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Einleitung 

1.1 Das Endothel 

Ein intaktes Herzkreislaufsystem ist für die Aufrechterhaltung der Körperfunktionen 

essentiell. Das Endothel, auch Tunica interna genannt, bildet als einzellige Schicht die 

Barriere der Lymph- und Blutgefäße. Die Zellschicht liegt im Gefäß auf der Tunica media, 

einer aus glatten Muskelzellen, Kollagen und Bindegewebe bestehenden Schicht. Die 

Stärke der Media ist abhängig von der Art der Gefäße. Bei Arterien ist sie deutlich 

stärker ausgeprägt als bei Venen. Die Media wiederum wird von der aus lockerem 

Bindegewebe bestehenden Tunica adventita umschlossen. Sie dient der Verankerung 

des Gefäßes im umliegenden Gewebe. Das Endothel spielt eine zentrale Rolle in den 

adaptiven Aufgaben des Herzkreislaufsystems, da dessen Integrität für die Homöostase 

der Vaskulatur erforderlich ist. Eine endotheliale Dysfunktion ist ein maßgeblicher Faktor 

für die Pathogenese von kardiovaskulären Erkrankungen (Widmer and Lerman 2014, 

Gimbrone and Garcia-Cardena 2016).  

1.1.1 Aufbau und Funktion des Endothels 

Das gesamte Endothel bildet eines der größten Gewebe im Körper. Bei einem 

Erwachsenen mit etwa 70 kg hat es ein Gewicht von rund 1,5 kg und nimmt eine Fläche 

von vier Tennisfeldern ein (Barton 2011, Widmer and Lerman 2014). Endothelzellen (EC) 

weisen im vaskulären Gefäßbett hinsichtlich ihrer Struktur und Funktion eine deutliche 

Heterogenität auf, die sich in unterschiedlichen Phänotypen äußern (Aird 2007, Aird 

2007). Grundlegend sind ECs flache, rundlich oder kubische Zellen mit einer Länge von 

25 bis 50 µm und einer Breite von 10 bis 15 µm (Florey 1966, Aird 2007). In der Zelldicke 

unterscheiden sich die ECs von 0,1 µm in Kapillaren und Venen bis zu 1 µm in der Aorta 

(Girard and Springer 1995). In Arterien richten sich die ECs bei einem laminaren, 

pulsatilem Blutfluss entlang des Flusses als längliche, schmale Zellen aus, 

währenddessen sie im venösen Gefäßbett eine breitere, kürzere und nicht nach dem 

Fluss gerichtete Morphologie aufweisen (Kibria, Heath et al. 1980, Aird 2007).  
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Neben morphologischen Unterschieden weisen EC auch bei interzellulären Kontakten 

eine Heterogenität auf. So sind zum Beispiel auch die Zell-Zell-Kontakte in Arterien 

deutlich stärker ausgeprägt als im venösen Gefäßbett (Simionescu, Simionescu et al. 

1976). Dies kann wiederum einen Einfluss auf die Funktion der ECs als semipermeable 

Barriere für den Austausch von Wasser, Mineralien und Makromolekülen über Endo- 

oder Transzytose haben (Aird 2007). 

Abbildung 1 (Abb.) zeigt, dass das Endothel als para- und endokrines Gewebe bei einigen 

bedeutenden physiologischen Funktionen eine wichtige Rolle spielt. So sind ECs zum 

Beispiel an der Angiogenese und Wundheilungsprozessen im Gefäß beteiligt und 

übernehmen eine wichtige Rolle im angeborenen und adaptiven Immunsystem (Kliche, 

Jeggle et al. 2011). Durch Synthese und Ausschüttung von vasoaktiven Substanzen trägt 

das Endothel auch zur symbiotischen Balance von vasokonstriktiven und 

vasodilatierenden Stimuli zur Beeinflussung des arteriellen Gefäßdurchmessers, der 

Regulation des Blutdrucks und der Homöostase bei (Sumpio, Riley et al. 2002). 

 
Abbildung 1: Das Endothel als para- und endokrines Gewebe. Dargestellt sind die von 

Endothelzellen in ihrer Expression beeinflussten Mediatoren und sekretierten Substanzen, die 

einen Einfluss auf die Gefäßphysiologie haben (Sumpio, Riley et al. 2002). 

Eine Stimulation mit chemischen Mediatoren (z.B. Acetylcholin, Bradikinin) oder 

Veränderungen des hämodynamischen Milieus (z.B. Blutdruckänderungen) können eine 

Freisetzung von vasodilatierenden Stoffen, wie Prostacyclin und Stickstoffmonoxid (NO) 
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hervorrufen (Aird 2007, Barton 2011). Vom Endothel können aber auch, zum Beispiel 

durch eine Hypoxie induziert, die vasokontriktiven Stoffe Endothelin und Angiotensin II 

synthetisiert werden (Barton 2011). Die ausgeschütteten vasoaktiven Substanzen sind zu 

einem gewissen Teil an der Beeinflussung des Blutdrucks beteiligt, haben aber neben 

anderen sekretierten Molekülen einen Einfluss auf die Regulation der Inflammation, des 

Wachstums von glatten Muskelzellen, der Thrombozytenfunktion und der plasmatischen 

Blutgerinnung (Ross 1986, Radomski, Palmer et al. 1987, Garg and Hassid 1990, De 

Caterina, Libby et al. 1995, Barton and Haudenschild 2001, Vanhoutte, Shimokawa et al. 

2009, Barton 2013). Im gesunden Organismus tragen sie somit zu einem 

antikoagulativen, antiadhäsiven bzw. antiinflammatorischen und antiapoptotischen 

Phänotyp bei (Dimmeler, Haendeler et al. 1997, Kliche, Jeggle et al. 2011). 

1.1.2 Proliferation von Endothelzellen 

Die Zellproliferation beschreibt den Prozess der Vervielfachung von Zellen. Hierbei 

kommt es gemäß des Zell-Zykluses zunächst zu einem Wechseln von der G1-Phase in die 

Synthesephase (S-Phase), bei der es zur Verdopplung des genetischen Materials kommt. 

Ein Indiz dafür stellt die Beeinflussung von typischen Zell-Zyklus regulierenden Genen, 

wie zum Beispiel Cyclin B1, Cyclin B2 und Cyclin D1 dar (Whitfield, George et al. 2006). In 

der darauffolgenden G2-Phase kommt es zu einem Zellwachstum und somit der 

Vervielfachung des biologischen Materials, gefolgt von einer Zellteilung in der Mitose-

Phase (M-Phase). Anschließend wechselt die Zelle wieder in die postmitotische bzw. 

präsynthetische G1-Phase, in der Zellorganelle und Zytoplasma wieder auf das 

Ausgangsniveau der Mutterzelle ergänzt werden. Anstelle in die G1-Phase können die 

Zellen auch in die G0-Phase übergehen. Dabei handelt es sich um einen ruhenden, kaum 

proliferierenden Zustand.  

Im gesunden Organismus konnte durch verschiedene Untersuchungen gezeigt werden, 

dass EC in den Blutgefäßen nur eine sehr geringe basale Replikationsrate aufweisen 

(Engerman, Pfaffenbach et al. 1967, Spaet and Lejnieks 1967), jedoch gibt es auch 

bestimmte Bereiche mit einer vermehrten Replikationsrate (Wright 1972, Schwartz and 

Benditt 1976). So ist zum Beispiel die Replikationsrate der EC im Hirn am geringsten und 

in der Leber am höchsten (Hobson and Denekamp 1984). Weiterhin konnte im 
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Tiermodell gezeigt werden, dass ein zunehmendes Alter und verschiedene 

Risikofaktoren der Arteriosklerose, zum Beispiel Bluthochdruck und 

Hypercholesterinämie, mit einer erhöhten endothelialen Proliferationsrate assoziiert 

sind (Florentin, Nam et al. 1969, Schwartz and Benditt 1977, Prescott and Muller 1983). 

Dazu passend ist bekannt, dass einige Risikofaktoren der Arteriosklerose die 

endotheliale Apoptose begünstigen (Dimmeler, Haendeler et al. 2002). Im Sinne der 

vaskulären Homöostase proliferieren EC, um apoptotische, verletzte oder gealterte EC 

zu ersetzen (Schwartz, Gajdusek et al. 1981, Yoder 2010).  

Eine vermehrte Replikation nimmt aber auch bei der Angiogenese oder der 

Wundheilung von Gefäßen eine bedeutende Rolle ein (Carmeliet 2005). 

Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel der Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), der 

vaskuläre Endothelwachstumsfaktor (VEGF) oder Gewebewachstumsfaktor alpha (TGF-

α , bewirken im Zusammenhang mit der Angiogenese eine direkte Stimulation der 

Proliferation von EC (Folkman and Klagsbrun 1987, Hoeben, Landuyt et al. 2004).  

1.1.3 Migration von Endothelzellen 

Die endotheliale Migration spielt neben der Proliferation für das vaskuläre Remodeling 

ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der embryonalen Vaskulogenese, der Angionese 

und der Reendothelialisierung der Arterien nach einer Angioplastie (Flamme, Frolich et 

al. 1997, Li, Huang et al. 2005, Lamalice, Le Boeuf et al. 2007). Sie stellt somit einen 

weiteren wichtigen biologischen Prozess dar, der für die Entwicklung und Homöostase 

sowie der Wundheilung von Gefäßen unverzichtbar ist. 

Die Zellmigration selbst ist ein komplexer, dynamischer Prozess, der eine aktive 

Lokomotion der Zelle beschreibt. Grundlegend kann man zwischen drei verschiedenen 

Arten von Migration unterscheiden (Li, Huang et al. 2005): Chemotaxis, Haptotaxis und 

Mechanotaxis. Bei der Chemotaxis handelt es sich um eine gerichtete Migration in 

Richtung eines Gradienten eines löslichen Chemoattraktanten. Die Haptotaxis ist die 

Migration in Richtung eines immobilisierten Liganden. Unter Mechanotaxis versteht man 

eine durch mechanische Kräfte verursachte gerichtete Migration. Die EC Migration 

basiert häufig auf einer Kombination dieser drei Arten.  
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Bei der Angiogenese verursachen Wachstumsfaktoren wie VEGF oder FGF eine 

Chemotaxis, währenddessen zunehmende Integrin-Bindungen mit der extrazellulären 

Matrix (ECM) die Migration über eine Haptotaxis aktivieren. Weiterhin werden 

migratorische Signalwege durch mechanische Scherkräfte im Blutgefäß aktiviert und es 

kommt zu einer Mechanotaxis. Somit stellt die endotheliale Migration einen 

mechanistisch kombinierten, molekularen Prozess dar, der die Dynamik und die 

Koordinierung von Änderungen in der Zelladhäsion, der Signaltransduktion und die 

Organisation des Zytoskeletts umfasst. Diese Prozesse werden durch intrazelluläre 

Signalwege gesteuert, zu denen zum Beispiel die Aktivierung der kleinen GTPasen der 

Rho-Familie, der PI3K-Signalweg und die endotheliale NO-Synthase (eNOS) Regulation 

zählen (Lamalice, Le Boeuf et al. 2007).  

 

Abbildung 2: Teilschritte der Migration. Bei der Migration kommt es an der vorderen Seite der 

EC zunächst zu einer Ausbildung und Formierung einer Protrusion von Lamellipodien (oben links) 

und einer pseudopodia-ähnlichen Vorwärtserweiterung (oben mittig). Anschließend haften die 

Protrusion an die ECM an (oben rechts), es folgt eine Kontraktion des Zellkörpers und die Zelle 

führt eine vorwärts gerichtete Bewegung aus (unten links). Zum Schluss werden die 
Adhäsionsbindungen am hinteren Ende gelöst (unten mittig) und die Zelle kehrt in den 

Ausgangszustand zurück (unten rechts) (Lamalice, Le Boeuf et al. 2007). 

Die Migration kann in mehrere Teilschritte eingeteilt werden (Abb. 2). Nachdem die ECs 

einen motogenen Reiz, chemotaxischen, haptotaxischen oder mechanotaxischen 

Stimulus über die Filapodien registriert haben, kommt es an der vorderen Seite der ECs 

zu einer Ausbildung und Formierung einer Protrusion von Lamellipodien und einer 

pseudopodia-ähnlichen Vorwärtserweiterung (Abb. 2 I und II). Anschließend kommt es 

zur Anhaftung der Protrusion an die ECM (Abb. 2 III). Darauf folgt eine durch die Aktin-

Myosin Interaktion in den Fibrillenbündeln hervorgerufene Kontraktion des Zellkörpers 

und somit einer vorwärts gerichteten Bewegung der Zelle (Abb. 2 IV). Im nächsten 
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Schritt werden die Adhäsionsbindungen am hinteren Ende der Zelle gelöst und die Zelle 

kehrt in den Ausgangszustand wieder zurück, die gelösten Adhäsionsmoleküle und 

andere Signalmoleküle werden recycelt (Abb. 2 V und VI) (Lauffenburger and Horwitz 

1996, Sheetz, Felsenfeld et al. 1998). Bei all diesen Prozessen nehmen die kleinen 

GTPasen der Rho-Familie eine wichtige Rolle ein, insbesondere Rho/ROCK, Cdc 42 und 

Rac (Sadok and Marshall 2014). 

Die Mechanotaxis spielt vermutlich in größeren Gefäßen eine bedeutendere Rolle für die 

Migration als die Chemotaxis (Li, Huang et al. 2005). In der Mikrozirkulation werden EC 

und deren Vorläuferzellen durch mechanischen Stress entlang des interstitiellen 

Flussweges bzw. –tunnels geleitet und es kommt dort zur Angiogenese, Lymphogenese 

oder zu Wundheilungsprozessen (Branemark 1965, Moldovan, Goldschmidt-Clermont et 

al. 2000, Boardman and Swartz 2003). Scherstress führt zu einer Polarisierung des 

Zytoskeletts und der Zell-ECM Interaktion. Er beeinflusst somit auch die Chemo- und 

Haptotaxis. Als Reaktion auf Scherstress kommt es zur Dissoziation der Zell-Zell-Kontakte 

und einer Aktivierung verschiedener Signalwege, die wie bereits beschrieben den 

Umbau des Zytoskellets beeinflussen und somit zu einer gerichteten Migration führen 

(Lamalice, Le Boeuf et al. 2007). Scherstress hat demnach einen Einfluss auf die in Abb. 2 

beschriebenen Prozesse der Zellmigration. 

  



Einleitung 

1.2 Hämodynamische Kräfte im Herzkreislaufsystem 

 

 

7 

1.2 Hämodynamische Kräfte im Herzkreislaufsystem 

Im Gefäßbett wirken drei verschiedene Arten von Kräften (Abb. 3 links). Der 

hydrostatische Druck kann vermutlich die zelluläre Physiologie beeinflussen, spielt aber 

im Vergleich zur Ringspannung und dem endothelialen Scherstress (ESS) eine eher 

untergeordnete Rolle bei die Migration (Hahn and Schwartz 2009). Der Blutdruck 

erzeugt eine Dehnung der Gefäßwand und somit eine Ringspannung, die nicht nur auf 

EC sondern auch auf die vaskulären glatten Muskelzellen wirkt. In gesunden Aorten 

erzeugt die Ringspannung eine Kraft von etwa 1 bis 2x106 dynes/cm2 (Kwak, Back et al. 

2014).  

Der ESS ist eine axialwirkende Kraft, die durch Reibung des fließenden Blutes direkt auf 

die Oberfläche der EC entlang der Blutgefäße einwirkt. Beide hämodynamischen Kräfte 

sind in der Lage den Phänotyp der EC zu beeinflussen, wobei dem Scherstress eine 

größere Bedeutung bei der Regulierung der EC Funktion zukommt (Hahn and Schwartz 

2009). 

 

Abbildung 3: Im Gefäßbett wirkende Kräfte. Auf das Endothel wirken der ESS, der 

h drostatis he Dru k u d die Ri gspa u g li ks . Der ESS π  ist ei e parallele, 
rei u gs edi gte Kraft pro Flä he u d ist proportio al zu de  Produkt aus der Viskosität μ  u d 
dem räumlichen Gradienten der Fließgeschwindigkeit dVd/dd des Blutes (rechts) (Slager, 

Wentzel et al. 2005, Green, Hopman et al. 2017). 

1.2.1 Scherstress 

Der ESS ist eine parallele, reibungsbedingte Kraft pro Fläche (N/m2, Pa oder dyne/cm2) 

zur Gefäßwand und wird auch als Wandschubspannung bezeichnet. An der Gefäßwand 

ist der ESS π  proportional zu dem Produkt aus der Viskosität μ  und dem räumlichen 

Gradienten der Fließgeschwindigkeit dVd/dd des Blutes (Abb. 3 rechts) (Slager, Wentzel 

et al. 2005).  
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Die Höhe des ESS variiert in Abhängigkeit des Gefäßtyps und der Struktur innerhalb des 

vaskulären Systems. In Arterie  si d S herkräfte o  ≥ 10 dyne/cm2 möglich, 

währenddessen in Venen ein ESS von 1-6 dyne/cm2 erreicht wird (Papaioannou and 

Stefanadis 2005, Fey, Schubert et al. 2016). In gesunden Arterien herrscht überwiegend 

ein pulsatiler, laminarer Blutfluss (Abb. 4). Dieser begünstigt einen atheroprotektiven 

Phänotyp, der durch eine erhöhte Expression von anti-inflammatorischen Genen, 

geringem oxidativen Stress, einer niedrigen basalen Replikationsrate der EC und dem 

Ausrichten der EC in Flussrichtung gekennzeichnet ist (Hahn and Schwartz 2009).  

 

Abbildung 4: Effekte von Scherstress auf die Gefäßwand. Ein laminarer Scherstress (1) 

begünstigt einen atheroprotektiven Phänotyp, der z.B. durch einen geringen oxidativen Stress, 

einer geringen Replikationsrate und der Expression von antiinflammtorischen Genen 
gekennzeichnet ist. An Bifurkationen und Verzweigungen  führen Verwirbelungen des Flusses zu 

einer Änderung der hämodynamischen Kräfte. Als Folge dessen kommt es zu einer Adaption des 

Gefäß und der Ausbildung eines atherogenen Phänotyps, der unter anderem durch einen hohen 

oxidativen Stress, einer erhöhten Replikationsrate der EC und der Expression von 

inflammatorischen Markern gekennzeichnet ist (Kwak, Back et al. 2014). 

An Bifurkationen, Verzweigungen und Bereichen mit starker Kurvenbildung ändern sich 

die hämodynamischen Kräfte im Gefäß (Abb. 4). Es entstehen Verwirbelungen des 

Blutflusses, der Fluss wird verlangsamt oder beschleunigt sich. Dies führt zu 

physiologischen und morphologischen Änderung der EC. Es kommt zum Beispiel zu einer 

Hochregulation des oxidativen Stresses und inflammatorischer Gene (z.B. NF-κB, VCAM-

1, MCP-1, PAI-1) (Gimbrone and Garcia-Cardena 2016). Weiterhin verliert das Endothel 

seine Barrierefunktion. Ein oszillatorischer Fluss bewirkt außerdem eine mangelnde 

Ausrichtung der EC in Flussrichtung und eine vermehrte Replikationsrate der EC. Die 

geschilderten Veränderungen sind Anzeichen für einen atherogenen endothelialen 
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Phänotyp. Die vorherrschenden hämodynamischen Kräfte werden von EC über 

verschiedene Mechanosensoren wahrgenommen und durch eine nachgeschaltete 

Mechanotransduktion kommt es zu einer funktionellen Adaption des Endothels. Der ESS 

spielt somit eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homöostase und der 

Pathogenese des Gefäßbettes. 

1.2.2 Mechanotransduktion 

Der ESS kann von den EC über eine Vielzahl an verschiedenen mechanosensorischen 

Komplexen registriert werden (Abb. 5). Als solche Mechanosensoren sind zum Beispiel 

Ionenkanäle (abhängig von K+, Ca2+, Na+ und Cl-), Tyrosin-Rezeptorkinasen (z.B. VEGF-

Rezeptor), G-Proteine (z.B. Apelin-Rezeptor), Integrine, Adhäsionsmoleküle (z.B. VE-

Cadherin, PECAM-1), die Glykokalix, Mikrodomäne der Membran (Caveolen, primäre 

Zillien), das Zytoskelett und die Lipiddoppelschicht der Plasmamembran bekannt (Tzima, 

Irani-Tehrani et al. 2005, Ando and Yamamoto 2013, Kwak, Back et al. 2014, Busch, 

Strohbach et al. 2015). 

 

Abbildung 5: Die endothelialen Mechanosensoren und deren Mechanotransduktion. Der ESS 

wird über verschiedene Mechanosensoren registriert. Zu den bekannten Mechanosensoren 

gehören z.B. Ionenkanäle, G-Proteine (z.B. Apelin-Rezeptor), Integrine, Adhäsionsmoleküle (z.B. 
PECAM, VE-Cadherin), das Zytoskelett und Mikrodomäne der Membran. Durch 

Mechanotransduktion werden dann verschiedene nachgeschaltete Signalwege (z.B. PI3K/Akt- 

oder MAPK-Signalweg) aktiviert. Diese Signalwege führen wiederum zu einer Phosphorylierung 

verschiedener Transkriptionsfaktoren. Diese binden anschließend an positive oder negative 

Shear Stress Response Elements (SSREs). SSREs implizieren dann eine Induktion oder Suppression 

von mechanosensitiven Genen (Chatzizisis, Coskun et al. 2007, Kwak, Back et al. 2014). 
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Als Antwort auf den ESS verändern die EC über verschiedene Signalwege nicht nur ihre 

Morphologie (Nerem, Levesque et al. 1981, Levesque and Nerem 1985, Walpola, Gotlieb 

et al. 1993), sondern auch die Genexpression von verschiedenen Endothelzellmarkern 

(Papadaki and Eskin 1997, Chien, Li et al. 1998) und somit auch ihren Phänotyp (Hahn 

and Schwartz 2009, Gimbrone and Garcia-Cardena 2016).  

Der genaue Mechanismus der mechanosensitiven Prozesse ist aufgrund seiner 

Komplexität weiterhin nicht vollständig geklärt. Die Mechanotransduktion ist vermutlich 

ein Zusammenspiel aller beschriebenen Mechanosensoren, die über ein komplexes 

Netzwerk unterschiedliche downstream Signaltransduktionswege simultan aktivieren. 

Ein Teil der Signalwege verschiedener Mechanosensoren reguliert die Mitogen-activated 

Protein Kinase-Kaskade (MAPK-Kaskade) mit der Extracellular signal-related Kinase 

(ERKs), andere münden in der PI3K/Akt-Kaskade (Abb. 5) oder aktivieren die kleinen 

GTPasen der Rho-Familie (Li, Haga et al. 2005). Häufig kommt es zu Quervernetzungen. 

So ist zum Beispiel die kleine GTPase Ras ein Regulator sowohl für den MAPK-, als auch 

den PI3K-Signalweg (Castellano and Downward 2011). Unabhängig vom Signalweg 

kommt es in der Folge zu einer Phosphorylierung von verschiedenen 

Transkriptionsfaktoren (TF), wie den Krüppel-like Faktoren (KLF), NF-κB u d Akti ator 

Protein 1 (Hahn and Schwartz 2009). Diese TF binden dann an positive oder negative 

Shear Stress Response Elements (SSREs) an Promotoren von flussabhängigen Genen und 

beeinflussen somit deren Induktion oder Suppression (Chatzizisis, Coskun et al. 2007). 

Die Veränderung der Genexpression führt letztendlich zu einer Modulation der EC 

Funktion und somit zu einer vaskulären Adaption an die vorherrschenden 

Flusseigenschaften (Brooks, Lelkes et al. 2002, Resnick, Yahav et al. 2003, Hahn and 

Schwartz 2009). Scherstress erhöht zum Beispiel die Genexpression der Cycloxygenase 2 

und von Thrombomodulin und hat somit einen Einfluss auf die Hämostase (Takada, 

Shinkai et al. 1994, Topper, Cai et al. 1996). Weiterhin kommt es unter Scherstress zu 

einer vermehrten eNOS Genexpression und NO Produktion (Ranjan, Xiao et al. 1995, 

Uematsu, Ohara et al. 1995). Ebenfalls wird die Expression von vaskulären 

Adhäsionsmolekülen (z.B. VCAM-1) herunterreguliert(Ando, Tsuboi et al. 1994).  
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Einen wichtigen Einfluss auf diese Gene haben die KLFs, insbesondere KLF 2 und KLF 4 

(SenBanerjee, Lin et al. 2004, Lin, Kumar et al. 2005, Dekker, Boon et al. 2006, Wang, 

Miao et al. 2006, Alaiti, Orasanu et al. 2012). In gesunden Gefäßen werden KLF 2 und 

KLF 4 durch einen überwiegend laminaren, pulsatilen Fluss aktiviert und modulieren 

anschließend die oben genannten atheroprotektiven Signalwege. Ändern sich jedoch 

zum Beispiel durch Plaquebildung die hämodynamischen Bedingungen hin zu einem 

gestörten, niedrigem oder turbulentem Fluss, kommt es zu einer Verringerung der KLF 2 

Expression und somit einer Begünstigung atherogener Prozesse (Wang, Miao et al. 2006, 

Chiu and Chien 2011). 

1.2.3 Klinische Relevanz 

In den vorangegangenen Abschnitten (siehe 1.2.1 und 1.2.2) wurde bereits der Einfluss 

des Scherstress auf die Endothelfunktion und den jeweiligen Phänotypen der EC 

beschrieben. Ein laminarer pulsatiler Fluss begünstigt durch Expression von 

atheroprotektiven Genen einen antiinflammatorischen, antithrombotischen und 

antiproliferativen Phänotyp. Ändern sich die hämodynamischen Verhältnisse jedoch 

andauernd hin zu einem gestörten oder verlangsamten Fluss, gehen die EC, wie bereits 

beschrieben, in einen atherogenen Phänotyp über (Frueh, Maimari et al. 2013). Es 

kommt zu einer chronischen Inflammation, die nicht nur bei Kranken auftritt, sondern 

ebenfalls bei Gesunden und auch schon bei Neugeborenen (Hahn and Schwartz 2009). 

Dieser natürliche Prozess ist grundlegend nicht bedenklich, kommen jedoch weitere 

Risikofaktoren, wie Hyperlipidämie, Adipositas, Rauchen und wenig Bewegung hinzu, 

nimmt diese chronische Inflammation bei der Entwicklung von atherosklerotischen 

Plaques eine wichtige Rolle ein. 

Neben der Plaqueentstehung spielt Scherstress ebenfalls bei der Plaquedestabilisierung 

und dem Aufreißen der Plaqueoberfläche eine entscheidende Rolle. Bei Plaquerupturen 

wird häufig beobachtet, dass oberhalb der Plaques ein hoher Scherstresse herrscht, 

sodass vermutlich hoher Scherstress an einer Plaquedestabilisierung beteiligt ist 

(Dirksen, van der Wal et al. 1998, de Weert, Cretier et al. 2009, Cicha, Worner et al. 

2011). Bereiche mit hohem Scherstress oberhalb eines atherosklerotischen Plaques 

weisen eine erhöhte Belastung bzw. Dehnung auf. Dies ist ein lokales Maß für eine 
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Plaqueschwachstelle, wodurch diese Bereiche vermutlich eher zum Aufreißen der 

Plaqueoberfläche neigen (Gijsen, Wentzel et al. 2008). Eine erhöhte Vulnerabilität 

wurde ebenfalls für solche Plaqueregionen mit hohem, aber auch niedrigem, Scherstress 

in in vivo Studien in einem 6-Monats-Follow-Up gefunden. Diese Bereiche zeigten im 

Vergleich zu Regionen mit mittlerem Scherstress eine stärkere Entwicklung eines 

nekrotischen Kerns und eine Zunahme der Plaquegröße, was wiederum auf einen 

vulnerablen Phänotyp hinweist (Samady, Eshtehardi et al. 2011). 

Weiterhin kann ein veränderter ESS zu einer Pathogenese der In-Stent-Restenose 

führen, aber auch für das Versagen von venösen Bypässen verantwortlich sein 

(Cunningham and Gotlieb 2005, Koskinas, Chatzizisis et al. 2012). Der ESS ist somit nicht 

nur an der Aufrechterhaltung eines gesunden Gefäßes beteiligt, sondern hat auch einen 

bedeutenden Einfluss auf die Pathogenese verschiedener vaskulärer Erkrankungen. 
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1.3 Kardiovaskuläre Erkrankungen 

Der Begriff kardiovaskuläre Erkrankungen umfasst im Allgemeinen alle Krankheiten des 

Herz-Kreislauf-Systems (Mendis S 2011). Dazu gehören unter anderem Bluthochdruck, 

die periphere arterielle Verschlusskrankheit, tiefe Beinvenenthrombosen und 

Lungenembolien, sowie die Arteriosklerose und die koronare Herzkrankheit (KHK).  

Typische Risikofaktoren sind neben einer familiären Prädisposition, eine Hyperlipidämie, 

arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Adipositas und Diabetes mellitus. Außerdem 

können eine ungesunde Ernährung, mangelnde körperliche Aktivität und übermäßiger 

Alkoholkonsum den Prozess der Arteriosklerose verstärken. Diese Risikofaktoren können 

zu einer Veränderung der Endothelfunktion führen (Hadi, Carr et al. 2005). Eine 

endotheliale Dysfunktion ist wiederum mit der Pathogenese der Arteriosklerose 

assoziiert (Gimbrone and Garcia-Cardena 2016). Es kommt dabei zu einer strukturellen 

Veränderung der arteriellen Gefäße. Sind die Herzkranzgefäße von solchen 

Veränderungen betroffen, spricht man von einer KHK. Ein Symptom der KHK ist die 

Angina pectoris, auch als Brustenge bezeichnet. Es handelt sich dabei um einen 

anfallsartig auftretenden Schmerz im Thorax, der durch eine Verengung der 

Herzkranzgefäße hervorgerufen wird und somit zu einer Ischämie des Herzmuskels 

führen kann. 

1.3.1 Pathogenese der Arteriosklerose 

In den frühen Phasen der Arteriosklerose kommt es, wie bereits erwähnt, durch 

veränderte hämodynamische Bedingungen in den Gefäßen und anderen Risikofaktoren 

zu einer endothelialen Dysfunktion. Diese ist durch eine verminderte NO 

Bioverfügbarkeit und Aktivität gekennzeichnet (Cai and Harrison 2000, Gimbrone and 

Garcia-Cardena 2016). Im Folgenden führt der atherogene Phänotyp der EC zu einer 

veränderten Permeabilität der EC. Zeitgleich werden vermehrt Adhäsionsmoleküle auf 

den EC exprimiert und Chemokine und inflammatorische Zytokinen sekretiert (Libby 

2002). Dadurch kommt es zu einer Adhäsion und Infiltration von Leukozyten in die 

Tunica interna. Ebenfalls hat die Zusammensetzung der ECM unter den EC einen Einfluss 

auf die Infiltration und Retention von cholesterinhaltigen low-density Lipoprotein (LDL) 
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Partikeln in die Arterienwand (Tabas, Williams et al. 2007). Während der Atherogenese 

kommt es weiterhin zu einer Migration von glatten Muskelzellen (SMC) von der Tunica 

media in die Tunica interna. Dort produzieren die SMCs ECM-Moleküle (z.B. 

interstitielles Collagen und Elastin) und bilden somit eine fibrotische Hülle, die den 

Plaque bedeckt (Libby, Ridker et al. 2011). In frühen Stadien der Arteriosklerose 

befinden sich unter dieser Hülle T-Zellen und von Makrophagen-abstammende mit 

Lipiden gefüllte Schaumzellen (Weber and Noels 2011). Diese Gebilde werden auch als 

Fatty streaks bezeichnet. Durch eine ineffiziente Efferozytose kommt es zu einer 

Ansammlung von apoptotischen Zellen, Zelltrümmern und extrazellulären Lipiden und es 

entsteht ein nekrotischer Kern des Plaques (Tabas 2010). 

Plaques, die reich an Makrophagen sind, neigen verstärkt zum Aufreißen der Oberfläche 

und stellen somit eine besondere Gefahr dar. Makrophagen sekretieren Collagen-

abbauende Enzyme und bilden Mediatoren, die die Apoptose von SMCs auslösen und 

dadurch zu einer Plaquedestabilisierung führen (Libby 2009). Die Plaqueruptur führt 

häufig zu Stenosen und/oder Thrombenbildung. Diese Gefäßverengungen bzw. -

verstopfungen können zu kardiovaskulären Ereignissen, wie zum Beispiel einem 

Herzinfarkt oder einem Schlaganfall, führen. 

1.3.2 Epidemiologie der Arteriosklerose – KHK 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind weltweit die häufigste Todesursache (Mendis S 

2011). Im Jahr 2015 starben rund 17,7 Millionen Menschen (etwa 31 % aller Todesfälle) 

an einer kardiovaskulären Erkrankung (WHO 2017). Davon starben 7,4 Millionen 

Menschen an einer koronaren Herzkrankheit. In Europa ist die KHK ebenfalls die 

häufigste Einzeltodesursache. Gemäß der European Cardiovascular Disease Statistics 

2017 starben rund 1,74 Millionen Menschen an einer KHK (rund 20 % aller Todesfälle) 

(Wilkins E 2017). In Deutschland sind 14 % der Todesursachen auf eine KHK 

zurückzuführen (Wilkins E 2017). Im Jahr 2015 lag die Inzidenz für die KHK bei rund 

52,7 % (571.328) aller neu diagnostizierten kardiovaskulären Erkrankungen. Die 

Prävalenz lag 2015 bei rund 2,1 Millionen Patienten mit einer diagnostizierten KHK. Im 

Vergleich dazu wurden im selben Jahr etwa bei 8,3 Millionen Patienten eine 

kardiovaskuläre Erkrankung festgestellt. Es sind auch mehr Männer (rund 1,2 Millionen) 



Einleitung 

1.3 Kardiovaskuläre Erkrankungen 

 

 

15 

als Frauen (rund 850.000) von einer KHK betroffen. Für die Therapie der KHK wurden 

2015 rund 4,8 Milliarden Euro an Kosten in Deutschland verursacht. Wobei die 

stationäre Behandlung (3 Milliarden Euro) und die medikamentöse Therapie 

(700 Millionen Euro) die größten Kostenpunkte darstellten (Wilkins E 2017). 

1.3.3 Therapie 

Bei der KHK kommt es durch Gefäßverengungen bzw. –verschlüssen zu einer 

Unterversorgung des Herzmuskels mit Sauerstoff und wichtigen Nährstoffen. Die 

Therapie zielt deshalb darauf ab, die Gefäße wieder zu öffnen bzw. zu weiten oder das 

weitere Voranschreiten der Gefäßverengung möglichst zu verhindern. 

Zur primär und sekundär Prävention sollten die Patienten neben einer medikamentösen 

Therapie die Minimierung der Risikofaktoren als Ziel haben. Das umfasst zum Beispiel 

eine ausgewogene, gesunde Ernährung (z.B. mediterrane Diät), ausreichend körperliche 

Aktivität, gemäßigter Alkoholkonsum (< 20-30 g pro Tag), vollständige Beendigung des 

Rauchens und eine Gewichtsreduktion. 

1.3.3.1 Revaskularisationstherapie 

Bei dieser Therapieform handelt es sich um eine interventionelle und invasive 

Behandlungsform. Ziel dieser Therapie soll ebenfalls ein positiver Nutzen für die 

Symptomatik und Lebensqualität bzw. die Verbesserung der Prognose sein. Je nach 

Notwendigkeit und Indikation stehen zum einen eine Bypass-Operation und zum 

anderen die perkutane Koronarintervention (PCI) zur Verfügung. Bei der PCI wird das 

stenosierte Gefäß mit Hilfe eines Ballonkatheters dilatiert und anschließend mit einer 

Gefäßprothese (Stent) versorgt.  

Bei der Bypass-Operation wird durch Einsetzten von Venen aus den Beinen der Blutfluss 

um die Stenose der Koronargefäße umgeleitet. Nach Wiederherstellung des Blutflusses 

ist zusätzlich eine medikamentöse Therapie induziert, um den arterisoklerotischen 

Gefäßprozeß aufzuhalten. 
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1.3.3.2 Medikamentöse Therapie 

Die medikamentöse Therapie soll der Verbesserung der Symptomatik, der 

Lebensqualität und der Prognose dienen. Grundlegend wird zwischen einer 

symptomatischen und einer prognoseverbessernder Therapie unterschieden.  

Gemäß europäischer Leitlinien (Montalescot, Sechtem et al. 2013) werden zur 

medikamentösen Therapie der KHK vornehmlich Betablocker, ACE-Hemmer/AT1-Blocker 

und Nitrate eingesetzt. Zur Verbesserung der Prognose wird ebenfalls eine tägliche 

Medikation zur Hemmung der Thrombozytenaggregation (z.B. 100 mg Acetylsalicylsäure 

[ASS]) empfohlen. Nach einer PCI wird eine duale Hemmung der 

Thrombozytenaggregation mit ASS und P2Y12-Antagonisten (z.B. Clopidogrel) zur 

Vermeidung einer akuten, subakuten oder späten Stentthrombose gegeben. Zur 

Senkung der Lipidwerte werden Statine als Mittel der ersten Wahl empfohlen, da diese 

zusätzlich noch zu einer Reduktion der kardiovaskulären Morbidität und Sterblichkeit bei 

Patienten mit KHK führen (Catapano, Graham et al. 2016). 

1.3.4 Statine 

Statine hemmen die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase (HMG-CoA 

Reduktase). Dabei handelt es sich um das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der 

Cholesterolbiosynthese. Die Inhibierung der Statine basiert auf einer kompetetiven 

Enzymhemmung. Im Vergleich zum natürlichen Substrat HMG-CoA (Zwischenprodukt 

der Cholesterolbiosynthese), mit einer Michaelis Menden Konstanten von 4 µM, weisen 

Statine eine deutlich geringere Inhibitionskonstante von 5-44 nM auf (Shitara and 

Sugiyama 2006). Sie haben somit eine höhere Affinität als das natürliche endogene 

Substrat und sind somit sehr potente Inhibitoren des Enzyms. Lovastatin wurde 1987 als 

erstes in der Lipidsenkung verwendetes Statin unter dem Handelsnamen Mevacor® von 

der amerikanischen Lebensmittelüberwachungs- und Arzneimittelbehörde (FDA) 

zugelassen (Endo 2010). Lovastatin ist ein natürlich vorkommendes Monacolin und wird 

unter anderem auch von den Schimmelpilzen Aspergillus terreus und Monascus ruber 

produziert. In ihrem Molekülbau haben alle Statine eine strukturelle Gemeinsamkeit mit 

dem HMG-CoA, einem Zwischenprodukt der menschlichen Cholesterolbiosynthese 

(Abb. 6). 
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Abbildung 6: Strukturformel von Atorvastatin und Pravastatin. Abgebildet sind die 
Strukturformeln der HMG-CoA (Zwischenprodukt der menschlichen Cholesterolbiosynthese) 

(links), von Atorvastatin (mittig) und Pravastatin (rechts) (Shitara and Sugiyama 2006) 

Diese Struktur wird auch als Pharmakophor bezeichnet und ist für die Hemmung der 

HMG-CoA-Reduktase verantwortlich. Lovastatin und Simvastatin sind Prodrugs. Bei 

ihnen liegt diese ansonsten offenkettige Struktur als geschlossener Lactonring vor und 

wird erst im Körper in die aktive Form biotransformiert. Die restliche Molekülstruktur 

weist jedoch teilweise deutliche Unterschiede auf (Abb. 6). Das Pharmakophor ist zum 

Beispiel bei Atorvastatin an einen Pyrrolring und bei Pravastatin an einen reduzierten 

Napthalenring gekoppelt. An diese Strukturen sind weitere unterschiedliche 

Substituenten gebunden. Dies hat zu Folge, dass die einzelnen Statine zum Teil 

abweichende physikochemische Eigenschaften besitzen. Aufgrund dessen kann man 

Statine hinsichtlich ihrer Lipophilie in zwei Gruppen einteilen. Es gibt hydrophile (z.B. 

Pravastatin, Rosuvastatin) und lipophile (z.B. Atorvastatin, Simvastatin) Statine. Ein Indiz 

für die Lipophilie eines Stoffes stellt deren logD Wert (Konzentrationsverhältnis einer 

Substanz zwischen Oktanol- und Wasserphase) dar. Verbindungen mit positiven logD 

Werten sind lipophil und können im Allgemeinen die Lipiddoppelschicht der Membran 

durch passive Diffusion überwinden und sind nicht auf einen aktiven Transport 

angewiesen. Atorvastatin hat bei einem pH von 7,4 ein logD von 1 - 1,25 und Pravastatin 

zwischen -0,75 und -1,00. 

Die unterschiedliche Lipophile führt zu verschiedenen IC50 der einzelnen Statine für die 

HMG-CoA-Reduktase. In murinen Hepatozyten wurde für Atorvastatin eine IC50 von 

0,82 nM und für Pravastatin 5 nM gezeigt (Shitara and Sugiyama 2006). Allerdings 
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wurden für Hepatozyten aktive Transporter (z.B. organischer Anionentransporter 1B1) 

von Statinen beschrieben (Shitara and Sugiyama 2006). Die Unterschiede zwischen den 

IC50 (Hepatozyten) sind dadurch im Vergleich zu anderen Zellsystemen (Ratten 

Fibroblasten IC50 der HMG-CoA-Reduktase: Atorvastatin 340 nM vs. Pravastatin 

14000 nM) gering (Buckett L 2000).  

Im menschlichen Organismus findet die Cholesterolbiosynthese hauptsächlich in der 

Leber statt. Durch Hemmung der HMG-CoA Reduktase und einer gleichzeitigen 

Verringerung der Cholesterolkonzentration kommt es zu einer vermehrten Expression 

von LDL-Rezeptoren und einer erhöhten Degradation des LDL (Brown and Goldstein 

1986, Lennernas and Fager 1997). In klinischen Studien wurde neben der Senkung des 

Gesamtcholesterins und der LDL-Werte, aber auch zeitgleich eine Erhöhung der als 

positiv betrachteten high-density Lipoprotein-Werte (HDL) gezeigt (Nissen, Nicholls et al. 

2006). Weiterhin ist die Senkung der LDL Konzentration mit einer Verringerung des 

Gesamtrisikos von kardiovaskulären Ereignisses assoziiert (Law and Singh 2006). Eine 

Medikation mit Statinen begünstigt ebenfalls eine Plaquestabilisierung (Libby and 

Aikawa 2003) und führt zu einer Verringerung der kardiovaskulären Morbidität und 

Sterblichkeit bei Patienten mit einer KHK (Group 1994, LaRosa, He et al. 1999, Schwartz, 

Olsson et al. 2001, Heart Protection Study Collaborative 2002). 

Des Weiteren besitzen Statine noch Cholesterin-unabhängige, sogenannte pleiotrope, 

Effekte. Dabei handelt es sich um antioxidative Effekte, eine Verbesserung der 

Plättchenfunktion und eine verbesserte Endothelfunktion (Liao and Laufs 2005, 

Margaritis, Channon et al. 2014). So erhöhen zum Beispiel Statine nicht nur die 

Expression der eNOS, sondern erhöhen auch die Stabilität der eNOS mRNS und 

reduzieren Caveolin-1, welches die eNOS inhibiert (Laufs, La Fata et al. 1998, Feron, 

Dessy et al. 1999, Laufs, Endres et al. 2000, Plenz, Hofnagel et al. 2004). Ebenfalls wurde 

bereits gezeigt, dass die gesteigerte eNOS Expression einerseits durch eine Statin-

mediierte Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs erfolgt (Fulton, Gratton et al. 1999, 

Kureishi, Luo et al. 2000). Weiterhin beeinflussen Statine auch die kleinen GTPasen. In 

diesem Zusammenhang spielen Isoprenoide, Zwischenprodukte der 

Cholesterolbiosynthese, eine wichtige Rolle. Dies sind wichtige Mediatoren von 
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posttranslationalen Proteinmodifikationen (Isoprenylierung). Durch Hemmung deren 

Synthese führen Statine zu einer verminderten Isoprenylierung der kleinen GTPasen (z.B. 

Ras, Rho, Rac) und senken dadurch auch deren Aktivität (Goldstein and Brown 1990, Van 

Aelst and D'Souza-Schorey 1997). Hinsichtlich der zellulären Funktion sind die kleinen 

GTPasen neben der Regulation der eNOS unter anderem auch an 

Veränderungsprozessen des Zytoskeletts beteiligt (Van Aelst and D'Souza-Schorey 1997, 

Laufs, Endres et al. 2000). 
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1.4 Zielstellung 

Statine werden sowohl in der Primär-, als auch Sekundärprävention von 

kardiovaskulären Ereignissen als medikamentöse Therapie eingesetzt. Es handelt sich 

um eine Substanzklasse deren Hauptwirkung, die Beeinflussung des Lipidstoffwechsels, 

umfassend untersucht wurde. Statine werden jedoch auch aufgrund ihrer 

lipidunabhängigen (pleiotropen) Effekte in der Prävention von kardiovaskulären 

Erkrankungen eingesetzt, da sie antiinflammatorische und antikoagulative Effekte haben 

und zu einer Verbesserung der Endothelfunktion führen. Der genaue Mechanismus ist 

jedoch nicht vollständig geklärt. Ebenfalls werden die pleiotropen Effekte als 

Klasseneffekte angesehen und es ist kaum untersucht, ob die unterschiedlichen 

physikochemischen Eigenschaften der einzelnen Statine einen Einfluss auf die 

pleiotropen Effekte beziehungsweise deren Mechanismus haben. 

In diesem Zusammenhang wurde im Rahmen eines Standortprojektes (Vaskuläres 

Projekt) des Deutschen Zentrum für Herz-Kreislauf-Forschung (DZHK) die Hypothese 

aufgestellt, dass die Lipophilie der einzelnen Statine einen Einfluss auf die pleiotropen 

Effekte hat und dadurch die Endothelfunktion unterschiedlich beeinflusst wird. In dieser 

Arbeit wurden deshalb die Effekte eines hydrophilen (Pravastatin) und eines lipophilen 

(Atorvastatin) Statins auf die endotheliale Proliferation und die flussinduzierte 

endotheliale Migration untersucht. Hierfür wurde in dieser Arbeit eine experimentelle 

Methode zur Quantifizierung der flussinduzierten endothelialen Migration entwickelt 

und etabliert. Weiterhin wurde neben phänotypischen Untersuchungen das Augenmerk 

auf die Vitalität und Genexpression gelegt. Bei den Genexpressionsstudien der 

flussinduzierten endothelialen Migration wurde einerseits eine ansatzgestützte RT-qPCR 

Untersuchung und andererseits eine explorative Microarray Analyse durchgeführt. 

Diese Arbeit hatte somit zum Ziel, den Einfluss der Statine mit unterschiedlicher 

Lipophilie auf die endotheliale Proliferation und flussinduzierte Migration zu 

charakterisieren und eventuelle Unterschiede mit möglichen Signaltransduktionswegen 

zu assoziieren. In diesem Zusammenhang haben sich folgende Fragestellungen ergeben: 
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1. Hat die Lipophilie der Statine einen Einfluss auf die Vitalität und Proliferation von 

Endothelzellen? 

2. Wird ein solcher Einfluss über die Regulation von Zell-Zyklus-Genen (CCNB1, 

CCNB2, CCND1) gesteuert? 

3. Welchen Einfluss haben die unterschiedlichen Statine auf die Expression 

inflammatorischer (VCAM-1), antikoagulativer (THBD), die Endothelfunktion-

beeinflussender (eNOS) und anderen mit Proliferation assoziierten Gene (RAB1A, 

RAB5A, XBP1)? 

4. Wird die flussinduzierte endotheliale Migration von der Lipophilie der Statine 

beeinflusst? 

5. Spielen die kleinen GTPasen (RAS, ROCK 1, RAC 1), der MAPK/ERK 5-Signalweg 

oder der PI3K-Signalweg in diesem Zusammenhang eine Rolle? 

6. Können über eine Microarray Analyse eventuell neue Signalwege gefunden 

werden, die durch Statine reguliert werden und deren pleiotrope Effekte 

erklären? 
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Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 

Bezeichnung Katalognummer Hersteller 

Accutase® L0950-100 BioWest, Nuaille (Frankreich) 

Alamar Blue® (Resazurin) 11112 Serotec, Düsseldorf 

ß-Mercaptoethanol M6250 Roth, Karlsruhe 

bFGF 50361 Biomol GmbH, Hamburg 

Dimethylsulfoxid (DMSO) D2438 Sigma-Aldrich, München 

ECGS C-30160 Provitro GmbH, Berlin 

EGF 50349 Biomol GmbH, Hamburg 

Fetales Kälberserum (FKS) 10270-106 Gibco®, Carlsbad (USA) 

HBSS 14175-053 Gibco®, Carlsbad (USA) 

Heparin L6510 Calbiochem®(Merck), Darmstadt 

Hydrocortison H4001 Sigma-Aldrich, München 

Kaliumchlorid P9541 Sigma-Aldrich, München 

L-Glutamin M11-004 Calbiochem®(Merck), Darmstadt 

Magnesiumchlorid M0250 Sigma-Aldrich, München 

Mayers Hämalaunlösung 1092490500 Merck, Darmstadt 

MCDB 131 Medium w/o  10372-019 Gibco®, Carlsbad (USA) 

Nuklease-freies Wasser E0401-03 Roboklon GmbH, Berlin 

RotiHistofix P087.3 Roth, Karlsruhe 

PBS P04-36500 Pan-Biotech, Aidenbach 

SG qPCR Master Mix (2x) E0401-03 Roboklon GmbH, Berlin 

Tris-HCl A411.3 Roth, Karlsruhe 

 

2.1.2 Reagenzien 

Bezeichnung Katalognummer Hersteller 

Atorvastatin PZ0001 Sigma-Aldrich, München 

Mevalonat M4667 Sigma-Aldrich, München 

Pravastatin P4498 Sigma-Aldrich, München 
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2.1.3 Assays und Kits 

Bezeichnung Katalognummer Hersteller 

Agilent RNA 6000 Nano Kit 5067-1511 
Agilent Technologies, Santa Clara 

(USA) 

Cell Proliferation ELISA, BrDU 

(Chemilumineszenz) Kit 
11669915001 Roche, Mannheim 

dNTPs N8086260 Applied Biosystems TM, Darmstadt 

GeneChip® WT Plus Reagent Kit 902281 Affymetrix, Santa Clara (USA) 

GeneChip® Hybridization, Wash 

and Stain Kit 
900720 Affymetrix, Santa Clara (USA) 

Multiscribe reverse Transcriptase 4311235 Applied Biosystems TM, Darmstadt 

Random Hexamer Primer N8080127 Applied Biosystems TM, Darmstadt 

RNase-freies Dnase Set 79254 Qiagen GmbH, Hilden 

RNase-Inhibitor 100021540 Applied Biosystems TM, Darmstadt 

RNeasy® Mini Kit 74106 Qiagen GmbH, Hilden 

TaqMan® Gene Expression 

Assays 
siehe Tabelle 3 Applied Biosystems TM, Darmstadt 

 

2.1.4 Medien und Puffer 

Bezeichnung Zusammensetzung 

MCDB 131 Medium (500mL) 

0,1 ng/mL EGF, 1,0 ng/mL bFGF, 

1 µg/mL Heparin, 2 mL ECGS, 5 mL 

Glutamin (200 mM) 

Kulturmedium MCDB 131 Medium + 10 % FKS 

Perfusionsmedium MCDB 131 Medium + 2 % FKS 

RT-Puffer 
1 mL 1 M Tris-HCl pH 8,3 + 5 mL 1 M 

KCl 

 

2.1.5 Zelllinie 

Die Versuche dieser Arbeit wurden mit humanen Endothelzellen aus der Nabelschnur 

(HUVEC) durchgeführt. Die Isolation der HUVECs wurde nach einer etablierten Methode 

durchgeführt (Landsberger, Wolff et al. 2007). Im Rahmen der Versuche kamen die 

Passagen 1 bis 4 der jeweiligen Nabelschnur zum Einsatz. 
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2.1.6 Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

Affymetrix GeneChip® Fluidics Station 450 Affymetrix, Santa Clara (USA) 

Agilent Bioanalyzer 2100 
Agilent Technologies, Santa Clara 

(USA) 

AXIO Vert.A1 Mikroskop Zeiss, Oberkochen 

AXIO Vert.Z1 Zeiss, Oberkochen 

Binder CO2 Inkubator Binder GmbH, Tuttlingen 

Biofuge fresco (Tischzentrifuge) Heraeus GmbH, Hanau 

C1000 Touch Thermal Cycler mit CFX96 Real-

Time System 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules 

(USA) 

CPA324S Feinwaage Sartorius, Göttingen 

Fluidic Unit ibidi GmbH, Martinsried 

Fresco 17 Centrifuge Heraeus GmbH, Hanau 

GeneChip® Scanner 3000 7G Affymetrix, Santa Clara (USA) 

Handy Step® S Brand GmbH, Wertheim 

Hybridisierungsofen Affymetrix, Santa Clara (USA) 

ibidi Pump System ibidi GmbH, Martinsried 

JuLi Br&FL + Life Cell Analyzer NanoEnTek Inc., Seoul (Südkorea) 

Laminar Flow Box Hera Safe Heraeus GmbH, Hanau 

Magnarack (CS15000) Invitrogen, Carlsbad (USA) 

Mini Star silverline (Mini-Zentrifuge) VWR International GmbH, Darmstadt 

MP230 pH Meter Mettler Toledo, Columbus (USA) 

NanoDrop 2000 Spectrometer 
Thermo Scientific Inc., Waltham 

(USA) 

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 (Vortexer) Heidolph Instruments, Schwabach 

Rotina 46 R Zentrifuge Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 

T100TM Thermal Cycler 
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules 

(USA) 

Wasserbad SW22 Julabo GmbH, Seelbach 

xCELLigence RTCA-DP Analyzer 
ACEA Bioscience Inc., San Diego 

(USA) 
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2.1.7 Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

BD Discardit II Spritze (2 mL) BD-Biosscience, Heidelberg 

BD Discardit II Spritze (10 mL) BD-Biosscience, Heidelberg 

BD Discardit II Spritze (20 mL) BD-Biosscience, Heidelberg 

BD Microlance 3 Kanüle BD-Biosscience, Heidelberg 

C-Chip Neubauer Improved DHC-N01 

Zählkammer 
NanoEnTek Inc., Seoul (Südkorea) 

Combitips advanced® (0,5 mL) Eppendorf, Hamburg 

Combitips advanced® (2,5 mL) Eppendorf, Hamburg 

E-16 Plates ACEA Bioscience Inc., San Diego (USA) 

Einmalspritze Dispomed® (1 mL) Dispomed Witt oHG, Geinhausen 

GeneChipTM Human Gene 2.0 ST Array Affymetrix, Santa Clara (USA) 

konisches Polyproylenröhrchen (50 mL) 
BD-Biosscience, Erembodegem 

(Belgien) 

konisches Polyproylenröhrchen (15 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

PCR-Klebefolie (Sealing Tape), optisch klar Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

PCR-Soft Tubes 0,2ml farblos 
Biozym Biotech Trading GmbH, Wien 

(Österreich) 

Perfusion Set white ibidi GmbH, Martinsried 

Perfusion Set yellow/green ibidi GmbH, Martinsried 

Pipettenspitzen (10 µL) 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch 

Oldendorf 

Pipettenspitzen (200 µL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Pipettenspitzen (1 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

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

Rotilabo-Einmal-Wägeschälchen 41x41x8mm Roth, Karlsruhe 

SafeSeal Reaktionsgefäße 1,5ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

SafeSeal-Tips® professional 10µL 
Biozym Biotech Trading GmbH, Wien 

(Österreich) 

SafeSeal-Tips® professional 20µL 
Biozym Biotech Trading GmbH, Wien 

(Österreich) 

SafeSeal-Tips® professional 100µL 
Biozym Biotech Trading GmbH, Wien 

(Österreich) 

SafeSeal-Tips® professional 200µL 
Biozym Biotech Trading GmbH, Wien 

(Österreich) 

SafeSeal-Tips® professional 1000µL 
Biozym Biotech Trading GmbH, Wien 

(Österreich) 

Serologische Pipetten (2 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

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

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

Serologische Pipetten (10 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
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Bezeichnung Hersteller 

µ-Slide I 0.8 Luer ibiTreat ibidi GmbH, Martinsried 

Zellkulturflasche 25 cm2 Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Zellkulturplatte 6-Well Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Zellkulturplatte 96-Well, transparent Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturplatte 96-Well, schwarz mit 

transparentem Boden 

Thermo Scientific Inc., Waltham 

(USA) 

 

2.1.8 Software 

Bezeichnung Hersteller 

Bio-Rad CFX-Manager, Vers. 2.1 
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules 

(USA) 

Chemotaxis Tool ibidi GmbH, Martinsried 

Data Exchange Console Affymetrix, Santa Clara (USA) 

DAVID Datenbank 6.8 
National Institute of Allergy and 

Infectious Diseases (USA) 

Microsoft® Office 2010 
Microsoft Corporation, Redmond 

(USA) 

GraphPad Prism 5 
GraphPad Software Inc., La Jolla 

(USA) 

ImageJ National Institute of Health (USA) 

Inguenity® Pathway Analysis 
Qiagen Bioinformatics, Redwood City 

(USA) 

Inkscape Open Source Software 

NanoDrop 2000/2000c, Vers. 1.5 
Thermo Scientific Inc., Waltham 

(USA) 

Pump Control v 1.5.3 ibidi GmbH, Martinsried 

R-Software Bioconductor Open Source Software 

R-Software heatmap.2 Open Source Software 

RTCA-Software, Vers. 2.0 
ACEA Bioscience Inc., San Diego 

(USA) 

SAS SAS Institute GmbH, Cary (USA) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultivierung 

Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer Reinluftwerkbank 

durchgeführt. Für die allgemeine Kultur wurden dem unter 2.1.4 beschriebenem MCDB 

131 Medium (GibcoTM) noch 10 % FKS zugesetzt. Die HUVECs wurden im Brutschrank bei 

37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in einer entsprechenden Zellkulturflasche 

kultiviert. Bei einer Konfluenz von 80-90 % wurden die Zellen umgesetzt und in eine 

neue Passage überführt bzw. für Versuche in die entsprechenden Zellkultursysteme 

ausgesät. Dazu wurden die konfluenten Zellen mit sterilem und vorgewärmtem HBSS 

(GibcoTM) gewaschen und anschließend mit Accutase® (Biowest) für 5-10 Minuten bei 

37 °C inkubiert. Die Enzymwirkung löste die Zell-Zellkontakte und die Zellen von den 

Kulturflaschen ab. Durch Zugabe der 5-fachen Menge des Kulturmediums wurde diese 

Reaktion gestoppt. Die abgelösten Zellen wurden gewaschen, gezählt und in neuen 

Kulturflaschen mit einer minimalen Zelldichte von 12.000/cm² ausgesät oder für 

Versuche verwendet. Analog zur allgemeinen Zellkultur wurden die Zellen am 

Versuchsende von den einzelnen Zellkultursystemen abgelöst und weiteren 

nachgeschalteten Untersuchungen zugeführt. 

2.2.2 xCelligence – Proliferations- und Zytoxizitätstest 

Das Proliferationsverhalten der HUVEC konnte mit Hilfe des xCelligence Real Time Cell 

Analyzer DP der Firma Acea Biosciences® bestimmt werden. Als Surrogat für die 

Proliferation wurde über eine nicht-invasive Messung ein elektrischer Widerstand, die 

bioelektrische Impedanz, gemessen. In den eingesetzten E-Plates fließt über das 

Kulturmedium ein elektrischer Strom zwischen den am Boden befindlichen 

Mikrogoldelektroden. Werden Zellen in die Wells eingesät, kommt es zu einer Reduktion 

des Stromflusses und es entsteht eine messbare Impedanz. Sie wird nach Anlegen eines 

Wechselstromes als Funktion über die Zeit gemessen und als einheitenloser Zellindex 

(CI) über die Beziehung �� =  
��−�0

15
 dargestellt. Wobei Zi die gemessene Impedanz zu 

einem bestimmten Zeitpunkt des Experimentes darstellt und Z0 als die Impedanz der 

Leerwertmessung zu Beginn des Versuches definiert ist. Im Vergleich zu üblichen 
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Methoden, wie die Durchführung eines MTT- (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid) oder BrdU-Assays (5-Brom- ‘-desoxyuridin), findet nicht 

nur eine Endpunktbestimmung statt, sondern es werden während des gesamten 

Experiments Daten generiert. Ebenfalls können Erkenntnisse über zytotoxische 

Eigenschaften der Behandlung über eine Abnahme des CI detektiert werden. 

Zur Überprüfung der Zytotoxizität von Atorvastatin (ATOR) und Pravastatin (PRA) wurde 

zunächst in einem kleinen Versuchssetup eine Konzentrationsreihe (0,1 µM, 0,5 µM, 

1 µM, 2,5 µM und 5 µM) getestet. Die Hauptversuche zur Untersuchung des Einfluss auf 

die Proliferation wurden mit 0,1 µM und 1 µM des jeweiligen Statins durchgeführt. Mit 

Hilfe von Mevalonat (Mev) kann die Statin-bedingte Hemmung der HMG-CoA Reduktase 

aufgehoben werden. Dadurch kann untersucht werden, ob die pleiotropen Effekte über 

den Cholesterolsyntheseweg oder über andere Signalwege vermittelt werden. Dazu 

werden in separaten Wells den jeweiligen Statinkonzentration 200 µM Mev zugegeben. 

Zu Versuchsbeginn wurden 100 µL Kulturmedium (MCDB + 10 % FKS) in die E-Plates 

gegeben und vor der Leerwertmessung 30 Minuten im Inkubator stehen gelassen, damit 

sowohl die Platte als auch das Medium die gleiche Temperatur haben. Nach der 

Leerwertmessung wurden 6.000 Zellen pro Well in 100 µL Kulturmedium eingesät und 

ebenfalls 30 Minuten vor Aufzeichnungsbeginn im Inkubator gelagert. Anschließend 

wurde die Aufzeichnung für 4 Stunden gestartet, während dieser Zeit konnten die 

eingesäten Zellen am Boden adhärieren. Danach wurde das Medium vorsichtig mit einer 

Pipette entnommen und je nach Behandlungsgruppe gegen frisches Kulturmedium bzw. 

Medium mit Statinen in verschiedenen Konzentrationen oder in Kombination mit Mev 

getauscht und für weitere 48 Stunden im xCelligence untersucht.  

Da die Bioimpedanz sowohl durch die Zellzahl, als auch durch die Zellgröße beeinflusst 

werden kann, wurde am Ende des Versuches das Medium vorsichtig abgesaugt und die 

Zellen mit 4 %igem Paraformaldehyd fixiert. Die E-Plates wurden anschließend mit 

Parafilm verschlossen und bis zur mikroskopischen Untersuchung der Zellgröße im 

Kühlschrank gelagert. Zur besseren Visualisierung der Zellen wurden sie mit 

Hämalaunlösung nach Mayer angefärbt. 
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Analog zu den Proliferationsversuchen in den E-Plates wurden ebenfalls Versuche im 6 –

 Wellformat durchgeführt, um ausreichend Material für Genexpressionsanalysen zu 

gewinnen. Dazu wurden 200.000 Zellen pro Well eingesät und für 4 Stunden im 

Inkubator kultiviert, bevor das Kulturmedium gegen frisches oder mit Statinen bzw. 

Statinen/Mev versetztes Medium ersetzt wurde. Nach weiteren 48 Stunden wurden die 

Zellen mit AccutaseTM abgelöst und für nachgeschaltete molekularbiologische 

Untersuchungen präpariert. 

2.2.3 Biochemische Methoden 

2.2.3.1 Vitalitätstest 

Zur Überprüfung von zytotoxischen Eigenschaften der eingesetzten 

Statinkonzentrationen wurde ein Zellvitalitätstest (Alamar Blue®) durchgeführt. Das 

verwendete nicht-fluoreszente Resazurin wird in dem reduzierenden Milieu von vitalen 

Zellen in das fluoreszierende und violette Resorufin umgesetzt. Mit einem 

Spektrophotometer wird die Extinktion bei 560 nm und die Emission bei 590 nm 

gemessen. Zytotoxische Stoffe verringern die Fähigkeit der Zellen das Resazurin zu 

reduzieren und somit zu einem schwächeren Fluoreszenzintensität. Eine geringere 

Intensität korreliert somit direkt mit einer verminderten Vitalität der Zellen. Zur 

Durchführung des Vitalitätstests wurden 6.000 Zellen/Well in eine 96-Well-Platte 

eingesät und für 48 Stunden im Inkubator kultiviert. Je nach Behandlung wurden dem 

Kulturmedium noch ATOR oder PRA in den Konzentrationen 0,1 µM oder 1 µM 

zugesetzt. Nach 32 Stunden wurden jedem Well 10 µL Alamar Blue®-Reagenz zugesetzt 

(10 % des Gesamtvolumens) und für 16 Stunden weiter im Inkubator bei 37 °C inkubiert. 

Die Fluoreszenzintensitäten wurden mit einem Infinite® M200 Pro der Firma Tecan 

gemessen. 

2.2.3.2 Zellproliferation 

Als zweite Methode zur Quantifizierung der Proliferation wurde der Cell Proliferation 

ELISA (Chemilumineszenz) Kit der Firma Roche verwendet. Das Reagenz 5-Brom- ‘-

desoxyuridin (BrdU) wird dabei während der Mitose anstelle von Thymidin in die DNS 

von proliferierenden Zellen eingebaut. Das BrdU wird dann über einen Antikörper 
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gebunden. Die an den Antikörper gekoppelte Peroxidase setzt im Folgenden ein Substrat 

um. Bei dieser Reaktion wird Licht emittiert, welches mittels Lumineszenz quantifiziert 

werden kann. Für diese Versuche wurden jeweils 6.000 Zellen/Well in eine 96-Well-

Platte eingesät und für 48 Stunden im Inkubator kultiviert. Je nach Behandlung wurden 

dem Kulturmedium noch ATOR oder PRA in den Konzentrationen 0,1 µM, 1 µM oder in 

Kombination mit 200 µM Mev zugesetzt. Der ELISA wurde nach Herstellerangaben 

durchgeführt und mit einem Infinite® M200 Pro der Firma Tecan vermessen. 

2.2.4 Zellperfusionssystem 

Die Scherstressversuche dieser Arbeit wurden mit einem Zellperfusionssystem (FCS) der 

Firma ibidi GmbH durchgeführt. Dieses System ermöglicht die Durchführung von 

Scherstressversuchen über einen bestimmten Zeitraum mit definierten 

Flussbedingungen direkt im Inkubator unter idealen Kulturbedingungen. Als 

Flusskanalkammern dienten die 0.8 µ-Slides der Firma ibidi GmbH (Abb. 7A). Diese 

wurden mit einem Perfusionssystem (bestehend aus speziellen Schläuchen und 

Mediumreservoirs) verbunden.  

 

Abbildung 7: Flusskammer und Perfusionssystem. Als Flusskammern wurden die µ-Slides der 

Firma ibidi GmbH verwendet (A). Wie in der schematischen Darstellung ersichtlich (B) wurden 

diese µ-Slides dann mit einem Perfusionssystem von ibidi GmbH gekoppelt. Die µ-Slides und die 

Fluidic Unit befanden sich während der Perfusionsversuche durchgehend im Inkubator (ibidi 

2016). 

Die Reservoirs wurden anschließend in die Fluidic Unit des ibidi Pumpsystems 

eingesetzt. Die Pumpe erzeugte durch Luftdruck über die Fluidic Unit einen definierten 

laminaren Fluss. Je nach Wahl der Perfusionsschläuche konnten verschiedene 
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Scherstresse realisiert werden. Bei Verwendung eines weißen Schlauchsystems konnte 

ein Scherstress zwischen 0,22 – 3,51 dyne/cm² erreicht werden. Mit einem gelb/grünen 

Schlauchsystem war ein Bereich von 0,47 – 10,51 dyne/cm² möglich. Der modellhafte 

Aufbau des gesamten Systems ist in Abb. 7B ersichtlich. 

2.2.5 Flussexperimente 

Zur Untersuchung des flussinduzierten Migrationsverhaltens der EC wurden die HUVEC 

mit einer Zelldichte von 2x105 bzw. 3x105 in die 0.8 µ-Slides eingesät und für mehrere 

Tage bis zu Konfluenz von etwa 85 % im Inkubator bei 37 °C mit 5 % CO2 und 95 % H2O 

kultiviert. Am Versuchstag wurden 15 mL des Perfusionsmediums (MCDB + 2 % FKS) in 

die Reservoirs des Perfusionssystems gegeben. Je nach Behandlung wurden dem 

Medium gegebenenfalls noch ATOR oder PRA in den Konzentrationen 0,1 µM oder 1 µM 

zugesetzt. Zur Entgasung des Perfusionssystems und des Mediums wurde die Pumpe für 

mindestens 4 Stunden vor Versuchsbeginn ohne Flusskanal in Betrieb genommen. Vor 

dem Anschließen der µ-Slides wurde der jeweilige Kalibrationsfaktor des verwendeten 

Schlauchsystems überprüft. Es wurden zwei verschieden Flussmodelle gewählt, ein 

venöses Modell mit einem Scherstress von 1,5 dyne/cm² und ein arterielles Modell mit 

10 dyne/cm². Die Flussversuche begannen mit einer 30 minütigen Arretierungsphase, in 

der sich die Zellen an den Scherstress gewöhnen konnten. Im venösen Modell betrug der 

Scherstress bereits 1,5 dyne/cm², währenddessen die HUVEC stufenweise an die 

10 dyne/cm² herangeführt wurden (10 min – 1,5 dyne/cm², 10 min – 2,5 dyne/cm², 

5 min – 5 dyne/cm², 5 min – 7,5 dyne/cm²). Der Arretierungsphase folgte die 15 stündige 

Beobachtungsphase. In diesem Zeitraum wurde mit Hilfe des JuLiTM Br & FL Mikroskop 

(NanoEnTek) Live Cell Imaging durchgeführt. Nach Beendigung der Beobachtungsphase 

wurde der µ-Slide aus dem System entfernt und die Zellen mit Accutase® abgelöst und 

für nachgeschaltete molekularbiologische Untersuchungen präpariert. Analog zu den 

Flussversuchen wurden ebenfalls statische Kontrollen in den µ-Slides untersucht. 

  



Material und Methoden 

2.2 Methoden 

 

 

33 

2.2.6 Live Cell Imaging und Tracking der EC 

Durch Verwendung der µ-Slides in Kombination mit dem JuLiTM Br & FL Mikroskop der 

Firma NanoEnTek waren die Zellen während der Scherstressversuche direkt 

mikroskopierbar. In der Beobachtungsphase der Flussversuche wurde für 15 Stunden 

alle 15 Minuten ein Bild im Hellfeld aufgenommen. Somit konnte der 

Wanderungsverlauf der im Ausschnitt befindlichen Zellen nachträglich abgebildet 

werden. Dazu wurde während der Arretierungsphase ein geeigneter Bildausschnitt in 

der Mitte des Flusskanals ausgewählt. Die Bilder wurden im Nachgang mit dem Manual 

Tracking PlugIn für ImageJ analysiert. Pro Versuch wurden 20 Zellen ausgewählt. Dabei 

wurde das Bild in vier Bereiche aufgeteilt und pro Quadrant wurden fünf Zellen 

untersucht. Die einzelnen Zellen mussten sich allerdings über den gesamten Zeitraum im 

Ausschnitt befinden. Die Daten des Trackings wurden mit dem Chemotaxis Tool der 

Firma ibidi GmbH weiter analysiert. So konnten Daten zur Migrationsgeschwindigkeit, 

gesamten Migrationsstrecke, euklidischen Distanz und Migrationsrichtung 

(Direktionalität) generiert werden. Die Direktionalität beschreibt den Quotienten aus 

euklidischer und akkumulierter Distanz. 

2.2.7 Molekularbiologische Methoden 

2.2.7.1 Isolierung und Aufreinigung der RNS 

Zur Aufarbeitung der gewonnenen Zellpellets aus den Versuchen und zur Gewinnung der 

RNS für Genexpressionsanalysen wurden Kits der Firma Qiagen GmbH verwendet. Die 

Durchführung erfolgte jeweils nach Herstellerangaben. Zum Zellaufschluss und zur 

Isolierung der RNS wurde das RNeasy Kit verwendet. Zur Entfernung störender 

genomischer DNS, die die Genexpressionsanalysen negativ beeinflusst hätte, wurde 

während der Extraktion der RNS zusätzlich das RNase-Free DNase Kit verwendet. Am 

Ende der Extraktion wurde die Gesamt-RNS zweifach mit 20 µL RNase-freiem Wasser 

von den Säulen eluiert. 

2.2.7.2 Quantitative und qualitative Analyse der RNS 

Die Konzentration der RNS wurde über eine Messung der optischen Dichte mit Hilfe 

eines NanoDrop 2000 UV/VIS Spektrophotometer der Firma Thermo Scientific bestimmt. 
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Hierzu wurde bei den Wellenlängen 260 nm (Gesamtmenge RNS) und bei 280 nm 

(eventuelle Verunreinigungen mit Proteinen) Absorptionsmessungen durchgeführt. Der 

Quotient aus den Messungen bei den Wellenlängen 260/280 sollte zwischen 1,8 – 2,0 

liegen. Bei Verunreinigungen der Proben würde der Quotient deutlich abfallen. Pro 

Probe wurden mindestens Doppelmessungen mit je 1,5 µL RNS-Lösung durchgeführt. 

Für die Microarray-Analysen wurde die Qualität der RNS-Proben zusätzlich noch weiter 

bestimmt. Hierzu wurden die Proben nach Herstellerangaben mit dem Agilent RNA 6000 

Nano Kit weiter aufgearbeitet und mit dem 2100 Bioanalyzer der Firma Agilent 

Technologies analysiert. Über eine Elektophorese konnte hiermit die RNS Integritätszahl 

(RIN) bestimmt werden. Die RIN ist das Verhältnis zwischen der Fläche unter der Kurve 

(AUC) des 18S und des 28S rRNS-Peaks und der gesamten AUC des Graphen. Die RIN 

liegt in einem Bereich von 1 – 10, wobei die RNS bei 10 die höchste Integrität aufweist. 

Durch RNS-Degradation kann die RIN abnehmen. Für die Microarray-Analysen wurden 

ausschließlich Pro e  it ei er RIN ≥  er e det. 

2.2.7.3 Reverse Transkription 

Für Genexpressionsanalysen musste die RNS über eine Reverse Transkriptase in 

komplementäre Einzelstrang-DNS (cDNS) umgeschrieben werden. Die cDNS-Synthese 

wurde mit Hilfe der TaqMan®-Reverse Transcription Reagent von Applied Biosystems 

nach dem in Tabelle 1 genutzten 50 µL cDNS-Ansatz synthetisiert. Es wurde eine Menge 

von 200 ng RNS je Synthese eingesetzt und nach dem in Tabelle 2 dargestellten 

Programm im Thermo-Cycler abgearbeitet. 

Tabelle 1: Ansatz für cDNS-Synthese 

Bezeichnung   Volumen (µL) 

10x RT-Puffer   5,0 

MgCl2 (25 mM)   11,0 

dNTP (2,5 mM)   10,0 

Random Hexamer Primer (50 µM) 2,5 

Rnase-Inhibitor (20 U/µL)   1,0 

Reverse Transkriptase (50 U/µL)   1,25 

RNS in H2O (200 ng)   19,25 
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Tabelle 2:Arbeitsschritte des Thermo-Cycler für die cDNS-Synthese 

Arbeitsschritt Dauer (min) Temperatur (°C) 

Anlagerung der Primer 10 25 

Reverse Transkription 30 48 

Inaktivierung 5 95 

Lagerung   - 20 

 

2.2.7.4 Quantitative Real Time PCR 

Mit Hilfe der quantitativen Real Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR) kann eine 

relative Quantifizierung spezifischer mRNS stattfinden. Sie basiert auf dem Prinzip, dass 

spezifische Primer über die PCR zu einer definierten enzymatischen in vitro-Replikation 

einer DNS-Zielsequenz führen (Saiki, Scharf et al. 1985). Bei der herkömmlichen PCR 

erfolgt eine Quantifizierung nach Beendigung der Reaktionszyklen, dabei kann es jedoch 

bedingt durch hohe Zyklenzahl zu einer Sättigung der Reaktion kommen. Bei der 

TaqMan® -Analyse erfolgen jedoch die Amplifikation und der Nachweis der PCR-

Produkte parallel i  ei e  Reaktio sgefäß. Sie asiert auf de  Pri zip der ‘- ‘ 

Exonukleaseaktivität der eingesetzten Taq Polymerase (Holland, Abramson et al. 1991). 

Eine TaqMan®-Sonde enthält neben dem spezifischen Primer für die PCR noch ein 

Donor-Fluorophor a  ‘-Ende der Oligonukleotidsonde und ein Quencherfarbstoff am 

‘-Ende. Übliche Donor-Fluorophore sind 6-Carboxyfluorescin (FAM) oder Yakima 

Yellow® (VIC). Als Quencher wird häufig Tetramethylrhodamin (TAMRA) eingesetzt. Bei 

intakter TaqMan®-Sonde wird gemäß dem Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer-Prinzip 

(FRET) die Fluoreszenzenergie des Donorfarbstoffes auf den Quencher übertragen und 

es kommt zu keiner Fluoreszenzausstrahlung. Nach erfolgreicher Anlagerung an die 

komplementäre Zielsequenz kommt es dur h die ‘-Exonukleaseaktivität der Taq 

Polymerase zu einer räumlichen Trennung des Quenchers vom Donorfarbstoff. Ein FRET 

ist nicht mehr möglich und dadurch wird ein Fluoreszenzsignal detektierbar. Dieser 

Vorgang wiederholt sich in jedem Zyklus der PCR. Daher ist die gemessene Zunahme der 

Fluoreszenz während der exponentiellen Phase direkt proportional zum entstandenen 

Amplifikat. Nur in der exponentiellen Phase herrschen optimale Reaktionsbedingungen 

(Verdopplung des Materials von Zyklus zu Zyklus), dadurch ist nur in dieser Phase eine 

korrekte Quantifizierung möglich. Das entstandene Amplifikat wiederum ist proportional 
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zur eingesetzten Template-Menge. Tabelle 3 zeigt die eingesetzten TaqMan®-Sonden für 

die in dieser Arbeit per RT-qPCR untersuchten Gene. Für jede qPCR wurde 1 µL cDNS, 

wie in Tabelle 4 ersichtlich, in einem 10 µL Reaktionsansatz verwendet. Lediglich bei der 

Microarray-Validierung wurden 2 µL cDNS für die TaqMan®-Analyse eingesetzt. 

Tabelle 3: eingesetzte TaqMan® Sonden 

Gen Assay-Nummer Firma 

B2M Hs00187842_m1 ThermoFisher Applied 

GAPDH 4310884E ThermoFisher Applied 

HPRT1 Hs99999909_m1 ThermoFisher Applied 

YWHAZ Hs00237047_m1 ThermoFisher Applied 

ATP2A2 Hs00544877_m1 ThermoFisher Applied 

CCNB1 Hs00259126_m1 ThermoFisher Applied 

CCNB2 Hs01084593_g1 ThermoFisher Applied 

CCND1 Hs00277039_m1 ThermoFisher Applied 

DNAJC10 Hs00943467_m1 ThermoFisher Applied 

DNAJC3 Hs00939346_m1 ThermoFisher Applied 

eNOS Hs01574665_m1 ThermoFisher Applied 

Erk5/MAPK7 Hs00611114_g1 ThermoFisher Applied 

KLF-2 Hs00360439_g1 ThermoFisher Applied 

KLF-4 Hs00358836_m1 ThermoFisher Applied 

LMAN1 Hs01557242_m1 ThermoFisher Applied 

NRas Hs00180035_m1 ThermoFisher Applied 

PAK1 Hs00945621_m1 ThermoFisher Applied 

PIK3CA Hs00907957_m1 ThermoFisher Applied 

PIK3CB Hs00927728_m1 ThermoFisher Applied 

Rab1A Hs00896311_m1 ThermoFisher Applied 

Rab5A Hs00702360_s1 ThermoFisher Applied 

Rac1 Hs01025984_m1 ThermoFisher Applied 

ROCK1 Hs01127701_m1 ThermoFisher Applied 

SSR1 Hs00162340_m1 ThermoFisher Applied 

THBD Hs00264920_s1 ThermoFisher Applied 

VCAM-1 Hs00365485_m1 ThermoFisher Applied 

XBP1 Hs00964360_m1 ThermoFisher Applied 
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Tabelle 4: Ansatz der RT-qPCR 

Bezeichnung   Volumen (µL) 

Master-Mix (2x)   5,0 

Primer   0,5 

cDNS   1,0 

H20   3,5 

 

Tabelle 5: Protokoll für den TaqMan®-RT-qPCR Lauf 

Arbeitsschritt Dauer Temperatur (°C) Zyklenzahl 

Carry-Over-Verdau 2 min 50 1 

Aktivierung der Taq-Polymerase 10 min 95 1 

Denaturierung der cDNS 15 s 95 40 

Annealing und Elongation 60 s 60 40 

 

Die RT-qPCR wurde nach einem Standardprotokoll durchgeführt (Tabelle 5). Dabei kam 

der CFX96 TouchTM Real Time PCR System der Firma BioRad zum Einsatz. Der Threshold 

für die Ct-Werte wurde auf 250 festgelegt bzw. bei der Microarray-Validierung auf 350.  

Die Berechnung der Ct-Werte der einzelnen Proben und Gene erfolgte durch Mittelung 

der Werte aus einer Doppelbestimmung. Für die einzelnen Gene wurde jeweils eine NTC 

(No Template Control) mitgeführt. Zur Normalisierung der Proben wurden die 

bestimmten Ct-Werte auf das bzw. die entsprechenden Housekeeping Gene bezogen, 

dadur h urde der ΔCt-Wert errechnet. Bei Verwendung mehrerer Housekeeper wurde 

das geometrische Mittel für die Normalisierung verwendet (Vandesompele, De Preter et 

al. 2002). Housekeeper sind ubiquitär exprimierte Gene, die ein stabiles 

Expressionsmuster aufweisen und die durch verschiedene Behandlungen keine 

Regulationen aufweisen. Sie eignen sich daher zur Normalisierung der einzelnen Proben. 

Für die Microarray-Validierung und die Durchführung der Genexpressionsanalysen der 

Proliferationsversuche wurden HPRT1 und YWHAZ als Housekeeper Gene verwendet 

(Zyzynska-Granica and Koziak 2012). Bei den Migrationsversuchen wurde B2M als 

Housekeeper Gen verwendet, da dieser die stabilste Expression über alle 

Behandlungsgruppen in der Microarray-Analyse zeigte. 
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Die relative Genexpression wurde nach der 2−∆∆Ct -Methode bestimmt und bei der 

Microarray-Validierung wurden aufgrund fehlender unbehandelter Kontrollen die 2−∆�� -
Werte verglichen (Livak and Schmittgen 2001, Schmittgen and Livak 2008). Zur 

Besti u g der ΔΔCt-Werte urde  die ΔCt gegen eine unbehandelte Kontrolle 

normalisiert. Unter Annahme einer idealen PCR-Effizienz (Verdopplung des Materials pro 

Zyklus) wurden dann die jeweiligen Formeln 2−∆∆Ct  und 2−∆��  verwendet. 

2.2.7.5 Microarray Analysen 

Bei einem Microarray handelt es sich um eine  molekularbiologische 

Untersuchungsmethode, die eine zeitgleiche Probenanalyse von Hunderten bis 

Tausenden Nukleinsäuren bei einem Einsatz geringer Probenmengen ermöglicht. Sie 

findet in der Genomanalyse, der Diagnostik und in der Analyse der differenziellen 

Genexpression Anwendung. In dieser Arbeit wurde der GeneChip® Human Gene 2.0 ST 

Array der Firma Affymetrix verwendet. Der Array wurde im Median mit 21 einzigartigen 

Sonden je Transkript designt. Jede Sonde hat eine Länge von 25 Basen. Dadurch werden 

etwa 525 Basen pro Transkript gemessen. Insgesamt ermöglicht dieser Array die 

Messung von > 40.000 Transkripten (> 33.000 kodierende und > 6.500 nicht-kodierende 

Transkripte) und die Betrachtung der Expressionslevel von > 25.000 Genen.  

Die Analyse wurde gemäß der Herstellerangaben des GeneChip® WT Plus Reagent Kit 

(Affymetrix) nach dem in Abb. 8 dargestellten Arbeitsablauf durchgeführt. Zur 

Amplifikation wurden für jede Probe 100 ng RNS eingesetzt. Zur Kontrolle der 

Amplifikation wurden Poly-A-RNS Kontrollen (Spikes) den Proben zugesetzt. Sämtliche 

Synthesen wurden im Thermo-Cycler T Gradient (Biometra) durchgeführt. Die 

Einzelstrang-cDNS (ss-cDNS) Synthese erfolgte wie in Tabelle 6 dargestellt. 

Tabelle 6: ss-cDNS Synthese 

Reaktionsansatz 

  

Thermo-Cyclereinstellung 

Komponente Volumen je Reaktion Temperatur Dauer 

Poly-A-RNS/Gesamt RNS Mix 5 µL   25°C 60 min 

Einzelstrang Puffer Mix 4 µL   42°C 60 min 

Einzelstrang Enzym Mix 1 µL   4°C 2 min 
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Abbildung 8: Arbeitsablauf der Microarray Analysen. Zur Durchführung der Microarray 

Analysen waren mehrere Arbeitsschritte notwendig, die aus Inkubationszeiten auf drei Tage 

aufgeteilt wurden. An Tag 1 wurde die vorliegende RNS zunächst in cDNS, dann in 

doppelsträngige cDNS und danach in cRNS umgeschrieben und vervielfältigt. An Tag 2 erfolgte 

eine Aufreinigung der gewonnenen cRNS gefolgt von einer erneuten Umschreibung in 

Einzelstrang cDNS mit anschließender Entfernung der RNS-Template und einer Aufreinigung der 

Einzelstrang cDNS. Diese cDNS wurde danach fragmentiert und gefärbt und zur Hybridisierung 

auf einen Array gebracht. An Tag  3 erfolgte dann das Waschen und Färben des Arrays und das 

abschließende Scannen des Arrays (ThermoFisher 2017). 

Die gewonnene ss-cDNS wurde auf Eis gelagert und anschließend in einer zweiten 

Synthese der komplementäre DNS-Doppelstrang (ds-cDNS) synthetisiert (Tabelle 7). Der 

Doppelstrang Puffer und Enzym Mix wurden direkt dem Reaktionsansatz zugefügt. Die 

Reaktion wurde bei geöffnetem Deckel des Cyclers durchgeführt. 
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Tabelle 7: ds-cDNS Synthese 

Reaktionsansatz 

  

Thermo-Cyclereinstellung 

Komponente Volumen je Reaktion Temperatur Dauer 

ss-cDNS  10 µL   16°C 60 min 

Doppelstrang Puffer Mix 18 µL   65°C 10 min 

Doppelstrang Enzym Mix 2 µL   4°C 2 min 

 

Anschließend wurde die gewonnene ds-cDNS mit Hilfe einer in vitro Transkription (IVT) 

in cRNS umgeschrieben. Dieser Amplifikationsschritt diente der Vervielfachung der zuvor 

eingesetzten RNS-Menge. Der IVT Puffer und Enzym Mix wurde dem ds-cDNS 

Reaktionsansatz zugefügt und die Synthese erfolgte über Nacht (Tabelle 8). 

Tabelle 8: In vitro Transkription - cRNS Synthese 

Reaktionsansatz 

  

Thermo-Cyclereinstellung 

Komponente Volumen je Reaktion Temperatur Dauer 

ds-cDNS  30 µL   40°C 16 h 

IVT Puffer Mix 24 µL   4°C ∞ 

IVT Enzym Mix 6 µL   

   

Zur Entfernung der einzelnen Pufferbestandteile und Enzyme der einzelnen Synthesen 

wurde nach der in vitro Transkription die gewonnene cRNS gemäß Herstellerprotokoll 

mit Hilfe von magnetischen Beads und einer magnetischen Microreaktionsgefäß-

halterung (Invitrogen) aufgereinigt. Anschließend erfolgte eine Quantifizierung 

(NanoDrop) und eine Überprüfung des cRNS-Profils mit dem Agilent RNA 6000 NanoKit 

und dem Agilent 2100 Bioanalyzer. Das Profil sollte Größen zwischen 50 und 4500 

Nukleotiden aufweisen und der überwiegende Anteil zwischen 200 und 2000 

Nukleotiden liegen.  
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Tabelle 9: 2nd-Cycle-Ansatz für die Anlagerung der Primer an cRNS 

Reaktionsansatz 

  

Thermocyclereinstellung 

Komponente Volumen je Reaktion Temperatur Dauer 

cRNS (15 µg) variabel   70 °C 5 min 

randomisierte Primer 4 µL   25 °C 5 min 

Rnase-freies Wasser variabel    4°C 2 min 

Gesamtvolumen 28 µL   

   

Danach wurden Primer für die zweite Einzelstrang cDNS Synthese in einem separaten 

Schritt an 15 µg der aufgereinigten cRNS gelagert (siehe Tabelle 9). Diesem 

Reaktionsansatz wurden für die eigentliche cDNS-Synthese dann noch 2nd-Cycle Puffer 

Mix und 2nd-Cycle Enzym Mix zugegeben (siehe Tabelle 10). Nach der Synthese wurde 

zur Gewinnung von ss-cDNS das cRNS-Templat durch Hydrolysierung mit RNase H (bei 

37 °C für 45 min, 95 °C für 5 min und 4 °C für 2 min) entfernt.  

Tabelle 10: Zweite Einzelstrang cDNS Synthese 

Reaktionsansatz 

  

Thermocyclereinstellung 

Komponente Volumen je Reaktion Temperatur Dauer 

cRNS + randomisierte Primer 28 µL   25 °C 10 min 

2nd-Cycle Puffer Mix 8 µL   42 °C 90 min 

2nd-Cycle Enzym Mix 4 µL   70 °C 10 min 

      4 °C ∞ 

 

Die hydrolysierte ss-cDNS wurde analog zur Aufreinigung der cRNS mit Hilfe von 

magnetischen Beads und einer magnetischen Microreaktionsgefäßhalterung (Invitrogen) 

und Waschschritten mit Ethanol gewonnen. Anschließend erfolgte eine Quantifizierung 

(NanoDrop) und Überprüfung der Größe der ss-cDNS mit Hilfe eines Agilent RNA 6000 

NanoKit und dem Agilent 2100 Bioanalyzer. Die Größe sollte im Median bei rund 400 

Nukleotiden liegen. 

Für die Fragmentierung wurden 5,5 µg der ss-cDNS eingesetzt und mit RNase-freiem 

Wasser auf ein Volumen von 32,2 µL eingestellt. Die Fragmentierung erfolgte über die 

Uracil-DNS-Glukosidase (UDG) und der Apurin/Apyrimidin Endonuklease 1 (APE1) an den 
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unnatürlichen Desoxyuridintriphosphat-Stellen (Reaktionsansatz und Cyclerein-

stellungen siehe Tabelle 11). Die Fragmentierung wurde mit Hilfe des Agilent RNA 6000 

NanoKit und dem Agilent 2100 Bioanalyzer überprüft. Die Größen der fragmentierten 

Proben sollten zwischen 40 und 70 Nukleotiden liegen. 

Tabelle 11: Ansatz zur Fragmentierung der ss-cDNS 

Reaktionsansatz 

  

Thermocyclereinstellung 

Komponente Volumen je Reaktion Temperatur Dauer 

ss-cDNS 31,2 µL   37 °C 60 min 

Rnase freies Wasser 10 µL   93 °C 2 min 

10x cDNS Fragmentierungspuffer 4,8 µL   4 °C 2 min 

UDG (10 U/µL) 1,0 µL   

  APE1 (1,000 U/µL) 1,0 µL   

   

Die ss-cDNS Fragmente wurden anschließend über die Desoxyribonukleotidyltransferase 

(TdT) mit dem Affymetrix DNS Labeling Reagenz gefärbt (siehe Tabelle 12). An dieses 

Reagenz ist kovalent Biotin gebunden. 

Tabelle 12: Ansatz zur die Färbung der fragmentierten ss-cDNS 

Reaktionsansatz 

  

Thermocyclereinstellung 

Komponente Volumen je Reaktion Temperatur Dauer 

fragmentierte ss-cDNS 45 µL   37 °C 60 min 

5x TdT Puffer 12 µL   70 °C 10 min 

TdT (30 U/µL) 2 µL   4 °C 2 min 

DNS Labeling Reagenz (5 mM) 1 µL   

   

Nach der Färbung wurde der ss-cDNS Fragmente ein Hybridisierungscocktail zugegeben 

(Tabelle 13). Dieser Ansatz wurde dann für 5 min auf 99 °C erhitzt und anschließend für 

5 min auf 45 °C herabgekühlt. Die Proben wurden im Folgenden auf die Human Gene 2.0 

ST Arrays (100 Format) gegeben. Danach wurden die beladenen Arrays im 

vorgewärmten Hybridisierungsofen (Affymetrix) bei 45 °C und 60 Umdrehungen pro 

Minute für 16 h hybridisiert. Der Hybridisierungsmix wurde entfernt und durch Wasch 

Puffer A ersetzt. Mit Hilfe der Affymetrix GeneChip® Fluidics Station 450 wurde der 

Array nach einem vom Hersteller vorgegebenen Protokoll mit Stain Cocktail 1 und 2 
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(Affymetrix) gefärbt und mit Array Holding Puffer (Affymetrix) gespült. Abschließend 

wurden die einzelnen Arrays mit dem GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) 

vermessen. 

Tabelle 13: Hybridisierungsansatz 

Reaktionsansatz 

  

Thermocyclereinstellung 

Komponente Volumen je Reaktion Temperatur Dauer 

fragmentierte und gefärbte ss-cDNS 41 µL 
 

37 °C 60 min 

Kontroll-Oligonukleotide B2 (3 nM) 2,5 µL 
 

93 °C 2 min 

20x Eukariotische Hybridisierungs-

kontrollen (bioB, bioC, bioD, cre) 
7,5 µL 

 
4 °C 2 min 

2x Hybridisierungspuffer 75 µL 
   

DMSO 10,5 µL 
   

Nukleasefreies Wasser 13,5 µL 
   

 

Die Pixelintensitäten der gescannten Arrays wurden zunächst als DAT-Datei gespeichert 

und anschließend mit Hilfe der Data Exchange Console (Affymetrix) in CEL-Dateien 

umgerechnet. Die „r a“ (Irizarry, Hobbs et al. 2003) normalisierten Expressionen der 

einzelnen Transkripte wurden in gemischten Model statistisch ausgewertet. Die 

Parameter im Model waren Scherstress (1,5 dyne/cm² oder 10 dyne/cm²), Statintyp 

(ATOR, PRA oder Kontrolle) und die resultierende Interaktion der beiden. Der 

Auswertung wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,001 zugrunde gelegt. Auf eine 

Adjustierung für multiples Testen wurde verzichtet. Post hoc wurde zum einen ein Typ 3 

Test der fixen Effekte und zum anderen ein Vergleich des least squared means der 

einzelnen Gruppen durchgeführt. Zur funktionellen Annotation wurde die DAVID 

Datenbank 6.8 (Huang da, Sherman et al. 2009) verwendet und eine KEGG-Pathway 

Analyse durchgeführt. Zur Identifizierung von Transkripten mit ähnlichen 

Expressionsmustern in den einzelnen Gruppen wurde die heatmap2-Funktion in 

Bioconducter genutzt (Gentleman, Carey et al. 2004). Mit Hilfe von Upstream-Analysen 

können anhand von Expressionsmuster einzelner Transkripte mögliche Assoziationen 

festgestellt und deren übergeordnete Regulatoren identifiziert werden. Hierzu wurden 

die normalisierten Expressionen der einzelnen Arrays einer Ingenuity Pathway Analysis 

(IPA) (Kramer, Green et al. 2014) mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 unterzogen. 
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Die Durchführung und Auswertung der Microarrays erfolgte in Kooperation mit Frau 

Dr. Elke Hammer und Frau Dr. Sabine Ameling am Interfakultären Institut für Genetik 

und Funktionelle Genomforschung. 

2.2.8 Statistik 

Die Auswertung bzw. Berechnung der Rohdaten erfolgte mit Excel (Microsoft). Die 

grafischen Darstellungen der Ergebnisse wurden mit Prism 5 (GraphPad) erstellt. Für die 

statistische Auswertung wurden die Softwareprogramme Prism 5 (GraphPad) und SAS 

(SAS Institute) verwendet. Die statistische Auswertung der Vitalitätstests, BrdU und 

xCelligence-Versuche erfolgte über eine einseitige ANOVA mit einem Tukey Post-hoc-

Test zum Vergleich der einzelnen Gruppen. Die Daten der flussinduzierten Migration 

wurden mit Hilfe von gemischten Modellen in SAS und einer ANOVA-Varianzanalyse mit 

einem Tukey Post-hoc-Test für die einzelnen Gruppenvergleiche untersucht. Die 

gemischten Modelle in SAS beinhalteten eine multifaktorielle ANOVA zur Identifizierung 

von Haupteffekten (z.B. für Scherstress oder Statine) und deren Interaktion (z.B. 

Scherstress*Statin). Eine Interaktion ist eine Effektmodulation, bei der Effekt von 

Faktor 1 (z.B. Scherstress) durch den Effekt von Faktor 2 (z.B. Statine) beeinflusst wird. 

Für die RT-qPCR Daten wurden aufgrund der kleinen N-Zahlen nicht-parametrische 

Analysen durchgeführt. Zunächst wurde in einer Varianzanalyse mit einem 

nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Test getestet, ob sich mehrere unabhängige 

Stichproben signifikant voneinander unterscheiden. Zum Vergleich zweier unabhängiger 

Gruppen wurde ein zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. Für normalisierte 

Daten erfolgte die statistische Auswertung gegenüber dem hypothetischen Wert 1 der 

Kontrolle mit einem Einstichproben-t-Test. Den Tests wurde ein 95 % 

Konfidenzintervalle (KI) zugrunde gelegt. Soweit nicht anders deklariert, stellen die 

grafischen Darstellungen die Mittelwerte ± 95 % KI dar. Signifikante Unterschiede zur 

Kontrollgruppe wurden für p < 0,05 werden mit *, für p < 0,01 mit ** und für p < 0,001 

mit *** dargestellt bzw. sind die Balken in Balkendiagrammen schwarz gekennzeichnet. 

Bei signifikanten Unterschieden zwischen unabhängigen Behandlungsgruppen wurden 

bei p < 0,05 mit #, bei p < 0,01 mit ## und bei p < 0,001 mit ### gekennzeichnet. 
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Ergebnisse 

3.1 Einfluss der Statine auf die endotheliale Proliferation 

3.1.1 Zytoxizität der Statine 

In einem kleinen Probenumfang (n=2) konnte mit Hilfe des xCelligence und einer 

Konzentrationsreihe (0,1 µM, 0,5 µM, 1 µM, 2,5 µM und 5 µM) gezeigt werden, dass 

beide Statine in den Konzentrationen 0,1 µM, 0,5 µM und 1 µM keine zytotoxischen 

Effekte nach 48 h auf die HUVEC hatten (Abb. 9). Unter PRA hatten auch die höheren 

Konzentrationen (2,5 µM und 5 µM) keine zytotoxischen Effekte, währenddessen ATOR 

einen negativen Effekt aufwies. Daraufhin wurde in den folgenden Experimenten 0,1 µM 

und 1 µM des jeweiligen Statins verwendet. 

 

Abbildung 9: Zytotoxizitätstest der Statine. Mit Hilfe des xCelligence Real Time Cell Analyzer DP 
wurden über einer Konzentrationsreihe eventuelle zytotoxische Effekte der Statine auf HUVEC 

für 48 h untersucht. ATOR (oben) und PRA (unten) wiesen bei 0,1 µM, 0,5 µM und 1 µM jeweils 

keine zytotoxischen Effekte auf. ATOR zeigte bei 2,5 µM und 5 µM eine negative Beeinflussung 

der Wachstumskurve, währenddessen dies bei PRA nicht zu sehen war. Dargestellt sind jeweils 

die Mittel von zwei unabhängigen Versuchen ± 95 % KI. 
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3.1.2 Einfluss der Statine auf die endotheliale Vitalität 

Die beiden Konzentrationen der Statine (0,1 µM, 1 µM) wurden mit einem Alamar Blue® 

Test hinsichtlich des Einflusses auf die Vitalität der EC untersucht. Hierbei wird der nicht-

fluoreszente Farbstoff Resazurin durch das reduzierende Milieu vitaler Zellen in einen 

floureszierenden Farbstoff umgesetzt (siehe Kapitel 2.2.6.1). Sowohl für beide Statine als 

auch beide Konzentrationen zeigten keine Beeinträchtigung der Vitalität gezeigt werden 

(Abb. 10). Ebenfalls hatte das eingesetzte Mevalonat in Kombination mit den Statinen 

keinen negativen Einfluss auf die Vitalität. Somit konnten die Ergebnisse des 

Zytotoxizitätstest (siehe 3.1.1) für beide Konzentrationen mit einer weiteren Methode 

und einem größerem Probenumfang bestätigt werden. 

 

Abbildung 10: Vitalitätstest unter Statinbehandlung. Über einen Alamar Blue® Test wurden die 
eingesetzten Statinkonzentration hinsichtlich deren Einfluss auf die Vitalität der EC getestet. 

Sowohl Statine (links) als auch deren Kombination mit Mevalonat (rechts) hatte keinen Einfluss 

auf die endotheliale Vitalität. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI (n = 5). 

3.1.3 Einfluss der Statine auf die endotheliale Proliferation 

Mit Hilfe des xCelligence konnten Wachstumskurven generiert werden (siehe Anhang – 

Abb. 32). Aus diesen Kurven wurden nach 24 h und 48 h Proliferationszeit 

Einzelauswertungen durchgeführt. Nach 24 h (p < 0,01) und 48 h (p < 0,001) konnte 

gezeigt werden, dass die Behandlung mit Statinen einen signifikanten Effekt auf die 

Proliferation hatte. Im Vergleich zur Kontrolle führten 0,1 µM ATOR und 1 µM PRA nach 

24 h zu einer signifikanten Erhöhung des normalisierten CI (Abb. 11 links). Nach 48 h 
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wies lediglich die Behandlung mit 0,1 µM ATOR einen signifikant höheren Wert auf, 

währenddessen PRA in keiner Konzentration die Proliferation wesentlich beeinflusste 

(Abb. 11 rechts). Weiterhin konnte für ATOR zwischen beiden Konzentrationen ein 

signifikanter Unterschied (p < 0,01) festgestellt werden, der bei PRA nicht zu verzeichnen 

war. 

 

Abbildung 11: Einfluss der Statine auf EC Proliferation – xCelligence. Mit Hilfe des xCelligence 

wurde der normalisierte Zellindex als Surrogat für die Proliferation bestimmt. Für 0,1 µM ATOR 

und 1 µM PRA konnte nach 24 h (links) eine signifikante Erhöhung des normalisierten Zellindex 

verzeichnet werden. Nach 48 h (recht) zeigte 0,1 µM ATOR eine Erhöhung des normalisierten 

Zellindex. Ebenfalls wurde ein signifikanter Unterschiede zwischen 0,1 µM und 1 µM ATOR 

gefunden. Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI (n ≥ 6). Signifikante Unterschiede zur 

Kontrolle wurden mit Schwarzfärbung des Balkens und * (p < 0,05) bzw. ** (p < 0,01) dargestellt. 

Signifikante Unterschiede zwischen unabhängigen Behandlungsgruppen wurden mit ## 

(p < 0,01) gekennzeichnet. 

Eine Kombination der Statine mit Mevalonat führte nach 24 h zu einem signifikanten 

Effekt auf die EC Proliferation (p < 0,05). Die Zugabe von Mevalonat hob den Effekt von 

ATOR (0,1 µM) auf und es kam zu einer Anpassung der Proliferation auf Kontrollniveau 

(siehe Anhang Abb. 33). Bei 1 µM PRA hingegen blieb der normalisierte CI auch nach 

24 h unter Zugabe von Mevalonat signifikant erhöht (siehe Anhang Abb. 33). Nach 48 h 

wurden sämtliche Statin-induzierten Effekte durch Mevalonat aufgehoben und die 

einzelnen Behandlungsgruppen wiesen eine mit der Kontrolle vergleichbare Proliferation 

auf (siehe Anhang Abb. 33).  
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Im mikroskopischen Bild der fixierten und mit Hämalaunlösung nach Mayer angefärbten 

HUVEC konnte zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen kein Unterschied 

hinsichtlich der Zellgröße festgestellt werden (siehe Anhang Abb. 34). 

Der Einfluss der Statine auf die EC Proliferation wurde mittels einer zweiten Methode, 

dem Cell Proliferation ELISA (Roche), verifiziert Hiermit konnte ebenfalls ein signifikanter 

Effekte der Statine auf die EC Proliferation nach 48 h gezeigt werden (p < 0,01). Unter 

0,1 µM ATOR war die Proliferation der EC signifikant erhöht (p < 0,01), während 1 µM 

ATOR und 0,1 µM PRA keinen Effekt und 1 µM PRA sogar einen negativen Einfluss 

(p < 0,05) auf die Proliferation hatten (Abb. 12 links). Weiterhin wurde für ATOR ein 

konzentrationsabhängiger Effekt gefunden. Für PRA konnte dieser nicht gezeigt werden. 

Der proliferationssteigernde Effekt von ATOR wurde durch Kombination mit Mevalonat 

wieder aufgehoben. Die gleichzeitige Behandlung von PRA mit Mevalonat reduzierte die 

Proliferation konzentrationsunabhängig (p < 0,05) (Abb. 12 rechts). 

 

Abbildung 12: Einfluss der Statine auf die EC Proliferation - BrdU. Der Cell Proliferation ELISA 

(Roche) stellte eine weiter Methode dar, die Proliferation der HUVEC zu bestimmen. Der ELISA 

wurde nach 48 h Proliferationszeit der HUVEC durchgeführt. Im Vergleich zur Kontrolle führte 

ATOR (0,1 M) zu einer Erhöhung der Proliferation (links). Dieser Effekt konnte durch Zugabe von 

Mevalonat aufgehoben werden (rechts). PRA (1 µM) zeigte eine verminderte Proliferation der EC 

(links). Dieser Effekt konnte auch unter Zugabe von Mevalonat nicht aufgehoben werden 

(rechts). Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI (n = 4). Signifikante Unterschiede zur 

Kontrolle wurden mit Schwarzfärbung des Balkens und * (p < 0,05) bzw. ** (p < 0,01) dargestellt. 
Signifikante Unterschiede zwischen unabhängigen Behandlungsgruppen wurden mit # (p < 0,05) 

gekennzeichnet. 
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3.1.4 Einfluss der Statine auf die Expression proliferationsbeeinflussender 

Gene  

Ein Indiz für eine vermehrte Proliferation von Zellen kann eine Hochregulation von 

Genen des Zell-Zyklus sein. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression 

typischer Gene, die am Übergang von verschiedenen Phasen des Zell-Zyklus beteiligt 

sind, betrachtet. Zum einen wurde Cyclin B1, Cyclin B2 (Übergang von der G2- in die M-

Phase) und zum anderen Cyclin D1 (Wechsel von G1- zur S-Phase) betrachtet.  

Cyclin B1 (CCNB 1) wurde durch 1 µM ATOR nach 48 h signifikant vermindert (p = 0,05) 

(Abb. 13 links). Dieser Effekt konnte durch Kombination mit Mevalonat wieder 

aufgehoben werden (siehe Anhang Abb. 35). PRA und 0,1 µM ATOR zeigten keinen 

Einfluss auf CCNB 1. Cyclin B2 (CCNB 2) wurde durch Statine nicht beeinflusst (siehe 

Anhang – Abb. 35). Die Kombination von 1 µM ATOR mit Mevalonat erhöhte CCNB 2. 

Alle anderen Statin-Mevalonat Kombinationen wiesen mit der Kontrolle vergleichbare 

Expressionen auf (siehe Anhang Abb. 35). Cyclin D 1 (CCND 1) wurde durch 1 µM ATOR 

reduziert. PRA (1 µM) erhöhte CCND1 (Abb. 13 rechts). Für ATOR konnte dieser Effekt 

durch Kombination mit Mevalonat aufgehoben werden. Bei PRA blieb die Expression 

auch nach Zugabe von Mevalonat erhöht (siehe Anhang Abb. 35). Die 0,1 µM 

Konzentration der Statine zeigten weder allein noch in Kombination mit Mevalonat 

einen Einfluss auf CCND 1. 

 

Abbildung 13: Expression von Cyclin B1 und Cyclin D1. Cyclin B1 Genexpression wurde durch 

ATOR (1 µM) verringert (p = 0,05)(links). Die andern Behandlungen zeigten keinen Effekt auf 

CCNB 1 (links). ATOR (1 µM) verminderte tendenziell die Expression von Cyclin D1, PRA neigte zu 

einer Erhöhung von CCND1 (rechts). Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die 

unbehandelte Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 48 h (n ≥ 3). Signifikante 

Unterschiede zur Kontrolle wurden mit * (p < 0,05) dargestellt.  
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Die Proliferation ist ein komplexer Prozess, bei dem es nicht nur zur Regulation von 

typischen Zell-Zyklus-Genen kommt. Auch andere zelluläre Vorgänge, wie der Vesikel-

mediierte Transport, haben darauf einen Einfluss. Regulatoren des Vesikel-mediierten 

Transports sind zum Beispiel kleine GTPasen, wie RAB1A und RAB5A. ATOR erhöhte die 

Expression von RAB1A (1 µM, p < 0,05). ATOR zeigte auch eine Steigerung der RAB5A 

Expression (0,1 µM p = 0,09; 1 µM p = 0,09). PRA hatte keinen Effekt auf RAB1A und 

RAB5A (Abb. 14). Bei RAB5A konnte bei jeweils 1 µM zwischen ATOR und PRA ein 

signifikanter Unterschied im Expressionsniveau festgestellt werden (Abb. 14 rechts). Die 

Kombination der Statine mit Mevalonat führte sowohl für RAB1A als auch RAB5A zu 

einer mit der Kontrolle vergleichbaren Genexpression (siehe Anhang Abb. 36). 

 

Abbildung 14: Expression von RAB1A und RAB5A. RAB1A und RAB5A sind kleine GTPasen, die 

über Vesikel-mediierten Transport an der Proliferation von Zellen beteiligt sind. Unter 1 µM 

ATOR kam es zu einer signifikanten Erhöhung der relativen RAB1A Expression (links). ATOR 

tendierte zur Erhöhung der Expression von RAB5A (rechts). Zwischen ATOR und PRA konnte bei 

1 µM ein signifikanter Unterschied für RAB5A gezeigt werden (rechts). Abgebildet sind die 

Mittelwerte ± 95 % KI der auf die unbehandelte Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 

48 h (n ≥ 5). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit * (p < 0,05) dargestellt. 

Signifikante Unterschiede zwischen unabhängigen Behandlungsgruppen wurden mit ## 

(p < 0,01) gekennzeichnet. 

3.1.5 Einfluss der Statine auf die funktionelle Genexpression 

Der endotheliale Phänotyp wird durch Expression von verschiedenen, die 

Endothelfunktion-beeinflussender Gene bestimmt. Durch Expression inflammatorischer 

Gene (z.B. VCAM-1) wird ein eher atherogener Phänotyp charakterisiert. Die 

Hochregulation von antikoagulativen Genen (z.B. Thrombomodulin [THBD]) oder 

Endothelfunktion- schützender Gene (z.B. eNOS) sind typische Merkmale eines 

atheroprotektiven Phänotyps.  

RAB1A Expression

0,1
 µ

M
 A

TO
R

0,1
 µ

M
 P

RA

1 µ
M

 A
TO

R

1 µ
M

 P
RA

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

*

n
o

rm
a

li
si

e
rt

e
 r

e
la

ti
ve

 R
A

B
1

A
 E

xp
re

ss
io

n

RAB5A Expression

0,1
 µ

M
 A

TO
R

0,1
 µ

M
 P

RA

1 µ
M

 A
TO

R

1 µ
M

 P
RA

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5 ##

n
o

rm
a

li
si

e
rt

e
 r

e
la

ti
ve

 R
A

B
5

A
 E

xp
re

ss
io

n



Ergebnisse 

3.1 Einfluss der Statine auf die endotheliale Proliferation 

 

 

51 

Die Behandlung der HUVEC mit ATOR führte nach 48 h für beide Konzentrationen zu 

einer signifikanten Erhöhung der eNOS Expression (Abb. 15 oben links). PRA hatte 

hingegen keinen Einfluss auf die eNOS. Ebenfalls gab es einen starken Trend zu einem 

konzentrationsabhängigen Effekt von ATOR auf die eNOS Expression (p = 0,06). 

 

Abbildung 15: Expression von eNOS, THBD und VCAM-1. Die eNOS Expression wurde signifikant 

durch ATOR erhöht, PRA hatte keinen Effekt (oben links). ATOR führte zu einer 
konzentrationsabhängigen Erhöhung von THBD (oben rechts). PRA hatte keinen Einfluss auf die 

THBD Expression. Bei 1 µM ATOR und PRA konnte ein signifikanter Unterschied zwischen beiden 

THBD Expressionsniveaus gezeigt werden. Bei VCAM-1 zeigte ATOR ebenfalls einen 

konzentrationsabhängigen Effekt, bei 1µM kam es zu einer signifikanten Verminderung der 

Expression (unten mittig). 0,1 µM PRA zeigte hingegen eine Erhöhung der VCAM-1 Expression. 

Weiterhin unterschieden sich ATOR und PRA bei 1 µM in der Expression von VCAM-1. Abgebildet 

sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die unbehandelte Kontrolle normalisierten 

Genexpressionen nach 48 h (n ≥ 5). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit * 

(p < 0,05) bzw. ** (p < 0,01) dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen unabhängigen 

Behandlungsgruppen wurden mit # (p < 0,05) bzw. ## (p < 0,01) gekennzeichnet. 
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Für THBD zeigten sich analog zu den Ergebnissen der eNOS ähnliche Resultate (Abb. 15). 

ATOR hatte einen signifikanten Einfluss auf die THBD Expression. Beide Konzentrationen 

von ATOR führten zu einer Erhöhung der THBD (0,1 µM p = 0,06, 1 µM p < 0,01). 

Weiterhin wurde zwischen beiden Konzentrationen von ATOR ein signifikanter 

Unterschied in der THBD Expression gefunden (p < 0,05). PRA hatte keinen Effekt auf 

THBD (Abb. 15 rechts). Bei 1 µM gab es einen signifikanten Unterschied zwischen beiden 

Statinen (p < 0,05).  

Die Behandlung mit Statinen hatte einen signifikanten Effekt auf die VCAM-1 Expression 

(p < 0,05). Bei 1 µM ATOR war die VCAM-1 vermindert (p < 0,01) (Abb. 15 unten mittig). 

Zwischen beiden Konzentrationen von ATOR wurde ein signifikanter Unterschied für 

VCAM-1 gezeigt (p < 0,01). Während 0,1 µM PRA zu einer Erhöhung führte (p < 0,05), 

hatte 1 µM PRA keinen Effekt. Bei der Konzentration von 1 µM hatten die Statine 

signifikant unterschiedliche VCAM-1 Expressionsniveaus (p < 0,01).  

Die Statine zeigten in Kombination mit Mevalonat jeweils eine mit der unbehandelten 

Kontrolle vergleichbare Expression für eNOS, THBD und VCAM-1 (siehe Anhang Abb. 37). 

Die einzelnen Effekte der Statine konnten somit durch Mevalonat aufgehoben werden. 

3.2 Einfluss von Scherstress und Statinen auf die endotheliale 

Migration 

3.2.1 Einfluss von Scherstress auf die endotheliale Migration 

Zur Untersuchung der flussinduzierten Migration von HUVEC wurde zunächst ein Modell 

etabliert, welches eine gleichzeitige Aufnahme von Bildern während der Durchführung 

von Scherstressexperimenten ermöglicht. Die aufgenommenen Bilder wurden 

zusammengefügt und die Migration der Zellen mit Manual Tracking (Plug-In von ImageJ) 

sichtbar gemacht (siehe Anhang Abb. 38). Die Auswertung der getrackten Zellen erfolgte 

mit dem Chemotaxis Tool (ibidi GmbH). Dieses Tool generierte Plots der einzelnen 

Migrationsversuche (Abb. 16) und lieferte Daten hinsichtlich der akkumulierten Distanz 

(AD), der euklidischen Distanz (ED), der Migrationsgeschwindigkeit (Vel) und der 

Direktionalität (Dir). 
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Wie aus Abb. 16 ersichtlich, führte der Einfluss von Scherstress zu einer gerichteten 

Migration der HUVEC. Unter statischen Bedingungen bewegten sich die Zellen sowohl 

nach rechts, als auch nach links. Unter Scherstress migrierten die EC mit der Richtung 

des angelegten Flusses. Eine Varianzanalyse ergab einen signifikanten Einfluss von 

Scherstress auf die vier Migrationsparameter (p < 0,001) (Abb. 17). Der niedrige 

Scherstress zeigte eine signifikante Steigerung der Dir (p < 0,001) und der ED (p < 0,001). 

AD und Vel lagen jeweils auf dem Niveau der Kontrolle. Die 10 dyne/cm² Scherstress 

führten zu einer hochsignifikanten Erhöhung der vier Migrationsparameter (p < 0,001) 

(Abb. 17). Weiterhin wurde für Dir, AD, ED und Vel ein signifikanter Unterschied 

zwischen niedrigem und hohem Scherstress gefunden (p < 0,001). Somit hatte nicht nur 

Scherstress allein, sondern auch dessen Ausmaß einen signifikanten Einfluss auf die 

Migration der HUVEC. 

 

Abbildung 16: Plot des Migrationsverhaltens von HUVEC. Dargestellt sind beispielgebend je ein 

Plots des Migrationsverhaltens der einzelnen Behandlungsgruppen (statisch [links], 

1,5 dyne/cm² [mittig] und 10 dyne/cm² [rechts]). Diese Plots wurden durch das Chemotaxis Tool 

(ibidi GmbH) generiert. Je Migrationsversuch wurden 20 Zellen zuvor mit dem Manual Tracking 

Plug-In (ImageJ) einzelnen verfolgt. Rote Markierungen sind nach rechts migrierte Zellen und 

schwarze nach links. 

Zur zeitlichen Betrachtung des Einfluss von Scherstress auf die endotheliale Migration 

erfolgte eine Aufteilung der Gesamtmigration in dreistündige Intervalle. Hierfür konnte 

in einer differenzierten Analyse mit gemischten Modellen für Dir, AD, ED und Vel jeweils 

ein hochsignifikanter Effekt für Zeit und Scherstress gezeigt werden (p < 0,001). 

Ebenfalls wurde ein hochsignifikanter Effekt für die Scherstress*Zeit Interaktion für 

diese vier Parameter gefunden (p < 0,001). Dies bedeutet, dass die Zeit einen Einfluss 
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auf den Effekt des Scherstress hatte. In der Einzelbetrachtung zeigten unter statischen 

Verhältnissen die vier Migrationsparameter in allen Zeitintervallen jeweils vergleichbare 

Level (Abb. 18). Die Migration blieb somit in den fünf Intervallen konstant. Unter 

Scherstress kam es hingegen mit der Zeit zu einer Abnahme der Migrationsparameter. 

Eine Ausnahme bildeten hier die Dir und ED bei 10 dyne/cm². In den ersten Intervallen 

nahmen Dir und ED in diesem Fall zu und im weiter Verlauf kam es wieder zu einer 

Anpassung an das Anfangsniveau. 

 

Abbildung 17: Einfluss von Scherstress auf die EC Migration. Dargestellt sind die Dir (oben 

links), die AD (oben rechts), die ED (unten links) und die Vel (unten rechts) der einzelnen 

Migrationsversuche. Für die Dir und die ED konnte eine vom Scherstress abhängige Erhöhung 

der Parameter gezeigt werden. Die AD und die Vel wurden nur unter hohem Scherstress erhöht. 

Scherstress hatte einen signifikanten Effekt auf die Migration der HUVEC und führte zu einer 

Ausrichtung des Migrationsweges in Flussrichtung. Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI aus 

jeweils voneinander unabhängigen Versuchen (n ≥ 5 mit je 20 getrackten Zellen) unter 

statischen Bedingungen oder 1,5 und 10 dyne/cm² Scherstress. Signifikante Unterschiede zur 
Kontrolle wurden mit *** (p < 0,001) dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen 

unabhängigen Behandlungsgruppen wurden mit ### (p < 0,001) gekennzeichnet. 
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Bei 1,5 dyne/cm² lagen die vier Migrationsparameter in den letzten beiden 

Zeitintervallen sogar unter dem Niveau der statischen Kontrolle. Währenddessen lagen 

sie bei 10 dyne/cm² konstant über bzw. im letzten Zeitintervall auf dem Niveau der 

statischen Kontrolle (Abb. 18). Somit konnte für die Dauer der Scherstressbehandlung 

ebenfalls ein Einfluss auf die Migration gezeigt werden. 

Die Dir sollte in diesem Zusammenhang jedoch differenziert betrachtet werden, da hier 

die jeweiligen dreistündigen Intervalle separat voneinander berücksichtigt wurden. Bei 

der zeitlichen Einteilung schien die Dir der statischen Kontrolle teilweise über dem 

Niveau von 1,5 dyne/cm² zu liegen, bei Betrachtung des gesamten Zeitraums lag die Dir 

allerdings signifikant unter dem Niveau der Scherstressbehandlung (Abb. 17 oben links).  

 

Abbildung 18: Einfluss von Scherstress auf die Migration – Intervalle. Abgebildet sind die Dir 

(oben links), die AD (oben rechts), die ED (unten links) und die Vel (unten rechts) der einzelnen 
Migrationsversuche unter Aufsplittung der Gesamtmigration in dreistündige Zeitintervalle. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen 

(n ≥ 5 mit je 20 getrackten Zellen) unter statischen Bedingungen oder 1,5 und 10 dyne/cm² 

Scherstress. 
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3.2.2 Einfluss von Scherstress auf die Mechanotransduktion 

Die Mechanotransduktion ist wie bereits unter 1.2 dargestellt, ein komplexes System, an 

dem mehrere Signalwege beteiligt sind. Der MAPK/ERK 5 Signalweg über KLF 2/4 und 

PAK 1 (Komaravolu, Adam et al. 2015) und auch der PI3K Signalweg über RAC 1 mit 

Einfluss auf PAK 1 sind an der Regulation der endothelialen Migration beteiligt (Zhao and 

Manser 2005, Lamalice, Le Boeuf et al. 2007). Diese können über die GTPase RAS 

reguliert werden (Castellano and Downward 2011) und haben einen Einfluss auf die 

eNOS. Die kleine GTPase ROCK 1 ist ebenfalls an der Regulation der Migration beteiligt 

(Sadok and Marshall 2014). Dies führt zu der Hypothese, dass die Migration vermutlich 

durch Beeinflussung von RAS und dessen nachgeschalteten Signalwegen 

(ERK 5/KLF 2/4/PAK 1, PI3K/RAC 1 bzw. ROCK 1) moduliert wird. Dieser 

hypothesengetriebene Ansatz (siehe Anhang Abb. 39) sollte durch eine 

Genexpressionsanalyse (RT-qPCR) untersucht werden. 

 

Abbildung 19: Einfluss von Scherstress auf die Genexpression von RAS, ERK 5, KLF2 und KLF 4. 

Die Genexpression von RAS, ERK 5, KLF 2 und KLF 4 wurde durch Scherstress signifikant erhöht. 

Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die statische Kontrolle normalisierten 

Genexpressionen nach 15 h Migrationsversuchen (n ≥ 4). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle 

wurden mit * (p < 0,05) bzw. ** (p < 0,01) dargestellt.  
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In einer Varianzanalyse konnte ein signifikanter Einfluss von Scherstress auf die 

Expression von NRAS (Subformen von RAS), ERK 5 und beiden KLFs im Vergleich zur 

statischen Kontrolle gezeigt werden (p < 0,05). Die Gruppenanalysen zeigten für diese 

vier Gene unabhängig von der Scherrate eine signifikante Erhöhung der jeweiligen 

Expression (p < 0,05) (Abb. 19). Signifikante Unterschiede zwischen beiden 

Flussbedingungen konnte für keines der vier Gene beobachtet werden. 

 

Abbildung 20: Einfluss von Scherstress auf die Genexpression von PIK3CA, PIK3CB und RAC 1. 

Die PI3K besteht aus verschiedenen Untereinheiten. In diesen Versuchen wurden die 

katal tis he  U terei heite  p α PIK3CA  u d p β PIK3CB) betrachtet. Für PIK3CA konnte 

eine signifikante Hochregulation der Genexpression festgestellt werden, währenddessen die 
Expressionsniveaus der PIK3CB bei 1,5 und 10 dyne/cm² vergleichbar mit dem der statischen 

Kontrolle waren. Weiterhin hatte Scherstress keinen Einfluss auf die RAC 1 Expression. 

Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die statische Kontrolle normalisierten 

Genexpressionen nach 15 h Migrationsversuchen (n ≥ 4). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle 

wurden mit * (p < 0,05) dargestellt. 

Die PI3K ist ein Enzymkomplex, der aus verschiedenen Untereinheiten besteht. In den 

vorliegenden Versuchen wurden die Genexpressionen der beiden katalytischen 

U terei heite  p α PIK3CA  u d p β PIK3CB) betrachtet. Für beide 

Untereinheiten konnte ein signifikanter Einfluss von Scherstress auf deren 

Genexpression gezeigt werden (p < 0,05). Eine Gruppenanalyse wies unabhängig von der 

Höhe des Scherstress für PIK3CA eine Hochregulation der Expression auf (p < 0,05) 
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(Abb. 20 oben links). Für PIK3CB konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

einzelnen Gruppen festgestellt werden (Abb. 20). Für die Expression von RAC 1 wurde 

weder ein signifikanter Effekt von Scherstress auf die Expression, noch Unterschiede 

zwischen den einzelnen Behandlungen festgestellt (Abb. 20 unten mittig). 

Die Genexpression von ROCK 1 wurde durch Scherstress signifikant beeinflusst 

(p < 0,01). Die einzelnen Expressionslevel für 1,5 und 10 dyne/cm² unterschieden sich 

zwar nicht signifikant von der statischen Kontrolle, jedoch kam es vor allem bei 

10 dyne/cm² tendenziell zu einer Erhöhung der ROCK 1 Expression (p = 0,06) (Abb. 21 

oben links). Weiterhin hatte Scherstress einen signifikanten Einfluss auf die Expression 

der eNOS (p < 0,05). Unter 10 dyne/cm² kam es zu einer signifikanten Erhöhung des 

Expressionsniveaus (p < 0,05) (Abb. 21 oben rechts). 

 

Abbildung 21: Einfluss von Scherstress auf die Genexpression von ROCK 1, eNOS und PAK 1. 

Für ROCK 1 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Expressionslevel der statischen 

Kontrolle und beiden Flussverhältnissen gezeigt werden (oben links). Die eNOS wurde unter 

10 dyne/cm² signifikant erhöht (oben rechts) Scherstress führte zu einer signifikanten 

Verminderung von. PAK 1 (unten mittig). Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die 

statische Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 15 h Migrationsversuchen (n ≥ 5). 

Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit * (p < 0,05) bzw. ** (p < 0,01) dargestellt. 
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Für die PAK 1 Expression konnte ebenfalls ein signifikanter Einfluss von Scherstress 

gezeigt werden (p < 0,01). Die Gruppenanalysen ergab unabhängig vom Scherstresslevel 

eine signifikante Verminderung der PAK 1 Genexpression (p < 0,01) (Abb. 21 unten 

mittig). Zwischen beiden Gruppen mit Scherstress konnte kein Unterschied bei PAK 1 

festgestellt werden. 

3.2.3 Einfluss der Statine auf die endotheliale Migration 

Die Zugabe von Statinen zum Perfusionsmedium zeigte einen Einfluss auf die 

endotheliale Migration. Eine differenzierte Analyse mit gemischten Modellen ergab 

einen signifikanten Statin-Effekt hinsichtlich der ED (p < 0,05) und der Vel (p < 0,0001). 

Ebenfalls konnte für die vier Migrationsparameter ein hochsignifikanter Effekt für eine 

Scherstress*Statin Interaktion gefunden werden (Dir p < 0,001; AD p < 0,001; ED 

p < 0,001; Vel p < 0,01). Die beiden Statine beeinflussten somit bei gleichem Scherstress 

die Migrationsparameter unterschiedlich. 

Die Behandlung mit Statinen zeigte bei 1,5 dyne/cm² tendenziell eine Erhöhung der Dir, 

wobei dieser Effekt nur unter 0,1 µM PRA signifikant war (p < 0,01) (Abb. 22 oben links). 

Die ED war ebenfalls erhöht, allerdings führte lediglich 1 µM PRA zu einem signifikanten 

Unterschied (p < 0,001) (Abb. 22 unten links). Ein Scherstress von 1,5 dyne/cm² wies bei 

1 µM PRA auch bei der AD und der Vel eine signifikante Erhöhung auf (p < 0,001). Die 

HUVEC mit 1 µM ATOR zeigten ebenfalls eine höhere Vel. Die geringe Konzentration der 

Statine hatte keinen Einfluss auf die AD und die Vel. Allerdings konnte für diese beiden 

Parameter zwischen 0,1 und 1 µM bei beiden Statinen ein signifikanter Unterschied 

gezeigt werden (Abb. 22 oben rechts, unten rechts). 

Bei einem Scherstress von 10 dyne/cm² konnte ebenfalls ein Einfluss auf die Migration 

der HUVEC festgestellt werden (Abb. 23). Unter 1 µM Statinbehandlung kam es zu einer 

signifikanten Erhöhung der Dir (ATOR p < 0,001; PRA p < 0,05), wohingegen die 

geringere Statinkonzentration keinen Effekt hatte. Weiterhin führte ATOR zu einer 

signifikanten Erhöhung der AD, der ED und der Vel (p < 0,001), während die geringere 

Konzentration sich nicht von der Kontrolle unterschied. Die 1 µM Behandlung mit PRA 

zeigte keinen Einfluss auf diese drei Migrationsparameter. PRA in der geringen 
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Konzentrationen führte jedoch zu einer signifikanten Verminderung der AD, der ED und 

der Vel (p < 0,01). Weiterhin wurde für die 1 µM Behandlung mit Statinen ein 

signifikanter Unterschied zwischen ATOR und PRA hinsichtlich der AD, der ED und der 

Vel festgestellt (p < 0,001). Außerdem konnte bei 10 dyne/cm² für beide Statine für alle 

vier Migrationsparameter ein signifikanter Konzentrationseffekt nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 22: Einfluss der Statine auf die endotheliale Migration - 1,5 dyne/cm². PRA (0,1 µM) 

führte zu einer Erhöhung der Dir (oben links). Die AD (oben rechts), ED (unten links) und Vel 

(unten rechts) wurden unter 1 µM PRA signifikant erhöht. ATOR (1µM) führte ebenfalls zu einer 
höheren Vel (unten links). Für die AD und die Vel konnten signifikante Konzentrationseffekte für 

beide Statine gezeigt werden. Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI aus jeweils voneinander 

unabhängigen Versuchen (n ≥ 5 mit je 20 getrackten Zellen). Signifikante Unterschiede zur 

Kontrolle (1,5 dyne/cm²) wurden mit ** (p < 0,01) bzw. *** (p < 0,001) dargestellt. Signifikante 

Unterschiede zwischen unabhängigen Behandlungsgruppen wurden mit # (p < 0,05) bzw. ## 

(p < 0,01) oder ### (p < 0,001) gekennzeichnet. 
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Abbildung 23:Einfluss der Statine auf die endotheliale Migration - 10 dyne/cm². Für die vier 

Parameter (Dir [oben links], AD [oben rechts], ED [unten links], Vel [unten rechts]) konnte bei 
10 dyne/cm² für beide Statine ein signifikanter Konzentrationseffekt gezeigt werden. Unter 

Statinbehandlung (1 µM) wies die flussinduzierte Migration eine signifikant höhere Dir auf. Die 

vier Parameter wurden durch 1 µM ATOR signifikant erhöht. Weiterhin wurde bei 1 µM 

zwischen ATOR und PRA ein signifikanter Unterschied für alle Migrationsparameter gezeigt. 

Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI aus jeweils voneinander unabhängigen Versuchen 

(n ≥ 5 mit je 20 getrackten Zellen). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle (10 dyne/cm²) wurden 

mit ** (p < 0,01) bzw. *** (p < 0,001) dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen 

unabhängigen Behandlungsgruppen wurden mit # (p < 0,05) bzw. ## (p < 0,01) oder ### 

(p < 0,001) gekennzeichnet. 

Zur zeitlichen Untersuchung des Einflusses von Statinen auf die flussinduzierte 

endotheliale Migration erfolgte eine Aufsplittung der Gesamtmigration in dreistündige 

Intervalle (siehe Anhang Abb. 40, 41). Hier ergab die statistische Analyse mit gemischten 

Modellen eine signifikante Statin*Zeit Interaktion für die ED (p < 0,05) und die Vel 

(p < 0,001). Somit unterschieden sich die Statineffekte bei den einzelnen Zeitintervallen. 

Für Dir (p < 0,05) und Vel (p < 0,01) konnte eine signifikante dreifach Interaktion 

(Scherstress*Statine*Zeit) gezeigt werden. Dies bedeutet, dass zum einen ATOR und 
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PRA bei gleichem Scherstress einen differenten Effekt auf die Dir und Vel hatten und 

zum anderen wurden diese Effekte zusätzlich über die Zeit beeinflusst. Die jeweilige 

Scherstress*Statin Interaktion zeigte somit bei den einzelnen Zeitintervallen einen 

unterschiedlichen Effekt. Weiterhin wurden für Statine bei 1,5 und 10 dyne/cm² mit der 

jeweiligen Kontrolle ähnliche Kurvenverläufe für die einzelnen Migrationsparameter 

beobachtet (siehe Anhang Abb. 40, 41). Bei einem Scherstress von 1,5 dyne/cm² wurden 

vor allem in den letzten beiden Zeitintervallen Unterschiede bei den 

Migrationsparametern zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt. Dabei hatten ATOR 

und PRA unterschiedliche Einflüsse (siehe Anhang Abb. 40). Unter 10 dyne/cm² 

Scherstress wurden über den gesamten Zeitverlauf Unterschiede zwischen ATOR (1µM) 

und beiden PRA-Konzentrationen gezeigt (siehe Anhang Abb. 41). 

3.2.4 Einfluss der Statine auf die Mechanotransduktion 

Analog zu den Genexpressionsanalysen der vorangegangenen Scherstressexperimente 

wurden dieselben Gene auf einen Einfluss der Statine untersucht. Für beide Statine 

konnte unter beiden Flussverhältnissen im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle kein 

Unterschied hinsichtlich der RAS, ERK 5 und KLF 2 Expression gezeigt werden (Abb. 24 

oben, siehe Anhang Abb. 42). Die Gruppenvergleiche wiesen bei 10 dyne/cm² für beide 

Statine eine tendenziell erhöhte KLF 2 Expression auf (Abb. 24 oben).  

ATOR und PRA hatten unter beiden Scherstressbedingungen einen signifikanten Einfluss 

auf KLF 4 (p < 0,05). Unter 1,5 dyne/cm² und 0,1 µM ATOR war KLF 4 erhöht (p < 0,05). 

Bei 10 dyne/cm² und 0,1 µM ATOR war KLF 4 tendenziell erhöht (p = 0,07). ATOR hatte 

bei 1 µM keinen Effekt auf KLF 4 (Abb. 24 unten links). Beide Konzentrationen von PRA 

führten bei 1,5 dyne/cm² tendenziell zu niedrigeren Expressionsleveln von KLF 4 als bei 

der Kontrolle (0,1 µM p = 0,09; 1 µM p = 0,05). Unter 10 dyne/cm² kehrte sich dieser 

Effekt um. Beide Konzentrationen zeigten eine Erhöhung der KLF 4 (0,1 µM p = 0,05; 

1 µM p = 0,09) (Abb. 24 unten rechts). Unter 1,5 dyne/cm² war bei beiden 

Konzentrationen von PRA eine signifikant geringere Expression von KLF 4 im Vergleich zu 

10 dyne/cm² (0,1 µM p < 0,05; 1 µM p < 0,01). Weiterhin wurde bei 1,5 dyne/cm² und 

einer Konzentration von 0,1 µM für ATOR eine signifikant höhere Expression von KLF 4 

im Vergleich zu PRA gezeigt (p < 0,05). 



Ergebnisse 

3.2 Einfluss von Scherstress und Statinen auf die endotheliale Migration 

 

 

63 

 

Abbildung 24: Genexpression von KLF 2 und KLF 4 unter Einfluss von Statinen und Scherstress. 

ATOR und PRA hatten keinen signifikanten Einfluss auf die KLF 2 Expression (oben). Bei 

1,5 dyne/cm² erhöhte 0,1 µM ATOR signifikant KLF 4. Bei 10 dyne/cm² erhöhte 0,1 µM ATOR 

tendeziell auch KLF 4. PRA zeigte tendenziell bei 1,5 dyne/cm² niedrigere und bei 10 dyne/cm² 

erhöhte Expression von KLF 4. Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die jeweilige 

Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 15 h Migrationsversuchen (n ≥ 4). Signifikante 

Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle wurden mit * (p < 0,05) dargestellt. Signifikante 

Unterschiede zwischen unabhängigen Behandlungsgruppen wurden mit # (p < 0,05) bzw. ## 

(p < 0,01) gekennzeichnet. 

Die Statine hatten keinen Effekt auf die Expression der beiden katalytischen 

Untereinheiten PIK3CA und PIK3CB. PRA zeigte unter Scherstress für beide 

Untereinheiten mit den jeweiligen Kontrollen vergleichbare Expressionsniveaus (siehe 

Anhang Abb. 43). Bei niedrigen Scherstress hatte ATOR ebenfalls keinen Einfluss auf die 

PIK3CA (Abb. 25 oben links). Für 0,1 µM ATOR konnte unter hohem Scherstress eine 

signifikante Erhöhung der PIK3CA gezeigt werden (p < 0,05). PIK3CB Expression wurde 

bei 1,5 dyne/cm² unter ATOR Behandlung nicht beeinflusst (Abb. 25 oben rechts). Bei 

10 dyne/cm² führte ATOR (1 µM) tendenziell zu einer Erhöhung der PIK3CB 

Genexpression (p = 0,06). 
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Abbildung 25: Genexpression von PIK3CA, PIK3CB und RAC 1 unter Einfluss von Statinen und 

Scherstress. ATOR (0,1 µM) erhöhte unter 10 dyne/cm² die PIK3CA Expression signifikant (oben 

links). Bei hohem Scherstress zeigte 1 µM ATOR eine tendenziell höhere PIK3CB Expression 

(p = 0,06) (oben rechts). Die RAC 1 Expression wurde bei niedrigem Scherstress durch 1 µM 

ATOR signifikant (p < 0,05) und durch 1 µM PRA (p = 0,09) tendenziell erhöht. Abgebildet sind 

die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die jeweilige Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 

15 h Migrationsversuchen (n ≥ 4). Signifikante Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle wurden mit 

* (p < 0,05) dargestellt. 

In der Varianzanalyse zeigten die Statine keinen signifikanten Einfluss auf RAC 1. Bei 

1,5 dyne/cm² führte 1 µM ATOR zu einer signifikanten und 1 µM PRA zu einer 

tendenziellen Erhöhung von RAC 1 (ATOR p < 0,05; PRA p = 0,09). Die 0,1 µM 

Konzentration von ATOR und PRA wies bei 1,5 dyne/cm² bis auf jeweils einen Ausreißer 

auch eine tendenziell höhere RAC 1 Expression auf (Abb. 25 unten). Bei hohem 

Scherstress konnte für die Statine kein eindeutiger Einfluss gezeigt werden. 
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Statine hatten keinen Einfluss auf ROCK 1. PRA beeinflusste unabhängig vom Scherstress 

und der Konzentration nicht die ROCK 1 Expression (siehe Anhang Abb. 43). Bei 

1,5 dyne/cm² führte ATOR ebenfalls zu keinem eindeutigen Effekt (Abb. 26 oben links). 

Unter hohem Scherstress erhöhte 0,1 µM ATOR signifikant ROCK 1 (p < 0,01). Weiterhin 

wurde unter 10 dyne/cm² für ROCK 1 ein signifikanter Unterschied zwischen 0,1 und 

1 µM ATOR gefunden (p < 0,05). 

 

Abbildung 26: Genexpression von ROCK 1, PAK 1 und eNOS unter Einfluss von Statinen und 

Scherstress. ATOR (0,1 µM) zeigte eine signifikante Erhöhung von ROCK 1 unter hohem 

Scherstress (oben links). Bei 10 dyne/cm² wurde ein signifikanter Unterschied in der ROCK 1 

Expression zwischen 0,1 µM und 1 µM ATOR gezeigt. PRA (0,1 µM) führte bei 10 dyne/cm² zu 
einer signifikanten Verminderung von PAK 1. Zusätzlich wurde zwischen beiden PRA 

Konzentrationen ein signifikanter Unterschied bei PAK 1 festgestellt (oben rechts). ATOR (1 µM) 

erhöhte die eNOS bei 1,5 dyne/cm² (unten links) und zeigte zusätzlich einen signifikanten 

Unterschied zwischen 0,1 µM und 1 µM. PRA hatte unter beiden Flussverhältnissen nur einen 

geringen Effekt auf die eNOS Expression (unten rechts). Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % 

KI der auf die jeweilige Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 15 h 

Migrationsversuchen (n ≥ 4). Signifikante Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle wurden mit ** 

(p < 0,01) dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen unabhängigen Behandlungsgruppen 

wurden mit # (p < 0,05) bzw. ## (p < 0,01) gekennzeichnet. 
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Eine Varianzanalyse zeigte ergab hohem Scherstress einen signifikanten Einfluss von 

Statinen auf die PAK 1 Genexpression (p < 0,05). ATOR hatte unabhängig von der Höhe 

des Scherstress keinen Einfluss (siehe Anhang Abb. 44). Bei niedrigem Scherstress 

konnte für PRA ebenfalls kein Effekt auf PAK 1 gefunden werden (Abb. 26 oben rechts). 

Unter hohem Scherstress kam es bei 0,1 µM PRA zu einer signifikanten Verminderung 

von PAK 1 im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,01). PRA zeigte hinsichtlich der PAK 1 

Expression bei 10 dyne/cm² einen signifikanten Unterschied zwischen 0,1 µM und 1 µM 

(p < 0,05). 

Für die eNOS Expression konnte unter niedrigem Scherstress ein signifikanter (p < 0,05) 

und unter hohem Scherstress ein tendenzieller Statineffekt gezeigt werden (p = 0,09). 

Die eNOS wurde bei niedrigem Scherstress und 0,1 µM ATOR tendenziell vermindert 

(p = 0,08) und 1 µM ATOR bewirkte eine signifikante Erhöhung (p < 0,01) (Abb. 26 unten 

links). Weiterhin wurde bei niedrigem Scherstress zwischen beiden ATOR 

Konzentrationen ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der eNOS Expression 

festgestellt (p < 0,01). PRA hatte bei niedrigem Scherstress keinen Einfluss auf die 

Genexpression der eNOS (Abb. 26 unten rechts). Bei 10 dyne/cm² Scherstress wurde für 

1 µM ATOR eine tendenzielle Erhöhung der eNOS gezeigt (p = 0,09). Die niedrigere 

Konzentration hatte keinen Effekt. PRA (1 µM) hatte mit der Kontrolle vergleichbare 

eNOS Expressionslevel und 0,1 µM führte tendenziell zu einer Erhöhung der eNOS 

(p = 0,06). 

3.2.5 Microarray Analysen der Migrationsversuche mit Statinen 

Zusätzlich zur Hypothesen-gestützten Genexpressionsanalyse der Migrationsversuche 

wurden für die 1 µM Statinbehandlung und beide Scherstressbedingungen DNS-

Microarrays, als exploratives Transkriptom-Profiling, durchgeführt. Mit Hilfe dieser 

Analyse sollten mögliche Unterschiede in der Genexpression gefunden werden, die das 

unterschiedliche Migrationsverhalten erklären könnten. Diese Untersuchungen 

erfolgten in Kooperation mit dem Interfakultären Institut für Genetik und funktionelle 

Genomforschung. 
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Der statistischen Auswertung der Microarrays wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,001 

zugrunde gelegt. Insgesamt waren 27 Transkripte mit Scherstress, 128 Transkripte mit 

der Statinbehandlung und 19 mit der Scherstress*Statin Interaktion (Effekt von 

Scherstress unterschiedlich durch ATOR und PRA beeinflusst) assoziiert (Abb. 27 links). 

Dabei wurde lediglich für Scherstress und die korrespondierende Interaktion ein 

gemeinsames Transkript gefunden. Die Gruppenvergleiche zeigten, dass die 

flussabhängigen Transkripte in der Kontrolle und Statinbehandlung unterschiedlich 

waren (Abb. 27 rechts). Unter Kontrollbedingungen waren 18, bei ATOR 43 und bei PRA 

20 Transkripte flussabhängig. Zwischen diesen drei Gengruppen gab es keine 

Überlappungen. 

 

Abbildung 27: Venn-Diagramme der Microarray Analysen. Basierend auf einem 

Signifikanzniveau von p < 0,001 sind die Haupteffekte für Scherstress, Statinbehandlung und die 

korrespondierende Interaktion (links) dargestellt. Das rechte Venn-Diagramm zeigt die 

unterschiedlich regulierten Transkripte zwischen niedrigem und hohem Scherstress für die 

Kontroll-, ATOR- und PRA-Gruppe. 

Die signifikanten Transkripte wurden anschließend mit Hilfe der DAVID Datenbank 6.8 

und einer gleichzeitigen KEGG-Signalweg-Analyse untersucht, um mögliche 

Zusammenhänge zwischen den Genen und deren zellulären Prozessen und 

Funktionalität herzustellen. Transkripte die mit Scherstress assoziiert waren 

beeinflussen die Transkription, metabolische Prozesse und extrazelluläre Vesikel (siehe 
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Anhang Tabelle 14-17). Die mit Statinbehandlung assoziierten Gene regulieren die 

Sphingolipid- und Neurotrophin-Signalwege (siehe Anhang Tabelle 17). Weiterhin 

wurden das Nukleoplasma, die zelluläre Stressantwort, der Lipidmetabolismus und 

andere metabolische Prozesse durch Statine beeinflusst (siehe Anhang Tabelle 14-16). 

Für die Gene mit der Statin*Scherstress Interaktion wurde eine Assoziation mit 

Intermediärfilamenten, der signal transducer Aktivität und des transmembrane receptor 

protein tyrosine kinase signaling pathway identifiziert (siehe Anhang Tabelle 14-17). 

Flussabhängige Gene in der Kontrollgruppe (kein Statin) hatten einen Einfluss auf 

katabole Proteinprozesse, die Ubiquitin-Protein-Ligase Bindung und auf 

Intermediärfilamente (siehe Anhang Tabelle 14-17). Unter Fluss aktivierte ATOR Gene 

mit einer Wirkung auf den single organism process, Transkriptionsfaktor-Komplex, 

extrazelluläre Vesikel, Intermediärfilamente, Enzymaktivitäten und verschiedene 

molekulare Bindungen (z.B. ATP-, DNS-, Lipid- und Ionenbindungen). Weiterhin 

beeinflusste ATOR metabolische Signalwege (z.B. Sphingolipid-Signalweg) und den Ras-

Signalweg (siehe Anhang Tabelle 14-17). PRA aktivierte unter Fluss Gene, denen eine 

Funktion bei metabolischen Signalwegen und des Hedgehog Signalwegs zugeschrieben 

wird. Neben reproduktiven Prozessen zeigte PRA auch eine Wirkung auf zelluläre 

katabole Prozesse und das receptor binding (siehe Anhang Tabelle 14-17). 

Eine Clusteranalyse für die Transkripte mit einer signifikanten Scherstress*Statin 

Interaktion ergaben Unterschiede für die einzelnen Behandlungsgruppen (Abb. 28). Für 

Cluster A wurden acht Transkripte identifiziert. Die rote Farbe verdeutlicht, dass diese 

Gene unter niedrigem Scherstress und ATOR herunterreguliert waren. Die Behandlung 

mit PRA zeigte das Gegenteil. Die gleichen acht Transkripte waren somit unter niedrigem 

Scherstress hochreguliert. Unter Kontrollbedingungen gab es keine einheitliche 

Veränderung durch Fluss. Cluster B hatte nur ein Gen (BEX1). BEX1 war ausschließlich 

unter niedrigem Scherstress und ATOR Behandlung stark aktiviert und bei hohem 

Scherstress herunterreguliert. Die Kontroll- und PRA-Gruppe wiesen unter beiden 

Flussbedingungen tendenziell eine Rotfärbung (Herunterregulation) auf. Cluster C 

besteht aus zwei Genen. ATOR hatte keinen Einfluss (1,5 dyne/cm²) bzw. bewirkte bei 

10 dyne/cm² eine Rotfärbung (Herunterregulation) dieser Transkripte. PRA wies keine 
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einheitliche Veränderung durch Scherstress auf. In der Kontrollgruppe führte der 

niedrige Scherstress zu einer Herunterregulation und der hohe Scherstress zu einer 

Hochregulation dieser zwei Gene. Für Cluster D wurden drei Gene identifiziert. Diese 

Gene zeigten unter den drei Behandlungsgruppen keine einheitliche Veränderung der 

Regulation durch Fluss. Cluster E hat sechs Gene. Es kam bei ATOR unter niedrigem 

Scherstress zu einer Herunterregulation und bei hohem Scherstress zu einer 

Hochregulation. Die Kontrollgruppe zeigte einen gegensätzlichen Effekt. Diese sechs 

Gene waren somit unter niedrigem Scherstress hochreguliert und unter hohem 

Scherstress herunterreguliert. PRA führte zu keiner einheitlichen Veränderung der 

Regulation dieser Gene durch Fluss. 

 

Abbildung 28: Heatmap der Cluster-Analyse. Dargestellt sind die geclusterten Transkripte mit 

einer signifikanten Scherstress*Statin Interaktion. Für die einzelnen Behandlungsgruppen konnte 

teilweise eine unterschiedliche Regulation der Transkripte in den einzelnen Clustern gezeigt 

werden. 
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Mit Hilfe einer Upstream – Ingenuity Pathway Analysis (IPA) konnte zusätzlich gezeigt 

werden, dass es für beide Statine unter hohem Scherstress eine unterschiedliche 

Regulation von 21 Downstream-Molekülen des X-Box bindenden Protein 1 (XBP 1) gab. 

Für die Schnittmenge konnte ein sehr hohes Signifikanzniveau gezeigt werden 

(p = , ∙10-9). Gemäß der Upstream – IPA und der entsprechenden Regulation dieser 

Transkripte, muss XBP 1 unter PRA im Vergleich zu ATOR eine geringere Aktivität 

aufgewiesen haben (ATOR vs. PRA Activation z-score = -4,188).  

Zur Validierung der Microarray Analyse wurden fünf Transkripte mit einer signifikanten 

Interaktion ausgewählt. Über eine RT-qPCR wurde die Genexpression von LMN1, SSR1, 

ATP2A2, DNAJC3 und DNAJC10 bestimmt und mit den Intensitäten des Microarrays 

verglichen. Die grafische Darstellung zeigte für diese fünf Gene bei beiden Methoden 

vergleichbare Expressionsmuster (siehe Anhang Abb. 45). Die Daten des Microarrays 

konnten somit über die RT-qPCR validiert werden. 

3.3 Einfluss der Statine auf die XBP 1 Genexpression 

Im vorangegangenen Abschnitt konnten Unterschiede in der Genexpression von 

Downstream Molekülen des Regulators XBP 1 durch beide Statine gezeigt werden. Das 

XBP 1 Protein ist ein Transkriptionsfaktor, der durch Regulation von wichtigen Genen für 

die Funktionalität des Immunsystems und an der zellulären Stressreaktion beteiligt ist. 

Es spielt ebenfalls bei der Differenzierung von Plasmazellen und der Stressantwort des 

endoplasmatischen Retikulums eine wichtige Rolle (Yoshida, Matsui et al. 2001, 

Iwakoshi, Lee et al. 2003). Weiterhin ist bekannt, dass es an der Regulation der 

endothelialen Proliferation, an Prozessen der endothelialen Migration und dem Schutz 

der EC vor oxidativem Stress beteiligt ist (Martin 2012, Zeng, Xiao et al. 2013, Martin, Li 

et al. 2014, Duan, Yang et al. 2015). 

Aufgrund der oben genannten Arbeiten (Martin 2012, Zeng, Xiao et al. 2013, Duan, Yang 

et al. 2015) und der Ergebnisse der Microarray Analysen wurde die XBP 1 Genexpression 

untersucht. Eine Varianzanalyse ergab bei den statischen Versuchen nach 48 h einen 

signifikanten Effekt der Statine auf die Expression von XBP 1 (p < 0,01). Weiterhin kam es 

bei beiden Konzentrationen von ATOR und 0,1 µM PRA zu einer signifikanten Erhöhung 
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von XBP 1 (Abb. 29 links). Bei der Konzentration von 1 µM konnte zwischen ATOR und 

PRA ein signifikanter Unterschied in der Expression von XBP 1 gezeigt werden (p < 0,05). 

Die Kombination mit Mevalonat führte bei 0,1 µM ATOR und 0,1 µM PRA zu 

Expressionslevel die mit der Kontrolle vergleichbar waren (Abb. 29 rechts). Bei 1 µM 

ATOR und Mevalonat blieb XBP 1 signifikant erhöht (p < 0,05). 

 

Abbildung 29: Einfluss der Statine auf die Expression von XBP 1 unter statischen Bedingungen. 

Unter statischen Bedingungen führten ATOR und 0,1 µM PRA zu einer signifikanten Erhöhung 
von XBP 1 (links). Bei 1 µM konnte zwischen ATOR und PRA ein signifikanter Unterschied 

festgestellt werden. Die Kombination mit Mevalonat führte, bis auf bei 1 µM ATOR, zu einer 

Expression die vergleichbar mit der Kontrolle war (rechts). Bei ATOR (1 µM) und Mevalonat war 

XBP 1 weiterhin signifikant erhöht. Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die 

statische Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 48 h Proliferationsversuchen (n ≥ 5). 

Signifikante Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle wurden mit * (p < 0,05) dargestellt. 

Signifikante Unterschiede zwischen unabhängigen Behandlungsgruppen wurden mit # (p < 0,05) 

gekennzeichnet. 

Für Scherstress wurde ein signifikanter Einfluss auf die XBP 1 Expression gefunden 

(p < 0,01). Die Gruppenanalysen ergaben unter beiden Flussverhältnissen eine jeweils 

signifikante Erhöhung von XBP 1 (1,5 dyne/cm² p < 0,01; 10 dyne/cm² p < 0,05) (Abb. 30 

oben). Die zwei Flussverhältnisse wiesen vergleichbare Expressionsniveaus auf. Die 

Statine hatten weder in einer Varianzanalyse noch in einer Gruppenanalyse einen 

signifikanten Einfluss auf die Expression von XBP 1. Für 0,1 µM ATOR wurde unter 

beiden Flussverhältnissen eine tendenzielle Erhöhung von XBP 1 gefunden (Abb. 30 

unten links). PRA (1 µM) zeigte unter hohem Scherstress eine tendenzielle Erhöhung von 

XBP 1. Die anderen Behandlungen hatten keinen Effekt (Abb. 30 unten rechts). 
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Abbildung 30: Einfluss der Statine auf die Expression von XBP 1 unter Scherstress. Unabhängig 

von der Höhe des Scherstress kam es zu einer signifikanten Erhöhung von XBP 1 (oben). 

Unabhängig von der Höhe des Scherstress führte die Behandlung mit 0,1 µM ATOR zu höheren 

Level von XBP 1 (unten links). PRA (1 µM) zeigte lediglich bei 10 dyne/cm²  eine Tendenz zu einer 

erhöhten XBP 1 Expression. Abgebildet sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die jeweilige 

Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 15 h Migrationsversuchen (n ≥ 5). Signifikante 

Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle wurden mit * (p < 0,05) bzw. ** (p < 0,01) dargestellt. 
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Diskussion 

Statine sind ein elementarer Bestandteil der leitliniengerechten, medikamentösen 

Behandlung der Hypercholesterinämie und der koronaren Herzkrankheit (Catapano, 

Graham et al. 2016, Ponikowski, Voors et al. 2016). Sie zeigen durch Senkung des LDL-

Cholesterins sowohl in der Primär- als auch in der Sekundärprävention annährend die 

gleiche relative Risikoreduktion von kardiovaskulären Ereignissen und Senkung der 

Gesamtmortalität (Cholesterol Treatment Trialists, Baigent et al. 2010, Taylor, Huffman 

et al. 2013). Nach Myokardinfarkt und PCI werden Statine empfohlen, da sie die Kurz- 

und Langzeitprognose positiv beeinflussen (Guarini and Marzilli 2013, Leoncini, Toso et 

al. 2013). Die günstigen Effekte sind allerdings nicht nur auf die Senkung des LDLs 

zurückzuführen. Statine haben auch Cholesterin-unabhängige Effekte, sogenannte 

pleiotrope Effekte (Rikitake and Liao 2005). Die klinische Relevanz der pleiotropen 

Effekte wird derzeit allerdings noch kontrovers diskutiert (Pedersen 2010). 

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass es zu einer vermehrten Produktion von 

NO, einer reduzierten Expression von Matrix-Metalloproteasen und einer verminderten 

Zahl von glatten Muskelzellen in artherosklerotischen Plaques kommt (Aikawa, Rabkin et 

al. 2001). Diese Modifizierungen führen vermutlich zu einer Stabilisierung der Plaques 

und haben somit einen Einfluss auf die Progression der Arteriosklerose und die 

Pathogenese des akuten Koronarsyndroms (ACS) (Guarini and Marzilli 2013). Im Falle 

eines ACS mit einer indizierten PCI und gleichzeitiger Stentimplantation können In-Stent-

Thrombosen und Stent-Restenosen häufig zu Komplikationen führen. In experimentellen 

und klinischen Studien deutete die Behandlung mit Statinen auf eine Reduzierung der 

Thrombenbildung, von In-Stent-Thrombosen und Stent-Restenosen hin (Chua, Hung et 

al. 2010, Prasad 2013). Weiterhin ist zur Vermeidung solcher Komplikationen eine 

schnelle Reendothelialisierung und Wiederherstellung eines intakten Endothels 

unerlässlich. In diesem Zusammenhang spielt neben der Mobilisierung von 

endothelialen Progenitorzellen, die endotheliale Proliferation und Migration eine 

wichtige Rolle.  
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In experimentellen Versuchen wurden für Statine biphasische Effekte auf die 

endotheliale Proliferation und Migration beschrieben. Weis und Kollegen zeigten 2002 

für geringe Konzentrationen von Statinen (0,005 bis 0,01 µM) eine gesteigerte 

Proliferation und Migration, aber auch einen inhibierenden Effekt bei hohen 

Konzentrationen (0,05 bis 1 µM) (Weis, Heeschen et al. 2002). Die pleiotropen Effekte 

werden häufig als Wirkstoffklasseneffekte betrachtet, jedoch gibt es auch Unterschiede 

im Ausmaß der LDL-Cholesterin Senkung zwischen den einzelnen Statinen (Weng, Yang 

et al. 2010). Möglicherweise unterscheiden sich die Statine auch in ihren pleiotropen 

Effekten. Ein differenzierter Einfluss von hydrophilen und lipophilen Statinen auf die 

endotheliale Proliferation und Migration ist bisher kaum untersucht. In der vorliegenden 

Arbeit konnten für die getesteten Konzentrationen (0,1 und 1 µM) folgendes gezeigt 

werden:  

1. Die Lipophilie der Statine hatte keinen negativen Einfluss auf die Vitalität der EC, 

jedoch zeigten sich Statin-spezifische Effekte auf die endotheliale Proliferation. 

2. ATOR und PRA hatten einen unterschiedlichen Einfluss die Regulation von Zell-

Zyklus-Genen (CCNB1, CCND2, CCND1). 

3. Für ATOR und PRA wurden unterschiedliche Effekte auf die Expression von 

proliferations- und funktions-modulierenden Gene gezeigt.  

4. Statine führten unter Scherstress zu einer gerichteteren Migration, jedoch hatten 

ATOR und PRA einen unterschiedlichen Einfluss auf die akkumulierte Distanz, die 

euklidische Distanz und die Migrationsgeschwindigkeit. 

5. Die Statine zeigten einen unterschiedlichen Einfluss auf die Genexpression der 

kleinen GTPasen (RAS, ROCK 1, RAC 1), des MAPK/ERK 5- sowie des PI3K-

Signalweges. 

6. Eine Microarray Analyse identifizierte unterschiedlich beeinflusste Signalwege 

und XBP1 als einen möglicherweise Statin-spezifischen Regulator. 
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4.1 Einfluss der Statin-Konzentration und Löslichkeit auf die EC 

Vitalität  

Von Kaneta und Kollegen wurde beschrieben, dass lipophile Statine konzentrations- und 

zeitabhängig einen negativen Einfluss auf die Vitalität bzw. die Apoptose von 

pulmonalen Ratten EC aufweisen (Kaneta, Satoh et al. 2003). Hydrophiles PRA hingegen 

zeigte keinen Effekt (Kaneta, Satoh et al. 2003). In dieser Arbeit wurden hinsichtlich der 

Vitalität der verwendeten HUVEC jedoch keine Unterschiede zwischen dem lipophilen 

ATOR und dem hydrophilen PRA bzw. zur unbehandelten Kontrolle nach 48 h 

Inkubationszeit festgestellt. Möglicherweise lassen sich die kontroversen Effekte durch 

die jeweils verwendeten Konzentrationen erklären. Kaneta und Kollegen haben in ihren 

Hauptversuchen 50 µM des jeweiligen Statins verwendet, im Vergleich dazu kamen in 

der vorliegenden Arbeit deutlich geringere Konzentrationen von 0,1 und 1 µM zum 

Einsatz. Bei einer Dosierung von 40 mg werden maximale Plasmaspiegel für ATOR von 

13-67 ng/mL und für PRA von 45-66 ng/mL erreicht (Shitara and Sugiyama 2006). Dies 

entspricht jeweils einem Konzentrationsbereich von etwa 23-120 nM (ATOR) bzw. 106-

155 nM (PRA). Somit liegen die von Kaneta verwendeten Konzentrationen um mehr als 

das Hundertfache höher, als die physiologischen Plasmaspiegel während einer 

Behandlung mit Statinen. Im Vergleich zu unseren Ergebnissen zeigten die Daten von 

Kaneta allerdings auch ähnliche Effekte für geringere Konzentrationen (<1 µM). ATOR 

hatte in diesem Konzentrationsbereich wie PRA keinen negativen Einfluss auf die 

Vitalität der pulmonalen Ratten EC. Weiterhin war die Inkubationszeit in der 

vorliegenden Arbeit mit 48 h doppelt so lang, so dass sich negative Einflüsse deutlicher 

hätten zeigen müssen. Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass die Lipophilie 

der Statine im physiologischen Konzentrationsbereich in Hinsicht auf die Vitalität eine 

eher untergeordnete Rolle spielt. Die Unterschiede bei supraphysiologischen 

Konzentrationen (z.B. 50 µM) lassen sich vermutlich durch das unterschiedliche 

Penetrationsvermögen erklären. Die lipophilen Statine sind in der Lage die 

Lipiddoppelschicht der Membran durch passive Diffusion zu überwinden, 

währenddessen hydrophile Statine auf einen aktiven Transport angewiesen sind. Ein 

Indiz dafür stellt die IC50 der HMG-CoA-Reduktase in HUVEC dar. Sie liegt für ATOR bei 
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5,5 nM und für PRA bei 1900 nM (Buckett L 2000). Die Hemmung der HMG-CoA-

Reduktase erfolgt in HUVEC somit schon bei physiologischen Konzentrationen von ATOR, 

während bei PRA supraphysiologische Konzentrationen notwendig sind. Dies könnte 

erklären, warum die supraphysiologischen Konzentrationen von ATOR, jedoch nicht von 

PRA, zytotoxische Effekte aufwiesen. 

4.2 Differenzierter Einfluss von ATOR und PRA auf die EC 

Proliferation 

In der Literatur werden häufig antiproliferative Effekte von Statinen beschrieben 

(Schaefer, Kuhlmann et al. 2004, Burgazli, Bui et al. 2013). Des Weiteren wurde durch 

Weis und Kollegen kontroverse, konzentrationsabhängige Effekte der Statine 

beschrieben (Weis, Heeschen et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe 

des xCelligence und des BrdU Assay für 0,1 µM ATOR eine erhöhte Proliferation 

nachgewiesen. Die höhere Konzentration von ATOR wies im Vergleich zu 0,1 µM mit 

beiden Methoden eine geringere Proliferation auf. Die konzentrationsabhängige 

Abnahme der Proliferation unter ATOR kann durch die Arbeit von Weis und Kollegen 

erklärt werden. Sie zeigten 2002 für Cerivastatin, ebenfalls ein lipophiles Statin, bei 

geringen Konzentrationen (bis 0,01 µM) eine Erhöhung der Proliferation. Höhere 

Konzentrationen (> 0,05 µM) führten in deren Versuchen zu einer im Vergleich zur 

Kontrolle geringeren Proliferation (Weis, Heeschen et al. 2002). Die hier verwendeten 

Konzentration lagen über denen von Weis und Kollegen, zeigten jedoch für 0,1 µM ATOR 

keine apoptotischen Effekte. Dies kann mit Hilfe der Arbeit von Negre-Aminou und 

Kollegen erklärt werden. Sie beschrieben in ihren Experimenten eine unterschiedliche 

IC25 von ATOR und Cerivastastin für die Proliferation der HUVEC (ATOR > 0,5-1 µM, 

Cerivastatin > 0,01 µM) (Negre-Aminou, van Vliet et al. 1997). Da 1 µM für ATOR im 

Bereich bzw. über der IC25 liegt, erklärt sich auch der unterschiedliche Einfluss von ATOR 

auf die Proliferation. Für PRA wurde mittels BrdU ein antiproliferativer Effekt 

demonstriert. Dies entspricht auch den Ergebnissen der Literatur. Allerdings werden für 

PRA antiproliferative Effekte ab einer Konzentration von etwa 50 µM beschrieben 

(Negre-Aminou, van Vliet et al. 1997, Asakage, Tsuno et al. 2004). Diese Konzentration 

ist jedoch um ein Vielfaches größer, als der von uns getestete Konzentrationsbereich. 
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Somit wäre bei 0,1 und 1 µM PRA keine Beeinflussung der Proliferation zu erwarten 

gewesen. Die Ergebnisse des BrdU Assays für PRA konnten mit der Bioimpedanz 

Methode (xCelligence) leider nicht bestätigt werden. 

Die unterschiedlichen Ergebnisse beider Methoden lassen sich vermutlich durch deren 

Messmethode erklären. Im Vergleich zum BrdU-Assay erlaubt das xCelligence eine nicht-

invasive Messung der bioelektrischen Impedanz als Surrogat für die Proliferation, 

wodurch die Zellen keinen weiteren chemischen Reagenzien ausgesetzt sind (Ke, Wang 

et al. 2011). Weiterhin erfolgt im Gegensatz zum BrdU (Endpunktbestimmung) mit 

dieser Methode eine Echtzeitmessung. Allerdings ist eine steigende Bioimpedanz nicht 

zwingend nur auf eine vermehrte Proliferation der Zellen (Zellzahl) zurückzuführen, 

sondern kann auch durch eine Zunahme der Zellgröße verursacht werden. Zur 

Überprüfung der Zellgröße wurden nach Beendigung der Proliferationsversuche die 

Zellen der einzelnen Behandlungsgruppen fixiert und angefärbt. Im lichtmikroskopischen 

Bild konnten zwar keine sichtbaren Unterschiede festgestellt werden, allerdings war 

eine genaue Quantifizierung der Zellgröße aufgrund der im Mikroskop sichtbaren 

Messelektroden der verwendeten E-Plates nicht möglich. Im Gegensatz dazu wird beim 

BrdU-Assay die DNS-Replikation als Surrogat für die zelluläre Proliferation bestimmt. 

Eine vermehrte Replikation ist eine essentielle Voraussetzung für proliferierende Zellen. 

Das verwendete Reagenz, 5-Brom- ‘-desoxyuridin, wird während der Mitose in die DNS 

der Zellen eingebaut und über das Ausmaß des detektierten BrdUs kann ein Rückschluss 

auf das Proliferationsverhalten der Zellen geschlossen werden. BrdU selbst ist zwar 

toxisch und mutagen, liefert aber die direktesten Informationen hinsichtlich der 

Proliferation (Menyhart, Harami-Papp et al. 2016). Das xCelligence hat hingegen bei der 

Bestimmung der Zeitpunkte für die Endpunktmessungen und der zeitlichen Profile der 

Arzneistoff-Wirkungsbeziehung seine Stärken (Kho, MacDonald et al. 2015). Nach 

Zusammenschau der Befunde aus der Literatur und unserer Arbeiten scheint der BrdU-

Assay, der auch als Goldstandard dient, die validere Methode zu sein. Demnach führt 

ATOR unter physiologischen Konzentrationen zu einer positiven, PRA zu einer 

reduzierten endothelialen Proliferation  
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Eine Zugabe von Mevalonat (Produkt der HMG-CoA-Reduktase) sollte die Effekte der 

Statine wieder aufheben (Laufs and Liao 2003). Für ATOR konnte dies mit beiden 

Methoden auch bestätigt werden. Nach Zugabe von Mevalonat lag die Proliferation auf 

einem mit der Kontrolle vergleichbaren Niveau. Die Effekte sind demnach auf die 

Hemmung der Cholesterolbiosynthese zurückzuführen. Im Gegensatz dazu zeigte PRA 

(BrdU) auch nach Zugabe von Mevalonat eine verminderte Proliferation. Somit steht 

dieser Effekt vermutlich nicht im Zusammenhang mit der Hemmung der HMG-CoA-

Reduktase. Für Statine wurden neben der HMG-CoA-Reduktase bereits auch andere 

zelluläre Targets beschrieben. Zum Beispiel zeigte McLean 2012 einen Zusammenhang 

zwischen Statinen und dem Apelin/APJ –Signalweg und postulierte einen neuen 

Mechanismus der pleiotropen Effekte (McLean, Kim et al. 2012). Ergebnisse unserer 

Arbeitsgruppe demonstrieren diesbezüglich unterschiedliche Effekte für ATOR und PRA, 

wenn der APJ-Rezeptor durch einen synthetischen Antagonisten geblockt war. Wir 

konnten zeigen, dass die Proliferation von HUVECs bei einem antagonisierten APJ durch 

PRA, nicht aber durch ATOR, im Vergleich zur alleinigen Statinbehandlung erhöht wurde 

(Lorenz 2016). In einer anderen Studie wurden die Effekte eines geblockten APJ unter 

Statinen hinsichtlich der flussinduzierten Migration untersucht und mit denen einer 

einfachen Behandlung mit ATOR und PRA verglichen. Ein geblockter APJ führte zu einer 

verminderten flussinduzierten Migration unter ATOR, während die PRA-behandelten EC 

ein vergleichbares Migrationsverhalten aufwiesen (Materzok 2017). Demnach scheinen 

die Effekte von ATOR und PRA auf unterschiedliche zelluläre Mechanismen 

zurückzuführen zu sein. Diese Befunde bedürfen allerdings weiterer Studien. 

4.3 Einfluss der Statine auf proliferations-beeinflussende Gene 

In der Literatur wird eine vermehrte Proliferation mit einer Hochregulation von 

typischen Zell-Zyklus-Genen assoziiert (Whitfield, George et al. 2006). Im Rahmen der 

Tumorforschung wurde für Statine bereits ein Einfluss auf den Zell-Zyklus beschrieben. 

In verschiedenen Tumorzelllinien kam es unter Statinbehandlung zu einem Arrest des 

Zell-Zyklus vorrangig in der G1-Phase (Javanmoghadam-Kamrani and Keyomarsi 2008). 

Weiterhin wurde eine Herunterregulation von zum Beispiel Cyclin A (S- in G2-Phase), B 

(G2- in M-Phase) und E (G1- in S-Phase) auf Proteinebene gezeigt. Allerdings 
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verwendeten diese Arbeiten höhere Statinkonzentratio e  ≥ 10 µM). Der Zell-Zyklus-

Arrest erklärt auch die in diesem Konzentrationsbereich beschriebenen negativen 

Effekte der Statine auf die Proliferation. Ein solcher Arrest war basierend auf den 

Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit aber auch nicht zu erwarten. Aufgrund der 

erhöhten Proliferation bei 0,1 µM ATOR wäre eine Hochregulation von Zell-Zyklus-

Genen zu erwarten gewesen. Assmus und Kollegen zeigten in einer Microarray-Analyse 

für diese Konzentration bereits eine Hochregulation von verschiedenen Cyclinen in 

endothelialen Progenitorzellen nach 10 h Behandlung (Assmus, Urbich et al. 2003). 

Cyclin B1, B2 und D1 wurden in der vorliegenden Arbeit nicht positiv reguliert. Unter 

1 µM ATOR kam es zu einer verminderten Expression von Cyclin B1 und D1. Dies könnte 

den unterschiedlichen Einfluss der Konzentrationen von ATOR auf die Proliferation 

erklären. Weiterhin ist es ein Indiz für die biphasischen Effekte von ATOR. Die 

Behandlung mit PRA hatte keinen Einfluss auf die Expression der untersuchten Zell-

Zyklus-Gene. Möglicherweise sind nach 48 h die untersuchten Cycline auf 

Transkriptionsebene nicht mehr unterschiedlich reguliert. Ein Indiz dafür wäre die von 

Assmus gezeigte Proteinexpression nach 24 h. Hier wurden zwischen der Kontrolle und 

0,1 µM ATOR für Cyclin D1 kein Unterschied festgestellt, währenddessen andere Cycline 

(z.B. Cyclin A und F) weiterhin hochreguliert waren (Assmus, Urbich et al. 2003). Die 

unterschiedlichen Effekte auf die Proliferation müssen demnach auf andere Zell-Zyklus-

regulierenden Gene zurückzuführen sein oder die Regulation dieser Gene findet nur auf 

Proteinebene statt.  

Weitere Rückschlüsse auf die unterschiedlichen Effekte hinsichtlich der Proliferation 

könnten durch Betrachtung anderer zellulärer Prozesse gewonnen werden. Die kleinen 

GTPasen sind an der Regulation vieler Prozesse beteiligt. Einige von ihnen werden mit 

der Proliferation von Zellen assoziiert. In diesem Zusammenhang wurden für zwei 

Mitglieder der RAB-Familie unterschiedliche Einflüsse von ATOR und PRA auf deren 

Expression gezeigt. Während PRA keinen Effekt zeigte, führte ATOR bei RAB1A und 

RAB5A zu einer Hochregulation. Die einzelnen RAB-Proteine sind in der Zelle spezifisch 

lokalisiert und spielen beim vesikulären und Signaltransport eine wichtige Rolle 

(Stenmark and Olkkonen 2001, Subramani and Alahari 2010). Bei einer 
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Herunterregulation von RAB1A wurde in Tumorzelllinien ein vermindertes Zellwachstum 

beschrieben (Xu, Qian et al. 2017). Tan und Kollegen konnten für RAB5A an vaskulären 

glatten Muskelzellen ähnliche Effekte zeigen (Tan, Jia et al. 2016). Weiterhin assoziierten 

einige Arbeiten eine Beteiligung von RAB5A an der Ausrichtung und Trennung der 

Chromosomen während der Mitose (Militello and Colombo 2013). Die Hochregulation 

unter ATOR könnte somit die vermehrte Proliferation der geringeren Konzentration 

erklären. Jedoch würde die erhöhte Expression beider RABs durch beide ATOR 

Konzentrationen nicht die biphasischen Effekte von ATOR auf die Proliferation erklären. 

Allerdings sollte berücksichtigt werden, dass die Expression eines Gens nur bedingt 

Rückschlüsse auf die Expression und Aktivität des Proteins zulässt. Weiterhin wird bei 

den kleinen GTPasen zwischen einer aktiven (mit GTP) und einer inaktiven (mit GDP) 

Form unterschieden. Möglicherweise haben auch beide Statine auf Proteinebene einen 

Einfluss auf die Aktivität der RABs. Zusammenfassend liefern die Genexpressionsdaten 

lediglich erste Hinweise über eine Beteiligung unterschiedlicher Gene bei den Effekten 

verschiedener Statine. 

4.4 Beeinflussung der Endothelfunktion durch Statine 

Ein intaktes Endothel ist maßgeblich für die Aufrechterhaltung einer gesunden 

Gefäßfunktion. Wie bereits dargestellt, ist eine endotheliale Dysfunktion häufig das 

erste Anzeichen einer Arteriosklerose (Gimbrone and Garcia-Cardena 2016). Eine 

gesunde Endothelfunktion ist durch einen atheroprotektiven Phänotypen 

gekennzeichnet. Dieser ist zum Beispiel durch antiinflammatorische, antikoagulative und 

antioxidative Eigenschaften charakterisiert. Die Therapie mit Statinen soll diesen 

Phänotyp durch ihre pleiotropen Effekte fördern (Liao and Laufs 2005). Ein bedeutender 

Regulator der Endothelfunktion ist die eNOS. Statine haben positive Effekte auf die 

eNOS (Rikitake and Liao 2005) (siehe 1.3.4). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass unter 

physiologischen Statinkonzentrationen ATOR die Expression der eNOS in HUVEC unter 

statischen Bedingungen erhöhte. Eine Konzentrationssteigerung von ATOR führte zu 

einer vermehrten Expression. Diese konzentrationsabhängige Steigerung der eNOS 

Expression wurde bereits von Landsberger und Kollegen 2005 dargestellt (Landsberger, 

Jantzen et al. 2005). PRA führte zu keiner Veränderung der eNOS Expression. In der 
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Literatur werden zwar Effekte von PRA beschrieben, jedoch beziehen diese sich meist 

auf die Aktivität der eNOS. Kaesemeyer und Kollegen beschrieben für PRA und 

Simvastatin eine Endothel-abhängige Vasorelaxation von murinen Aortenringen 

(Kaesemeyer, Caldwell et al. 1999). Unter Statinbehandlung zeigten sie an bovinen EC 

ebenfalls eine vermehrte Freisetzung von NO. Durch Blockade der eNOS mit L-NAME 

wurde dieser Effekt aufgehoben. Diese Statin-abhängigen Effekte auf die eNOS wurden 

ebenfalls in einer klinischen Studie und einem eNOS-defizienten Tierversuch bestätigt 

(John, Schlaich et al. 1998, Landmesser, Engberding et al. 2004). In keiner dieser 

Arbeiten wurde auf die Genexpression der eNOS unter PRA verwiesen. Demnach könnte 

es sein, dass PRA auf Transkriptionsebene eine eher untergeordnete Rolle spielt, 

allerdings auf Proteinebene zu einer vermehrten Aktivität der eNOS führt.  

Die Effekte der Statine auf die eNOS werden meist mit der Hemmung der HMG-CoA-

Reduktase in Verbindung gebracht. In den durchgeführten Versuchen konnte dies 

bestätigt werden, denn durch Zugabe von Mevalonat wurde die ATOR-induzierte 

Hochregulation der eNOS wieder aufgehoben. Landsberger und Kollegen zeigten 

ebenfalls eine Abhängigkeit vom Cholesterolsyntheseweg und der damit verbundenen 

Isoprenylierung der kleinen GTPasen (Landsberger, Jantzen et al. 2005). In ihren 

Versuchen spielte die Geranylgeranylierung (z.B. Rho-GTPasen und Rac (Roberts, Mitin 

et al. 2008)) dabei eine wichtigere Rolle als die Farnesylierung (z.B. Ras (Sebti 2005)). 

Andererseits beschrieben Datar und Kollegen eine Aktivierung der eNOS, die unabhängig 

von der Inhibierung der HMG-CoA-Reduktase war. Sie zeigten eine Aktivierung der eNOS 

durch Signalwege, die mit dem Zelloberflächenrezeptor Scavenger-Rezeptor B1, Gi-

Protein, Phospholipase C und extrazellulärem Calciumeinstrom in die EC assoziiert sind 

(Datar, Kaesemeyer et al. 2010). Dies verdeutlicht umso mehr, dass Statine noch andere 

Targets als die HMG-CoA-Reduktase haben müssen, die die eNOS und andere zelluläre 

Prozesse beeinflussen. Hierzu bedarf es weiterer Untersuchungen. 

Eine antithrombotische bzw. antikoagulative Eigenschaft ist ein weiteres 

Charakteristikum des atheroprotektiven Phänotyps. In Rahmen der Hämostase 

übernimmt Thrombomodulin bei der Hemmung der Blutgerinnung eine Schlüsselrolle. 

Dieses Protein fungiert in EC als transmembranöser Rezeptor des Gerinnungsfaktors IIa 
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(Thrombin). Durch Bindung von Thrombin wird selbiges inaktiviert und es kommt über 

den Protein C/S-Komplex zu einer Inhibierung der Gerinnungsfaktoren V und VIII 

(Dittman and Majerus 1990, Sadler 1997). Ein Mangel an Thrombomodulin führt 

demnach zu einer verstärkten Koagulation und Thrombusbildung, die im murinen 

Tierversuch bestätigt wurde (Dorffler-Melly, de Kruif et al. 2003). Demnach fungiert 

Thrombomodulin als natürliches Antikoagulans.  

Unsere Versuche zeigten für ATOR eine konzentrationsabhängige Erhöhung der 

Thrombomodulin Expression. Diese Statin-induzierte Zunahme der Konzentration von 

Thrombomodulin wurde bereits beschrieben (Shi, Wang et al. 2003, Parmar, Nambudiri 

et al. 2005). Jedoch verwendeten die meisten Arbeiten lediglich lipophile Statine. Die 

durch ATOR verursachte Erhöhung des Thrombomodulins konnte durch Mevalonat 

wieder aufgehoben werden. Weiterhin resultierte die Erhöhung, analog zu der der 

eNOS, vermutlich vorranging auf einer verminderten Geranylgeranylierung von 

Proteinen (Shi, Wang et al. 2003). PRA hatte unter den getesteten Konzentrationen 

jedoch keinen Einfluss. Zwar wurde für PRA auch schon ein positiver Einfluss auf 

Thrombomodulin beschrieben, jedoch sind diese Ergebnisse nicht direkt vergleichbar. So 

wurden zum Beispiel in diesen Arbeiten die EC zunächst it Tu or ekrosefaktor α 

behandelt und/oder es kamen sehr hohe Konzentrationen (> 5 µM) zum Einsatz 

(Masamura, Oida et al. 2003, Lin, Chen et al. 2007). In Anbetracht der im Menschen 

gemessenen Konzentrationen (106-155 nM) führt dies jedoch zu einer Verzerrung der 

auftretenden Effekte (Shitara and Sugiyama 2006). Ein Einfluss von PRA auf Protein-

ebene ist zwar nicht auszuschließen, allerdings ist dies aufgrund der für ATOR und 

Pitavastatin gezeigten konzentrationsabhängigen Erhöhung der Genexpression und der 

gleichzeitig resultierenden Proteinerhöhung nicht zu erwarten (Masamura, Oida et al. 

2003, Shi, Wang et al. 2003). Somit scheint PRA unter physiologischen Konzentrationen 

über Thrombomodulin keine antikoagulativen Effekte zu haben. Nichtsdestotrotz kommt 

es unter PRA-Behandlung zu einer Verringerung der Thrombogenität in Patienten. In 

diesem Zusammenhang wurde in einem 6-Monats-Follow-Up bei Patienten mit einer 

Hypercholesterinämie und beginnender PRA-Behandlung eine Senkung des 

gewebespezifischen Plasminogenaktivator, des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 und 

eine gleichzeitige Verringerung der Thrombusbildung erzielt (Dangas, Smith et al. 2000). 



Diskussion 

4.4 Beeinflussung der Endothelfunktion durch Statine 

 

 

83 

Ein weiterer pleiotroper Effekt stellt die antiinflammatorische Wirkung der Statine dar 

(Greenwood and Mason 2007). Dies kann durch verschiedene Ursachen hervorgerufen 

werden. Zum einen haben Statine verschiedene Effekte, die zu einer reduzierten 

Antwort des erworbenen (z.B. Erhöhung der regulatorischen T-Zell Differenzierung) und 

angeborenen Immunsystems (z.B. Verringerung der Leukozyten-EC Adhäsion) führen. 

Andererseits bewirkt die Inhibierung der Isoprenoidsynthese, wie bei der eNOS und 

Thrombomodulin, eine verminderte posttranslationale Isoprenylierung von Proteinen. 

Hierbei kommt es zum Beispiel zu einer Verminderung der NF-κB-Aktivität (Bu, Griffin et 

al. 2011). Weiterhin führen Statine auch zu einer Beeinflussung von Adhäsionsmolekülen 

(Greenwood and Mason 2007). Ein typischer Vertreter ist VCAM-1. Es ist ein 

endotheliales Zelloberflächenprotein, das unter anderem an der Adhäsion von 

inflammatorischen Zellen (z.B. Leukozyten) beteiligt ist (Sans, Panes et al. 1999). Eine 

verminderte Expression von VCAM-1 würde zu einer geringeren Adhäsion von 

Leukozyten führen und dadurch weitere inflammatorische Prozesse verhindern (Cook-

Mills, 2011). 

In der vorliegenden Arbeit konnte für ATOR eine Herunterregulation der VCAM-1 

Genexpression gezeigt werden, die durch Mevalonat wieder aufgehoben wurde. Analog 

zur Regulierung der eNOS und Thrombomodulin scheint diesem Effekt ein ähnlicher 

Mechanismus zugrunde zu liegen, der auf die Hemmung der Isoprenoidsynthese 

zurückzuführen ist. Weiterhin hatte PRA keinen Einfluss auf die Expression von VCAM-1. 

Übereinstimmend mit den gezeigten Ergebnissen konnte von Yang und Kollegen für das 

lipophile Simvastatin eine verringerte VCAM-1 Expression und eine verminderte 

Leukozyten-EC Adhäsion in Lipopolysaccharid behandelten HUVECs beschrieben werden 

(Yang, Huang et al. 2012). Allerdings wurden diese Effekte für höhere Konzentrationen 

(mRNS Expression > 50 µM, Proteinexpression > 5 µM) gezeigt. Die Autoren verwiesen 

gleichzeitig darauf, dass diese Effekte nur bei Konzentrationen auftraten, die oberhalb 

des therapeutischen Bereichs lagen. Die antiinflammatorische Wirkung von ATOR 

konnte auch in einem murinen Tierversuch durch eine Verringerung der VCAM-1 und 

ICAM-1 Expression bestätigt werden (Nachtigal, Jamborova et al. 2006). 

Antiinflammatorische Effekte wurden in der vorliegenden Arbeit für PRA nicht gezeigt. 
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Ob diesbezüglich andere Prozesse beteiligt sind, sollte in weiterführenden Studien 

geklärt werden. In diesem Zusammenhang sollten zum Beispiel ICAM-1, E-, P-Selectin 

oder Matrix-Metalloproteasen untersucht werden. 

Die dargestellten Ergebnisse lassen auf eine Verbesserung der Endothelfunktion durch 

ATOR schließen. Weiterhin gehen diese Effekte vermutlich auf eine verminderte 

posttranslationale Isoprenylierung von Proteinen zurück. Die unveränderte Expression 

der eNOS, Thrombomodulin und VCAM-1 unter PRA lässt sich am ehesten durch dessen 

hydrophile Eigenschaften und dem damit einhergehenden verminderten 

Penetrationsvermögen erklären. Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass 

lipophile Statine in physiologischer Konzentration zu einer Verbesserung der 

Endothelfunktion führen. 

4.5 Einfluss der Statine auf die flussinduzierte Migration 

Die Migration ist neben der Proliferation ein elementarer zellulärer Prozess für die 

Angiogenese und Reendothealisierungsprozesse. Um Rückschlüsse auf das 

Migrationsverhalten von EC zu führen, können Versuche mit EC in sogenannten 

Wundheilungs-Assays durchgeführt werden. Da im menschlichen Organismus EC 

allerdings einem permanenten Scherstress ausgesetzt sind, sollte die Untersuchung der 

Migration unter Flussbedingungen durchgeführt werden. Es ist auch bekannt, dass 

physiologischer Scherstress einen Einfluss auf zelluläre Prozesse bzw. die Pathogenese 

von vaskulären Erkrankungen hat (Kwak, Back et al. 2014, Brown, Teng et al. 2016). In 

der vorliegenden Arbeit wurde deshalb eine Methode entwickelt und etabliert, die nicht 

nur die Betrachtung, sondern auch eine Quantifizierung der flussinduzierten Migration, 

der Mechanotaxis, ermöglicht. Mit der entwickelten Methode konnten 15 h-Versuche 

durchgeführt werden. Zur Vermeidung von On-Set Effekten des Scherstress wurde den 

Zellen eine Adaptionsphase von 30 min gewährt.  

In den durchgeführten Versuchen wurde ein signifikanter Unterschied zwischen der 

Migration unter statischen Bedingungen im Vergleich zu Scherstressbedingungen 

deutlich. Neben der in der Literatur beschriebenen Ausrichtung der EC (Levesque and 

Nerem 1985) wurde auch eine Migration in Flussrichtung gezeigt (Masuda and Fujiwara 
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1993, Lamalice, Le Boeuf et al. 2007). Es gibt allerdings auch Arbeiten, die eine Migration 

entgegen der Flussrichtung beschreiben, jedoch wurden dort sehr hohe Scherstresslevel 

verwendet. Die Autoren verwiesen diesbezüglich auf eine Abhängigkeit von der 

Zelldichte und des EC Subtyps (arteriell oder venös) (Ostrowski, Huang et al. 2014). 

Weiterhin wurde in Abhängigkeit von der Höhe des Scherstress eine Zunahme der 

Direktionalität und der gesamten Migration der EC beobachtet. Mit fortschreitender 

Perfusionsdauer konnte jedoch eine Abnahme der Dir, AD, ED und Vel beobachtet 

werden. Solche Effekte wurden von Fey und Kollegen im Rahmen von 

Adaptionsprozessen mit einhergehender Veränderung der Zell-Zell-Kontakte, der 

Glykokalix und der dadurch verbundenen Wahrnehmung des Scherstress beschrieben 

(Fey, Schubert et al. 2016). 

Eine Statinbehandlung der EC unter Scherstress führte unabhängig von der Lipophilie 

des Medikaments zu einer Erhöhung der Direktionalität. Statine unterstützen bzw. 

verbessern somit eine gerichtete Bewegung von EC unter Scherstressbedingungen. Die 

anderen Migrationsparameter zeigten für ATOR und PRA teilweise unterschiedliche 

Effekte. Im venösen Gefäßbett herrscht ein Scherstress von 1-6 dyne/cm² (Papaioannou 

and Stefanadis 2005). Demnach liegen die in dieser Arbeit verwendeten 1,5 dyne/cm² im 

physiologischen Bereich der venösen HUVEC und die 10 dyne/cm² stellen pathologische 

Scherstressbedingungen dar. Bei physiologischen Flussbedingungen wiesen beide 

Statine einen ähnlichen Einfluss auf die Migration auf. Unter pathologischem Scherstress 

verbesserte nur ATOR die Migration der EC. Vorliegende Ergebnisse führen zu dem 

Schluss, dass ATOR im Vergleich zu PRA eine erhöhte Migration von EC aufzeigt. Dies 

könnte vor allem bei Patienten, die sich einer PCI unterzogen haben, von Bedeutung 

sein. Nach Einsetzen eines Stents könnte somit der Prozess der Reendothealisierung 

medikamentös durch ATOR unterstützt werden. 

4.6 Beeinflussung der Signaltransduktion durch Statine 

Die Migration ist ein komplexer Mechanismus, an deren Regulation diverse Signalwege 

beteiligt sind (Lamalice, Le Boeuf et al. 2007). Übereinstimmend mit der Literatur wurde 

in dieser Arbeit unabhängig von der Höhe des Scherstress eine Zunahme der RAS, ERK 5 

und KLF 2/4 Expression gezeigt (Yan, Takahashi et al. 1999, Zhou, Li et al. 2014, 
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Komaravolu, Adam et al. 2015). Weiterhin kam es zu einer Verringerung der PAK 1 

Expression. Komaravolu und Kollegen zeigten 2015 einen Zusammenhang zwischen dem 

ERK 5-KLF2/4 Signalweg und dem promigratorischen PAK 1 (Komaravolu, Adam et al. 

2015). Eine Aktivierung von ERK 5 führe demnach über eine KLF 2-abhängige 

Herunterregulation von PAK 1 zu einer Inhibierung der endothelialen Migration. In der 

vorliegenden Arbeit wurde auf Genexpressionsebene dieser Zusammenhang bestätigt, 

allerdings konnte eine Herrunterregulation von PAK 1, anders als bei Komaravolu, nicht 

mit einer Inhibierung der EC Migration assoziiert werden. Im Vergleich zur statischen 

Kontrolle nahm die Migration unter Scherstress sogar zu. Demnach scheint eine 

Suppression von PAK 1 unter physiologischen Flussbedingungen eine untergeordnete 

Rolle für die endotheliale Migration zu spielen.  

Komaravolu und Kollegen beschrieben für Statine ebenfalls eine Beeinflussung von 

ERK 5, KLF 2/4 und PAK 1 (Komaravolu, Adam et al. 2015). In deren Versuchen führte 

Simvastatin unter statischen Bedingungen zu einer Erhöhung der ERK 5 

Phosphorylierung/Aktivierung und einer konzentrationsabhängigen Herunterregulation 

von PAK 1. Unsere Versuche zeigten für ATOR und PRA keine Steigerung der ERK 5 

Expression. Unter Fluss scheinen beide Statine somit keinen Einfluss auf die 

Genexpression von ERK 5 zu haben. 

Die Transkriptionsfaktoren KLF 2 und 4 werden sowohl durch Scherstress als auch durch 

Statine aktiviert (Villarreal, Zhang et al. 2010, Nayak, Lin et al. 2011). Weder ATOR noch 

PRA veränderten jedoch die KLF 2 Genexpression unter Fluss. Laut Parmer und Kollegen 

wäre eine Hochregulation der KLF 2 Expression nach ATOR zu erwarten gewesen 

(Parmar, Nambudiri et al. 2005). PRA hingegen hatte in deren getesteten 

Konzentrationsbereich (< 1 µM) keinen Einfluss auf KLF 2. Interessanterweise konnten 

Ali und Kollegen bereits einen synergistischen Effekt von laminarem Scherstress und 

Statinen zeigen, bei dem KLF 2 eine wichtige Rolle spielte (Ali, Zakkar et al. 2009). Sie 

beschrieben eine Hochregulation der antioxidativen Hämoxygenase-1, die bei KLF 2 

defizienten EC vermindert zu sehen war.  
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Im Gegensatz zu KLF 2 hatten die Statine bei KLF 4 einen zusätzlichen Effekt zum 

Scherstress. Die geringe Konzentration von ATOR zeigte bei beiden 

Scherstressbedingungen eine Erhöhung von KLF 4. PRA hingegen wies bei 1,5 dyne/cm² 

eine verminderte und bei 10 dyne/cm² eine erhöhte KLF 4 Expression auf. Villarreal und 

Kollegen konnten ebenfalls eine Erhöhung von KLF 4 in HUVEC durch Simvastatin und 

Scherstress vorweisen (Villarreal, Zhang et al. 2010). Sowohl unsere als auch deren 

Ergebnisse wiesen eine sehr starke Hochregulation von KLF 4 unter Fluss auf. Die 

vermeintlichen Statineffekte könnten somit durch die relativ hohen 

Standardabweichungen der KLF 4 Genexpressionen der jeweiligen Scherstresskontrollen 

erklärt werden. Zur weiteren Aufklärung bedarf es weiterer Untersuchungen. 

Wie bereits erwähnt, zeigte Komaravolu auch eine konzentrationsabhängige 

Verringerung der PAK 1 Expression durch das lipophile Simvastatin. Für ATOR konnte 

allerdings kein weiterer Effekt auf PAK 1 unter Scherstress gezeigt werden. PRA hatte bei 

niedrigem Scherstress auch keinen zusätzlichen Effekt, allerdings wies die niedrige 

Konzentration unter hohem Scherstress eine verminderte PAK 1 Expression auf. Somit 

könnte die im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle verringerte Migration unter 

0,1 µM PRA bei 10 dyne/cm² mit der verminderten PAK 1 Expression dieser 

Behandlungsgruppe assoziiert sein. Da beide Statine unter Scherstress jedoch keinen 

zusätzlichen Einfluss auf den Upstream-Regulator (KLF 2) im Vergleich zur jeweiligen 

Kontrolle hatten, könnten andere Signalwege zu der veränderten Expression von PAK 1 

geführt haben. 

In diesem Sinne könnte der PI3K-Signalweg über RAC 1 einen Einfluss auf PAK 1 und die 

Regulation der endothelialen Migration gehabt haben (Zhao and Manser 2005, Lamalice, 

Le Boeuf et al. 2007). Sowohl PI3K, als auch RAC 1 werden durch Scherstress und Statine 

aktiviert (Go, Park et al. 1998, Dimmeler, Aicher et al. 2001, Tzima, Del Pozo et al. 2002, 

Kou, Sartoretto et al. 2009). Unabhängig von der Höhe des Scherstress wurde lediglich 

für die katalytis he U terei heit p α PIK3CA) eine Erhöhung der Genexpression 

gezeigt. De a h s hei t S herstress kei e  Effekt auf die p β U terei heit zu 

haben. Weiterhin hatten ATOR und PRA keinen Einfluss auf die Genexpression beider 

PI3K Untereinheiten. RAC 1 war lediglich bei hoher ATOR Konzentration und niedrigem 
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Scherstress erhöht. Der geringe Einfluss von Scherstress und Statinen auf die PI3K und 

RAC 1 Genexpression und der in der Literatur beschriebene Effekt lassen vermuten, dass 

eine Regulation auf Proteinebene oder durch posttranslationale Veränderungen 

stattgefunden hat. 

Sowohl der ERK 5- als auch der PI3K-Signalweg können durch den gemeinsamen, 

übergeordneten Regulator RAS beeinflusst werden (Castellano and Downward 2011). In 

der vorliegenden Arbeit wurde für die kleine GTPase RAS eine Erhöhung der 

Genexpression durch Scherstress gezeigt. Dieses Ergebnis würde die vermehrte 

Abundanz von ERK 5 und p α erklären. Die E pressio  der p β U terei heit urde 

durch Scherstress allerdings nicht reguliert. Der differente Effekt von Scherstress auf die 

PI3K Untereinheiten könnte vermutlich mit den Unterschieden in der RAS-

Bindungsdomäne im Zusammenhang stehen. Die p α u d p β zeige  die größte  

strukturellen Abweichungen untereinander innerhalb der RAS-Bindungsdomäne, sodass 

RAS vermutlich einen differenten Effekt auf diese hat (Katso, Okkenhaug et al. 2001). Die 

Rolle von RAS bei der Aktivieru g des p β ist bisher nicht eindeutig geklärt 

(Vanhaesebroeck, Guillermet-Guibert et al. 2010). Scherstress könnte somit über eine 

Akti ieru g o  RAS zu ei er Ho hregulatio  der p α u d ERK 5 geführt haben. Die 

Aufklärung dieses Phänomens war allerdings nicht Ziel dieser Arbeit. Ferner sollte der 

Einfluss von Statinen unter Scherstress auf die RAS Expression untersucht werden. 

Normalerweise müssten Statine über Hemmung der Isoprenoidsynthese die 

Isoprenylierung und somit die Aktivität von RAS beeinflussen (Konstantinopoulos, 

Karamouzis et al. 2007). Für ATOR und PRA wurde unter Scherstress aber kein weiterer 

Effekt auf die RAS beobachtet. In der Literatur wird eine Aktivierung des RAS durch 

Statine an Osteoblasten-Zelllinien beschrieben (Ghosh-Choudhury, Mandal et al. 2007), 

sodass eine Regulation demnach auf Proteinebene zu erwarten wäre.  

Neben den bereits beschriebenen Signalwegen hat RAS unter anderem auch einen 

Einfluss auf die kleine GTPase ROCK 1. ROCK 1 war bei hohem Scherstress erhöht. Von 

Lin und Kollegen wurde eine ROCK-abhängige Beeinflussung des Zytoskeletts durch 

Scherstress beschrieben (Lin, Zeng et al. 2003). Weiterhin ist ROCK 1 auch an anderen 

wichtigen Prozessen beteiligt, die für die zelluläre Migration von Bedeutung sind. So 
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wird zum Beispiel ein Einfluss auf die Regulation der Zellpolarität und der Zellabtrennung 

beschrieben (Amano, Nakayama et al. 2010, Shi, Wu et al. 2013). Daher könnte die 

erhöhte ROCK 1 Expression eine Erklärung für die verbesserte Migration bei hohem 

Scherstress im Vergleich zur statischen Kontrolle sein. ROCK 1 wird, wie die anderen 

GTPasen auch, durch Statine über die Hemmung der Isoprenoidsynthese beeinflusst 

(Liao 2002). Auf Transkriptionsebene konnte jedoch nur unter 0,1 µM ATOR und hohem 

Scherstress eine Hochregulation von ROCK 1 gezeigt werden. Da jedoch bei dieser 

Behandlung die Migration nicht erhöht war, können keine Aussagen über einen ROCK-

abhängigen Einfluss der Statine auf die Migration unter Scherstress getätigt werden. 

Allerdings wurde ein Statin-spezifischer Effekt auf die ROCK 1 Expression gezeigt. 

Ein positiver Effekt von Statinen und Scherstress auf die eNOS Expression wurde bereits 

diskutiert (siehe 1.2.2 und 4.3). In der Literatur wurde von Laufs und Kollegen ein 

Zusammenhang zwischen der inhibierten posttranslationalen Isoprenylierung von 

ROCK 1 durch Statine und einer Hochregulation der eNOS Expression gezeigt (Laufs and 

Liao 1998). Weiterhin führt die Inhibierung des RHO/ROCK-Signalwegs zu einer schnellen 

PI3K/Akt-abhängigen Phosphorylierung und Aktivierung der eNOS (Liao, Seto et al. 

2007). Wie bereits von unserer Arbeitsgruppe beschrieben, konnte in der vorliegenden 

Arbeit eine flussabhängige Erhöhung der eNOS Expression von 1,5 dyne/cm² auf 

10 dyne/cm² gezeigt werden (Busch, Strohbach et al. 2015). Die Höhe des Scherstress 

hatte somit einen Einfluss auf die eNOS Expression. Ein solcher Effekt wurde bereits von 

Uematsu und Kollegen an bovinen und humanen EC beschrieben (Uematsu, Ohara et al. 

1995, Rossi, Rouleau et al. 2010). Die eNOS kann durch verschiedene Mechanismen 

beeinflusst werden. I  de  dur hgeführte  Versu he  kö te so it die p α u d/oder 

die KLFs an der Erhöhung der eNOS beteiligt gewesen sein. Welcher dieser Regulatoren 

der stärkere Aktivator der eNOS ist, kann aus den vorliegenden Daten nicht eruiert 

werden. Hierzu sind weitere Versuche mit Inhibierung der einzelnen Regulatoren (PI3K-

Inhibitor LY294002; siRNS für KLF) notwendig.  

Die Kombination von Scherstress und Statinen sollte einen synergistischen Effekt auf die 

eNOS Expression haben (Rossi, Rouleau et al. 2010). Während PRA keinen Effekt hatte, 

führte die höhere Konzentration von ATOR sowohl unter niedrigem als auch unter 
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hohem Scherstress, wie erwartet, zu einem weiteren Anstieg. Da die eNOS eine zentrale 

Rolle in der Aufrechterhaltung der endothelialen Homöostase spielt, scheint ATOR 

sowohl bei physiologischem als auch bei pathophysiologischem Scherstress die 

Endothelfunktion zu verbessern. Über welchen Signalweg es zu einer Hochregulation der 

eNOS unter ATOR kam, müsste in weiterführenden Versuchen gezeigt werden.  

Die Ergebnisse der Hypothesen-gestützten Genexpressionsanalyse zeigten 

unterschiedliche Expressionslevel einzelner Gene der kleinen GTPasen, des ERK 5/KLF- 

sowie des PI3K-Signalweges für beide Statine. Die Lipophilie hatte im getesteten 

Konzentrationsbereich somit ebenfalls einen Einfluss auf die Genexpression der EC. 

4.7 Exploratives Transkriptom-Profiling 

Die Ursachen für die unterschiedlichen und Scherstress-abhängigen Effekte von ATOR 

und PRA auf die Migration konnten durch den Hypothesen-gestützten Ansatz nicht 

eindeutig geklärt werden. Ein exploratives Transkriptom-Profiling mit Hilfe von 

Microarray Analysen sollte deshalb mögliche Unterschiede in der Genexpression 

identifizieren. Für diese Analysen wurde ATOR und PRA in einer Konzentration von 1 µM 

untersucht, da wir bei dieser Konzentration die größten phänotypischen Unterschiede in 

Abhängigkeit der Höhe des Scherstress feststellten. Die Arrays ermöglichten eine 

Untersuchung von über 40.000 Transkripten. Die Anzahl der signifikant regulierten 

Transkripte war zwar gering, allerdings wurden für ATOR und PRA tatsächlich 

verschieden regulierte Transkripte identifiziert. Dabei handelte es sich auch um 

Transkripte, die bisher noch nicht beschrieben und genauer identifiziert waren, sodass 

deren Bedeutung für zelluläre Prozesse noch unklar ist. Interessanterweise gab es für 

ATOR, PRA und die Kontrollen zwischen niedrigem und hohem Scherstress kein 

gemeinsam reguliertes Transkript. Dies ist ein weiteres Indiz dafür, dass es Unterschiede 

zwischen den einzelnen Statinen gibt und dass die Lipophilie einen Einfluss auf die 

Effekte haben muss. Bei Betrachtung der Cluster-Analyse wurden die unterschiedlichen 

Einflüsse ebenfalls deutlich. So zeigte zum Beispiel Cluster A unter ATOR bei 

1,5 dyne/cm² eine Herunterregulation der Transkripte und bei 10 dyne/cm² eine 

Hochregulation, während PRA einen entgegengesetzten Effekt hatte. 
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Eine Annotation der regulierten Transkripte zeigte eine Beeinflussung von zellulären 

Prozessen, die bei der Migration eine Rolle spielen. So führte zum Beispiel Scherstress zu 

einer Beeinflussung von extrazellulären Vesikeln und metabolischen Prozessen. Zellen 

die vermehrt migrieren, weisen einen erhöhten Energiebedarf auf. Außerdem führen 

Umbauprozesse des Zytoskeletts zu einer verstärkten Aktivierung von metabolischen 

Vorgängen. Die Statine hatten neben der zu erwarteten Beeinflussung des 

Lipidstoffwechsels auch einen Effekt auf die zelluläre Stressantwort. Weiterhin kam es 

zu einer Beeinflussung des Sphingolipid-Signalwegs. Sphingolipide sind ein wichtiger 

Bestandteil von Zellmembranen und haben somit einen Einfluss auf deren Struktur 

(Bartke and Hannun 2009). Außerdem ist für Sphingolipide ein Einfluss auf den Verlauf 

des Zell-Zyklus und der zellulären Migration bekannt (Oskouian and Saba 2010). 

Weiterhin ergaben die Transkripte der Scherstress*Statin Interaktion und der ATOR 

Gruppe eine Beeinflussung der Intermediärfilamente. Dabei handelt es sich um 

Proteinstrukturen, die unter anderem mitverantwortlich für die zelluläre Stabilität sind. 

Verglichen mit Aktin und Mikrotubuli ist deren Bedeutung für die zelluläre Migration 

allerdings noch unzureichend untersucht. Neuere Studien in der Tumorforschung 

zeigten allerdings eine dynamische Reorganisation der Intermediärfilamente und somit 

eine Beteiligung an Prozessen, die zu einer zellulären Migration führen (Leduc and 

Etienne-Manneville 2015). ATOR und PRA wiesen lediglich in der Beeinflussung von 

metabolischen Prozessen eine Gemeinsamkeit auf. Ansonsten wurde für ATOR eine 

Assoziation zum RAS-Signalweg und für PRA zum Hedgehog-Signalweg gefunden. 

Weiterhin konnte für PRA eine Annotation hinsichtlich Rezeptorbindung gezeigt werden. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ATOR und PRA teilweise unterschiedliche 

Mechanismen beeinflussen, die die phänotypischen Unterschiede erklären könnten. 

In einer weiterführenden Untersuchung der Daten konnte mit Hilfe einer IPA-Upstream 

Analyse ein von beiden Statinen unterschiedlich beeinflusster Regulator identifiziert 

werden. ATOR und PRA zeigten bei 10 dyne/cm² eine differente Regulation von 

Downstream-Transkripten des X-Box bindenden Protein 1 (XBP1). Anhand der 

Regulation der Transkripte, schien dieses Protein im Vergleich zu PRA unter ATOR eine 

höhere Aktivität zu haben. XBP1 ist ein Protein, dass eine wichtige Funktion bei der 
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Stressantwort des endoplasmatischen Retikulums und dem Unfolded Protein Response 

(UPR) hat (Yoshida, Matsui et al. 2001). In diesem Zusammenhang lässt sich die 

Annotation für die zelluläre Stressantwort durch Statine möglicherweise auf die 

Beeinflussung des XBP1 zurückführen. Weiterhin wurde für XBP1 auch eine Rolle bei der 

Regulation der endothelialen Proliferation, von Prozessen der endothelialen Migration 

und dem Schutz der EC vor oxidativem Stress in der Literatur beschrieben (Martin 2012, 

Zeng, Xiao et al. 2013, Martin, Li et al. 2014, Duan, Yang et al. 2015). Möglicherweise ist 

XBP1 ein Regulator der pleiotropen Statineffekte. Die unterschiedliche Aktivierung lässt 

aber vermuten, dass möglicherweise die Lipophilie der Statine einen entscheidenden 

Einfluss auf diverse Effekte hat. 

4.8 Einfluss der Statine auf XBP1 

Nach der Identifizierung von XBP1 als möglichen Regulator der pleiotropen Statineffekte 

wurde dessen Genexpression in den durchgeführten Versuchen mit Hilfe der RT-qPCR 

untersucht. Dabei zeigte sich in den statischen Versuchen eine Statin-induzierte 

Hochregulation der XBP1 Expression, die durch Mevalonat wieder aufgehoben werden 

konnte. Somit scheint die Beeinflussung des XBP1 auf der Hemmung der HMG-CoA 

Reduktase und der damit verbundenen Inhibierung der Isoprenoidsynthese zu basieren. 

Da beide Statine jedoch zu einer Hochregulation führten, allerdings einen 

unterschiedlichen Effekt auf die Proliferation hatten, kann keine Aussage hinsichtlich des 

Einfluss von XBP1 auf die Proliferation der EC unter Statinen getroffen werden.  

Im Tierversuch mit ApoE
-/- Mäusen konnte gezeigt werden, dass XBP1 an Verzweigungen 

und artherosklerotischen Läsionen in Arterien stark exprimiert war. In der gleichen 

Arbeit wurde auch gezeigt, dass XBP1 unter turbulentem Scherstress erhöht und unter 

laminarem Scherstress vermindert war (Zeng, Zampetaki et al. 2009). In den 

durchgeführten Versuchen zeigte sich eine deutliche Hochregulation der XBP1 

Genexpression unter laminarem Scherstress, die durch ATOR und PRA nicht zusätzliche 

beeinflusst wurde. Allerdings lässt die Genexpression nicht direkt auf die 

Proteinexpression schließen. Grundlegend kann bei XBP1 auf Proteinebene zwischen 

einer ungespleißten und einer gespleißten Form unterschieden werden. Die 

ungespleißte Form soll Endothelzellen vor oxidativem Stress schützen (Martin, Li et al. 
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2014). In der Arbeit von Zeng wurde auch gezeigt, dass eine Überexprimierung von 

gespleißtem XBP1 mit einer vermehrten Apoptose der HUVEC assoziiert war. 

Andererseits soll eine Überexprimierung des gespleißten und ungespleißten XBP1 die 

Migration der EC verbessern (Martin 2012). In diesem Zusammenhang spielt das 

Verhältnis zwischen beiden Formen wahrscheinlich eine bedeutende Rolle. 

Möglicherweise hatten ATOR und PRA auf Proteinebene einen unterschiedlichen Effekt. 

Andererseits könnten die Statine das Verhältnis zwischen beiden Formen unter-

schiedlich beeinflusst haben. Eine Hypothese wäre, dass PRA die Menge an gespleißtem 

XBP1 fördert, wodurch es zu einer geringeren Proliferation kam. Die Gabe von ATOR 

könnte zu einem ausgewogenem Verhältnis von gespleißtem und ungespleißtem XBP1 

führen und damit die Migration fördern. Diese Mutmaßungen sind rein spekulativ und 

zu deren Aufklärung sind weiterführende Untersuchungen auf Proteinebene notwendig. 

4.9 Limitationen der Studie 

HUVEC sind ein etabliertes Zellmodell in der kardiovaskulären Forschung. Allerdings 

handelt es sich dabei um eine venöse Zelllinie, die bei kardiovaskulären Erkrankungen 

eine eher vernachlässigbare Bedeutung haben. In Anbetracht der Heterogenität der EC 

(Aird 2007) sollten weitere Versuche an Zellen des arteriellen Gefäßsystems 

durchgeführt werden. Ebenfalls sollte bei der Planung zukünftiger Versuche das 

Geschlecht der verwendeten Zellen berücksichtigt werden. Die teilweise hohen 

Standardabweichungen der einzelnen Genexpressionen könnten am Geschlecht der 

verwendeten HUVEC gelegen haben (Lorenz, Koschate et al. 2015). Addis und Kollegen 

konnten in diesem Zusammenhang unter statischen Bedingungen geschlechtsabhängige 

Unterschiede nachweisen. Zum Beispiel war die eNOS mRNS und Protein Expression in 

weiblichen HUVEC signifikant höher als die der männlichen HUVEC (Addis, Campesi et al. 

2014). In den durchgeführten Versuchen wurden sowohl weibliche als auch männliche 

HUVECs verwendet. Eine geschlechtsspezifische Betrachtung der vorliegenden Daten 

war allerdings nicht möglich, da nicht bei allen Versuchen Informationen über das 

Geschlecht der HUVECs vorlagen. Die männlichen und weiblichen HUVEC der einzelnen 

Behandlungsgruppen führten vermutlich zu unterschiedlichen Genexpressionen und 

dadurch könnten die teilweise größeren Standardabweichungen erklärt werden. 
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Ebenfalls sind zur weiteren mechanistischen Aufklärung der dargestellten 

phänotypischen Unterschiede zusätzliche Versuche auf Proteinebene zwingend 

erforderlich. Die gezeigten Ergebnisse beruhen auf Genexpressionsanalysen, sodass mit 

Ausnahme der Transkriptionsfaktoren KLF 2 und 4 eine Regulation auf Proteinebene 

oder posttranslationale Veränderungen nicht ausgeschlossen werden kann. Da es sich 

zum Beispiel bei ERK 5, PI3K, PAK 1 (Proteinkinasen) und der eNOS (Dioxygenase) um 

Enzyme handelt, lässt eine unveränderte Genexpression nicht gleichzeitig auf eine 

unveränderte Proteinaktivität schließen. Weiterhin liegen die kleinen GTPasen auf 

Proteinebene in einer aktiven (GTP gebunden) und einer inaktiven (GDP gebunden) 

Form vor, die maßgeblich für die Effekte dieser Proteine verantwortlich sind (Van Aelst 

and D'Souza-Schorey 1997). Zur weiteren Aufklärung wären hier zum Beispiel Western 

Blot Analysen notwendig. Diese Untersuchungen würden Rückschlüsse auf die Abundanz 

und Aktivität der jeweiligen Proteine ermöglichen.  
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Schlussfolgerung 

Statine werden aufgrund ihrer lipidsenkenden Wirkung und der Reduktion der 

Sterblichkeit in der klinischen Praxis zur Prävention von kardiovaskulären Erkrankungen 

eingesetzt. Diese Effekte werden weitestgehend allen Vertretern dieser Wirkstoffklasse 

zugeordnet. Allerdings existieren bereits bei der Hauptwirkung, der Senkung des LDL-

Cholesterins, Unterschiede in der Potenz der einzelnen Statine (siehe Abb. 31) (Weng, 

Yang et al. 2010). Dies kann vermutlich durch den unterschiedlichen Molekülbau und 

den daraus resultierenden physikochemischen Eigenschaften der einzelnen Statine 

erklärt werden. Demnach sollten sich auch die bereits 2005 (Liao and Laufs 2005) 

beschriebenen pleiotropen Effekte unterscheiden. 

 

Abbildung 31: LDL-Cholesterin Senkung durch Statine. Dargestellt ist die LDL senkende Wirkung 

der einzelnen Statine (Atorvastatin, Fluvastatin, Lovastatin, Pravastatin, Simvastatin, 

Rosuvastatin und Pitavastatin) in ihrem üblicherweise eingesetzten Dosierungsbereich (Weng, 

Yang et al. 2010).  

In der vorliegenden Arbeit konnte diesbezüglich Folgendes gezeigt werden. Während die 

Vitalität der HUVEC unter den getesteten Konzentrationen von ATOR und PRA nicht 

beeinflusst wurde, kam es zu phänotypischen Unterschieden hinsichtlich der EC 

Proliferation und flussinduzierten Migration. In den statischen Versuchen zeigte ATOR 

nicht nur eine Verbesserung der Proliferation, sondern auch eine positive Beeinflussung 

der Endothelfunktion. Weiterhin wies ATOR unter pathologischen Scherstressbedin-

gungen auch eine vermehrte Migration und eine Verbesserung der Endothelfunktion 
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auf. PRA führte hingegen weder zu einer Steigerung der Proliferation und der Migration 

noch zu einer Verbesserung der Endothelfunktion. Gemäß der in dieser Arbeit 

erhobenen Daten könnte sich ATOR unter physiologischen Konzentrationen besser auf 

die Prognose von Patienten mit kardiovaskulären Erkrankungen auswirken und auch die 

Reendothealisierung nach Stentimplantation begünstigen. Um diese Hypothese zu 

beweisen, sind weiterführende klinische Studien bzgl. der Reendothealisierung von 

Stents nach unterschiedlicher Statinbehandlung vonnöten.  

In derzeitigen klinischen Studien konnte ein Vorteil von lipophilen gegenüber 

hydrophilen Statinen allerdings nicht belegt werden. So wurde zum Beispiel bei der 

Japanese Coronary Artery Disease Studie in einem 3-Jahres Follow Up eine 

Mortalitätssenkung durch Statine im Vergleich zu Placebo gezeigt, jedoch wurde kein 

Unterschied hinsichtlich der Lipophilie festgestellt (Fujita, Yamazaki et al. 2008). Bergt 

und Kollegen untersuchten den Einfluss der Lipophilie von Statinen in einem murinen 

Tierversuch nach Herzstillstand und kardiopulmonaler Reanimation. In dieser Arbeit 

wurde unter PRA eine erhöhte Überlebensrate und eine verbesserte neuronale Funktion 

in einem 28-Tages Follow Up im Vergleich zu Simvastatin beschrieben (Bergt, Grub et al. 

2017). Eine weitere Studie zeigte hinsichtlich der Sekundärprävention bei Patienten mit 

einem akuten Myokardinfarkt jedoch keine Unterschiede zwischen ATOR und PRA in 

einem 2-Jahres Follow Up, obwohl eine deutlichere Senkung des Gesamtcholesterols 

und LDLs in der ATOR Gruppe zu verzeichnen war (Izawa, Kashima et al. 2015). In einer 

anderen Studie von Kim und Kollegen wurde für die 1-Jahres Prognose nach akutem 

Myokardinfarkt ebenfalls kein Unterschied zwischen hydrophilen und lipophilen Statinen 

festgestellt (Kim, Ahn et al. 2011). Allerdings zeigten die lipophilen Statine im 1- und 6-

Montas Follow Up weniger schwere kardiale Komplikationen als unter hydrophilen 

Statinen. Demnach scheint die Lipophilie für die Langzeitprognose eine untergeordnete 

Rolle zu spielen. Allerdings könnten lipophile Statine bei der Kurzzeitprognose von 

Bedeutung sein und somit zu einer verbesserten Prognose hinsichtlich der frühen (0-30 

Tage nach PCI) und späten (>30 Tage) jedoch nicht der sehr späten (>12 Monate) 

Stentthrombose führen.  
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Eine mögliche Erklärung für die vergleichbaren Effekte der unterschiedlichen Statine auf 

die klinische Langzeitprognose könnte die Proteineiweißbindung dieser Substanzen sein. 

Es ist bekannt, dass mit Ausnahme von PRA alle Statine eine hohe Plasmaeiweißbindung 

aufweisen (Bellosta, Paoletti et al. 2004). Demnach kommt es unter PRA Behandlung zu 

höheren freizirkulierenden Konzentrationen als zum Beispiel bei ATOR. Dadurch können 

bei systemischer Gabe von ATOR die getesteten Konzentrationen möglicherweise nicht 

erreicht werden. Die vorliegenden Konzentrationen sind daher vermutlich zu gering, um 

die IC50 der HMG-CoA-Reduktase (Hemmung der Isoprenoidsynthese) zu erreichen und 

somit können die positiven Effekte von ATOR nicht erzielt werden.  

Eine lokale Therapie über Wirkstoff-freisetzende Stents (Drug-Eluting Stents, DES) 

könnte in diesem Zusammenhang eine Lösung darstellen. Üblicherweise kommen 

derzeit DES mit Sirolimus oder Paclitaxel zum Einsatz, wodurch die Rate an In-Stent-

Restenosen gesenkt wurde (Moses, Leon et al. 2003, Stone 2004). Allerdings führen 

diese Stoffe neben der gewünschten Inhibierung der glatten Muskelzellproliferation 

auch zu einer verminderten endothelialen Proliferation (Vinals, Chambard et al. 1999). 

Eine verschlechterte Wiederherstellung eines intakten Endothels kann jedoch zu späten 

thrombotischen Ereignissen (In-Stent-Thrombose) führen (Losordo, Isner et al. 2003), 

wie Virmani und Kollegen an einem klinischen Fall beweisen konnten (Virmani, 

Guagliumi et al. 2004). In diesem Sinne könnten Statine-freisetzende Stents zum einen 

die Proliferation der glatten Muskelzellen inhibieren und zum anderen die 

Reendothealisierung und Endothelfunktion verbessern. In diesem Zusammenhang 

erfolgten von Jaschke und Kollegen mit Cerivastatin bereits erste Untersuchungen 

(Jaschke, Michaelis et al. 2005). In einer weiteren Arbeit konnte an einem Kaninchen-

modell eine verbesserte arterielle Heilung durch einen ATOR-freisetzenden Stent gezeigt 

werden (Lim, Jeong et al. 2013). Im selben Jahr wurde von Tsukie eine Arbeit mit einem 

Pitavastatin-freisetzendem Stent in einem Großtiermodell veröffentlicht. Sie zeigten 

eine Verminderung von In-Stent-Restenosen, deren Effektivität mit der eines Sirolimus-

freisetzenden Stents vergleichbar war. Der Statin-freisetzende Stent führte jedoch nicht 

wie die Sirolimus-freisetztende Stent zu einer Verzögerung der Heilung des Endothels 

(Tsukie, Nakano et al. 2013). In Anbetracht der biphasischen Effekte der Statine, sollte 
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bei der Freisetzungsrate darauf geachtet werden, dass die freigesetzte Konzentration 

nicht die zytotoxische Schwelle des jeweiligen Statins überschreitet. In diesem 

Zusammenhang spielt bei der Entwicklung von Wirkstoff-freisetzenden Stents die 

Auswahl eines geeigneten zugrundeliegenden Materials (bioresorbierbare Polymere) 

eine wichtige Rolle. In einer Studie unserer Arbeitsgruppe konnten wir zeigen, dass 

Vitalität, Endothelfunktion und Thrombogenität davon abhängig sind, auf welchem 

Material/Polymer die EC kultiviert worden sind (Busch, Strohbach et al. 2014). In einer 

anderen Vorarbeit konnten wir demonstriert, dass bioresorbierbare Polymere die 

Wirkung von Atorvastatin auf humane Koronararterien beeinflussen (Strohbach, Begunk 

et al. 2016). Schlussfolgernd daraus müssen noch zukünftige Studien klären, inwieweit 

es realisierbar ist, Statin-freisetzende DES in den klinischen Alltag einzuführen. Aufgrund 

der in dieser Arbeit beschriebenen Effekte von ATOR wären diese Statin-freisetzenden 

Stents jedoch eine mögliche Alternative und könnten individuell bei Patienten eingesetzt 

werden. Basierend auf den Daten dieser Arbeit scheinen lipophile Statine, wie ATOR, 

insgesamt besser geeignet zu sein, da sie Proliferation, Migration und 

Endothelzellfunktion positiv beeinflussen. In diesem Zusammenhang wurde XBP1 als ein 

möglicher neuer Regulator der pleiotropen Statineffekte identifiziert. 
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Zusammenfassung 

3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase Inhibitoren (Statine) bewirken 

hauptsächlich die Beeinflussung des Lipidstoffwechsels. Sie besitzen aber auch 

lipidunabhängige (pleiotrope) Effekte, wie z.B. die Verbesserung der Endothelfunktion. 

Aufgrund ihrer molekularen Struktur kann man zwischen hydrophilen (z.B. Pravastatin) 

und lipophilen (z.B. Atorvastatin) Statinen unterscheiden. Ziel dieser Arbeit war zu 

untersuchen, ob eine unterschiedliche Lipophilie die pleiotropen Effekte von Statinen 

beeinflussen kann. Hierzu wurden Statine mit unterschiedlicher Lipophilie hinsichtlich der 

endothelialen Proliferation und flussinduzierten Migration charakterisiert sowie deren 

unterschiedliches Verhalten mit möglichen Signaltransduktionswegen assoziiert. 

Über Bioimpedanzmessungen (xCelligence) und BrdU-Assays wurde die Proliferation von 

HUVEC unter Statinen oder in Kombination mit Mevalonat über 48 h untersucht. Zur 

Quantifizierung der flussinduzierten Migration wurden mit einem Flusskammersystem 

Live Cell Imaging Versuche über 15 h durchgeführt. In den Versuchen wurden 

Atorvastatin (ATOR) und Pravastatin (PRA) in den Konzentrationen 0,1 und 1 µM 

verwendet. Nach Beendigung der Versuche wurden über RT-qPCR und Microarray 

(Migrationsversuche) Genexpressionsanalysen durchgeführt. 

ATOR und PRA hatten keinen negativen Einfluss auf die Vitalität der EC. ATOR zeigte 

einen positiven Effekt auf die endotheliale Proliferation und führte zu einer Verbesserung 

der Endothelfunktion unter statischen Bedingungen. Beide Statine zeigten unter 

Scherstress eine gerichtetere Migration. Allerdings erhöhte nur ATOR die Migration unter 

pathologischem Scherstress. Weiterhin wurden auch auf Transkriptionsebene 

Unterschiede festgestellt. Über den Microarray konnte mit XBP1 möglicherweise ein 

neuer Regulator der pleiotropen Statineffekte identifiziert werden.  

Zur Vermeidung von In-Stent-Restenosen nach Perkutaner Koronarangioplastie mit 

Stent-Implantation ist eine optimale Reendothealisierung von großer Bedeutung für die 

weitere Prognose des Patienten. Basierend auf den Daten dieser Arbeit scheinen 

lipophile Statine, wie ATOR, insgesamt besser geeignet zu sein, da sie Proliferation, 

Migration und Endothelzellfunktion positiv beeinflussen. Diese Erkenntnis könnte u.a. für 

die zukünftige Entwicklung von Statin-freisetzenden Stents von hoher Bedeutung sein. 
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Abbildung 32:Wachstumskurven der HUVEC mit Statinbehandlung. Mit Hilfe des xCelligence 

konnten über 48 h Wachstumskurven der HUVEC unter Behandlung mit ATOR (oben) und PRA 

(unten) allein oder in Kombination mit Mev aufgezeichnet werden. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± 95 % KI (n ≥ 6). 

 

 

Abbildung 33: Einfluss der Statin-Mevalonat Kombination auf die EC Proliferation. Mit Hilfe des 

xCelligence wurde der normalisierte Zellindex als Surrogat für die Proliferation bestimmt. Bis auf 

die Kombination 1 µM PRA und 200 µM Mev hatten weder ATOR noch 0,1 µM PRA einen 

signifikanten Effekt auf die EC Proliferation nach 24 h (links). Nach 48 h zeigten alle 

Behandlungsgruppen eine mit der Kontrolle vergleichbaren normalisierten CI (rechts). 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI (n ≥ 6). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden 

mit Schwarzfärbung des Balkens und * (p < 0,05) gekennzeichnet.  
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Abbildung 34: Hämalaun-Färbung der HUVEC in den E-Plates. Nach 48 h Proliferationsdauer 

wurden die HUVEC mit 4 % Paraformaldehyd in den E-Plates des xCelligence fixiert, mit 

Hämalaunlösung nach Mayer gefärbt und anschließend mikroskopisch ausgewertet. Zwischen 

den einzelnen Gruppen konnte kein Unterschied in der Zellgöße festgestellt werden. A –
 Kontrolle, B – 0,1 µM ATOR, C – 1 µM ATOR, D – 0,1 µM PRA, E – 1 µM PRA 

 

 

Abbildung 35: Expression von Zell-Zyklus-Genen II. Die relative Expression der Zell-Zyklus-Gene 

Cyclin B2 (oben links) wurde durch Statine nicht beeinflusst. Die Kombination von Statinen und 

Mevalonat bei beiden Konzentrationen zeigte keine veränderte Genexpression für Cyclin B1 

(oben rechts). Bei CCNB 2 (unten links) und CCND 1 (unten rechts) führte die Kombination der 

Statine mit Mevalonat (außer bei 1 µM ATOR [CCNB 2] und 1 µM PRA [CCND 1]) zu Expressionen, 

die vergleichbar mit der Kontrolle waren. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die 

unbehandelte Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 48 h (n ≥ 3). Signifikante 
Unterschiede zur Kontrolle wurden mit Schwarzfärbung des Balkens und * (p < 0,05) 

gekennzeichnet. 
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Abbildung 36: Expression von RAB1A und RAB5A II. Die Kombination der Statine mit Mevalonat 

zeigte für RAB1A (links) und RAB5A (rechts) eine mit der Kontrolle vergleichbare Genexpression. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die unbehandelte Kontrolle normalisierten 

Genexpressionen nach 48 h (n ≥ 5). 

 

 

Abbildung 37: Expression von eNOS, THBD und VCAM-1 II. Die Kombination der einzelnen 

Statine mit Mevalonat führt sowohl für die eNOS, als auch THBD und VCAM-1 zu 

Expressionsniveaus die vergleichbar mit der Kontrolle waren. Dargestellt sind die Mittelwerte 

± 95 % KI der auf die unbehandelte Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 48 h (n ≥ 5). 
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Abbildung 38: Tracking der HUVEC. Die vom Mikroskop aufgenommenen Bilder wurden mit 

ImageJ zusammengefügt und der Migrationsweg der HUVEC mit Manual Tracking (Plug-In 

ImageJ) sichtbar gemacht. Dargestellt sind die Phasenkontrast-Aufnahme (links) und der 

zurückgelegte Migrationsweg (rechts) der HUVEC eines 15 stündigen Migrationsversuch bei 

einem Scherstress von 1,5 dyne/cm². Die farbigen Linien stellen die sichtbargemachten 

Migrationswege der HUVEC dar. 

 

 

Abbildung 39: Signalwege mit Einfluss auf die Migration. Es ist bekannt, dass der MAPK/Erk 5 
Signalweg über KLF 2/4 und PAK 1 und der PI3K Signalweg über Rac 1 und PAK 1 die Migration 

beeinflussen. Beide Signalwege können über die kleine GTPase Ras gesteuert werden und haben 

einen regulatorischen Einfluss auf die eNOS. Weiterhin ist bekannt, dass die GTPase ROCK 1 

ebenfalls einen Einfluss auf die Migration besitzt. 
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Abbildung 40: Einfluss der Statine auf die Migration - 1,5 dyne/cm² (Intervalle). Abgebildet sind 

Dir (oben links), AD (oben rechts), ED (unten links) und Vel (unten rechts) der einzelnen 

Migrationsversuche bei 1,5 dyne/cm² Scherstress unter Aufsplittung der Gesamtmigration in 

dreistündige Zeitintervalle. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI aus jeweils voneinander 

unabhängigen Versuchen (n ≥ 5 mit je 20 getrackten Zellen). 
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Abbildung 41: Einfluss der Statine auf die Migration - 10 dyne/cm² (Intervalle). Abgebildet sind 

Dir (oben links), AD (oben rechts), ED (unten links) und Vel (unten rechts) der einzelnen 

Migrationsversuche mit 10 dyne/cm² Scherstress unter Aufsplittung der Gesamtmigration in 

dreistündige Zeitintervalle. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI aus jeweils voneinander 

unabhängigen Versuchen (n ≥ 5 mit je 20 getrackten Zellen). 
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Abbildung 42: Einfluss der Statine auf die Genexpression von RAS und ERK 5. ATOR und PRA 

hatten unter beiden Flussverhältnissen keinen Einfluss auf die Genexpression von NRAS und 

ERK 5. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die jeweilige Kontrolle normalisierten 

Genexpressionen nach 15 stündigen Migrationsversuchen (n ≥ 5). 

 

 

Abbildung 43: Einfluss von Pravastatin und Scherstress auf die Genexpression von PIK3CA und 

PI3KCB. PRA hatte bei beiden Flussverhältnissen keinen Einfluss auf die Expression der PI3KCA 

(links) und die PIK3CB (rechts). Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die jeweilige 

Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 15 stündigen Migrationsversuchen (n ≥ 5). 
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Abbildung 44: Genexpression von ROCK 1 und PAK 1 unter Einfluss von Statinen und 

Scherstress II. PRA hatte bei beiden Flussverhältnissen keinen Einfluss auf die ROCK 1 Expression 

(links). Für ATOR konnte kein eindeutiger Effekt auf die PAK 1 Expression unter beiden 

Flussverhältnissen gezeigt werden (rechts). Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI der auf die 
jeweilige Kontrolle normalisierten Genexpressionen nach 15 stündigen Migrationsversuchen 

(n ≥ 5). 

 

Tabelle 14: Annotation - Gene Ontology Biological Process 

Effekt Gene Annotation - GO:BP_FAT P-Wert 

Scherstress 

MAGEC2 

GO:0006464: cellular protein modification process, GO:0009893: 
positive regulation of metabolic process, GO:0030163: protein 

catabolic process,  GO:0031396: regulation of protein 
ubiquitination,  GO:0044093: positive regulation of molecular 
function,  GO:0050790: regulation of catalytic activity, 

GO:0051338: regulation of transferase activity 

NA 

  

BEX1 

GO:0007399: nervous system development, GO:0044093: 

positive regulation of molecular function,  GO:0009893: positive 
regulation of metabolic process, GO:0051252: regulation of RNA 
metabolic process, GO:0045893: positive regulation of 

transcription, DNA-templated 

NA 

  

CST5 

GO:0044092: negative regulation of molecular function, 

GO:0032269: negative regulation of cellular protein metabolic 
process, GO:0043086: negative regulation of catalytic activity, 
GO:0045861: negative regulation of proteolysis 

NA 

  

HK3 

GO:0033500: carbohydrate homeostasis, GO:0046365: 
monosaccharide catabolic process, GO:0006090: pyruvate 

metabolic process, GO:0006091: generation of precursor 

metabolites and energy 

NA 

  

LINGO4 

GO:0048468: cell development, GO:0022008: neurogenesis, 
GO:0000904: cell morphogenesis involved in differentiation, 
GO:0048858: cell projection morphogenesis, GO:0030030: cell 

projection organization 

NA 

  

OR5M8 

GO:0050877: neurological system process, GO:0050906: 

detection of stimulus involved in sensory perception, 
GO:0007186: G-protein coupled receptor signaling pathway 

NA 

Statine ST6GALNAC6, A4GALT, CERS2, DPM2, 
PRKCD, SPHK1 

GO:0046467: membrane lipid biosynthetic process 0,001 

  BAG5, DDX5, DCLRE1A, RELA, CER2, 
CCNK, HSF1, INHBB, MCRS1, MCM9, 

MAPKAPK2, MSH6, PRKCD, RNF168, 
SGTA, ZNF385A 

GO:0033554: cellular response to stress 0,001 
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Effekt Gene Annotation - GO:BP_FAT P-Wert 

  
BAG5, DDX5, RELA, ARHGDIA, ADIPOR1, 

FGF16, HSF1, INHBB, ILK, MGNR1, 
MAPKAPK2, PRKCD, SPHK1, ZNF385A 

GO:1902531: regulation of intracellular signal transduction 0,005 

  LRP10, ST6GALNAC6, ADIPOR1, 
A4GALT, CERS2, DPM2, FGF16, 

MAPKAPK2, PLBD2, PRKCD, SPHK1, 
SOAT2 

GO:0006629: lipid metabolic process 0,005 

  ST6GALNAC6, ADIPOR1, A4GALT, CER2, 
DPM2, FGF16, MAPKAPK2, PRKCD, 

SPHK1, SOAT2 

GO:0044255: cellular lipid metabolic process 0,009 

  BAG5, DDX5, RELA, CERS2, HSF1, 

MAPAPK2, PRKCD, RNF168, SGTA, 
TSPAN8, ZNF385A 

GO:0080134: regulation of response to stress 0,011 

  
BAG5, DDX5, RELA, ARHGDIA, ADIPOR1, 

FGF16, HSF1, INHBB, ITPR2, ILK, 

MGNR1, MAPKAPK2, MSH6, PRKCD, 
SPTB, SPHK1, ZNF385A 

GO:0035556: intracellular signal transduction 0,014 

  
ATP6V1F, DDX5, RELA, ARHGDIA, 
ADIPOR1, FGF16, HSF1, ILDR2, INHBB, 
ITPR2, ILK, MED16, MAPKAPK2, PDCD7, 

PRKCD, SGTA, SPHK1 

GO:0010033: response to organic substance 0,024 

  BAG5, ARHGDIA, TBC1D22A, 
ANXA8,CCNK, DPM2, FGF16, HSF1, ILK, 

MCRS1, MAPKAPK2, MSH6, PRKCD, 
PPP2R3B, SPTB 

GO:0050790: regulation of catalytic activity 0,025 

  
BAG5; DDX5, RELA, ARHGDIA, ADIPOR1, 
FGF16, HSF1, INHBB, ITPR2, IGFBP6, ILK, 

MGNR1, MED16, MAPKAPK2, PRKCD, 
SPHK1, ZNF385A 

GO:0010646: regulation of cell communication 0,043 

  
BAG5, DCAF5, ST6GALNAC6, A4GALT, 
CCNK, DPM2, DPY19L4, FGF16, FKRP, 

HSF1, INHBB, ILK, MGRN1, MCRS1, 
MAPKAPK2, PRKCD, PPP2R3B, RNF168, 
SPTB, SPHK1 

GO:0006464: cellular protein modification process 0,047 

  
BAG5, RELA, ARHGDIA, TBC1D22A, 

ANXA8, CCNK, DPM2, FGF16, HSF1, ILK, 
MED16, MCRS1, MAPKAPK2, MSH6, 

PRKCD, PPP2R3B, SPTB, SPHK1 

GO:0065009: regulation of molecular function 0,013 

Interaktion 
GAB2, ROS1 

GO:0007169: transmembrane receptor protein tyrosine kinase 
signaling pathway 

0,076 

Kein Statin FAF1, MAGEC2 GO:0044257: cellular protein catabolic process 0,081 

  FAF1, MAGEC2 GO:0030163: protein catabolic process 0,095 

ATOR ADAM2, MORC1, ROS1, ALOX15B GO:0044702: single organism reproductive process 0,079 

PRA MICALCL, PNOC, SHH GO:0022414: reproductive process 0,036 

  MICALCL, PNOC, SHH GO:0000003: reproduction 0,037 

  ENPP1, SLC25A21, SHH GO:0044248: cellular catabolic process 0,049 

  ENPP1, SHH GO:0010876: lipid localization 0,080 

  ENPP1, SHH GO:0001503: ossification 0,084 
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Tabelle 15: Annotation - Gene Ontology Cell Compound 

Effekt Gene Annotation - GO:CC_FAT P-Wert 

Scherstress BEX1 GO:0005667: transcription factor complex NA 

  
CST5 

GO:0005615: extracellular space, GO:0031988: membrane-

bounded vesicle, GO:0070062: extracellular exosome 
NA 

  

FNDC11 
GO:0043230: extracellular organelle, GO:1903561: extracellular 
vesicle, GO:0070062: extracellular exosome, GO:0031988: 

membrane-bounded vesicle 

NA 

  HK3 GO:0005829: cytosol, GO:0005739: mitochondrion NA 

Statine AFF2, DDX5, DCLRE1A, RELA, CCNK, 
FAM222B, HSF1, ILK, MED15, MED16, 

MCRS1, MAPKAPK2, MSH6, PDCD7, 
PRKCD, PPP2R3B, RNF168, SF3B4, 

TP53INP2, ZNF385A 

GO:0005654: nucleoplasm 0,047 

Interaktion GAB2 GO:0005829: cytosol NA 

  
ROS1 

GO:0009986: cell surface, GO:0048471: perinuclear region of 
cytoplasm 

NA 

  BEX1 GO:0005667: transcription factor complex NA 

  
KRTAP5-4 

GO:0005882: intermediate filament, GO:0045095: keratin 

filament, GO:0099513: polymeric cytoskeletal fiber 
NA 

Kein Statin 

FAF1 

GO:0005829: cytosol, GO:0005635: nuclear envelope, 

GO:0005789: endoplasmic reticulum membrane, GO:0031265: 
CD95 death-inducing signaling complex, GO:0034098: VCP-NPL4-

UFD1 AAA ATPase complex 

NA 

  
KRTAP5-4 

GO:0005882: intermediate filament, GO:0045095: keratin 

filament, GO:0099513: polymeric cytoskeletal fiber 
NA 

ATOR 

ADAM2 
GO:0005887: integral component of plasma membrane, 
GO:0009986: cell surface, GO:0031226: intrinsic component of 

plasma membrane 

NA 

  GAB2 GO:0005829: cytosol NA 

  
ROS1 

GO:0009986: cell surface, GO:0048471: perinuclear region of 
cytoplasm 

NA 

  

ALOX15B 

GO:0005829: cytosol, GO:1903561: extracellular vesicle, 

GO:0070062: extracellular exosome, GO:0019898: extrinsic 
component of membrane 

NA 

  BEX1 GO:0005667: transcription factor complex NA 

  

CILP 
GO:0005615: extracellular space, GO:1903561: extracellular 
vesicle, GO:0070062: extracellular exosome, GO:0005578: 

proteinaceous extracellular matrix 

NA 

  

CNTN4 

GO:0030424: axon, GO:0043005: neuron projection, 

GO:0005576: extracellular region, GO:0031225: anchored 
component of membrane 

NA 

  
CMPK2 

GO:0005829: cytosol, GO:0005739: mitochondrion, GO:0005654: 
nucleoplasm 

NA 

  
KBTBD4 

GO:0019005: SCF ubiquitin ligase complex, GO:0031461: cullin-

RING ubiquitin ligase complex 
NA 

  
KRTAP4-7 

GO:0005882: intermediate filament, GO:0045095: keratin 
filament, GO:0099513: polymeric cytoskeletal fiber 

NA 

  

MAP10 
GO:0005813: centrosome, GO:0030496: midbody,  GO:0005881: 
cytoplasmic microtubule, GO:0097431: mitotic spindle pole, 

GO:0099513: polymeric cytoskeletal fiber 

NA 

  

SERPINA3 

GO:0072562: blood microparticle, GO:0099503: secretory vesicle, 

GO:0031093: platelet alpha granule lumen, GO:0070062: 
extracellular exosome, GO:0060205: cytoplasmic membrane-

bounded vesicle lumen 

NA 
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Effekt Gene Annotation - GO:CC_FAT P-Wert 

PRA 

ENPP1 

GO:0009986: cell surface, GO:0005615: extracellular space,  
GO:0005765: lysosomal membrane, GO:0016323: basolateral 

plasma membrane, GO:0005887: integral component of plasma 
membrane 

NA 

  

PNOC 
GO:0030425: dendrite,  GO:0043025: neuronal cell body, 
GO:0043679: axon terminus,  GO:0033267: axon part, 
GO:0005576: extracellular region 

NA 

  

SLC25A21 

GO:0019866: organelle inner membrane, GO:0005743: 

mitochondrial inner membrane, GO:0005740: mitochondrial 
envelope 

NA 

  

SHH 

GO:0009986: cell surface, GO:0005829: cytosol, GO:0005615: 
extracellular space, GO:0005578: proteinaceous extracellular 

matrix, GO:0005788: endoplasmic reticulum lumen, GO:0045121: 
membrane raft 

NA 

 

Tabelle 16: Annotation - Gene Ontology Molecular Function 

Effekt Gene Annotation - GO:MF_FAT P-Wert 

Scherstress 
MAGEC2 

GO:0019899: enzyme binding, GO:0031625: ubiquitin protein 

ligase binding 
NA 

  

BEX1 

GO:0001085: RNA polymerase II transcription factor binding, 

GO:0001102: RNA polymerase II activating transcription factor 
binding 

NA 

  
CST5 

GO:0098772: molecular function regulator, GO:0002020: 
protease binding, GO:0004869: cysteine-type endopeptidase 
inhibitor activity 

NA 

  

HK3 

GO:0048029: monosaccharide binding, GO:0005536: glucose 
binding, GO:0005524: ATP binding, GO:0004340: glucokinase 

activity, GO:0008865: fructokinase activity, GO:0019158: 
mannokinase activity 

NA 

  
OR5M8 

GO:0005549: odorant binding, GO:0004871: signal transducer 
activity, GO:0004930: G-protein coupled receptor activity, 
GO:0004984: olfactory receptor activity 

NA 

Statine BAG5, RELA, ADIPOR1, CCNK, HSF1, ILK, 

PRKCD 
GO:0019901: protein kinase binding 0,008 

  BAG5, ARHGDIA, TBC1D22A, CCNK, 
DPM2, FGF16, MED16, MCRS1, PRKCD, 

PPP2R3B, SPTB 

GO:0098772: molecular function regulator 0,014 

  
BAG5, ARHGDIA, TBC1D22A, CCNK, 

DPM2, MCRS1, PRKCD, PPP2R3B 
GO:0030234: enzyme regulator activity 0,044 

  ARHGDIA, ANXA8, ITPR2, PITPNM2, 
SPTB, SOAT2 

GO:0008289: lipid binding 0,064 

Interaktion 

GAB2 

GO:0005543: phospholipid binding, GO:0005547: 
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate binding, GO:0004871: 

signal transducer activity, GO:0005068: transmembrane receptor 
protein tyrosine kinase adaptor activity 

NA 

  

ROS1 

GO:0019903: protein phosphatase binding, GO:0005524: ATP 
binding, GO:0004714: transmembrane receptor protein tyrosine 

kinase activity, GO:0016773: phosphotransferase activity, alcohol 
group as acceptor 

NA 

  

BEX1 

GO:0033613: activating transcription factor binding, 

GO:0001102: RNA polymerase II activating transcription factor 
binding 

NA 

Kein Statin FAF1, MAGEC2 GO:0031625: ubiquitin protein ligase binding 0,037 

  FAF1, MAGEC2 GO:0044389: ubiquitin-like protein ligase binding 0,037 

ATOR 

ADAM2 
GO:0005178: integrin binding, GO:0004222: 
metalloendopeptidase activity, GO:0008237: metallopeptidase 

activity 

NA 
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Effekt Gene Annotation - GO:MF_FAT P-Wert 

  

GAB2 

GO:0005543: phospholipid binding, GO:0005547: 

phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate binding, GO:0004871: 
signal transducer activity, GO:0005068: transmembrane receptor 
protein tyrosine kinase adaptor activity 

NA 

  MORC1 GO:0046872: metal ion binding, GO:0008270: zinc ion binding NA 

  

ROS1 

GO:0019903: protein phosphatase binding, GO:0005524: ATP 

binding, GO:0004714: transmembrane receptor protein tyrosine 
kinase activity,  GO:0016773: phosphotransferase activity, 
alcohol group as acceptor 

NA 

  

ALOX15B 

GO:0005506: iron ion binding, GO:0005509: calcium ion binding, 
GO:0008289: lipid binding, GO:0051213: dioxygenase activity, 

GO:0016165: linoleate 13S-lipoxygenase activity, GO:0036403: 
arachidonate 8(S)-lipoxygenase activity, GO:0050473: 
arachidonate 15-lipoxygenase activity 

NA 

  
BEX1 

GO:0033613: activating transcription factor binding, 
GO:0001102: RNA polymerase II activating transcription factor 

binding 

NA 

  

CILP 

GO:0004035: alkaline phosphatase activity, GO:0004551: 

nucleotide diphosphatase activity, GO:0016462: 
pyrophosphatase activity, GO:0042578: phosphoric ester 
hydrolase activity 

NA 

  

CMPK2 

GO:0005524: ATP binding, GO:0004127: cytidylate kinase activity, 
GO:0004550: nucleoside diphosphate kinase activity, 

GO:0004798: thymidylate kinase activity, GO:0033862: UMP 
kinase activity 

NA 

  
DPRX 

GO:0097159: organic cyclic compound binding, GO:1901363: 
heterocyclic compound binding, GO:0043565: sequence-specific 
DNA binding 

NA 

  
GTSF1L 

GO:0043167: ion binding, GO:0043169: cation binding, 
GO:0046872: metal ion binding 

NA 

  
KBTBD4 

GO:0019899: enzyme binding, GO:0031625: ubiquitin protein 
ligase binding 

NA 

  
MAP10 

GO:0008092: cytoskeletal protein binding, GO:0008017: 
microtubule binding 

NA 

  
OR52E8 

GO:0038023: signaling receptor activity, GO:0004930: G-protein 
coupled receptor activity, GO:0004984: olfactory receptor 
activity 

NA 

  
SERPINA3 

GO:0098772: molecular function regulator, GO:0003677: DNA 
binding,  GO:0004866: endopeptidase inhibitor activity, 

GO:0004867: serine-type endopeptidase inhibitor activity,  

NA 

PRA ENPP1, PNOC, SHH GO:0005102: receptor binding 0,047 
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Tabelle 17: Annotation - KEGG Pathway 

Effekt Gene Annotation - KEGG Pathway P-Wert 

Scherstress CST5 hsa04970: Salivary secretion NA 

  

HK3 

hsa01100: Metabolic pathways, hsa04066: HIF-1 signaling 

pathway, hsa04910: Insulin signaling pathway, hsa04930: Type II 
diabetes mellitus 

NA 

  OR5M8 hsa04740: Olfactory transduction NA 

Statine RELA, CERS2, PPP2R3B, SPHK1 hsa04071: Sphingolipid signaling pathway 0,013 

  RELA, ARHGDIA, MAPKAPK2, PRKCD hsa04722: Neurotrophin signaling pathway 0,013 

Interaktion 

GAB2 
hsa04014: Ras signaling pathway, hsa04071: Sphingolipid 
signaling pathway, hsa04380: Osteoclast differentiation, 

hsa05220: Chronic myeloid leukemia 

NA 

Kein Statin 
IL18RAP 

hsa04060: Cytokine-cytokine receptor interaction, hsa05321: 

Inflammatory bowel disease (IBD) 

NA 

ATOR 

GAB2 

hsa04014: Ras signaling pathway, hsa04071: Sphingolipid 

signaling pathway, hsa04380: Osteoclast differentiation, 
hsa05220: Chronic myeloid leukemia 

NA 

  
ALOX15B 

hsa01100: Metabolic pathways, hsa00590: Arachidonic acid 

metabolism, hsa04726: Serotonergic synapse 

NA 

  
CMPK2 

hsa01100: Metabolic pathways, hsa00240: Pyrimidine 
metabolism 

NA 

  OR52E8 hsa04740: Olfactory transduction NA 

PRA 
ENPP1 

hsa01100: Metabolic pathways, hsa00230: Purine metabolism, 

hsa00770: Pantothenate and CoA biosynthesis 

NA 

  
SHH 

hsa05217: Basal cell carcinoma, hsa05200: Pathways in cancer, 
hsa04340: Hedgehog signaling pathway 

NA 
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Abbildung 45: Microarray-Validierung. Zur Validierung der Microarrays wurden fünf Transkripte 

mit einer signifikanten Interaktion mit Hilfe der RT-qPCR hinsichtlich ihrer Genexpression 

untersucht. Grafisch konnten für LMAN1 (oben links), SSR1 (oben rechts), ATP2A2 (Mitte links), 

DNAJC3 (Mitte rechts) und DNAJC10 (unten links) bei beiden Methoden vergleichbare 

Genexpressionsmuster gezeigt werden. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 95 % KI der �−∆�� – 

Werte der RT-qPCR und die Intensitäten der Microarrays (n = 4). 
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