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Einleitung 

1 Einleitung 

1.1 Epidemiologie der Herzkreislauferkrankungen 

Herzkreislauferkrankungen sind seit Jahrzehnten die führende Todesursache in Deutschland. 

Im Jahr 2018 konnten 37 % der Sterbefälle auf Erkrankungen des Herzens und der Gefäße 

zurückgeführt werden. (1) Auch weltweit bleiben Herzkreislauferkrankungen die häufigste 

Todesursache. Im Jahr 2020 waren laut Weltgesundheitsorganisation (World Health 

Organisation, WHO) 16 % der Sterbefälle auf die koronare Herzerkrankung (KHK) 

zurückzuführen. (2–5)  

In Bezug auf Alter, Geschlecht, Sozialstatus und Region gibt es große Unterschiede in der 

Prävalenz von Herzkreislauferkrankungen. In einer Studie des Robert Koch Instituts (RKI) aus 

dem Jahre 2013 zeigte sich mit einer Lebenszeitprävalenz der KHK bei Frauen von 6,4 % ein 

Abwärtstrend im Vergleich zu 8,9 % im Jahr 1998. Einer Studie aus 2017 zufolge betrug in 

Deutschland die 12-Monate-Prävalanez einer koronaren Herzkrankheit bei 3,7 % der Frauen 

und 6,0 % der Männer. (6) In der Altersklasse 40 – 49 Jahre lag die Lebenszeitprävalenz dabei 

nur bei 1,6 %, während sie bei den 70 – 79-jährigen 15,5 % erreichte. Bei Männern ist die 

Lebenszeitprävalenz seit 1998 relativ konstant bei 12,3 % geblieben, dabei wird bei den 30,5 % 

der 70 – 79-jährigen Männer mindestens einmal im Leben eine KHK diagnostiziert. Neben 

Alter und Geschlecht spielt auch der sozioökonomische Status eine Rolle. Bei Menschen mit 

niedrigem Sozialstatus ist die Prävalenz der KHK doppelt so hoch (13,7 %) im Vergleich zu 

Menschen mit hohem Sozialstatus (6,5 %). (7) Auch Fettstoffwechselstörungen, die einen 

großen Risikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen darstellen, sind in Deutschland weit 

verbreitet. So liegt die Prävalenz einer Hypercholesterinämie (Serum-Gesamtcholesterin über 

190 mg/dL bzw. 5 mmol/L) in der Altersklasse der 18- bis 79-Jährigen unter deutschen Frauen 

bei 60,5 %, unter deutschen Männern bei 56,6 %. Ein erniedrigtes HDL-Cholesterin lässt sich 

bei etwa jedem zehnten Deutschen in dieser Alterskategorie nachweisen. (8) 

Bei Betrachtung der Mortalität von kardiovaskulären Erkrankungen zeigt sich hingegen ein 

Abwärtstrend. Im Herzbericht 2018 wurde die Mortalität mehrerer Herzkreislauferkrankungen 

der Jahre 2014 und 2016 verglichen. Es zeigte sich besonders bei der Herzinsuffizienz ein 

Abfall der Mortalität um 10,9 %. Während sich beim ACS kaum eine Veränderung zeigte, stieg 

bei anderen Erkrankungen sogar die Sterblichkeit an. So zeigte sich bei 

Herzklappenerkrankungen ein Anstieg der Mortalität um 5,7 %. Zusammengenommen ergab 



2 

Einleitung 

sich jedoch eine Verminderung der Mortalität von Herzkreislauferkrankungen um 2,1 %. (3) 

Die verringerte Mortalität lässt sich sowohl durch die verbesserten Therapiemöglichkeiten als 

auch den Rückgang von Risikofaktoren, wie hohe Serumcholesterinlevel, das Rauchen oder 

hoher Blutdruck erklären. (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 Sekundärprävention mittels 

Pharmaka eine wichtige Rolle. (12) Trotz Reduktion der Mortalität sind die kardiovaskulären 

Erkrankungen weiterhin die Haupttodesursache in Deutschland. Dass die aus den 

Herzkreislauferkrankungen entstehende Morbidität ein großes gesellschaftliches Problem 

darstellt, zeigen die Gesundheitsausgaben des Bundes. Die Gesamtkosten für das 

Gesundheitssystem, die durch Herzkreislauferkrankungen entstanden sind, setzen sich aus der 

ambulanten und stationären Versorgung, sowie Kosten für die Medikation zusammen und 

betrugen 2015 in Deutschland 28 Milliarden Euro. Dies entspricht Pro-Kopf-Kosten von 

ungefähr 350.000 Euro. Damit liegt Deutschland über dem europäischen Schnitt von 218.000 

Euro pro Kopf. (13) 

1.2 Arteriosklerotisch bedingte kardiovaskuläre Erkrankungen 

Viele kardiovaskuläre Erkrankungen entstehen auf dem Boden von arteriosklerotischen 

Veränderungen der Gefäße. Zur Entwicklung dieser Pathologien tragen eine Reihe 

kardiovaskulärer Risikofaktoren bei. 

1.2.1 Kardiovaskuläre Risikofaktoren 

Die kardiovaskulären Risikofaktoren lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Einerseits gibt es 

die nicht beeinflussbaren Faktoren, wie das Geschlecht (männliches Geschlecht als 

Risikofaktor), genetische Prädisposition (positive Familienanamnese bezüglich 

kardiovaskulärer Erkrankungen, Erhöhung von Lipoprotein (a), familiäre 

Hypercholesterinämie) und das Alter (hohes Alter als Risikofaktor). Andere Risikofaktoren, 

wie Arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas, Hyperlipidämie und das Rauchen 

hingegen lassen sich durch verschiedene Therapiestrategien beeinflussen. In der deutschen 

Leitlinie zur Prävention von Herzkreislauferkrankungen (Version 2016) werden die Ziele für 

die Einstellung der Risikofaktoren angegeben. Hierzu zählen beispielsweise die Einstellung 

einer Arteriellen Hypertonie auf < 140/90 mmHg und Bewegungsempfehlungen von 

mindestens 150 Minuten gemäßigtem aerobem oder 75 Minuten intensivem aerobem Training 

pro Woche. (14) 
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Zur Beurteilung des kardiovaskulären Risikos eines Patienten können verschiedene Werkzeuge 

verwendet werden. Die höchste Empfehlung hat die Nutzung des SCORE-Charts (Systemic 

Coronary Risk Estimation). Dieser eignet sich für undiagnostizierte „scheinbar gesunde“ (14) 

Patienten und ermittelt das Risiko einer tödlichen kardiovaskulären Erkrankung innerhalb der 

nächsten zehn Jahre. Die Bewertung des Risikos basiert auf den Einflüssen der Faktoren Alter, 

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

17) 

 

 

Abbildung 1 -  SCORE Risikotabelle für Deutschland. Anhand dieser Tabellen kann die Wahrscheinlichkeit für eine 

tödliche kardiovaskuläre Erkrankung innerhalb der nächsten 10 Jahre in Abhängigkeit des Cholesterin-Spiegels, des 

systolischen Blutdrucks, des Geschlechts und des Rauchstatus für verschiedene Altersgruppen ermittelt werden.                    

Quelle: Perk, Backer et al. (17) 
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1.2.2 Arteriosklerose 

Die Arteriosklerose ist eine immunologisch-entzündliche Erkrankung der mittleren und großen 

Arterien. Hierbei kommt es zum multifokalen Auftreten von Plaques der Gefäßwand, die von 

Lipiden und Immunzellen unterhalten werden. (18) 

Die Plaqueentstehung basiert auf einer chronischen Inflammation der Gefäßwand. 

Insbesondere an Gefäßwänden, die turbulenten, oszillierenden Schubspannungen ausgesetzt 

sind, resultiert eine zunehmende endotheliale Dysfunktion. (19, 20)  

Dazu gehören die abdominelle Aorta, die Koronararterien und die Karotisbifurkation. (21). Der 

Funktionsverlust des Endothels führt zu einer gesteigerten Permeabilität der Gefäßwand für 

Lipoproteine. Diese können dann in die Intima der Gefäße einwandern. Hohe Spiegel des 

Lipoproteins niedriger Dichte (low density lipoprotein, LDL) im Serum führen 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 Gefäßwand und Bildung des oxLDL geht mit einer Aktivierung der 

Endothelzellen einher. Es kommt zu einer vermehrten Expression von Adhäsionsmolekülen 

und Chemokinen. Neutrophile Granulozyten adhärieren an den Endothelzellen und 

transmigrieren in die Gefäßwand. Dort fördern sie die Einwanderung und Differenzierung von 

Monozyten zu Makrophagen. Bei Phagozytose des oxLDL durch die Makrophagen bilden sich 

dann Schaumzellen. Der gesamte Prozess führt zur Bildung der sogenannten fatty streaks. 

Damit wird die Ansammlung von Schaumzellen und T-Zellen in der Gefäßwand bezeichnet 

(20, 24, 25) Die Zusammensetzung des Plaques ist dabei ein wichtiger Indikator für seine 

Stabilität. Plaques, die reich an Makrophagen und Lymphozyten sind, haben ein höheres Risiko 

für eine Plaqueruptur. Dies wird unter anderem durch ihre Bildung von 

Matrixmetalloproteinasen (MMP) erklärt. (26, 27) Im weiteren Prozess werden die aktivierten 

Endothelzellen und die glatten Gefäßmuskelzellen (vascular smooth muscle cells, VSMC) zur 

Bildung von Zytokinen angeregt. (28) Dies fördert den Wanderungsprozess der VSMC 

Richtung luminaler Seite des Gefäßes. Die VSMC bilden hier vermehrt extrazelluläre Matrix 

und begünstigen damit die Bildung einer fibrösen Kappe auf der Läsion. (22, 29) Eine weitere 

Entwicklung der arteriosklerotischen Plaques mit Ausbildung eines nekrotischen Kerns ist 

möglich. 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 

Hyperlipoproteinämie 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 für Therapeutika. In der CANTOS-Studie 

konnte durch den Einsatz eines Antikörpers gegen das Zytokin Interleukin-1β die Rate an 

kardiovaskulären Events reduziert werden. (26, 31) 

1.2.3 Fettstoffwechselstörungen 

Ein großer kardiovaskulärer Risikofaktor sind Fettstoffwechselstörungen, bei denen es zu 

erhöhten Werten von Serumcholesterinen oder Triglyzeriden kommt. Hier lässt sich zwischen 

primären und sekundären Dyslipidämien unterscheiden. Die primären 

Fettstoffwechselstörungen sind meist genetisch bedingt. So liegt zum Beispiel der familiären 

Hypercholesterinämie ein Defekt im LDL-Rezeptor-Gen zugrunde. Bei diesen Erkrankungen 

ist das kardiovaskuläre Risiko schon in jüngerem Alter oft erhöht. (32–34) 

Sekundäre Dyslipidämien hingegen resultieren aus Grunderkrankungen, dem Lebensstil oder 

der Einnahme von Medikamenten. Zugrundeliegende Erkrankungen können Diabetes mellitus 

Typ II oder Adipositas sein. Medikamente, die die Serumcholesterinlevel anheben können sind 

zum Beispiel Hormonpräparate. Bezüglich des Lebensstils können eine Fehlernährung mit 

vermehrter Aufnahme von gestättigten Fettsäuren sowie vermehrter Alkoholkonsum als 

Risikofaktor aufgezählt werden. Therapeutisch steht bei den sekundären 

Fettstoffwechselstörungen die Behandlung der zugrundeliegenden Erkrankung im 

Vordergrund. (35)  

Zur Reduktion des kardiovaskulären Risikos kommt die primärprophylaktische Therapie mit 

einem Statin hinzu. Hier bildet das LDL-Cholesterin den wichtigsten Parameter. Die Zielwerte 

hängen vom Risikoprofil des Patienten ab. So beträgt bei einem stark erhöhten 

kardiovaskulären Risiko der Zielwert des Serum-LDL-Cholesterins weniger als 1,8 mmol/L. 

(36) 

In der Sekundärprophylaxe nach akutem Koronarsyndrom wird bei jedem Patienten, 

unabhängig vom Ausgangs-LDL-Serumcholesterin-Wert eine hochdosierte Statintherapie 

empfohlen. (37) Hierunter konnte eine Senkung der Gesamtmortalität erzielt werden. (38) 
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1.2.4 Koronare Herzkrankheit (KHK) und akutes Koronarsyndrom 

Die „KHK ist die Manifestation der Arteriosklerose (=Atherosklerose) in den 

Herzkranzarterien.“ (39) Dabei kommt es durch eine zunehmende Stenosierung der 

Koronararterien zu einer Minderperfusion der Kardiomyozyten. Das Missverhältnis 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 Druckgefühl oder Schmerz mit einer Ausstrahlung in den linken Arm, 

Hals, Kiefer oder Oberbauch präsentiert. Die Schmerzen treten vor allem bei körperlicher 

Belastung auf und können von Angst und vegetativen Symptomen begleitet werden. Wenn 

diese Symptome zunehmend schwerer werden, bei Ruhe persistieren oder länger als 20 Minuten 

anhalten spricht man von einer instabilen AP. Auch jede erstmals aufgetretene AP wird zu 

dieser Kategorie gezählt. Die instabile AP gehört zum akuten Koronarsyndrom (siehe unten). 

(39–41) 

Zur Diagnostik der KHK gehört neben der Auswertung des persönlichen 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 (diätetische 

Maßnahmen, Gewichtsreduktion, körperliches Training und Nikotinabstinenz), sowie 

medikamentöser Therapie. Diese setzt sich zusammen aus der 

Thrombozytenaggregationshemmung mittles ASS und der Behandlung der Risikofaktoren und 

Komorbiditäten. 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. Prädestiniert dafür sind Plaques mit einem 

großen nekrotischen Kern und dünner fibröser Kappe. (42, 43) Neben der Plaqueruptur sind 

seltenere Auslöser für ein ACS die Thrombusbildung aufgrund einer Plaqueerosion oder 

kalzifizierter Knoten. (44)  
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Klinisch zeigt sich die Ischämie im Herzmuskelgewebe durch eine instabile AP mit vegetativen 

Symptomen wie Kaltschweißigkeit, Übelkeit oder Angst. Außerdem können Symptome einer 

Herzrhythmusstörung (Palpitationen) oder einer akuten Herzinsuffizienz (Atemnot, Schwindel) 

auftreten. Besonders bei Diabetikern und Frauen kann die Symptomatik untypisch ausfallen. 

Zur Diagnostik kommen primär das 12-Kanal-EKG und die Messung des Troponins zum 

Einsatz.  

Neben der medikamentösen 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 möglich eingeleitet werden. Unter 

Reperfusionstherapie versteht man vor allem die perkutane Koronarintervention (percutaneous 

coronary intervention, PCI). (45) Hier werden die Koronargefäße mittels Koronarangiographie 

dargestellt. Stenosierte Bereiche können dann gegebenenfalls mittels Ballonkatheter dilatiert 

und mit Stents versorgt werden. (46) (47, 48) Zur Verhinderung von Stent-Stenosen ist nach 

der PCI eine duale Plättchenaggregationshemmung 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 übermäßigen Intimahyperplasie. (48, 52–54) Neben der 

Thrombozytenaggregationshemmung bildet die lipidsenkende Therapie mittels Statinen eine 

wichtige Rolle in der medikamentösen Sekundärprävention des akuten Koronarsyndroms. 

1.2.5 Statine 

In den 1990er Jahren wurden die ersten Studien zur Wirksamkeit der Statine veröffentlicht. 

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 zählen Prava-, Rosuva- und Fluvastatin. Atorva -

und Simvastatin besitzen lipophile Eigenschaften. Die lipophilen Statine können durch direkte 

Interaktion mit der Plasmamembran in die Zelle aufgenommen werden, während für hydrophile 

Statine Carrier-Proteine notwendig sind. (57) Neben den LDL-senkenden Eigenschaften, 
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besitzen Statine noch zusätzliche, sogenannte pleiotrope Effekte. Diese werden weiter unten 

genauer erläutert. Die wichtigsten unerwünschten Arzneimittelwirkungen der Statine sind 

Kopfschmerzen, gastrointestinale Beschwerden, eine Erhöhung 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 Primärprävention von Herzkreislauferkrankungen eingesetzt. Sie werden also 

zum Erhalt der Gesundheit vor dem möglichen Auftreten einer kardiovaskulären Erkrankung 

genutzt. Die Indikation wird nach Abschätzung des individuellen Risikoprofils anhand der 

SCORE-Tabelle gestellt (siehe Abbildung 1). (15) Primäprophylaktisch werden Statine zur 

Behandlung von Fettstoffwechselstörungen eingesetzt. Hierbei werden sie als Monotherapie 

oder in Kobination mit anderen Wirkstoffen, wie dem Cholesterinresorptionshemmer Ezetimib, 

verwendet. (36) Sekundärpräventiv spielen Statine eine wichtige Rolle bei der KHK, der 

peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) oder dem ischämischen 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) 

 

 

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 hierfür 

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 

intrazellulären Cholesterolgehalts führt zu einer erhöhten Expression des LDL-Rezeptors an 

der Zelloberfläche. So wird mehr LDL-Cholesterin aus dem Blut in die Zellen aufgenommen 

und der Plasma-LDL-Spiegel gesenkt. Statine erhöhen zusätzlich LDL-unabhängig den Spiegel 

des Lipoprotein hoher Dichte (High Density Lipoprotein, HDL). Die zugrundeliegenden 

Mechanismen dafür sind noch nicht vollständig erforscht. (63) Auch der Triglyzerid-Spiegel 
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wird durch Statine gesenkt. Die Stärke des Effekts auf den Triglycerid-Spiegel scheint mit der 

Verringerung des Lipoprotein sehr niedriger Dichte (Very Low Density Lipoprotein, VLDL) 

Spiegels zusammenzuhängen. (64)  

Neben den Effekten der Statine, die abhängig von der Senkung des LDL-Spiegels sind, gibt es 

noch zusätzliche, sogenannte pleiotrope LDL-unabhängige Effekte. Zwischenprodukte der 

Cholesterolbiosynthese beeinflussen auch die Aktivität anderer Moleküle. (65) So sind das 

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und das Farnesylpyrophosphat (FPP) für die 

posttranslationale Modifikation verschiedener G-Proteine zuständig. Dazu zählen 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 kardiovaskuläre System sind in Abbildung 3 dargestellt. (67–69) 

 

Im Hinblick auf kardiovaskuläre 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), 

Abbildung 3- Übersicht der pleiotropen Effekte der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren auf das kardiovaskuläre 

System: Dargestellt ist die Cholesterinbiosynthese und die Effekte einer Inhibition der HMG-CoA-Reduktase auf 

zellulärer Ebene. 

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

al. (69) 
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einem Akute-Phase-Protein der Entzündungreaktion werden atheroprotektive Effekte 

zugeschrieben. (71) Statine verhindern außerdem die Adhäsion von Leukozyten am Endothel 

und reduzieren somit die Transmigration dieser Zellen in die Intima. Der zugrundeliegende 

Mechanismus ist vor allem eine verminderte Expression des interzellulären Adhäsionsmoleküls 

1 (Intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1) und Gefäß-Adhäsionsmolekül 1 (Vascular 

adhesion molecule 1, VCAM-1). (72) Neben der Entstehung der Arteriosklerose wird auch die 

Aggravation der Arteriosklerose durch Statine beeinflusst. Statine fördern die Stabilität 

arteriosklerotischer Plaques. Ein Signalweg scheint die Beeinflussung der T-Zell-

Differenzierung zu sein. (67) Außerdem hemmen Statine die Bildung von MMP in glatten 

Gefäßmuskelzellen. (73) In unserer Arbeitsgruppe konnte auch ein Einfluss der Statine auf die 

Proliferation und Migration von venösen Endothelzellen (human umbilical vein endothelial 

cells, HUVEC) gezeigt werden. (74) 

1.3 Die Rolle des Endothels 

1.3.1 Aufbau und Funktion 

Die Gefäßwand besteht aus drei Schichten: der Tunica intima, der Tunica media, und der Tunica 

adventitia. Die etwa zehn Trillionen (1013) Endothelzellen der Tunica intima sind jeweils ca. 

50 µm mal 20 µm groß und haben meist eine flache, polygonale Form. (75, 76) Diese Form 

kann sich durch verschieden Stimuli verändern. So richten sich Endothelzellen unter 

hämodynamischen Kräften entlang der Flussrichtung aus und gehen in eine langgestreckte 

Form über (siehe Abbildung 4, rechtes Bild). 

Abbildung 4 - Veränderung der Zellmorphologie unter hämodynamischen Flussbedingungen. HUVEC unter statischen 

Bedingungen (linkes Bild) und unter Schubspannung (10 dyne/cm2, rechtes Bild) 

Quelle: Materzok (109) 
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Zu den Aufgaben des Endothels zählen Barriere -und Transportfunktionen sowie die Regulation 

des Gefäßtonus und metabolische Funktionen. Über spezifische Transporter, transendothelialen 

Transport durch Vesikel oder über einen parazellulären Transport werden Moleküle 

verschiedener Größe aus dem Blut aufgenommen. Für Zucker oder Aminosäuren gibt es 

spezifische Transporter, ebenso gelangen einige Statine über Organo-Anionen-Transporter in 

die Zelle. (76)  Die Rolle des Endothels bei der Regulation des Gefäßtonus liegt besonders im 

Bereich der parakrinen Mechanismen. Hierbei synthetisiert das Endothel verschiedene 

Moleküle, die vasodilatatorisch (Stickstoffmonoxid, NO) oder vasokonstriktiv (Endothelin) auf 

das Gefäß wirken. (76, 77)  

Das Endothel hat auch verschiedene metabolische Funktionen. Durch Expression des Rezeptors 

für LDL und Bindung der Lipoproteinlipase greifen die Endothelzellen in den Fettstoffwechsel 

ein. (75, 76) Außerdem 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 für die Angiogenese und Vaskulogenese. (80)  Zu den Treibern der Migration 

gehören unter anderem chemotaktische oder mechanische Stimuli. (81, 82) Die Migration lässt 

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

1. Polarisierung der Zelle: Wichtige Akteure dieses Vorgangs sind Phosphatidylinositol-3,4,5-

triphosphat (PIP3), Rac und Zellteilungskontrollprotein 42 (Cell division control protein 

42, Cdc42). Diese führen zur Polymerisation von Aktinfilamenten und Ausbildung von 

kleinen ungerichteten Zellfortsätzen, 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 Fortsätzen gerichtete Protrusionen.  (82, 84) 

3. Ausbildung fokaler Adhäsionskontakte an der Vorderseite: Für die Migration der EC ist 

eine Verankerung der Zelle an der Vorderseite notwendig. Dafür bilden sich fokale 

Adhäsionskontakte aus, die die Zellmembran mit der EZM verbinden. (85)  

4. Zellkontraktion und Auflösung fokaler Adhäsionskontakte an der Rückseite: Zur 

endgültigen Vorwärtsbewegung werden die Adhäsionskontakte an der Hinterseite mittels 
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verschiedener Kinasen und Proteasen aufgelöst. Durch ein Zusammenspiel von Aktin- und 

Myosinfilamenten kann sich die Zelle aktiv kontrahieren. (86) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5 - Ablauf der Zellmigration. In Schritt (i) reagiert die Zelle auf einen Stimulus und bildet erste ungerichtete 

Vorwölbungen der Zellmembran. In Schritt (ii) 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 Ablösen der Zellhinterseite 

von der EZM erlaubt das endgültige Vorwärtswandern der Zelle (v). Im Anschluss an diesen Zyklus werden die Proteine, die 

für diesen Vorgang gebraucht wurden, recycelt (vi). Durch Wiederholung dieser Schritte kommt es zu einer stetigen 

Vorwärtsbewegung der Zelle. 

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

Zellen, die im Verbund migrieren, wandern geordneter und schneller als einzelne Zellen. Dabei 

entwickeln Zellen in den vorderen Reihen Zugkräfte und erleichtern die Migration für die 

folgenden Zellen. Die Zellen der Gruppe sind über sogenannte Cadherin-Finger miteinander 

verbunden. (87, 88) 

1.4 Hämodynamische Kräfte 

Das Endothel ist ständig dem Blutfluss ausgesetzt. Diese mechanische Einwirkung auf die 

Endothelzellen ist nicht überall im Körper gleich. Im Gefäßsystem finden sich Regionen, in 

denen der Blutfluss vor allem laminar und gleichförmig 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 zählen 

Produkte, die das Zellüberleben fördern und solche, die eine Koagulation, erhöhte Permeabilität 

und Leukozytenadhäsion verhindern. An anderen Stellen, vor allem Verzweigungen der 

Arterien, kann es zum Auftreten turbulenter, nicht-laminarer Flussverhältnisse kommen. Die 

Endothelzellen erfahren einen arhythmischen Blutstrom, der seine Richtung wechseln kann.  
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Solche atheropronen Regionen werden häufig auch durch turbulente Flussverhältnisse 

charakterisiert. Diese Flussverhältnisse können zu einer Veränderung des endothelialen 

Phänotyps führen. Hier wird die Permeabilität erhöht, es kommt zu einem vermehrten 

Zellumsatz und die Adhäsion von Leukozyten an das Endothel wird erleichtert. Das aktivierte 

Endothel reagiert in diesen Regionen anders auf kardiovaskuläre Risikofaktoren wie 

Bluthochdruck und erhöhter Cholesterolspiegel. (90) 

1.4.1 Wandschubspannung 

Die bedarfsgerechte Perfusion verschiedener Gewebe, wird durch eine komplexe Regulation 

des Gefäßsystems sichergestellt. Der Durchmesser eines Gefäßes wird durch drei mechanische 

Kräfte bestimmt: hydrostatischer Druck, zirkumferentieller Stress und die Schubspannung. Der 

hydrostatische Druck wird durch den Blutdruck erzeugt; zirkumferentieller Stress beschreibt 

eine Dehnung des Gefäßes durch die Blutdruckamplitude; die Schubspannung wird durch den 

Blutfluss bedingt. (89, 91, 92) Die hier beschriebene Schubspannung τ, wird im Englischen als 

shear stress bezeichnet und ergibt sich aus der Reibungskraft F (durch den Blutfluss) an einer 

Fläche A (dem Endothel) und wird häufig in der Einheit dyne/cm2 angegeben.   

𝜏 =  
𝐹

𝐴
 

Im venösen System herrschen Schubspannungen zwischen einem und sechs dyne/cm2. In 

arteriellen Gefäßen finden sich Werte zwischen zehn und 70 dyne/cm2. An 

Gefäßaufzweigungen kann es durch turbulenten Fluss wiederum zu lokalen Veränderungen der 

Schubspannung kommen. (91, 93) 

Abbildung 6 -Flussverhältnisse an einer Gefäßverzweigung. In Rot sind Regionen dargestellt, in denen turbulente 

Flussverhältnisse herrschen. Blaue Regionen sind einem laminarem Blutfluss ausgesetzt. 

Quelle: Hahn, Schwartz et al. (89) 
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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 Transmembrandomänen 

identifiziert, der strukturelle Ähnlichkeiten zum Angiotensin-Rezeptor aufwies, aber kein 

Angiotensin II binden konnte. Dieser Rezeptor wurde zunächst 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 Aminosäuren 

langen Propeptid gebildet und bestehen aus 12 bis 36 Aminosäuren. Im kardiovaskulären 

System kommt vor allem die Isoform [Pyr1]Apelin-13 vor. (95, 96) Seit  2013 wurden weitere 

endogene Liganden des APLNR identifiziert. Das APELA Gen kodiert für ein 54 Aminosäuren 

langes Vorläuferpeptid 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-abhängigen Mechanismus zurückführen 

lässt. (101) Es wirkt mitogen und fördert die Proliferation von Endothelzellen. (102) Außerdem 

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-unabhängige Funktionen des APLNR. So 

konnte der APLNR in Kardiomyozyten als Mechanosensor identifiziert werden, der bei 

Dehnung zu einer Vergrößerung der Kardiomyozyten und Erhöhung von Hypertrophiemarkern 

führte. (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 abhängig von der Stärke der Schubspannung (106). Bei Inhibition des 

APLNR mittels siRNS zeigte sich eine veränderte Reaktion von HUVEC auf laminaren Fluss. 

So beeinflusste die APLNR-Inhibition das Remodelling des Zytoskeletts, die zelluläre 

Elastizität, die Zellbewegung und die Verteilung fokaler Adhäsionskomplexe 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 eNOS, auf ein intaktes Apelin/APLNR-System 

angewiesen. Statine induzierten außerdem die Expression des Rezeptors APLNR via KLF2 in 

venösen Endothelzellen. (108) In diesem Kontext konnte unsere Arbeitsgruppe ein 

vermindertes Migrarionsverhalten venöser Endothelzellen unter APLNR-Blockierung mit dem 

elektiven APLNR-Antagonisten ML221 (4-oxo-6-((pyrimidin-2-ylthio)methyl)-4H-pyran-3-yl 

4-nitrobenzoat zeigen (Abbildung 7). (109) 

 

Abbildung 7 - Wanderung der HUVEC bei hämodynamischen Flussbedingungen (10dyne/cm2) unter APLNR-

Inhibition mittels ML221. Aufgetragen ist die Gesamtstrecke, die HUVEC in 15 Stunden bei einer Schubspannung von 

10 dyne/cm2 zurücklegten. Dabei wurden die Zellen mit ML221 in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Es zeigt sich 

eine konzentrationsabhängige Verkürzung 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 

ergründen. 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. Dafür sollen die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die oben erwähnten 

Forschungsergebnisse in einen Zusammenhang gebracht werden. Hier wird ein besonderes 

Augenmerk auf den möglichen Vermittlereffekt des APLNR gelegt.  

Es ergeben sich drei Fragestellungen, die bezüglich des Phänotyps 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 für 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 venösen 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 für gezieltere mechanistische 

Fragestellungen zu schaffen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Zelllinien 

Für die Versuche wurden humane umbilikal venöse 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 Hersteller 

BD Discardid II Spritze (10 mL) BD Biosciences, Heidelberg 

BD Discardid II Spritze (2 mL) BD Biosciences, Heidelberg 

BD Discardid II Spritze (20 mL) BD Biosciences, Heidelberg 

C-Chip™ disposable haemocytometer Nano EnTek Inc., Seoul, Korea 

Cellstar®Zellkultur Flaschen Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen 

Falcon™Röhrchen (50 mL) BD Biosciences, Heidelberg 

Filtropur S / V Sterifilter Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Heparin-Spritze (1 mL) Dispomed®Witt oHG, Gelnhausen 

Ibidi µ-Slides I0.8 Luer (ibiTreat) ibidi GmbH, Martinsried 

BD Microlance 3 Kanüle BD Biosciences, Heidelberg 

MacroTips Premium 1000 µL, farblos Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 

Micro Tips Premium, 10 µL, farblos Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 

Perfusion Set (yellow/green, white) ibidi GmbH, Martinsried 

Pipettenspitze, 10-200µL Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen 

Reaktionsgefäße (0,5 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Reaktionsgefäße (1,5 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Reaktionsgefäße (2 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Serial Connector ibidi GmbH, Martinsried 

serologische Pipetten (10 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

serologische Pipetten (25 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
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serologische Pipetten (5 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Zentrifugenröhrchen (15 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

PCR-Soft Tube 0,2 mL farblos Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 

Zellkulturflasche 25/75 cm2 Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Zellkulturplatte 96-well, transparent Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen 

  

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 3 - Chemikalien und Reagenzien 

Bezeichnung Hersteller 

Accutase®   PAA, Paschingen, Österreich 

Atorvastatin Sigma-Aldrich, München 

bFGF Biomol GmbH, Hamburg 

DMSO Sigma-Aldrich, München 

ECGS PromoCell GmbH, Heidelberg 

EGF Biomol GmbH, Hamburg 

FKS Biochrom GmbH, Berlin 

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) Invitrogen, Karslruhe 

Hydrocortison Sigma-Aldrich GmbH, München 

L-Glutamin Biochrom GmbH, Berlin 

Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich, München 

Medium 199 (M199) Thermo Fisher Scientific GmbH, 

Massachusetts, Vereinigte Staaten 

MCDB 131 Medium w/o L-Glutamin Invitrogen, Karslruhe 

Nuklease-freies Wasser Roboklon GmbH, Berlin 

ß-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 

ML221 Tocris Bioscience, Bristol, Großbritannien 

Phosphat Buffered Saline PAA, Paschingen, Österreich 

Pravastatin Sigma-Aldrich, München 

SG qPCR Master Mix (2x) 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 

Kälberserum, ML221 = 4-oxo-6-((pyrimidin-2-ylthio)methyl)-4H-pyran-3-yl 4-nitrobenzoat, qPCR = Quantitative real-time 

polymerase chain reaction; Quantitative Polymerase Kettenreaktion 
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2.1.4 Assays und Kits 

Tabelle 4 - Assays und Kits 

Bezeichnung Inhalt Hersteller 

RNeasy® Mini Kit  Qiagen GmbH, Hilden 

TaqMan™ Reverse 

Transcription Reagents 

• RT-Puffer 

• MgCl2 

• dNTP 

• Random Hexamer 

Primer 

• RNase-Inhibitor 

Thermo Fisher Scientific 

GmbH, Massachusetts, 

Vereinigte Staaten 

   

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

 

2.1.5 Lösungen 

Tabelle 5 - Lösungen 

Lösung, Reagenz, Medium Zusammensetzung 

Kulturmedium HCAEC • Medium 199: 500 mL 

Kulturmedium HUVEC • MCDB 131 Medium w/o 

L-Glutamin: 500 mL 

• EGF: 550 µL 

• bFGF: 100 µL 

• 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 Kälberserum 
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2.1.6 Geräte und Software 

Tabelle 6 - Geräte und Software 

Bezeichnung Hersteller 

Axio Vert.A1 Carl Zeiss AG, Hamburg 

C1000 Touch Thermal Cycler mit CFX96 

Real-Time System 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 

Vereinigte Staaten 

Chemotaxis and Migration Tool Ibidi GmbH, Martinsried 

CO2-Inkubator Heraeus® BBD 6220 Thermo Fisher Scientific GmbH, 

Massachusetts, Vereinigte Staaten 

CPA324S Feinwaage  Sartorius, Göttingen 

Fluidic Unit Ibidi GmbH, Martinsried 

Graph Pad Prism 5 GraphPad Software, La Jolla, Vereinigte 

Staaten 

Heraeus™ Fresco™ 17 Microcentrifuge Thermo Fisher Scientific GmbH, 

Massachusetts, Vereinigte Staaten 

Ibidi Pump System Ibidi GmbH, Martinsried 

ImageJ 1.52a National Institutes of Health, Vereinigte 

Staaten 

JuLI™ FL Nano EnTek Inc., Seoul, Korea 

Laminar Flow Box Hera Safe Heraeus GmbH, Hanau 

Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation, Redmond, 

Vereinigte Staaten 

NanoDrop 2000 Spectrometer Thermo Fisher Scientific GmbH, 

Massachusetts, Vereinigte Staaten 

Pipette (2 µL) Eppendorf, Hamburg 

Pipette (20 µL) Eppendorf, Hamburg 

Pipette (100 µL) Eppendorf, Hamburg 

Pipette (200 µL) Eppendorf, Hamburg 

Pipette (1000 µL) Eppendorf, Hamburg 

Reax 2000 Heidolph Instruments, Schwabach 

Rotina 46R Andreas Hettich GmbH & Co.KG, 

Tuttlingen 

SAS SAS Institute, Cary, Vereinigte Staaten 
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ThermoMixer® C Eppendorf AG, Hamburg 

Wasserbad SW22  Julabo GmbH, Seelbach 
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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. 

Hierfür wurden menschliche Nabelschnüre direkt aus dem Kreißsaal 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 Spülen wurden 10 mL einer 0,1-prozentigen 

Kollagenase-Lösung in die Vene infundiert, die Enden der Nabelschnur mit Klemmen 

verschlossen und die Nabelschnur für 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Klemmen 

wurden entfernt und die Vene mit 30 mL HBSS gespült. Hierbei wurde die Spüllösung 

aufgefangen und 5 Minuten bei 350 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 

Zellpellet in MCDB mit 20 % FKS resuspendiert. Die Lösung wurde in T25-Zellkulturfalschen 

überführt und nach 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. 

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 Kryoröhrchen. Hierbei 

handelte es sich um die isolierten Zellen der rechten und linken Koronararterie eines einzigen 

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

Die Kryoröhrchen wurden in flüssigem Stickstoff gelagert und zur Nutzung aufgetaut. Hierzu 

wurde das Röhrchen im Wasserbad erwärmt und dann die Zellsuspension in M199 mit 20 % 

FKS aufgenommen und in eine T25-Zellkulturflasche überführt. Nach 24 Stunden erfolgte ein 

Mediumwechsel. 

2.2.2 Zellkultivierung 

Zur Zellkultivierung wurde MCDB + 10 % FKS für HUVEC, sowie M199 + 10 % FKS für 

HCAEC verwendet. Die adhärenten Zellen in der Kulturflasche wurden zweimal mit je 5 mL 

PBS gespült. Im Anschluss wurden 750 µL Accutase zugesetzt und die Zellen für 10 Minuten 

inkubiert. Nach dem Ablösen der Zellen mithilfe von 5 mL Medium, wurde die Zellsuspension 

in ein Röhrchen überführt und 5 Minuten bei 350 g zentrifugiert. Das Zellpellet konnte dann 
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nach Verwerfen des Überstands in frischem Medium resuspendiert und auf neue Kulturflaschen 

aufgeteilt werden. Dabei wurden ungefähr 600.000 Zellen pro Flasche ausgesät. 

Die HUVEC befanden sich zum Zeitpunkt der Isolation in Passage null und wurden bis Passage 

drei für 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 durchgeführt. Je 

nach Fragestellungen wurden der Zelltyp, die Behandlung und die eingestellte Schubspannung 

verändert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für die Flussversuche wurden die Zellen mit Accutase aus der Zellkulturflasche gelöst, 

zentrifugiert und in Medium auf eine Zellzahl von 200.000 Zellen pro Mikroliter eingestellt. 

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 über 15 h. Zur Beendigung des Flussversuches wurden die Zellen abgelöst und das Bildmaterial 

gespeichert. 
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Die Zellen wurden in Flusskammern (0.8  µ-Slide von ibidi) ausgesät und für zwei bis drei Tage 

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

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

In Abbildung 9 wird der Aufbau des Flusssystems schematisch dargestellt. 

Zur Vorbereitung der Flussversuche wurden die Reservoirs des Perfusionssystems mit Medium 

befüllt. 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, während die Pumpe und der Computer zur Steuerung außerhalb 

des Inkubators standen. Zur Kalibrierung des Geräts und Vermeidung von Luftbläschen im 

System wurde das Medium zuerst für 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 JuLI™ FL 

positioniert. Dann wurden die Zellen für 15 Stunden über Nacht der jeweils gewünschten 

Flussrate ausgesetzt. Über die 15 Stunden wurden in einem 15-minütigen Intervall Bilder 

aufgenommen. Nach Ende der Flussbehandlung wurden die Zellen mit Accutase abgelöst und 

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C 

gelagert. 

 

Abbildung 9 - Aufbau der Flusskammerversuche Mit 1: Pumpe, 2: Fluidic Unit, 3: Reservoirs mit Schlauchsystem,       4: 

µ-Slide mit Endothelzellen, 5: JuLi Mikroskop, 6: CO2-Inkubator 
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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). Dafür wurde der Bildausschnitt in 

vier Quadranten geteilt, in denen jeweils fünf zufällig ausgewählte Zellen über 60 Bilder 

getrackt wurden. Das heißt die Wanderung dieser 20 Zellen wurde über 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 Direktionalität (Richtung der Wanderung) bestimmt werden.  

2.2.3.3 Durchführung der Flussversuche 

Die Versuche dieser Arbeit wurden mit HUVEC und HCAEC durchgeführt. Das jeweilige 

Medium wurde für die Flussversuche mit 2 % FKS versetzt und mit verschiedenen Substanzen 

behandelt. Neben den Statinen Atorva -und Pravastatin in den Konzentrationen 0,1 µM und 

1,0 µM kam auch der APLNR-Antagonist ML221 zum Einsatz. Atorvastatin ist dabei ein 

Vertreter der lipophilen Statine, während Pravastatin hydrophile Eigenschaften besitzt. In 

vorherigen Arbeiten konnte die vollständig antagonisierende Wirkung von ML221 bei einer 

Konzentration von 10 µM bestätigt werden (109, 110).  

Die venösen Endothelzellen (HUVEC) wurden nach Standardbedingungen aus Nabelschnüren 

isoliert.  Sie wurden zwei verschiedenen Schubspannungen ausgesetzt (1,5 dyne/cm2 und 

10 dyne/cm2). Dabei stellt 1,5 dyne/cm2 den physiologischen Fluss dar, während 10 dyne/cm2 

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 erhältlich und stammen von einem 

Spender. Um die Vergleichbarkeit zu den aus verschiedenen Spendern isolierten HUVEC zu 

gewährleisten wurden HCAEC von zwei Anbietern und somit zwei verschiedenen Spendern 

genutzt und miteinander verglichen. Die arteriellen Endothelzellen wurden mit physiologischen 

Schubspannungen von 10 dyne/cm2 behandelt. Hier wurden zwei Durchläufe ausgeführt. Da es 

für 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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Für die Einstellung von 10 dyne/cm2 wurde eine 30-minütige Aufbauphase genutzt. Die 

Schubspannung wurde langsam erhöht, von 1,5 dyne/cm2 für 10 min, auf 2,5 dyne/cm2 für 

10 min, dann 5 dyne/cm2 für 5 min und 7,5 dyne/cm2 für 5 min. Zur besseren Vergleichbarkeit 

wurden die mit 1,5 dyne/cm2 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 % β-Mercaptoethanol versetzt. Dies dient der Inaktivierung von 

RNSsen im Lysat. Die Homogenisierung der Probe erfolgte mit einer 1 mL Spritze und einer 

22 G Kanüle. Nach Zugabe von Ethanol wurde die Probe auf die im Set vorhandene Säule 

gegeben und zentrifugiert. Nach dreimaligem Waschen wurde die auf der Membran anhaftende 

RNS herausgelöst und aufgefangen. 

Zur Bestimmung der RNS-Konzentration in der Probe wurde der Nano Drop (NanoDrop 2000 

UV/VIS Spektrophotometer der Firma Thermo Scientific) verwendet. Hierbei wurde die 

Absorption bei einer Wellenlänge 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 über 1,8 erfüllten (siehe Anhang, Abbildung 29). (111)  

2.2.4.2 Umschreiben von RNS in cDNS 

Für die Genexpressionsanalysen wurden zuerst mithilfe des TaqMan®Reverse Transcription  

Reagent von Applied Biosystems komplementäre DNS-Stränge (cDNS) aus der RNS 

umgeschrieben. Dazu wurden je Flussversuch 600 ng RNS eingesetzt. Diese wurde mit sterilem 

Wasser auf ein Gesamtvolumen von 15,4 µL aufgefüllt. Für die Reaktion im Thermocycler 

wurde ein Mastermix mit den Komponenten in Tabelle 7 angefertigt: 

Tabelle 7 -Ansatz für die cDNS-Synthese 

Reagenz Volumen (µL) 

10x RT-Puffer 4 

MgCl2 (25 mM) 8,8 

dNTP (2,5 mM) 8 

Random Hexamer Primer (50 µM) 2 

RNase-Inhibitor (20 U/µL) 0,8 

Reverse Transkriptase (50 U/µL) 1 
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Die RNS und der Mastermix wurden in ein gemeinsames Röhrchen überführt, vermengt und 

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

Die Arbeitsschritte des ThermoCycler erstreckten sich über 45 Minuten. Zur Anbindung des 

Primers wurde die Probe für 10 Minuten auf 25 °C erwärmt. Danach erfolgte die reverse 

Transkription für 30 Minuten bei 48 °C. Den letzten Schritt bildete die fünfminütige 

Inaktivierung bei 95 °C. 

Die Proben wurden bei -20 °C gelagert. 

2.2.4.3 qPCR 

Zur Analyse der Genexpression wurde eine quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) durchgeführt.  

Für jede Probe wurden 2 µL cDNS verwendet. Hinzu kamen 8 µL des Reaktionsansatzs (Siehe 

Tabelle 8). Der Master Mix enthält die TaqPolymerase, die Nukleotide (dNTPs) und angepasste 

Reaktionspuffer. 

Tabelle 8 - Reagenzien für die qPCR 

Reagenz Volumen (µL) 

SG qPCR Master Mix (2x) 5 

Primer 0,5 

cDNS 2 

H2O 2,5 

 

Für die Quantifizierung wurde eine TaqMan-Sonde verwendet. Diese Sonde hat an ihrem 5‘-

Ende eine Farbstoffmarkierung, den sogenannten Reporter. Gängige Farbstoffe sind FAM oder 

VIC. Am 3‘-Ende befindet sich ein Minor Groove Binder mit einem nicht fluoreszierenden 

Quencher. Die Sonden besitzen spezifische Sequenzen für die zu bestimmenden Gene. Da der 

Sonde die 3‘-OH-Gruppe fehlt, kann sie nicht durch die TaqPolymerase verlängert werden 

(112).  

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

Tabelle 9 - TaqMan Sonden 

Gen Assay-Nummer Firma 

eNOS Hs01574665_m1 ThermoFisher Applied 

VCAM-1 Hs00365485_m1 ThermoFisher Applied 

Rac1 Hs01025984_m1 ThermoFisher Applied 
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Die Durchführung der qPCR erfolgte mithilfe des CFX96 TouchTMReal Time PCR Systems 

der Firma BioRad. In Tabelle 10 ist das Protokoll für den Durchlauf der qPCR dargestellt.  

Tabelle 10 - Schritte der qPCR 

Schritt Temperatur in °C Dauer Zyklen 

Carry-Over-Verdau 50 2 min 1 

Aktivierung Taq-Polymerase 95 10 min 1 

Denaturierung 95 15 s 40 

Annealing und Elongation 60 60 s 40 

 

Die qPCR beginnt mit dem Denaturierungsschritt. Durch Erhöhung der Temperatur wird die 

doppelsträngige DNS denaturiert und liegt danach in Einzelstrangform vor. Im nächsten Schritt 

können durch Reduktion der Temperatur der Primer und die TaqMan Sonde an die entstandenen 

Einzelstränge binden. Sowohl in der freien als auch in der gebundenen Form wird das Signal 

des Reporters der TaqMan-Sonde durch den Quencher unterdrückt. Durch die räumliche Nähe 

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 übertragen und nicht als Fluoreszenz abgegeben. Kommt nun die 

TaqPolymerase zum Einsatz, synthetisiert diese aus den freien Nukleotiden den 

komplementären DNS-Strang. Beim Auftreffen der Polymerase auf die TaqMan-Sonde, wird 

die Sonde durch die endogene 5‘-Nukleaseaktivität der TaqPolymerase aufgelöst. Dadurch 

verliert der Reporter die Nähe zum Quencher und kann sein fluoreszierendes Signal abgeben. 

(113, 114) Die gemessene Fluoreszenz korreliert dann mit der Anzahl der synthetisierten DNS-

Stränge. 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 gewählt werden, um die 

Phase der PCR abzubilden, in der weder fehlende Substrate die Reaktion limitieren noch 

synthetisierte Produkte bereits wieder degradiert sind. Für die Auswertung wird dann die 

Zykluszahl gewählt, 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 möglichst unabhängig von äußeren Einflüssen 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 

übertragen. Die statistische Auswertung wurde mit SAS 14.1 (SAS Institute, SAS Institute, 

Cary, Vereinigte Staaten) durchgeführt. In einer One-way ANOVA wurden die 20 Zellen pro 

Versuch genested und Flussrate als unabhängige 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. 

Für die Genexpressionsanalysen wurden die Ct-Werte der Doppelbestimmungen in Excel 

übertragen, gemittelt und auf das Housekeeping-Gen normalisiert. Über die Berechnung des 

∆∆Ct-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 zugehörigen 

Genexpressionsanalysen dargestellt. Zunächst wurden in unserer Arbeitsgruppe die Daten für 

die flussinduzierte statinvermittelte Migration von HUVEC erhoben (grau dargestellt). Im 

Anschluss komplettierten wir die Untersuchungen und ergänzten 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/cm2 und 10 dyne/cm2) über einen Zeitraum von 15 Stunden angelegt und 

anschließend gegenübergestellt. Hierbei entsprechen 1.5 dyne/cm² einer physiologischen 

Schubspannung in venösen Gefäßbetten, während 10 dyne/cm2 eine unphysiologisch hohe 

Schubspannung für die HUVEC darstellt. (76) 

In der Abbildung 10 wird die von den Zellen zurückgelegte Strecke über einen Zeitraum von 

15 Stunden dargestellt. Bei einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm2 legten unbehandelte 

HUVEC eine Gesamtstrecke von 250,75 ± 60,51 µm zurück. Die Zugabe von ML221 führte 

unter gleichen Flussbedingungen zu einer größeren akkumulierten Distanz (295,42 ± 77,98 µm; 

p < 0,001; Abbildung 10A). Gleiches zeigte sich hinsichtlich der Geschwindigkeit (0,28 ± 

0,06 µm/min vs. 0,33 ± 0,08 µm/min; p < 0,05; Abbildung 10B) und der euklidischen Distanz 

(124,43 ± 59,75 µm vs. 162,97 ± 58,0 µm; p < 0,001; Abbildung 10C) der 

Endothelzellbewegung. Auch die Direktionalität als Quotient aus euklidischer und 

akkumulierter Distanz wird durch die Behandlung mit ML221 von 0,48 ± 0,17 auf 0,55 ± 0,12 

erhöht (p < 0,05; Abbildung 10D).  

Nach Applikation von 1,5 dyne/cm2 für 15 Stunden migrierten HUVEC, die mit dem APLNR-

Antagonisten ML221 behandelt wurden also schneller und gerichteter als unbehandelte 

HUVEC. 
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Bei Erhöhung der Schubspannung auf 10 dyne/cm2 zeigten sich die Migrationseigenschaften 

der HUVEC verändert (Abbildung 11). Die zurückgelegte Gesamtdistanz unbehandelter 

HUVEC über 15 Stunden lag bei 344,82 ± 99,05 µm, also 94,07 µm mehr als bei 1.5 dyne/cm2 

(Abbildung 11A). Durch Blockierung des APLNR verringerte sich diese Strecke auf 269,67 ± 

71,09 µm (p < 0,001). Die Wanderungsgeschwindigkeit sank um 0,085 auf 0,3 ± 0,08 µm/min 

(p < 0,001; Abbildung 11B). Auch die euklidische Distanz reduzierte sich (229,15 ± 89,72 µm 

vs. 173,27 ± 63,91 µm, p < 0,001;Abbildung 11C). Nur in der Direktionalität der HUVEC 

zeigte sich kein Unterschied zwischen unbehandelten und behandelten Zellen. In der Kontrolle 

lag die Direktionalität bei 0,65 ± 0,12 bei ML221-behandelten Zellen bei 0,63 ± 0,12 

(p = 1,00; Abbildung 11D).  

Abbildung 10 - Einfluss der APLNR-Inhibition auf die endotheliale Migration von HUVEC (1,5 dyne/cm2). HUVEC 

wurden 15 h mit einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm2 behandelt. Die Inhibition des APLNR mittels ML221 führte zu einer 

Erhöhung der Akkumulierten Distanz (A) und der Geschwindigkeit (B). Auch die Euklidische Distanz (C) und die 

Direktionalität (D) der Migration wurden durch ML221 erhöht. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander 

unabhängigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). voneinander unabhängigen 

Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 
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Unter Flussbedingungen von 10 dyne/cm2 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 für HUVEC unter 

Flussbedingungen von 10 dyne/cm2 verwendet. Die Ergebnisse sind im Anhang zu finden 

(siehe Anhang, Abbildung 37).  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11 - Einfluss der APLNR-Inhibition auf die endotheliale Migration von HUVEC (10 dyne/cm2). HUVEC 

wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Inhibition des APLNR mittels ML221 führte zu einer 

Verminderung der Akkumulierten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B) und der Euklidischen Distanz (C). ML221 hatte keinen 

Einfluss auf die Direktionalität (D). Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen 

(n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).  
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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/cm2 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/cm2 360,53 ± 123,82 µm weit. Mit 

ML221 behandelte HCAEC legten eine Gesamtstrecke von 384,19 ± 100,43 µm zurück 

(Abbildung 12A). Hier zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied der Migration durch 

Inhibierung des APLNR (p = 0,112). Gleiches gilt für die Geschwindigkeit der Zellbewegung 

(0,4 ± 0,13 µm/min vs. 0,43 ± 0,11 µm/min; p = 0,114); Abbildung 12B). Auch die euklidische 

Distanz (Abbildung 12C) und Direktionalität wurden durch die Behandlung mit ML221 nicht 

beeinflusst (Abbildung 12D). 

 

 HCAEC eines zweiten Spenders zeigten ähnliche 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 µm vs. 

384,19 ± 100,43 µm (Abbildung 13A)) und die Geschwindigkeit (0,40 ± 0,13 µm/min vs. 0,43 

Abbildung 12 - Einfluss der APLNR-Inhibition auf die endotheliale Migration von HCAEC (10 dyne/cm2), Spender 1. 

HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Inhibition des APLNR mittels ML221 führte 

zu keiner Veränderung der Akkumulierten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B), der Euklidischen Distanz (C) und der 

Direktionalität (D). Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n = 5). 

Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05).   
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± 0,11 µm/min (Abbildung 13B)). Auch die euklidische Distanz (199,947 ± 103,2 µm vs. 

212,76 ± 100, µm (Abbildung 13C)) und Direktionalität (0,53 ± 0,16 vs. 0,54 ± 0,17 

(Abbildung 13D)) blieben in den behandelten Zellen unverändert.  
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In der Genexpressionanalyse wurden die Gene eNOS, VCAM-1 und Rac1 untersucht. Dabei 

wurde der Einfluss des APLNR auf die Genexpression der arteriellen Endothelzellen 

untersucht. Hier zeigte sich keine signifikante Veränderung der eNOS-Expression in HCAEC, 

deren APLNR durch ML221 inhibiert wurde. Während 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).  

 

Abbildung 14 - Genexpression von eNOS und VCAM-1 in HCAEC (10 dyne/cm2). HCAEC wurden 15 h einer 

Schubspannung von 10 dyne/cm2 ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgelösten Zellen mittels qPCR untersucht. Dabei 

zeigte sich keine Veränderung der Expression von eNOS, VCAM-1 oder Rac1 bei Blockierung des APLNR mittels ML221. 

Abgebildet sind die Mittelwerte und SD von auf das Housekeeping-Gen B2M normalisierten, jeweils voneinander 

unabhängigen Versuchen (n ≥ 3). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 

Abbildung 13 - Einfluss der APLNR-Inhibition auf die endotheliale Migration von HCAEC (10 dyne/cm2), Spender 2. 

HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Inhibition des APLNR mittels ML221 führte zu 

keiner Veränderung der Akkumulierten Distanz (A), der Geschwindigkeit (B), der Euklidischen Distanz (C) und der 

Direktionalität (D). Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n = 5). 

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/cm2 ausgesetzt waren, 

bewirkte die APLNR-Blockierung eine Verminderung der Migrationsparameter. Bei 10 

dyne/cm2 führt die APLNR-Inhibierung hingegen zu einer Erhöhung der Migrationsparameter. 

Eine veränderte 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) ergänzten wir 

hier den Einfluss von Statinen auf die flussinduzierte Migration von HCAEC. Die Statine 

Atorva- und Pravastatin wurden in den Konzentrationen 0,1 µM und 1,0 µM getestet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15 - Einfluss der Statine auf die endotheliale Migration von HCAEC (10 dyne/cm2). HCAEC wurden 15 h mit 

einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Behandlung mit Atorvastatin 0,1 µM und Pravastatin 0,1 µM führte zu 

einer Verringerung der Akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B). Es zeigte sich ein konzentrationsabhängiger 

Einfluss von Atorvastatin auf die Migration. Bei der Euklidischen Distanz (C) und der Direktionalität (D) ist zusätzlich ein 

konzentrationsabhängiger Effekt in mit Pravastatin behandelten Zellen zu sehen. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus 

jeweils voneinander unabhängigen 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/cm2 

dargestellt. Hier konnte ein signifikanter Effekt für die Interaktion von Statinen und deren 

Konzentration gezeigt werden. Sowohl bei Atorva-, als auch bei Pravastatin bewirkte eine 

Erhöhung der Konzentration einen Anstieg der Migrationsparameter.  

Die Behandlung mit Atorvastatin 0,1 µM führte zu einer Verringerung der Migrationsstrecke 

(301,88 ± 89,33 µm) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (360,53 ± 123,82 µm, 

p < 0,001; Abbildung 15A). Bei der Behandlung mit Atorvastatin in seiner höheren 

Konzentration wanderten die HCAEC mit 372,88 ± 115,65 µm so weit wie unter 

Kontrollbedingungen (p = 0,407; Abbildung 15A). Auch bei der Behandlung mit Pravastatin in 

niedriger Konzentration verringerte sich die zurückgelegte Distanz der Endothelzellen im 

Vergleich zur Kontrolle um 29,93 µm auf 330,58 ± 90,85 µm (p < 0,05, Abbildung 15A). Die 

Behandlung mit Pravastatin in der Konzentration 1,0 µM konnte hier jedoch nicht zu einer 

signifikanten Anhebung der Migration führen. Dies zeigte sich auch in der Geschwindigkeit 

(Abbildung 15B) und der euklidischen Distanz (Abbildung 15C). Beim zweiten Spender 

wurden die gleichen Versuche durchgeführt (siehe Anhang, Abbildung )  

Anders verhielt es sich bei der Direktionalität der Migration (Abbildung 15D). Sowohl 

Atorvastatin 1,0 µM (0,611 ± 0,18)), als auch Pravastatin 1,0 µM (0,601 ± 0,15) erhöhten die 

Direktionalität 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 

Direktionalität ihrer Wanderung auf Kontrollniveau. Bei dem zweiten Spender schien 

allerdings der Einfluss der Statine auf die Direktionaliät der HCAEC-Wanderung größer zu sein 

(siehe Anhang, Abbildung 35-36) . 

In den Genexpressionsanalysen ergab sich, dass bei  den HCAEC, die mit 1 µM 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 Rac1 in HCAEC (10 dyne/cm2). HCAEC wurden 15 h einer 

Schubspannung von 10 dyne/cm2 ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgelösten Zellen mittels qPCR untersucht. Dabei 

zeigte sich keine Veränderung der eNOS-Expression (A)) oder der Rac1-Expression (C) durch Zugabe der Statine in niedrigen 

und in hohen Konzentrationen. Einzig die VCAM-1-Expression konnte unter Zugabe von Pravastatin 1µM signifikant 

verändert werden. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD von auf das Housekeeping-Gen B2M normalisierten, jeweils 

voneinander unabhängigen 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 µM führte zu einer 

Verringerung der Distanz und Geschwindigkeit der Zellwanderung. In höheren Dosen (1,0 µM) 

wurde dieser Effekt nicht mehr gesehen. Bezüglich der Direktionalität der HCAEC-Migration 

zeigte sich eine konzentrationsabhängige Steigerung durch die Statinbehandlung. In der 

Genexpression relevanter Gene konnte festgestellt werden, dass unter Behandlung der HCAEC 

mit 1 µM Pravastatin die Expression von VCAM-1 signifikant reduziert werden konnte. 

Weitere Einflüsse auf die Genexpression von eNOS, VCAM-1 oder Rac1 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 möglicherweise 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/cm2 oder 10 dyne/cm2 ausgesetzt. Der unter 3.1.1 beschriebene Effekt, bei dem 

die Behandlung der HUVEC mit ML221 unter 1,5 dyne/cm2 zu einer Verstärkung der Migration 

führt, konnte auch in mit Atorvastatin behandelten Zellen festgestellt werden. Abbildung 17A 

zeigt, dass die Gesamtwanderungsstrecke auch in diesen Zellen durch ML221 länger wird. So 

wanderten zum Beispiel HUVEC, die mit Atorvastatin 0,1 µM behandelt wurden 242,336 ± 

56,8 µm. Wurde jedoch zusätzlich noch ML221 hinzugegeben, verlängerte sich die 

zurückgelegte Distanz auf 289,64 ± 84,63 µm (p < 0,05). Diese Veränderung spiegelt sich nur 

teilweise in der euklidischen Distanz und Direktionalität der Endothelwanderung wider 

(Abbildung 17C/D). Hier führt die Blockierung des APLNR nur in der Kontrolle und in mit 

Atorvastatin 1,0 µM behandelten HUVEC zu einer gesteigerten Migration.  
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Bei HUVEC, die mit 10 dyne/cm2 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 µM 

und 1,0 µM behandelt wurden (siehe Abbildung 18A/B). Einzig die Direktionalität der HCAEC 

blieb sowohl von der Behandlung mit APLNR, also auch der Kombination aus Statin und 

APLNR unbeeinflusst. Auffällig ist, dass Atorvastatin 1,0 µM die Migration der HUVEC bei 

10 dyne/cm2 erhöht und dieser Effekt bei Zugabe des APLNR-Inhibitors aufgehoben wird.  

Abbildung 17 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Atorvastatin behandelten HUVEC (1,5 dyne/cm2). HUVEC 

wurden 15 h mit einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm2 behandelt. Die Behandlung mit ML221 führt zu einer Steigerung der 

akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Atorvastatin behandelten Zellen. Bei der euklidischen Distanz (C) und 

der Direktionalität (D) konnte dieser Effekt nur in Zellen gesehen werden, die mit Atorvastatin 1µM behandelt wurden. Abgebildet 

sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * 

gekennzeichnet (p < 0,05). 
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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 µM behandelt 

wurden, wanderten 259,40 µm ± 44,79 µm. Wurde zusätzlich mittels ML221 der APLNR 

inhibiert, legten die Zellen eine Gesamtdistanz von 298,14 ± 81,25 µm zurück (p = 0,56; 

Abbildung 19A). Das gleiche zeigte sich für die höhere Statinkonzentration. Auch in der 

Geschwindigkeit, euklidischen Distanz und Direktionalität bewirkte der ML221 keine 

Änderung der Migration in HUVEC, die mit Pravastatin inkubiert wurden (Abbildung 19B-

D). 

 

Abbildung 18 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Atorvastatin behandelten HUVEC (10 dyne/cm2). HUVEC 

wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Behandlung mit ML221 führt zu einer Reduktion der 

akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Atorvastatin behandelten Zellen. Bei der euklidischen Distanz (C) 

und der Direktionalität (D) konnte dieser Effekt nur in Zellen gesehen werden, die mit Atorvastatin 1µM behandelt wurden. 

Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind 

mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 

 



42 

Ergebnisse 

Bei Durchführung der Versuche unter 10 dyne/cm2 zeigte sich ein ähnliches 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 

Veränderung der akkumulierten Distanz, Geschwindigkeit, euklidischen Distanz oder 

Direktionalität im Vergleich zur Behandlung mit Pravastatin allein (siehe Abbildung 20). 

Abbildung 19 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Pravastatin behandelten HUVEC (1,5 dyne/cm2). 

HUVEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm2 behandelt. Die Behandlung mit ML221 führt zu keiner 

Veränderung der akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Pravastatin behandelten Zellen. Bei der 

euklidischen Distanz (C) und der Direktionalität (D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus 

jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 
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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. 

  

Abbildung 20 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Pravastatin behandelten HUVEC (10 dyne/cm2). HUVEC 

wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Behandlung mit ML221 führt zu keiner Veränderung 

der akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Pravastatin behandelten Zellen. Bei der euklidischen Distanz 

(C) und der Direktionalität (D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander 

unabhängigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 
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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 für Zellen, die den Statinen ausgesetzt waren. 

Zellen, die mit Atorvastatin 0,1 µM behandelt wurden, wanderten 301,88 ± 89,33 µm. Wurde 

zusätzlich ML221 ins Flussmedium gegeben, ergab sich eine akkumulierte Distanz von 

298,21 ± 78,18 µm (Abbildung 21A).  

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, führte die Blockierung des APLNR in mit Pravastatin behandelten Zellen zu einer 

Steigerung der akkumulierten Distanz und Geschwindigkeit in der supraphysiologischen 

Statinkonzentration. bei Veränderung der Migrationsparameter.  

 

 

Abbildung 21 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Atorvastatin behandelten HCAEC (10 dyne/cm2). HCAEC 

wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Behandlung mit ML221 führt zu keiner Veränderung der 

akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Atorvastatin behandelten Zellen. Bei der euklidischen Distanz (C) 

und der Direktionalität (D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander 

unabhängigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 
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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 1,0µM behandelt wurden, 

führte 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). 

 

Abbildung 22 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Pravastatin behandelten HCAEC (10 dyne/cm2). 

HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Behandlung mit ML221 führt zu einer 

Veränderung der akkumulierten Distanz (A) und Geschwindigkeit (B) in mit Pravastatin (1µM) behandelten Zellen. In den 

weiteren Dosierungen, sowie in der euklidischen Distanz (C) und der Direktionalität (D) zeigte sich keine sign. Effekt. 

Abgebildet sind die Mittelwerte und SD aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede 

sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 
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Abbildung 23 - Genexpression von eNOS, VCAM-1 und Rac1 in HCAEC (Atorvastatin, 10 dyne/cm2). HCAEC wurden 

15 h einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgelösten Zellen mittels qPCR 

untersucht. Dabei zeigte sich in Zellen, die mit Atorvastatin 1µM behandelt wurden, eine Erhöhung der eNOS-Expression bei 

APLNR-Inhibition (A). In dieser Gruppe wurde die Expression von VCAM-1 hingegen vermindert (B). Keine Veränderung 

zeigte sich bei Rac1 (C) Abgebildet sind die Mittelwerte und SD von auf das Housekeeping-Gen B2M normalisierten, jeweils 

voneinander unabhängigen Versuchen (n ≥ 3). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 

 

Abbildung 24 - Genexpression von eNOS, VCAM-1 und Rac1 in HCAEC (Pravastatin, 10 dyne/cm2). HCAEC wurden 

15 h einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgelösten Zellen mittels qPCR 

untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikante Verringerung der VCAM-1-Expression bei Behandlung mit Pravastatin 1µM im 

Vergleich zur Kontrolle. Daneben ergaben sich keine weitere Veränderung der Genexpression von eNOS, VCAM-1 und Rac1 

durch Behandlung von Paravastatin und ML221. Abgebildet sind die Mittelwerte und SD von auf das Housekeeping-Gen B2M 

normalisierten, jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n ≥ 3). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p 

< 0,05). 

3.3.3 Zusammenfassung 

In diesem Abschnitt werden komplexe Zusammenhänge 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 für beide 

Schubspannungen (1,5 und 10 dyne/cm2). In Zellen, die mit Pravastatin behandelt waren, wurde 

dieser Effekt jedoch aufgehoben. In der Genexpressionsanalyse ließ sich wiederum kaum eine 

Veränderung zwischen den Gruppen erkennen. In HCAEC zeigte der APLNR-Inhibitor in 

unbehandelten Zellen keinen Effekt auf die Migration und dies konnte auch für mit 

Atorvastatin-behandelte Zellen bestätigt 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 (1µM) behandelt wurden, festgestellt 

werden.   
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4 Diskussion 

Ein 69-jähriger Patient stellt sich mit Brustschmerz in der Notaufnahme vor. Im EKG zeigt sich 

ein ST-Hebungsinfarkt. Neben der medikamentösen Therapie erfolgt eine PCI mit Implantation 

zweier Stents. Die Nachsorge erfolgt mittels dualer Plättchenaggregationshemmung und einem 

Statin. Fünf Wochen später stellt sich der Patient erneut mit den gleichen Symptomen vor. 

Diagnose: Stentthrombose am ehesten durch verzögerte Endothelialisierung des Stents. 

Im Jahre 2018 wurden im Rahmen von PCIs deutschlandweit über 300.000-mal Stents in 

Koronargefäße eingesetzt. (117) Bei all diesen Patienten ist leitliniengerecht neben einer 

Thrombozytenaggregtationshemmung meist eine lebenslange Statin- Therapie indiziert. (118, 

119) Statine gehören mit über 20 Millionen Verordnungen jährlich zu den meistverschriebenen 

Wirkstoffen in Deutschland. (120) Trotz der medikamentösen Therapie kommt es nach PCI 

immer wieder zur gefürchteten Komplikation der Stentthrombosen. Ein auslösender Faktor ist 

dabei die fehlende Endothelialisierung der Stents. Statine scheinen über ihre pleiotropen Effekt 

Einfluss auf die Migration von Endothelzellen zu haben und könnten 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 möglicherweise auch die Endothelialisierung der Stentoberfläche, eine wichtige 

Voraussetzung zur Einheilung des Implantats. Diesbezüglich 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 Gefäßbetten mit unterschiedlichen hämodynamischen 

Verhältnissen/Schubspannungen. Zur Aufklärung des Mechanismus der Statinwirkung wurde 

insbesondere die Rolle des APLNR betrachtet. Diesem wurde bereits zugeschrieben, die 

Wirkung von Statinen auf die Expression von Signalmolekülen in EC zu vermitteln. (108) 

Bisher ungeklärt 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 venöser Endothelzellen bei physiologisch angepassten 

Schubspannungen von 1,5 dyne/cm2 oder 10 dyne/cm2 ausgewertet. Bei HUVEC, die einer 

physiologischen Schubspannung von 1,5 dyne/cm2 ausgesetzt waren, führte die APLNR-

Inhibition zu einer Erhöhung der Migration. Unter nicht physiologischen 10 dyne/cm2 

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. Während 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 unabhängig von seinem 

Liganden Apelin sind. So wurde der APLNR als Rezeptor für mechanische Dehnung in 

Kardiomyozyten beschrieben, der in Bezug auf die kardiale Hypertrophie eine Rolle spielt. 

(105) Bereits veröffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen eine ähnliche Funktionsweise 

des APLNR in Endothelzellen. Hier wurde die Expression des APLNR durch die Applikation 

einer Schubspannung (1,5 dyne/cm2 und 20 dyne/cm2) 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 führte eine APLNR-Blockierung in HUVEC zur Veränderung 

der Migration. In HUVEC, die einer physiologischen Schubspannung von 1,5 dyne/cm2 

ausgesetzt waren, führte die Inhibition des APLNR zu einer Steigerung der 

Migrationsparameter. Der APLNR scheint also die Migration zu inhibieren. In den Vorarbeiten 

der Arbeitsgruppe führte die Applikation von Fluss zu einer Erhöhung der APLNR-Expression 

in HUVEC, worunter eine Induktion der Endothelzellmigration zu erwarten wäre. Diese 

Induktion konnte in dieser Arbeit unter nicht physiologischen Schubspannungen (10 dyne/cm2) 

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 Direktionalität der Endothelzellwanderung. Diese 

Ergebnisse bekräftigen den in unseren Vorarbeiten gezeigten Effekt des APLNR auf HUVEC, 

bei dem die Expression des APLNR durch eine Schubspannung von 10 dyne/cm2 aktiviert wird. 

Unter diesen nicht physiologischen Verhältnissen 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, führte eine siRNS-mediierte Herunterregulation des APLNR 

zu einer verminderten Migration. (104) Auch lymphatische Endothelzellen und endotheliale 

Vorgängerzellen (Angioblasten) migrieren unter APLNR-Inhibierung weniger weit. (121, 122) 

Die endotheliale Zellmigration in diesen drei Arbeiten lässt 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 hämodynamische 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/cm2 durchgeführt wurden, konnten Defekte der 

Zellpolarisation in APLNR-blockierten Zellen gezeigt werden. Dieser Effekt war Apelin-

unabhängig. (103) Die Polarisation der Endothelzelle ist wie in 1.3.2 beschrieben, ein initialer 

Schritt der Zellbewegung. Es lässt sich also durch die schlechtere Polarisation auch eine 

erschwerte Migration der APLNR-blockierten Zellen erwarten.   

In venösen Stromgebieten des menschlichen Gefäßsystems herrschen Schubspannungen von 

einem bis sechs dyne/cm2. (91) Höhere Schubspannungen bilden pathologische 

Flussverhältnisse, wie sie beispielsweise an arteriosklerotischen Gefäßen oder Stenosen zu 

finden sind, ab. In der aktuellen Literatur werden Endothelzellen häufig nur unter statischen 

Bedingungen untersucht. Unter physiologischen Bedingungen bzw. im menschlichen Gefäßbett  

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 Körper kommen unidirektionale laminare niedrige Schubspannungen vor 
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allem an der Innenseite von Gefäßkrümmungen vor. Gefäßwandläsionen 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 migrationsfördernd. Zusammenfassend scheint der APLNR als Mechanorezeptor 

also vor allem in pathologischen Flussverhältnissen, die zum Beispiel durch Stenosen zustande 

kommen können, eine Rolle zu spielen. Im physiologischen Schubspannungsbereich scheinen 

möglicherweise kompensatorische Mechanismen zu greifen, die die Rolle des APLNR in der 

Migration verändern. Bei der methodischen Auswahl von Flussbedingungen sind neben der 

Höhe der Schubspannung auch andere Parameter zu beachten. Man unterscheidet zwischen 

laminarem und oszillatorischem Fluss. Der Blutfluss kann pulsatil oder im gleichförmigen 

sogenannten steady state auf das Endothel wirken. (123, 124) Werden diese Flusseigenschaften 

in ein experimentelles Modell integriert, können Erkrankungen wie die Arteriosklerose noch 

spezifischer abgebildet werden. Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse geben verschiedene 

Hinweise darauf, dass Flussbedingungen die endotheliale Funktion maßgeblich variieren 

können. Für die Übertragung dieser in vitro Ergebnisse in klinische Hypothesen müssen noch 

weitere Aspekte der hämodynamischen Flussbedingungen im menschlichen Körper in 

Experimenten betrachtet werden, wie zum Beispiel die pulsatilen Eigenschaften des Blutflusses 

oder die Strömungsveränderung an Stenosen. Diese Arbeit unterstreicht die These, dass der 

APLNR in gesunden Gefäßen anders wirkt als in kranken Gefäßen. Die Ergebnisse dieser 

Arbeit eröffnen daher diverse Fragestellungen für weitere experimentelle Untersuchungen. 

Neben dem phänotypischen Effekt der APLNR-Inhibtion auf die venösen Endothelzellen 

wurde außerdem die Beeinflussung der Genexpression, u.a. der eNOS, durch die APLNR-

Inhibierung unter nicht-physiologischen Schubspannungen von 10 dyne/cm2 untersucht. Die 

eNOS unterliegt einer Reihe regulatorischer Mechanismen auf transkriptioneller und post-

translationaler Ebene, kann aber auch direkt durch Agonisten (z.B. Acetylcholin) oder 

veränderte 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 Adhäsion von Leukozyten und die Kontraktilität in 

VSMC. In dieser Arbeit zeigte sich keine signifikante Veränderung der eNOS-Expression, 

wenn der APLNR blockiert war. Hier kann diskutiert werden, dass dies auf die große Streuung 
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der Werte zurückzuführen ist.  In Ergebnissen von Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe führte 

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 Rac1. Rac1 vermittelt die Organisation von Aktinfilamenten und reguliert die 

Integrität von Zellverbindungen zwischen Endothelzellen. (128) Somit hat Rac1 Einfluss auf 

die Zelladhäsion und -mobilität und spielt eine essenzielle Rolle in der Migration von 

Endothelzellen. (129) Bei der Behandlung von bovinen aortalen Endothelzellen mit einer 

Schubspannung von 12 dyne/cm2 konnte außerdem eine Rac1-vermittelte Ausrichtung der 

Endothelzellen gezeigt werden. (130) Die Inhibition der NO-mediierten Aktivierung von Rac1 

führte 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/cm2 gesenkt; die Expression der eNOS hingegen war nicht verändert. 

Ebenso wenig die Expression von VCAM-1, dem auch eine Rolle in der Endothelzellmigration 

zugesagt wird. VCAM-1 ist ein Glykoprotein, das auf endothelialen Zelloberflächen zu finden 

ist und eine wichtige Rolle im Rahmen immunologischer Prozesse spielt. Es wird durch seinen 

Liganden Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) aktiviert und vermittelt über Rac1 die endotheliale 

Adhäsion von Leukozyten und deren konsekutive transendotheliale Migration. (131–133) 

Neben TNF-α gibt es noch weitere Faktoren, die die VCAM-1-Expression beeinflussen. Das 

Apelin/APLNR-System konnte über die Regulation von NFκB eine konzentrationsabhängige 

Erhöhung 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 Veränderung der VCAM-1 und eNOS-Expression in dieser Arbeit könnte dadurch 

erklärt werden, dass die Zellen hier lange Zeit (15 h) unter Flussbedingungen standen. Es lässt 

vermuten, dass VCAM-1 und eNOS besonders in der initialen Phase verändert und nach 

15 Stunden wieder herunterreguliert werden.  

Zusammenfassend scheint der APLNR in venösen Endothelzellen also eine wichtige Rolle in 

der Umsetzung des mechanischen Reizes (Schubspannung) in eine biologische Antwort 

(Migration) zu spielen, und zwar abhängig 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 Rac1 blieb durch die Zugabe des APLNR-Antagonisten 

unbeeinflusst. Die HCAEC wurden nur bei Schubspannungen von 10 dyne/cm2 untersucht. Da 

in arteriellen Gefäßen Schubspannungen zwischen 10 und 70 dyne/cm2 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 HVUEC. In HCAEC wurden jedoch bisher 

keine sehr niedrigen oder sehr hohen Schubspannungen getestet. Da in venösen Zellen bereits 

Unterschiede zwischen physiologischen und nicht physiologischen Schubspannngen gezeigt 

werden konnten, sollte dieser Unterschied auch in HCAEC untersucht werden. Für eine 

abschließende Beurteilung muss der Einfluss des APLNR also unter unphysiologischen hohen 

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

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die Auswahl des Zellmodells essentiell wichtig für die 

Übertragbarkeit 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 für HUVEC die niedrigere 

Schubspannung dem physiologischen Verhalten. Hinzu kommt die Diskussion, ob das venöse 

Zellmodell der HUVEC für Fragestellungen der arteriellen Zellmigration anwendbar ist, da 

Arteriosklerose und koronare Stentimplantationen in diesem Fall im arteriellen Gefäßsystem 

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 abhängig vom Gefäßbett, also vom Herkunftsort der Endothelzellen ist. (99) 

Endothelzellen sind eine heterogene Gruppe von Zellen. Sie kleiden Blut -und Lymphgefäße 

von innen aus und haben Barriere-, Transport-, Hämostase-, immunologische und metabolische 

Funktionen. Bei allen Gemeinsamkeiten haben Endothelzellen aber auch viele Unterschiede. 

Diese kommen durch das Umgebungsmilieu, die Stimuli und der zellulären 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 höhere Anfälligkeit für eine inflammatorische Reaktion. (139, 140) Dies könnte auch eine 

größere Anfälligkeit für die Atherogenese bedeuten. Auch die Leukozytenrekrutierung im 

Rahmen der Entzündungsreaktion läuft 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 

Flussverhältnisse 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 zugefügt 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/cm2) im Vergleich 

zu hohen Schubspannungen oder statischen Bedingungen. Bei HCAEC erfolgte eine schnelle 

Wundheilung bei niedrigen (3 dyne/cm2) und sehr hohen (20 dyne/cm2) Schubspannungen. 

Mittlere Flussbedingungen (12 dyne/cm2) konnten diesen Effekt nicht bewirken. (143) Die 

Höhe der Schubspannung scheint also einen Einfluss auf die Zellfunktion zu haben, der bei 

HUVEC anders ausgeprägt ist als bei HCAEC. In diesem Falle wurde bei 12 dyne/cm2 kein 

Einfluss des Flusses auf die Migration der Endothelzellen gemessen- dies entspricht auch in 

etwa den 10 dyne/cm2 in den Experimenten dieser Arbeit. Es ergibt sich der Hinweis, dass sehr 

niedrige oder sehr hohe Schubspannungen auch in diesem Versuchsaufbau andere Ergebnisse 

erbracht hätten.      

Bei Betrachtung der Unterschiede zwischen den Zelllinien ist auch interessant, woher diese 

kommen könnten. Einige Arbeiten zeigten, dass die spezifischen Eigenschaften von arteriellen 

und venösen Zellen genetisch verankert sind und somit die Endothelzellfunktion schon 

unabhängig des Umgebungsmilieus beeinflussen. (144) Hinzu kommt aber auch eine gewisse 

Plastizität der Endothelzellen. Bei Applikation verschiedener Flussmuster in vitro entwickelten 

Endothelzellen phänotypische Eigenschaften, die den regionalen Unterschieden in vivo 

entsprechen. (145) Eine Form der venös-arteriellen Umdifferenzierung scheint also nicht 

ausgeschlossen und lässt sich zum Beispiel auch bei venösen Bypässen im arteriellen System 

beobachten. (137, 146) Für die hier vorliegende Arbeit lässt sich also eine beginnende 

Anpassung der venösen Endothelzellen an die hohe Schubspannung (10 dyne/cm2) nicht 

ausschließen, die möglicherweise denen der arteriellen Zellen ähnelt.  
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Neben der Gefäßart, kann auch das Geschlecht des Zellspenders einen Einfluss auf die Funktion 

der Endothelzellen haben. In dieser Arbeit wurden HUVEC aus Nabelschnüren isoliert, die von 

Jungen und Mädchen stammten. Die HCAEC hingegen stammten von einem einzigen 

männlichen Spender. Im Rahmen einer Genexpressionsanalyse von HUVEC konnten 

Unterschiede zwischen den Expressionsprofilen von männlichen 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 männlicher Spender. (148) Dieser Effekt könnte sich in der hier vorliegenden Arbeit 

bei den venösen Endothelzellen herausgemittelt haben. Hier wäre ein Vergleich der Migration 

von Endothelzellen von männlichen und weiblichen Spendern interessant. Bei den hier 

verwendeten HCAEC hingegen könnten 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 

männlichen Person abstammen. Der Mix aus Zellen verschiedener Personen, könnte bei den 

HUVEC Effekte überdeckt, oder aber möglicherweise 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 Verfügbarkeit und Handhabung ein 

beliebtes Zellmodell in der Arteriosklerose-Forschung. Hier wird allerdings gezeigt, dass sie 

anders auf Flussverhältnisse reagieren als arterielle Zellen. Auch das Geschlecht der 

Endothelzellspenders scheint Einfluss auf Phäno- 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 µM und 1,0 µM auf die Migration von HCAEC bei 10 dyne/cm2 über 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 µM, nicht aber bei 

1,0 µM gesehen werden. Die höhere Statinkonzentration führte im Vergleich zur niedrigeren 

bei Atorvastatin zu einer Erhöhung der Migration auf Kontrollniveau. Diese 

konzentrationsabhängige Steigerung der Migration durch Atorvastatin konnte bei Pravastatin 

nicht so deutlich gezeigt werden. In der Untersuchung der Expression der migrationsrelevanten 



56 

Diskussion 

Gene zeigte sich eine verminderte VCAM-1-Expression durch Behandlung mit Pravastatin in 

supraphysiologischen Konzentrationen. Diese Veränderung 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 

Gefäßmuskelzellen. Hierbei wurde vor allem die Chemotaxis der VSMC bei Behandlung mit 

verschiedenen Statinen getestet. In einem Großteil 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 ließ sich durch 

Statine beeinflussen. Dazu gehören 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 bezüglich der Wirkung von Statinen auf 

ihre Migration betrachtet. Die Migration von mikrovaskulären Endothelzellen (human 

microvascular endothelial cells, HMVEC) wurde in Wundheilungsassays untersucht. Dabei 

wurde die Wundheilung über 36 h und 60 h aufgenommen und die zurückgelegte Wanderung 

der Zellen ausgewertet. Unter niedrigen Statinkonzentrationen (0,005 µmol/L) wurde die 

Migration der HMVEC nach 60 h um 54 % durch Atorvastatin und um 75 % durch Cerivastatin 

erhöht. In mittleren und hohen Statinkonzentrationen (0,05 µmol/L beziehungsweise 

0,5 µmol/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 für Atorva -und Pravastatin in HCAEC eine Verringerung 

der Migrationsparameter, wenn diese in der niedrigeren Konzentration (0,1 µM) 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 zusätzlich hämodynamische Flussbedingungen herrschten und 

die Zellen nur über 15 h beobachtet wurden. Neben Endothelzellen aus dem kapillären 

Stromgebiet wurden auch bereits venöse 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 aufgeführten Arbeiten eine Verstärkung der Migration durch die 

Statine. Dabei hing das Ausmaß der Erhöhung der Migrationsparameter vom Statin und von 

der Schubspannung ab. Bei 1,5 dyne/cm2 führte nur die Behandlung mit Pravastatin 1,0 µM zu 

einer Erhöhung der akkumulierten Distanz im Vergleich zur Kontrolle. Für beide Statine zeigte 

sich jedoch ein konzentrationsabhängiger Einfluss auf die akkumulierte Distanz und 

Geschwindigkeit der Endothelzellwanderung bei 1,5 dyne/cm2 (siehe Abbildung 25). (74) 

 

Ähnliche Effekte zeigten sich bei 10 dyne/cm2, wobei hier nur Atorvastatin 1,0 µM zu einer 

Erhöhung der akkumulierten Distanz und Geschwindigkeit im Vergleich zu unbehandelten 

Zellen führte. Pravastatin 0,1 µM hingegen senkte sogar die Migrationsparameter der 

Endothelzellen. Bei 10 dyne/cm2 zeigte sich der konzentrationsabhängige Effekt der Statine auf 

die Migration in allen vier Kategorien (siehe Abbildung 26). (74) 

 

 

 

Abbildung 25 - Einfluss der Statine auf die endotheliale Migration bei 1,5  dyne/cm2 . HUVEC wurden 15 h mit Atorva -

beziehungswiese Pravastatin behandelt und einer Schubspannung von 1,5 dyne/cm2 ausgesetzt. Dargestellt sind die 

Direktionalität, akkumulierte Distanz, euklidsiche Distanz und Geschwindigkeit der HUVEC. 

Quelle: Lorenz (74) 



58 

Diskussion 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anders als bei HCAEC, haben die Statine bei HUVEC anscheinend einen migrationsfördernden 

Effekt. Durch den Vergleich dieser zwei Arbeiten lässt sich erkennen, dass selbst bei gleichem 

Versuchsaufbau und gleichen Bedingungen HUVEC und HCAEC unterschiedlich auf die 

Behandlung mit den Statinen reagieren.  

Die phänotypischen Veränderungen ließen 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 führte. Für die geringere Dosierung oder für 

Atorvastatin konnte dies nicht gezeigt werden. Den nicht-signifikante Ergebnissen könnten 

verschiedene Mechanismen zugrunde liegen. Einerseits ist hier mit einem n=5 eine relativ 

geringe Stichprobe untersucht worden. Außerdem besteht die Möglichkeit, dass 

posttranslationale Effekte eine größere 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 könnte also bereits zum 

Abklingen von Genexpressionseffekten gekommen sein. Dazu passt eine Arbeit aus unserer 

Arbeitsgruppe, bei der der zeitliche Verlauf der Migration in dreistündigen Abschnitten 

betrachtet wurde.  

Abbildung 26 - Einfluss der Statine auf die endotheliale Migration bei 10 dyne/cm2 . HUVEC wurden 15 h mit Atorva -

beziehungswiese Pravastatin behandelt und einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 ausgesetzt. Dargestellt sind die Direktionalität, 

akkumulierte Distanz, euklidische Distanz und Geschwindigkeit der HUVEC. 

Quelle: Lorenz (74) 
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In der Abbildung 27 wird die Migration von HUVEC bei Schubspannungen von 10 dyne/cm2 

über 15 h dargestellt. Dabei werden mit ML221 behandelte Zellen einer Kontrolle 

gegenübergestellt. 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 könnte also der Großteil der Effekte 

stattfinden, und somit auch die Alteration von migrationsrelevanten Genen besonders 

ausgeprägt. Ein Abklingen des Effekts auf die Genexpression einiger Moleküle 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 erörtern, 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 zählt die maximale Konzentration des 

Wirkstoffs im Blutserum (Cmax) oder die Fläche 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 über den 

zeitlichen Verlauf an. Für die Auswahl einer geeigneten Statinkonzentration bei in vitro 

Experimenten muss entschieden werden, nach welchem Wert diese berechnet werden soll. Eine 

höhere Konzentration des Wirkstoffs im Experiment bewirkt vermeintlich die eindeutigeren 

Ergebnisse. So zeigten Statine in einer 1.000-fach erhöhten Konzentration sogar einen 

antibiotischen Effekt auf das Wachstum von Pneumokokken. (158)  

Abbildung 27 -  Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Migration von HUVEC unter Schubspannungen von 10 dyne/cm2 

bei Behandlung mit ML221 im Vergleich zur Kontrolle. 

Quelle: Materzok (109) 
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Um realistische Verhältnisse abzubilden, sollte jedoch vom Cmax oder der durchschnittlichen 

Konzentration im Blut ausgegangen werden. Atorvastatin erreicht eine Cmax von 4,34 ng/mL 

bei einer täglichen Dosis von 5 mg bis 187 ng/mL bei einer täglichen Dosis von 80 mg. (159) 

Das entspricht einer Stoffmengenkonzentration von etwa 0,007 µM beziehungsweise 0,3 µM 

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 µM beziehungsweise 

0,08 µM. Auch für Pravastatin ergeben sich vergleichbare Ergebnisse. (160)  

In dieser Arbeit wurde Atorvastatin in den Konzentrationen 0,1 µM und 1,0 µM verwendet. 

Dabei bildet die niedrigere Konzentration von 0,1 µM die Verhältnisse im menschlichen Körper 

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 µM stellt 

keine Konzentration einer systemischen Statineinnahme dar. Vielmehr wurde diese 

Konzentration in den Versuchen eingesetzt, um Hinweise auf einen möglichen 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 über DES die Formierung einer 

Neointima verringert. Hierbei schienen jedoch vor allem die Proliferation und Migration der 

glatten Gefäßmuskelzellen 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 führten die DES mit Cerivastatin 

außerdem zu einer reduzierten frühen inflammatorischen Antwort. Eingesetzt wurden Stents, 

die mit 300 µg Cerivastatin überzogen waren. Diese gaben 50 % der vorhandenen 

Wirkstoffmenge in den ersten 24 h ab.  Man kann also eine höhere lokale Dosis des Statins 

erwarten, als bei oraler Einnahme. (164) Björkhem-Bergman et al. diskutieren die in der 

Forschung eingesetzten Konzentrationen verschiedener Statine in einer Übersichtsarbeit. Auch 

hier wird die tendenziell zu hohe Statinkonzentration für in vitro Versuche kritisiert, die eine 

systemische orale Statineinnahme modellieren wollen. Zusätzlich wird auf die hohe 

Eiweißbindung der Statine (> 98 % bei Atorvastatin) hingewiesen und als weiterer Grund für 
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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 Eiweißbindung frei wird, der dann erneut wirken kann. 

Daher sollte neben der einmalig eingesetzten Wirkstoffkonzentration auch der 

Konzentrationsverlauf als limitierender Faktor für in vitro Studien betrachtet werden.  

Die in dieser Arbeit gewählten Statinkonzentrationen haben also sowohl physiologische als 

auch supraphysiologische Werte. Die Ergebnisse für Atorva -und Pravastatin in der 

Konzentration 0,1 µM haben dabei die höhere klinische Übertragbarkeit und Relevanz, wenn 

es um den Einfluss der oralen Statineinnahme in der Sekundärprophylaxe geht. In den 

Flussversuchen zeigten sich gerade für diese Konzentration die interessanteren und 

ausgeprägteren Effekte. Die Ergebnisse geben Anhalt für pleiotrope Effekte auf die Wanderung 

von Endothelzellen, die sich bei den im menschlichen Körper vorhandenen Konzentration des 

Statins zeigen ließen. Für die höheren 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 könnte für 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 mögliche Rolle des APLNR verglichen. Dabei zeigte sich für beide Statine 

in ihrem physiologischen Wirkbereich eine Senkung der Migrationsparameter in HCAEC. 

Jedoch konnte nur bei Atorvastatin ein signifikanter konzentrationsabhängiger Effekt auf die 

Migration gesehen werden, während sich bei Pravastatin nur ein Trend abzeichnete. Die Frage 

nach der Heterogenität 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 (IC50), kann die Wirkstärke 

der Statine bewertet werden. Bei Atorvastatin liegt die IC50 bei 8,2 nM, während sie bei 

Pravastatin mit 44,1 nM deutlich höher liegt. Pravastatin muss also in einer deutlich höheren 

Konzentration vorliegen, um den gleichen Effekt auf die LDL-Spiegel zu haben. Diese Effekte 

lassen sich unter anderem durch die Ausbildung zusätzlicher Wasserstoffbrückenbindungen 

zwischen Atorvastatin und der HMG-CoA-Reduktase erklären. (165) Bei der Wirkweise der 

verschiedenen Statine ist auch zu beachten, wie die einzelnen Statine an den Wirkort gelangen. 

Lipophile Statine, wie das Atorvastatin, können die Zellmembran über passive Diffusion 



62 

Diskussion 

passieren. Das hydrophile Pravastatin ist hingegen auf Organo-Anion-Transporter angewiesen. 

Da diese vermehrt in der Leber vorkommen, sind hydrophile Statine auch selektiver für 

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 Höhe 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 förderte Atorvastatin die Apoptose von 

pulmonalvenösen Endothelzellen, Pravastatin hingegen nicht. Bei dieser Studie wurden jedoch 

auch sehr hohe Statinkonzentration (50 µM) eingesetzt. (168) Bei der Betrachtung der Vitalität, 

Proliferation und Migration von HUVEC zeigten sich Unterschiede zwischen Atorva -und 

Pravastatin. Atorvastatin verbesserte die Proliferation und Endothelfunktion und förderte 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 können. Die einzelnen Effekte auf die verschiedenen Zellfunktionen sollten weiter 

weiterhin Gegenstand experimenteller Untersuchungen bleiben. Zukünftig könnten 

verschiedene Statine im klinischen Bereich daher individueller oder gezielt für bestimmte 

Patientengruppen ausgewählt werden.  

4.3 Welche Rolle spielt der APLNR für 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 zusätzlich mit der 

Kombination von Statin und ML221 als Behandlung durchgeführt. In HUVEC führte die 

alleinige APLNR-Inhibition bei niedrigen Schubspannungen zu einer Verstärkung der 

Migration, bei hohen Schubspannungen zu einer Verminderung. Dieser Effekt zeigte sich auch 

in Zellen, die zusätzlich mit Atorvastatin behandelt wurden. Wurden die HUVEC allerdings 

mit Pravastatin behandelt, konnte der Effekt des APLNR-Inhibitiors nicht mehr nachgewiesen 

werden. In der Genexpressionsanalyse ließ sich wiederum kaum eine Veränderung zwischen 

den Gruppen erkennen. In HCAEC zeigte der APLNR-Inhibitor in unbehandelten Zellen keinen 

Effekt auf die Migration und dies konnte auch für mit Atorva -und Pravastatin in 

physiologischen Konzentration behandelte Zellen bestätigt 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 für 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 erhöhte Serumlevel von Apelin bei den Probanden 

gemessen werden. Dabei korrelierte dieser Effekt mit der LDL-Senkung. (169) Dieses Ergebnis 

lässt sich also nicht unbedingt den pleiotropen Effekten des Statins zuordnen, sondern scheint 

vielmehr ein LDL-abhängiger Effekt zu sein. In einer anderen Studie wurden Probanden 

untersucht, die sich 12 Wochen therapeutischen lebensstilverändernden Interventionen 

unterzogen. Diese wurden mit Probanden verglichen, die Statine einnahmen. Hier führten beide 

Behandlungen zu einer Steigerung des Serum-Apelins, unabhängig davon auf welche Weise 

der LDL-Spiegel gesenkt wurde. In Probanden, bei denen keine LDL-Senkung erreicht werden 

konnte, änderte sich auch der Apelin-Spiegel nicht. (170) Neben diesen in vivo Studien, wurden 

auch in vitro Untersuchungen durchgeführt. McLean et al. untersuchten die Auswirkungen 

eines Apelin-Knockdowns auf die Expression von Krüppel Like Faktor 2 (KLF2), eNOS und 

Thrombomodulin (THBD). Statine induzierten die Expression dieser Proteine. Dieser Effekt 

wurde durch den Apelin-Knockdown aufgehoben, was für 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 würde zugleich eine Aktivierung des APLNR bedeuten. 

Ob dies auch Folge der pleiotropen Statineffekte sein kann, ist bisher nicht genau geklärt. Wir 

untersuchten daher, ob die Statinwirkung auf die endotheliale Migration durch den APLNR 

vermittelt wird. Wirken die Statine migrationsfördernd, wäre durch die APLNR-Inhibiton eine 

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

Andersherum würde bei einer statinvermittelten Senkung der endothelialen Migration, eine 

APLNR-Inhibition die Migration wieder verstärken.  

Abbildung 28 – Mögliche Wirkung der Statine auf die endotheliale Migration 
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In HUVEC führt die Behandlung mit Atorvastatin 1,0 µM bei 10 dyne/cm2 zu einer Erhöhung 

der Migrationsparameter. Durch Gabe des APLNR-Inhibitors ML221 konnte dieser Effekt 

aufgehoben werden. Dies würde dem oben dargestellten Schema gleichen und dafürsprechen, 

dass die Statinwirkung auf die Endothelzellmigration tatsächlich zumindest anteilig über den 

APLNR vermittelt wird. Ähnliche Effekte zeigten sich allerdings weder für die andere 

Schubspannung noch in der niedrigeren Statinkonzentration oder bei Pravastatin. Hier führte 

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

In HCAEC zeigte sich hingegen sogar ein gegenteiliges Bild. Hier führten 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 1µM behandelt wurden, festgestellt werden. Hier konnte durch den APLNR-

Inhibitor die eNOS-Expression erhöht und gegenteilig die VCAM-1-Expression vermindert 

werden. In den physiologischen Statinkonzentrationen war dieser Einfluss nicht festzustellen. 

Die Erhöhung 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 ausgeprägt als bei den HUVEC. Eine 

Verstärkung des Statineffekts auf die Endothelzellen bei Blockierung des APLNR (wie hier in 

Pravastatin-behandelten HCAEC), spricht hier also eher für 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 µM für 24 h gewählt hat. Dies könnte die Unterschiede zu den in dieser Arbeit erhobenen 

Daten bei Statinkonzentrationen von 0,1 µM und 1,0 µM erklären. Als Vertreter der Statine 

wurden bei McLean et al. Rosuva-, Simva-, und Fluvastatin eingesetzt. Rosuvastatin ist dabei 

wie Pravastatin eher den hydrohphilen Statinen zuzuordnen, während Simva -und Fluvastatin 

ähnlich 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 möglicher Erklärungsansatz wäre die Struktur der Statine und die Ähnlichkeit 

zum APLNR-Liganden Apelin. Der APLNR interagiert über hydrophobe Wechselwirkungen 

mit seinen Liganden. (171) Bei Apelin spielen hier vor allem die stickstoffreichen Enden der 
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Aminosäuren Glutaminsäure und Asparaginsäure eine Rolle. (172) Auch das C-terminale 

Phenylalanin des Apelinmoleküls führt über eine Einbettung in die hydrophobe Tasche des 

APLNR zu einer Bindungsverstärkung. (173) Aufgrund seiner ähnlich hydrophoben Struktur 

lässt sich vermuten, dass Atorvastatin hier eine stärkere Wechselwirkng zum APLNR ausbilden 

kann als Pravastatin. Bisher sind solche direkten bindungsähnlichen Wechselwirkungen noch 

nicht beschrieben. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass Atorvastatin über Anionentransporter 

(z.B. OAT1B1) in die Zelle gelangt. Dieser Transporter könnte möglcherweise über den G-

Protein gekoppelten APLNR reguliert sein. In beiden Fällen könnte Atorvastatin stärker über 

den APLNR wirken und dessen migratorische Wirkung verstärken und dann würde die 

Atorvastatin-vermittelte Migration durch eine APLNR-Inhibition unterbunden. Eben dieser 

Effekt konnte für Atorvastatin unter nichtphysiologischen Konzentrationen und 

Schubspannungen gesehen werden. Bei Pravastatin blieb dieser Effekt aus. Auch unter 

physiologischen Bedingungen konnte diese Hypothese nicht bestätigt werden. In dieser 

strukturellen Unterschiedlichkeit zwischen Atorva -und Pravastatin könnte jedoch ein Grund 

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

Über 5 Millionen Patienten weltweit werden jährlich einer PCI unterzogen. Damit ist sie eine 

der wichtigsten und häufigsten interventionellen Prozeduren. (174) Trotz einer geringen 

Komplikationsrate, ist die absolute Zahl des Auftretens von Komplikationen sehr hoch, weil 

die PCI so häufig durchgeführt wird. Dabei ist die Stentthrombose die relevanteste 

Komplikation, da sie eine Mortalität zwischen 5-45 % aufweist und eine 5-Jahres-Rezidivrate 

von 15-20 %. (175) Die Stentthrombose kann akut, subakut, spät oder sehr spät auftreten und 

folgt dabei jeweils unterschiedlichen Pathomechanismen. (176) Die frühen Formen der 

Stentthrombose (< 30 Tage) sind vor allem auf prozedurale Komplikationen wie die falsche 

Positionierung oder das falsche Auffalten des Stents zurückzuführen. Auch eine ineffektive 

Plättchenaggregationshemmung spielt hier eine Rolle. Die späten Formen der Stentthrombose 

(> 30 Tage) sind vor allem mit einer verzögerten Endothelialisierung des Stents und somit mit 

einem verlängertem Heilungsprozess assoziiert. (177) Die Fähigkeit von Endothelzellen zu 

einer zügigen und gerichteten Endothelialisierung hängt unter anderem von ihrem 

Migrationsverhalten ab.  

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

Sekundärprophylaxe nach PCI in Hinblick auf ihre pleiotropen Effekte optimieren lässt. 

Statine sind im klinischen Setting wichtige Medikamente der Sekundärprophylaxe und 

kommen deshalb bei den Patienten mit PCI fast immer zum Einsatz. Daher ist die Prüfung, 

inwiefern die pleiotropen Effekte der Statine die Endothelialisierung beeinflussen können, 

durchaus relevant. Der Nachweis der pleiotropen Effekte in klinischen Studien unterliegt vielen 

Schwierigkeiten. So lässt sich oft nicht genau zuordnen, ob die beobachteten Effekte LDL-

unabhängig sind. In der JUPITER-Studie wurden Patienten mit erhöhten CRP-Werten mit 

Rosuvastatin beziehungsweise einem Placebo behandelt. Statine senkten den LDL-Spiegel, den 

CRP-Spiegel und die Anzahl kardiovaskulärer Events. Dabei war der positive Einfluss auf den 

primären Endpunkt höher, 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 erhält und die andere Gruppe ein Nicht-Statin-

Cholesterolsenker wie den Cholesterinresorptionshemmer Ezetimib. In solcher Art Studien 

zeigten sich verschiedene teils widersprüchliche 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 



67 

Diskussion 

Patientengruppen und unterschiedlichen Therapiedauern gekennzeichnet und kann deshalb 

noch kein klares Bild über 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 führt, könnten Statine diesen Prozess durch ihre pleiotropen Effekte 

sogar verzögern. Dieser Effekt scheint aber neben der wichtigen lipidsenkenden Wirkung der 

Statine nur wenig klinisch relevant. Anders verhielt sich die Endothelzellmigration unter hohen 

Statinkonzentrationen (1 µM), 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 Sekundärprophylaxe nach PCI mit einem 

lipophilen oder hydrophilen Statin durchgeführt wird. Unterschiede zeigen sich jedoch auf 

zellulärer Ebene im Wirkmechanismus der Pleiotropie von Atorva -und Pravastatin. So scheint 

in venösen Zellen Atorvastatin über das Apelin/APLNR-System zu wirken, während 

Pravastatin davon unabhängig auf die Endothelzellen wirkt. In arteriellen Zellen hingegen 

konnte dieser Unterschied nicht gezeigt werden.  

In Hinblick auf die o.g. Frage nach der Optimierung der Statintherapie zeigte sich besonders, 

dass die Modelle zur Erörterung dieser Fragestellung genau abgewogen werden müssen, da sich 

in dieser Arbeit große Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Gefäßbetten und 

Schubspannungen zeigen ließen. 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 Übertragbarkeit zu in vivo Verhältnissen haben, wenn diese 

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

Die Migration von Endothelzellen unter hämodynamischen 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 Abhängigkeit von der 

Schubspannung und dem Gefäßbett. In HUVEC wirkt der APLNR migrationsfördernd 

unter physiologischen Schubspannungen und migrationshemmend unter höheren 

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 migrationsfördernden 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 über den APLNR zu 

erfolgen. Dies könnte möglicherweise abhängig 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 bezüglich ihrer Migration herausgearbeitet werden. Inwieweit sich diese jedoch 

klinisch unterscheiden, müsste 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 für Arteriosklerose oft gewählten HUVEC-Zellmodell kaum mit 

Experimenten an HCAEC vergleichen, obgleich es sich bei beiden um vaskuläre Endothelzellen 

handelt. Außerdem zeigte sich, dass die Wirkung der Statine oder der APLNR-Blockierung 

unter physiologischen Schubspannungen teilweise gegenteilig zu ihrer Wirkung unter höheren 

Schubspannungen ist.  

In der individualisierten Medizin wird angestrebt für jeden einzelnen Patienten entsprechend 

seiner Erkrankungen, die optimalste Therapie zu finden. Wo Atorvastatin für den einen 

Patienten von Vorteil ist, sorgt bei einer anderen Patientin Pravastatin für 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 

bezüglich der Wirkstoffgruppe der Statine konkreter abgestimmt beantworten. 
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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. 
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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. 
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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. 
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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. 
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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. 
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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/cm2), zweiter 

Spender. HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Behandlung mit ML221 führt zu keiner 

Veränderung der akkumulierten Distanz (Abb. 9A) und Geschwindigkeit (Abb. 9B) in mit Atorvastatin behandelten Zellen. Bei 

der euklidischen Distanz (Abb. 9C) und der Direktionalität (Abb. 9D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte 

und SD aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 
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Abbildung 36 - Einfluss des APLNR auf die Migration von mit Pravastatin behandelten HCAEC (10 dyne/cm2), zweiter 

Spender. HCAEC wurden 15 h mit einer Schubspannung von 10 dyne/cm2 behandelt. Die Behandlung mit ML221 führt zu keiner 

Veränderung der akkumulierten Distanz (Abb. 9A) und Geschwindigkeit (Abb. 9B) in mit Pravastatin behandelten Zellen. Bei der 

euklidischen Distanz (Abb. 9C) und der Direktionalität (Abb. 9D) zeigte sich der gleiche Effekt. Abgebildet sind die Mittelwerte 

und SD aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n = 5). Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (p < 0,05). 
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Abbildung 37 -  Genexpression von eNOS und Rac1 in HUVEC (10 dyne/cm2). HUVEC wurden 15 h einer Schubspannung 

von 10 dyne/cm2 ausgesetzt. Nach dem Versuch wurden die abgelösten Zellen mittels qPCR untersucht. Hier zeigte sich einzig 

eine signifikante Änderung 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 

unabhängigen Versuchen (n ≥ 3). 
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