenheit seines Liganden durch Fluss aktiviert.
Diese Aktivierung war abhangig von der Starke der Schubspannung (106). Bei Inhibition des
APLNR mittels siRNS zeigte sich eine veradnderte Reaktion von HUVEC auf laminaren Fluss.
So beeinflusste die APLNR-Inhibition das Remodelling des Zytoskeletts, die zellulare
Elastizitét, die Zellbewegung und die Verteilung fokaler Adhasionskomplexe in HUVEC (107).
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Lorenz et al. konnten eine Wirkung der Statine auf die endotheliale Proliferation und
flussinduzierte Migration beschreiben. Dabei ergaben sich Hinweise auf einen Einfluss der
Lipophilie des Statins auf seine Wirkeffekte. (74) Der genaue Wirkmechanismus bleibt
unterdessen weiterhin offen. McLean et al. konnten das Apelin/APLNR-System als Mediator
der Statinwirkung auf Endothelzellen zeigen. So waren die Effekte der Statine, wie zum
Beispiel die Genregulation von KLF2 und eNQOS, auf ein intaktes Apelin/APLNR-System
angewiesen. Statine induzierten auf’erdem die Expression des Rezeptors APLNR via KLF2 in
vendsen Endothelzellen. (108) In diesem Kontext konnte unsere Arbeitsgruppe ein
vermindertes Migrarionsverhalten vendser Endothelzellen unter APLNR-Blockierung mit dem
elektiven APLNR-Antagonisten ML221 (4-0x0-6-((pyrimidin-2-ylthio)methyl)-4H-pyran-3-yl
4-nitrobenzoat zeigen (Abbildung 7). (109)

350 } {
300 { } }

2504

akkumulierte Distanz (pm)

200

Abbildung 7 - Wanderung der HUVEC bei hamodynamischen Flussbedingungen (10dyne/cm?) unter APLNR-
Inhibition mittels ML221. Aufgetragen ist die Gesamtstrecke, die HUVEC in 15 Stunden bei einer Schubspannung von
10 dyne/cm? zuriicklegten. Dabei wurden die Zellen mit ML221 in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Es zeigt sich
eine konzentrationsabhangige Verkiirzung der Migrationsstrecke unter ML221-Einfluss.

Quelle: Materzok (109)
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1.6 Zielstellung

Die lipidsenkende Wirkung der Statine ist gut untersucht. Die pleiotropen Effekte und ihre
klinische Relevanz hingegen sind weiterhin wichtiger Gegenstand der Forschung. Dabei sind
neben der Art der Effekte auch die Unterschiede zwischen den verschiedenen Statinen zu
ergrinden. Die Frage, ob die physikochemischen Eigenschaften der Statine einen Einfluss auf

ihre pleiotropen Effekte haben, steht immer noch weitestgehend unbeantwortet im Raum.

Es fehlen zum Beispiel bisher konkrete Untersuchungen zum Einfluss der Statine auf die
Endothelzellmigration. Daflr sollen die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die oben erwahnten
Forschungsergebnisse in einen Zusammenhang gebracht werden. Hier wird ein besonderes

Augenmerk auf den moglichen Vermittlereffekt des APLNR gelegt.

Es ergeben sich drei Fragestellungen, die bezlglich des Phanotyps und des Genotyps der

Endothelzellen bewertet werden sollen.

— Welchen Einfluss hat der APLNR auf die flussinduzierte Migration von
Endothelzellen?

— Welchen Einfluss haben Statine auf die flussinduzierte Migration von Endothelzellen?

— Welche Rolle spielt der APLNR fiir die Wirkung der Statine auf die flussinduzierte
Migration von Endothelzellen?

Diese Fragen sollen unter verschiedenen Aspekten betrachtet werden:

— Zeigen sich Unterschiede zwischen einem lipophilen und einem hydrophilen Statin?

— Zeigen sich Unterschiede zwischen vendsen und arteriellen Endothelzellen?

— Zeigen sich Unterschiede zwischen physiologischen und nicht-physiologischen
Schubspannungen?

Diese Arbeit soll dazu dienen, den Zusammenhang zwischen Statinen, dem APLNR und der
endothelialen Migration darzustellen, um damit Ansatzpunkte flr gezieltere mechanistische

Fragestellungen zu schaffen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien
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Fur die Versuche wurden humane umbilikal vendse Endothelzellen (human umbilical vein

endothelial cells, HUVEC) und humane koronararterielle Endothelzellen (human coronary

artery endothelial cells, HCAEC) verwendet. Deren Gewinnung, Isolation und Anzucht sind

im Abschnitt 2.2.1 beschrieben.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2 - Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

BD Discardid Il Spritze (10 mL)
BD Discardid Il Spritze (2 mL)

BD Discardid Il Spritze (20 mL)
C-Chip™ disposable haemocytometer
Cellstar®Zellkultur Flaschen
Falcon™Rghrchen (50 mL)
Filtropur S/ V Sterifilter
Heparin-Spritze (1 mL)

Ibidi p-Slides 1°8 Luer (ibiTreat)
BD Microlance 3 Kaniile
MacroTips Premium 1000 pL, farblos
Micro Tips Premium, 10 uL, farblos
Perfusion Set (yellow/green, white)
Pipettenspitze, 10-200uL
ReaktionsgeféaRe (0,5 mL)
Reaktionsgefalie (1,5 mL)
Reaktionsgefalie (2 mL)

Serial Connector

serologische Pipetten (10 mL)
serologische Pipetten (25 mL)

Hersteller

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Nano EnTek Inc., Seoul, Korea
Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
BD Biosciences, Heidelberg

Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Dispomed®Witt oHG, Gelnhausen
ibidi GmbH, Martinsried

BD Biosciences, Heidelberg

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
ibidi GmbH, Martinsried

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

ibidi GmbH, Martinsried

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
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serologische Pipetten (5 mL)
Zentrifugenréhrchen (15 mL)
PCR-Soft Tube 0,2 mL farblos
Zellkulturflasche 25/75 cm?

Zellkulturplatte 96-well, transparent

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3 - Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung
Accutase®
Atorvastatin

bFGF

DMSO

ECGS

EGF

FKS

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)
Hydrocortison
L-Glutamin
Magnesiumchlorid
Medium 199 (M199)

MCDB 131 Medium w/o L-Glutamin
Nuklease-freies Wasser
R-Mercaptoethanol

ML221

Phosphat Buffered Saline

Pravastatin

SG gPCR Master Mix (2x)

Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Hersteller

PAA, Paschingen, Osterreich
Sigma-Aldrich, Miinchen

Biomol GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich, Minchen
PromoCell GmbH, Heidelberg
Biomol GmbH, Hamburg
Biochrom GmbH, Berlin
Invitrogen, Karslruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Biochrom GmbH, Berlin
Sigma-Aldrich, Minchen
Thermo  Fisher  Scientific  GmbH,
Massachusetts, Vereinigte Staaten
Invitrogen, Karslruhe

Roboklon GmbH, Berlin

Roth, Karlsruhe

Tocris Bioscience, Bristol, GroRbritannien
PAA, Paschingen, Osterreich
Sigma-Aldrich, Minchen
Roboklon GmbH, Berlin

bFGF = Bovine fibroblast growth factor; Boviner Fibroblastenwachstumsfaktor, DMSO = Dimethylsulfoxid, ECGS = Endothelial cell

growth supplement; Endothelzellwachstumszusatz, EGF = Endothelial growth factor, Endothelialer Wachstumsfaktor, FKS = Fetales

Kélberserum, ML221 = 4-oxo0-6-((pyrimidin-2-ylthio)methyl)-4H-pyran-3-yl 4-nitrobenzoat, gPCR = Quantitative real-time

polymerase chain reaction; Quantitative Polymerase Kettenreaktion

18
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2.1.4 Assays und Kits

Tabelle 4 - Assays und Kits

Bezeichnung Inhalt

RNeasy® Mini Kit

TagMan™ Reverse e RT-Puffer
e MgCI2

Transcription Reagents
e dNTP

19

Hersteller

Qiagen GmbH, Hilden
Thermo Fisher Scientific
GmbH, Massachusetts,

o Random Hexamer VerEinigte Staaten

Primer

e RNase-Inhibitor

RT-Puffer = Reverse Transkriptase Puffer, ANTP = Desoxynukleosidtriphosphate, RNase = Ribonukleinase

2.1.5 Losungen

Tabelle 5 - Losungen

Lésung, Reagenz, Medium Zusammensetzung

Kulturmedium HCAEC °
Kulturmedium HUVEC °

Medium 199: 500 mL

MCDB 131 Medium w/o
L-Glutamin: 500 mL
EGF: 550 uL

bFGF: 100 pL
Hydrocortison: 1 mL
Glutamin: 5 mL

ECGS: 2 mL
FKS nach Bedarf

bFGF = Bovine fibroblast growth factor; Boviner Fibroblastenwachstumsfaktor, ECGS = Endothelial cell growth supplement;
Endothelzellwachstumszusatz, EGF = Endothelial growth factor, Endothelialer Wachstumsfaktor, FKS = Fetales Kélberserum
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2.1.6 Gerate und Software

Tabelle 6 - Gerate und Software

Bezeichnung

Axio Vert.Al

C1000 Touch Thermal Cycler mit CFX96
Real-Time System

Chemotaxis and Migration Tool
CO;,-Inkubator Heraeus® BBD 6220

CPA324S Feinwaage
Fluidic Unit
Graph Pad Prism 5

Heraeus™ Fresco™ 17 Microcentrifuge

Ibidi Pump System
ImageJ 1.52a

JuLI™ FL
Laminar Flow Box Hera Safe
Microsoft Excel 2010

NanoDrop 2000 Spectrometer

Pipette (2 pL)
Pipette (20 uL)
Pipette (100 pL)
Pipette (200 pL)
Pipette (1000 pL)
Reax 2000
Rotina 46R

SAS

20

Hersteller
Carl Zeiss AG, Hamburg

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
Vereinigte Staaten

Ibidi GmbH, Martinsried

Thermo  Fisher  Scientific  GmbH,

Massachusetts, Vereinigte Staaten
Sartorius, Gottingen

Ibidi GmbH, Martinsried

GraphPad Software, La Jolla, Vereinigte
Staaten

Fisher
Massachusetts, Vereinigte Staaten
Ibidi GmbH, Martinsried

National Institutes of Health, Vereinigte

Thermo Scientific  GmbH,

Staaten
Nano EnTek Inc., Seoul, Korea

Heraeus GmbH, Hanau

Microsoft Corporation, Redmond,
Vereinigte Staaten
Thermo  Fisher  Scientific ~ GmbH,

Massachusetts, Vereinigte Staaten
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments, Schwabach
Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen

SAS Institute, Cary, Vereinigte Staaten
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ThermoMixer® C
Wasserbad SW22

Eppendorf AG, Hamburg
Julabo GmbH, Seelbach

21
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2.2 Methoden
2.2.1 Gewinnung der Zellen
2.2.1.1 HUVEC

Die Endothelzellen aus der Nabelschnurvene wurden in unserem Forschungslabor gewonnen.
Hierfiir wurden menschliche Nabelschnire direkt aus dem Kreil’saal genutzt. Weder das
Geschlecht des Kindes noch die Art der Schwangerschaft oder Geburt hatten dabei Einfluss auf
die Auswahl der Nabelschnur. Die frische Nabelschnur wurde in warmen HBSS transportiert
und unter der Sterilwerkbank aufgearbeitet. Hierzu wurden zweimal je 50 mL HBSS in die
Nabelschnurvene gespritzt. Nach dem Spilen wurden 10 mL einer 0,1-prozentigen
Kollagenase-Losung in die Vene infundiert, die Enden der Nabelschnur mit Klemmen
verschlossen und die Nabelschnur fir 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Klemmen
wurden entfernt und die Vene mit 30 mL HBSS gespllt. Hierbei wurde die Spullésung
aufgefangen und 5 Minuten bei 350 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in MCDB mit 20 % FKS resuspendiert. Die Losung wurde in T25-Zellkulturfalschen

Uberfuhrt und nach 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt.
2.2.1.2 HCAEC

Die Endothelzellen aus den Koronararterien wurden bei Provitro und Cellsystems gekauft. Die
Lieferung der Zellen erfolgte in einem Umfang von 500.000 Zellen pro Kryordhrchen. Hierbei
handelte es sich um die isolierten Zellen der rechten und linken Koronararterie eines einzigen

Spenders. In diesem Falle wurden Zellen eines mannlichen Spenders genutzt.

Die Kryorohrchen wurden in flissigem Stickstoff gelagert und zur Nutzung aufgetaut. Hierzu
wurde das Rohrchen im Wasserbad erwarmt und dann die Zellsuspension in M199 mit 20 %
FKS aufgenommen und in eine T25-Zellkulturflasche berfihrt. Nach 24 Stunden erfolgte ein

Mediumwechsel.

2.2.2  Zellkultivierung

Zur Zellkultivierung wurde MCDB + 10 % FKS fir HUVEC, sowie M199 + 10 % FKS fur
HCAEC verwendet. Die adharenten Zellen in der Kulturflasche wurden zweimal mit je 5 mL
PBS gesplt. Im Anschluss wurden 750 L Accutase zugesetzt und die Zellen fir 10 Minuten
inkubiert. Nach dem Abldsen der Zellen mithilfe von 5 mL Medium, wurde die Zellsuspension

in ein ROhrchen Uberflhrt und 5 Minuten bei 350 g zentrifugiert. Das Zellpellet konnte dann
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nach Verwerfen des Uberstands in frischem Medium resuspendiert und auf neue Kulturflaschen

aufgeteilt werden. Dabei wurden ungeféahr 600.000 Zellen pro Flasche ausgesét.

Die HUVEC befanden sich zum Zeitpunkt der Isolation in Passage null und wurden bis Passage
drei fiir Versuche genutzt. Die HCAEC wurden in Passage drei geliefert und bis Passage sieben

verwendet.

2.2.3 Flussversuche
2.2.3.1 Versuchsablauf

Die Flussversuche wurden nach dem in Abbildung 8 dargestellten Protokoll durchgefihrt. Je
nach Fragestellungen wurden der Zelltyp, die Behandlung und die eingestellte Schubspannung

verandert.

Zellaussaat

* HUVEC/HCAEC in p-Slides 0.8 von ibidi P
mit Medium + 10 % FKS N~
¢ 2 — 3 Tage Kultivierung

Herstellung Flussmedium \\\‘
P
¢ Medium + 2 % FKS und Zugabe der Behandlungen p \\\\ g
(ML221, Atorvastatin, Pravastatin)

Vorbereitung Perfusionssystem

* Befiillung mit Flussmedium
* Durchlauf fiir 4-6 h bei 10 mL/min

Flussversuch

* 30 min bei geringe Schubspannung ohne Aufzeichnung

* 15 h gewiinschte Schubspannung (1,5 dyne/cm? oder
10 dyne/cm?) mit Aufzeichnung

Beendigung des Flussversuchs

+ Ablosen der Zellen und Wegfrieren des Zellpellets
* Speicherung der Bild —und Videodateien e =

Abbildung 8 - Ablauf der Flussversuche. Nach der Zellaussaat wurden diese 2-3 Tage kultiviert. Zu Beginn des Flussversuches
wurde das Flussmedium mit 2 %FKS und der jeweiligen Behandlung hergestellt und ins Perfusionssystem gegeben. Der
Flussversuch erstreckte sich tber 15 h. Zur Beendigung des Flussversuches wurden die Zellen abgeldst und das Bildmaterial
gespeichert.

Fur die Flussversuche wurden die Zellen mit Accutase aus der Zellkulturflasche gelost,

zentrifugiert und in Medium auf eine Zellzahl von 200.000 Zellen pro Mikroliter eingestellt.
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Die Zellen wurden in Flusskammern (0.8 p-Slide von ibidi) ausgesat und fiir zwei bis drei Tage

kultiviert. Eine ausreichende Zelldichte von ca. 80 % wurde lichtmikroskopisch tiberprift.

Die Flussversuche wurden mit dem Pump -und Perfusionssystem der Firma ibidi durchgefuhrt.

In Abbildung 9 wird der Aufbau des Flusssystems schematisch dargestellt.

6

Abbildung 9 - Aufbau der Flusskammerversuche Mit 1: Pumpe, 2: Fluidic Unit, 3: Reservoirs mit Schlauchsystem, 4:
p-Slide mit Endothelzellen, 5: JuLi Mikroskop, 6: CO2-Inkubator

Zur Vorbereitung der Flussversuche wurden die Reservoirs des Perfusionssystems mit Medium
befullt. Das Perfusionsset konnte dann in die Fluidic Unit eingesetzt und an ein Luftdruck-
Pump-System angeschlossen werden. Die Fluidic Unit mit dem Schlauchsystem befand sich
dabei in einem CO2-Inkubator, wéahrend die Pumpe und der Computer zur Steuerung auf3erhalb
des Inkubators standen. Zur Kalibrierung des Gerats und Vermeidung von Luftblaschen im
System wurde das Medium zuerst fur 4-6 Stunden durch das Schlauchsystem gepumpt. Erst
dann wurde die Flusskammer mit den dicht gewachsenen Endothelzellen in den Aufbau

eingespannt.

Zu Beginn des Versuches wurde die Flusskammer unter dem Live Zellanalysator JuL1™ FL
positioniert. Dann wurden die Zellen fir 15 Stunden (ber Nacht der jeweils gewiinschten
Flussrate ausgesetzt. Uber die 15 Stunden wurden in einem 15-mindtigen Intervall Bilder
aufgenommen. Nach Ende der Flussbehandlung wurden die Zellen mit Accutase abgeldst und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.
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2.2.3.2 Auswertung

Die Auswertung der aufgenommenen Bilder erfolgte mit dem Manual Tracking Plugin von
ImageJ (National Institutes of Health, Vereinigte Staaten). Dafiir wurde der Bildausschnitt in
vier Quadranten geteilt, in denen jeweils funf zufallig ausgewahlte Zellen tber 60 Bilder
getrackt wurden. Das heil3t die Wanderung dieser 20 Zellen wurde Uber den Zeitraum von 15 h
per Mausklicks verfolgt. Mithilfe dieser Daten konnte im Chemotaxis und Migration Tool von
ibidi die akkumulierte Distanz (Gesamt-Strecke), Geschwindigkeit, euklidische Distanz

(Luftlinien-Strecke) und Direktionalitét (Richtung der Wanderung) bestimmt werden.
2.2.3.3 Durchfuhrung der Flussversuche

Die Versuche dieser Arbeit wurden mit HUVEC und HCAEC durchgefiihrt. Das jeweilige
Medium wurde fiir die Flussversuche mit 2 % FKS versetzt und mit verschiedenen Substanzen
behandelt. Neben den Statinen Atorva -und Pravastatin in den Konzentrationen 0,1 uM und
1,0 uM kam auch der APLNR-Antagonist ML221 zum Einsatz. Atorvastatin ist dabei ein
Vertreter der lipophilen Statine, wéhrend Pravastatin hydrophile Eigenschaften besitzt. In
vorherigen Arbeiten konnte die vollstdndig antagonisierende Wirkung von ML221 bei einer
Konzentration von 10 uM bestétigt werden (109, 110).

Die vendsen Endothelzellen (HUVEC) wurden nach Standardbedingungen aus Nabelschniiren
isoliert. Sie wurden zwei verschiedenen Schubspannungen ausgesetzt (1,5 dyne/cm? und
10 dyne/cm?). Dabei stellt 1,5 dyne/cm? den physiologischen Fluss dar, wihrend 10 dyne/cm?
eine unphysiologisch hohe Schubspannung ist. In bereits abgeschlossenen Arbeiten konnte ein
Einfluss von Statinen auf die Migrationseigenschaften der HUVEC gezeigt werden. In dieser
Arbeit wurde dann der Einfluss des APLNR-Antagonisten getestet. Die Daten der HUVEC
wurden teilweise in Zusammenarbeit mit Dr. rer. med. Florian Lorenz erhoben. In dieser Arbeit

sind sie in den Abbildungen grau markiert.

Die arteriellen Endothelzellen (HCAEC) sind kommerziell erhaltlich und stammen von einem
Spender. Um die Vergleichbarkeit zu den aus verschiedenen Spendern isolierten HUVEC zu
gewadhrleisten wurden HCAEC von zwei Anbietern und somit zwei verschiedenen Spendern
genutzt und miteinander verglichen. Die arteriellen Endothelzellen wurden mit physiologischen
Schubspannungen von 10 dyne/cm? behandelt. Hier wurden zwei Durchliufe ausgefiihrt. Da es
fiir die HCAEC noch keine Vorarbeiten gab, wurde neben dem Einfluss des APLNR auch die

Wirkung der Statine auf ebendiese Zellen untersucht.
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Fur die Einstellung von 10 dyne/cm? wurde eine 30-minitige Aufbauphase genutzt. Die
Schubspannung wurde langsam erhoht, von 1,5 dyne/cm? fiir 10 min, auf 2,5 dyne/cm? fiir
10 min, dann 5 dyne/cm? fiir 5 min und 7,5 dyne/cm? fiir 5 min. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden die mit 1,5 dyne/cm? behandelten Zellen auch erst nach einer halben Stunde vom

Mikroskop aufgezeichnet.

2.2.4 Genexpressionsanalyse
2.2.4.1 RNS-Isolation

Die RNS-Isolation aus den Zellen erfolgte mit dem Qiagen RNeasy Mini Kit. Zur Lyse wurde
der Qiagen RLT Puffer mit 1 % p-Mercaptoethanol versetzt. Dies dient der Inaktivierung von
RNSsen im Lysat. Die Homogenisierung der Probe erfolgte mit einer 1 mL Spritze und einer
22 G Kanule. Nach Zugabe von Ethanol wurde die Probe auf die im Set vorhandene Saule
gegeben und zentrifugiert. Nach dreimaligem Waschen wurde die auf der Membran anhaftende

RNS herausgeldst und aufgefangen.

Zur Bestimmung der RNS-Konzentration in der Probe wurde der Nano Drop (NanoDrop 2000
UVI/VIS Spektrophotometer der Firma Thermo Scientific) verwendet. Hierbei wurde die
Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Um die Reinheit der Probe
darzustellen wurde der Quotient von 260 nm zu 280 nm genutzt. Dabei wurden nur Proben

verwendet, die einen Quotienten lber 1,8 erfiillten (siehe Anhang, Abbildung 29). (111)

2.2.4.2 Umschreiben von RNS in cDNS

Fir die Genexpressionsanalysen wurden zuerst mithilfe des TagMan®Reverse Transcription
Reagent von Applied Biosystems komplementdre DNS-Strange (CDNS) aus der RNS
umgeschrieben. Dazu wurden je Flussversuch 600 ng RNS eingesetzt. Diese wurde mit sterilem
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 15,4 uL aufgefillt. Fur die Reaktion im Thermocycler

wurde ein Mastermix mit den Komponenten in Tabelle 7 angefertigt:

Tabelle 7 -Ansatz fur die cDNS-Synthese

Reagenz Volumen (uL)
10x RT-Puffer 4

MgCI2 (25 mM) 8,8

dNTP (2,5 mM) 8

Random Hexamer Primer (50 uM) 2
RNase-Inhibitor (20 U/pL) 0,8

Reverse Transkriptase (50 U/uL) 1



27
Material und Methoden

Die RNS und der Mastermix wurden in ein gemeinsames Rohrchen Gberflhrt, vermengt und

zentrifugiert. Somit ergab sich je Probe ein Gesamtvolumen von 40 pL.

Die Arbeitsschritte des ThermoCycler erstreckten sich tber 45 Minuten. Zur Anbindung des
Primers wurde die Probe fiir 10 Minuten auf 25 °C erwdrmt. Danach erfolgte die reverse
Transkription fir 30 Minuten bei 48 °C. Den letzten Schritt bildete die funfminutige
Inaktivierung bei 95 °C.

Die Proben wurden bei -20 °C gelagert.

2243 gPCR
Zur Analyse der Genexpression wurde eine quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) durchgefiihrt.

Fir jede Probe wurden 2 pL cDNS verwendet. Hinzu kamen 8 pL des Reaktionsansatzs (Siehe
Tabelle 8). Der Master Mix enthalt die TagPolymerase, die Nukleotide (ANTPs) und angepasste

Reaktionspuffer.

Tabelle 8 - Reagenzien flr die gPCR

Reagenz Volumen (uL)
SG gPCR Master Mix (2x) 5

Primer 0,5

cDNS 2

H20 2,5

Fur die Quantifizierung wurde eine TagMan-Sonde verwendet. Diese Sonde hat an ihrem 5°-
Ende eine Farbstoffmarkierung, den sogenannten Reporter. Gangige Farbstoffe sind FAM oder
VIC. Am 3‘-Ende befindet sich ein Minor Groove Binder mit einem nicht fluoreszierenden
Quencher. Die Sonden besitzen spezifische Sequenzen fir die zu bestimmenden Gene. Da der
Sonde die 3‘-OH-Gruppe fehlt, kann sie nicht durch die TagPolymerase verlédngert werden
(112).

Zum Einsatz kamen die in Tabelle 9 aufgelisteten TagMan-Sonden:

Tabelle 9 - TagMan Sonden

Gen Assay-Nummer Firma
eNOS Hs01574665 m1 ThermoFisher Applied
VCAM-1 Hs00365485_m1 ThermoFisher Applied

Racl Hs01025984 m1 ThermoFisher Applied
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Die Durchfiihrung der qPCR erfolgte mithilfe des CFX96 TouchTMReal Time PCR Systems
der Firma BioRad. In Tabelle 10 ist das Protokoll fir den Durchlauf der gPCR dargestellt.

Tabelle 10 - Schritte der gPCR

Schritt Temperatur in °C Dauer Zyklen
Carry-Over-Verdau 50 2 min 1
Aktivierung Tag-Polymerase 95 10 min 1
Denaturierung 95 155 40
Annealing und Elongation 60 60 s 40

Die qPCR beginnt mit dem Denaturierungsschritt. Durch Erhéhung der Temperatur wird die
doppelstrangige DNS denaturiert und liegt danach in Einzelstrangform vor. Im néchsten Schritt
kénnen durch Reduktion der Temperatur der Primer und die TagMan Sonde an die entstandenen
Einzelstrdnge binden. Sowohl in der freien als auch in der gebundenen Form wird das Signal
des Reporters der TagMan-Sonde durch den Quencher unterdriickt. Durch die raumliche Néhe
des Reportes zum Quencher kommt es zum sogenannten Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
(FRET). Dabei bildet der Reporter den Donor und der Quencher den Akzeptor des
Energietransfers. Die vom angeregten Donor emittierte Energie wird ohne Verlust von
Strahlung auf den Akzeptor Ubertragen und nicht als Fluoreszenz abgegeben. Kommt nun die
TagPolymerase zum Einsatz, synthetisiert diese aus den freien Nukleotiden den
komplementéren DNS-Strang. Beim Auftreffen der Polymerase auf die TagMan-Sonde, wird
die Sonde durch die endogene 5°‘-Nukleaseaktivitit der TagPolymerase aufgeldst. Dadurch
verliert der Reporter die Nahe zum Quencher und kann sein fluoreszierendes Signal abgeben.
(113, 114) Die gemessene Fluoreszenz korreliert dann mit der Anzahl der synthetisierten DNS-
Strange. Zur Auswertung der Fluoreszenzmessungen muss ein Schwellenwert (Threshold)
festgelegt werden. Dieser beschreibt einen gemessenen Fluoreszenzwert, der in der
exponentiellen Phase der PCR-Reaktion erreicht wird. Er sollte niedrig gewahlt werden, um die
Phase der PCR abzubilden, in der weder fehlende Substrate die Reaktion limitieren noch
synthetisierte Produkte bereits wieder degradiert sind. Fir die Auswertung wird dann die
Zykluszahl gewahlt, bei der die Fluoreszenz des Ansatzes den Schwellenwert erreicht. Man
bezeichnet diesen Wert als Ct-Wert (Cycle of threshold). Bei einem hohen RNS-Gehalt der
Probe wird dieser Schwellenwert schon nach wenigen Reaktionszyklen erreicht und ist somit
niedriger. (115) Die Ergebnisse der Doppelbestimmungen wurden gemittelt und auf das
Housekeeping-Gen normalisiert. Housekeeping-Gene sind konstitutiv exprimierte Gene, deren
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Expression moglichst unabhangig von duReren Einflissen ist und die zum Grunderhalt der Zelle
notwendig sind (116). In dieser Arbeit wurde Beta-2-Mikroglobulin (B2M) verwendet. Es
zeigte sich in Vorarbeiten vor allem unter dynamischen Flussbedingungen als stabil exprimiert
(74)

2.2.5 Statistik

Die Daten der Flussversuche wurden aus dem Chemotaxis und Migration Tool in Excel
Ubertragen. Die statistische Auswertung wurde mit SAS 14.1 (SAS Institute, SAS Institute,
Cary, Vereinigte Staaten) durchgefihrt. In einer One-way ANOVA wurden die 20 Zellen pro
Versuch genested und Flussrate als unabhangige Variable untersucht. Die Gruppenvergleiche
wurden mit dem Tukey Post-hoc-Test adjustiert und auf multiples Testen korrigiert.

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Daten, die in
Zusammenarbeit mit Dr. rer. med. Florian Lorenz erhoben wurden, sind in den Abbildungen in

grau dargestellt.

Fur die Genexpressionsanalysen wurden die Ct-Werte der Doppelbestimmungen in Excel
iibertragen, gemittelt und auf das Housekeeping-Gen normalisiert. Uber die Berechnung des
AACt-Werts und dem einhergehenden Fold Change erfolgte die statistische Auswertung mittels
T-Test und ANOVA mit SAS 14.1.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Flussversuche und der zugehérigen
Genexpressionsanalysen dargestellt. Zunachst wurden in unserer Arbeitsgruppe die Daten flr
die flussinduzierte statinvermittelte Migration von HUVEC erhoben (grau dargestellt). Im
Anschluss komplettierten wir die Untersuchungen und erganzten ein zweites Zellmodell
(HCAEC) und den APLNR als weiteren Einflussfaktor.

3.1 Einfluss des APLNR-Rezeptors auf die flussinduzierte Migration von

Endothelzellen
3.1.1 Einfluss des APLNR-Rezeptors auf das Migrationsverhalten von HUVEC

Mithilfe der Flussversuche wurde das Migrationsverhalten von HUVEC unter
Flussbedingungen getestet. Hierbei wurden zwei verschiedene Schubspannungen
(1,5 dyne/cm? und 10 dyne/cm?) (ber einen Zeitraum von 15 Stunden angelegt und
anschlieBend gegenibergestellt. Hierbei entsprechen 1.5 dyne/cm?2 einer physiologischen
Schubspannung in venosen GefaRbetten, wihrend 10 dyne/cm? eine unphysiologisch hohe
Schubspannung fir die HUVEC darstellt. (76)

In der Abbildung 10 wird die von den Zellen zurlickgelegte Strecke tiber einen Zeitraum von
15 Stunden dargestellt. Bei einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm? legten unbehandelte
HUVEC eine Gesamtstrecke von 250,75 + 60,51 um zuriick. Die Zugabe von ML221 fihrte
unter gleichen Flussbedingungen zu einer gréReren akkumulierten Distanz (295,42 + 77,98 um;
p <0,001; Abbildung 10A). Gleiches zeigte sich hinsichtlich der Geschwindigkeit (0,28 *
0,06 pm/min vs. 0,33 £ 0,08 um/min; p < 0,05; Abbildung 10B) und der euklidischen Distanz
(124,43 + 59,75 pm vs. 162,97 * 58,0 um; p < 0,001; Abbildung 10C) der
Endothelzellbewegung. Auch die Direktionalitat als Quotient aus euklidischer und
akkumulierter Distanz wird durch die Behandlung mit ML221 von 0,48 + 0,17 auf 0,55 + 0,12
erhoht (p < 0,05; Abbildung 10D).

Nach Applikation von 1,5 dyne/cm? fiir 15 Stunden migrierten HUVEC, die mit dem APLNR-
Antagonisten ML221 behandelt wurden also schneller und gerichteter als unbehandelte
HUVEC.
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Abbildung 10 - Einfluss der APLNR-Inhibition auf die endotheliale Migration von HUVEC (1,5 dyne/cm?). HUVEC
wurden 15 h mit einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm? behandelt. Die Inhibition des APLNR mittels ML221 fiihrte zu einer
Erhdhung der Akkumulierten Distanz (A) und der Geschwindigkeit (B). Auch die Euklidische Distanz (C) und die
Direktionalitat (D) der Migration wurden durch ML221 erhdht. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander
unabhéngigen Versuchen (n =5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). voneinander unabhéngigen
Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

Bei Erhéhung der Schubspannung auf 10 dyne/cm? zeigten sich die Migrationseigenschaften
der HUVEC verandert (Abbildung 11). Die zurlickgelegte Gesamtdistanz unbehandelter
HUVEC iiber 15 Stunden lag bei 344,82 + 99,05 um, also 94,07 um mehr als bei 1.5 dyne/cm?
(Abbildung 11A). Durch Blockierung des APLNR verringerte sich diese Strecke auf 269,67 +
71,09 um (p < 0,001). Die Wanderungsgeschwindigkeit sank um 0,085 auf 0,3 £ 0,08 um/min
(p < 0,001; Abbildung 11B). Auch die euklidische Distanz reduzierte sich (229,15 + 89,72 um
vs. 173,27 + 63,91 um, p <0,001;Abbildung 11C). Nur in der Direktionalitdt der HUVEC
zeigte sich kein Unterschied zwischen unbehandelten und behandelten Zellen. In der Kontrolle
lag die Direktionalitdt bei 0,65 + 0,12 bei ML221-behandelten Zellen bei 0,63 £+ 0,12
(p = 1,00; Abbildung 11D).
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Abbildung 11 - Einfluss der APLNR-Inhibition auf die endotheliale Migration von HUVEC (10 dyne/cm?). HUVEC
wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Inhibition des APLNR mittels ML221 fiihrte zu einer
Verminderung der Akkumulierten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B) und der Euklidischen Distanz (C). ML221 hatte keinen
Einfluss auf die Direktionalitat (D). Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhéngigen Versuchen
(n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

Unter Flussbedingungen von 10 dyne/cm? migrierten HUVEC, die mit dem APLNR-
Antagonisten behandelt wurden, also langsamer und somit weniger weit. Die Blockierung des

APLNR beeinflusste jedoch nicht, wie gerichtet die Zellen wanderten.

Zur Etablierung der Genexpressionsanalysen wurden die Migrationsversuche fir HUVEC unter
Flussbedingungen von 10 dyne/cm? verwendet. Die Ergebnisse sind im Anhang zu finden
(siehe Anhang, Abbildung 37).
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3.1.2 Einfluss des APLNR-Rezeptors auf das Migrationsverhalten von HCAEC

Auch in HCAEC wurde der Einfluss des APLNR auf die Migration getestet. Hierbei wurde eine
Schubspannung von 10 dyne/cm? eingestellt, was im Bereich der physiologischen
Schubspannung in menschlichen Arterien liegt (91). Wie in Abbildung 12 dargestellt,
wanderten HCAEC bei einer Schubspannung von 10 dyne/cm? 360,53 + 123,82 um weit. Mit
ML221 behandelte HCAEC legten eine Gesamtstrecke von 384,19 + 100,43 pum zurlick
(Abbildung 12A). Hier zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied der Migration durch
Inhibierung des APLNR (p = 0,112). Gleiches gilt fur die Geschwindigkeit der Zellbewegung
(0,4 +0,13 pm/minvs. 0,43 £ 0,11 um/min; p = 0,114); Abbildung 12B). Auch die euklidische
Distanz (Abbildung 12C) und Direktionalitdt wurden durch die Behandlung mit ML221 nicht
beeinflusst (Abbildung 12D).
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Abbildung 12 - Einfluss der APLNR-Inhibition auf die endotheliale Migration von HCAEC (10 dyne/cm?), Spender 1.
HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Inhibition des APLNR mittels ML221 fiihrte
zu keiner Veranderung der Akkumulierten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B), der Euklidischen Distanz (C) und der
Direktionalitat (D). Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhangigen Versuchen (n = 5).
Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

HCAEC eines zweiten Spenders zeigten ahnliche Effekte (Abbildung 13). Auch hier lassen
sich keine Unterschiede in der Migration durch die Behandlung mit ML221 feststellen. Die
APLNR-Inhibition hatte keinen Einfluss auf die akkumulierte Distanz (360,53 £ 123,82 um vs.
384,19 £ 100,43 um (Abbildung 13A)) und die Geschwindigkeit (0,40 £ 0,13 um/min vs. 0,43
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+ 0,11 um/min (Abbildung 13B)). Auch die euklidische Distanz (199,947 + 103,2 pum vs.
212,76 + 100, um (Abbildung 13C)) und Direktionalitat (0,53 + 0,16 vs. 0,54 + 0,17
(Abbildung 13D)) blieben in den behandelten Zellen unverandert.
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Abbildung 13 - Einfluss der APLNR-Inhibition auf die endotheliale Migration von HCAEC (10 dyne/cm?), Spender 2.
HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Inhibition des APLNR mittels ML221 fiihrte zu
keiner Verdnderung der Akkumulierten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B), der Euklidischen Distanz (C) und der
Direktionalitat (D). Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhéngigen Versuchen (n = 5).
Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

In der Genexpressionanalyse wurden die Gene eNOS, VCAM-1 und Racl untersucht. Dabei
wurde der Einfluss des APLNR auf die Genexpression der arteriellen Endothelzellen
untersucht. Hier zeigte sich keine signifikante Veranderung der eNOS-Expression in HCAEC,
deren APLNR durch ML221 inhibiert wurde. Wahrend zum Beispiel unbehandelte Zellen eine
VCAM-1-Expression mit einem Fold Change von 1,08 im Vergleich zum Housekeeping-Gen
B2M aufwiesen, lag dieser Wert durch Behandlung mit ML221 bei 0,88 (p > 0,15, siehe
Abbildung 14A).
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Abbildung 14 - Genexpression von eNOS und VCAM-1 in HCAEC (10 dyne/cm?). HCAEC wurden 15 h einer
Schubspannung von 10 dyne/cm? ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgeldsten Zellen mittels gPCR untersucht. Dabei
zeigte sich keine Veranderung der Expression von eNOS, VCAM-1 oder Racl bei Blockierung des APLNR mittels ML221.
Abgebildet sind die Mittelwerte und SD von auf das Housekeeping-Gen B2M normalisierten, jeweils voneinander
unabhéngigen Versuchen (n > 3). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).
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3.1.3 Zusammenfassung

Die Inhibition des APLNR zeigte unterschiedliche Wirkung auf die Migration von HUVEC
und HCAEC. In HUVEC, die einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm? ausgesetzt waren,
bewirkte die APLNR-Blockierung eine Verminderung der Migrationsparameter. Bei 10
dyne/cm? fiihrt die APLNR-Inhibierung hingegen zu einer Erhéhung der Migrationsparameter.
Eine verdnderte Expression von relevanten Genen konnte hier nicht nachgewiesen werden. In
HCAEC zeigte die Blockierung mittels ML221 wiederum keinen Effekt auf die Migration oder

Genexpression.

3.2 Einfluss von Statinen auf die flussinduzierte Migration von Endothelzellen

3.2.1 Einfluss von Statinen auf das Migrationsverhalten von HCAEC

Nach Untersuchung der Effekte von Statinen auf die Migration von HUVEC (74) ergénzten wir
hier den Einfluss von Statinen auf die flussinduzierte Migration von HCAEC. Die Statine

Atorva- und Pravastatin wurden in den Konzentrationen 0,1 uM und 1,0 uM getestet.
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Abbildung 15 - Einfluss der Statine auf die endotheliale Migration von HCAEC (10 dyne/cm?). HCAEC wurden 15 h mit
einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Behandlung mit Atorvastatin 0,1 iM und Pravastatin 0,1 uM fiihrte zu
einer Verringerung der Akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B). Es zeigte sich ein konzentrationsabhé&ngiger
Einfluss von Atorvastatin auf die Migration. Bei der Euklidischen Distanz (C) und der Direktionalitat (D) ist zusétzlich ein
konzentrationsabhéngiger Effekt in mit Pravastatin behandelten Zellen zu sehen. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus
jeweils voneinander unabhéngigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).
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In Abbildung 15A ist die Gesamtdistanz der Endothelzellmigration unter 10 dyne/cm?
dargestellt. Hier konnte ein signifikanter Effekt fur die Interaktion von Statinen und deren
Konzentration gezeigt werden. Sowohl bei Atorva-, als auch bei Pravastatin bewirkte eine

Erhoéhung der Konzentration einen Anstieg der Migrationsparameter.

Die Behandlung mit Atorvastatin 0,1 uM flhrte zu einer Verringerung der Migrationsstrecke
(301,88 £ 89,33 um) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (360,53 = 123,82 um,
p <0,001; Abbildung 15A). Bei der Behandlung mit Atorvastatin in seiner hoheren
Konzentration wanderten die HCAEC mit 372,88 + 115,65 pum so weit wie unter
Kontrollbedingungen (p = 0,407; Abbildung 15A). Auch bei der Behandlung mit Pravastatin in
niedriger Konzentration verringerte sich die zurlickgelegte Distanz der Endothelzellen im
Vergleich zur Kontrolle um 29,93 um auf 330,58 + 90,85 um (p < 0,05, Abbildung 15A). Die
Behandlung mit Pravastatin in der Konzentration 1,0 uM konnte hier jedoch nicht zu einer
signifikanten Anhebung der Migration fiihren. Dies zeigte sich auch in der Geschwindigkeit
(Abbildung 15B) und der euklidischen Distanz (Abbildung 15C). Beim zweiten Spender
wurden die gleichen Versuche durchgefiihrt (siehe Anhang, Abbildung )

Anders verhielt es sich bei der Direktionalitdt der Migration (Abbildung 15D). Sowohl
Atorvastatin 1,0 uM (0,611 + 0,18)), als auch Pravastatin 1,0 uM (0,601 * 0,15) erhéhten die
Direktionalitat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (0,536 + 0,16, jeweils p < 0,05). Bei
den Zellen, die mit den Statinen in niedrigeren Konzentrationen behandelt wurden, blieb die
Direktionalitdt ihrer Wanderung auf Kontrollniveau. Bei dem zweiten Spender schien
allerdings der Einfluss der Statine auf die Direktionaliat der HCAEC-Wanderung grof3er zu sein
(siehe Anhang, Abbildung 35-36) .

In den Genexpressionsanalysen ergab sich, dass bei den HCAEC, die mit 1 uM Pravastatin
behandelt wurden die Expression von VCAM-1 signifikant reduziert werden konnte (1,08 vs.
0,53; p = 0,04). Weitere signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Statin-

Behandlungen ergaben sich nicht (Abbildung 16).
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Abbildung 16 — Genexpression von eNOS, VCAM-1 und Racl in HCAEC (10 dyne/cm?). HCAEC wurden 15 h einer
Schubspannung von 10 dyne/cm? ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgeldsten Zellen mittels gPCR untersucht. Dabei
zeigte sich keine Veranderung der eNOS-Expression (A)) oder der Racl-Expression (C) durch Zugabe der Statine in niedrigen
und in hohen Konzentrationen. Einzig die VCAM-1-Expression konnte unter Zugabe von Pravastatin 1uM signifikant
veréndert werden. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD von auf das Housekeeping-Gen B2M normalisierten, jeweils
voneinander unabhéngigen Versuchen (n > 3). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

3.2.2 Zusammenfassung

Die Behandlung von HCAEC mit Pravastatin und Atorvastatin 0,1,0 uM flhrte zu einer
Verringerung der Distanz und Geschwindigkeit der Zellwanderung. In hoheren Dosen (1,0 uM)
wurde dieser Effekt nicht mehr gesehen. Bezuglich der Direktionalitat der HCAEC-Migration
zeigte sich eine konzentrationsabhdngige Steigerung durch die Statinbehandlung. In der
Genexpression relevanter Gene konnte festgestellt werden, dass unter Behandlung der HCAEC
mit 1 uM Pravastatin die Expression von VCAM-1 signifikant reduziert werden konnte.
Weitere Einflusse auf die Genexpression von eNOS, VCAM-1 oder Racl konnten unter

Behandlung mit Statinen in den verschiedenen Konzentrationen nicht gemessen werden.
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3.3 Einfluss des APLNR auf die flussinduzierte Migration von mit Statinen

behandelten Endothelzellen
3.3.1 Einfluss des APLNR und der Statine auf das Migrationsverhalten von HUVEC

Um einen moglicherweise bestehenden Zusammenhang zwischen dem APLNR und der
Wirkweise von Statinen nachzuweisen, wurden alle Statinbehandlungen noch mit der Zugabe
des APLNR-Inhibitors ML221 kombiniert. HUVEC wurden dann 15 h einer Schubspannung
von 1,5 dyne/cm? oder 10 dyne/cm? ausgesetzt. Der unter 3.1.1 beschriebene Effekt, bei dem
die Behandlung der HUVEC mit ML221 unter 1,5 dyne/cm? zu einer Verstarkung der Migration
fuhrt, konnte auch in mit Atorvastatin behandelten Zellen festgestellt werden. Abbildung 17A
zeigt, dass die Gesamtwanderungsstrecke auch in diesen Zellen durch ML221 langer wird. So
wanderten zum Beispiel HUVEC, die mit Atorvastatin 0,1 uM behandelt wurden 242,336 +
56,8 um. Wurde jedoch zusétzlich noch ML221 hinzugegeben, verlangerte sich die
zuriickgelegte Distanz auf 289,64 + 84,63 um (p < 0,05). Diese Veranderung spiegelt sich nur
teilweise in der euklidischen Distanz und Direktionalitdt der Endothelwanderung wider
(Abbildung 17C/D). Hier fuhrt die Blockierung des APLNR nur in der Kontrolle und in mit
Atorvastatin 1,0 uM behandelten HUVEC zu einer gesteigerten Migration.
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Abbildung 17 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Atorvastatin behandelten HUVEC (1,5 dyne/cm?). HUVEC
wurden 15 h mit einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm? behandelt. Die Behandlung mit ML221 fiihrt zu einer Steigerung der
akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Atorvastatin behandelten Zellen. Bei der euklidischen Distanz (C) und
der Direktionalitét (D) konnte dieser Effekt nur in Zellen gesehen werden, die mit Atorvastatin 1uM behandelt wurden. Abgebildet
sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhéngigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit *
gekennzeichnet (p < 0,05).

Bei HUVEC, die mit 10 dyne/cm? behandelt wurden, zeigte sich in der Kontrolle eine
Verringerung der Migrationsparameter durch APLNR-Inhibierung. Auch hier konnte der
gleiche Effekt in mit Atorvastatin behandelten Zellen gesehen werden. Die Zugabe von ML221
senkte die akkumulierte Distanz und Geschwindigkeit in Zellen, die mit Atorvastatin 0,1 uM
und 1,0 uM behandelt wurden (siehe Abbildung 18A/B). Einzig die Direktionalitat der HCAEC
blieb sowohl von der Behandlung mit APLNR, also auch der Kombination aus Statin und
APLNR unbeeinflusst. Aufféllig ist, dass Atorvastatin 1,0 uM die Migration der HUVEC bei
10 dyne/cm? erhéht und dieser Effekt bei Zugabe des APLNR-Inhibitors aufgehoben wird.
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Abbildung 18 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Atorvastatin behandelten HUVEC (10 dyne/cm?). HUVEC
wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Behandlung mit ML221 fiihrt zu einer Reduktion der
akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Atorvastatin behandelten Zellen. Bei der euklidischen Distanz (C)
und der Direktionalitit (D) konnte dieser Effekt nur in Zellen gesehen werden, die mit Atorvastatin 1uM behandelt wurden.
Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhéngigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind
mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

In HUVEC, die mit Pravastatin behandelt wurden wurde der Einfluss des APLNR auf die
Migration hingegen aufgehoben. Die in der Kontrolle beobachtete Steigerung der
Migrationsparameter durch Behandlung mit ML221 (3.1.1), konnte in mit Pravastatin
behandelten Zellen nicht gesehen werden. HUVEC, die mit Pravastatin 0,1 uM behandelt
wurden, wanderten 259,40 um * 44,79 um. Wurde zusétzlich mittels ML221 der APLNR
inhibiert, legten die Zellen eine Gesamtdistanz von 298,14 + 81,25 um zuriick (p = 0,56;
Abbildung 19A). Das gleiche zeigte sich fir die hohere Statinkonzentration. Auch in der
Geschwindigkeit, euklidischen Distanz und Direktionalitdt bewirkte der ML221 keine
Anderung der Migration in HUVEC, die mit Pravastatin inkubiert wurden (Abbildung 19B-
D).
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Abbildung 19 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Pravastatin behandelten HUVEC (1,5 dyne/cm?).
HUVEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm? behandelt. Die Behandlung mit ML221 filhrt zu keiner
Veranderung der akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Pravastatin behandelten Zellen. Bei der
euklidischen Distanz (C) und der Direktionalitat (D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus
jeweils voneinander unabhéngigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

Bei Durchfiihrung der Versuche unter 10 dyne/cm? zeigte sich ein dhnliches Bild. Der unter
3.1.1 beschriebene Effekt von ML221 auf die Migration von HUVEC konnte nur bei einer
Inkubation der Zellen mit Atorvastatin, aber nicht Pravastatin gezeigt werden. Bei Behandlung
mit Atorvastatin reduzierten sich die akkumulierte Distanz und die Geschwindigkeit durch die
Zugabe von ML221. Die Behandlung der HUVEC mit ML221 und Pravastatin induzierte keine
Verdanderung der akkumulierten Distanz, Geschwindigkeit, euklidischen Distanz oder

Direktionalitat im Vergleich zur Behandlung mit Pravastatin allein (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Pravastatin behandelten HUVEC (10 dyne/cm?). HUVEC
wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Behandlung mit ML221 flihrt zu keiner Veranderung
der akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Pravastatin behandelten Zellen. Bei der euklidischen Distanz
(C) und der Direktionalitat (D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander
unabhéngigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

Die Ergebnisse der Genexpression der HUVEC sind im Anhang (Abbildung 37) dargestellt.
Hier zeigt sich kein Effekt der APLNR-Inhibition in mit Statinen behandelten Zellen.
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3.3.2 Einfluss des APLNR und der Statine auf das Migrationsverhalten von HCAEC
Bei HCAEC zeigte sich in der Kontrolle kein Effekt des APLNR-Inhibitors auf die Migration.
Dies gilt auch fiir Zellen, die den Statinen ausgesetzt waren.

Zellen, die mit Atorvastatin 0,1 uM behandelt wurden, wanderten 301,88 £ 89,33 um. Wurde
zusétzlich ML221 ins Flussmedium gegeben, ergab sich eine akkumulierte Distanz von
298,21 + 78,18 um (Abbildung 21A).
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Abbildung 21 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Atorvastatin behandelten HCAEC (10 dyne/cm?). HCAEC
wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Behandlung mit ML221 flihrt zu keiner Veranderung der
akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Atorvastatin behandelten Zellen. Bei der euklidischen Distanz (C)
und der Direktionalitit (D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander
unabhéngigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

Bei HCAEC die mit Pravastatin und solchen, die mit Atorvastatin behandelt wurden, konnte
nur in einer Gruppe ein signifikanter Effekt festgestellt werden. Wie in Abbildung 22
dargestellt, fuhrte die Blockierung des APLNR in mit Pravastatin behandelten Zellen zu einer
Steigerung der akkumulierten Distanz und Geschwindigkeit in der supraphysiologischen

Statinkonzentration. bei Veradnderung der Migrationsparameter.
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Abbildung 22 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Pravastatin behandelten HCAEC (10 dyne/cm?).
HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Behandlung mit ML221 fiihrt zu einer
Verénderung der akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Pravastatin (1uM) behandelten Zellen. In den
weiteren Dosierungen, sowie in der euklidischen Distanz (C) und der Direktionalitdt (D) zeigte sich keine sign. Effekt.
Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhangigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede
sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).

Der fehlende Einfluss der APLNR-Inhibition auf die Migration von HCAEC zeigt sich auf
vergleichbare Weise auch in den Zellen des zweiten Spenders (siehe Anhang Abbildung 35 —
36). Auch in der Genexpression hatte der APLNR keinen Einfluss auf die Migration von mit
Statinen behandelten Zellen. Einzig in HCAEC, die mit Atorvastatin 1,0uM behandelt wurden,
fuhrte die APLNR-Inhibition zu einer gesteigerten eNOS-Expression und einer verringerten
VCAM-1 Expression (Abbildung 23 A/B). In mit Pravastatin behandelten Zellen konnte dieser
Effekt nicht gezeigt werden (Abbildung 24).
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Abbildung 23 - Genexpression von eNOS, VCAM-1 und Racl in HCAEC (Atorvastatin, 10 dyne/cm?). HCAEC wurden
15 h einer Schubspannung von 10 dyne/cm? ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgel6sten Zellen mittels gPCR
untersucht. Dabei zeigte sich in Zellen, die mit Atorvastatin 1uM behandelt wurden, eine Erhéhung der eNOS-Expression bei
APLNR-Inhibition (A). In dieser Gruppe wurde die Expression von VCAM-1 hingegen vermindert (B). Keine Verdnderung
zeigte sich bei Racl (C) Abgebildet sind die Mittelwerte und SD von auf das Housekeeping-Gen B2M normalisierten, jeweils
voneinander unabhéngigen Versuchen (n > 3). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).
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Abbildung 24 - Genexpression von eNOS, VCAM-1 und Racl in HCAEC (Pravastatin, 10 dyne/cm?). HCAEC wurden
15 h einer Schubspannung von 10 dyne/cm? ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgelosten Zellen mittels gPCR
untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikante Verringerung der VCAM-1-Expression bei Behandlung mit Pravastatin 1pM im
Vergleich zur Kontrolle. Daneben ergaben sich keine weitere Verdnderung der Genexpression von eNOS, VCAM-1 und Racl
durch Behandlung von Paravastatin und ML221. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD von auf das Housekeeping-Gen B2M
normalisierten, jeweils voneinander unabhingigen Versuchen (n > 3). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p
< 0,05).

3.3.3 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt werden komplexe Zusammenhange zwischen den verschiedenen
Einflussfaktoren der Endothelzellmigration dargestellt. Einige Kernaussagen lassen sich wie
folgt zusammenfassen. In HUVEC zeigte die APLNR-Inhibierung den gleichen Effekt in
unbehandelten Zellen, wie in mit Atorvastatin behandelten Zellen. Dies gilt fiir beide
Schubspannungen (1,5 und 10 dyne/cm?). In Zellen, die mit Pravastatin behandelt waren, wurde
dieser Effekt jedoch aufgehoben. In der Genexpressionsanalyse liefl3 sich wiederum kaum eine
Verénderung zwischen den Gruppen erkennen. In HCAEC zeigte der APLNR-Inhibitor in
unbehandelten Zellen keinen Effekt auf die Migration und dies konnte auch fur mit

Atorvastatin-behandelte Zellen bestatigt werden. Einzig bei Zellen die mit hohen Pravastatin-
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Dosierungen behandelt wurden konnte ein inhibitorischer Effekt des APLNR dargestellt

werden.

In den Genexpressionsanalysen konnte ein Einfluss der APLNR-Inhibition auf die Expression
von VCAM-1 und eNOS in Zellen, die mit Atorvastatin (11M) behandelt wurden, festgestellt

werden.
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4 Diskussion

Ein 69-jahriger Patient stellt sich mit Brustschmerz in der Notaufnahme vor. Im EKG zeigt sich
ein ST-Hebungsinfarkt. Neben der medikamenttsen Therapie erfolgt eine PCI mit Implantation
zweier Stents. Die Nachsorge erfolgt mittels dualer Plattchenaggregationshemmung und einem
Statin. FUnf Wochen spater stellt sich der Patient erneut mit den gleichen Symptomen vor.

Diagnose: Stentthrombose am ehesten durch verzégerte Endothelialisierung des Stents.

Im Jahre 2018 wurden im Rahmen von PCls deutschlandweit Gber 300.000-mal Stents in
Koronargeféalie eingesetzt. (117) Bei all diesen Patienten ist leitliniengerecht neben einer
Thrombozytenaggregtationshemmung meist eine lebenslange Statin- Therapie indiziert. (118,
119) Statine gehdren mit tber 20 Millionen Verordnungen jahrlich zu den meistverschriebenen
Wirkstoffen in Deutschland. (120) Trotz der medikamentdsen Therapie kommt es nach PCI
immer wieder zur gefurchteten Komplikation der Stentthrombosen. Ein auslésender Faktor ist
dabei die fehlende Endothelialisierung der Stents. Statine scheinen tber ihre pleiotropen Effekt
Einfluss auf die Migration von Endothelzellen zu haben und konnten ein wichtiger
therapeutischer Angriffspunkt sein, um die Rate der Stentthrombosen zu verringern. Es ist
bekannt, dass die pleiotropen Effekte der Statine die Migration der Endothelzellen beeinflussen
und damit mdoglicherweise auch die Endothelialisierung der Stentoberflache, eine wichtige
Voraussetzung zur Einheilung des Implantats. Diesbezlglich konnte gezeigt werden, dass die
verschiedenen Statine unterschiedliche Effekte auf die Migration und damit auf die

Endothelialisierung haben. (74)

Diese Arbeit zeigt den differentiellen Effekt von Statinen auf die Migration von Endothelzellen
in  zwei verschiedenen  Gefdllbetten mit  unterschiedlichen  hdmodynamischen
Verhéltnissen/Schubspannungen. Zur Aufklarung des Mechanismus der Statinwirkung wurde
insbesondere die Rolle des APLNR betrachtet. Diesem wurde bereits zugeschrieben, die
Wirkung von Statinen auf die Expression von Signalmolekilen in EC zu vermitteln. (108)
Bisher ungeklart bleibt die Frage, welchen Einfluss der APLNR auf die flussinduzierte
Migration von Endothelzellen hat und welche Rolle er in der Vermittlung der Statinwirkung

auf die Migration der EC spielt.
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4.1 Welchen Einfluss hat der APLNR auf die flussinduzierte Migration von

Endothelzellen?

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des APLNR auf die flussinduzierte endotheliale Migration
von Endothelzellen untersucht. Dazu wurde der Rezeptor mittels ML221 blockiert und die
Migration arterieller und ventser Endothelzellen bei physiologisch angepassten
Schubspannungen von 1,5 dyne/cm? oder 10 dyne/cm? ausgewertet. Bei HUVEC, die einer
physiologischen Schubspannung von 1,5 dyne/cm? ausgesetzt waren, fiihrte die APLNR-
Inhibition zu einer Erhéhung der Migration. Unter nicht physiologischen 10 dyne/cm?
verringerte die Rezeptorblockierung die Migration der Endothelzellen. In arteriellen Zellen
zeigte die Inhibierung des APLNR unter physiologischer Schubspannung keinen Effekt auf die
Migration.

Die genaue Funktionsweise des Apelin/APLNR-Systems ist seit langem Gegenstand der
wissenschaftlichen Forschung. Wahrend die Kombination aus APLNR und seinem Liganden
Apelin schon weiter erforscht ist, gibt es nur wenige Arbeiten, die die Wirkung anderer
Liganden/Aktivatoren auf den APLNR untersuchen. Immer wieder taucht dabei die Hypothese
auf, dass der APLNR mechanosensorische Eigenschaften besitzt, die unabhangig von seinem
Liganden Apelin sind. So wurde der APLNR als Rezeptor fiir mechanische Dehnung in
Kardiomyozyten beschrieben, der in Bezug auf die kardiale Hypertrophie eine Rolle spielt.
(105) Bereits veroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen eine dhnliche Funktionsweise
des APLNR in Endothelzellen. Hier wurde die Expression des APLNR durch die Applikation
einer Schubspannung (1,5 dyne/cm? und 20 dyne/cm?) induziert. Dabei spielte Apelin keine
Rolle. Weiterhin konnten wir zeigen, dass die Inhibition des APLNR die Ausrichtung des

Zytoskeletts als Antwort auf Schubspannung negativ beeinflusst. (106, 107)

In der hier vorliegenden Arbeit fuhrte eine APLNR-Blockierung in HUVEC zur Veranderung
der Migration. In HUVEC, die einer physiologischen Schubspannung von 1,5 dyne/cm?
ausgesetzt waren, flhrte die Inhibition des APLNR zu einer Steigerung der
Migrationsparameter. Der APLNR scheint also die Migration zu inhibieren. In den VVorarbeiten
der Arbeitsgruppe fuhrte die Applikation von Fluss zu einer Erhohung der APLNR-Expression
in HUVEC, worunter eine Induktion der Endothelzellmigration zu erwarten wére. Diese
Induktion konnte in dieser Arbeit unter nicht physiologischen Schubspannungen (10 dyne/cm?)
gezeigt werden, hier vermittelt der APLNR die flussinduzierte Migration von HUVEC. Hier

zeigte sich durch Blockade des APLNR eine Verringerung der akkumulierten Distanz,
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Geschwindigkeit, euklidischen Distanz und Direktionalitat der Endothelzellwanderung. Diese
Ergebnisse bekréftigen den in unseren VVorarbeiten gezeigten Effekt des APLNR auf HUVEC,
bei dem die Expression des APLNR durch eine Schubspannung von 10 dyne/cm? aktiviert wird.
Unter diesen nicht physiologischen Verhaltnissen scheint der APLNR auch die
Endothelzellmigration zu vermitteln. Durch APLNR-Blockade wird dieser migratorische

Effekt vermindert.

Auch in anderen endothelialen Zellarten konnte eine Reduktion der Migration durch
Blockierung des APLNR festgestellt werden. In HUVEC, die durch Apelin als Chemoattractant
zur Migration angeregt wurden, fiihrte eine siRNS-mediierte Herunterregulation des APLNR
zu einer verminderten Migration. (104) Auch lymphatische Endothelzellen und endotheliale
Vorgangerzellen (Angioblasten) migrieren unter APLNR-Inhibierung weniger weit. (121, 122)
Die endotheliale Zellmigration in diesen drei Arbeiten l&asst sich dabei am ehesten in die
Kategorie Chemotaxis einordnen. Die Zellen wurden durch Apelin oder ELABELA, den zwei
bekannten Liganden des APLNR, zur Migration angeregt. Die Wanderung der Endothelzellen
erfolgte also unter statischen Bedingungen. In der hier vorliegenden Arbeit wird jedoch
vielmehr die Mechanotaxis untersucht, in der hamodynamische Flussbedingungen die
Wanderung der Endothelzelle stimulieren. In einer anderen Studie wurde der Effekt von Fluss
auf die Polarisation von HUVEC untersucht, deren APLNR blockiert wurde. Bei Versuchen,
die unter Flussbedingungen von 20 dyne/cm? durchgefiinrt wurden, konnten Defekte der
Zellpolarisation in APLNR-blockierten Zellen gezeigt werden. Dieser Effekt war Apelin-
unabhéngig. (103) Die Polarisation der Endothelzelle ist wie in 1.3.2 beschrieben, ein initialer
Schritt der Zellbewegung. Es l&sst sich also durch die schlechtere Polarisation auch eine
erschwerte Migration der APLNR-blockierten Zellen erwarten.

In vendsen Stromgebieten des menschlichen GefaRsystems herrschen Schubspannungen von
einem bis sechs dyne/cm? (91) Hohere Schubspannungen bilden pathologische
Flussverhaltnisse, wie sie beispielsweise an arteriosklerotischen GeféRen oder Stenosen zu
finden sind, ab. In der aktuellen Literatur werden Endothelzellen h&ufig nur unter statischen
Bedingungen untersucht. Unter physiologischen Bedingungen bzw. im menschlichen Gefal3bett
sind Endothelzellen jedoch dauerhaft Flussbedingungen ausgesetzt und diese haben auch
nachweislich Einfluss auf die Endothelfunktion. In dieser Arbeit wurde nicht nur Fluss
appliziert, sondern auch physiologische mit pathologisch hohen Schubspannungen verglichen.

Im menschlichen Koérper kommen unidirektionale laminare niedrige Schubspannungen vor
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allem an der Innenseite von GefaRkrimmungen vor. GefdRwandl&sionen entwickeln sich meist

initial unter niedriger Schubspannung.

In den Ergebnissen dieser Arbeit wird deutlich, dass die Migration der Endothelzellen bei
unterschiedlichen Schubspannungen auch von anderen Regulationsmechanismen beeinflusst
wird. So scheint der APLNR eine migrationshemmende Wirkung zu haben, wenn geringe
Schubspannungen auf die Endothelzellen wirken. Bei hohen Schubspannungen wirkt der
APLNR eher migrationsfordernd. Zusammenfassend scheint der APLNR als Mechanorezeptor
also vor allem in pathologischen Flussverhaltnissen, die zum Beispiel durch Stenosen zustande
kommen konnen, eine Rolle zu spielen. Im physiologischen Schubspannungsbereich scheinen
maoglicherweise kompensatorische Mechanismen zu greifen, die die Rolle des APLNR in der
Migration verandern. Bei der methodischen Auswahl von Flussbedingungen sind neben der
Hohe der Schubspannung auch andere Parameter zu beachten. Man unterscheidet zwischen
laminarem und oszillatorischem Fluss. Der Blutfluss kann pulsatil oder im gleichférmigen
sogenannten steady state auf das Endothel wirken. (123, 124) Werden diese Flusseigenschaften
in ein experimentelles Modell integriert, kdnnen Erkrankungen wie die Arteriosklerose noch
spezifischer abgebildet werden. Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse geben verschiedene
Hinweise darauf, dass Flussbedingungen die endotheliale Funktion maRgeblich variieren
konnen. Fiir die Ubertragung dieser in vitro Ergebnisse in klinische Hypothesen miissen noch
weitere Aspekte der hdmodynamischen Flussbedingungen im menschlichen Korper in
Experimenten betrachtet werden, wie zum Beispiel die pulsatilen Eigenschaften des Blutflusses
oder die Stromungsveranderung an Stenosen. Diese Arbeit unterstreicht die These, dass der
APLNR in gesunden GeféaRen anders wirkt als in kranken Gefdlen. Die Ergebnisse dieser

Arbeit er6ffnen daher diverse Fragestellungen fiir weitere experimentelle Untersuchungen.

Neben dem phénotypischen Effekt der APLNR-Inhibtion auf die vendsen Endothelzellen
wurde auflerdem die Beeinflussung der Genexpression, u.a. der eNOS, durch die APLNR-
Inhibierung unter nicht-physiologischen Schubspannungen von 10 dyne/cm? untersucht. Die
eNOS unterliegt einer Reihe regulatorischer Mechanismen auf transkriptioneller und post-
translationaler Ebene, kann aber auch direkt durch Agonisten (z.B. Acetylcholin) oder
verénderte Flusseigenschaften des Blutes induziert werden (77) (125, 126) Das durch die eNOS
produzierte NO bewirkt eine Aktivierung der Guanylatcyclase in diversen Zellen und reduziert
so die Aktivierung von Thrombozyten, die Adhdsion von Leukozyten und die Kontraktilitat in
VSMC. In dieser Arbeit zeigte sich keine signifikante Veranderung der eNOS-Expression,

wenn der APLNR blockiert war. Hier kann diskutiert werden, dass dies auf die groe Streuung
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der Werte zurtickzufiihren ist. In Ergebnissen von Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe fihrte
ein SIRNS-Knockdown des APLNR in HUVEC zu einer Reduktion von eNOS, PI3K, Akt und
NO. (106) Die Expression der eNOS wird durch Schubspannung aktiviert und geht mit einer
verbesserten Migration der Endothelzellen einher. (125, 127) Dies passiert vor allem durch die
Aktivierung von Racl. Racl vermittelt die Organisation von Aktinfilamenten und reguliert die
Integritdt von Zellverbindungen zwischen Endothelzellen. (128) Somit hat Racl Einfluss auf
die Zelladhasion und -mobilitdt und spielt eine essenzielle Rolle in der Migration von
Endothelzellen. (129) Bei der Behandlung von bovinen aortalen Endothelzellen mit einer
Schubspannung von 12 dyne/cm? konnte auBerdem eine Racl-vermittelte Ausrichtung der
Endothelzellen gezeigt werden. (130) Die Inhibition der NO-mediierten Aktivierung von Racl
fuhrte in aortalen Endothelzellen der Ratte zu einer Inhibition der Endothelzellmigration. (127)
Auch der APLNR scheint diese Zellausrichtung zu beeinflussen, da anhand von siRNS-APLNR

Knockdown die Formation von aktinbindendem Vinculin in HUVEC vermindert ist. (107)

In den hier vorliegenden Daten wurde zwar die HUVEC-Migration durch die APLNR-
Inhibition bei 10 dyne/cm? gesenkt; die Expression der eNOS hingegen war nicht verandert.
Ebenso wenig die Expression von VCAM-1, dem auch eine Rolle in der Endothelzellmigration
zugesagt wird. VCAM-1 ist ein Glykoprotein, das auf endothelialen Zelloberflachen zu finden
ist und eine wichtige Rolle im Rahmen immunologischer Prozesse spielt. Es wird durch seinen
Liganden Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)) aktiviert und vermittelt Uber Racl die endotheliale
Adhasion von Leukozyten und deren konsekutive transendotheliale Migration. (131-133)
Neben TNF-a gibt es noch weitere Faktoren, die die VCAM-1-Expression beeinflussen. Das
Apelin/APLNR-System konnte iber die Regulation von NF«B eine konzentrationsabhéngige
Erhéhung von VCAM-1 induzieren. (134) In einer Arbeit zum Einfluss von VCAM-1 auf die
Angiogenese im Rahmen von Tumorerkrankungen wurde gezeigt, dass ein VCAM-1-
Knockdown die Migration von HUVEC reduziert und das Zytoskelett desorganisiert. (135) Das
Fehlen einer Veranderung der VCAM-1 und eNOS-Expression in dieser Arbeit konnte dadurch
erklart werden, dass die Zellen hier lange Zeit (15 h) unter Flussbedingungen standen. Es l&asst
vermuten, dass VCAM-1 und eNOS besonders in der initialen Phase veréndert und nach

15 Stunden wieder herunterreguliert werden.

Zusammenfassend scheint der APLNR in vendsen Endothelzellen also eine wichtige Rolle in
der Umsetzung des mechanischen Reizes (Schubspannung) in eine biologische Antwort

(Migration) zu spielen, und zwar abh&ngig von den anliegenden Flussbedingungen.
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Bei HCAEC hingegen konnte in dieser Arbeit kein Einfluss des APLNR auf die
flussinduzierten Zellmigration gezeigt werden. Auch die Expression der migrationsrelevanten
Gene eNOS, VCAM-1 und Racl blieb durch die Zugabe des APLNR-Antagonisten
unbeeinflusst. Die HCAEC wurden nur bei Schubspannungen von 10 dyne/cm? untersucht. Da
in arteriellen GefaRen Schubspannungen zwischen 10 und 70 dyne/cm? herrschen, liegen die in
dieser Arbeit getesteten Flussbedingungen im niedrig-physiologischen Bereich. Hier zeigt sich
kein Einfluss des APLNR auf die Migration; die Ergebnisse der Migration und Genexpression
in HCAEC unterscheiden sich also von denen in HYUEC. In HCAEC wurden jedoch bisher
keine sehr niedrigen oder sehr hohen Schubspannungen getestet. Da in vendsen Zellen bereits
Unterschiede zwischen physiologischen und nicht physiologischen Schubspannngen gezeigt
werden konnten, sollte dieser Unterschied auch in HCAEC untersucht werden. Fir eine
abschlieRende Beurteilung muss der Einfluss des APLNR also unter unphysiologischen hohen

und/oder niedrigen Schubspannungen in arteriellen Zellen zusétzlich getestet werden.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die Auswahl des Zellmodells essentiell wichtig fur die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse ist. So ist das Migrationsverhalten der HUVEC, die einer
niedrigen Schubspannung ausgesetzt waren, teils gegenteilig zu dem Migrationsverhalten der
HUVEC unter hoher Schubspannung. Dabei entspricht fir HUVEC die niedrigere
Schubspannung dem physiologischen Verhalten. Hinzu kommt die Diskussion, ob das vendse
Zellmodell der HUVEC fur Fragestellungen der arteriellen Zellmigration anwendbar ist, da
Arteriosklerose und koronare Stentimplantationen in diesem Fall im arteriellen Gefasystem
stattfinden. In dieser Arbeit konnten grundlegende Unterschiede zwischen dem Verhalten von
HUVEC und HCAEC unter den jeweils physiologischen Schubspannungen gezeigt werden.
Wir konnten hier und in vorhergehenden Arbeiten zeigen, dass die Reaktion auf mechanische
Stimuli abhangig vom GeféaRbett, also vom Herkunftsort der Endothelzellen ist. (99)
Endothelzellen sind eine heterogene Gruppe von Zellen. Sie kleiden Blut -und Lymphgefalie
von innen aus und haben Barriere-, Transport-, Hdmostase-, immunologische und metabolische
Funktionen. Bei allen Gemeinsamkeiten haben Endothelzellen aber auch viele Unterschiede.
Diese kommen durch das Umgebungsmilieu, die Stimuli und der zelluldaren Antwort zustande.
(136, 137) Dass sich HUVEC und HCAEC in ihrem jeweiligen physiologischen Flussbereich
unterschiedlich verhalten, ist zu erwarten. So wurde das Verhalten von HUVEC und HCAEC
bereits in Hinblick auf verschiedene Funktionen und Reaktionen untersucht. Dabei zeigten die
beiden Zelllinien zum Beispiel unterschiedliche Reaktionen auf apoptotische Signale. (138)
Auch im Rahmen der Immunantwort verhielten sich HCAEC anderes als HUVEC. Wurden

diese Zellen mit Zytokinen und proinflammatorischen Substanzen behandelt, zeigten HCAEC
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eine hohere Anfalligkeit flr eine inflammatorische Reaktion. (139, 140) Dies kdnnte auch eine
grolRere Anfalligkeit fir die Atherogenese bedeuten. Auch die Leukozytenrekrutierung im
Rahmen der Entzundungsreaktion lauft in HUVEC und HCAEC unterschiedlich ab. So konnte
eine unterschiedliche Expression von Chemokinen auf Gen -und Proteinebene festgestellt
werden. (141) Bei einer Untersuchung von Genen, die durch Behandlung von Endothelzellen
mit Schubspannungen beeinflusst werden, zeigten HUVEC und HCAEC ein unterschiedliches
Expressionsmuster in Reaktion auf Fluss. Dabei wurden sowohl laminare als auch turbulente
Flussverhaltnisse betrachtet. (142) Auch die Migration der beiden Endothelzelllinien wurde
bereits untersucht. In Wundheilungsassays wurde das Verhalten von HUVEC und HCAEC
bewertet, die Schubspannungen ausgesetzt waren. Einem dichten Zelllayer dieser Zelllinien
wurde eine Wunde zugefligt und die Wundheilung unter verschiedenen Flussbedingungen
ausgewertet. Zu einer besonders effektiven Wundheilung kam es in den gemessenen sechs
Stunden bei HUVEC vor allem unter niedrigen Schubspannungen (3 dyne/cm?) im Vergleich
zu hohen Schubspannungen oder statischen Bedingungen. Bei HCAEC erfolgte eine schnelle
Wundheilung bei niedrigen (3 dyne/cm?) und sehr hohen (20 dyne/cm?) Schubspannungen.
Mittlere Flussbedingungen (12 dyne/cm?) konnten diesen Effekt nicht bewirken. (143) Die
Hohe der Schubspannung scheint also einen Einfluss auf die Zellfunktion zu haben, der bei
HUVEC anders ausgepragt ist als bei HCAEC. In diesem Falle wurde bei 12 dyne/cm? kein
Einfluss des Flusses auf die Migration der Endothelzellen gemessen- dies entspricht auch in
etwa den 10 dyne/cm?in den Experimenten dieser Arbeit. Es ergibt sich der Hinweis, dass sehr
niedrige oder sehr hohe Schubspannungen auch in diesem Versuchsaufbau andere Ergebnisse

erbracht hatten.

Bei Betrachtung der Unterschiede zwischen den Zelllinien ist auch interessant, woher diese
kommen kdnnten. Einige Arbeiten zeigten, dass die spezifischen Eigenschaften von arteriellen
und vendsen Zellen genetisch verankert sind und somit die Endothelzellfunktion schon
unabhdngig des Umgebungsmilieus beeinflussen. (144) Hinzu kommt aber auch eine gewisse
Plastizitat der Endothelzellen. Bei Applikation verschiedener Flussmuster in vitro entwickelten
Endothelzellen phénotypische Eigenschaften, die den regionalen Unterschieden in vivo
entsprechen. (145) Eine Form der vends-arteriellen Umdifferenzierung scheint also nicht
ausgeschlossen und I&sst sich zum Beispiel auch bei vendsen Bypéssen im arteriellen System
beobachten. (137, 146) Fir die hier vorliegende Arbeit lasst sich also eine beginnende
Anpassung der vendsen Endothelzellen an die hohe Schubspannung (10 dyne/cm?) nicht

ausschlieRen, die moglicherweise denen der arteriellen Zellen &hnelt.
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Neben der Gefélart, kann auch das Geschlecht des Zellspenders einen Einfluss auf die Funktion
der Endothelzellen haben. In dieser Arbeit wurden HUVEC aus Nabelschniren isoliert, die von
Jungen und Madchen stammten. Die HCAEC hingegen stammten von einem einzigen
méannlichen Spender. Im Rahmen einer Genexpressionsanalyse von HUVEC konnten
Unterschiede zwischen den Expressionsprofilen von mannlichen und weiblichen HUVEC
gesehen werden. (147) Unter statischen Bedingungen zeigte sich nach 24 Stunden eine
vermehrte Migration und eNOS-Expression in HUVEC weiblicher Spender, im Vergleich zu
HUVEC mannlicher Spender. (148) Dieser Effekt kdnnte sich in der hier vorliegenden Arbeit
bei den vendsen Endothelzellen herausgemittelt haben. Hier wére ein Vergleich der Migration
von Endothelzellen von ménnlichen und weiblichen Spendern interessant. Bei den hier
verwendeten HCAEC hingegen konnten geschlechtsspezifische Reaktionen auf die
Behandlungen im Rahmen der Flussversuche das Ergebnis beeinflusst haben. Hinzu kommt,
dass bei den HCAEC ein homogeneres Zellbild zu erwarten ist, da alle Zellen von einer einzigen
mannlichen Person abstammen. Der Mix aus Zellen verschiedener Personen, kdnnte bei den

HUVEC Effekte Uberdeckt, oder aber mdglicherweise auch deutlicher gemacht haben.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit wird der Unterschied zwischen HCAEC und HUVEC noch
einmal deutlicher. HUVEC sind unter anderem wegen ihrer Verfugbarkeit und Handhabung ein
beliebtes Zellmodell in der Arteriosklerose-Forschung. Hier wird allerdings gezeigt, dass sie
anders auf Flussverhéltnisse reagieren als arterielle Zellen. Auch das Geschlecht der
Endothelzellspenders scheint Einfluss auf Phano- und Genotyp der Zellen zu haben. Gerade

hinsichtlich eines individualmedizinischen Ansatzes darf dies nicht unbeachtet bleiben.

4.2 Welchen Einfluss haben Statine auf die flussinduzierte Migration von

Endothelzellen?

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Atorvastatin und Pravastatin in den Konzentrationen
0,1 uM und 1,0 uM auf die Migration von HCAEC bei 10 dyne/cm? tiber 15 h untersucht. Dabei
senkten sowohl Atorva- als auch Pravastatin die Migrationsparameter im Vergleich zur
Kontrolle. Dieser Effekt konnte jedoch nur bei einer Konzentration von 0,1 UM, nicht aber bei
1,0 puM gesehen werden. Die hohere Statinkonzentration fihrte im Vergleich zur niedrigeren
bei Atorvastatin zu einer Erhohung der Migration auf Kontrollniveau. Diese
konzentrationsabhéngige Steigerung der Migration durch Atorvastatin konnte bei Pravastatin

nicht so deutlich gezeigt werden. In der Untersuchung der Expression der migrationsrelevanten
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Gene zeigte sich eine verminderte VCAM-1-Expression durch Behandlung mit Pravastatin in
supraphysiologischen Konzentrationen. Diese Veranderung konnte durch Atorvastatin nicht

bewirkt werden. Die weiteren untersuchten Gene unterlagen diesem Einfluss nicht.

Die pleiotropen Effekte von Statinen wurden bereits in diversen Arbeiten untersucht. Dabei
konnten mehrere Forschungsgruppen einen Einfluss der Statine auf die Migration
verschiedener Zellarten feststellen. Besonders gut untersucht ist die Migration von glatten
GefalBmuskelzellen. Hierbei wurde vor allem die Chemotaxis der VSMC bei Behandlung mit
verschiedenen Statinen getestet. In einem Grof3teil der Arbeiten zeigte sich eine Verringerung
der Migration der VSMC durch Statinbehandlung. Zwischen den einzelnen Statinen wurden
kaum Unterschiede entdeckt. (149-151) Bei Untersuchung der Migration von VSMC durch
eine Polycarbonatmembran wurde bei sechs verschiedenen Statinen von einer reduzierten
Zellwanderung berichtet. Dabei wurde die Migration durch Lovastatin um 43 % und durch
Pravastatin um 57 % verringert. (152) Auch die Wanderung anderer Zellarten lie3 sich durch
Statine beeinflussen. Dazu gehdren auch entarteten Zellen im Rahmen von Krebserkrankungen.
So konnte die Behandlung mit Statinen die Migration von Osteosarkom -und Melanomzellen
verringern. (153, 154) Auch Endothelzellen wurden beziiglich der Wirkung von Statinen auf
ihre Migration betrachtet. Die Migration von mikrovaskularen Endothelzellen (human
microvascular endothelial cells, HMVEC) wurde in Wundheilungsassays untersucht. Dabei
wurde die Wundheilung tber 36 h und 60 h aufgenommen und die zurtickgelegte Wanderung
der Zellen ausgewertet. Unter niedrigen Statinkonzentrationen (0,005 pumol/L) wurde die
Migration der HMVEC nach 60 h um 54 % durch Atorvastatin und um 75 % durch Cerivastatin
erhoht. In mittleren und hohen Statinkonzentrationen (0,05 umol/L beziehungsweise
0,5 umol/L) wurde die Wanderungsstrecke der HMVEC hingegen verringert. Diese
Statinkonzentrationen entsprechen am ehesten den in dieser Arbeit verwendeten
Konzentrationen. Die Wanderung der Endothelzellen erfolgte hierbei unter statischen
Bedingungen. (155)

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich fur Atorva -und Pravastatin in HCAEC eine Verringerung
der Migrationsparameter, wenn diese in der niedrigeren Konzentration (0,1 uM) eingesetzt
wurden. In diesem Konzentrationsbereich verringern die Statine also sowohl die Migration von
HMVEC, als auch die Migration von HCAEC. Hierbei ist zu beachten, dass in den
Experimenten mit den HCAEC zusatzlich h&modynamische Flussbedingungen herrschten und
die Zellen nur Gber 15 h beobachtet wurden. Neben Endothelzellen aus dem kapillaren

Stromgebiet wurden auch bereits vendse Endothelzellen auf ihr Migrationsverhalten unter
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Statinbehandlung untersucht. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden HUVEC den
gleichen Flussversuchen und Bedingungen wie in dieser Arbeit ausgesetzt. Auch hier wurde
das Migrationsverhalten unter Behandlung mit Atorva -oder Pravastatin getestet. Es zeigte sich
anders als bei den bisher aufgefuhrten Arbeiten eine Verstarkung der Migration durch die
Statine. Dabei hing das Ausmal’ der Erhéhung der Migrationsparameter vom Statin und von
der Schubspannung ab. Bei 1,5 dyne/cm? fiihrte nur die Behandlung mit Pravastatin 1,0 uM zu
einer Erhéhung der akkumulierten Distanz im Vergleich zur Kontrolle. Flr beide Statine zeigte
sich jedoch ein konzentrationsabhéngiger Einfluss auf die akkumulierte Distanz und
Geschwindigkeit der Endothelzellwanderung bei 1,5 dyne/cm? (siehe Abbildung 25). (74)
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Abbildung 25 - Einfluss der Statine auf die endotheliale Migration bei 1,5 dyne/cm?. HUVEC wurden 15 h mit Atorva -
beziehungswiese Pravastatin behandelt und einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm? ausgesetzt. Dargestellt sind die
Direktionalitat, akkumulierte Distanz, euklidsiche Distanz und Geschwindigkeit der HUVEC.

Quelle: Lorenz (74)

Ahnliche Effekte zeigten sich bei 10 dyne/cm?, wobei hier nur Atorvastatin 1,0 UM zu einer
Erhohung der akkumulierten Distanz und Geschwindigkeit im Vergleich zu unbehandelten
Zellen fuhrte. Pravastatin 0,1 uM hingegen senkte sogar die Migrationsparameter der
Endothelzellen. Bei 10 dyne/cm? zeigte sich der konzentrationsabhangige Effekt der Statine auf

die Migration in allen vier Kategorien (siehe Abbildung 26). (74)
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Abbildung 26 - Einfluss der Statine auf die endotheliale Migration bei 10 dyne/cm? . HUVEC wurden 15 h mit Atorva -
beziehungswiese Pravastatin behandelt und einer Schubspannung von 10 dyne/cm? ausgesetzt. Dargestellt sind die Direktionalitat,
akkumulierte Distanz, euklidische Distanz und Geschwindigkeit der HUVEC.

Quelle: Lorenz (74)

Anders als bei HCAEC, haben die Statine bei HUVEC anscheinend einen migrationsfordernden
Effekt. Durch den Vergleich dieser zwei Arbeiten lasst sich erkennen, dass selbst bei gleichem
Versuchsaufbau und gleichen Bedingungen HUVEC und HCAEC unterschiedlich auf die

Behandlung mit den Statinen reagieren.

Die phénotypischen Verdnderungen lieRen sich in den Genexpressions-Analysen nicht
reproduzieren. Hier ergab sich einzig, dass eine Behandlung mit Pravastatin in hoher Dosierung
zu einer verminderten VCAM-1-Expression fuhrte. Fir die geringere Dosierung oder flr
Atorvastatin konnte dies nicht gezeigt werden. Den nicht-signifikante Ergebnissen kdnnten
verschiedene Mechanismen zugrunde liegen. Einerseits ist hier mit einem n=5 eine relativ
geringe Stichprobe untersucht worden. Auferdem besteht die Madoglichkeit, dass
posttranslationale Effekte eine grofiere Rolle spielen. So ist bekannt, dass zum Beispiel RhoA
durch GDP/GTP-Umsatz aktiviert wird. (156) Andererseits wurden Zellen untersucht, die der
Behandlung einem langen Zeitraum von 15h ausgesetzt wurden. Es kdnnte also bereits zum
Abklingen von Genexpressionseffekten gekommen sein. Dazu passt eine Arbeit aus unserer
Arbeitsgruppe, bei der der zeitliche Verlauf der Migration in dreistiindigen Abschnitten

betrachtet wurde.
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Abbildung 27 - Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Migration von HUVEC unter Schubspannungen von 10 dyne/cm?
bei Behandlung mit ML221 im Vergleich zur Kontrolle.

Quelle: Materzok (109)

In der Abbildung 27 wird die Migration von HUVEC bei Schubspannungen von 10 dyne/cm?
Uber 15h dargestellt. Dabei werden mit ML221 behandelte Zellen einer Kontrolle
gegenibergestellt. Im Gesamtergebnis zeigte sich bei der ML221-Gruppe eine verminderte
Migration. In der Abbildung wird deutlich, dass die Unterschiede im Wanderungsverhalten
besonders um die sechste Stunde zu sehen waren. Hier konnte also der GroRteil der Effekte
stattfinden, und somit auch die Alteration von migrationsrelevanten Genen besonders
ausgepragt. Ein Abklingen des Effekts auf die Genexpression einiger Molekile nach 15 h

scheint also nicht ausgeschlossen.

Um die verschiedenen Arbeiten zum Einfluss der Statine auf die unterschiedlichen
Endothelzellen zu vergleichen und deren klinische Relevanz zu erdrtern, ist insbesondere die
Auswahl der Statinkonzentration zu betrachten. Im klinischen Setting wird Atorvastatin mit
einer Initialdosis von 10 mg und einer Maximaldosis von 80 mg eingesetzt. (157) Nach dem
Aufnahmeprozess und der Verteilung des Wirkstoffes lassen sich verschiedene
pharmakokinetische Parameter im Blut bestimmen. Dazu zahlt die maximale Konzentration des
Wirkstoffs im Blutserum (Cmax) oder die Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC).
Durch Messung der Konzentration des Wirkstoffes im Blut zu verschiedenen Zeitpunkten
entsteht eine Verlaufskurve. Die AUC gibt die Konzentration des Wirkstoffes im Blut Giber den
zeitlichen Verlauf an. Fir die Auswahl einer geeigneten Statinkonzentration bei in vitro
Experimenten muss entschieden werden, nach welchem Wert diese berechnet werden soll. Eine
hohere Konzentration des Wirkstoffs im Experiment bewirkt vermeintlich die eindeutigeren
Ergebnisse. So zeigten Statine in einer 1.000-fach erhohten Konzentration sogar einen
antibiotischen Effekt auf das Wachstum von Pneumokokken. (158)
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Um realistische Verhaltnisse abzubilden, sollte jedoch vom Cmax oder der durchschnittlichen
Konzentration im Blut ausgegangen werden. Atorvastatin erreicht eine Cmax vVon 4,34 ng/mL
bei einer taglichen Dosis von 5 mg bis 187 ng/mL bei einer tdglichen Dosis von 80 mg. (159)
Das entspricht einer Stoffmengenkonzentration von etwa 0,007 uM beziehungsweise 0,3 UM
im Blut. Geht man von der mittleren Wirkstoffkonzentration im Blut aus, die man aus der AUC
ableitet, errechnet sich eine Stoffmengenkonzentration von etwa 0,004 uM beziehungsweise
0,08 uM. Auch fir Pravastatin ergeben sich vergleichbare Ergebnisse. (160)

In dieser Arbeit wurde Atorvastatin in den Konzentrationen 0,1 uM und 1,0 uM verwendet.
Dabei bildet die niedrigere Konzentration von 0,1 puM die Verhaltnisse im menschlichen Korper
realistisch ab. Hier werden also am ehesten die Effekte von Atorvastatin bei einer oralen
Tagesdosis von 80 mg untersucht. Der Einsatz der Statinkonzentrationen von 1,0 uM stellt
keine Konzentration einer systemischen Statineinnahme dar. Vielmehr wurde diese
Konzentration in den Versuchen eingesetzt, um Hinweise auf einen mdglichen Effekt lokaler
intraarterieller Statinapplikation auf die Migration der Endothelzellen zu bekommen. Beim
Einsatz medikamentenbeschichteter Stents werden hohe Dosen des aufgetragenen
Medikaments in die Koronararterien freigesetzt. Hier werden vor allem antiproliferative
Wirkstoffe wie Sirolimus oder Tacrolimus genutzt. (161, 162) Es gibt jedoch bereits auch
Studien, die einen Effekt von Statin-freisetztenden Stents beschreiben. So konnten eine
Arbeitsgruppe zeigen, dass eine lokale Statinapplikation Uber DES die Formierung einer
Neointima verringert. Hierbei schienen jedoch vor allem die Proliferation und Migration der
glatten GefaBmuskelzellen eine Rolle zu spielen. Ein Einfluss des in der Arbeit verwendeten
Cerivastatins auf die endotheliale Migration war nicht zu sehen. Zur Untersuchung der
Migration wurden jedoch nur Konzentrationen von 50 nM und 100 nM genutzt, welche wie
oben beschrieben eher die systemische Einnahme von Statinen widerspiegeln. (163) Eine
weitere Arbeit konnte bei Schweinen, denen Statin-freisetzende Stents eingesetzt wurden, eine
signifikante Reduktion neointimaler Hyperplasie sehen. Hier fiihrten die DES mit Cerivastatin
aullerdem zu einer reduzierten friihen inflammatorischen Antwort. Eingesetzt wurden Stents,
die mit 300 pg Cerivastatin (berzogen waren. Diese gaben 50 % der vorhandenen
Wirkstoffmenge in den ersten 24 h ab. Man kann also eine hohere lokale Dosis des Statins
erwarten, als bei oraler Einnahme. (164) Bjorkhem-Bergman et al. diskutieren die in der
Forschung eingesetzten Konzentrationen verschiedener Statine in einer Ubersichtsarbeit. Auch
hier wird die tendenziell zu hohe Statinkonzentration fur in vitro Versuche kritisiert, die eine
systemische orale Statineinnahme modellieren wollen. Zuséatzlich wird auf die hohe

Eiweillbindung der Statine (> 98 % bei Atorvastatin) hingewiesen und als weiterer Grund fir
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die Empfehlung von sehr niedrigen Konzentrationen im Experiment angegeben. (158) Hierbei
ist jedoch zu beachten, dass bei zunehmender Aufnahme des Wirkstoffs an seinem Wirkort
auch wieder neuer Wirkstoff aus der EiweiRbindung frei wird, der dann erneut wirken kann.
Daher sollte neben der einmalig eingesetzten Wirkstoffkonzentration auch der

Konzentrationsverlauf als limitierender Faktor fiir in vitro Studien betrachtet werden.

Die in dieser Arbeit gewéahlten Statinkonzentrationen haben also sowohl physiologische als
auch supraphysiologische Werte. Die Ergebnisse fir Atorva -und Pravastatin in der
Konzentration 0,1 M haben dabei die hohere klinische Ubertragbarkeit und Relevanz, wenn
es um den Einfluss der oralen Statineinnahme in der Sekundarprophylaxe geht. In den
Flussversuchen zeigten sich gerade fir diese Konzentration die interessanteren und
ausgepragteren Effekte. Die Ergebnisse geben Anhalt fur pleiotrope Effekte auf die Wanderung
von Endothelzellen, die sich bei den im menschlichen Kérper vorhandenen Konzentration des
Statins zeigen lieRen. Fur die hoheren Konzentrationen, wie sie zum Beispiel im Rahmen von
Statin-freisetzenden Stents vorkommen, konnten die meisten Ergebnisse nicht reproduziert
werden. Hier zeigte sich keine schnellere, jedoch eine deutlich gerichtetere HCAEC-Migration.
Auch dieser Aspekt der Migration kénnte fir die Endothelialisierung von klinischer Bedeutung

sein.

Neben der Konzentration der applizierten Statine hat auch die Art des Statins Einfluss auf die
flussinduzierte Migration der Endothelzellen. In dieser Arbeit wurde Atorvastatin, ein
lipophiles Statin, mit dem hydrophilen Pravastatin in Bezug auf die flussinduzierte endotheliale
Migration und eine mdgliche Rolle des APLNR verglichen. Dabei zeigte sich fiir beide Statine
in ihrem physiologischen Wirkbereich eine Senkung der Migrationsparameter in HCAEC.
Jedoch konnte nur bei Atorvastatin ein signifikanter konzentrationsabhangiger Effekt auf die
Migration gesehen werden, wahrend sich bei Pravastatin nur ein Trend abzeichnete. Die Frage
nach der Heterogenitat unter den Statinen wurde schon in vielerlei Hinsicht untersucht. Dabei
ging es vor allem um die lipidsenkende Wirkung der Statine. Anhand der Statinkonzentration,
bei der 50 % des Enzyms HMG-CoA-Reduktase gehemmt werden (I1Cso), kann die Wirkstérke
der Statine bewertet werden. Bei Atorvastatin liegt die ICso bei 8,2 nM, wéhrend sie bei
Pravastatin mit 44,1 nM deutlich hoher liegt. Pravastatin muss also in einer deutlich héheren
Konzentration vorliegen, um den gleichen Effekt auf die LDL-Spiegel zu haben. Diese Effekte
lassen sich unter anderem durch die Ausbildung zuséatzlicher Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Atorvastatin und der HMG-CoA-Reduktase erklaren. (165) Bei der Wirkweise der
verschiedenen Statine ist auch zu beachten, wie die einzelnen Statine an den Wirkort gelangen.

Lipophile Statine, wie das Atorvastatin, konnen die Zellmembran Uber passive Diffusion
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passieren. Das hydrophile Pravastatin ist hingegen auf Organo-Anion-Transporter angewiesen.
Da diese vermehrt in der Leber vorkommen, sind hydrophile Statine auch selektiver fir
Lebergewebe. (67, 166) Die Unterschiede in der Wirkung verschiedener Statine zeigten sich
jedoch nicht nur in Hinsicht auf ihre Potenz LDL zu senken, sondern auch bei der Untersuchung
ihrer pleiotropen Effekte. So konnte in Probanden mit metabolischem Syndrom die Héhe der
Belastung durch freie Radikale durch Atorvastatin gesenkt werden. Isopotentes Pravastatin
konnte diese Effekte nicht in gleicher Weise hervorrufen. (167) Auch die endotheliale Funktion
wird durch Statine unterschiedlich beeinflusst. So férderte Atorvastatin die Apoptose von
pulmonalvendsen Endothelzellen, Pravastatin hingegen nicht. Bei dieser Studie wurden jedoch
auch sehr hohe Statinkonzentration (50 uM) eingesetzt. (168) Bei der Betrachtung der Vitalitét,
Proliferation und Migration von HUVEC zeigten sich Unterschiede zwischen Atorva -und
Pravastatin. Atorvastatin verbesserte die Proliferation und Endothelfunktion und forderte die
Migration unter pathologischen Schubspannungen. Pravastatin hingegen konnte diese Effekte

nicht hervorrufen. (74)

Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigen in Zusammenschau mit den Ergebnissen der
aktuellen Arbeiten und Literatur, dass die Statine nicht als homogene Wirkstoffklasse bewertet
werden konnen. Die einzelnen Effekte auf die verschiedenen Zellfunktionen sollten weiter
weiterhin  Gegenstand experimenteller Untersuchungen bleiben. Zukiinftig koénnten
verschiedene Statine im klinischen Bereich daher individueller oder gezielt fir bestimmte

Patientengruppen ausgewahlt werden.

4.3 Welche Rolle spielt der APLNR fur die Wirkung der Statine auf die

flussinduzierte Migration von Endothelzellen?

Zur Untersuchung der Hypothese, dass der APLNR eine Rolle in der Wirkung der Statine auf
Endothelzellen spielt, wurden die Flussversuche in HUVEC und HCAEC zusétzlich mit der
Kombination von Statin und ML221 als Behandlung durchgefuhrt. In HUVEC filhrte die
alleinige  APLNR-Inhibition bei niedrigen Schubspannungen zu einer Verstarkung der
Migration, bei hohen Schubspannungen zu einer Verminderung. Dieser Effekt zeigte sich auch
in Zellen, die zuséatzlich mit Atorvastatin behandelt wurden. Wurden die HUVEC allerdings
mit Pravastatin behandelt, konnte der Effekt des APLNR-Inhibitiors nicht mehr nachgewiesen
werden. In der Genexpressionsanalyse lieR sich wiederum kaum eine Veranderung zwischen
den Gruppen erkennen. In HCAEC zeigte der APLNR-Inhibitor in unbehandelten Zellen keinen
Effekt auf die Migration und dies konnte auch fir mit Atorva -und Pravastatin in

physiologischen Konzentration behandelte Zellen bestatigt werden.
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Bisher gibt es nur wenige Forschungsarbeiten, die den Zusammenhang zwischen dem
Apelin/APLNR-System und Statinen untersuchten. In einer Studie mit Typ-2-Diabetes-
Patienten wurden 87 Probanden fir 12 Monate mit Atorvastatin behandelt. Die Dosis des
Statins lag zwischen 10 und 80 mg und richtete sich nach dem Ausgangswert des LDL-
Plasmaspiegels. Nach einem Jahr konnten erhéhte Serumlevel von Apelin bei den Probanden
gemessen werden. Dabei korrelierte dieser Effekt mit der LDL-Senkung. (169) Dieses Ergebnis
lasst sich also nicht unbedingt den pleiotropen Effekten des Statins zuordnen, sondern scheint
vielmehr ein LDL-abhé&ngiger Effekt zu sein. In einer anderen Studie wurden Probanden
untersucht, die sich 12 Wochen therapeutischen lebensstilverdndernden Interventionen
unterzogen. Diese wurden mit Probanden verglichen, die Statine einnahmen. Hier fiihrten beide
Behandlungen zu einer Steigerung des Serum-Apelins, unabhangig davon auf welche Weise
der LDL-Spiegel gesenkt wurde. In Probanden, bei denen keine LDL-Senkung erreicht werden
konnte, &nderte sich auch der Apelin-Spiegel nicht. (170) Neben diesen in vivo Studien, wurden
auch in vitro Untersuchungen durchgefiihrt. McLean et al. untersuchten die Auswirkungen
eines Apelin-Knockdowns auf die Expression von Krippel Like Faktor 2 (KLF2), eNOS und
Thrombomodulin (THBD). Statine induzierten die Expression dieser Proteine. Dieser Effekt
wurde durch den Apelin-Knockdown aufgehoben, was fir eine Vermittlerrolle des
Apelin/APLNR-Systems in der Wirkung der Statine auf die Endothelzellen spricht. (108)

Die bisherige Literatur gibt also Hinweise, dass klinisch eine Senkung des LDL mit einem
Anstieg des Apelins einhergeht. Dies wirde zugleich eine Aktivierung des APLNR bedeuten.
Ob dies auch Folge der pleiotropen Statineffekte sein kann, ist bisher nicht genau geklart. Wir
untersuchten daher, ob die Statinwirkung auf die endotheliale Migration durch den APLNR
vermittelt wird. Wirken die Statine migrationsfordernd, ware durch die APLNR-Inhibiton eine

verminderte Migration zu erwarten. Diese Mdglichkeit wird in Abbildung 28 skizziert.

Statine Statine

— Migration — Migrationl

Endothelzelle Endothelzelle

Abbildung 28 — Mdgliche Wirkung der Statine auf die endotheliale Migration

Andersherum wirde bei einer statinvermittelten Senkung der endothelialen Migration, eine

APLNR-Inhibition die Migration wieder verstéarken.



64
Diskussion

In HUVEC fiihrt die Behandlung mit Atorvastatin 1,0 pM bei 10 dyne/cm? zu einer Erhéhung
der Migrationsparameter. Durch Gabe des APLNR-Inhibitors ML221 konnte dieser Effekt
aufgehoben werden. Dies wirde dem oben dargestellten Schema gleichen und daftirsprechen,
dass die Statinwirkung auf die Endothelzellmigration tatsédchlich zumindest anteilig tiber den
APLNR vermittelt wird. Ahnliche Effekte zeigten sich allerdings weder fiir die andere
Schubspannung noch in der niedrigeren Statinkonzentration oder bei Pravastatin. Hier flhrte

die APLNR-Blockierung zu keiner Veranderung der Migration in statinbehandelten Zellen.

In HCAEC zeigte sich hingegen sogar ein gegenteiliges Bild. Hier fuhrten die Statine in
physiologischer Konzentration zu einer Verminderung der. Einen signifikanten Einfluss der
APLNR-Inhibition auf die Expression migrationsrelevanter Gene konnte nur in HCAEC, die
mit Pravastatin 1uM behandelt wurden, festgestellt werden. Hier konnte durch den APLNR-
Inhibitor die eNOS-Expression erhdht und gegenteilig die VCAM-1-Expression vermindert
werden. In den physiologischen Statinkonzentrationen war dieser Einfluss nicht festzustellen.
Die Erhohung der eNOS-Expression durch ML221 in Pravastatin-behandelten HCAEC
korreliert nicht mit den Migrationsergebnissen, da hier kein signifikanten Unterschied in den

Migrationsparametern der beiden Gruppen festgestellt werden konnte.

Der APLNR scheint insgesamt, wie von McLean et al. vermutet, einen Einfluss auf die Wirkung
der Statine zu haben, dieser Einfluss ist aber anders ausgepragt als bei den HUVEC. Eine
Verstarkung des Statineffekts auf die Endothelzellen bei Blockierung des APLNR (wie hier in
Pravastatin-behandelten HCAEC), spricht hier also eher flr einen inhibitorischen Einfluss des
APLNR auf die Statinwirkung. Beim Vergleich mit der Arbeit von McLean et al. muss jedoch
auch beachtet werden, dass diese Arbeitsgruppe unphysiologisch hohe Statinkonzentration von
10 uM fiir 24 h gewahlt hat. Dies konnte die Unterschiede zu den in dieser Arbeit erhobenen
Daten bei Statinkonzentrationen von 0,1 uM und 1,0 uM erkléren. Als Vertreter der Statine
wurden bei McLean et al. Rosuva-, Simva-, und Fluvastatin eingesetzt. Rosuvastatin ist dabei
wie Pravastatin eher den hydrohphilen Statinen zuzuordnen, wahrend Simva -und Fluvastatin
ahnlich wie Atrovastatin lipophile Eigenschaften haben. (166) Zwischen den drei verwendeten
Statinen gab es bei McLean et al. jedoch keine signifkanten Unterschiede. Anders in der hier
vorliegenden Arbeit, wo die Auswirkungen der APLNR-Inhibition von der Art des Statins
abhingen. Ein moglicher Erklarungsansatz ware die Struktur der Statine und die Ahnlichkeit
zum APLNR-Liganden Apelin. Der APLNR interagiert Gber hydrophobe Wechselwirkungen

mit seinen Liganden. (171) Bei Apelin spielen hier vor allem die stickstoffreichen Enden der



65
Diskussion

Aminosauren Glutaminséure und Asparaginsaure eine Rolle. (172) Auch das C-terminale
Phenylalanin des Apelinmolekiils fuhrt tber eine Einbettung in die hydrophobe Tasche des
APLNR zu einer Bindungsverstarkung. (173) Aufgrund seiner ahnlich hydrophoben Struktur
lasst sich vermuten, dass Atorvastatin hier eine starkere Wechselwirkng zum APLNR ausbilden
kann als Pravastatin. Bisher sind solche direkten bindungsahnlichen Wechselwirkungen noch
nicht beschrieben. Eine weitere Mdglichkeit ware, dass Atorvastatin tber Anionentransporter
(z.B. OAT1B1) in die Zelle gelangt. Dieser Transporter konnte moglcherweise tber den G-
Protein gekoppelten APLNR reguliert sein. In beiden Féllen kdnnte Atorvastatin starker uber
den APLNR wirken und dessen migratorische Wirkung verstarken und dann wirde die
Atorvastatin-vermittelte Migration durch eine APLNR-Inhibition unterbunden. Eben dieser
Effekt konnte flr Atorvastatin unter nichtphysiologischen Konzentrationen und
Schubspannungen gesehen werden. Bei Pravastatin blieb dieser Effekt aus. Auch unter
physiologischen Bedingungen konnte diese Hypothese nicht bestatigt werden. In dieser
strukturellen Unterschiedlichkeit zwischen Atorva -und Pravastatin konnte jedoch ein Grund

fiir die abweichenden Ergebnisse in dieser Arbeit sein.
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4.4 Klinische Relevanz

Uber 5 Millionen Patienten weltweit werden jahrlich einer PCI unterzogen. Damit ist sie eine
der wichtigsten und haufigsten interventionellen Prozeduren. (174) Trotz einer geringen
Komplikationsrate, ist die absolute Zahl des Auftretens von Komplikationen sehr hoch, weil
die PCI so hadufig durchgefiihrt wird. Dabei ist die Stentthrombose die relevanteste
Komplikation, da sie eine Mortalitat zwischen 5-45 % aufweist und eine 5-Jahres-Rezidivrate
von 15-20 %. (175) Die Stentthrombose kann akut, subakut, spat oder sehr spéat auftreten und
folgt dabei jeweils unterschiedlichen Pathomechanismen. (176) Die friihen Formen der
Stentthrombose (< 30 Tage) sind vor allem auf prozedurale Komplikationen wie die falsche
Positionierung oder das falsche Auffalten des Stents zuriickzufiihren. Auch eine ineffektive
Plattchenaggregationshemmung spielt hier eine Rolle. Die spaten Formen der Stentthrombose
(> 30 Tage) sind vor allem mit einer verzogerten Endothelialisierung des Stents und somit mit
einem verlangertem Heilungsprozess assoziiert. (177) Die Fahigkeit von Endothelzellen zu
einer zlgigen und gerichteten Endothelialisierung héangt unter anderem von ihrem

Migrationsverhalten ab.

In dieser Arbeit ergab sich u.a. die wesentliche Frage, ob sich der Einsatz der Statine in der

Sekundarprophylaxe nach PCI in Hinblick auf ihre pleiotropen Effekte optimieren l&sst.

Statine sind im Kklinischen Setting wichtige Medikamente der Sekundarprophylaxe und
kommen deshalb bei den Patienten mit PCI fast immer zum Einsatz. Daher ist die Prifung,
inwiefern die pleiotropen Effekte der Statine die Endothelialisierung beeinflussen kénnen,
durchaus relevant. Der Nachweis der pleiotropen Effekte in klinischen Studien unterliegt vielen
Schwierigkeiten. So lasst sich oft nicht genau zuordnen, ob die beobachteten Effekte LDL-
unabhéngig sind. In der JUPITER-Studie wurden Patienten mit erhohten CRP-Werten mit
Rosuvastatin beziehungsweise einem Placebo behandelt. Statine senkten den LDL-Spiegel, den
CRP-Spiegel und die Anzahl kardiovaskularer Events. Dabei war der positive Einfluss auf den
primaren Endpunkt hoher, als durch die alleinige LDL-Senkung erwartet. (178) Eine andere
Herangehensweise an die Frage nach klinisch relevanten pleiotropen Effekten ist der Vergleich
von zwei Gruppen, in der eine Gruppe Statine erhalt und die andere Gruppe ein Nicht-Statin-
Cholesterolsenker wie den Cholesterinresorptionshemmer Ezetimib. In solcher Art Studien
zeigten sich verschiedene teils widerspruchliche Ergebnisse. Dabei wurden vor allem
Surrogatparameter, wie z.B. die Vasodilatation der Radialarterie, untersucht. Einige Studien
konnten pleiotrope Effekte erkennen, in anderen Studien gab es keinen Unterschied zwischen
den Gruppen. Die Studienlage ist bisher vor allem von kleinen Populationen, heterogenen
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Patientengruppen und unterschiedlichen Therapiedauern gekennzeichnet und kann deshalb
noch kein klares Bild tber die klinische Relevanz der pleiotropen Effekte geben. (67) Die
klinische Relevanz der pleiotropen Effekte bleibt also weiterhin wichtiger Gegenstand der

Forschung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind im Vergleich rein experimenteller Art, die Frage nach einer
perspektivischen klinischen Relevanz stellt sich dabei aber trotzdem. Wir konnten zeigen, dass
Statine einen Einfluss auf die Wanderung der Endothelzelle haben. Bei Untersuchungen der
arteriellen Zellen zeigte sich eine verminderte Migration bei Gabe von Atorva -und Pravastatin.
Hinsichtlich dieser Ergebnisse, scheint also die Wahl zwischen den beiden Statinen keinen
Einfluss auf die Entwicklung von Stentthrombosen durch mangelnde Endothelialisierung zu
haben. Geht man davon aus, dass eine schnellere Migration auch zu einer besseren
Stentendothelialisierung fiihrt, kénnten Statine diesen Prozess durch ihre pleiotropen Effekte
sogar verzogern. Dieser Effekt scheint aber neben der wichtigen lipidsenkenden Wirkung der
Statine nur wenig klinisch relevant. Anders verhielt sich die Endothelzellmigration unter hohen
Statinkonzentrationen (1 uM), die bei lokaler Freisetzung durch DES erreicht werden. Hier
konnte ein migrationssenkender Effekt der Statine, insbesondere bei Atorvastatin nicht
nachgewiesen werden. In diesem Falle stehen allerdings vor allem der Einfluss des lokal
freigesetzten Statins auf die Intimahyperplasie im Vordergrund. (179)

Interessant ist daher vor allem das Ergebnis, dass es im Hinblick auf das Migrationsverhalten
arterieller Endothelzellen unwesentlich ist, ob die Sekundarprophylaxe nach PCI mit einem
lipophilen oder hydrophilen Statin durchgefiihrt wird. Unterschiede zeigen sich jedoch auf
zelluléarer Ebene im Wirkmechanismus der Pleiotropie von Atorva -und Pravastatin. So scheint
in vendsen Zellen Atorvastatin Uber das Apelin/APLNR-System zu wirken, wéhrend
Pravastatin davon unabhdngig auf die Endothelzellen wirkt. In arteriellen Zellen hingegen
konnte dieser Unterschied nicht gezeigt werden.

In Hinblick auf die 0.g. Frage nach der Optimierung der Statintherapie zeigte sich besonders,
dass die Modelle zur Erérterung dieser Fragestellung genau abgewogen werden mussen, da sich
in dieser Arbeit groRe Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Gefalibetten und
Schubspannungen zeigen lieBen. Diese weisen darauf hin, dass zur Untersuchung der
pleiotropen Effekte der Statine auf die Endothelzellen zum Beispiel die gerne verwendeten
HUVEC nicht unbedingt eine gute Ubertragbarkeit zu in vivo Verhaltnissen haben, wenn diese

schon im in vitro Modell anders reagieren als arterielle Endothelzellen.
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5 Zusammenfassung

Die Migration von Endothelzellen unter hamodynamischen Flussbedingungen ist ein komplex
regulierter Vorgang. In dieser Arbeit konnten die Aktivierung des Apelin-Rezeptors und die
Zugabe von Statinen als Einflussfaktoren auf die Migration der Endothelzellen unter
verschiedener Schubspannung identifiziert werden. Dabei wurden folgende Kernaussagen

herausgearbeitet:

1. Der Apelin-Rezeptor reguliert die Endothelzellen-Migration in Abhangigkeit von der
Schubspannung und dem GeféRbett. In HUVEC wirkt der APLNR migrationsfordernd
unter physiologischen Schubspannungen und migrationshemmend unter hoheren
Schubspannungen. Keinen Einfluss zeigt der APLNR auf die Migration von HCAEC.

2. Physiologische Statinkonzentrationen reduzieren die EC-Migration in HCAEC. Dies
steht im Gegensatz zu der beschriebenen migrationsfordernden Wirkung von
statinbehandelten HUVEC. In supraphysiologischen Konzentrationen zeigten sich
Unterschiede zwischen dem lipophilen Atorvastatin und dem hydrophilen Pravastatin.

3. Die Wirkung der Statine auf die EC-Migration scheint teilweise Gber den APLNR zu
erfolgen. Dies kdnnte moglicherweise abhangig von ihrer Lipophilie geschehen.

Hinsichtlich der klinischen Relevanz scheint insbesondere der Einfluss des APLNR auf die
endotheliale Migration, sowie sein Zusammenspiel mit Atorvastatin von Bedeutung zu sein. In
diesem experimentellen Setting konnte bei Betrachtung von arteriellen EC kein Vorteil eines
der Statine bezuglich ihrer Migration herausgearbeitet werden. Inwieweit sich diese jedoch

klinisch unterscheiden, musste in in vivo Studien untersucht werden.

In Zusammenschau mit den Studien der aktuellen Literatur zeigte die hier vorliegende Arbeit
besonders, wie stark zum Beispiel die Auswahl des Zellmodells die Ergebnisse beeinflusst. So
lassen sich Arbeiten mit dem fir Arteriosklerose oft gewahlten HUVEC-Zellmodell kaum mit
Experimenten an HCAEC vergleichen, obgleich es sich bei beiden um vaskulére Endothelzellen
handelt. AuRerdem zeigte sich, dass die Wirkung der Statine oder der APLNR-Blockierung
unter physiologischen Schubspannungen teilweise gegenteilig zu ihrer Wirkung unter héheren

Schubspannungen ist.

In der individualisierten Medizin wird angestrebt fiir jeden einzelnen Patienten entsprechend
seiner Erkrankungen, die optimalste Therapie zu finden. Wo Atorvastatin fur den einen
Patienten von Vorteil ist, sorgt bei einer anderen Patientin Pravastatin fur mehr Sicherheit. Dass

diese Wirkstoffgruppe nicht so homogen ist, zeigen die hier erhobenen Ergebnisse. Um den
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modernen Therapieansatz zu verfolgen, sollten auch die wissenschaftlichen Fragestellungen

beziglich der Wirkstoffgruppe der Statine konkreter abgestimmt beantworten.
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Anhang 2

Anhang

# Sample ID User name Date and Time  Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor

1 HUVEC_29.04.16_1 Kardiologie Labor 09.06.2016 14:19:36 63,9 ng/pl 1,598 0,772 2,07 1,61 RNA 40,00
2 HUVEC_02.05.16_1 Kardiclogie Labor 09.06.2016 14:21:47 41,8 ng/pl 1,046 0,493 2,12 0,11 RNA 40,00
3 HUVEC_03.05.16_1 Kardiologie Labor 09.06.2016 14:24:03 56,8 ng/pl 1,420 0,681 2,08 1,59 RNA 40,00
4 HUVEC_03.05.16_2 Kardiologie Labor 09.06.2016 14:24:44 57,3 ng/pl 1,433 0,696 2,06 1,56 RNA 40,00
S HUVEC_17.05.16_1 Kardiologie Labor 09.06.2016 14:25:27 53,8 ng/pl 1,346 0,652 2,06 0,23 RNA 40,00
# SampleID  User name Date and Time | Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor
1 HUVEC_18.05.16_1 Kardiologie Labor 10.06.2016 10:35:29 91,1 ng/pl 2,277 1,082 2,11 1,41 RNA 40,00
2 HUVEC _18.05.16_2 Kardiologie Labor 10.06.2016 10:36:12 91,3 ng/pl 2,282 1,084 2,11 1,43 RNA 40,00
3 HUVEC 19.05.16_1 Kardiologie Labor 10.06.2016 10:36:58 95,1 ng/pl 2,378 1,123 2,12 1,41 RNA 40,00
4 HUVEC_19.05.16_2 Kardiologie Labor 10.06.2016 10:37:29 94,0 ng/pl 2,349 1,123 2,09 1,39 RNA 40,00
5 HUVEC 20.05.16_1 Kardiologie Labor 10.06.2016 10:38:03 52,3 ng/pl 1,307 0,611 2,14 0,48 RNA 40,00
6 HUVEC 20.05.16_2 Kardiologie Labor 10.06.2016 10:38:40 53,1 na/pl 1,326 0,640 2,07 0,48 RNA 40,00
7 HUVEC_23.05.16_1 Kardiologie Labor 10.06.2016 10:39:25 95,6 ng/pl 2,389 1,137 2,10 1,01 RNA 40,00
8 HUVEC 23.05.16_2 Kardiologie Labor 10.06.2016 10:39:52 95,9 ng/pl 2,397 1,143 2,10 1,00 RNA 40,00
#  Sample ID Username = Dateand Time Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor
1 HUVEC_24.05.15_1 Kardiologie Labor 14.06.2016 15:03:53 50,8 na/pl 1,269 0,591 2,15 0,12 RNA 40,00
2 HUVEC_24.05.15_2 Kardiclogie Labor 14.06.2016 15:04:41 51,3 ng/pl 1,283 0,588 2,18 0,12 RNA 40,00
3 HUVEC_26.05.15_1 Kardiologie Labor 14.06.2016 15:05:20 79,4 ng/pl 1,986 0,921 2,16 0,15 RNA 40,00
4 HUVEC 26.05.15_2 Kardiologie Labor 14.06.2016 15:05:49 78,6 ng/pl 1,966 0,912 2,16 0,15 RNA 40,00
5 HUVEC_30.05.15_1 Kardiologie Labor 14.06.2016 15:06:22 37,3 ng/pl 0,932 0,426 2,19 0,07 RNA 40,00
6 HUVEC_30.05.15_2 Kardiologie Labor 14.06.2016 15:06:54 38,1 ng/pl 0,953 0,432 2,20 0,07 RNA 40,00
7 HUVEC_31.05.15_1 Kardiologie Labor 14.06.2016 15:07:26 26,7 ng/pl 0,668 0,304 2,20 0,07 RNA 40,00
8 HUVEC_31.05.15_1 Kardiologie Labor 14.06.2016 15:07:44 27,3 ng/pl 0,683 0,313 2,18 0,08 RNA 40,00
# Sample ID User name Date and Time  Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor
1 HUVEC 01.06.16_1 Kardiologie Labor 20.06.2016 15:06:27 45,7 ng/pl 1,142 0,545 2,09 0,70 RNA 40,00
2 HUVEC 01.06.16_2 Kardiologie Labor 20.06.2016 15:07:00 45,7 ng/pl 1,142 0,546 2,09 0,72 RNA 40,00
3 HUVEC 02.06.16_1 Kardiologie Labor 20.06.2016 15:07:32 63,4 ng/pl 1,585 0,761 2,08 1,36 RNA 40,00
4 HUVEC_02.06.16_2 Kardiologie Labor 20.06.2016 15:07:58 65,6 ng/pl 1,640 0,782 2,10 1,41 RNA 40,00
S HUVEC_10.06.16_1 Kardiologie Labor 20.06.2016 15:08:33 61,0 ng/pl 1,525 0,732 2,08 1,38 RNA 40,00
6 HUVEC 10.06.16 2 Kardiologie Labor 20.06.2016 15:09:15 60,8 ng/pl 1,521 10,733 2,07 1,33 RNA 40,00
7 HUVEC_11.06.16_1 Kardiologie Labor 20.06.2016 15:10:06 59,8 ng/ul 1,495 0,705 2,12 0,55  RNA 40,00
8 HUVEC 11.06.16 2 Kardiologie Labor 20.06.2016 15:10:49 60,8 ng/pl 1,521 0,724 2,10 0,55  RNA 40,00
#  Sample ID Username  Dateand Time Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor
1 HUVEC_12.06.16_1 Kardiologle Labor 28.06.2016 16:05:00 76,9 ng/pl 1,923 0,939 2,05 1,15 RNA 40,00
2 HUVEC_12.06.16_2 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:05:58 81,1 ng/pl 2,026 0,997 2,03 1,16 RNA 40,00
3 HUVEC_13.06.16_1 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:06:45 69,8 ng/pl 1,744 0,841 2,07 0,35 RNA 40,00
4 HUVEC_13.06.16_2 Kardiologle Labor 28.06.2016 16:07:23 70,2 na/pl 1,756 0,848 2,07 0,35 RNA 40,00
S HUVEC_14.06.16_1 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:08:17 78,6 ng/pl 1,965 0,954 2,06 0,88 RNA 40,00
6 HUVEC_14.06.16_2 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:09:08 78,5 ng/pl 1,962 0,951 2,06 0,86 RNA 40,00
7 HUVEC_15.06.16_1 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:10:01 105,8 na/pl 2,646 1,288 2,06 1,25 RNA 40,00
8 HUVEC_15.06.16_2 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:10:34 102,1 ng/pl 2,554 1,245 2,05 1,21 RNA 40,00
S HUVEC_23.06.16_1 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:11:13 118,4 ng/pl 2,961 1,445 2,05 1,74 RNA 40,00
10 HUVEC_23.06.16_2 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:11:42 117,6 ng/pl 2,940 1,439 2,04 1,75 RNA 40,00
11 HUVEC_24.06.16_1 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:12:39 97,1 ng/pl 2,428 1,172 2,07 1,03 RNA 40,00
12 HUVEC_24.06.16_2 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:13:09 96,0 ng/pl 2,399 1,157 2,07 1,02 RNA 40,00
13 HUVEC_25.06.16_1 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:13:44 99,8 ng/pl 2,495 1,219 2,05 1,22 RNA 40,00
14 HUVEC_25.06.16_2 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:14:07 96,3 ng/pl 2,408 1,155 2,08 1,21 RNA 40,00
15 HUVEC 26.06.16_1 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:14:41 79,3 ng/pl 1,983 0,969 2,05 1,63 RNA 40,00
16 HUVEC_26.06.16_2 Kardiologie Labor 28.06.2016 16:15:22 81,2 ng/pl 2,031 0,994 2,04 1,60 RNA 40,00

Abbildung 29 — Spektrophotometrische Bestimmung des RNS-Gehalts von HUVEC aus Flussversuchen (1/2). Dargestellt sind die
verschiedenen Proben aus den Flussversuchen. Diese sind nach Datum des Versuchs gelistet. Nach Isolation der RNS aus den Zellpellets
erfolgte die Bestimmung des RNS Gehalts (hier Nucleic Acid Conc.) und des 260/280-Quotienten.



Anhang 3

#| SsampleID Username | Dateand Time | Nucleic Acid Conc. Unit'A260 A280 260/280 260/230) snmpleType\Fmr
1 HUVEC_13.07.16_1 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:13:03 61,0 ng/ul 1,524 0,736 2,07 0,50 40,00
2 HUVEC 13.07.16 2 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:13:53 63,4 ng/pl 1,584 0,761 2,08 0,51 RNA 40,00
3 HUVEC 14.07.16 1 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:14:23 106,8 ng/ul 2,670 1,301 2,05 1,71 RNA 40,00
4 HUVEC_14.07.16_2 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:15:15 102,6 ng/pl 2,565 1,260 2,04 1,67 RNA 40,00
5 HUVEC 15.07.16 1 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:15:43 86,1 ng/pl 2,153 1,042 2,07 1,46 RNA 40,00
6 HUVEC 15.07.16 2 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:16:06 86,3 ng/pl 2,159 1,049 2,06 1,40 RNA 40,00
7 HUVEC_16.07.16_1 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:16:40 98,7 ng/ul 2,466 1,202 2,05 1,71 RNA 40,00
8 HUVEC 16.07.16_2 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:17:32 98,7 na/ul 2,466 1,206 2,05 1,79 RNA 40,00
9 HUVEC 17.07.16_1 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:18:01 101,7 ng/ul 2,542 1,228 2,07 0,40 RNA 40,00
10 HUVEC_17.07.16_2 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:18:23 102,7 na/ul 2,567 1,247 2,06 0,41 RNA 40,00
11 HUVEC 18.07.16_1 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:18:50 135,3 na/pl 3,382 1,669 2,03 1,55 RNA 40,00
12 HUVEC_18.07.16 2 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:19:17 134,0 ng/ul 3,350 1,648 2,03 1,55 RNA 40,00
13 HUVEC_19.07.16_1 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:19:42 35,8 na/ul 0,895 0,456 1,96 1,30 RNA 40,00
14 HUVEC 19.07.16 2 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:20:09 34,5 ng/ul 0,863 0,427 2,02 1,32 RNA 40,00
15 HUVEC_20.07.16_1 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:20:47 128,5 ng/pl 3,212 1,555 2,07 1,52 RNA 40,00
16 HUVEC_20.07.16_2 Kardiologie Labor 02.08.2016 14:21:13 150,8 ng/ul 3,770 1,853 2,03 1,44 RNA 40,00
# SampleID = Username | Dateand Time | Nucleic Acid Conc. Unit A260/A280 260/280 260/230 Sample'lype Factor
17 HUVEC 21.07.16 1 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:18:19 82,2 na/pl 2,055 0,989 2,08 0,66 40,00
18 HUVEC 21.07.16 2 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:18:42 81,3 ng/ul 2,032 0,968 2,10 0,66 RNA 40,00
19 HUVEC 22.07.16 1 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:19:15 102,5 ng/pl 2,563 1,242 2,06 0,61 RNA 40,00
20 HUVEC 22.07.16_2 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:19:35 102,3 ng/ul 2,558 1,235 2,07 0,61 RNA 40,00
21 HUVEC 24.07.16 1 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:20:06 85,0 ng/ul 2,126 1,002 2,12 0,27 RNA 40,00
22 HUVEC 24.07.16 2 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:20:29 85,3 ng/pl 2,132 1,000 2,13 0,28 RNA 40,00
23 HUVEC_25.07.16_1 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:21:01 79,2 ng/ul 1,980 0,938 2,11 0,46 RNA 40,00
24 HUVEC 25.07.16 2 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:21:25 79,0 ng/ul 1,975 0,948 2,08 0,46 RNA 40,00
25 HUVEC_27.07.16_1 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:21:56 82,0 na/ul 2,050 0,967 2,12 0,33 RNA 40,00
26 HUVEC 27.07.16 2 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:22:19 81,4 ng/pl 2,035 0,960 2,12 0,32 RNA 40,00
27 HUVEC 28.07.16_1 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:22:55 94,0 na/pl 2,351 1,124 2,09 0,47 RNA 40,00
28 HUVEC_28.07.16_2 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:23:17 97,0 na/ul 2,426 1,159 2,09 0,47 RNA 40,00
29 HUVEC 29.07.16_1 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:23:47 86,3 na/pl 2,157 1,028 2,10 0,74 RNA 40,00
30 HUVEC 29.07.16_2 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:24:11 86,9 na/ul 2,171 1,037 2,09 0,96 RNA 40,00
31 HUVEC_31.07.16_1 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:24:50 107,9 na/ul 2,697 1,302 2,07 0,65 RNA 40,00
32 HUVEC_31.07.16_2 Kardiologie Labor 03.08.2016 16:25:14 106,4 na/ul 2,660 1,280 2,08 0,59 RNA 40,00
# SampleID | Username  Dateand Time | Nucleic Acid Conc. Unit /A260 A280 260/280 260/230 Sample'lype Factor
40 HUVEC 01.08.16_1 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:23:49 107,7 ng/pl 2,694 1,283 2,10 0,41 40,00
41 HUVEC 01.08.16 2 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:24:22 107,8 ng/ul 2,696 1,296 2,08 0,39 RNA 40,00
42 HUVEC_02.08.16_1 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:24:54 148,8 ng/ul 3,719 1,793 2,07 0,78 RNA 40,00
43 HUVEC_02.08.16 2 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:25:30 151,9 ng/ul 3,797 1,844 2,06 1,01 RNA 40,00
44 HUVEC 03.08.16_1 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:26:09 151,2 ng/ul 3,780 1,822 2,07 0,97 RNA 40,00
45 HUVEC 03.08.16 2 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:26:42 127,1 ng/ul 3,178 1,536 2,07 0,92 RNA 40,00
46 HUVEC_05.08.16_1 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:27:19 113,7 na/ul 2,843 1,528 1,86 0,97 RNA 40,00
47 HUVEC 05.08.16 2 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:27:52 131,4 ng/ul 3,284 1,784 1,84 1,07 RNA 40,00
48 HUVEC 07.08.16_1 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:28:55 125,7 ng/ul 3,142 1,689 1,86 1,09 RNA 40,00
49 HUVEC_07.08.16_2 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:29:15 117,0 ng/ul 2,926 1,563 1,87 1,13 RNA 40,00
50 HUVEC 08.08.16_1 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:29:39 139,7 ng/ul 3,493 1,722 2,03 1,06 RNA 40,00
51 HUVEC_08.08.16 2 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:30:00 135,3 na/ul 3,384 1,645 2,06 0,98 RNA 40,00
52 HUVEC_09.08.16_1 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:30:24 114,1 ng/ul 2,852 1,389 2,05 1,34 RNA 40,00
53 HUVEC_09.08.16 2 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:30:51 111,3 ng/ul 2,783 1,364 2,04 1,37 RNA 40,00
54 HUVEC_10.08.16_1 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:31:19 1191 ng/ul 2,976 1,431 2,08 0,65 RNA 40,00
55 HUVEC_10.08.16_2 Kardiologie Labor 11.08.2016 16:31:55 113,8 ng/ul 2,844 1,358 2,09 0,54 RNA 40,00
#  SampleID | Username  Dateand Time |Nucleic Acid Conc. Unit /A260 A280 260/280 260/230 sample'lypel-'aewr
1 HUVEC 11.08.16 1 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:23:42 17,2 na/ul 0,430 0,197 2,19 1,40 40,00
2 HUVEC 11.08.16 2 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:24:27 58,8 ng/pl 1,470 0,687 2,14 1,60 RNA 40,00
3 HUVEC 11.08.16 3 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:24:54 86,1 ng/ul 2,153 1,033 2,08 1,65 RNA 40,00
4 HUVEC_17.08.16_1 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:25:53 110,4 na/pl 2,761 1,347 2,05 1,40 RNA 40,00
5 HUVEC 17.08.16_2 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:26:14 108,7 ng/ul 2,718 1,302 2,09 1,41 RNA 40,00
6 HUVEC_18.08.16_1 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:26:43 116,5 ng/pl 2,912 1,402 2,08 1,57 RNA 40,00
7 HUVEC_18.08.16_2 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:27:06 115,5 ng/pl 2,887 1,381 2,09 1,56 RNA 40,00
8 HUVEC 22.08.16_1 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:27:38 105,5 ng/l 2,637 1,257 2,10 1,50 RNA 40,00
9 HUVEC 22.08.16 2 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:28:00 104,9 ng/pl 2,623 1,248 2,10 1,53 RNA 40,00
10 HUVEC_23.08.16_1 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:28:29 106,0 ng/pl 2,649 1,271 2,08 1,09 RNA 40,00
11 HUVEC 23.08.16 2 Kardiologie Labor 01.09.2016 11:29:16 105,3 ng/pl 2,634 1,258 2,09 1,09 RNA 40,00

Abbildung 30 - Spektrophotometrische Bestimmung des RNS-Gehalts von HUVEC aus Flussversuchen (2/2). Dargestellt
sind die verschiedenen Proben aus den Flussversuchen. Diese sind nach Datum des Versuchs gelistet. Nach Isolation der RNS
aus den Zellpellets erfolgte die Bestimmung des RNS Gehalts (hier Nucleic Acid Conc.) und des 260/280-Quotienten.



Anhang 4

# SampleID  Username Dateand Time  Nucleic Acid Unit A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260/230 Sample Type
1 HCAEC 09.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:02:20 PM 40.4 ng/pl 1.010 0.486 2.08 1.15 RNA
2 HCAEC_09.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:02:58 PM 42.9 ng/pl 1.072 0.514 2.09 1.04 RNA
3 HCAEC_10.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:03:26 PM 40.1 ng/pl 1.004 0.482 2.08 0.80 RNA
4 HCAEC_10.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:03:56 PM 41.2 ng/ul 1.030 0.494 2.08 0.74 RNA
5 HCAEC_13.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:04:39 PM 49.7 ng/pl 1.242 0.610 2.04 0.91 RNA
6 HCAEC_13.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:05:01 PM 53.3 ng/pl 1.331 0.643 2.07 1.00 RNA
7 HCAEC_15.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:05:30 PM 46.9 ng/pl 1.172 0.556 2.11 0.49 RNA
8 HCAEC 15.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:05:53 PM 41.7 ng/ul 1.044 0.510 2.05 0.34 RNA
9 HCAEC_17.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:06:21 PM 43.1 ng/pl 1.078 0.515 2.09 0.46 RNA
10 HCAEC_17.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:06:58 PM 43.7 ng/pl 1.092 0.522 2.09 0.54 RNA
11 HCAEC_18.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:07:35 PM 44.9 ng/pl 1.122 0.557 2,01 0.69 RNA
12 HCAEC 18.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:08:11 PM 42.6 ng/pl 1.065 0.505 2.11 0.76 RNA
13 HCAEC 21.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:08:35 PM 48.9 ng/pl 1.221 0.589 2.07 0.26 RNA
14 HCAEC 21.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:08:56 PM 49.4 ng/ul 1.234 0.585 2.11 0.25 RNA
15 HCAEC_22.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:09:24 PM 65.3 ng/pl 1.632 0.785 2.08 0.48 RNA
16 HCAEC_22.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:09:44 PM 76.1 ng/pl 1.902 0.932 2.04 1.13 RNA
17 HCAEC 23.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:10:42 PM 47.7 ng/pl 1.193 0.572 2.08 0.35 RNA
18 HCAEC 23.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:11:01 PM 47.6 ng/ul 1.190 0.596 2.00 0.34 RNA
19 HCAEC 29.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:11:28 PM 39.8 ng/pl 0.996 0.493 2.02 0.36 RNA
20 HCAEC 29.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:12:10 PM 39.6 ng/ul 0.991 0.478 2.07 0.36 RNA
21 HCAEC_30.11.16_1 Admin 2/27/2017 1:12:37 PM 52.0 ng/pl 1.301 0.639 2.04 0.50 RNA
22 HCAEC_30.11.16_2 Admin 2/27/2017 1:12:56 PM 51.7 ng/pl 1.292 0.625 2.07 0.49 RNA
23 HCAEC 01.12.16_1 Admin 2/27/2017 1:13:27 PM 90.7 ng/ul 2.267 1.089 2.08 0.35 RNA
24 HCAEC 01.12.16_1 Admin 2/27/2017 1:13:43 PM 92.2 ng/pl 2.305 1.119 2.06 0.36 RNA
# Sample ID User name Date and Time | Nucleic Acid  Unit A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260/230 Sample Type
1 HCAEC_03.10.16_1 Admin 11/21/2016 12:12:43 PM 45.5 ng/pl 1.138 0.537 2.12 0.76 RNA
2 HCAEC_03.10.16_2 Admin 11/21/2016 12:13:26 PM 60.6 ng/pl 1.515 0.734 2.06 0.26 RNA
3 HCAEC 04.10.16_1 Admin 11/21/2016 12:14:07 PM 62.3 ng/pl 1.556 0.702 2.22 0.44 RNA
4 HCAEC 04.10.16_2 Admin 11/21/2016 12:14:42 PM 69.7 ng/pl 1.742 0.777 2.24 0.52 RNA
5 HCAEC 06.10.16_1 Admin 11/21/2016 12:15:17 PM 65.8 ng/pl 1.646 0.781 2.11 0.28 RNA
6 HCAEC 06.10.16_2 Admin 11/21/2016 12:15:35PM 51.5 ng/pl 1.288 0.629 2.05 0.18 RNA
7 HCAEC 08.10.16_1 Admin 11/21/2016 12:16:00 PM 58.5 ng/pl 1.464 0.620 2.36 0.35 RNA
8 HCAEC 08.10.16_2 Admin 11/21/2016 12:16:17 PM 55.8 ng/ul 1.396 0.639 2.19 0.41 RNA
9 HCAEC_09.10.16_1 Admin 11/21/2016 12:16:38 PM 66.9 ng/pl 1.673 0.689 243 0.30 RNA
10 HCAEC_09.10.16_2 Admin 11/21/2016 12:16:54 PM 59.3 ng/pl 1.482 0.662 2.24 0.25 RNA
11 HCAEC 11.10.16_1 Admin 11/21/2016 12:17:17 PM 70.6 ng/pl 1.766 0.714 2.47 0.25 RNA
12 HCAEC 11.10.16_2 Admin 11/21/2016 12:17:35 PM 65.6 ng/pl 1.641 0.698 2.35 0.22 RNA
13 HCAEC 12.10.16_1 Admin 11/21/2016 12:17:59 PM 55.2 ng/pl 1.381 0.617 2.24 0.21 RNA
14 HCAEC_12.10.16_2 Admin 11/21/2016 12:18:15 PM 46.0 ng/pl 1.151 0.544 2.12 0.19 RNA
15 HCAEC_13.10.16_1 Admin 11/21/2016 12:18:37 PM 51.9 ng/pl 1.297 0.617 2.10 0.26 RNA
16 HCAEC_13.10.16_2 Admin 11/21/2016 12:18:55 PM 55.0 ng/pl 1.376 0.667 2.06 0.26 RNA

Abbildung 31 - Spektrophotometrische Bestimmung des RNS-Gehalts von HCAEC aus Flussversuchen (1/4). Dargestellt
sind die verschiedenen Proben aus den Flussversuchen. Diese sind nach Datum des Versuchs gelistet. Nach Isolation der RNS
aus den Zellpellets erfolgte die Bestimmung des RNS Gehalts (hier Nucleic Acid Conc.) und des 260/280-Quotienten.



Anhang

#  SampleID Username Dateand Time |Nucleic Acid Unit A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260/230 Sample Type
1 HCAEC 02.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:25:12 AM 45.8 ng/pl 1.145 0.532 2.15 0.84 RNA
2 HCAEC 02.12.16_2 Admin 3/6/2017 11:25:42 AM 45.5 ng/pl 1.138 0.525 217 0.84 RNA
3 HCAEC 04.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:26:07 AM 57.9 ng/ul 1.447 0.665 2.18 0.29 RNA
4 HCAEC_04.12.16_2 Admin 3/6/2017 11:26:55 AM 56.3 ng/pl 1.408 0.648 2.17 0.28 RNA
S5 HCAEC_08.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:27:26 AM 34.4 ng/ul 0.859 0.387 2.22 0.08 RNA
6 HCAEC 08.12.16_2 Admin 3/6/2017 11:27:50 AM 34.6 ng/ul 0.866 0.397 2.18 0.08 RNA
7 HCAEC_09.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:28:20 AM 55.5 ng/ul 1.387 0.654 2.12 1.49 RNA
8 HCAEC 09.12.16_2 Admin 3/6/2017 11:28:40 AM 54.3 ng/pl 1.358 0.634 2.14 1.50 RNA
9 HCAEC_10.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:29:24 AM 38.2 ng/ul 0.954 0.436 2.19 0.16 RNA
10 HCAEC 10.12.16_2 Admin 3/6/2017 11:29:44 AM 38.3 ng/ul 0.957 0.434 2.20 0.16 RNA
11 HCAEC_11.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:30:06 AM 35.7 ng/ul 0.892 0.386 2.31 0.06 RNA
12 HCAEC_ 11.12.16_2 Admin 3/6/2017 11:30:55 AM 35.1 ng/ul 0.877 0.387 2.27 0.06 RNA
13 HCAEC_ 12.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:31:37 AM 18.2 ng/ul 0.454 0.205 2.22 0.21 RNA
14 HCAEC 12.12.16_2 Admin 3/6/2017 11:31:53 AM 18.5 ng/pl 0.463 0.206 2.25 0.22 RNA
15 HCAEC_13.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:32:42 AM 51.3 ng/ul 1.283 0.600 2.14 0.99 RNA
16 HCAEC 13.12.16_2 Admin 3/6/2017 11:33:18 AM 51.8 ng/pl 1.295 0.615 2.11 0.99 RNA
17 HCAEC_14.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:34:30 AM 74.5 ng/ul 1.862 0.877 2.12 0.31 RNA
18 HCAEC 14.12.16_2 Admin 3/6/2017 11:34:49 AM 75.6 ng/pl 1.891 0.887 2.13 0.31 RNA
19 HCAEC_15.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:35:12 AM 43.2 ng/ul 1.081 0.508 2.13 0.56 RNA
20 HCAEC 15.12.16_1 Admin 3/6/2017 11:35:29 AM 43.5 ng/pl 1.087 0.499 2.18 0.56 RNA
#  SampleID Username Dateand Time Nucleic Acid Unit A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280 260/230 Sample Type
1 HCAEC_15.03.17_1 Admin 5/4/2017 12:47:11 PM 33.2 ng/ul 0.829 0.367 2.26 0.29 RNA
2 HCAEC_15.03.17_2 Admin 5/4/2017 12:47:53 PM 33.3 ng/ul 0.832 0.365 2.28 0.28 RNA
3 HCAEC_19.12.17_1 Admin 5/4/2017 12:48:25 PM 39.8 ng/ul 0.996 0.440 2.26 0.34 RNA
4 HCAEC 19.12.17_2 Admin 5/4/2017 12:48:45 PM 39.5 ng/pl 0.987 0.426 2.32 0.34 RNA
S HCAEC_20.12.17_1 Admin 5/4/2017 12:49:10 PM 28.7 ng/ul 0.717 0.297 2.41 0.19 RNA
6 HCAEC 20.12.17_2 Admin 5/4/2017 12:49:30 PM 28.6 ng/pl 0.716 0.289 2.48 0.19 RNA
7 HCAEC_11.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:49:58 PM 17.5 ng/pl 0.437 0.157 2.79 0.15 RNA
8 HCAEC_11.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:50:24 PM 17.8 ng/pl 0.446 0.176 2.54 0.15 RNA
9 HCAEC_16.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:50:54 PM 36.6 ng/ul 0.914 0.401 2.28 0.18 RNA
10 HCAEC_16.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:51:12 PM 36.6 ng/pl 0.915 0.387 236 0.18 RNA
11 HCAEC_19.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:51:38 PM 46.0 ng/pl 1.149 0.508 2.26 0.11 RNA
12 HCAEC 19.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:51:56 PM 45.5 ng/ul 1.137 0.497 2.29 0.11 RNA
13 HCAEC_20.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:52:25PM 31.8 ng/pl 0.795 0.339 2.35 0.13 RNA
14 HCAEC_20.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:52:44 PM 32.4 ng/pl 0.810 0.344 235 0.13 RNA
15 HCAEC_22.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:53:12 PM 53.3 ng/ul 1.333 0.595 2.24 1.35 RNA
16 HCAEC 22.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:53:29 PM 54.0 ng/pl 1.349 0.618 2.18 1.37 RNA
17 HCAEC_23.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:53:59 PM 30.0 ng/pl 0.751 0.333 2.25 0.83 RNA
18 HCAEC_23.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:54:19 PM 30.3 ng/ul 0.759 0.329 231 0.84 RNA
19 HCAEC_24.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:54:45 PM 44.6 ng/pl 1.116 0.506 2.20 0.37 RNA
20 HCAEC 24.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:55:06 PM 44.4 ng/pl 1.110 0.498 2.23 0.38 RNA
21 HCAEC_25.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:56:24 PM 59.5 ng/pl 1.488 0.690 2.16 2.12 RNA
22 HCAEC 25.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:56:45 PM 59.7 ng/pl 1.492 0.699 2.14 2.08 RNA
23 HCAEC_26.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:57:27 PM 65.9 ng/ul 1.647 0.763 2.16 1.44 RNA
24 HCAEC_26.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:57:47 PM 63.7 ng/pl 1.593 0.738 2.16 1.43 RNA
25 HCAEC_17.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:58:45 PM 37.6 ng/ul 0.940 0.416 2.26 2.90 RNA
26 HCAEC 17.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:59:05 PM 37.4 ng/ul 0.934 0.412 2.27 3.01 RNA
27 HCAEC_18.01.17_1 Admin 5/4/2017 12:59:31 PM 33.1 ng/pl 0.828 0.370 2.24 1.83 RNA
28 HCAEC_18.01.17_2 Admin 5/4/2017 12:59:49 PM 32.1 ng/pl 0.801 0.350 2.29 2.78 RNA

Abbildung 32 - Spektrophotometrische Bestimmung des RNS-Gehalts von HCAEC aus Flussversuchen (2/4). Dargestellt
sind die verschiedenen Proben aus den Flussversuchen. Diese sind nach Datum des Versuchs gelistet. Nach Isolation der RNS
aus den Zellpellets erfolgte die Bestimmung des RNS Gehalts (hier Nucleic Acid Conc.) und des 260/280-Quotienten.



Anhang 6

s suits HCAEC RNA Is0 22.7.2019
Sample Read# Location | 260 Raw | 260 Raw | 320 Raw | 260 280 | 260/280 | ng/uL 800ng  [bis 15,4yl
n=1
10dyn 1 0137 | 0003 | 0052 | 008 | 0038 | 2093 | 64028 | 615525 975 565
0.13 009 | 0051 | 0074 | 0036 | 2089 | 59.077
10dyn+ML 2 0095 | 0078 | 0057 | 0034 | 0018 | 1844 | 27116 | 256445 2340
0079 | 0062 | 0044 | 003 | 0015 | 1.987 | 24.173
10dyn+0 1M Ator 3 0114 | 0083 | 0052 | 0057 | 0028 | 203 | 45605 [ 430275 1366 1.74
0126 | 0103 | 0071 | 0053 | 0029 | 1822 | 42252
10dyn+1pM Alor. 4 0109 | 0075 | 0043 | 0061 | 0029 | 2099 | 49042 | 49611 1209 3.31
0112 | 0079 | 0046 | 0063 | 0031 | 2049 | 5018
10dyn+ML221 +0_1pM Afor 5 0141 | 0008 | 0056 | 0082 | 004 | 2058 | 6527 | 654165 917 6.23
0137 | 0093 | 0051 | 0082 | 004 | 2052 | 65563
10dyn+ML221 +1M Ator, 6 0147 | 0098 | 0048 | 0095 | 0047 | 2019 | 75071 | 75869 7.01 7.49
0152 | 00090 | 0053 | 0095 | 0044 | 2154 | 75807
10dyn+0.1uM Prava. 7 0124 | 0082 | 0043 | 0077 | 0036 | 2106 | 61246 | 62.263 964 576
0141 | 0098 | 0056 | 0079 | 0038 | 2092 | 63.28
10dyn+1uM Prava 8 0119 | 008 | 0044 | 007 | 0033 2.1 56230 | 56.205| 1066 474
0122 | 0084 | 0047 | 007 | 0034 | 2043 | 56.351
10dyn+ML221 +0 1pMPrava | © 0109 | 0078 | 0051 | 0054 | 0024 | 2208 | 42897 | 41,009 1429 [KE
0099 | 0071 | 0044 | 0051 | 0024 | 2105 | 41.101
10dyn+ML221 +1pMPrava |10 0122 | 0089 | 0056 | 0061 | 0031 | 1097 | 4884 [ 47.285] 12560 2.7
0108 | 0076 | 0046 | 0.057 | 0027 | 2087 | 4573
n=2
10dyn 11 012 | 0082 | 0046 | 007 | 0033 | 2080 | 55049 | 57.336 _ 1046 4.0
0104 | 0158 | 0116 | 0073 | 0030 | 1861 | 58.723
10dyn+ML 12 0162 | 0.103 | 005 | 0108 | 0051 | 2115 | 86.422 | 851205 7.05 8.35
0,157 0.1 0043 | 0.105 | 0049 | 2126 | 83810
10dyn+0.1M Ator. 13 0103 | 0077 | 0052 | 0048 | 0023 | 2043 | 38061 [ 37.256]  16.10
0095 | 0069 | 0045 | 0046 | 0021 | 2141 | 36.451
10dyn+1pM Alor. 14 0108 | 0075 | 0046 | 0058 | 0027 | 216 | 46188 [ 47.626] 1262 2.78
0112 | 0079 | 0047 | 0061 | 003 | 2033 | 48864
10dyn+ML221 +0_1pM Alor_|__15 0114 | 0077 | 0042 | 0068 | 0032 | 2108 | 54106 | 55425 1083 457
0131 | 0093 | 0056 | 0071 | 0035 | 2037 | 56.744
10dyn+ML221 +1pM Afor 16 0107 | 0075 | 0044 | 0056 | 0028 | 2071 | 46272 | 440405 1335 2.05
0111 | 0081 | 0052 | 0055 | 0026 | 2099 | 43609
10dyn+0_1yM Prava 17 0133 | 009 | 0052 | 0076 | 0035 | 2163 | 60.863 | 62.425 961 5.79
0133 | 0087 | 0048 | 008 | 0037 | 2167 | 63987
10dyn+1uM Prava 18 0138 | 0101 | 0059 | 0075 | 0039 | 1911 | 59623 [ 566895 _ 10.59 481
0123 | 0084 | 0051 | 0067 | 003 | 2231 | 53656
100yn+ML221 +0 1pMPrava | 19 0139 | 0092 | 0052 | 0083 | 0038 | 2192 | 66.216 | 665275 9,02 6.38
014 | 0094 | 0052 | 0084 | 0039 | 2124 | 66.839
10dyn+ML221 +1pMPrava |20 0137 | 0094 | 0053 | 0079 | 0038 | 2065 | 63250 | 622725 964 5.76
013 | 0089 | 0049 | 0077 | 0.037 | 2.065 | 61.286

Abbildung 33 - Spektrophotometrische Bestimmung des RNS-Gehalts von HCAEC aus Flussversuchen (3/4). Dargestellt sind
die verschiedenen Proben aus den Flussversuchen. Diese sind nach Datum des Versuchs gelistet. Nach Isolation der RNS aus den
Zellpellets erfolgte die Bestimmung des RNS Gehalts (hier Nucleic Acid Conc.) und des 260/280-Quotienten. Ausgabe in Excel.



Anhang 7

Sample Results RNA Iso am 23.7.2019
n=3
Locatio
Sample Read# o 260 Raw |280 Raw | 320 Raw | 260 280 260/280 ng/pL 500mg |bis 15.4
|10dyne 21 .14 0,103 063 |0,076] 0,038 2,017 60,663 | 50956 834 7,08
12 0,082 045 |0,074] 0,035 2,122 59,24
|10dyne + ML 22 14! 0,105 062 | 0,083 0,04 2,038 66,00 63,872 7.82 7.58
0,134 0,09 0,051 |0,077| 0,037 2,115 61,938
|10dyne + 0.1uM Atorva 23 0.096 0,071 0.046 [0.,045| 0022 2,02 36.251 3581 13.96 1.44)
,083 0,088 0,045 [0,044| 0,021 2,132 369
|10dyne + 1uM Atorva 24 ,089 0,087 0,044 |0041| 002 2,007 788 | 32,795 15 25| 0 15|
,085 0,072 0,05 0,041 0,02 2,078 12,801
|10dyne + ML221 + 0.1uM Atorva 25 164 0,149 0,129 |0,031| 0018 1,747 25,015 | 26,885 1860
,091 0,073 0,051 |0,036| 0,018 1,883 28,754
|10dyne + ML221 + 1uM Atorva 26 0,085 0,07 0,047 |0,043| 0,021 2,08 34,362 | 34778 14 38 1,02
0.098 0,075 0,05 0.044| 0,022 1,975 35,193
|10dyne + 0.1uM Prava 27 08! 0,07 052 |0,033] 001 2,028 26,230 | 26,252| 18,05
08! 0,083 .045 [0,033| 001 2,092 26,265
|10dyne + 1uM Prava 28 08! 0,076 058 0,03 0,01 885 24,208 | 23988 2084
0,079 0,063 0,046 | 003 0015 1,993 23678
|10dyne + ML221 + 0.1uM Prava 29 0,137 0,098 0,061 |0,071| 0,034 2,086 56,708 | 55,833 894 6,46
127 0,089 05! 0,08 0,033 2,064 55,157
[10dyne + ML221 + 1uM Prava 30 144 | 0,106 063 |0,076] 0,04 1,888 61,011 | 50652 838 702
1123 0,084 04 0,07 0,038 2,052 58,292 —I
Sample Resuits RNA Iso am 5.8.2019
n=4
Sample Read# Location [ 260 | 280 | 260/280 | ng/ul | bis 15,
10dyn 31 0,089 0,072 0,054 0,028 0,013 2,044 22 002 24,1865| 2067269
0,091 0,071 0,051 0,033 0015 219 26371
10dyn+ML 32 0,157 0,111 0,062 0,086 0,043 1,986 68,979 65,6365| 7.617713] 7782287
0.13 0,086 0,044 0,078 0,037 213 62,294
10dyn+0,1yM Ator. 33 0,08 0,063 0,047 0,026 0,012 2284 21,00 21,088] 2371017] -8,310167

0,078 0,06 0044 | 0026 | 0011 | 2387 | 21.086
10dyn+1uhl Ator. 0102 | 0076 | 0052 | 0043 0.02 2172_| 34345 33273 15.0272] 0,372801
0,097 | 0073 0,05 0,04 0018 | 2478 | 32201
10dyn+MLZ21 +0,1uM Alor. | 35 0124 | 0093 | 0062 | 0056 | 0021 | 2033 | 43966 41,325 12,00921] 3,300786|
0104 | 0075 | 0048 | 0048 | 0022 | 2185 | 38684

®

10dyn+0,1uM Prava. 37 0,104 0,075 0,048 0,049 0,023 2,149 | 39021 40,196] 12,43905] 2960951
0,104 0,073 0,044 0,052 0,024 2145 | 41371
10dyn+1pM Prava. 38 0,102 0,072 0,043 0,051 0,024 2128 | 41,015 40,87| 12,23391] 3,166088|
0,106 0,075 0,047 0,051 0,023 2203 | 40725
10dyn+ML221 +0,1uMPrava 30 0,108 0,077 0,051 0,05 0,021 2323 | 30866 40,194| 12, 43067| 2 960332
0,134 0,103 0,076 0,051 0,022 2265 | 40522
10dyn+ML221 +1pMPrava 40 0,14 0,099 0,058 0,074 0,035 2005 | 50201 50.4165] 8415171] 6984829
0,127 0,085 0,044 0,075 0,036 2,08 59,632
bei n=4fehit Nr.36
n=5
10dyn 41 0,093 0,069 0,046 0,039 0,018 2196 | 31277 34.7465] 14,38994] 1,010061
0,116 0,09 0,06 0,048 0,024 1951 | 38216
10dyn+ML 42 0,111 0,076 0,043 0,061 0,028 2175 | 48642 47,014] 10,63513] 476487
0,11 0,076 0,046 0,057 0,025 2263 | 45386
10dyn+0,1uM Afor. 43 0,127 0,087 0,051 0,068 0,031 2199 | 54738 54,4875 9.176417| 6,223583
0,122 0,083 0,047 0,068 0,031 2179 | 54237
10dyn+ML221 +0,1pM Alor 45 0,101 0,074 0,048 0,046 0,021 2196 | 36552 37.128] 13 46603] 1933075
0,099 0,071 0,044 0,047 0,022 2,14 37.704
10dyn+0,1uM Prava. a7 0,143 0,091 0,043 0,092 0,043 2152 | 73939 74,3875 6.721559] 8678441
0,151 0,098 0,05 0,004 0,044 2139 | 74836
10dyn+1uM Prava. 48 0,112 0,079 0,045 0,059 0,028 2085 | 46826 | 458505 10,90501] 4494994
0,108 0,075 0,044 0,056 0,026 2148 | 44875
10dyn+ML221 +0,1uMPrava 49 0,108 0,083 0,058 0,042 0,02 2,126 33,32 32,511] 15.37941] 0,02058|
0,097 0,073 005 0.04 0,018 2,162 31,702

10dyn+ML221 +1pMPrava 50 0126 | 0,103 0,07 0048 | 0028 | 1728 | 38771 36,465 13.71178| 1,688222
0099 | 0073 | 0049 | 0043 | 0019 | 2202 | 34159 |

Abbildung 34 - Spektrophotometrische Bestimmung des RNS-Gehalts von HCAEC aus Flussversuchen (4/4). Dargestellt
sind die verschiedenen Proben aus den Flussversuchen. Diese sind nach Datum des Versuchs gelistet. Nach Isolation der RNS
aus den Zellpellets erfolgte die Bestimmung des RNS Gehalts (hier Nucleic Acid Conc.) und des 260/280-Quotienten. Ausgabe
in Excel.
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Abbildung 35 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Atorvastatin behandelten HCAEC (10 dyne/cm?), zweiter
Spender. HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Behandlung mit ML221 fiihrt zu keiner
Verénderung der akkumulierten Distanz (Abb. 9A) und Geschwindigkeit (Abb. 9B) in mit Atorvastatin behandelten Zellen. Bei
der euklidischen Distanz (Abb. 9C) und der Direktionalitat (Abb. 9D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte
und SD aus jeweils voneinander unabhdngigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).



Anhang 9

A AkKumulierte Distanz B Geschwindigkeit
600 1.0+
g £
= g J
N = 0.8
£ 400+ g
%
=) 3 0.6
£ ]
s i ]
£ 200 g o4
g E
=] 5 0.2
g i
Q
0- 0.0
F PSS S A PN O
RN ¥ > S 3 7 3 9
& ¥ o oY SV STV Y
& & <« \X‘X &% S <& x
A & < »
o ¥ ¥ N
\g s o &
Q{y < Q{S‘ RS
C Euklidische Distanz D Direktionalitiit
700 1.0+
=
= 0.8
8 500+ =
B T 067
a g
% 300+ % 0.4
2 a
5 0.2
£ 1004
LH
0.0-
2 & &) > AN N N
I S P SN oo & ) RO
@ 3 N3 V W v ¥ V > )
& o Y DR R S A
SR & W SRS >
¢ N < N < N S
\Q_\\ ‘\\\? \_Q\ “\\\
2 & & &
<& ¢ ¢ «

Abbildung 36 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Pravastatin behandelten HCAEC (10 dyne/cm?), zweiter
Spender. HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm? behandelt. Die Behandlung mit ML221 fiihrt zu keiner
Verénderung der akkumulierten Distanz (Abb. 9A) und Geschwindigkeit (Abb. 9B) in mit Pravastatin behandelten Zellen. Bei der
euklidischen Distanz (Abb. 9C) und der Direktionalitat (Abb. 9D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte
und SD aus jeweils voneinander unabhé&ngigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).
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Abbildung 37 - Genexpression von eNOS und Racl in HUVEC (10 dyne/cm?). HUVEC wurden 15 h einer Schubspannung
von 10 dyne/cm2 ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgeldsten Zellen mittels gPCR untersucht. Hier zeigte sich einzig
eine signifikante Anderung der Genexpression der eNOS zwischen der Kontrolle und den mit Atorvastatin behandelten Zellen.
Abgebildet sind die Mittelwerte und SD von auf das Housekeeping-Gen B2M normalisierten, jeweils voneinander
unabhingigen Versuchen (n > 3).
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