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1 Einleitung

Die Atherosklerose und ihre Folgeerscheinungen stellen eine der héaufigsten
Todesursachen in den westlichen Nationen dar. Die Arbeiten von Ross ef al.' fithrten zu
der Erkenntnis, dass die Atherosklerose eine chronische Entziindung der GefaBwand ist.
Ausloser fiir diese entziindliche Reaktion sind Interaktionen zwischen oxidativ
veranderten Lipoproteinen mit Makrophagen, T-Zellen und anderen im gesunden Gefdf3
vorkommenden zelluldren Bestandteilen wie z.B. glatten Muskelzellen (SMC).
Letztendlich fiihrt dieser Prozess zur Ausbildung von komplexen atherosklerotischen
Liasionen, die unter bestimmten Bedingungen einreilen (Ruptur) und zur Bildung eines
Thrombus fiihren®. Ein Thrombus kann zum Verschluss eines gesamten GefiBes fiihren.
Dies kann z.B. einen akuten Myokardinfarkt oder Schlaganfall auslosen.
Risikofaktoren, welche die Atherogenese begiinstigen, sind ein gestorter
Lipidstoffwechsel, wie z.B. bei der Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie, freie
Radikale durch Rauchen sowie Diabetes mellitus. Mit diesen Risikofaktoren geht die
Entstehung einer endothelialen Dysfunktion® einher. Stickstoffmonoxid (NO), ein zur
Relaxation des GefdBes fithrender Faktor, wird vermindert in Endothelzellen gebildet.
Die verringerte Bildung stellt ein entscheidendes Merkmal dieser Dysfunktion dar. Das
Endothel kann bei einer Dysfunktion auch andere wichtige Funktionen wie die Bildung
von antithrombotisch wirksamen Prostaglandinen (PGI,) sowie die Kontrolle der
Monozyteninvasion nicht mehr ausiiben. Die medikamentése Behandlung der
Risikofaktoren stellt eine wichtige Mallnahme zur Hemmung des Fortschreitens der
Atherosklerose dar und reduziert dadurch Folgeerkrankungen und resultierende
klinische Komplikationen. Von einigen Arzneistoffen ist bekannt, dass sie das Risiko
kardiovaskuldrer Ereignisse senken. So wird das Thromboserisiko schon seit Jahren
effektiv durch Hemmung der Thrombozytenaggregation reduziert. Die Verringerung
des zirkulierenden low densitiy lipoprotein (LDL) durch Statine vermindert die
Progression einer bestehenden Atherosklerose®. Neben der Hemmung der direkten iiber
Cholesterol vermittelten Effekte, zeigt diese Arzneistoffklasse weiterhin verschiedene
pleiotrope Effekte, die sich positiv auf die Reduktion des kardiovaskuldren Risikos
auswirken’. Im Gegensatz dazu sind bei einer anderen Gruppe von Arzneistoffen, den
selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitoren, vermehrt thromboembolische Ereignisse
aufgetreten’. Dies fiihrte zur Riicknahme der Zulassung von Rofecoxib und Valdecoxib.
Celecoxib, Parecoxib und Etoricoxib sind jedoch weiterhin auf dem Markt. Zusitzlich
wurde mit Lumiracoxib ein neuer Vertreter dieser Substanzgruppe zugelassen.
Allerdings ruht seit November 2007 die Zulassung von Lumiracoxib aufgrund des
Verdachts auf hepatotoxische Wirkungen. Daher ist die detaillierte Analyse der
Wirkungen der COX-2-Inhibition auf die Zusammensetzung von atherosklerotischen
von zentraler Bedeutung, um mogliche Effekte dieser Substanzklasse auf die Stabilitét
von atherosklerotischen Lésionen zu erfassen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von
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Rosuvastatin, einem neuen Vertreter aus der Gruppe der Statine und Rofecoxib, einem
selektiven Inhibitor der Cycloxygenase-2 (COX-2) auf die extrazelluldre Matrix (EZM)
von atherosklerotischen Lisionen in der ApoE'/ -Maus untersucht.

1.1 Entstehung und Progression der Atherosklerose

Ein gesundes arterielles Gefdl3 besteht aus drei verschiedenen Schichten. Eine Schicht
aus SMC bildet die Media, an die zur luminalen Seite das Endothel angrenzt. Zur
duBeren Seite hin haftet der Media fibroblastenhaltiges Bindegewebe an. Dieses als
Adventitia bezeichnete Gewebe wird von der Media durch eine Reihe elastischer
Fasern, der Lamina elastica externa abgegrenzt. Zum Endothel hin ist die Media durch
eine vergleichbare Struktur, die Lamina elastica interna abgrenzt. Das Endothel selber
stellt die Grenze zwischen der GefaBwand und dem Blut dar (s. Abb. 1). Verletzungen
des Endothels fiihren zu einem direkten Kontakt zwischen thrombogenen Bestandteilen
des Blutes und der GefiBwand. Derartige Verletzungen entstehen einerseits durch
mechanische Belastung, z.B. an Stellen, wo die Stromung des Blutes ein turbulentes
FlieBverhalten annimmt oder durch exogene Einfliisse wie bei der Erdffnung eines
bereits verschlossenen Gefdlles durch einen Ballon-Katheter (perkutaner transluminaler
Koronarangioplastie, PTCA)’. Die endotheliale Dysfunktion oder andere
Endothelschidden initiieren die Atherosklerose. Dieser Vorgang wird als response-to-
injury-Theorie bezeichnet'.



ApoE-/--Mduse als in vivo-Atherosklerose-Modell

externa
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Abbildung 1: Aufbau eines vaskuldren Gefifies zum Beginn der Atherogenese. Bearbeitetes
Original aus Ross et al'.

Auf die Schidigung reagiert das Endothel mit einer verstirkten Permeabilitdt und
Freisetzung von Wachstumsfaktoren (PDGF = platelet derived growth factor, TGF-3 =
transforming growth factor). Auf diese Weise kommt es zum Anhaften von T-
Lymphozyten und Monozyten, die zu Makrophagen differenzieren und Zytokine (IL-1
= Interleukin-1, TNF-o. = Tumornekrosefaktor-a) freisetzen®. Dieses erste Stadium
einer atherosklerotischen Lésion wird als fatty streak bezeichnet. Makrophagen nehmen
oxidiertes LDL auf, wodurch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
weiter verstidrkt wird. Diese wiederum verdndern den Phanotyp der in der Media
lokalisierten SMC vom kontraktilen zum sekretorischen Typ. Diese entdifferenzierten
SMC sind zur Migration und Proliferation sowie zur Synthese von EZM in der Lage. Es
kommt zu einem Umbau der atherosklerotischen Ldsion hin zu einem organisierten
komplexen Netzwerk, bestehend aus einer fibrotischen Kappe aus EZM und SMC,
welche die atherosklerotischen Lasion bedeckt und einem fettreichen, nekrotischen

Kern’.

1.2 ApoE"-Miuse als in vivo-Atherosklerose-Modell

Bis Anfang der 90-er Jahre wurde die Atherosklerose hauptsidchlich in Primaten oder in
Kaninchen bzw. LDL-Rezeptor defizienten Kaninchen untersucht. Mit einem knockout
des Gens fiir Apolipoprotein E (ApoE) wurde 1992 ein Atherosklerose-Modell in
Miusen entwickelt'®. ApoE wird hauptsichlich in der Leber gebildet. Es ist ein
Bestandteil von Lipoproteinpartikeln. ApoE ist fiir die Lipoprotein-Rezeptor-vermittelte
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Endozytose von very low density lipoprotein (VLDL) und Chylomikron-remnants
verantwortlich. Miduse, die durch das Fehlen von ApoE gekennzeichnet sind, zeigen
eine verschlechterte Clearance fiir Lipoproteine und erhohte Spiegel von VLDL und
Chylomikronen. Dies fithrt zu einer spontanen Bildung von atherosklerotischen
Lisionen. Da diese Méiuse keine erhohten LDL-Plasmakonzentrationen zeigen,
reagieren sie auf eine Behandlung mit Statinen auch nicht mit einer Senkung des LDL-
Cholesterolspiegels. ApoE'/ -Méuse zeigen, u.a. durch die Atherosklerose bedingt, eine
verkiirzte Lebenserwartung von ca. einem Jahr. Fiir die mechanische Schidigung eines
GefiBes, wie sie beim Menschen durch die Offnung einer durch Stenose oder
Thrombose verschlossenen Koronararterie mittels perkutaner transluminaler
Koronarangioplastie (PTCA) entsteht, stehen ebenfalls Nagermodelle zur Verfiigung.
Durch Einfithrung eines Ballonkatheters in ein arterielles Gefdl kann in Ratten ein
Endothelschaden erzeugt werden, wie von Clowes e al.'' beschrieben wurde. In der
Maus hat sich das Anlegen einer Ligatur an der Carotis communis als Modell mit
reproduzierbaren Ergebnissen zur Erzeugung einer konzentrischen Neointima durch
Endothelschaden erwiesen'?. Eine klinisch bedeutende Komplikation stellt die Erosion
oder Ruptur einer atherosklerotischen Lésion und der nachfolgende thrombotische
Verschluss eines Gefdles dar. Nager zeigen eine natiirliche Resistenz gegeniiber
Plaquerupturen und thromboembolischen Komplikationen. In nur einem Modell konnte
bisher eine spontane Ruptur von atherosklerotischen Lésionen in der
Arteria brachiocephalica an 60 Wochen alten ApoE'/'-Méiusen gezeigt werden"’.
Rupturen atherosklerotischer Lésionen sind ansonsten nur bei Primaten zu finden.

1.3 Stabilitit von atherosklerotischen Lisionen

Atherosklerotische Lésionen bestehen nicht nur aus Cholesterol und den genannten
zelluldiren Komponenten. Eine wichtige Rolle im Umbau zu komplexen
atherosklerotischen Lasionen und der Progression kommt dabei der EZM und ihren
einzelnen Bestandteilen zu. Die EZM besteht aus verschieden Proteoglykanen,
Glykoproteinen und Kollagen. Kollagen wird durch Zusammenlagerung von drei o-
Ketten Tropokollagen zu einer Tripelhelix gebildet. Verbinden sich mehrere
Tripelhelices entlang der Lateralachse, so entsteht eine monomere Fibrille. Diese kann
sich weiter mit mehreren Fibrillen zu einer Faser zusammenlagern. Zur Ausbildung der
Tripelhelixstruktur sind die Aminosduren Hydroxylysin und -prolin im Tropokollagen
erforderlich, welche durch Hydroxylasen gebildet werden. Ascorbinsdure und
Sauerstoff dienen als Co-Faktoren fiir die Hydroxylierungsreaktion. Sie bilden mit den
Hydroxylasen einen Komplex. Bei der Hydroxylierung wird nur ein Sauerstoffatom
bendtigt. Das zweite Atom aus dem molekularen Sauerstoff wird auf Ascorbinsdure
tibertragen, welche dadurch zu Dehydroascorbinsdure und Wasser oxidiert wird.
Ascorbinsdure ist fiir die korrekte Ausbildung von Kollagenfasern essentiell. Weiter
beeinflussen Proteoglykane die Fibrillogenese von Kollagen. Der Kollagengehalt einer
atherosklerotischen Lésion wird nicht nur durch die Synthese sondern auch durch den
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Abbau beeinflusst. So spalten die beiden Gelatinasen MMP-2 und MMP-9
(Matrixmetalloproteinase-2 und -9) Kollagen vom Typ I. Kollagen I zeichnet sich durch
extreme Zugfestigkeit aus. Es verleiht der fibrotischen Kappe und der gesamten Plaque
Stabilitdt gegeniiber mechanischer Belastung. Die Instabilitdt einer diinnen fibrotischen
Kappe kann zu Rupturen und somit zur Ausbildung eines Thrombus und seinen
Komplikationen fiihren.

In der Klinik werden zwei Phédnotypen von Plaques beschrieben: die symptomatische
und die asymptomatische Plaque. Die symptomatische Plaque ist durch das Vorliegen
einer Ruptur und eines kardiovaskuldren Ereignisses gekennzeichnet. Dies ist
hauptsdchlich die Folge von mangelnder Stabilitit. Gegeniiber asymptomatischen
Plaques zeichnen sich diese durch eine diinne fibrotische Kappe und einen verminderten
Kollagengehalt aus (Cipollone ef al.'*). Besonders in den Schulterregionen besitzen
symptomatische Plaques einen hohen Gehalt an Makrophagen und MMP. In diesen
Regionen sind auch weitere Entziindungsmerkmale wie die Expression von COX-2
besonders stark ausgepragt. Ein weiteres Merkmal, welches symptomatische, instabile
von asymptomatischen, stabilen atherosklerotischen Léasionen unterscheidet, ist die
Expression von TGF-B. Cipollone ez al.'* zeigten, dass TGF-B ein Parameter ist, der auf
die Stabilitdt von atherosklerotischen Lésionen schliefen lésst.

Ein Parameter, der zur Instabilitdt von atherosklerotischen Lisionen fiihrt, ist die mit
dem Alter der atherosklerotischen Lédsion ansteigende Kalzifizierung. Ausloser der
Kalzifizierung sind inflammatorische Zellen und Zytokine. In der Nihe des
nekrotischen Kerns lagert sich Calcium-Hydroxylapatit ab. Physiologisch betrachtet,
konnte dies als Barriere fiir eine Ausbreitung inflammatorischer Stimuli in Bereichen
chronischer Entziindung dienen'’. Abedin et al." beschreiben, dass an der Schnittstelle
eines kalzifizierten Bereiches zu weichem, nicht kalzifiziertem Gewebe ein Areal
mechanischer Instabilitit entsteht. Dies kann die Ruptur der Plaque begilinstigen.

Rupturen miissen nicht zwangsldufig zu klinischen Ereignissen fithren. Oft verlduft das
Einreien der fibrotischen Kappe ,,stumm®, was zu Plaqueeinblutungen fiihrt. Der
Schaden an der fibrotischen Kappe wird durch die Auflagerung einer neuen Intima iiber
die defekte Kappe kompensiert. Derartige Plaques zeigen eine Schicht von glatten
Muskelzellen innerhalb der atherosklerotischen Lidsion, die als versteckte fibrotische
Kappe bezeichnet wird. Durch die Plaqueeinblutungen ist vermehrt Eisen aus
Himoglobin in diesen Plaques nachweisbar, wie Kolodgie ef al.'® zeigten.

Die Progression zu instabilen atherosklerotischen Lasionen und die klinischen Folgen
von Rupturen wie Myokardinfarkte und Apoplex bedingen das grofle Interesse an
pharmakologischen MaBBnahmen zur Stabilisierung von atherosklerotischen Lésionen.
Die Untersuchung von Rupturen atherosklerotischer Lésionen ist durch das Fehlen
reprasentativer Tiermodelle erschwert.



6 Einleitung

1.4 Extrazellulare Matrix von atherosklerotischen Lasionen

Die EZM stellt das Grundgeriist fiir die in ihr befindlichen Zellen dar. Die EZM besteht
aus zwei verschiedenen Fasertypen, den fibrilliren Fasern, welche von Kollagen
gebildet werden und den elastischen Fasern des Elastins. Mit den fibrilldren
Komponenten der Matrix sind Proteoglykane assoziiert. Die EZM ist jedoch nicht nur
das Geriist fiir die in ihr befindlichen Zellen. Die verschiedenen Bestandteile
beeinflussen ferner die Funktion bzw. den Phianotyp der Zellen, so sind sie essentiell fiir
Migration und Proliferation'”'®. In der Atherosklerose sezernieren Endothelzellen und
SMC Matrixmolekiile in den interzelluliren Raum der Plaque. SMC kommt dabei die
quantitativ bedeutendste Rolle zu, wodurch diese einen besonderen Stellenwert fiir
in vitro Untersuchungen erhalten.

Die Bestandteile der EZM lassen sich auBerdem nach strukturellen Merkmalen
unterscheiden. Proteoglykane sind glykosylierte Proteine. Sie bestehen aus einem
Kernprotein (core-protein) und sind kovalent an sulfatierte Glykosaminoglykane
(GAG) gebunden. Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal zwischen den einzelnen
Proteoglykanen besteht in ihren gebundenen GAG-Ketten. Sie werden in
Chondroitinsulfat-Proteoglykane, Dermatansulfat-Proteoglykane und Heparansulfat-
Proteoglykane unterteilt. GAG-Ketten sind sulfatierte Polysaccharide, die aus
Disaccharideinheiten bestehen. Die Disaccharide bestehen wiederum aus Hexuronsiure
und einem Aminozucker. Ein weiteres bedeutendes Glykosaminoglykan der EZM ist
Hyaluronsdure (HA). Im Gegensatz zu den anderen GAG ist HA nicht an ein
Kernprotein gebunden.

Die wichtigsten in der Atherosklerose von humanen Plaques beschriebenen

Proteoglykane sind Versican, Perlecan, Biglycan und Decorin'.

Biglycan und Decorin gehdéren zu einer Untergruppe der kleinen leucinreichen
Proteoglykane (SLRP). Diese Gruppe besitzt in ihrem Kernprotein wiederholt,
leucinreiche Sequenzen und zeigt dadurch eine groe Homologie der Kernproteine.
Biglycan und Decorin besitzen 10 leucinreiche Sequenzen, die jeweils 14 Aminosduren
lang sind; ihre Kernproteine sind anndhernd gleich grof3 (~ 40 kDa). Am N-terminalen
Ende besitzen Decorin und Biglycan vier und in der C-terminalen Region zwei
Cysteinreste, die an diesen Stellen Disulfidbriicken bilden konnen. Die
Aminosduresequenz des Kernproteins von bovinem Biglycan ist zu 55 % identisch mit
der Sequenz des Kernproteins von bovinem Decorin. Unterschiede zeigen sich
hauptséchlich in der N-terminalen Region und den Glykosaminoglykan-Seitenketten®’.
Decorin enthélt eine GAG-Seitenkette und Biglycan zwei, die jeweils an Serinreste am
N-Terminus des Kernproteins gebunden sind. Uber die GAG-Ketten werden Funktionen
wie z.B. die Interaktion mit Kollagen vermittelt. Die Interaktion von Biglycan und
Decorin mit Kollagen wird zusétzlich durch ihren Proteinanteil bestimmt. Beide
Kernproteine besitzen eine spezifische Bindungsstelle fiir Kollagen Typ I und III.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von Decorin und Biglycan.

Von Decorin ist bekannt, dass es die Fibrillogenese von Kollagen beeinflusst. Decorin
bindet an Kollagenfibrillen und verzogert ihre laterale Anordnung®'. Dadurch entstehen
im Querschnitt kleinere, aber gleichméfiige Fasern. Decorin iibt demnach eine
entscheidende Kontrollfunktion auf die Anordnung der Fibrillen aus, die fiir die
mechanische Stabilitdit von Kollagen erforderlich ist. Weiterhin ist von Decorin
bekannt, dass es eine Neointimahyperplasie im Tiermodell hemmt™.

Biglycan ist das zweite SLRP, welches im Zusammenhang mit Kollagen in
atherosklerotischen Lasionen zu erwihnen ist. Die Biglycan-knockout-Maus zeigt eine
Storung in der Anordnung der Kollagenfibrillen durch eine gestorte Ossifikation der
Knochen®. Sowohl Biglycan als auch Decorin regulieren die Proliferation von SMC
in vitro®, so dass die Vermutung nahe liegt, dass sie einen Einfluss auf die

Atherogenese und Progression von atherosklerotischen Plaques haben.

Die Expression des Proteoglykans Versican wird bald nach Schidigung des Endothels
durch zahlreiche Faktoren wie Zytokine und Wachstumsfaktoren heraufreguliert.
Versican wird hauptsdchlich von SMC synthetisiert. Versican bindet ferner an
Wachstumsfaktoren und verschiedene Enzyme, aber auch an Lipoproteine und HA.
Zusammen mit HA fiihrt es zur Ausbildung einer ausgedehnten, viskoelastischen
perizelluliren Matrix, welche fiir die Proliferation und Migration von SMC
entscheidend sind. Versican ist nicht nur im frithen Stadium der atherosklerotischen
Lision von Bedeutung. Durch die Bindung an Lipoproteine, das Auftreten in der Néhe
des nekrotischen Kerns von fortgeschrittenen atherosklerotischen Lasionen sowie die
Lokalisation im Grenzbereich zwischen atherosklerotischer Plaque und Thrombus, wird
ein Einfluss auf die Retention von Lipiden, die Entziindung und Thrombose vermutet®.
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Perlecan fiihrt - dem Versican dhnlich - ebenfalls zu einer starken Ausdehnung der
EZM. An dieser Stelle ist es das quantitativ bedeutendste Heparansulfat-Proteoglykan™.
Perlecan wird durch atherogene Molekiile negativ reguliert und besitzt selber anti-
atherosklerotische Wirkungen wie z.B. die Hemmung der Proliferation von SMC?. In
humanen atherosklerotischen Plaques tritt es weniger stark auf als in murinen
atherosklerotischen Plaques™.

HA ist ein weiterer Bestandteil der EZM, welcher sowohl in primiren als auch in
restenotischen Lasionen vorzufinden ist. Das hochmolekulare Polysaccharid wird aus
alternierenden Einheiten B-1,3-verkniipfter D-Glukuronsdure und B-1,4-verkniipftem
N-Acetylglukosamin gebildet. Die Synthese erfolgt durch drei membranstindige
Enzyme, die HA-Synthasen 1-3 (HAS1-3)*, wobei HAS3 zusitzlich in einer zweiten
Variante (HAS3v2) vorkommt. Die GroBe der vorliegenden HA wird sowohl durch ihre
einzelnen Synthasen beeinflusst als auch durch Hyaluronidasen, welche HA
enzymatisch spalten und abbauen. Durch HAS1 bis 3 werden hochmolekulare HA-
Einheiten mit einer GroBe von 2x 10° Da (HAS1/2) und 1x 10° — 1x 10° Da (HAS3)
synthetisiert. Die abbauenden Enzyme HYALI und 2 spalten hochmolekulare HA-
Ketten in niedermolekulare von 100 (HYAL2)*® bzw. vier Saccharideinheiten
(HYALT1). Die GroBe der HA-Einheiten ist fiir ihre Eigenschaften in der EZM von
Bedeutung. So ist niedermolekulare HA proliferationsfordernd, steigert die
Angiogenese und ist ein Merkmal fiir verstirkte Entziindung des Gewebes’'.
Hochmolekulare HA zeigt eine hohe Aufnahmeféhigkeit fiir Wasser und fiihrt dadurch
zu einer verstirkten Volumenexpansion. Zusdtzlich weist hochmolekulare HA
angiogeneschemmende Eigenschaften auf’. Die PolymergroBe allein scheint
ausschlaggebend fiir die Funktion von HA zu sein®. Die Eigenschaften von HA hingen
weiterhin von der Interaktion mit bestimmen EZM-Bestandteilen, den so genannten
Hyaladhédrinen ab. Zu dieser Gruppe gehdren Versican, Inter-o-Trypsin-Inhibitor (Ial)
und tumor necrosis factor stimulated gene 6 (Tsg-6)>*. Durch die Bindung an Versican
akkumuliert HA in atherosklerotischen Plaques an den Stellen, wo Versican exprimiert
wird. Die HA-Expression ist weiter mit Bereichen vermehrter Proliferation und
Migration glatter Muskelzellen assoziiert, was einen Einfluss auf diese Vorginge nahe
legt. Besonders stark ist dies im Rahmen der Restenose nach perkutaner transluminaler
Koronarangioplastie (PTCA) nachweisbar, wie von Riessen et al.”® gezeigt wurde.

1.5 Statine

Eine Dyslipiddimie, im Speziellen ein erhohter LDL-Plasmaspiegel, ist der
Hauptrisikofaktor der Atherosklerose. Erhohte Cholesterolspiegel im Plasma lassen sich
effektiv. mit Statinen, Inhibitoren der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A-
Reduktase (HMG-CoA-Reduktase), behandeln. Statine reduzieren die Synthese von
Cholesterol in der Leber durch Hemmung der Reduktase, welche HMG-CoA zu
Mevalonat reduziert. Dies stellt den limitierenden Schritt in der Biosynthese des
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Cholesterols dar’® (s. Abb. 3). Die eigentliche Senkung des zirkulierenden LDLs wird
allerdings durch eine kompensatorische Gegenregulation in Form einer gesteigerten
Aufnahme von LDL in die Leber durch vermehrte Expression von LDL-Rezeptoren®’
erzielt. Durch die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase wird auch die Bildung von
Isoprenoid-Intermediaten der Cholesterolsynthese wie Farnesylpyrophosphat und
Geranylgeranylpyrophosphat gehemmt. Von diesen Substanzen ist bekannt, dass sie die
posttranskriptionelle Modifikation von kleinen GTPase-bindenden Proteinen wie Rho
und Ras regulieren. Durch die Hemmung der Synthese der oben genannten Isoprenoid-
Intermediaten inhibieren Statine die Aktivierung von Rho und Ras in SMC und
verhindern die fiir die Signaltransduktion wichtige Lokalisation dieser Signalproteine an
der Membran™’.

Isopentenyl- ==
/ P Y Geranyl-
pyrophosphat (Cs
pyrophosphat (C,)

HO
\6(2:0'4 % Farnesyl-
pyrophosphat (C;s)

ﬁ Mevalonat Q

o /\ B-HMG-CoA- Squalen (Cs)
COOH Reduktase- ﬂ
0 Inhibitoren
3-HMG-CoA ibitore Squalenepoxid
SCoA @
% Lanosterol (Csp)
Acetoacetyl-CoA (Cy) Q
Acetyl-CoA (C,) Cholesterol (Cy7)
HO

Abbildung 3: Synthese von Cholesterol und Wirkmechanismus der P-HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren; 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (f-HMG-CoA).

Statine binden durch eine grole Anzahl von van der Waals Bindungen besonders stark
an das katalytische Zentrum der HMG-CoA-Reduktase. Die Bindungsstirke
unterscheidet sich zwischen den Statinen. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal
zwischen den einzelnen Substanzen ist ihre Lipophilie, welche sich in teilweise
unterschiedlichen Effekten auf Apoptose und Proliferation &uflert. Pravastatin und
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Rosuvastatin sind relativ hydrophil, wihrend Simvastatin und Atorvastatin zu den
lipophileren Vertretern gehoren. Aufgrund der stirkeren Bindung an die HMG-CoA-
Reduktase zeigt besonders Rosuvastatin, ein neueres synthetisches Statin, welches in
Deutschland bis 2007 noch nicht zugelassen wurde, eine deutlich ausgeprigte
Hemmung des LDL-Cholesterols. Im Vergleich zu dem in Deutschland zugelassenen
potentesten Statin, Atorvastatin, welches den LDL-Plasmaspiegel um bis zu 55 %
senken kann40, reduziert Rosuvastatin das zirkulierende LDL um bis zu 63 %*'.

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Statine die kardiovaskuldre Mortalitdt bei
Patienten mit erhohtem Serumcholesterol senken®’. In der 4S-Studie (Scandinavian
Simvastatin Survival Study)* wurde dies erstmals an 4444 Patienten mit koronarer
Herzkrankheit nachgewiesen. Statine vermdgen auch in Patienten mit normalem
Serumcholesterol die Mortalitdt aufgrund von kardiovaskuldren Ereignissen zu
senken®. Obwohl die positiven Effekte eindeutig mit der Senkung des zirkulierenden
LDLs korrelieren®’, wird angenommen, dass Statinen iiber so genannte pleiotrope
Effekte zusitzlich zur Senkung des kardiovaskuldren Risikos beitragen. Diese Effekte
sind in Abb. 4 zusammengefasst. Dazu gehort die Verbesserung der endothelialen
Dysfunktion u.a. durch Steigerung der Bioverfiigbarkeit von vasodilatierendem NO®.
Dieser Effekt ist, wie die meisten anderen pleiotropen Effekte, abhidngig von der
Reduktion der Isoprenoide durch Hemmung der Bildung von Mevalonat und der
nachgeschalteten Hemmung der Isoprenoid-Membranverankerung von Rho und Ras.
Statine reduzieren weiterhin die Synthese und Présentation Adhdsionsmolekiile wie z.B.
E- und P-Selektin sowie intercellular adhesion molecule ICAM-1)*, welche nach einer
Storung der Endothelfunktion die Rekrutierung von Leukozyten veranlassen. Statine
vermindern weiter die Inflammation, was durch Reduktion der Plasmakonzentration
von C-reaktivem Protein®’ deutlich wird. In Bezug auf den Umbau der EZM von
atherosklerotischen Lisionen ist von einigen Statinen bekannt, dass sie zur
Stabilisierung von bestehenden Plaques beitragen. Cipollone e al.*® zeigten, dass
Simvastatin ~ zur  Steigerung der  Kollagenmenge und Reduktion von
matrixdegradierenden Metalloproteinasen in humanen atherosklerotischen Lésionen
fihrt. Ob Statine einen Einfluss auf weitere Bestandteile der EZM, wie z.B.
Proteoglykane und Hyaluronséure in vivo haben, ist bisher nicht bekannt.
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Abbildung 4: Pleiotrope Effekte einer Statintherapie in der Atherosklerose.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Rosuvastatin auf die EZM
untersucht. Die Struktur von Rosuvastatin weist den allen Statinen gemeinsamen HMG-
Rest auf (s. Abb.5). Rosuvastatin verursacht eine leberspezifische Hemmung der
HMG-CoA-Reduktase. So hemmt Rosuvastatin die HMG-CoA-Reduktase in Ratten-
Hepatozyten 1000-fach stirker als in Ratten-Fibroblasten®’. Als Vorteil in Bezug auf
mogliche  Arzneimittelinteraktionen ist die geringe Metabolisierung™  iiber
Cytochrom P 450 zu sehen.
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Abbildung 5: Strukturformel von Rosuvastatin-Calcium.
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Von Rosuvastatin ist bereits bekannt, dass es anti-inflammatorisch wirkt"’, die Funktion
der NO-Synthase verbessert’™' und Plaqueausbildung reduziert’”. Um mdgliche
pleiotrope Effekte von Statinen auf die EZM zu untersuchen, wurde dieses neue Statin
ausgewdhlt und die Wirkungen nach oraler Applikation im Atherosklerosemodell der
ApoE"-Maus analysiert.

1.6 COX und Prostaglandine in der Atherosklerose

Cyclooxygenasen setzen Arachidonsdure in Prostanoide um. Seit Anfang der 90er
Jahren sind zwei Isoformen der COX bekannt: COX-1 und COX-2>. Sie
unterscheiden sich in der Gewebeverteilung und der Regulation ihrer Expression.
COX-1 wird konstitutiv in fast allen Geweben exprimiert und ist fiir die
Aufrechterhaltung physiologischer Funktionen wie z.B. die schiitzende Wirkung auf die
Mucosa des Magens verantwortlich. COX-2 ist im Gegensatz zu COX-1 mit wenigen
Ausnahmen nicht konstitutiv exprimiert und wird durch Stimuli wie inflammatorische
Zytokine™ induziert. So wird COX-2 verstirkt in aktivieten SMC und
inflammatorischen Zellen, wie Makrophagen exprimiert’®. In Abb. 6 werden die
nachfolgend erkldrten Synthese- und Metabolisierungsvorgdnge verdeutlicht. Beide
Cyclooxygenasen katalysieren zwei Reaktionen, welche Arachidonsdure in
Prostaglandin G, (PGG;) wund Prostaglandin H, (PGH;) iberfiihren. Von
nachgeschalteten Synthasen wird PGH, gewebespezifisch in PGI, (Synonym:
Prostacyclin), PGD,, PGE,, PGF;, und Thromboxan A, (TXA,) iiberfiihrt. TXA, wird
in Thrombozyten gebildet und induziert ihre Aggregation. Es hat weiterhin eine
vasokonstriktive Wirkung. Prostacyclin ist das Hauptprodukt  des
Prostaglandinstoffwechsels im Endothel® und bindet an IP-Rezeptoren. Prostacyclin ist
durch seine vasodilatierenden  Figenschaften und die Hemmung der
Thrombozytenaggregation ein  funktioneller Gegenspieler von TXA,. Die
gegensdtzlichen Funktionen von PGI, und TXA; spiegeln sich auch in der
unterschiedlichen Synthese wider. PGI; ist neben PGE, das Hauptprodukt von COX-2
im vaskuldren System, wihrend TXA,; von COX-1 gebildet wird. PGE, wird durch
Prostaglandin-E-Synthase (PGES) aus PGH, synthetisiert. PGES existiert in drei
Varianten: der mikrosomalen PGES-1 (mPGES-1)* und mPGES-2°' sowie der
zytosolischen PGES-1%. PGE, wird von Monozyten, SMC und Endothelzellen gebildet
und aktiviert vier verschiedene Rezeptoren mit teilweise gegensitzlichen Funktionen.
Diese Rezeptoren werden EP-Rezeptoren genannt. EP-Rezeptoren sind G-Protein
(GTP-bindendes  Protein) gekoppelte Rezeptoren. PGIL, ist durch seine
Vinyletherpartialstruktur sehr instabil und wird im Plasma schnell zu 6-Keto-PGF,
hydrolysiert” und im Harn schlieBlich als 2,3-Dinor-6-keto-PGF}, ausgeschieden.
PGE, wird im Urin als 7-Hydroxy-5,11-diketo-tetranoprostan-1,16-dioic acid
ausgeschieden. Sowohl PGE, als auch PGI, hemmen die Proliferation von SM(C65 ;
PGI, besitzt zusdtzlich migrationshemmende Eigenschaften in SMC®. Thromboxan A,
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ist ebenfalls sehr instabil und wird im Plasma schnell zu TXB, umgewandelt und als
2,3-Dinor-TXB; im Urin ausgeschieden.
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Abbildung 6: Biosyntheseweg und Metabolisierung der Prostanoide. Angelehnt an
Narumiya et al.”’

Schénbeck ef al.>® zeigten, dass COX-2 nur in der Neointima von atherosklerotischen
Lasionen vorkommt, wihrend COX-1 konstitutiv in SMC der Media exprimiert ist. Im
gesunden Zustand zeigen SMC keine COX-2 Expression ®. Eine gesteigerte Expression
von COX-2 in SMC wird durch inflammatorische Zytokine wie z.B. Interleukine und
tumor necrosis factor a (TNFa)) vermittelt. Aus der Degranulation von Thrombozyten
freigesetzte Wachstumstaktoren wie platelet derived growth factor BB (PDGF-BB)
stimulieren ebenfalls die Expression von COX-2. In symptomatischen Plaques ist eine
erhohte COX-2-Expression besonders in Bereichen mit hoher Makrophagendichte in
den Schulterregionen, zu finden®. Hier ist COX-2 bevorzugt mit mPGES-1 assoziiert
und steigert dariiber die Synthese von PGE,. Cipollone et al.*’ fanden auBerdem, dass in
humanen atherosklerotischen Lasionen Bereiche erhdhter COX-2 / mPGES-Expression
mit verstirkter MMP-Aktivitdt in Makrophagen assoziiert sind.

COX-2-Inhibitoren (Coxibe) wurden Ende der 90er Jahre in den Markt eingefiihrt, um
das gastrointestinale Risiko einer Therapie mit nonsteroidal antiinflammatory drugs
(NSAID) zu reduzieren. Sie sind deshalb fiir eine symptomatische Langzeitbehandlung
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der Osteoarthritis und rheumatoiden Arthritis indiziert. Der gastrointestinale Nutzen
dieser Arzneistoffklasse durch Erhaltung der protektiven Wirkung von COX-1 in der
Mucosa des Magens wurde durch klinische Studien belegt”®. Allerdings zeigte sich
bereits fiinf Jahre nach der Markteinfiihrung von Rofecoxib (1999) eine Erhéhung des
kardiovaskuliren Risikos durch vermehrt auftretende thromboembolische Ereignisse’'.
Diese Ereignisse waren besonders stark bei bestehenden Risikofaktoren fiir
kardiovaskulire Erkrankungen vorzufinden’>"". 2004 fiihrten schlieBlich die Ergebnisse
der APPROVe-Studie”' zur Riicknahme von Rofecoxib und ein Jahr spiter zur
Riicknahme von Valdecoxib. Dariiber hinaus wurden Celecoxib, Parecoxib sowie die
spater zugelassenen Coxibe Etoricoxib und Lumiracoxib in der Indikation beschréinkt.
Zuriickgefiihrt werden diese unerwiinschten Wirkungen auf eine Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen Prostacyclin und TXA,. Antithrombotisch wirksames
Prostacylin wird durch Inhibition von COX-2 vermindert gebildet, so dass die
Wirkungen des prothrombotischen TXA, iiberwiegen. In verschiedenen transgenen
Mausmodellen wurden diese Einfliisse auf die Atherosklerose iiberpriift. Cheng et al.”*
untersuchten das Ausmal der Atherosklerose in IP-Rezeptor-defizienten Méusen. Hier
zeigte sich nach einer GefdaBBschidigung eine gesteigerte Proliferation der SMC in der
Intima und eine verstirkte Thrombozytenaktivierung. Ein zusétzlicher knockout fir den
Thromboxan-Rezeptor hob diese Effekte wieder auf. In Méusen, die ausschlieBlich
Thromboxan-Rezeptor defizient sind, zeigte sich in dieser Studie eine Verminderung
der Atherosklerose nach GefiBschiadigung. In einer neueren Studie von Wang et al.”
zeigten mPGES-1 und LDL-Rezeptor-doppel-knockout-Mause eine erhohte Stabilitét
der atherosklerotischen Liasionen durch verstirkte Akkumulation von Kollagen. Des
Weiteren wiesen diese Méuse eine reduzierte Atherogenese und dadurch kleinere
atherosklerotische Lésionen auf. Wang et al. erkldren dies durch eine Verschiebung zu
erhohter Umsetzung von PGHj; in Richtung PGI,.

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Relevanz der beschriebenen Verschiebung des
Gleichgewichtes zwischen PGI, und TXA,. Die pathophysiologische Rolle einer
COX-2-Hemmung im Rahmen der Atherosklerose erscheint ambivalent. Kurzfristig
steht moglicherweise das Ungleichgewicht zwischen TXA, und PGI, im Vordergrund
und verursacht ein erhohtes Risiko flir thromboembolische Komplikationen.
Langfristige Hemmung der COX-2-Aktivitit konnte dagegen durch anti-
inflammatorische Wirkung und die Reduktion von MMP-Aktivitit die Progression der
Atherosklerose hemmen.

Der vaskuldre Umbau von atherosklerotischen Lésionen wird von COX-2 nicht nur
durch eine gesteigerte MMP-Aktivitit gesteuert. Meyer-Kirchrath ez al.”® zeigten, dass
Prostacyclin in humanen SMC die Expression von HAS-2 mRNA steigert.
Sussmann ez al.”’ zeigten an SMC, dass diese Stimulation cAMP- und PKA-vermittelt
ist. AuBBerdem zeigten sie, dass nicht nur Prostacyclin die HAS-2-Expression in SMC
induziert, sondern auch PGE,. Dies wird iiber den EP,-Rezeptor vermittelt. HAS-1 wird
ebenfalls durch PGI, und PGE; in einer cAMP-abhéngigen Signaltransduktion iiber den
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IP- und EP,-Rezeptor stimuliert’®. HA selber wird, wie bereits erwihnt, durch seine
proliferations- und migrationsfordernden Eigenschaften als pro-atherosklerotisch
betrachtet. Die Untersuchung, ob endogene, vasodilatierende Prostaglandine die HA-
Synthese auch in vivo stimulieren, steht noch aus.

Um dies zu untersuchen wurden in dieser Arbeit die Cyclooxygenasen in
atherosklerotischen Méusen pharmakologisch inhibiert. In einer fritheren Studie von
Riendeau ef al.” wurde die Selektivitit fir COX-2 von Rofecoxib und Indometacin
getestet. Ausgedriickt wurde dies als Quotient der ICs fiir COX-1 / COX-2, welche fiir
Rofecoxib 35,0 und fiir Indometacin 0,4 betrug. Deshalb wurden in dieser Arbeit
ApoE""-Miuse mit Rofecoxib (Abb. 7A) als selektivem COX-2-Inhibitor und mit dem
unselektiven Inhibitor Indometacin (Abb. 7B) behandelt.
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Abbildung 7: Strukturformeln von (4) Rofecoxib und (B) Indometacin.
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1.7 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungen von zwei Arzneistoffgruppen,
Statinen und COX-Inhibitoren, auf die Atherosklerose an ApoE'/'-Méiusen untersucht.
Dabei lag der Fokus der Untersuchungen auf der Zusammensetzung der extrazelluldren
Matrix (EZM).

Pharmakologische Interventionen in den circulus vitiosus der Atherosklerose stellen in
den westlichen Nationen wichtige lebensverlingernde Maflnahmen dar. Neben der
Behandlung von Surrogatparametern wie Diabetes mellitus und Hypertonie, ist die
Kontrolle der Serumlipide und der inflammatorischen Prozesse das wichtigste Ziel der
Therapie der Atherosklerose. Die Auswirkungen einer Statinbehandlung auf die
extrazelluldre Matrix sind bisher nur begrenzt an in vivo Modellen beschrieben worden.
Daher war das Ziel der nachfolgend geschilderten Untersuchungen die Analyse des
Einflusses von Rosuvastatin auf die EZM von atherosklerotischen Lésionen. Effekte
von Rosuvastatin  auf die Atherosklerose und die EZM wurden im
Atherosklerosemodell der ApoE”-Maus beziiglich folgender Punkte untersucht:

1. Progression von bereits bestehenden atherosklerotischen Lasionen

2. Zusammensetzung der EZM in Bezug auf Proteoglykane, Hyaluronsidure (HA)
und Kollagen

. Hinweise auf Plaquestabilitét

3
4. COX-2-Expression als Marker fiir inflammatorische Prozesse
5. Zelluldre Zusammensetzung

6

. Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf humane atherosklerotische Lisionen.

Im zweiten Teil der Arbeit lag der Fokus auf der Untersuchung des Einflusses von
vasodilatierenden Prostaglandinen auf den Umbau der EZM. Bisher sind COX-2-
Inhibitor-vermittelte Effekte auf die Atherosklerose nicht génzlich geklirt. Sie scheinen
vielmehr eine duale Rolle durch das vermehrte Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse
einerseits und die Reduktion entziindlicher Prozesse andererseits einzunehmen. Um den
Effekt einer Senkung von PGI, und PGE, in vivo in atherosklerotischen Lésionen zu
untersuchen, wurde ApoE'/ "-Miusen Rofecoxib (Vioxx®) als spezifischer Inhibitor fiir
COX-2 verabreicht. Die Effekte von Rofecoxib wurden mit denen von Indometacin als
unspezifischen Inhibitor der beiden Cyclooxygenasen im Atherosklerosemodell der
ApoE"-Maus und in Kombination mit einer durch Endothelschidigung ausgeldsten
Atherosklerose verglichen und beziiglich folgender Punkte analysiert:

1. Ausmal} der Hemmung der Synthese von Prostacyclin und Thromboxan A,
2. Progression der atherosklerotischen Lésionen nach Endothelschidigung

3. Expression von COX-2 in den atherosklerotischen Lisionen
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4. Zusammensetzung der EZM in Bezug auf HA-Synthase-Expression und
HA-Akkumulation.
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Puffer und Losungen

2 Material und Methoden

2.1 Puffer und Losungen

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Substanzen wurden von den Firmen Sigma-Aldrich

(Deisenhofen), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

Tabelle 1: Verwendete Puffer und Losungen in der Protein-Analyse

Puffer bzw. Losung Zusammensetzung

10x Laufpuffer 250 mM Tris
1,9 mM Glycin
0,1 % SDS

4x Auftragspuffer 40 % Glycerol

8 % SDS

0,25 M Tris

0,4 M DTT

0,04 % Bromphenolblau
5 % B-Mercapto-EtOH
pH 6,8

4x Sammelgelpuffer 0,5 mM Tris-HC1
0,4 % SDS
pH 8,8

4x Trenngelpuffer 1,5 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
pH 8,0

Blockierlosung 2 % (w/v) ECL Advanced Blocking Reagenz
1x TBST

Blot-Puffer Ix Laufpuffer ohne SDS
20 % Methanol

10x TBS 100 mM Tris-HC1
1,5 mM NaCl
pH 7,4

TBST 1x TBS
0,1 % Tween 20
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Tabelle 2: Verwendete Puffer und Losungen zur Analyse der Proteoglykane

Puffer bzw. Losung

Zusammensetzung

10x Proteinaseinhibitoren-Mix
(Chondroitinase-Verdau)

1 M 6-Aminohexanséure
1 M Benzamidin

1 mM PMSF
6x ABC-Puffer 109 mM Tris-HCl
(Chondroitinase-Verdau) 15 % BSA
18 mM Na-Acetat
pH 8,0
8 M Harnstoffpuffer 8 M Harnstoff
(fiir Sephadex G50) 0,05 M Na-Acetat

0,5 % Triton X100

Carrier-Losung
(Proteoglykan-Fillung)

1 % (w/v) Chondroitinsulfat A

DEAE-Elutionspuffer 3 M Na(Cl
(Proteoglykan-Isolierung) DEAE-Puffer
DEAE-Puffer 8 M Harnstoff
(Proteoglykan-Isolierung) 2mM EDTA

50 mM Tris

0,5 % Triton X100

pH 7,5
DEAE-Waschpuffer 0,25 M NaCl

(Proteoglykan-Isolierung)

DEAE-Puffer

EtOH/K-Acetat-Lsg.
(Proteoglykan-Féllung)

1,3 % K-Acetat
95 % EtOH

Proteoglykan-Extraktionspuffer
(Proteoglykan-Isolierung)

4 M Guanidin-HC1
0,05 M Na-Acetat
2 % Triton X100
pH 6
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Tabelle 3: Verwendete Puffer und Losungen zur Gewebepriparation und Histologie

Puffer bzw. Losung Zusammensetzung
4 % Formalin nach Lillie 46 mM Na,HPO, (wasserfrei)
(Gewebefixierung) 29 mM NaH,PO4 x H,O
4 % Formalin
4 % PFA 1x PBS
(Gewebefixierung) 4 % PFA
pH 7,4
Sucrose-Losung 1 x PBS
(Kryoprotektion) 20 % Sucrose
pH 7,4
PBS 137 mM NacCl
2,7 mM KCl

1,5 mM KH,PO4
8,3 mM NazHPO4

pH 7,4
Tabelle 4: Sonstige Puffer und Losungen
Puffer bzw. Losung Zusammensetzung
10x TAE (DNA-Gel) 40 mM Tris
20 mM Na-Acetat
2 mM EDTA
pH 7,8
10x Blaumarker 30 % Glycerol

0,04 % Bromphenol-Blau

DEPC-Wasser (RNA-Préparation)

0,1 % (v/v) Diethyl-pyrocarbonat

EDTA-Lo6sung (Plasmapréiparation)

100 mM EDTA
0,9 % NaCl
pH 7,0
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2.2 Farbstoffe und Farbstofflosungen

Tabelle 5: Verwendete Farbstoffe und Farbstofflosungen (Movats)

Farbstoff

Farbelosung

Alcian Blau

1 % Alcian Blau 8GX

Bouins Losung

70 % gesittigte Pikrinsdureldsung
25 % Formaldehydlosung (40 %)
5 % Eisessig

Crocein-Scarlet 7B

Crocein-Scarlet Stammldsung:

1 % (w/v) Crocein-Scarlet

0,5 % (v/v) Eisessig

—> 4:1 mit Fuchsin-Stammlésung verdiinnen

Fuchsin

Fuchsin-Stammlosung

0,1 % (w/v) saures Fuchsin

0,5 % (v/v) Eisessig

—> 1:4 mit Crocein-Scarlet Stammlosung verdiinnen

Musto-Elastin-Farbung

Alkoholische Himatoxylin-Losung:

2 % (w/v) Hamatoxylin

95 %-iger EtOH

Eisenchlorid-Losung:

2,48 % (w/v) Eisenchlorid-Hexahydrat
5 % (v/v) konzentrierte HCI
Iod-Losung:

4 % KI

2% lod

Musto-Elastin-Féarbelosung: 3:2:1

Safran

6 % (w/v) Safran-Fiden
100 %-iger EtOH

Tabelle 6: Verwendete Farbstoffe und Farbstofflosungen (Picro-Siriusrot)

Farbstoff

Farbelosung

Picro-Siriusrot

0,1 % (w/v) Picro-Siriusrot
gesdttigte Pikrinsdurelosung

Colestinblau

4,4 % (W/V) NH4F6(SO4)2
0,4 % (w/v) Colestinblau
12,3 % (v/v) Glycerin
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Tabelle 7: Verwendete Farbstoffe und Farbstofflosungen — sonstige Fdrbungen

Farbstoff

Farbelosung

Hémalaun nach Mayer

(Immunhistochemie)

gebrauchsfertig von Merck

Neutralrot

(von Kossa-Farbung)

1 % (w/v) Neutralrot
1 % (v/v) Eisessig

Ol-Rot-O
(Lipid-Farbung)

Ol-Rot-O- Firbeldsung (en-face):

10 ml NaOH (1 M)

35 ml Ol-Rot-O-Losung (0,5 %-ig in
MeOH)

Ol-Rot-O-Firbeldsung (Gefrierschnitte):

0,5 % (w/v) Ol-Rot-O
Propylenglykol

Orcein

(Féarbung elastischer Fasern)

0,5 % (w/v) Orcein
70 %-iger EtOH
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2.3 Substanzen und Arzneistoffe

Tabelle 8:Verwendete Substanzen

Substanzen Hersteller

1,10-Phenanthrolin Sigma-Aldrich, Deisenhofen

100 bp DNA Ladder Gibco-Invitrogen, Karlsruhe

Acrylamid / Bisacrylamid-Losung 40 % BioRad, Miinchen

Ammoniumpersulfat (APS) BioRad, Miinchen

Aquatex Merck, Darmstadt

Cholesterin-CH 200 Kt Randox Laboratories, Krefeld

Chondroitin ABC Lyase ICN Biomedicals, Ohio, USA

DEAE Sephacel Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Diaminobenzidin (DAB) Zytomed Systems, Berlin

DQ™ Gelatine FITC konjugiert Gibco-Invitrogen, Karlsruhe

ECL Advanced Blocking Reagenz Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Entellan® (Eindeckmedium) Merck, Darmstadt

Hoechst 33324 Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Lumi.Light Western Blotting Substrat Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

PageRuler™  Prestained Protein Ladder | Fermentas, St.Leon-Rot
(Protein-Standard)

QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit Qiagen, Hilden

Sephadex G50 Sigma-Aldrich, Deisenhofen

SuperScript™ III  First Strand c¢DNA | Gibco-Invitrogen, Karlsruhe
Synthesis Kit

SYBR Green” PCR Master Mix Applied Biosystems, Darmstadt
TIMP-1 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
TissueTek-Einbettmedium Leica Microsystems, Wetzlar
Triglyceride-TR210 Kit Randox Laboratories, Krefeld
TRIZOL® Reagenz Gibco—Invitrogen, Karlsruhe
Vectashield® Mounting Medium Vector Laboratories, CA, USA
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Tabelle 9:Verwendete Arzneistoffe

Wirkstoffe

Arzneimittel-Name

Buprenorphin Temgesic® Amp., Essex Pharma Miinchen

Esketamin Ketanest® S 25 mg/ml, Pfizer, Karlsruhe

Indometacin Reinsubstanz, Sigma-Aldrich,
Deisenhofen

Rofecoxib Vioxx® Tbl., Merck, Darmstadt

Rosuvastatin-Ca

Reinsubstanz, AstraZeneca, London

Xylazin-HCI

Rompun” 2 %-ige Inj. Losung ad us vet.,
Bayer, Leverkusen
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2.4 Antikorper

Tabelle 10: In der Immunhistochemie und im Western-Blot verwendete Antikérper

Antikorper

Hersteller

Verdiinnung

a-Aktin, polyklonal

DAKO, Hamburg

1:200

Biglycan LF106, polyklonal

von Larry Fisher (NIH, USA)

1:1000 (Maus),

(Immunhistochemie) zur Verfiigung gestellt 1:800 (Mensch)
Biglycan LF106, polyklonal s.0. 1:500
(Western-Blot)
1:300

Maus-COX-2, polyklonal

Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, USA

Decorin LF113, polyklonal
(Immunhistochemie)

von Larry Fisher (NIH, USA)
zur Verfligung gestellt

1:1000 (Maus),
1:200 (Mensch)

Decorin LF113, polyklonal s.0. 1:1000
(Western-Blot)
Hyaluronsédurebindeprotein, Seikagaku, Tokyo, Japan 2 png/ml
biotinyliert
Kollagenneoepitope C1,2C, IBEX Technologies, 1:100
polyklonal Montreal, Quebec
Mac 2, polyklonal CEDARLANE Laboratories, 1:400
Burlington, Ontario, Canada
MMP 2, polyklonal Novus Biologicals, Littleton, 1:250
CO, USA
MMP 9 (C-20), polyklonal Santa Cruz Biotechnology, 1:50
Santa Cruz, CA, USA
Perlecan (anti-heparan sulfate Seikagaku, Tokyo, Japan 1:50
proteoglycan), monoklonal
Chemicon International, 1:50

Versican GAG a-Doméne,
polyklonal (AB1032)

Temecula, CA, USA
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Tabelle 11: In der Immunhistochemie und im Western-Blot verwendete Sekunddrantikorper

Antikorper Hersteller Verdiinnung
goat anti-rat IgG, Rhod X- Dianova, Hamburg 1:400
konjugiert, praadsorbiert,
(112295)
goat anti-rabbit IgG, HRP- Santa Cruz Biotechnology, | Sekundérantikdrper
konjugiert, (sc-2004) Santa Cruz, CA, USA 1:400
donkey anti-goat IgG, HRP- Santa Cruz Biotechnology, | Sekundarantikdrper
konjugiert, (sc-2020) Santa Cruz, CA, USA 1:400
goat anti-mouse IgG, HRP- Santa Cruz Biotechnology, | Sekundérantikdrper
konjugiert, (sc-2005) Santa Cruz, CA, USA 1:400
Streptavidin Typ IV, HRP- Sigma-Aldrich, Deisenhofen | Sekundérantikdrper
konjugiert, (S-5512) 250 ng/ml
Streptavidin, FITC-konjugiert DAKO, Hamburg 1:200
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2.5 Geriite

Tabelle 12: Verwendete Gerdte

Elektrophorese Mini-PROTEAN®™3 BioRad, Miinchen
(Protein) Electrophoresis Cell, PowerPac
200 + 300 Power Supply
Elektrophorese (RNA) | Sub-Cell® GT BioRad, Miinchen
Elektrophoresekammer
Filmauswertung GS-800 Calibrated Umax Systems GmbH,
(Scanner und Software) | Densitometer Willich

Quantity One® Version 4.4.1

BioRad, Miinchen

Gefriertrocknung Gefriertrocknungsanlage Beta I | Christ, Osterode am Harz
Gelauswertung GelDoc 1000™ mit Quantity BioRad, Miinchen

One®”

Version 4.1-Software
Kaltlichtquelle Schott KL 1500; cp Schott, Mainz
(Sektionen)
Kamera Power Shot G6 Canon Inc., Tokio
(Stereomikroskop)

Kamera + Software

Colorview Il Kamera mit Soft
Imaging System-Software

Soft Imaging System,
Miinster

Kryostat Leica CM 1850 Leica Microsystems,
Wetzlar

Kiihlplatte Leica EG 1150c Leica Microsystems,

(Paraffinblocke) Wetzlar

Mikroskop Olympus BX 50 Olympus, Hamburg

Operationsbesteck Aesculap Aesculap AG, Tuttlingen

Paraffinstreckbad Medax 25900 Medax, Kiel

Protein-Transfer
(Western-Blot)

Semidry Blotting Apparatur

BioRad, Miinchen

RNA-Messung Genequant I DNA/RNA Amersham Pharmacia
Calculator Biotech, Freiburg
Rotationsmikrotom Leica RM 2255 Leica Microsystems,
Wetzlar
RT-PCR Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg
qRT-PCR Applied Biosystems 7300 Applied Biosystems,
Real-Time PCR System Darmstadt
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Stereomikroskop Stemi 2000 Zeiss, Oberkochen

Zentrifuge Centrifuge 5415 R (kiihlbar) Eppendorf, Hamburg

2.6 Zellkultur

Humane glatte Muskelzellen (hSMC) aus Koronararterien wurden nach
Standardbedingungen in hSMC-Medium mit 5 % FCS kultiviert. Fiir die Versuche
wurden 8.000 Zellen/cm® Kulturschale ausgesdt und nach 24 Stunden (h) mit
1 uM Rosuvastatin und 56 pg/ml Ascorbinsdure stimuliert. Die Inkubation mit den
Stimuli erfolgte fiir 24 h oder 5 Tagen (d), wobei das Medium bei der 5-tigigen
Inkubation nach 2 Tagen ausgetauscht wurde.

2.7 Tiere und Futter

Miuse mit einem homozygoten knockout fiir das Apolipoprotein E (ApoE™) wurden
iiber Taconic M&B (Dédnemark) bezogen und in der Tierversuchsanstalt der
Universititsklinik Diisseldorf geziichtet. Diese Tiere haben einen gemischten
C57BL/6 x 129 genetischen Hintergrund. Die Tiere wurden in einem konstanten 12 h
Tag- und Nachtrhythmus gehalten. Futter und Wasser wurde ad [ibitum verabreicht,
wobei der mittlere Futterverbrauch pro Tag als Grundlage fiir die Arzneistoffdosierung
diente. Fiir die folgenden Versuche wurden nur ménnliche Tiere verwendet.

2.7.1  Futtermischungen

Fiir die Fiitterung der ApoE”-Miuse wurde eine spezielle Futtermischung der Firma
ssniff aus Solingen verwendet. Alle Mause erhielten ssniff®NM (Alleinfuttermittel fiir
die Zucht und Haltung von Nacktméusen). Diesem Futter wurden die verschieden
Arzneistoffe wie folgt beigemischt und verpresst:

Arzneistoffkonzentration im Futter Dosierung [mg/kg*d]
160 mg/kg Rosuvastatin-Calcium 20 mg Rosuvastatin
16 mg/kg Rosuvastatin-Calcium 2 mg Rosuvastatin
375 mg/kg Rofecoxib 50 mg Rofecoxib

22,5 mg/kg Indometacin 3 mg Indometacin.

Im Neointimahyperplasie-Modell wurde ab dem Datum der Ligatur der linken
A. carotis eine fettreiche Westerndiit ssniff°EF NM, die 21 % Butterfett und
0,15 % Cholesterin enthilt, gefiittert. Da der pro-Tag-Verbrauch dieses Futters vom
normalen Nacktmausfutter abwich, wurden Rofecoxib und Indometacin, um die gleiche
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Dosierung wie eingangs erwidhnt zu erreichen, mit 300 mg/kg Westerndidt und
18 mg/kg Westerndidt verpresst.

2.8 Studiendesign

2.8.1 Rosuvastatin

ApoE"-Miuse wurden bis zum Alter von 20 Wochen mit Nacktmausfutter gefiittert.
Danach erhielten sie bis zum Alter von 52 Wochen Rosuvastatin in den Dosierungen
2mg und 20 mg/kg*d, bzw. Kontrollfutter. Danach wurde den Tieren Blut zur
Lipidbestimmung und Herz, Aorta und die A. brachiocephalica fiir histochemische
Untersuchungen entnommen. Zusétzlich wurde von einigen Tieren die Aorta zur
Analyse von RNA und Proteinexpression entnommen.

Rosuvastatin 2 mg/kg*d

| Wochen
I I 1

0 20 52
Rosuvastatin 20 mg/kg*d T

Endpunkt

Abbildung 8: Zeitplan fiir die Fiitterung mit Rosuvastatin

2.8.2 COX-Inhibitoren

ApoE"-Miuse wurden bis zum Alter von 15 Wochen mit Nacktmausfutter gefiittert und
danach in 2 Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe erhielt ab der 15. Woche bis zur
23. Woche 3 mg Indometacin/kg*d oder 50 mg Rofecoxib/kg*d bzw. weiterhin
Kontrollfutter (normales Nacktmausfutter). Danach wurde den Tieren das Herz fiir
immunhistochemische Untersuchungen und die Aorta zur RNA-Priparation
entnommen. Die zweite Gruppe erhielt ab der 15. Woche bis zur 25. Woche weiterhin
Kontrollfutter. Ab der 25. bis 33. Woche wurden die oben erwidhnten COX-Inhibitoren
in den genannten Dosierungen gefiittert. Es folgten die gleichen Untersuchungen wie in
der ersten Gruppe.
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Humane atherosklerotische Plaques aus Karotis-Endarterektomien

1.Gruppe 2.Gruppe
3 mg/kg*d 3 mg/kg*d
Indometacin Indometacin
| Wochen | |
I I 1
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oddnip 'z
pundpug

Abbildung 9: Zeitplan fiir die Fiitterung mit COX-Inhibitoren

2.8.3 Neointimahyperplasie und COX-Inhibitoren

ApoE"-Miuse wurden bis zum Alter von 10 Wochen mit normalem Nacktmausfutter
geflittert. In der 10. Woche wurde an der linken 4. carotis eine Ligatur zur Erzeugung
einer Neointimahyperplasie gelegt. Nach der Ligatur wurden die Tiere mit einer
fettreichen Westerndidt gefiittert, die Rofecoxib in einer Dosierung von 50 mg/kg*d und
Indometacin in einer Dosierung von 3 mg/kg*d enthielt. Kontrolltiere erhielten
Westerndidt ohne Arzneistoff. Die Tiere, die arzneistofthaltiges Futter erhielten
bekamen dieses bereits 4 Tage vor dem operativen Eingriff. In der 14. Woche wurden
die Tiere getdtet und die Karotiden zur Analyse der Neointimahyperplasie entnommen.

Western Didt
| Wochen | |

3 mg/kg*d Indometacin

Ligatur der linken A. carotis Endpunkt

Abbildung 10: Zeitplan fiir die Fiitterung mit COX-Inhibitoren nach Ligatur der linken
A. carotis.
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2.9 Humane atherosklerotische Plaques aus Karotis-
Endarterektomien

Gefrierschnitte atherosklerotischer Plaques aus Endarterektomien der Arteria carotis
wurden von Professor Francesco Cipollone (Istituto di Fisiopatologia Medica,
Universita degli Studi G. D'Annunzio, Chieti, Italien) zur Verfligung gestellt. Die
Patienten hatten eine 70 %-ige symptomatische Stenose der Karotis. Es wurden
atherosklerotische Plaques von Patienten, die zuvor mindestens einen Monat lang mit
Simvastatin, Atorvastatin oder Pravastatin behandelt worden waren mit denen von
Patienten ohne Statintherapie verglichen.

2.10 Operativer Eingriff zur Erzeugung der Neointimahyperplasie
an Miusen

10 Wochen alte ApoE”-Miuse wurden mit Xylazin und Ketanest fiir die Dauer des
Eingriffs per i.p.-Injektion betdubt. Die Dosierung entsprach 115 mg Ketanest/kg
Mausgewicht und 6,7 mg Xylazin/kg Mausgewicht. Die Methode wurde analog der von
Kumar et al.'* beschriebenen Prozedur durchgefiihrt. Es wurde an der linken 4. carotis
in Hohe der Bifurkation zur A. carotis interna und externa eine Ligatur gelegt. Nach
dem Eingriff erfolgte eine Analgesie mit Buprenorphin in einer Dosierung von 0,05 —
0,08 mg/kg Mausgewicht s.c. die nach 6 h wiederholt wurde.

2.11 Priaparation der Miause zur weiteren Analyse

2.11.1 Herz und Aorta

Fiir die Entnahme der Herzen wurden die Mause mit CO, getotet und der Brustkorb
gedftnet. Das Herz wurde in Hohe des Aortenbogens von der Aorta getrennt. Die nicht
perfundierte Aorta wurde in situ von anhaftendem Gewebe (Adventitia) grob befreit.
Die thorakale und abdominale Aorta wurde einschlieBlich des Aortenbogens bis zu den
Nierenabgingen von der Wirbelsdule getrennt und in sterilem 1x PBS auf Eis von
restlichem noch anhaftendem Bindegewebe befreit. Fiir die weiteren Prédparationen
(RNA, Protein) wurden die Aorten bei -80 °C gelagert. Die Préparation der Aorta zur
Gewinnung von RNA erfolgte innerhalb von maximal 8 min nach Offnung des
Brustkorbes bis zur Lagerung bei —80 °C. Nach Uberschreiten der 8 min wurde eine
Degradierung der RNA durch RNasen festgestellt. Speziell fiir diese Priparation wurde
steriles, RNase freies Besteck verwendet um zusétzliche Degradierung auszuschlieBen.
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2.11.2 en face Priparation der Aorta

Fiir die en face Untersuchungen der atherosklerotischen Plaques in der Aorta wurden
die Méduse mit einer Kombination aus Ketamin (115 mg/kg) und Xylazin (6,7 mg/kg)
durch i.p. Injektion getotet, der Brustkorb gedffnet und durch den linken Ventrikel mit
1x PBS und 4 % PFA zur Fixierung der atherosklerotischen Plaques perfundiert. Zum
Druckausgleich wurde die Arteria femoralis gedffnet. Anschlieend wurde die Aorta
analog der oben beschriebenen in situ Methode pripariert, vom Herz getrennt und fiir
weitere 2 h bei Raumtemperatur in 4 % PFA nachfixiert. Die Lagerung bis zur en face
Lipidanalyse erfolgte bei 4 °C in 1x PBS.

2.11.3 Arteria brachiocephalica

Fiir die Priparation der A. brachiocephalica wurde wie oben beschrieben perfundiert.
Im Gegensatz zur Aorta wurde die A. brachiocephalica nicht von anhidngendem
Gewebe befreit um die atherosklerotischen Plaques im Inneren nicht zu beschidigen
oder zu verdandern. AnschlieBend wurden die Aorten iiber Nacht bei 4 °C in 4 % PFA
nachfixiert und bis zur weitern Prozessierung in 1x PBS bei 4 °C gelagert.

2.11.4 Arteria carotis nach Ligatur

Die Méuse wurden analog der in 2.11.2 beschriebenen Methode mit Ketamin/Xylazin
getotet und durch den linken Ventrikel mit 1x PBS und 4 % PFA perfundiert. Oberhalb
der Ligatur in der linken Karotis wurde ein kleines Loch zum Druckausgleich in die
Arterie geschnitten. Beide Karotiden wurden wunter einem Stereomikroskop
einschlieBlich des Aortenbogens bis zur Bifurkation in Carotis externa und
Carotis interna ohne weiteres Entfernen des anhaftenden Gewebes herauspripariert. Fiir
die darauf folgende Herstellung von Paraffinschnitten wurden die Karotiden iiber Nacht
bei 4 °C in 4 % PFA fixiert und anschlieend in 1x PBS bei 4 °C gelagert.

2.12 Plasmapraparation

Mittels Herzpunktion wurde den Méusen zwischen 0,3 und 0,5 ml Blut mit einer
Spritze, die als Antikoagulanz 100 mM EDTA in 0,9 % NaCl (pH 7,0) enthielt,
entnommen. Plasma wurde wie von Sommeijer ef al.*® beschrieben préipariert und bis
zur Analyse bei -20 °C gelagert.
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2.13 Lipidanalyse

Zur Analyse der Triglyzeride und des Gesamtcholesterolgehaltes des Plasmas wurden
kommerzielle Kits (Randox Laboratories, Krefeld) benutzt. Es wurde nach dem
Protokoll des Herstellers verfahren und mittels einer kolorimetrischen Methode die
Extinktion der Proben gegen einen Standard bei 500 nm vermessen.

2.14 Bestimmung von Prostaglandin- und Thromboxanmetaboliten
im Miiuseurin

2.14.1 Gewinnung von Urin

Die Miause wurden fiir 48 h in Stoffwechselkifigen gehalten und so der Sammelurin
dieser Zeit aufgefangen. Bis zur weiteren Analyse wurden die Urinproben bei -80 °C
gelagert.

2.14.2 Analyse der Metaboliten von PGI;, PGE; und Thromboxan

Die vorherrschenden Metaboliten von PGI, und TXA,; im MaAuseurin sind ihre
B-Oxidationsprodukte 2,3-Dinor-6-keto-PGF;, (PGI-M) und 2,3-Dinor-TXB; (TX-M).
Diese beiden Metaboliten sowie 7-Hydroxy-5,11-diketotetranorprostan-1,16-dioic acid
(PGE-M), ein Metabolit von Prostaglandin E, (PGE,), und das Isoprostan 8,12-Iso-
iPF20.-VI, ein nicht enzymatisches Lipidperoxidationsprodukt der Arachidonsidure und
Indikator fiir oxidativen Stress in vivo, wurden mittels Fliissigchromatographie und
nachgeschalteter Massenspektrometrie (LC-MS/MS) durch Zugabe von definierten
Mengen der radioaktiv markierten Metaboliten gemessen. Zur Quantifizierung der
endogenen Metaboliten wurde der Quotient aus den peak-Flachen des Analyten und den
entsprechenden internen Standards gebildet. Die Daten wurden auf im Urin enthaltenes
Kreatinin normiert. Diese Analysen wurden von Dr. Tilo Grosser, Institute for
Translational Medicine, Philadelphia, durchgefiihrt.

2.15 Isolierung und Analyse von RNA aus Aorten und hSMC

2.15.1 Isolierung der RNA

Die Prédparation von Gesamt-RNA aus murinen Aorten und hSMC erfolgte mittels
TRIZOL® Reagenz. Es wurde entsprechend den Angaben des Herstellers verfahren.
Nach der Pulverisierung der -80 °C kalten Aorta wurde diese in 500 ul TRIZOL"
suspendiert und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das entstehende Lysat wurde
entsprechend dem Herstellerprotokoll weiterbehandelt. Die Isolierung der RNA aus
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Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und quantitative real-time-RT-PCR (qRT-
PCR)

Zellen erfolgte analog der beschriebenen Methode, wobei 1ml TRIZOL®/cm®
konfluenter Zellen verwendet wurde und die Zellen fiir 10 min lysiert wurden.

2.15.2 Quantifizierung der RNA

Reinheit und Konzentration der RNA wurden durch Messung der Absorption bei
260 nm und 280 nm im Genequant II DNA/RNA Calculator bestimmt.

Um die Qualitit der praparierten RNA und der angewendeten Priaparationsmethode aus
der Maus noch genauer abschitzen zu konnen, wurde die RNA zusétzlich mittels
LabChip ' Technologie des Agilent Bioanalyzer 2100 analysiert. Degradierte und
teilweise degradierte RNA wurde verworfen.

2.16 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
und quantitative real-time-RT-PCR (qRT-PCR)

2.16.1 Primer

Tabelle 13: Primer fiir gRT-PCR

Gen Primer-Sequenz

5’-CTATGCTACCAAGTATACCTCG-3’

murine HASI 5 TCTCGGAAGTAAGATTTGGAC-3’

5’-CGGTCGTCTCAAATTCATCTG-3’

murine HAS2 5'-ACAATGCATCTTGTTCAGCTC-3’
o HASS 5"-GATGTCCAAATCCTCAACAAG-3’
5-CCCACTAATACATTGCACAC-3’
VALl 5" AAGTACCAAGGAATCATGCC-3’
5-CTCAGGATAACTTGGATGGC-3’
AL 5"-GGTGGACCTTATCTCTACCAT-3’
5. TATTGGCAGGTCTCCATACTT-3’
GAPDI 5" TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC-3

5’-AAGATGGTGATGGGCTTCCCG-3°

5’-CTCCTCCAGGTGGTCTATCT-3’

humanes Biglycan 5. GGTTGTTGAAGAGGCTGATG-3’

5’-TCAATGGACTGAACCAGATGA-3’

humanes Decorin 5. CCTTGAGGAATGCTGGTGAT-3’
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Tabelle 14: Primer fiir RT-PCR

Gen Primer-Sequenz ;Igr?lgg;;lteli.:;:’géi Z)Z’l;ll(:ln )
murine 5’-GGGTGATGAGCAACTATTCC-3’ 59.0
COX2 5’-GCAGGGTACAGTTCCATGAC-3’ ’
GAPDH 5’-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAA-3’
5’-TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT -3

2.16.2 Durchfiihrung der RT-PCR und qRT-PCR

Die RT-PCR der RNA aus Aorten wurde unter Verwendung des Qiagen”™ OneStep-RT-
PCR Kits durchgefiihrt. Es wurden 100 ng Gesamt-RNA pro Ansatz verwendet und
entsprechend den Herstellerangaben weiter verfahren.

Um quantitative Aussagen iiber die Expressionslevel der betreffenden Gene machen zu
konnen wurden diese zusdtzlich mittels gqRT-PCR untersucht. Die Quantifizierung der
gebildeten doppelstringigen DNA erfolgte mittels Fluoreszenzmessung innerhalb bzw.
am Ende des PCR-Zykluses. Die Fluoreszenz nimmt proportional zu den gebildeten
PCR-Produkten zu. Fiir die quantitative real-time-PCR wurden Aliquots von 1000 ng
Gesamt-RNA zur Synthese von cDNA mittels des Superscript™IIl First-Strand
synthesis — Systems (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Die Reaktionen der PCR
wurden auf einer Opticon 1 (MJ-Research, Waltham, MA, USA) Platte mittels SYBR
Green® PCR Master Mix nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach
Beendigung der PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt anhand derer die
Anzahl der amplifizierten Produkte iiberpriift wurde. Zum Vergleich der relativen
Expressionslevel wurde die 2*“™! Methode benutzt. Jede Probe wurde als
Dreifachbestimmung analysiert und die mittleren Werte daraus verglichen.

2.16.3 Densitometrische Auswertung

Die RT-PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese in 2 %-igen Ethidiumbromid-
haltigen Agarosegelen analysiert und densitometrisch ausgewertet. GAPDH wurde als
interner Standard koamplifiziert und das Verhéltnis zwischen den Intensitdten der
Banden fiir das jeweilige Gen und der GAPDH-Intensitit gebildet.

2.17 Isolierung und Analyse von Proteoglykanen aus Aorten

2.17.1 Isolierung der Proteoglykane

Die von anhdngendem Gewebe befreite thorakale und abdominale Aorta wurde in
flissigem Stickstoff gefroren und lyophilisiert. Um die Menge an isolierten
Proteoglykanen auf das Gesamtgewicht zu normalisieren, wurde das Trockengewicht
der einzelnen Aorten bestimmt. Aus den trockenen, homogenisierten Aorten wurde mit
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1 ml Extraktionspuffer fiir 12h bei 4 °C Protein extrahiert. Zum Austausch des
Losungsmittels wurde der guanidinhaltige Extrakt per Gelfiltration {iber 4 ml
Sephadex G50 Saulen eluiert. Die Sdulen wurden zuvor mit 9 ml 8 M Harnstoffpuffer
dquilibriert und mit 1,5 ml Harnstoff-Elutionspuffer eluiert. Der Harnstoffextrakt wurde
analog der von Kinsellaeral® beschriecbenen Methode zur Ionenaustausch-
chromatographie auf DEAE-Séulen appliziert. Western-Blots flir Decorin und Biglycan
wurden ebenfalls analog zu Kinsella ez al.*' wie im Folgenden beschrieben angefertigt.
Es wurden jeweils auf das Gesamttrockengewicht bezogen gleiche Mengen
Proteoglykane aufgetragen.

2.17.2 Enzymatischer Abbau der Proteoglykan-Seitenketten von Biglycan und
Decorin

Da die beiden Antikorper LF106 und LF113 gegen Biglycan und Decorin an das
Kernprotein binden, musste dieses durch Verdau der Chondroitinsulfat-Seitenketten
zuginglich gemacht werden. Dazu wurden die isolierten Proteoglykane mit
Chondroitin ABC Lyase (EC 4.2.2.4, Seikagaku), einer Exoglykosidase, die spezifisch
Chondroitinsulfat und Dermatansulfat in Disaccharide spaltet, verdaut. Die isolierten
Proteoglykane wurden iiber einen Zeitraum von 3 h bei 37 °C verdaut.

2.17.3 Auftrennung der Proteine mittels Polyacrylamid-Gel-Elektophorese (SDS-
PAGE)

Die Auftrennung der Proteoglykane erfolgte nach dem Prinzip der diskontinuierlichen
Gelelektrophorese nach Laemmli*’. Zur Fokusierung wurde fiir 15 min eine Spannung
von 120 V angelegt, die anschlieBend auf 160 V erhoht wurde. Die Acrylamid-
Konzentration des Sammelgels betrug 5% und die des Trenngels 10 %. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte in einer Elektrophoresekammer mit 1x Laufpuffer,
der 0,1 % SDS enthielt. Als Molekulargewichtsmarker diente ein Proteinstandard
(~10-180 kDa; Fermentas, St. Leon-Roth).

2.17.4 Proteintransfer

Die Proteine wurden mittels einer Semi-Dry-Blotting-Apparatur auf eine Protran
Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schuell, Dassel) transferiert. Der Transfer
erfolgte mit Blot-Puffer bei 15 V fiir 30 min.

2.17.5 Hybridisierung und Detektion der Proteine

Zur Sattigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran fiir 1 h bei RT mit
ECL-Advanced Blocking Reagenz in TBST prihybridisiert. AnschlieBend erfolgte die
Hybridisierung mit dem Primédrantikdrper, ebenfalls verdiinnt in ECL-Advanced
Blocking Reagenz-Losung bei 4 °C iiber Nacht. Um tiberschiissigen, nicht gebundenen
Primérantikdrper von der Membran zu entfernen wurde mit TBST gewaschen und
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darauf folgend fiir eine Stunde bei RT mit einem Peroxidase-gekoppelten
Sekundirantikdrper in  TBST hybridisiert. Dieser wurde ebenfalls mit TBST
ausgewaschen und die Proteine mittels Lumi-Light Western Blotting Substrat nach
Angaben des Herstellers detektiert. Die resultierende Chemilumineszenz an Stellen der
Hybridisierung fiihrt zur Belichtung eines Rontgenfilms (Hyperfilm™ ECL™,
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) und wird nach Entwicklung und Fixierung als
dunkle Bande sichtbar.

Nach Scannen der belichteten Filme erfolgte die quantitative Auswertung durch
densitometrische Analyse der Banden mit der Quantity One® Software.

2.17.6 Entfernung von Primér- und Sekundirantikorpern von
Nitrozellulosemembranen (Strippen)

Um das Verhéltnis von Biglycan zu Decorin innerhalb einer Probe abschitzen zu
konnen, wurde nach der Detektion des Sekunddrantikérpers die Membran getrocknet.
Zur erneuten Hybridisierung mit einem weiteren Primérantikérper (LF113) wurde die
Membran von den zuvor gebundenen Primédr- und Sekundérantikdrpern befreit. Dies
erfolgte durch Erhitzen auf 65 °C in Stripping-Puffer fiir 40-50 min. Die Membran
wurde in TBST gewaschen und zur Sattigung unspezifische Bindungsstellen wie oben
beschrieben mit ECL-Advanced Blocking Reagenz prahybridisiert. Die weitere
Hybridisierung und Detektion der Proteine erfolgte ebenfalls analog der oben
beschriebenen Methode.

2.18 Histologische Analyse der atherosklerotischen Plaques

2.18.1 Paraffinschnitte

Das Gewebe wurde fiir 6 h in Lillie-Puffer fixiert und anschlieBend maschinell im
Autotechnikon dehydriert und in Paraffin eingebettet. Fiir anschlieBende Féarbungen
wurden 3 um dicke aufeinander folgende Schnitte vom gesamten Aortenursprung
angefertigt. Von der gesamten Arteria brachiocephalica wurden ebenfalls
Serienschnitte in 3 pm Dicke angefertigt. Fiir die Herstellung von Paraffinschnitten der
Neointimahyperplasie der linken Karotis wurden beide Karotiden senkrecht in Paraffin
gebettet und 5 um dicke Serienschnitte des gesamten GefdBes angefertigt. Dabei
wurden jeweils 5 Schnitte auf einen Objekttriger aufgezogen. Vor der weiteren
Lagerung wurden die Schnitte bei 60 °C hitzefixiert um ein spéteres Ablosen wéhrend
der Farbeprozedur zu verhindern.
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2.18.2 Gefrierschnitte

Gewebe fiir Gefrierschnitte wurde in 4 % PFA fiir maximal 4 h fixiert und danach fiir
kurze Zeit zur Kryoprotektion in Sucrose-Losung (20 % in PBS) gelagert. Um Risse im
Gewebe zu vermeiden wurden die Gewebeproben in TissueTek-Einbettmedium bei
konstant -40 °C in Isopentan eingefroren. Bis zur Anfertigung der Schnitte wurden die
Proben bei -80 °C gelagert. Die entsprechenden Schnitte vom Aortenursprung (14 pm)
wurden bei -20 °C angefertigt. Um Feuchtigkeitsniederschlige auf den Objekttragern zu
verhindern, wurden diese unter kaltem Luftstrom getrocknet und anschlieBend bei
-20 °C bis zur weiteren Verarbeitung unter Ausschluss von Feuchtigkeit gelagert.

2.18.3 en face Lipidfarbung

Ol-Rot-O ist ein Farbstoff, der Lipide im Gewebe rot anfirbt und somit zur Darstellung
lipidreicher atherosklerotischer Plaques geeignet ist. Die fixierten Aorten wurden in
78 % MeOH gewaschen um PFA-Reste zu entfernen und fiir 90 min in OI-Rot-O-
Firbelosung gefirbt. Uberschiissiger Farbstoff wurde durch erneutes Waschen mit
78 % MeOH entfernt. Die gefdarbten Aorten wurden bis zur Dokumentation in 1x PBS
bei 4 °C fiir wenige Tage gelagert. Die Dokumentation erfolgte mittels Stereomikroskop
und dazugehoriger Kamera.

2.18.4 Ol-Rot-O-Fiirbung von Gefrierschnitten

Die Gefrierschnitte wurden in 10 % eiskaltem Formalin nachfixiert und in
Propylenglykol dehydriert, fiir 8 min in 60 °C warmer Ol-Rot-O-Lésung gefirbt und in
Propylenglykol und destilliertem H,O entfarbt. Kerne wurden mit Hédmalaun nach
Meyer angeférbt. AbschlieBend wurden die Schnitte mit Aquatex eingedeckt.

2.18.5 Siriusrot-Firbung

Zur Darstellung des Kollagens im Gewebe von Paraffin- und Gefrierschnitten wurde
mit Picro-Siriusrot nach der von Puchtler et al.®® beschriebenen Methode gefirbt. Mit
dieser Farbung ldsst sich sowohl Kollagen selber als auch die Dichte der
Faseranordnung bestimmen. Dicht angeordnete Fasern erscheinen im polarisierten Licht
rot, locker angeordnete Fasern erscheinen griin.

2.18.6 Kalziumfiarbung nach von Kossa

Die Methode wurde zur Darstellung von kalzifiziertem Gewebe verwendet.
Kalziumionen aus Karbonaten und Phosphaten werden in dieser Methode gegen
Silberionen ausgetauscht, welche anschlieBend zu metallischem Silber reduziert
werden. Paraffinschnitte wurden unter direkter Lampenbeleuchtung fiir eine Stunde in
einer 5 % AgNOs;-Losung bei Raumtemperatur inkubiert. Restliches, nicht reagiertes
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Silber wurde durch Waschen in Natriumthiosulfatlosung entfernt. Kerne wurden mit
Neutralrot gefarbt und die Schnitte mit Aquatex eingebettet.

2.18.7 Eisennachweis bei Einblutungen in atherosklerotische Plaques mittels
Berliner Blau

Eisenablagerungen in Form von Hdmosiderin wurden mittels eines blauen Komplexes
aus Fe’" und Fe’* dargestellt. Dazu wurden Paraffinschnitte in einer sauren Losung von
K4Fe(CN)g fiir 15 min inkubiert. Kerne wurden mit Neutralrot gefarbt und die Schnitte
in Aquatex eingebettet.

2.18.8 Pentachromfirbung nach Movat

Um die Gesamtdeposition der EZM im Zusammenhang beurteilen und Thrombosen der
A. carotis sinistra histochemisch definieren zu konnen, wurden Paraffinschnitte nach
Movats*gefirbt. Proteoglykane wurden mit 1% Alcian-Blau-Losung gefirbt. Kerne
und elastische Fasern wurden mit Musto-Elastin-Losung schwarz gefarbt. Glatte und
quer gestreifte Muskulatur sowie Fibrin wurden mit Crocein Scarlet/Fuchsinsiure-
Losung rot angefdarbt und mit Phosphowolframsédure differenziert. Kollagenfasern
wurden mit alkoholischer Safranlosung angefarbt.

2.18.9 Orcein-Firbung fiir elastische Fasern

Die Lamina elastica interna, eine Schicht elastischer Fasern, stellt die Grenze zwischen
Media und Intima dar. Um die Grofe der Neointima im Neointimahyperplasie-Modell
genau bestimmen zu konnen, wurde diese Grenze mittels Orcein-Farbung definiert.
Dazu wurden die hydrophilisierten Schnitte fiir 30 min bei 37 °C in Orcein-Farbelosung
gefirbt. Uberschiissiger Farbstoff wurde mit 70 %-igem EtOH entfernt und die Kerne
mit Hdmalaun nach Meyer gegengefarbt.

2.18.10 Immunhistochemische und affinititshistochemische Fiarbungen

Paraffinschnitte wurden hydrophilisiert, Gefrierschnitte in Formalin nachfixiert. Zur
Blockierung endogener Peroxidasen, fiir den Nachweis mit Meerrettich-Peroxidase
konjugierten Zweitantikdrpern, wurden die Schnitte mit H,O,-Losung inkubiert. Zur
Reduktion des Hintergrundes in den Férbungen wurden unspezifische Bindungsstellen
mit 1 % BSA und 10 % FCS abgesittigt.

Die Schnitte wurden mit den entsprechenden Primérantikorpern {iber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Die Detektion erfolgte entweder iiber HRP-konjugierte Zweitantikérper und
mittels der durch Peroxidase katalysierten Farbreaktion mit Diaminobenzidin (DAB),
oder direkt durch Fluorochrom markierte Zweitantikorper. Die Kerne wurden bei nicht
fluoreszierenden Zweitantikorpern mit Himalaun und bei fluoreszierenden Antikorpern
mit Hoechst 33342 gefarbt.
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Die Schnitte wurden anschlieBend entweder in Aquatex (bei DAB) oder in Vectashield
Antifade Mounting Medium (bei Fluoreszenzfiarbungen) eingebettet.

Um das Antigen fiir den Erstantikorper bei Proteoglykan-Féarbungen zuginglich zu
machen, wurden die Chondroitinsulfatketten vergleichbar der Prozedur beim Western-
Blot mit Chondroitin ABC Lyase verdaut. Um die durch Formalinfixierung und
Paraffineinbettung maskierte Antigenitdt von Kollagenneoepitopen, Mac 2 und Perlecan
wieder zu erlangen, wurden die betreffenden Schnitte vor Inkubation mit dem
Erstantikorper in Citratpuffer (pH 6) gekocht.

2.18.11 In-situ-Zymographie im Aortenursprung

Die gelatinolytische Aktivitit der Matrix-Metalloproteinasen wurde an unfixierten
Gefrierschnitten (10 pm) durch Modifikation der Methode nach Gallis et al.*
nachgewiesen. Die Schnitte wurden zur Blockierung der MMP-Aktivitdt vor Inkubation
mit dye-quenched Gelatine (FITC konjugierte DQ™ Gelatine) fiir 1 h entweder mit den
MMP-Inhibitoren 10 mM 1,10-Phenanthrolin oder 10 uM TIMP-1 behandelt oder als
weitere Negativkontrolle bei 4 °C mit DQ™ Gelatine inkubiert. Bei dieser Temperatur
sind MMPs inaktiv. Nach Vorinkubation mit oder ohne Inhibitoren wurden die Schnitte
mit DQ™ Gelatine {iberschichtet, die zusétzlich Hoechst 33342 als Kernfarbstoff und
den jeweiligen Inhibitor enthielt, und fiir 72 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer
inkubiert. Gelatinolytische Aktivitdit wurde durch FITC-Emission angezeigt. In
Bereichen gespaltener Gelatine kam es zur rdumlichen Trennung von Quencher und
FITC, so dass hier das Fluoreszenzsignal detektierbar wurde.

2.19 Auswertung von histologischem Material

2.19.1 Mikroskop

Alle lichtmikroskopischen und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit
einem Olympus BX 50 Mikroskop mit aufgesetzter Colorview Il Kamera gemacht. Fiir
die Fluoreszensaufnahmen wurden die der Farbung entsprechenden Filter verwendet
und die Bilder mit Hilfe der Soft Imaging System-Software {ibereinander gelagert. Die
GroBe der atherosklerotischen Plaques sowie die weitere GefdBmorphometrie wurden
ebenfalls mit der Soft Imaging System-Software analysiert.

Zur Darstellung der Packungsdichte der Kollagenfasern in der Siriusrotfirbung wurde
ein Polarisationsfilter in den Lichtkanal des Mikroskops geschoben.

Die en face-Lipidfarbung der gesamten Aorta wurde mittels Zeiss Stemi2000C
Stereomikroskop mit einer geringeren VergroBerung und einer Canon
Power Shot G6-Kamera dokumentiert.
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2.19.2 Quantitative Auswertung mittels ImageJ

Zur quantitativen Auswertung der immunhistochemischen Fiarbungen sowie der anderen
histologischen Untersuchungen wurde ImageJ 1.37v software1 verwendet. Mittels dieser
Software wurden die Farbkanile fiir die Kernfirbung von denen fiir die jeweilige
Zielstruktur getrennt. So konnte das Farbsignal der Zielstruktur einzeln quantitativ
ausgewertet werden. Die jeweils spezifisch gefirbten Bereiche wurden {iiber einen
manuell festgelegten Schwellenwert definiert. Durch diese Schwelle wurden oberhalb
des Wertes liegende Bereiche als positiv geféarbt definiert und in Prozent der Oberfléche
der atherosklerotischen Plaques inklusive Media ausgedriickt. Unter dem Schwellenwert
liegende Werte wurden als Hintergrund eliminiert. Der Schwellenwert wurde fiir alle
Schnitte einer Farbung konstant gehalten.

Da die Farbungen in humanem Gewebe stark schwankende Intensitéten des Farbsignals
zeigten, wurde die Intensitdt des positiven Farbsignals in die Auswertung mit
einbezogen. Dafiir wurden die Parameter ,,Prozent Fliche* und ,mittlere Intensitdt®
multipliziert und normalisiert. Der Parameter ,,Prozent Flache® ist definiert als die
angefdrbte Flache geteilt durch die Gesamtflache. Die ,,mittlere Intensitit* ergibt sich
aus der mittleren Intensitét des jeweiligen Farbsignals.

2.19.3 Histologische Analyse der Neointimahyperplasie

Da die Dicke der nach der Ligatur der linken Karotis entstehenden Neointima von der
Ligatur aus betrachtet kontinuierlich abnimmt (s. Abb.11), muss diese an verschiedenen
Stellen der Karotis bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurde, wie in Abschnitt 2.18.1
erwihnt, die gesamte Karotis ab dem Referenzpunkt geschnitten und je fiinf Schnitte
auf einen Objekttrager gezogen. Der Referenzpunkt ist als der erste Schnitt, der frei von
Nahtmaterial ist definiert. Zum Vergleich der Grofle der Neointimafldche der einzelnen
Tiere, wurden ab dem Referenzpunkt alle 500 um vermessen. Von den resultierenden
Werten wurde der Mittelwert gebildet und verglichen.

! (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/)
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Abbildung 11: Schematische Ubersicht der Neointima entlang der Arteria carotis communis
nach Erzeugung einer Neointimahyperplasie durch Ligatur an der Bifurkation
zur A. carotis interna und A. carotis externa. Abbildung aus de Waard et al®.

2.20 Statistik

Die Messdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) aus n unabhingigen
Experimenten angegeben. Das Signifikanzniveau P fiir a wurde mit 0,05 festgelegt.
Signifikante Unterschiede zwischen mehreren Versuchsgruppen (=3) wurden mittels
One-Way Analysis of Variance (ANOVA) und nachfolgendem Bonferroni-Test fiir
multiple Vergleiche iiberpriift. Unterschiede zwischen zwei Versuchsgruppen wurden
mittels ungepaartem ,,Student’s t-Test™ iiberpriift. Das Konfidenzintervall wurde mit
95 % festgelegt. Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte mit
GraphPad Prism-Software (Version 4.00, GraphPad Software, San Diego, USA).
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Rosuvastatin-Behandlung von ApoE-knockout-Méusen

3 Ergebnisse

3.1 Rosuvastatin-Behandlung von ApoE-knockout-Miusen

Ziel der Studie war die Untersuchung des Einflusses von Rosuvastatin auf die Matrix
sowie die Progression atherosklerotischer Lasionen im Mausmodell. Zu diesem Zweck
wurde das Modell der ApoE-knockout-Maus gewihlt. In diesem Modell entwickeln die
Miuse spontan ab einem Alter von 4 —35 Wochen atherosklerotische Plaques.
Fibrotische Plaques entstethen ab einem Alter von 20 Wochen in der
A. brachiocephalica und dem Aortenursprung®’. Im Rahmen der Statinbehandlung beim
Menschen ist davon auszugehen, dass bei Behandlungsbeginn bereits atherosklerotische
Léasionen im arteriellen System vorliegen. Um diese klinischen Bedingungen zu
imitieren, wurden die Maéiuse ab einem Zeitpunkt, an dem bereits definierte
atherosklerotische Lésionen vorlagen, sehr langfristig behandelt.

Die Tiere wurden ab einem Alter von 20 Wochen mit 2 mg und 20 mg Rosuvastatin pro
Tag gefiittert. Zu diesem Zeitpunkt haben sich bereits kleine atherosklerotische Plaques
im Aortenursprung der noch unbehandelten Tiere gebildet (s. Abb.12). Diese weisen
eine lockere Kollagenmatrix (Typ III Kollagen) auf, was an der Griinfirbung im
polarisierten Licht zu erkennen ist. Rot-orange gefiarbte Gebiete deuten auf eine erhohte
Packungsdichte (Typ I Kollagen) hin, wie es von Burke et al.*® beschrieben wurde.

M
Lk

lichtmikroskopisch unter polarisiertem Licht

Abbildung 12: Mit Picro-Siriusrot gefdrbte atherosklerotische Plaques im Aortenursprung von
unbehandelten ~ ApoE"-Mdiusen im  Alter von 20 Wochen, 40-fache
Vergrofierung;,  Ausschnitte in  200-facher Vergréferung zeigen die
atherosklerotischen Plaques. Links lichtmikroskopisch und rechts unter
polarisiertem Licht betrachtet. In rot ist im rechten Bild Kollagen dargestellt.
Die Griinfdrbung im polarisierten Licht deutet auf eine lockere Packungsdichte
der Kollagenfasern hin.

Im Folgenden werden die Ergebnisse beschrieben, welche nach einer Behandlungsdauer
von 32 Wochen mit Rosuvastatin erhoben wurden.
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3.1.1 Korpergewicht und Lipidgehalt des Plasmas

Rosuvastatin wird beim Menschen zur Senkung des Cholesterolspiegel im Blut
eingesetzt. Verschiedene atheroprotektive, pleiotrope Effekte der gesamten Gruppe der
Statine beruhen jedoch nicht auf der Senkung des Cholesterols. ApoE”-Muse sind fiir
die Untersuchung der pleiotropen Effekte besonders geeignet, da Statine in diesen
Tieren keine Senkung des Plasmacholesterolspiegels hervorrufen. Aus diesem Grund
wurden der Lipidgehalt des Plasmas sowie das Korpergewicht der Tiere zum Ende der
Behandlungszeit verglichen. Behandelte Tiere zeigten in beiden Dosierungen eine
signifikant erhohte Korpermasse im Vergleich zur Kontrolle (Kontrolle: 30,38 g +
0,46 g; Rosu 2 mg: 32,44 g + 0,58 g; Rosu 20 mg: 32,38 g + 0,50 g; n= 18 — 39 Tiere;
p <0,05). Der Cholesterolplasmaspiegel war jedoch nicht erhoht (Abb. 13A).
Allerdings zeigte sich in der Gruppe der Tiere, die mit 20 mg Rosuvastatin behandelt
wurden, eine Senkung der Triglyceridkonzentration im Plasma (Abb. 13B).
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Abbildung 13: Analyse der Lipidkonzentrationen im Plasma von unbehandelten Tieren und
nach 32 Wochen Behandlung mit 2mg und 20mg Rosuvastatin. A,
Cholesterolkonzentration im Plasma von mg/dl von n=11-17 Tieren. B,
Triglyceridkonzentration im Plasma von mg/dl von n=10-17 Tieren. *,
p < 0,05 vs. Kontrolle.
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3.1.2  Quantifizierung der Atherosklerose und des Lipidgehaltes

Mittels Ol-Rot-O-en face-Firbung konnte die Verteilung der atherosklerotischen
Plaques entlang der Aorta und des Aortenbogens ermittelt werden. Die rot gefirbten
Areale deuten auf eine Ansammlung lipidreichen Gewebes und somit auf
atherosklerotische Plaques hin. Im Bereich des Aortenbogens zeigte sich die stédrkste
Anhédufung von lipidreichen atherosklerotischen Plaques, was auf die besonderen
Flussbedingungen in diesem Bereich zuriickzufiihren ist. Der restliche Bereich der
thorakalen und abdominalen Aorta zeigte sporadisch auftretende atherosklerotische
Plaques, die nicht an fest definierten Stellen auftraten. Aus diesem Grund wurden fiir
weitere histochemische Analysen der atherosklerotischen Plaques der Bereich des
Aortenursprungs und der 4. brachiocephalica (s. Pfeil in Abb. 14) gewéhlt. In Abb. 14
ist exemplarisch die Plaqueverteilung dargestellt. Innerhalb der einzelnen Gruppen
zeigte sich kein Unterschied in Gréfe und Anzahl der atherosklerotischen Plaques.

A. brachiocephalica
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Kontrolle Rosu 2 mg Rosu 20 mg

Abbildung 14: Verteilung der atherosklerotischen Plaques entlang der thorakalen und
abdominalen Aorta von unbehandelten und mit 2 mg und 20 mg Rosuvastatin
behandelten Tieren. Mittels Ol-Rot-O-en face-Firbung wurde fettreiches
Plaquegewebe rot dargestellt. Exemplarische Darstellung fiir n = 3 Aorten. Der
Grofiteil der atherosklerotischen Plaques wurde im Aortenbogen und den
Abgiingen wie der A. brachiocephalica (s. Pfeil) gefunden.
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Bei genauerer Analyse des Lipidgehaltes der atherosklerotischen Plaques des
Aortenursprungs zeigte sich ein Trend zu einer konzentrationsabhéingigen Senkung nach

Rosuvastatin-Behandlung (Abb. 15). Dazu wurden Gefrierschnitte mit Ol-Rot-O,
dhnlich der Methode fiir die gesamte Aorta, gefarbt.

Kontrolle Rosu 2 mg Rosu 20 mg
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Abbildung 15: Lipidgehalt der atherosklerotischen Plaques im Aortenursprung im Alter von
52 Wochen. Ol-Rot-O-Fdrbung stellt den Lipidgehalt der atherosklerotischen
Plaques in rot dar. A,B,C 40x vergrofert; D,EF 100x vergrofert.

Exemplarische Darstellung aus n=4-5 Tieren. G, Bildanalytische
Quantifizierung durch ImageJ.
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3.1.3 Morphometrie der atherosklerotischen Lisionen im Aortenursprung

Anhand der Ol-Rot-O-Firbung ist die Grenze zwischen Intima und Media gut
erkennbar, so dass an dieser Fiarbung eine morphometrische Analyse des
Aortenursprungs vorgenommen wurde. Die Grofle der Fliche von Media, Intima und
des Lumens zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
(Abb. 16A). Die GroBe der Aortenurspriinge verschiedener Tiere unterlag starken
Schwankungen, wodurch die Grofe der atherosklerotischen Plaques aufgrund dieser
interindividuellen Schwankungen nicht direkt verglichen werden konnte. Die
Einfilhrung eines unabhédngigen Parameters, das Verhiltnis aus Intima und Media
(Intima-Media-Quotient), erlaubte eine standardisierte Beurteilung der Plaquegrofe im
Aortenursprung. Bei Tieren, die mit 20 mg Rosuvastatin behandelt wurden zeigte sich
ein deutlicher Trend zu einem erhohten Intima-Media-Quotienten. Dies ist ein Hinweis
auf groBere atherosklerotische Plaques im Verhéltnis zu den mit 2 mg behandelten
sowie den unbehandelten Tieren (Abb. 16B).
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Abbildung 16: A, Grofie der atherosklerotischen Plaques, der Media und des Lumens im
Aortenursprung von unbehandelten und mit 2 mg und 20 mg Rosuvastatin
behandelten Tieren im Alter von 52 Wochen. Vergleich von n = 3 — 5 Tieren. B,
Bestimmung des Intima-Media-Quotienten von unbehandelten und mit 2 mg und
20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren, n = 4 — 5, als normalisierter Vergleich
der Plaquegrofie.
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In der Ol-Rot-O-Firbung sind des Weiteren Zellkerne innerhalb der Intima besonders
gut zu erkennen. Aus diesem Grund wurde anhand dieser Férbung die Zellzahl der
atherosklerotischen Plaques im Aortenursprung bestimmt und auf die Fliche der
Plaques bezogen. Die so resultierende Zelldichte gibt erste Hinweise {iber die
Zusammensetzung der atherosklerotischen Plaque. Rosuvastatin behandelte Tiere
zeigten eine konzentrationsabhéngig reduzierte Zelldichte in der atherosklerotischen
Plaque (Abb. 17), die bei den mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren signifikant

war.

Zelldichte in der Plaque

Zellen pro pmz Plaque
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Abbildung 17: Zelldichte der atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs von mit 2 mg
und 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren im Alter von 52 Wochen.
Darstellung von n = 10 atherosklerotischen Plaques. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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3.1.4 Matrix-Analyse: Einfluss von Rosuvastatin auf Kollagen in den
atherosklerotischen Lésionen des Aortenursprungs

Kollagen stellt den mengenmifBig wichtigsten Protein-Bestandteil der EZM dar. In
vorangegangenen Studien mit anderen Statinen konnte u.a. von Crisby et al.*’ gezeigt
werden, dass es unter Statinbehandlung zu einer vermehrten Akkumulation von
Kollagen kommt. Um zu iiberpriifen, ob dies auch fiir Rosuvastatin zutrifft, wurden
atherosklerotische Plaques des Aortenursprungs mit Picro-Siriusrot geférbt. Dieser rote
Farbstoff lagert sich zwischen die Kollagenfibrillen und zeigt im polarisierten Licht den
Dichtegrad der Fibrillen an. Im Alter von 52 Wochen hatte sich der Kollagengehalt aller
atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs im Vergleich zum Behandlungsbeginn
stark erhoht (Abb. 18). Aber nicht nur die Quantitit des Kollagens verdnderte sich
wiahrend des Behandlungszeitraums, so zeigte sich auch eine erhdhte Packungsdichte
der Kollagenfasern aller atherosklerotischen Plaques, wie an der Rotfirbung im
polarisierten Licht deutlich wurde (Abb. 18D, E). Aullerdem zeigte die Behandlung mit
Rosuvastatin eine verstiarkte Akkumulation von Kollagen (Abb. 18G). Auch die Dichte
der Kollagenfasern in den behandelten Tieren stieg stark an (Abb. 18H). Diese Effekte
waren am stirksten in der Gruppe der mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tiere
ausgeprigt. Sowohl der Kollagengehalt als auch die Packungsdichte war in dieser
Gruppe signifikant erhoht.

500 pm

Kontrolle Rosu 2 mg Rosu 20 mg
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Abbildung 18: Exemplarische  Darstellung  Picro-Siriusrot-gefdrbter ~ Schnitte  des
Aortenursprungs von 52 Wochen alten Tiere, die mit 2 oder 20 mg Rosuvastatin
oder Vehikel behandelt wurden. A-C, lichtmikroskopische Aufnahme in
40-facher Vergrofierung; hellrot gefdirbte Bereiche stellen Gesamtkollagen dar.
D-F; Betrachtung der oberen Bilder unter polarisiertem Licht. Rot gefirbte
Bereiche zeigen speziell Kollagenfasern mit erhohter Packungsdichte. G,
Auswertung der in A-C dargestellten Versuche, n=7—-18;, * p <0,05 vs.
Kontrolle, H, Auswertung der in D-F dargestellten Versuche, n=7—18; *
p < 0,05 vs. Kontrolle.

Da sich der stédrkste Effekt in der Dosierung von 20 mg Rosuvastatin zeigte, wurde im
Folgenden auf eine Behandlung mit 2 mg Rosuvastatin verzichtet.

Die in Abb. 18 dargestellten Ergebnisse flihrten zu der Hypothese, dass der Abbau von
Kollagen im Rahmen des Umbaus der Matrix in der Atherosklerose durch Rosuvastatin
beeinflusst sein koénnte. Um dies zu kldren, wurde zunidchst die Aktivitit von
Kollagen-abbauenden Gelatinasen bestimmt. Um die Aktivitdt genau lokalisieren zu
konnen und um die Auswertungen auf atherosklerotische Plaques des Aortenursprungs
zu konzentrieren, wurde das Verfahren der inm-situ-Zymographie gewéhlt. Stellen
erhohter MMP-Aktivitdit wurden durch die Spaltung von dye-quenched-Gelatine
dargestellt. Bereiche mit hoher gelatinolytischer Aktivitit der MMPs erscheinen,
aufgrund der Konjugation der Gelatine mit FITC, griin. Zur Uberpriifung der Spezifitit
dieser Methode wurde die Aktivitdit der MMPs mit MMP-Inhibitoren blockiert. Dazu
wurden die Proben mit 10 uM TIMP-1 oder 10 mM 1,10-Phenanthrolin inkubiert. Es
zeigte sich in konsekutiven Schnitten ein Ausbleiben der FITC-Emission durch die
Behandlung mit den Inhibitoren (Abb. 19).
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Die atherosklerotischen Plaques der mit Rosuvastatin behandelten Tiere zeigten eine
signifikante Reduktion der Aktivitdit der Gelatinasen innerhalb der Plaques des
Aortenursprungs (Abb. 20A-B). Die Aktivitit wurde in Prozent der griin gefarbten
Fléache relativ zur Gesamtplaqueoberfldche dargestellt (Abb. 20C).

) 10 mM
Kontrolle 10 pM TIMP-1 1, 10-Phenanthrolin

Abbildung 19:  Uberpriifung der Spezifitit der in-situ-Zymographie an Gefrierschnitten des
Aortenursprungs. Mit ,,dye-quenched “-Gelatine detektierte gelatinolytische
Aktivitit (FITC-Emission, griin) (4) wurde durch Inkubation mit den MMP-
Inhibitoren TIMP-1 (B) und 1, 10-Phenanthrolin (C) gehemmt.
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Abbildung 20: A-B, Bestimmung der gelatinolytischen Aktivitit mittels in-situ-Zymographie in
atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs von unbehandelten und mit
20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren. Exemplarische Darstellung der

Aortenurspriinge von n =8 — 9 Tieren. C, Analytische Auswertung der Bilder
mittels ImageJ;. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Die Reduktion der Aktivitit der MMPs durch Rosuvastatin in den atherosklerotischen
Plaques des Aortenursprungs gibt allerdings noch keinen genauen Aufschluss iiber die
zeitlich zuriickliegende tatsdchliche Spaltung von Kollagen. Fiir eine genauere
Untersuchung wurde die Akkumulation so genannter Kollagenneoepitope
nachgewiesen. Dies sind Produkte, die aus einer Spaltung durch MMPs resultieren und
deshalb ebenfalls durch Rosuvastatin beeinflusst sein konnten. Dazu wurde fiir die
immunhistochemische Analyse ein polyklonaler Antikérper verwendet, der
Spaltprodukte von Kollagen Typ I und II detektiert. Genauer gesagt werden Fragmente
am Carboxylende des nach Spaltung durch MMP-1, -8, -13 entstehenden %4-Teiles der
ao-Kette detektiert. Hier zeigte sich, dass auch die Akkumulation der gebildeten
Kollagenneoepitope durch Rosuvastatin-Behandlung, wenn auch nicht signifikant, so
doch mit einer deutlichen Tendenz reduziert wurde (Abb. 21).

D Kollagen-Neoepitope
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Abbildung 21: A-C, Expression von Kollagenneoepitopen in atherosklerotischen Plaques des
Aortenursprungs von unbehandelten und mit 2 mg und 20 mg Rosuvastatin
behandelten Tieren. Exemplarische  Darstellung  von n=4-35
Aortenurspriingen. D, Auswertung der positiv gefdrbten Areale (braun) bezogen
auf die Gesamiplaquefliche mittels ImagelJ.
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In der in-situ-Zymographie kann nicht zwischen verschieden MMPs unterschieden
werden. Deshalb wurde die Expression der Gelatinasen A und B (MMP-2 und -9), die
hauptsdchlich fiir die Spaltung von Kollagen I verantwortlich sind, im Folgenden
mittels immunhistochemischer Analyse untersucht. Es zeigte sich eine signifikante
Reduktion von MMP-2 durch Rosuvastatin-Behandlung. Die Expression von MMP-9
dagegen blieb unbeeinflusst (Abb. 22).
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Abbildung 22: Immunhistochemische Analyse der Expression von MMP-2 und -9 in
atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs von unbehandelten und mit
20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren. A, Darstellung der analytischen
Auswertung der Bilder von atherosklerotischen Plaques mittels ImageJ von
n=10-12 Aortenurspriingen fiir MMP-2; * p<0,05 vs. Kontrolle. B,

Auswertung der positiv gefdrbten Bereiche von n = 8 — 12 Aortenurspriingen fiir
MMP-9.
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3.1.5 Einfluss von Rosuvastatin auf die Expression der kleinen leucinreichen
Proteoglykane Biglycan und Decorin

Weitere wichtige Bestandteile der EZM, die im Verlauf der Atherosklerose eine Rolle
spielen, sind Proteoglykane. Im Speziellen stellen die kleinen leucinreichen
Proteoglykane (SLRP) eine Gruppe von Proteoglykanen dar, die mit Kollagen assoziiert
sind. So besitzen die beiden SLRP Decorin und Biglycan eine Bindungsstelle fiir
Kollagen im Kernprotein und konnen aullerdem iber ihre
Glykolsaminoglykanseitenketten mit Kollagen in Wechselwirkung treten. Wie von
Riessen et al.”® beschrieben, sind diese beiden Proteoglykane an den gleichen Stellen
wie Kollagen in atherosklerotischen Plaques exprimiert. Uber einen Zusammenhang
zwischen einer Behandlung mit Statinen und Verdanderungen der Expression von SLRP
ist bisher nichts bekannt. Aus diesem Grund wurde die Expression von Decorin und
Biglycan in  atherosklerotischen = Plaques des  Aortenursprungs  mittels
immunhistochemischer Férbungen analysiert. Die Expression von Biglycan wurde
durch die Behandlung mit Rosuvastatin signifikant erhoht (Abb. 23). Da sich die
Expression im Aortenursprung nicht allein auf die Intima beschrinkte, wurde zur
Quantifizierung die Flaiche der Media mit eingeschlossen.
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Abbildung 23: A-B, Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Analyse der
Expression von Biglycan in atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs
von unbehandelten und mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren. Biglycan
exprimierende Bereiche sind braun dargestellt. C, Analytische Auswertung der
Bilder mittels ImagelJ fiir n = 9 - 10 Aortenurspriinge.*, p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Zur weiteren Sicherung des Befundes einer verstirkten Expression von Biglycan in
vaskuldren atherosklerotischen Plaques von Rosuvastatin-behandelten ApoE”-Méusen,
wurde die Expression in Homogenaten aus Aorten von behandelten und unbehandelten
Tieren bestimmt. Es wurden Proteoglykane aus der thorakalen und abdominalen Aorta
isoliert und mittels Western-Blot analysiert. Dazu wurden, auf das Trockengewicht der
Aorta bezogen, gleiche Mengen Protein analysiert. Biglycan wurde mit einem
polyklonalen Antikorper gegen das Kernprotein detektiert. Die entsprechende Bande
erscheint auf dem Rontgenfilm in einer Lauthohe von 41 kDa. Die Expression von
Biglycan in der Aorta wurde signifikant durch die Behandlung mit Rosuvastatin erhoht
(Abb. 24).
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Abbildung 24: Protein-Expression des Kernproteins von Biglycan in Aorten von
unbehandelten (Kontrolle) und mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren im
Alter von 52 Wochen. A, Exemplarischer Western-Blots aus Aortenextrakten fiir
Biglycan. B, Quantifizierung der Protein-Expression fiir n =4 Aorten;, *
p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Analog der Expression von Biglycan wurde die Expression von Decorin mittels
immunhistochemischer Firbung des Aortenursprungs und Western-Blot aus
Aortenhomogenaten bestimmt. In atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs mit
Rosuvastatin behandelter Tiere wurde Decorin gegeniiber der Kontrolle signifikant
stiarker exprimiert (Abb. 25).
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Abbildung 25: A-B, FExemplarische Darstellung der immunhistochemischen Analyse der
Expression von Decorin in atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs
von unbehandelten und mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren. C,
Quantifizierung der positiv gefirbten Bereiche (braun) mit ImageJ fiir
n=238-10 Tiere. * p < 0,05 vs. Kontrolle.

Die Expression des Kernproteins von Decorin in vaskuldren atherosklerotischen Plaques
aus Aortenhomogenaten wurde ebenfalls durch Western-Blot bestimmt. Decorin wurde
in vergleichsweise hoherer Konzentration als Biglycan in den atherosklerotischen
Plaques der Miuse exprimiert. Aus diesem Grund wurden die Nitrozellulosemembranen
des Western-Blots fiir Biglycan von gebundenem Antikorper befreit und das
verbleibende Protein hinsichtlich der Expression von Decorin analysiert. Diese Methode
wurde gewdhlt um einen genaueren Vergleich zwischen Biglycan und Decorin zu
erhalten. Decorin wurde ebenfalls mit einem polyklonalen Antikorper, welcher das
Kernprotein detektiert, nachgewiesen. Die Kernproteine von Biglycan und Decorin sind
anndhernd gleich groB3, so dass die entsprechende Bande fiir Decorin in einer Lauthdhe
von 39 kDa als Doppelbande erscheint. Aus der Western-Blot-Analyse ergab sich eine
signifikant erhdhte Expression von Decorin in den Aorten mit Rosuvastatin behandelter
Tiere (Abb. 26).
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Abbildung 26:  Protein-Expression des Kernproteins von Decorin in Aorten von unbehandelten
(Kontrolle) und mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren im Alter von
52 Wochen. A, Exemplarischer Western-Blots aus Aortenextrakten fiir Decorin.
B, Quantifizierung der Protein-Expression fiir n =4 -5 Aorten; * p < 0,05 vs.

Kontrolle.
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3.1.6  Einfluss von Rosuvastatin auf die Hyaluronsiure-Akkumulation in
atherosklerotischen Lésionen des Aortenursprungs

Das Glykosaminoglykan Hyaluronsdure (HA) ist ein weiterer Bestandteil der EZM
atherosklerotischer Plaques. Es ist in diesen stark exprimiert und beeinflusst die
Progression der Atherosklerose entscheidend durch die Bereitstellung einer
proliferations- und migrationsfordernden Matrix. In humanen atherosklerotischen
Plaques konnte von Wight ef al.”' gezeigt werden, dass HA vermehrt in Bereichen mit
geringer Kollagendichte akkumuliert. Um diesen Zusammenhang zu {iberpriifen,
wurden atherosklerotische Plaques des Aortenursprungs mittels Affinitdtshistochemie
fiir das HA-Bindeprotein (HABP) gefdrbt (Abb. 27A-C). Von der Expression des
HABP lésst sich direkt auf die Akkumulation von HA schlieBen. Es zeigte sich eine
signifikante Reduktion von HA in der Intima der mit 20 mg Rosuvastatin behandelten
Tiere (Abb. 27D). Weiterhin waren im Bereich der Media und der fibrotischen Kappe
nur geringe Mengen HA akkumuliert.

Kontrolle Rosu 20 mg
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Abbildung 27: Affinititshistochemie fiir HA in Aortenurspriingen von unbehandelten
(Kontrolle) und mit 2 mg und 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren. HA
wurde tiber die Detektion des HA-Bindeproteins (HABP) nachgewiesen. A-C,
Exemplarische Darstellung der affinitdtshistochemischen Fdrbung im
Aortenursprung.. D, Quantifizierung der positiv gefdrbten Bereiche (braun) von
n =5 — 6 Aortenurspriingen mittels ImageJ; *, p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Die an einem bestimmten Ort vorliegende Menge an HA wird durch die Expression der
Hyaluronsdure-Synthasen einerseits und die Hyaluronidasen andererseits bestimmt.
Deshalb wurde in der Aorta der dynamische Prozess des Auf- und Abbaus der HA auf
Ebene der Genexpression mittels qRT-PCR untersucht. Keine der drei HA-Synthasen
wurde von einer Behandlung mit Rosuvastatin beeinflusst (Abb. 28).

A HASI1 B HAS2

N
N

=}

Vielfaches der Kontrolle
p—
Vielfaches der Kontrolle

C HAS3

Vielfaches der Kontrolle
J—

]

Abbildung 28: Quantitative real-time PCR zur Bestimmung der Genexpression von HAS-
Isoformen aus mRNA-Extraktionen der thorakalen und abdominalen Aorta von
unbehandelten (Kontrolle) und mit 2 mg und 20 mg Rosuvastatin behandelten
Tieren. A, HASI-Expression. B, HAS2-Expression und C, HAS3-Expression,
n=7-10.
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Die Expression der mRNA der beiden wichtigsten HA-abbauenden Enzyme, Hyall und
Hyal2, in der Aorta ist in Abb. 29 dargestellt. Es konnte keine Beeinflussung der
HYAL1 und -2-Expression festgestellt werden.

A HYALI1 B HYAL?2

Vielfaches der Kontrolle

Abbildung 29: Quantitative real-time PCR zur Bestimmung der Genexpression der HYAL-
Isoformen aus mRNA-Extraktionen der thorakalen und abdominalen Aorta von
unbehandelten (Kontrolle) und mit 2 mg und 20 mg Rosuvastatin behandelten
Tieren. A, HYALI1-Expression und B, HYAL2-Expression, n = 5 — 8.
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3.1.7  Einfluss von Rosuvastatin auf die COX-2-Expression im Aortenursprung

Da die Atherosklerose einen entziindlichen Prozess darstellt, sind Enzyme, die
Entziindungsmediatoren wie Prostaglandine freisetzen, von besonderem Interesse. Von
der induzierbaren Isoform der Cyclooxygenase (COX) ist bekannt, dass sie durch
Statine in humanen atherosklerotischen Plaques beeinflussbar ist. So konnte von
Cipollone et al * gezeigt werden, dass Simvastatin die Expression von COX-2 in
humanen atherosklerotischen Plaques reduziert. Zur Uberpriifung, ob COX-2 auch
durch Rosuvastatin bei ApoE”-Miusen reguliert wird, wurden Schnitte des
Aortenursprungs immunhistochemisch im Hinblick auf die Expression von COX-2
analysiert. Sowohl in der Gruppe der mit 2 mg Rosuvastatin als auch in der mit 20 mg
Rosuvastatin behandelten Tiere zeigte sich eine signifikante Reduktion der COX-2-
Expression in den atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs (Abb. 30A-C). Die
stiarkste Expression zeigte sich im Bereich der fibrotischen Kappe, wo vermehrt SMC
anzutreffen sind, wie in der hoheren Vergroferung deutlich zu erkennen ist.
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Abbildung 30: Immunhistochemische Analyse der COX-2-Expression in atherosklerotischen Plaques des
Aortenursprungs von unbehandelten (Kontrolle) und mit 2 mg oder 20 mg Rosuvastatin
behandelten Tieren. A-C, Exemplarische Darstellung von n =4 — 6 Aortenurspriingen.
Aufnahmen in 40-facher Vergriofierung; Ausschnitte in 200-facher Vergréferung. D,
Quantifizierung der positiv gefirbten Bereiche (braun) mittels ImageJ, * p < 0,05 vs.
Kontrolle.
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Zur Analyse der mRNA-Expression von COX-2 wurde ebenfalls die RNA aus Aorten
prépariert und mittels semiquantitativer RT-PCR analysiert. In der Gruppe der mit
20 mg Rosuvastatin behandelten Tiere zeigte sich eine signifikante Reduktion der

Expression (Abb. 31).
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Abbildung 31: RT-PCR von COX-2 aus mRNA-Extraktionen der thorakalen und abdominalen
Aorta von unbehandelten (Kontrolle) und mit 2 mg und 20 mg Rosuvastatin
behandelten Tieren. Darstellung der Expression in n=7—10 Aorten, ¥*

p < 0,05 vs. Kontrolle und Rosu 2 mg.
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Prostaglandine besitzen eine extrem kurze Halbwertszeit und sind im lipidreichen
Plasma von ApoE”-Miusen praktisch nicht messbar. Aus diesem Grund wurden ihre
Metaboliten zur Uberpriifung des AusmaBes der COX-Hemmung im Sammelurin von
48 h untersucht. Wie in Abb. 32A dargestellt, zeigte sich in den mit 20 mg Rosuvastatin
behandelten Tieren gegeniiber den Kontrolltieren ein signifikanter Anstieg der
Konzentration von 2,3-Dinor-6-keto-PGF-1a, welches ein Metabolit von PGI, ist. Die
Konzentration von 2,3-Dinor-TXB,, ein Metabolit von TXA,, war ebenfalls signifikant
in der behandelten Gruppe erhoht (Abb. 32C). Auch die Konzentration des Metaboliten
von PGE; stieg signifikant an (Abb. 32B). 8,12-Iso-IPF2a-VI, ein nicht enzymatisches
Lipidperoxidationsprodukt der Arachidonsdure, ist ein Marker fiir oxidativen Stress
in vivo. Durch Rosuvastatin-Behandlung wurde 8,12-Iso-IPF2a-VI nicht beeinflusst
(Abb. 32D).
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Abbildung 32: Bestimmung der Aktivitidt der Cyclooxygenasen durch Analyse ihrer
Prostaglandin-Metaboliten im 48 h-Sammelurin von unbehandelten (Kontrolle)
und mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren. A, Konzentrationsbestimmung
des Metaboliten von PGI,., B, Konzentrationsbestimmung des Metaboliten von
PGE; und C, Bestimmung der Konzentration des TXA,- Metaboliten.
D, Konzentrationsbestimmung von Isoprostan 8,12-Iso-iPF2a-VI als Maf; fiir
oxidativen Stress invivo. A-D, Darstellung der auf Kreatinin bezogenen
Konzentrationen aus Urin von n = 5 — 6 Tieren. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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3.1.8 Einfluss von Rosuvastatin auf Versican und Perlecan

Zwei weitere Proteoglykane, die in der Atherosklerose eine wichtige Rolle einnehmen,
sind zum einen das Chondroitinsulfat-Proteoglykan Versican und zum anderen das
Heparansulfat-Proteoglykan ~ Perlecan.  Versican  stellt das in  humanen
atherosklerotischen Plaques im weniger fortgeschrittenen Stadium am stirksten
vertretene Proteoglykan dar’. Perlecan hingegen spielt in humanen atherosklerotischen
Plaques eher eine untergeordnete Rolle®. Es ist jedoch in murinen atherosklerotischen
Plaques das vorherrschende Proteoglykan. Sowohl Perlecan als auch Versican besitzen
keine Affinitdit bzw. Bindungsstellen fiir Kollagen. Mittels Immunhistochemie fiir
Versican und Perlecan sollte untersucht werden, ob sich der in Abschnitt 3.1.5
beschriebene Effekt von Rosuvastatin auf Kollagen bindende Proteoglykane beschrankt.
Versican wurde mit einem Antikorper gegen die Glykosaminoglykan-o-Kette des
Molekiils detektiert. Innerhalb der Intima der atherosklerotischen Plaques im
Aortenursprung war die Akkumulation Versican nur schwach ausgeprigt, grofle
Depositionen waren jedoch in den Aortenklappen detektierbar (Abb. 33A-B). Die
Behandlung mit Rosuvastatin hatte keinen Einfluss auf die Akkumulation von Versican
(Abb. 33C).

Perlecan akkumulierte stark in den atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs
(Abb. 33D-E). Auch hier zeigte sich kein FEinfluss von Rosuvastatin auf die
Akkumulation (Abb. 33F).
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Abbildung 33: A-C, Darstellung der immunhistochemischen Analyse von Versican in
atherosklerotischen Plaques. C, Quantifizierung der positiv gefirbten Bereiche
(braun) von n = 8 Aortenurspriingen von unbehandelten (Kontrolle, A) und mit
20 mg Rosuvastatin (B) behandelten Tieren mittels ImageJ. D-F, Darstellung
der immunhistologischen Analyse von Perlecan. F, Quantifizierung der positiv
gefirbten Bereiche (braun) in n = 5 — 6 Aortenurspriingen von unbehandelten
(Kontrolle, D) und mit 20 mg Rosuvastatin (E) behandelten Tieren mittels
ImagelJ.
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3.1.9  Analyse der Zellen in den atherosklerotischen Lisionen des
Aortenursprungs

Nicht nur Proteoglykane, Glykosaminoglykane und Kollagen geben Aufschluss iiber
den Zustand der atherosklerotischer Plaque, sondern auch die Ansammlung der in der
atherosklerotischen Plaque befindlichen Zellen. So deutet eine ausgeprigte Schicht
glatter Muskelzellen in der fibrotischen Kappe auf ein vermindertes Risiko zur
Plaqueruptur hin®>. Mittels immunhistochemischer Detektion von a-SM-Aktin wurden
glatte Muskelzellen in atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs dargestellt
(Abb. 34A-B). a-SM-Aktin stellt einen Marker fiir nicht-entdifferenzierte SMC dar.
Diese waren in der fibrotischen Kappe der atherosklerotischen Plaques von mit
Rosuvastatin behandelten Tieren verstirkt nachweisbar. Es zeigte sich eine
kontinuierliche Schicht, die durchschnittlich mehr als 50 % der Oberfliche der
atherosklerotischen Plaques einnahm. Nicht behandelte Kontrolltiere zeigten eher
diskontinuierliche Bereiche an SMC auf der Plaqueoberflidche (Abb. 34C).
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Abbildung 34: A-B, Immunhistochemie fiir a-SM-Aktin von unbehandelten (Kontrolle, A) und
mit 20 mg Rosuvastatin (B) behandelten Tieren. Exemplarische Darstellung der
Farbungen im Aortenursprung. Aufnahmen in 40-facher Vergroferung;
Ausschnitte in 200-facher Vergrofierung. C, Vergleich der Ldnge des SMC-
reichen Anteils (positiv fiir o-SM-Aktin, braun gefirbt) der gesamten
Plaqueoberfliche, n = 11 - 12; * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Die Menge an Makrophagen gibt weiterhin Aufschluss iiber den entziindlichen Zustand
der Intima. Sie wurden mittels immunhistochemischer Detektion des
Oberflachenantigens Mac-2 nachgewiesen. Die rote Fluoreszenz stellt die fiir
Makrophagen positiv gefarbten Bereiche dar. Diese waren verstirkt an der Oberflache
der atherosklerotischen Plaques und an den Plaqueschultern zu finden (Abb. 35A-B). Es
zeigte sich jedoch keine Verdnderung des Makrophagen-Gehaltes der
atherosklerotischen Plaques durch Behandlung mit Rosuvastatin (Abb. 35C).

C Makrophagen IHC
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Abbildung 35: A-B, Immunhistochemische Analyse des Maus-Makrophagen-Antigens Mac-2 in
atherosklerotischen Plaques von unbehandelten (Kontrolle, A) und mit
20 mg Rosuvastatin (B) behandelten Tieren. Exemplarische Darstellung der
Makrophagen in n=7-9 Aortenurspriingen. C, Quantifizierung der positiv
gefirbten Bereiche (rot) mittels Imaged.
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3.1.10 Kalzifizierung der atherosklerotischen Lisionen des Aortenursprungs

Atherosklerotische Plaques konnen in fortgeschrittenem Stadium knochendhnliche
Strukturen annehmen und kalzifizieren. Dies bedeutet, dass Kalziumhydroxylapatit in
die EZM der Intima eingelagert wird. Rattazzi e al.’* beschreiben, dass im Alter von 45
bis 75 Wochen ApoE'/ -Méuse reproduzierbare Kalzifizierungen der atherosklerotischen
Plaques zeigen. Die atherosklerotischen Plaques der mit Rosuvastatin und der
unbehandelten ~ ApoE”-Miuse  zeigten im  Alter von 52 Wochen keine
Kalziumablagerung innerhalb der Neointima des Aortenursprungs. Allerdings schienen
die Aortenklappen der unbehandelten Tiere vermehrt kalzifiziert zu sein (Abb. 36), was
aber von der Behandlung mit Rosuvastatin unbeeinflusst blieb.

Kontrolle Rosu 20 mg

Abbildung 36: Exemplarische Darstellung der Kalzifizierung im Aortenursprung von
unbehandelten und mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren. Kalzifizierte
Bereiche erscheinen in der Fdarbung nach von Kossa fiir n = 4 Tiere schwarz.
Aufnahmen in 40-facher Vergroferung, Einsdtze in 200-facher Vergrofierung.
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3.1.11 Einblutungen in atherosklerotische Lisionen des Aortenursprungs

Einblutungen in atherosklerotische Lésionen geben Aufschluss iiber die Stabilitit der
fibrotischen Kappe der atherosklerotischen Lésionen im fortgeschritten Stadium. Risse
in der SMC-Schicht filhren zur Einlagerung von FEisen aus Hidmoglobin als
Héamosiderin. Mittels Berliner-Blau-Farbung wurden Eisenablagerungen in den
atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs dargestellt. Es zeigte sich kein
Unterschied zwischen den behandelten und den unbehandelten Tieren. In beiden
Gruppen befanden sich nur sehr geringe Mengen Eisen innerhalb der
atherosklerotischen Plaques.

_~ 500’ pm
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Abbildung 37: Plaqueeinblutungen: Eisennachweis des Hdmosiderins in atherosklerotischen
Plaques des Aortenursprungs mittels Berliner Blau. Exemplarische Darstellung
der atherosklerotischen Plaques von n = 4 Tieren.
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3.1.12 Einfluss von Rosuvastatin auf vaskulire atherosklerotische Lisionen der
Arteria brachiocephalica

Die Arteria brachiocephalica stellt einen kleinen, abgegrenzten Bereich im
GefiBsystem der ApoE”-Maus dar, in dem sich sehr friih atherosklerotische Plaques
bilden. Diese Plaques sind rein vaskuldrer Natur. Es entsteht eine einzige
atherosklerotische Plaque, die sich auf den gesamten Bereich der Arterie ausbreitet. Um
die in atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs immunhistochemisch erhobenen
Befunde beziiglich des Kollagens und der Kollagen-bindenden Proteoglykane in rein
vaskuldren atherosklerotischen Plaques zu {iberpriifen, wurden atherosklerotische
Lisionen der A. brachiocephalica diesbeziiglich histochemisch analysiert. Abb. 38A
und B zeigt exemplarisch die Akkumulation von Gesamtkollagen, welches mittels
Picro-Siriusrot-Farbung dargestellt wurde. Es zeigte sich keine Verdnderung durch
Rosuvastatin-Behandlung (Abb. 38C). In Abb. 38D-E sind dicht angeordnete
Kollagenfasern mittels Betrachtung der Picro-Siriusrot-Férbung unter polarisiertem
Licht in rot dargestellt. Die Anordnung der Fasern wurde durch Rosuvastatin-
Behandlung signifikant beeinflusst. Rosuvastatin fiihrte gegeniiber der Kontrolle zu
einer signifikant gréBeren Anzahl von Bereichen mit dicht angeordneten Kollagenfasern
(Abb. 38F). Abb. 38G-H zeigt exemplarisch die Expression von Biglycan. In
behandelten Tieren kam es zu einer signifikant vermehrten Expression von Biglycan in
der Intima (Abb. 38I). Auch Decorin war in der Intima der 4. brachiocephalica durch
Rosuvastatin-Behandlung signifikant vermehrt akkumuliert (Abb. 38L). Abb. 38J-K
stellt dies exemplarisch dar.
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Abbildung 38: Vaskuldre atherosklerotische Plaques in der Arteria brachiocephalica von
unbehandelten (Kontrolle, A,D,G,J) und mit 20 mg Rosuvastatin (B,E,HK)
behandelten Tieren im Alter von 52 Wochen. A-B, Picro-Siriusrot-Férbung fiir
Gesamtkollagen, C Quantifizierung der rot gefirbten Bereiche von n =4 - 11
atherosklerotischen Plaques mittels ImageJ. D-E, zur Darstellung der Dichte
der Kollagenfasern wurden die in A und B reprdsentativ dargestellten
atherosklerotischen Plaques unter polarisiertem Licht betrachtet. Der Pfeil in E
zeigt einen Bereich besonders hoher Kollagendichte an. F, Quantifizierung der
Bereiche mit besonders hoher Kollagendichte in n = 3 — 12 atherosklerotischen
Plaques. G-H, Immunhistochemische Fdrbung von Biglycan, n=3-09.
I, Quantifizierung der positiv  gefirbten Bereiche (braun) in der
atherosklerotischen Plaque der in G-H exemplarisch dargestellten Fdirbungen.
J-K, Immunhistochemischen Analyse von Decorin und (L) Quantifizierung der
positiv  gefdrbten Bereiche (braun), n=4-10. CFILL * p<0,05 vs.
Kontrolle.
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3.2 In vitro Versuche an hSMC mit Rosuvastatin und
Ascorbinsiaure

Bisher wurde gezeigt, dass Rosuvastatin-Fiitterung in atherosklerotischen Miusen zu
einem Anstieg von Kollagen und den beiden Kollagen-bindenden Proteoglykanen
Biglycan und Decorin in der Matrix von atherosklerotischen Plaques fiihrt. In wie weit
die gefundenen Ergebnisse, die erhohte Akkumulation von Kollagen und die
Behandlung mit Rosuvastatin selber, einen Einfluss auf die Expression von Biglycan
und Decorin in vitro ausiiben, sollte nun an SMC geklért werden.

Konfluente SMC wurden fiir 24 Stunden (h) mit 1 uM Rosuvastatin oder 56 ug/ml
Ascorbinsédure, zur in vitro-Synthese von Kollagen, stimuliert. Im Anschluss daran
wurde die mRNA-Expression von Biglycan und Decorin mittels qRT-PCR bestimmt.
Nach 24 stiindiger Inkubation zeigten sich keine Unterschiede der Biglycan-Expression
durch Inkubation mit Rosuvastatin und Ascorbinsdure (Abb. 39A). Nachdem die Zellen
5 Tage (d) lang stimuliert wurden, stieg die Expression von Biglycan durch die
Inkubation mit Ascorbinsdure hochsignifikant an (Abb. 39B) wihrend Rosuvastatin
keinen signifikanten Effekt hatte.
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Abbildung 39: Analyse der Biglycan-mRNA-Expression mittels real-time quantitativer PCR in
humanen SMC (A) nach 24 h Stimulation und (B) nach 5 Tagen Stimulation mit
1 uM Rosu und 56 ug/ml Ascorbinsdure. Darstellung von jeweils n =3
unabhdngigen Experimenten,; *** p < 0,001 vs. Kontrolle.
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Vergleich mit humanen atherosklerotischen Lasionen Statin-behandelter Patienten

Die Expression von Decorin wurde nach 24 Stunden Inkubation mit Rosuvastatin und
Ascorbinsdure nicht verdndert (Abb. 40A). Nach 5 Tagen Stimulation zeigte sich
allerdings auch eine signifikant erhohte Expression von Decorin in Anwesenheit von
Ascorbinsdure (Abb. 40B), Rosuvastatin zeigte keine signifikante Beeinflussung der
Expression von Decorin.
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Abbildung 40: Analyse der Decorin-mRNA-Expression mittels real-time quantitativer PCR in
humanen SMC (A) nach 24 h Stimulation und (B) nach 5 Tagen Stimulation mit
1 uM Rosu und 56 ug/ml Ascorbinsdure. Darstellung von jeweils n =3
unabhdngigen Experimenten; * p < 0,05 vs. Kontrolle.

75



76 Ergebnisse

33 Vergleich mit humanen atherosklerotischen Lésionen Statin-
behandelter Patienten

In der Vergangenheit ist ua. von Cipolloneeral*® eine vermehrte
Kollagenakkumulation in humanen atherosklerotischen Plaques nach Behandlung mit
Simvastatin gezeigt worden. Ob dies jedoch mit einer verstirkten Expression von
Biglycan und Decorin einhergeht, ist in der Literatur bisher fiir kein Statin beschrieben
worden. Um zu untersuchen, ob dieser Effekt zum einen fiir Rosuvastatin spezifisch ist
und ob zum anderen dieser Effekt auf humane atherosklerotische Plaques iibertragbar
ist, wurden atherosklerotische Plaques aus humanen Karotiden analysiert. Zu diesem
Zweck wurden atherosklerotische Plaques durch Endarterektomie aus einer Kohorte von
unbehandelten und mit verschiedenen Statinen behandelten Patienten gewonnen.
Rosuvastatin wurde in dieser Kohorte nicht appliziert. Die atherosklerotischen Plaques
wurden hinsichtlich der Akkumulation von Kollagen sowie Biglycan und Decorin
histochemisch untersucht. Bei Betrachtung des durch Picro-Siriusrot angefarbten
Kollagens unter polarisiertem Licht zeigte sich eine signifikant erhohte Ansammlung
von dicht angeordneten Kollagenfasern in der Gruppe der mit Statinen behandelten
Patienten gegeniiber der unbehandelten Kontroll-Gruppe (Abb. 41D-F). Auch der
Gesamtkollagengehalt der atherosklerotischen Plaques wurde durch Statinbehandlung
wenn auch nicht signifikant fast verdoppelt (Abb.41A-C). Durch kombinierte
immunhistochemische Farbung von Biglycan und Decorin wurde der Gesamtgehalt der
SLRP, die in dieser Untersuchung von Interesse waren, dargestellt. Die Behandlung mit
Statinen fiihrte zu einer, gegeniiber der Kontrolle, signifikant vermehrten Akkumulation
von Biglycan und Decorin (Abb. 41G-H).
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Abbildung 41: A-F, Picro-Siriusrot-Firbung fiir Kollagen in Folgeschnitten des gleichen
humanen atherosklerotischen Plaques aus der A. carotis unbehandelter und mit
verschiedenen Statinen behandelter Patienten. A-B, Gesamtkollagengehalt; C
Quantifizierung der hellrot gefirbten Bereiche in atherosklerotischen Plaques
von n=7-9 Individuen. D-E, Exemplarische Darstellung der unter
polarisiertem Licht betrachteten Firbung zur Beurteilung der Kollagendichte.
F, Quantifizierung der Areale mit hoher Kollagendichte (rot) von n=7-9
Individuen mittels ImageJ, * p < 0,05 vs. unbehandelt. G-H, Kombinierte
immunhistochemische Analyse von Biglycan und Decorin. Exemplarische
Darstellung von atherosklerotischen Plaques aus n =7-9 Individuen. I,
Quantifizierung der braunen Farbintensitit mittels ImageJ; * p < 0,05 vs.
unbehandelt.
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34 Einfluss von COX-Inhibitoren auf die murine Atherosklerose

Im Modell der mit Rosuvastatin behandelten ApoE”-Maus wurde ein Zusammenhang
zwischen verminderter COX-2-Expression und verminderter HA-Akkumulation in den
atherosklerotischen Plaques postuliert. Um diesen Zusammenhang ndher zu
untersuchen, wurde ein weiteres Versuchsmodell gewédhlt, welches unabhiangig von der
Statinbehandlung war und speziell auf die Frage des Zusammenspiels von COX-2 und
HA fokussiert war. Zu diesem Zweck wurden ApoE”-Miuse iiber einen Zeitraum von
8 Wochen mit COX-Inhibitoren gefiittert. Es wurde zu zwei Zeitpunkten behandelt, da
aufgrund der Zeitverldufe zum einen vor Beginn der COX-2- und HA- Expression, mit
Beginn der 15. Woche, behandelt werden sollte. Zum anderen sollte mit der zweiten
Behandlung, ab der 25. Woche, wihrend der ersten frithen Phase der HA- und COX-2-
Expression behandelt werden (s. Abschnitt 2.8.2).

Zur Uberpriifung der Spezifitit von Rofecoxib und Indometacin fiir COX-1 und COX-2
unter den gewdhlten Dosierungen, wurden im Urin Metaboliten von Produkten von
COX-1 und COX-2 bestimmt und auf den Gehalt an Kreatinin bezogen. Zur
Beurteilung der COX-2-Hemmung wurde die Konzentration von 2,3-dinor-6-keto-
PGFla gemessen. 2,3-dinor-6-keto-PGF1a ist der im Urin zu findende Metabolit von
Prostacyclin, sodass die Konzentration dieses Metaboliten sowohl von dem COX-2
selektiven Inhibitor Rofecoxib (nicht signifikant) als auch von dem unselektiven
Inhibitor Indometacin im Vergleich zur Kontrolle gesenkt wurde (Abb. 42A). Das
Ausmall der COX-1-Hemmung wurde mittels Konzentrationsbestimmung von
2,3-dinor-TXB, analysiert. 2,3-dinor-TXB; ist der im Urin analysierbare Metabolit von
TXA,. Der COX-2 selektive Inhibitor Rofecoxib erzielte erwartungsgeméill keine
Reduktion der Konzentration von 2,3-dinor-TXB,, was die COX-2-Selektivitit
bestétigte. Indometacin, welches ein unselektiver Inhibitor der COX ist und somit auch
die COX-1 hemmt, senkte die Konzentration von 2,3-dinor-TXB; signifikant bis fast zur
vollstindigen Hemmung (Abb. 42B).
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Abbildung 42: Uberpriifung des Ausmafes und der Selektivitit der COX-Hemmung durch
Bestimmung der Metaboliten von PGI, und TXA, im 48 h-Sammelurin von
unbehandelten und mit Rofecoxib und Indometacin behandelten Tieren. A,
Konzentration des Metaboliten von PGI,, 2,3-dinor-6-keto-PGF1 a, im Urin von
n=3-5 Tieren. B, Konzentration des Metaboliten von TXA,, 2,3-dinor-TXB,,
im Urin von n =3 -5 Tieren. * p < 0,05 vs. Kontrolle. Alle Konzentrationen
wurden auf die im Urin enthaltene Menge Kreatinin bezogen.
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3.4.1  Genexpression der Hyaluronsiure-Synthasen in Aorten COX-Inhibitor-
behandelter ApoE'/ -Miuse

Der Einfluss der COX-Hemmung auf die Synthese von HA wurde mittels mRNA-
Expressionsanalyse der Hyaluronsdure-Synthasen 1-3 bestimmt. In Aorten von
23 Wochen alten Mausen, die mit Indometacin oder Rofecoxib behandelt wurden, ergab
sich eine signifikante Senkung der Expression von HAS1. HAS2 und HAS3 wurden
nicht beeinflusst (Abb. 43).
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Abbildung 43: FEinfluss der COX-Inhibitoren auf die Genexpression der HAS-Isoformen in
Aorten von 23 Wochen alten unbehandelten (Kontrolle) oder fiir acht Wochen
mit Rofecoxib oder Indometacin behandelten ApoE"-Mdusen. Bestimmung der
Genexpression von A, HAS1 in n = 10— 12 Aorten; * p < 0,05 vs. Kontrolle
und B, HAS2 in n = 10— 12 Aorten sowie C, HAS3 in n = 8 — 11 Aorten mittels
real-time quantitativer PCR..
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Einfluss von COX-Inhibitoren auf die Atherosklerose und Neointimahyperplasie an einem kombinierten
Atherosklerose-Maus-Modell

Die zweite Gruppe wurde nach 33 Wochen analysiert. Es wurde ebenfalls die
Expression der mRNA der Hyaluronsdure-Synthasen 1-3 in der Aorta mittels qRT-PCR
analysiert. Die Expression von HAS1 stieg im Vergleich zum fritheren Zeitpunkt durch
Rofecoxib wieder auf Kontrollniveau an und zeigte durch Indometacin einen Trend zur
gesenkten Expression (Abb. 44A). Die Expression von HAS2 und HAS3 wurde nicht
beeinflusst (Abb. 44B-C).
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Abbildung 44: FEinfluss der COX-Inhibitoren auf die Genexpression der HAS-Isoformen in
Aorten von 33 Wochen alten unbehandelten (Kontrolle) oder fiir acht Wochen
mit Rofecoxib oder Indometacin behandelten ApoE " _Mdiusen. A, HASI,
n=8-11. B, HAS2, n=8—11. C, HAS3, n = 8 — 11. Die Expressionsanalyse
erfolgte mittels quantitativer real-time PCR.

81



82 Ergebnisse

3.5 Einfluss von COX-Inhibitoren auf die Atherosklerose und
Neointimahyperplasie an einem kombinierten Atherosklerose-
Maus-Modell

Harmon ef al.”” konnten zeigen, dass mittels Ligatur der linken A. carotis in
verschiedenen Mausstimmen innerhalb weniger Wochen eine Neointimahyperplasie
erzeugt werden kann. Die so entstandenen atherosklerotischen Plaques lassen sich sehr
gut beziiglich der GréBe der Neointima untersuchen. In Mausstimmen, die von sich aus
keine spontane Atherogenese zeigen, bleibt die Hyperplasie jedoch weniger stark
ausgepragt und es entstehen zellreiche atherosklerotische Plaques, die sich durch den
fehlenden Fettanteil von humanen atherosklerotischen Léasionen stark unterscheiden.
Kombiniert man dieses Modell der Neointimahyperplasie mit dem Modell der ApoE'/'-
Maus fiir Atherosklerose, so entsteht eine konzentrische Neointima, die humanen
atherosklerotischen Plaques sehr dhnlich ist. Um den Einfluss der COX-Hemmung auf
die HA-Expression innerhalb der Neointima und auf die Plaquegréf3e zu untersuchen,
wurde eine Ligatur an der linken Karotis von ApoE”-Miusen angelegt und die dadurch
entstandenen Plaques 4 Wochen spiter histochemisch analysiert. Die Méuse wurden
nach der Ligatur 4 Wochen lang mit Rofecoxib und Indometacin zur Hemmung der
COX behandelt (s. Abschnitt 2.8.3). Auf eine erneute Bestimmung der Prostaglandin-
Metaboliten 1m Urin wurde an  dieser Stelle verzichtet, da die
Arzneistoffkonzentrationen im Futter den in Abschnitt 3.19 untersuchten entsprachen.
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Einfluss von COX-Inhibitoren auf die Atherosklerose und Neointimahyperplasie an einem kombinierten
Atherosklerose-Maus-Modell

3.5.1 Verinderung der Grofle der atherosklerotischen Lisionen durch die
Behandlung mit Rofecoxib und Indometacin

Die GroBe der atherosklerotischen Plaques wurde anhand der Féarbung der Lamina
elastica interna (LEI) mit Orcein bestimmt. Die LEI stellt die Abgrenzung zwischen
gebildeter Neointima und Media dar. In Abb. 45 ist die GroBe der entstandenen
Neointima entlang der A. carotis exemplarisch alle 500 um ab dem Referenzpunkt
dargestellt. Die A. carotis dextra ohne Ligatur diente dabei als Kontrolle, die keine
Neointimabildung zeigt.

Referenz-Punkt 0,5 mm 1,0 mm A. carotis dextra

Abbildung 45: Exemplarische Darstellung der Neointima entlang der Carotis sinistra von
14 Wochen alten ApoE”-Mdiusen nach Ligatur. Als Kontrolle ohne
Neointimabildung ist der Querschnitt der Carotis dextra abgebildet. Mittels
Orcein-Fdarbung wurden die Laminae elasticae dargestellt. LEE, Lamina
elastica externa, LEI, Lamina elastica interna, NI, Neointima und Lumen. Der
Referenzpunkt stellt den ersten Schnitt, der frei von Nahtmaterial ist, dar.
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Abb. 46A zeigt den Vergleich der Mittelwerte fiir die Fliche der Media, die am
Referenzpunkt, 0,5 mm und 1,0 mm von der Ligatur entfernt gemessen wurde. Die
Behandlung mit beiden COX-Inhibitoren hatte keinen Einfluss auf die Flichengrof3e der
Media. Die Flachengrofe der Neointima (Abb. 46B) wurde durch die Behandlung mit
Rofecoxib nicht verdndert. Indometacin senkte dagegen die GroBe signifikant bis auf
1/3 der GroBe der Kontrolle.
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Abbildung 46: Morphometrische Analyse der A. carotis sinistra von unbehandelten (Kontrolle)
und mit Rofecoxib oder Indometacin behandelten ApoE™"-Mdiusen nach Ligatur.
Es wurde jeweils am Referenzpunkt sowie 0,5 mm und 1,0 mm davon entfernt
gemessen. Die Mittelwerte aus diesen drei Messungen wurden jeweils
verglichen. A, Fldche der Media, n =7 — 10, B, Intimafliche, n =7—-10; *,
p < 0,05 vs. Kontrolle und C, Lumen, n =7 — 10; * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Einfluss von COX-Inhibitoren auf die Atherosklerose und Neointimahyperplasie an einem kombinierten
Atherosklerose-Maus-Modell

3.5.2 Thromboseneigung

Von COX-Inhibitoren, im Speziellen Rofecoxib, ist seit der VIGOR-Studie® bekannt,
dass sie das kardiovaskuldre Risiko durch verstirkte Thromboseneigung erhdhen.
Erfahrungsgeméal kommt es bei einem Teil der Tiere nach Ligatur der Karotis zu einem
thrombotischen Verschluss des abgebundenen Gefdfles. Um dies nicht nur optisch zu
bestimmen, wurden die vermeintlich thrombosierten Karotiden nach Movats geférbt. In
dieser Féarbung ldsst sich anhand der hellroten Férbung fiir Fibrin ein Thrombus
identifizieren, wie in Abb.47 exemplarisch dargestellt ist. Durch Thromben
verschlossene Gefdlle wurden von der weiteren Analyse der atherosklerotischen Plaques
ausgeschlossen.

L on PR
-

rechte Karotis

Abbildung 47: Beurteilung der vermeintlichen Thrombosen mittels Movats Pentachrom-
farbung. Exemplarische Darstellung einer thrombosierten Karotis. Fibrin
erscheint hier rot.

85



86 Ergebnisse

Die Thrombose-Inzidenz in der A. carotis sinistra nach Ligatur ist in Abb. 48
dargestellt. Durch die Behandlung mit Rofecoxib kam es statistisch gesehen zu einer
minimal erhohten Thrombose-Inzidenz; Indometacin verminderte dagegen das
Auftreten von Thrombosen im abgebundenen Gefaf3.
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Abbildung 48: Thrombose-Inzidenz in der A. carotis sinistra nach Ligatur von unbehandelten
(Kontrolle) oder mit Rofecoxib oder Indometacin behandelten ApoE™"-Miusen,
n=29-20.
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Einfluss von COX-Inhibitoren auf die Atherosklerose und Neointimahyperplasie an einem kombinierten
Atherosklerose-Maus-Modell

3.5.3  Einfluss von COX-Inhibitoren auf die COX-2-Expression in der
Neointimahyperplasie

Der Einfluss der COX-2-Aktivitdt auf die Akkumulation von HA sollte in den durch
Ligatur entstandenen atherosklerotischen Plaques analysiert werden. Des Weiteren
wurde untersucht, ob Rofecoxib und Indometacin zusitzlich einen Einfluss auf die
Expression von COX-2 in der Neointima haben. Aus diesem Grund wurde die
Expression mittels immunhistochemischer Férbung analysiert. Rofecoxib und
Indometacin reduzierten beide nicht signifikant die Expression von COX-2 in der

Neointima.
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Abbildung 49: A-C, Exemplarische Darstellung einer immunhistochemischen Fdrbung von
COX-2 in der Ndihe des Referenzpunktes der A. carotis sinistra von
unbehandelten (Kontrolle, A) und mit Rofecoxib (B) oder Indometacin (C)
behandelten ApoE”"-Mdusen nach Ligatur. D, Quantifizierung der fiir COX-2
positiv gefirbten Bereiche (braun) in der Neointima und Media mittels ImageJ,
n = 5. Untersucht wurde die Expression an zwei Punkten der A. carotis sinistra.
Die Mittelwerte daraus wurden verglichen.
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3.5.4  Einfluss von COX-Inhibitoren auf den Hyaluronsiuregehalt in der
Neointimahyperplasie

In der spontan gebildeten Atherosklerose der ApoE'/'-Maus kam es, wie in Abschnitt
3.4.1 beschrieben, zu einer Reduktion der mRNA von HASI1. Um den Einfluss von
COX-Inhibitoren auf die Akkumulation von HA innerhalb der Neointima zu analysieren
wurden im  kombinierten  Atherosklerose-Neointimahyperplasie-Modell  die
atherosklerotischen Plaques affinitétshistochemisch untersucht. Mittels FITC-
markiertem Streptavidin wurde HA in der Adventitia, der Media und der Neointima der
linken Karotis nahe dem Referenzpunkt und in 0,5 mm Entfernung von der Ligatur griin
gefarbt. Abb. S0A-C zeigen exemplarisch die beschriebene Fiarbung am Referenzpunkt
von Kontrolltieren und mit Rofecoxib sowie Indometacin-behandelten Tieren. Die
Bilder wurden mittels ImageJ-Analyse beziiglich der griin gefarbten Bereiche
ausgewertet. In Abb. 50D sind sowohl die Neointima, die Media, als auch ein fest
definierter Bereich der Adventitia um die Media herum in die Auswertung mit
einbezogen. Hier flihrte Rofecoxib im Gegensatz zu Indometacin zu einer signifikanten
Senkung der HA-Akkumulation. In Abb. SOE wurde ausschlieBlich der Gehalt an HA in
der Neointima bestimmt. Sowohl die Behandlung mit Rofecoxib als auch mit
Indometacin fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des HA-Gehaltes in der Neointima
im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 50: A-C, Exemplarische Darstellung der Alffinitdtshistochemie fiir HA in der
A. carotis sinistra von unbehandelten (Kontrolle, A) und mit Rofecoxib (B) oder
Indometacin (C) behandelten ApoE"-Miusen nach Ligatur. HA-Expression
wurde tiber die Detektion des HA-Bindeproteins (HABP) dargestellt. (Ad)
Adventitia, (I) Intima, (M) Media. D, Quantifizierung der fiir HABP positiv
gefirbten Bereiche (griin) von Neointima, Media und Adventitia mittels ImageJ,
n=5-6, % p<0,05 vs. Kontrolle. E, Quantifizierung der HABP positiv
gefirbten Bereiche in der Neointima, n = 6 — 7; * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Wirkungen von Rosuvastatin an einem murinen Atherosklerose-Modell

4 Diskussion

Das Ziel einer medikamentdsen Atherosklerosetherapie ist es einerseits, Risikofaktoren
fiir die Entstehung zu minimieren und andererseits die Progression der Atherosklerose
zu vermindern. Dies bedeutet, dass Komplikationen, die zu schwerwiegenden
Ereignissen wie Myokardinfarkten oder Apoplex fithren konnen, zu reduzieren sind.
Erfolgreich wird dies bereits seit langem durch eine antikoagulatorische Therapie mit
niedrig dosierter Acetylsalicylsdure, einem Inhibitor der Cyclooxygenase-1 (COX-1),
durchgefiihrt”®. Statine besitzen neben der Verminderung des low denity lipoproteins
(LDL) auch pleiotrope Effekte, welche mdglicherweise dazu beitragen das
kardiovaskulédre Risiko reduzieren.

Die Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix (EZM) iibt im Rahmen der
Progression und Restenose von atherosklerotischen Lasionen entscheidende Funktionen
aus. Bisher ist der genaue Einfluss von Statinen auf Matrixbestandteile wie
Proteoglykane und Hyaluronsédure (HA) in vivo nicht bekannt. Im ersten Teil dieser
Arbeit wurde unter Verwendung des hydrophilen Statins Rosuvastatin im Modell der
atherosklerotischen ApoE”-Maus die Zusammensetzung der EZM analysiert. Im
zweiten Teil wurde auf die Regulation der pro-atherosklerotisch wirkenden HA durch
vasodilatierende Prostaglandine eingegangen.

4.1 Wirkungen von Rosuvastatin an einem murinen
Atherosklerose-Modell

4.1.1 Auswirkungen auf Lipidparameter

Bei den mit Rosuvastatin behandelten Tieren zeigte sich ein erhohtes Kdrpergewicht.
Die Méuse zeigten jedoch keine Verdnderung des Gesamtcholesterols im Plasma. Diese
Ergebnisse entsprechen den publizierten Daten, dass Statine in ApoE”-Méusen keinen
Einfluss auf den LDL-Spiegel haben’®®, da diese Miuse niedrige LDL-Plasmaspiegel
aufweisen. LDL-Rezeptor-knockout-Mause (LDLR™-Miuse) hingegen zeigen bei einer
Behandlung mit Statinen eine Verminderung des Cholesterolplasmaspiegels’. Diese
Miuse sind ein weiteres Modell zur Untersuchung der Atherosklerose. ApoE”-Miuse
entwickeln unter normalen Flitterungsbedingungen mit fettarmem Futter einen
Gesamtcholesterolgehalt von 400 - 600 mg/dl'®, was mit den hier gezeigten
Ergebnissen iibereinstimmt. Die Atherosklerose entwickelt sich in diesen Tieren
spontan. LDLR""-Mause zeigen jedoch erst durch Fiitterung mit fettreichem Futter eine
Bildung von atherosklerotischen Plaques'®'. Der Unterschied in der Ausbildung der
Atherosklerose dieser beiden Mauslinien ist in den unterschiedlichen Lipoproteinen, die
zur Atherogenese in den Mdiusen fiithren, begriindet. Die Atherogenese wird in der
LDLR-Maus durch erhohte LDL-Plasmakonzentrationen initiiert'”’. Die LDL-
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Plasmakonzentration ist in dieser Maus, in einem zur Bildung von Atherosklerose
ausreichenden MaB, nur nach Fiitterung einer lipidreichen Westerndidt ausreichend
hoch. Die Atherogenese in der ApoE'/'-Maus wird hingegen durch erhohte
Chylomikronen- und VLDL-Konzentrationen (very low density lipoprotein) initiiert. In
ApoE"-Miusen liegen Chylomikronen und VLDL, welche sonst an ApoE gebunden zur
Leber transportiert und dort durch rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen
werden, vermehrt frei im Plasma vor'®. Durch die per se unterschiedlich hohen LDL-
Plasmakonzentrationen in beiden Modellen ist auch die unterschiedliche Wirkung von
Statinen auf den Plasmacholesterolspiegel zu erkldren. Rosuvastatin senkt allerdings die
Cholesterolspiegel in vivo beim Menschen derart stark, dass es sogar in ApoE”-Méusen
zu einer Senkung des Plasmacholesterols kommen kann'®”. In dem gewéhlten Modell
lag keine Senkung des LDL-Spiegels vor. Dies ermdglichte die Untersuchung von
Effekten, die Statine unabhdngig von der LDL-Senkung auf die EZM von
atherosklerotischen Plaques haben. In der 32 Wochen dauernden, chronischen
Behandlung kam es durch Rosuvastatin zu einer dosisabhingigen Senkung der
Triglyceride im Plasma und zu einer zusitzlichen Reduktion des Lipidgehaltes der
atherosklerotischen Plaques im Aortenursprung. Auch mit Simvastatin wurde eine
Senkung des Cholesterolgehaltes von Aorten gezeigt™. Der verminderte Lipidgehalt der
atherosklerotischen Plaques im Aortenursprung konnte auf die Effekte von Rosuvastatin
auf die EZM =zuriickzufiihren sein. Von Proteoglykanen ist aus Versuchen mit
kultivierten glatten Muskelzellen (SMC) bekannt, dass sie in Gegenwart von Statinen
eine reduzierte Kapazitit zur Bindung von LDL-Partikeln aufweisen'®
vorliegenden Studie konnte dies von Bedeutung sein.

. In der

4.2 Auswirkungen von Rosuvastatin auf die Grofie der
atherosklerotischen Lisionen

Die GroBe der atherosklerotischen Plaques ist ein wichtiger Faktor um die Progression
der atherosklerotischen Lisionen in vivo zu bestimmen. Sie stellt ein Mal fiir die
restenotische Verengung eines Gefdles nach mechanischer Schddigung des Enothels,
welche z.B. durch perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) hervorgerufen
wird, dar. Durch diese Verengung des Gefilles steigt der Flusswiderstand an. Eine
reduzierte Grof3e der atherosklerotischen Plaque ist jedoch nicht allein ausschlaggebend
fiir das Ausbleiben von Folgekomplikationen. In der Beurteilung der Verteilung der
atherosklerotischen Lasionen entlang der thorakalen und abdominalen Aorta sowie der
Abginge des Aortensinus ergab sich kein Unterschied in der Grofe und Héufigkeit bei
mit Rosuvastatin behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrolle. Auch in der Gréf3e der
atherosklerotischen Lasionen im Aortenursprung war keine signifikante Veridnderung
der Intimafldche durch Rosuvastatin erkennbar. Die GroBe der Mediafliche blieb
ebenfalls unbeeinflusst. Um ein bei allen Tieren vergleichbares Mal} fiir die
Plaquegrofe einzufiihren, wurde der Quotient zwischen Intima und Media bestimmt. In
der Gruppe der mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tiere ergab sich ein deutlicher
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Trend zu vergroBerten Quotienten im Vergleich zur Kontrolle, was fiir groBere
atherosklerotische Plaques spricht. Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen von
Bea et al.”’. Sie verwendeten ein dhnliches Versuchsprotokoll und behandelten ApoE'/ -
Mause ab der 30. Woche fiir 24 Wochen mit Simvastatin.

Um weitere Aussagen beziiglich der Beschaffenheit der groBeren atherosklerotischen
Plaques machen zu konnen, wurde die Zelldichte in den atherosklerotischen Plaques
bestimmt. Die Behandlung mit 20 mg Rosuvastatin ergab eine signifikante Reduktion
der Zelldichte der atherosklerotischen Plaques. Dies ist ein Hinweis auf eine vermehrte
Akkumulation von EZM interzelluldren Raum. Da, wie zuvor beschrieben, Rosuvastatin
zu keiner vermehrten Retention von Lipiden in den atherosklerotischen Plaques fiihrte,
kann dies als Ursache fiir eine reduzierte Zelldichte ausgeschlossen werden.

4.3 Auswirkungen von Rosuvastatin auf die Zusammensetzung der
EZM

Dem Hinweis auf eine vermehrte Akkumulation von EZM durch Rosuvastatin-
Behandlung wurde durch eine Analyse, der in atherosklerotischen Plaques
vorkommenden EZM-Bestandteile nachgegangen.

4.3.1 Kollagen - Hinweis auf mogliche Stabilisierung der atherosklerotischen
Lisionen

Kollagen stellt insgesamt ca. 1/3 der gesamten Proteinmasse des Korpers dar. Es bildet
den grofBten Teil der EZM von atherosklerotischen Plaques. In den atherosklerotischen
Plaques selber ist Kollagen vermehrt in der fibrotischen Kappe zu finden. In der EZM
von atherosklerotischen Plaques sind hauptsidchlich zwei Arten Kollagen vertreten:
Kollagen Typ I und Typ III; beides sind fibrilldre Kollagene. Kollagen Typ I zeichnet
sich durch eine besonders starke Zugfestigkeit aus und verleiht dem Gewebe, in dem es
vorkommt, Stabilitét.

Zu Beginn der Behandlung mit Rosuvastatin, im Alter von 20 Wochen, zeigten die im
Aortenursprung bereits vorhandenen atherosklerotischen Plaques eine lockere
Kollagenmatrix, welche vermehrt Kollagen III enthielt. Kollagen III besitzt eine
geringere Dichte der einzelnen Fibrillen und ist ein Hinweis auf neu gebildetes
Kollagen®™. Im Alter von 52 Wochen waren die atherosklerotischen Plaques zu
komplexen, differenzierten Lé&sionen entwickelt, welche eine fibrotische Kappe
besaflen. Diese Lésionen enthielten Kollagen vom Typl. Durch Behandlung mit
Rosuvastatin iiber den langen Zeitraum von 32 Wochen wurde dosisabhéngig in der
gesamten atherosklerotischen Lésion vermehrt Kollagen exprimiert. Das an dieser Stelle
akkumulierende Kollagen war hauptsachlich vom Typ I, wie durch die Betrachtung im
polarisierten Licht deutlich wurde. Hier zeigte sich weiter, dass nicht nur der
Gesamtkollagengehalt der atherosklerotischen Plaques durch Rosuvastatin beeinflusst
wurde, sondern auch die Beschaffenheit des Kollagens. So fiihrte die Behandlung mit
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der hoheren Dosierung von 20 mg/d zu einer signifikant vermehrten Anhéufung von
Kollagen Typ I in der gesamten atherosklerotischen Lésion. Die niedrigere Dosierung
von 2 mg zeigte keinen Unterschied beziiglich der Menge an Kollagen Typ I im
Vergleich zur Kontrolle. Typ I Kollagen zeichnet sich weiter durch eine dichtere
Anordnung der Fibrillen aus. Die gezeigten Ergebnisse entsprechen den Befunden von
Crisby et al.*’ fiir Pravastatin am Menschen und Fukumoto ef al.'® an Kaninchen. Die
durch verschiedene Statine induzierte Expression von Kollagen in humanen
atherosklerotischen Plaques konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden'® und stellt
einen gruppenspezifischen pleiotropen Effekt dar. Schifer ef al.'” zeigten eine
vermehrte Akkumulation von Gesamtkollagen durch eine Rosuvastatin-Behandlung in
atherosklerotischen Plaques von ApoE'/ -Méusen, definierten dieses aber nicht niher.

Verschiedene Studien fithrten zu der Schlussfolgerung, dass die vermehrte
Akkumulation von Kollagen nach einer Behandlung mit Statinen nicht allein durch eine
Verstiarkung der Expression, sondern auch durch eine Beeinflussung des Abbaus von
Kollagen zu begriinden ist. Kollagenspaltende Enzyme, so genannte Matrix-
Metalloproteinasen (MMP), sind zerstoren die Stabilitdt einer Kollagenmatrix durch
Degradation. Von Pravastatin wurde gezeigt, dass es im Kaninchen die Expression von
MMP-1, -3 und -9 hemmt'®. Fiir die Stabilitit der EZM von atherosklerotischen
Liasionen ist Kollagen Typ I besonders kennzeichnend und wurde durch Rosuvastatin-
Behandlung vermehrt angehduft. Aus diesem Grund sind die beiden Kollagen Typ I
spaltenden Gelatinasen A (MMP-2) und -B (MMP-9) von besonderem Interesse.
Cipollone ef al.*® konnten in humanen atherosklerotischen Plaques sowohl eine
verminderte Expression als auch eine reduzierte Aktivitdt dieser beiden MMPs unter
Behandlung mit Simvastatin nachweisen. Mit in-situ-Zymographien wurde die Aktivitit
der Gelatinasen in atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs von Kontroll- und
mit 20 mg Rosuvastatin behandelten Tieren bestimmt. Um die Spezifitit dieses Systems
zu kontrollieren wurde zuvor durch Verwendung von zwei spezifischen MMP-
Inhibitoren, TIMP (Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases) und
1,10-Phenanthrolin, geklért, ob das auftretende Farbsignal abhiingig von der Aktivitét
der MMPs ist. Rosuvastatin senkte in einer Dosierung von 20 mg/d*kg Mausgewicht
signifikant die gelatinolytische Aktivitit. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die
Akkumulation auf einem verminderten Abbau durch MMPs beruht. Nicht nur die
Aktivitit der Gelatinasen war von Interesse, auch ihre differenzielle Expression wurde
mittels immunhistochemischer Analyse untersucht. So zeigte sich nach Rosuvastatin-
Behandlung eine signifikant verminderte Expression von MMP-2, aber kein
Unterschied im Expressions-Niveau von MMP-9 in atherosklerotischen Plaques des
Aortenursprungs. Dies ist vergleichbar mit den von Crisby ez al.* publizierten Daten,
die durch Pravastatin ausschlieflich eine Reduktion von MMP-2 zeigten. Diese
Ergebnisse konnten auf substanzspezifische Effekte hindeuten, da Rosuvastatin und
Pravastatin hydrophiler sind als die anderen Statine. Die Reduktion der MMP-2-
Expression war zwar signifikant, aber lange nicht so stark ausgeprigt, wie die Senkung

94



Auswirkungen von Rosuvastatin auf die Zusammensetzung der EZM

der Aktivitdt der Gelatinasen. Aus diesem Grund scheint die reduzierte gelatinolytische
Aktivitit der entscheidende Faktor in der Beeinflussung des Kollagengehaltes zu sein.
Kontrovers erscheinen in diesem Zusammenhang die Ergebnisse von Aikawa et al.'”’.
Sie zeigten, dass allein durch eine cholesterolarme Diét die Aktivitit von MMP-2, -3,
und -9 reduziert sowie der Kollagengehalt der atherosklerotischen Plaques von
Kaninchen gesteigert wird. Die in diesem System gezeigte Stabilisierung der
atherosklerotischen Plaques wurde durch vermindertes zirkulierendes LDL vermittelt,
kann aber in dem vorliegenden Modell nicht der Ausloser fiir die oben genannten
Effekte sein, da die Méuse keine verringerten LDL-Spiegel zeigten.

Rosuvastatin beeinflusste ferner die Akkumulation von Kollagenspaltprodukten in den
atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs. Aus der Spaltung durch MMP-1, -8
und -13 entstandene Neoepitope wurden dosisabhidngig nach Behandlung mit
Rosuvastatin gesenkt. Gengeral.'™ zeigten, dass Kollagenase-3 (MMP-13) und
Kollagenase-1 (MMP-1) vermittelte Spaltung von Kollagen-I- und —II-Fibrillen durch
Zugabe von rekombinanten kleinen leucinreichen Proteoglykanen (SLRP) wie z.B.
Decorin, Biglycan, Fibromodulin und Lumican, verhindert werden konnte. Diese
Ergebnisse fithrten zu der Annahme, dass SLRP an der Regulation des Abbaus der
Kollagenmatrix in der vorliegenden Studie von Bedeutung sein konnten.

4.3.2  Proteoglykane

SLRP zeigen nicht nur Ubereinstimmungen beziiglich der Struktur des Kernproteins.
Weiterhin besitzen sie als gemeinsames Merkmal die Fahigkeit mit Kollagen zu
interagieren. Riessen ef al.” zeigten, dass SLRP in den gleichen Regionen wie Kollagen
in humanen atherosklerotischen und restenotischen Plaques akkumulieren. Weiterhin
beschrieben sie, dass diese Bereiche durch eine vermehrte Akkumulation von Kollagen
gekennzeichnet sind. Fiir das vorliegende Modell der 52 Wochen alten ApoE”-Maus
konnte dieser Befund bestitigt werden. Sowohl in den atherosklerotischen Léasionen der
mit Rosuvastatin behandelten Tiere als auch in Kontrolllisionen zeigte sich eine
vermehrte Anreicherung von Biglycan und Decorin in Bereichen hoher Kollagendichte.
Ob jedoch Statine die Expression von SLRP beeinflussen, war bisher nicht bekannt.

Rosuvastatin erhohte in der vorliegenden Studie nicht nur die Akkumulation von
Kollagen, es zeigte sich auBBerdem eine deutlich erhohte Akkumulation von Biglycan
und Decorin. Diese beiden Proteoglykane sind in der Lage, Kollagen Typ I und III im
Kernprotein zu binden. Die Erhohung der Akkumulation war sowohl mittels
immunhistochemischer Farbung der atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs
und der A. brachiocephalica, als auch durch Westernblot-Analyse der thorakalen und
abdominalen Aorta nachweisbar. Decorin wird von MMP-2, -3 und -7 gespalten, wie
Imai et al.'” zeigten. Von Biglycan ist bekannt, dass es durch MMP-13 degradiert
wird'"’. Die durch Rosuvastatin-Behandlung verminderte Expression von MMP-2
einschlieBlich der reduzierten Aktivitit der Gelatinasen konnte fiir die vermehrte
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Akkumulation von Decorin verantwortlich sein. Kollagenneoepitope, die u.a. durch
MMP-13-Spaltung entstehen, wurden vermindert in den atherosklerotischen Plaques der
mit Rosuvastatin behandelten Tiere nachgewiesen. Dies konnte auf eine verminderte
Aktivitdit von MMP-13 hindeuten und ein Grund fiir die verstirkte Anhdufung von
Biglycan sein. Weiterhin konnte von Luan efal.''' fiir Lovastatin, Cerivastatin und
Simvastatin gezeigt werden, dass sie die Sekretion von MMP-1, -2, -3 und -9
dosisabhingig in SMC und Makrophagen senken. Von Furman ef al.''? wurde fiir
Rosuvastatin eine verminderte Sekretion von MMP-7 aus humanen Makrophagen
gezeigt. MMP-7 ist u.a. fiir die Spaltung von Decorin verantwortlich.

Biglycan und Decorin besitzen durch das vermehrte Auftreten von leucinreichen
Sequenzen in ihren Kernproteinen, eine hohe Ubereinstimmung in der
Aminosdurensequenz und die angehingten Glykosaminoglykane Dermatan- und
Chondroitinsulfat eine auffillig dhnliche Struktur. Sie unterscheiden sich hauptsdchlich
durch ihre Expressionsorte. Von den jeweiligen Geweben hidngt weiter ab, welches
Glykosaminoglykan angehingt ist. Beide kommen vermehrt in Haut, Herz und Knochen
vor. Die Funktion von Biglycan wurde in der vaskuldren Biologie noch nicht
vollstindig geklirt. Es zeigten sich aber einige interessante Ergebnisse bei der
knockout-Maus, die weitere Hypothesen im Zusammenhang mit Kollagen zulassen. So
weisen Biglycan-knockout-Mause eine Beeinflussung von Kollagen auf, die sich in
einer gestorten Ossifikation der Knochen zeigt'"’. Besonders im Alter manifestiert sich
ein Phénotyp mit verminderter Knochenmasse. Diese Méduse zeigen aullerdem eine
geringere Dehnbarkeit ihrer Sehnen. In einer neueren Arbeit von Heegaard ef al.''
wurden Biglycan-knockout-Mause mit einem genetischen Hintergrund von
BALB/cA-Méiusen geziichtet. Die minnlichen Tiere erlitten spontane Aortenrupturen
innerhalb der ersten drei Lebensmonate. Diese Tiere besalen Strukturanomalien in
ihren Kollagenfibrillen: der Durchmesser der einzelnen Fibrillen schwankte stark, so
dass im Querschnitt sowohl verstiarkt dickere als auch diinnere Fibrillen zu finden
waren. Die Ergebnisse dieser Studie legen die Schlussfolgerung nahe, dass Biglycan fiir
die Stabilitit der Kollagen-Matrix von Bedeutung ist und sich auch in der Stabilisierung
von atherosklerotischen Plaques positiv auswirken konnte.

Decorin ist im Gegensatz zu Biglycan verstéirkt in vivo und in vitro in der vaskuldren
Biologie untersucht worden. So ist bekannt, dass Decorin die Fibrillogenese von
Kollagen hemmt'"”| welche sich in einer verminderten GroBe der Fasern duBert. Des
Weiteren ist bekannt, dass Decorin mit einer hohen Affinitit (Kp=10""M) an
Kollagen Typ I bindet''®. Genauere Auswirkungen von Decorin auf die Fibrillogenese
in vivo zeigt die Decorin-knockout-Maus. Ahnlich der Biglycan-knockout-Maus zeigt
sie eine Beeintrichtigung der Fibrillenstruktur. Dies manifestiert sich allerdings nicht in
einem Phinotyp der Knochen sondern in einem besonders auffilligen Phanotyp der
Haut. Durch eine gestorte Anordnung der Kollagenfibrillen, welche durch
unterschiedliche Dicke entlang der Lateralachse gekennzeichnet ist, resultiert eine

verminderte Zugfestigkeit der Kollagenfasern von Haut und Sehnen''’. Dieses
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Phinomen der Decorin-knockout-Maus zeigte sich auch im Herzen nach
experimentellem Myokardinfarkt. Auch hier ergaben sich Stérungen der Fibrillogenese
und daraus resultierend eine verschlechterte hdmodynamische Funktion der Herzen''®.
AuBerdem konnte von Fischer e al.” gezeigt werden, dass nach Endothelschidigung
der Gentransfer von Decorin in die Neointima zu einer kondensierten Kollagen-Matrix
in Ratten fiihrt. Diese ist durch eine verstirkte Expression und Dichte von Kollagen
gekennzeichnet. Ein dhnlicher Zusammenhang wurde in Versuchen mit SMC aus
Ratten, welche bovines Decorin iiberexprimierten und eine verstirkte Fahigkeit zur
Kontraktion von Kollagengelen aufwiesen, hergestellt. Jirveldinen ez al.'" fiihrten dies
auf eine vermehrte Genexpression von Kollagen Typl durch Decorin zuriick.
Allerdings induziert Decorin auch die Kalzifizierung von vaskulirer EZM'®.
Kalzifizierte Bereiche begiinstigen Komplikationen in komplexen atherosklerotischen
Lésionen.

Biglycan und Decorin iiben nicht nur Einfluss auf die Anordnung der Kollagenfasern
und die Fibrillogenese aus. Sie beeinflussen zusitzlich den weiteren Umsatz (turnover)
von Kollagen, indem sie Kollagenfibrillen vor einem Abbau durch MMP-1 und
MMP-13 schiitzen'”. Somit fithrte die Behandlung mit Rosuvastatin in der
vorliegenden Studie mdoglicherweise iiber die vermehrte Akkumulation von Biglycan
und Decorin in atherosklerotischen Lasionen zu einem reduzierten Abbau von Kollagen.
Statine vermindern demnach den Abbau von Kollagen nicht nur durch eine Senkung der
Aktivitdt von MMPs, sondern moglicherweise auch durch die protektive Wirkung von
SLRP.

Ein weiterer Faktor, der im Zusammenhang mit Decorin und Biglycan in der
Atherosklerose FEinfluss auf die Beschaffenheit der EZM ausiibt, ist der
Wachstumsfaktor transforming growth factor (TGF-B). Er bindet sowohl an Biglycan
als auch an Decorin. Dadurch wird die weitere Signaltransduktion von TGF-3
gehemmt'?'. TGF-B wird besonders in asymptomatischen, atherosklerotischen Plaques
exprimiert und, wenn gleichzeitig eine vermehrte Akkumulation von Prokollagen
assoziierte ist, als Marker fiir Stabilitit postuliert'®. Die Eigenschaften von TGF-f
werden jedoch kontrovers diskutiert. Zu den weiteren anti-atherosklerotischen
Eigenschaften von TGF-3 gehort die Produktion des entziindungshemmenden Zytokins
Interleukin-10 (IL-10) in Makrophagen'”?. TGF-p hemmt ferner die Aktivierung von
SMC iiber den Signaliibertriger Smad3'® und damit die Fihigkeit der Zellen zur
Migration und Proliferation. AuBBerdem fordert TGF-B die Differenzierung von SMC
und die Expression von o-Aktin'*, welche fir die Ausbildung einer stabilen
fibrotischen Kappe von Bedeutung sind. In ApoE”-Méusen fiihrt die Hemmung der
TGF-B-Signalkaskade durch einen neutralisierenden Antikdrper zu einer verstirkten
Ausbildung von atherosklerotischen Plaques mit einem Anstieg von entziindlichen
Komponenten und vermindertem Kollagengehalt'”. Zusitzlich zu den genannten
anti-atherosklerotischen Eigenschaften vermittelt TGF- auch pro-atherosklerotische

Effekte, indem es die Fibrose fordert und die Regeneration des Endothels hemmt'%.
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Eine gesteigerte Expression von Biglycan und Decorin und die damit verbundene
Hemmung von TGF-B-vermittelter Signaltransduktion hitte demnach ein Wegfallen der
anti-atherosklerotischen Effekte von TGF-B zur Folge. TGF-f iibt seine Effekte
hauptsichlich auf SMC oder Monozyten aus. Cipollone ef al.'* zeigten, dass die
Expression von TGF-f in SMC und Makrophagen von humanen atherosklerotischen
Plaques lokalisiert ist. In der vorliegenden Studie befand sich die Akkumulation von
SMC in der fibrotischen Kappe der atherosklerotischen Plaques. In diesem Bereich
akkumulierten weder Decorin noch Biglycan. Im Bereich der Media waren ebenfalls
a-SM-Aktin-positive SMC zu finden. Hier wurden Biglycan und Decorin jedoch nur
geringfiigig exprimiert. Im Inneren der atherosklerotischen Plaques, wo die Lokalisation
der beiden SLRP hauptsichlich zu finden war, befanden sich sehr wenige Zellen, die
weder positiv fiir a-Aktin waren, noch Makrophagen-Antigene exprimierten. Daher ist
eine Bindung von TGF-f durch Biglycan und Decorin in der vorliegenden Studie eher
von untergeordneter Bedeutung, zumal anti-atherosklerotische Effekte wie eine
vermehrte Expression von Kollagen besonders in der fibrotischen Kappe von
Rosuvastatin nicht gehemmt wurden. Die beschriebenen Interaktionen der SLRP mit
Kollagen lassen den Schluss zu, dass die hier beobachtete Akkumulation von Decorin
und Biglycan zu einem moglicherweise stabileren Phinotyp von atherosklerotischen
Plaques beitrigt.

Perlecan und Versican sind zwei weitere Proteoglykane, die in humanen
atherosklerotischen Plaques akkumulieren. Versican ist vermehrt im Bereich des
nekrotischen Kerns zu finden und akkumuliert in Bereichen, die durch eine geringere
Kollagendichte gekennzeichnet sind. Versican bindet auch im Gegensatz zu Biglycan
und Decorin nicht an Kollagen. Kunjathoor e al.*® beschreiben, dass in der ApoE™-
Maus keine Akkumulation von Versican in den atherosklerotischen Plaques
nachweisbar ist. Analog dazu war Versican innerhalb der atherosklerotischen Plaques
des Aortenursprungs in den Maéusen der vorliegenden Studie ebenfalls nicht
nachweisbar. Allerdings zeigten die Aortenklappen eine starke Deposition von
Versican, welche jedoch durch Rosuvastatin nicht beeinflusst wurde. Da Hyaluronsdure
(HA) ebenfalls innerhalb der Klappen exprimiert wurde, liegt der Schluss nahe, dass
HA vermutlich im Zusammenhang mit Versican eine viskoelastische Matrix bildet, die
eine Elastizitit der Klappen sichert. Perlecan akkumuliert in murinen
atherosklerotischen Plaques an Stelle des Versicans verstirkt. Es hat ebenso wie
Versican keine Affinitit zu Kollagen und wurde durch Rosuvastatin-Behandlung nicht
beeinflusst.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Effekt, den Rosuvastatin auf Proteoglykane
in der ApoE”-Maus ausiibt, auf die beiden Kollagen-bindenden SLRP Biglycan und
Decorin beschrénkt blieb.
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4.3.3  Versuche an humanen glatten Muskelzellen mit Rosuvastatin

Die zentralen Befunde der vorliegenden Statin-Studie an Méusen waren die vermehrte
Akkumulation von Biglycan und Decorin, assoziiert mit vermehrter
Kollagenakkumulation. Ob dieser Effekt auf direkte transkriptionelle Effekte zuriick zu
fiihren ist, wurde an humanen glatten Muskelzellen (hSMC) untersucht. Ascorbinsiure
ist als Co-Faktor fiir die Ausbildung des Tropokollagens durch Hydroxylierung der
Aminosduren Lysin und Prolin essentiell. In kultivierten Zellen fiihrt Ascorbinsdure zu
einer signifikant erhdhten Kollagen-Synthese der Zellen'”’
Polymerisierung des gebildeten Kollagens. Nach 24 h Stimulation mit Rosuvastatin
ergab sich keine erhohte Expression der mRNA von Biglycan und Decorin. Im gleichen
Versuchsaufbau zeigte sich auch fiir Ascorbinsidure keine Steigerung der Expression
von Biglycan und Decorin. Aus diesem Grund wurde die mRNA-Expression der beiden
SLRP nach einer Inkubationszeit von fiinf Tagen erneut iiberpriift. Diese léngere
Stimulationszeit ist den chronischen in vivo Versuchen &hnlicher als eine Inkubation
von 24 h. Nach fiinf Tagen Stimulation mit Rosuvastatin wurden sowohl Biglycan als
auch Decorin weiterhin nicht beeinflusst. In diesem Zusammenhang ist jedoch zu
beachten, dass eine Stimulationszeit von flinf Tagen nicht das Ausmal} einer
chronischen Behandlung von 32 Wochen im komplexeren Tiermodell imitieren kann.
Von Schwartz et al.'*

und verstiarkt die

wurde gezeigt, dass Ascorbinsdure zeitabhéngig die Synthese
von Kollagen in SMC steigert. Ein Anstieg des Gehaltes an polymerem Kollagen durch
Zugabe von Ascorbinsdure konnte fiir die signifikant erh6hte Expression von Biglycan
verantwortlich sein. Auch die mRNA-Expression von Decorin wurde nach fiinf Tagen
signifikant durch Zugabe von Ascorbinsdure gesteigert. Polymeres Kollagen scheint
also moglicherweise die Expression der beiden Kollagen-bindenden SLRP zu
stimulieren. Dieser Zusammenhang ist fiir SMC bisher noch nicht beschrieben worden.
Schwartz et al.'*® zeigten jedoch in ihrer Arbeit, dass Ascorbinsdure zusitzlich zu einem
Anstieg von Kollagen, die Synthese von Fibronectin und Proteoglykanen stimuliert. Die
in in vitro-Experimenten beobachtete stirkere Stimulation der Decorin-Expression im
Vergleich zur Biglycan-Expression entspricht den in der Maus gefundenen
Expressionsniveaus. Auch dort ist Decorin im Vergleich zu Biglycan ebenfalls verstérkt
exprimiert. Von Decorin ist weiter bekannt, dass die Expression in Osteoblasten-
12 und Chondrozyten'* nach Stimulation mit Ascorbinsdure steigt. Ob
dieser Effekt direkt {iber Ascorbinsdure vermittelt wird oder von der Bildung des
Kollagens abhéngt, bleibt weiterhin spekulativ. Da es aber durch die Behandlung mit
Rosuvastatin zu einem starken Anstieg von Kollagen in der EZM der
atherosklerotischen Lisionen in ApoE”-Miusen kam, liegt die Vermutung nahe, dass
Kollagen die Expression von Biglycan und Decorin beeinflusst.

dhnlichen Zellen
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4.3.4 Kollagenunabhingige Hinweise auf eine Stabilisierung der
atherosklerotischen Lisionen durch Rosuvastatin

Es ist bekannt, dass Decorin die Kalzifizierung induziert. In SMC fiihrte eine retrovirale
Uberexpression  von  Decorin  zu  einer  vermehrten  Ablagerung  von
Kalziumhydroxylapatit, wie Fischer e al.'*® zeigten. Weiter wurde von ihnen gezeigt,
dass in humanen atherosklerotischen Lisionen Decorin in Bereichen verstarkter
Kalzifizierung lokalisiert ist. Wie bereits erwédhnt, deutet die Kalzifizierung von
atherosklerotischen Plaques auf ein erhdhtes Risiko fiir koronare Ereignisse hin und
beeintrichtigt konzentrationsabhingig die Stabilitit von atherosklerotischen Plaques'.
In der vorliegenden Studie wurde sowohl bei mit Rosuvastatin behandelten als auch bei
unbehandelten Tieren keine Kalzifizierung der atherosklerotischen Plaques des
Aortenursprungs nachgewiesen.

Ein weiterer Hinweis auf vorangegangene Fissuren oder Einblutungen stellt die
Ablagerung von Eisen innerhalb der atherosklerotischen Plaques dar. Eisen war jedoch
nur in sehr geringer Menge innerhalb der atherosklerotischen Plaques nachweisbar.
Auch diesbeziiglich konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden.
Kolodgie et al.'® postulieren, dass Einblutungen innerhalb einer atherosklerotischen
Plaque eine mdgliche Quelle fiir freies Cholesterol im nekrotischen Kern darstellen
konnten. Sie begriinden ihre Hypothese durch den ungewohnlich hohen Gehalt an
freiem Cholesterol in der Erythrozytenmembran. In einem experimentellen Modell
zeigten sie an atherosklerotischen Lisionen im Kaninchen, dass intramurale Blutungen
die Menge an Cholesterolkristallen im Vergleich zur Kontrolle steigern und damit den
nekrotischen Kern ausdehnen und zur Destabilisierung der atherosklerotischen Lésion
fithren. In den Tieren dieser Untersuchung waren keine atherosklerotischen Plaques zu
finden, welche Reste fibrotischer Kappen innerhalb der Plaque aufwiesen, was auf
frithere Rupturen der Kappe hingewiesen hitte.

Die Menge bzw. Anordnung von SMC ist neben der Menge an Kollagen ein wichtiger
Marker fiir die Stabilitdt einer fibrotischen Kappe. Symptomatische atherosklerotische
Plaques zeigen eine geringere Anzahl SMC als asymptomatische atherosklerotische
Plaques sowie eine diinne fibrotische Kappe”. In der vorliegenden Untersuchung waren
die atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs der unbehandelten Tiere mit einer
diinnen, diskontinuierlichen Schicht a-SM-Aktin-positiver SMC bedeckt. Im Vergleich
dazu wiesen die atherosklerotischen Plaques der mit Rosuvastatin behandelten Tiere
kontinuierlichere Kappen auf. Deutlich wird dies im Vergleich des Verhéltnisses der
fibrotischen Kappe zur Gesamtplaqueoberfliche, welches durch die Behandlung mit
Rosuvastatin signifikant erhoht wurde. Da die Akkumulation von SMC in den
Schulterregionen von humanen atherosklerotischen Plaques die Wahrscheinlichkeit fiir
Rupturen reduziert, stellt der durch Rosuvastatin beeinflusste Umbau der fibrotischen
Kappe einen weiteren wichtigen Hinweis fiir die Stabilisierung atherosklerotischer
Lisionen dar.
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Fiir die genaue Untersuchung von Rupturen in atherosklerotischen Lésionen von
Maiusen fehlt bisher ein experimentelles Modell mit physiologischen Bedingungen.
Bisher konnte nur unter einer spezifischen Bedingung eine spontane Plaqueruptur
gezeigt werden. Williams er al' zeigten, dass 50 % der von ihnen untersuchten ApoE™-
Miuse mit einem gemischten genetischen Hintergrund fiir C57BL6 und 129SvJ und
einer cholesterolreichen Didt, im Alter von 60 Wochen eine Ruptur der
atherosklerotischen Plaques in der Arteria brachiocephalica zeigten. Aus Modellen, wie
dem vorliegenden, bei denen auf eine Westerndidt verzichtet wurde, sind daher nur
Hinweise, die auf die Stabilisierung von atherosklerotischen Plaques hindeuten zu
entnehmen.

4.3.5 Einfluss von Rosuvastatin auf die Hyaluronsaure-Akkumulation

Neben den genannten Proteoglykanen kommen dem Glykosaminoglykan HA weitere
wichtige Funktionen zu. HA wird durch seine proliferations- und migrationsférdernden
Eigenschaften als pro-atherogen betrachtet. Bisher ist kein Einfluss von Statinen auf die
Synthese von HA bekannt. Eine Rosuvastatin-Behandlung von ApoE'/ -Méusen
reduzierte in der vorliegenden Studie signifikant den HA-Gehalt der atherosklerotischen
Plaques des Aortenursprungs. In einer Arbeit von Sussmann efal.”’ konnte gezeigt
werden, dass endogen gebildete Prostaglandine wie PGI, und PGE, die Sezernierung
von HA in SMC stimulieren. Dies erfolgt iiber die Stimulation der IP- und
EP-Rezeptoren. Diese stimulieren wiederum die HAS2-Expression, was zu einer
verstirkten Freisetzung von HA in den extrazelluldiren Raum fiihrt. In wie weit dieser
Zusammenhang in vivo eine Rolle spielt, ist bisher noch nicht genau geklért.
Sussmann ef al.”’ konnten allerdings eine Kolokalisierung von HA und COX-2, welche
PGI, und PGE, bildet, in humanem Gewebe feststellen. Da von Statinen bekannt ist,
dass sie die Expression von COX-2 in der atherosklerotischen Plaque senken, liegt die
Vermutung nahe, dass durch Rosuvastatin eine dhnliche Signalkaskade in Gang gesetzt
wurde. FEine genaue Analyse der mRNA-Expression der einzelnen
HA-Synthase-Isoformen (HAS1-3) in der Aorta zeigte allerdings keine Verminderung
derselbigen durch Rosuvastatin. Die Expression von HAS1, HAS2 und HAS3 wurde
von Rosuvastatin nicht beeinflusst. Auch iiber eine Steigerung der Expression der HA-
abbauenden Enzyme, HYALI und HYAL2, lieB sich die Verringerung der HA-
Akkumulation nicht erklidren. Die Expression von HYALI und HYAL2 blieb
unbeeinflusst. Die Regulation des HA-Gehaltes der atherosklerotischen Plaques scheint
also an dieser Stelle komplexeren Mechanismen zugrunde zu liegen. Eine mogliche
Erklarung konnte eine Gegenregulation sein, die aufgrund der bereits reduzierten
Akkumulation von HA innerhalb der atherosklerotischen Plaques zu einem
ausgeglichen Niveau der Auf- und Abbau-beeinflussenden Enzyme fiihrt.
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4.3.6 Rosuvastatin-Behandlung reduziert COX-2-Expression in
atherosklerotischen Lisionen

Ein Teil der Plaque-stabilisierenden Effekte von Statinen werden auf ihr Potential zur
Reduktion der Inflammation innerhalb der atherosklerotischen Plaques durch
Wirkungen auf SMC und Monozyten zuriickgefiihrt. So zeigten Cipollone et al.*®, dass
durch eine Behandlung von Patienten mit Simvastatin die Expression von COX-2 und
mPGES innerhalb humaner atherosklerotischer Plaques gesenkt wird. Sie zeigten
weiter, dass die gleichzeitige Reduktion der Anzahl von Makrophagen in der
fibrotischen Kappe zu einer PGE;-abhéngigen Verringerung der Expression und
Aktivitdit von MMP-2 und -9 fiihrt. Auch Martin-Ventura et al.®' zeigten eine
Reduktion der Expression von COX-2 und der Anzahl an Makrophagen durch
Atorvastatin innerhalb humaner atherosklerotischer Plaques. Fiir Rosuvastatin sind
keine Daten beziiglich der Expression von COX-2 in atherosklerotischen Lésionen
bekannt. In der vorliegenden Untersuchung wurde die Expression von COX-2 sowohl
durch die niedrige Konzentration von 2 mg Rosuvastatin als auch durch 20 mg
signifikant in den atherosklerotischen Lésionen des Aortenursprungs gesenkt. Auch hier
war die COX-2-Expression in Bereichen mit hoher SMC- und Makrophagendichte der
fibrotischen Kappe lokalisiert. Dies entspricht den zuvor genannten Ergebnissen anderer
Studien. Allerdings blieb die Anzahl der Makrophagen durch Rosuvastatin
unbeeinflusst bzw. wurde geringfiigig erhoht. Makrophagen waren nur im Bereich der
fibrotischen Kappe und dort nur in geringer Anzahl nachweisbar. Der geringe Basalwert
der Makrophagenanzahl in den atherosklerotischen Plaques unbehandelter Tiere konnte
eine Erklarung fiir das Ausbleiben einer Verminderung durch Rosuvastatin darstellen.
Ein verringerter Basalwert konnte seinerseits durch das Fehlen einer fettreichen
atherogenen Didt bedingt sein. Somit wiirde an dieser Stelle der Grofteil der COX-2-
Synthese aus den SMC stammen. In den atherosklerotischen Plaques der Aorta konnte
weiter eine verminderte Expression von COX-2-mRNA nachgewiesen werden.
Kim e al."* zeigten in einer kiirzlich erschienenen Arbeit, dass Rosuvastatin in
Endothelzellen die Expression verschiedener Entziindungsmarker einschlielich COX-2
nach Stimulation mit Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) senkt. Die Reduktion der
inflammatorischen Antwort durch Rosuvastatin in dieser Arbeit wird iiber eine
Hemmung von c-Jun N-terminal kinase (JNK), einer Mitogen-aktivierten Proteinkinase,
und nuclear factor kB (NFxkB) vermittelt. JNK ist ein wichtiger Mediator der
Entziindungsantwort und Aktivator in der NFkB-vermittelten Signaltransduktion. Der
Rosuvastatin-vermittelte ~ Effekt ist abhdngig von der Hemmung der
B-HMG-CoA-Reduktase und ist mit Mevalonsdure umkehrbar, was auf eine Hemmung
der kleinen GTPase RhoA und ihrer Kinase (ROCK) schlieen lieS. Auch Hernandez-
Presa ef al.'®® zeigten im Kaninchen, dass die verminderte COX-2-Expression nach
Atorvastatin-Behandlung {iber eine gesenkte Aktivitdit von NFkB vermittelt ist.
Cipollone ef al.*® weisen in einer weiteren Arbeit nach, dass in Monozyten die
statinvermittelte Verringerung des COX-2 abhédngig gebildeten PGI, und PGE,
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ebenfalls von der Hemmung der B-HMG-CoA-Reduktase abhingig ist. Vergleichbar
mit dem eingangs gezeigten Ergebnis, dass Rosuvastatin die Lipidmenge in den
atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs senkte, zeigten Cipollone et al.*® eine
Reduktion des Lipidgehaltes durch Simvastatin in humanen atherosklerotischen
Plaques. Sie diskutierten damit eine Abhéngigkeit der Verminderung von COX-2 in den
atherosklerotischen Plaques. Im Gegensatz zu der weitaus hdufiger publizierten
Senkung von COX-2 durch Statine zeigten Degraeve et al.'**, dass Mevastatin und
Lovastatin die Expression von COX-2 in SMC in vitro durch eine Rho-Hemmung
erhohten. Diese widerspriichlichen Ergebnisse sind moglicherweise auf die
unterschiedliche Beeinflussung der COX-2-Regulation durch verschiedene Statine
zurilickzufiihren.

Im Gegensatz zu der gesenkten COX-2-Expression in den atherosklerotischen Plaques
wurde im Urin der mit Rosuvastatin behandelten Tiere keine Senkung der Metaboliten-
Konzentration von PGI, und PGE,; gefunden. Stattdessen waren sowohl
2,3-Dinor-6-keto-PGF-1ac  (PGI-M) als auch PGE-M  signifikant  durch
Rosuvastatin-Behandlung erhoht. Diese Daten stehen im Einklang mit den von
Birnbaum et al.'"*® publizierten kardioprotektiven Effekten von Atorvastatin gegen
Ischdamie-Reperfusions-Schiddigung. So zeigten sie eine verminderte Infarktgrofe durch
Atorvastatin, welche 1iiber eine gesteigerte Phosphorylierung der endothelialen
NO-Synthase (eNOS) und der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) sowie eine in der
Signalkaskade nachgeschaltete Steigerung von COX-2, PGE,;-Synthase und
PGI,-Synthase vermittelt wurde. So verdeutlichen die gesteigerten Konzentrationen der
Metaboliten von PGI, und PGE; im Urin, dass die Senkung der COX-2-Expression auf
atherosklerotische Plaques beschriankt bleibt und sich nicht, wie bei einer Hemmung
durch COX-Inhibitoren, auf das gesamte System auswirkt. PGI, bleibt demnach auch
bei einer Rosuvastatin-Behandlung in der Lage, seine vasodilatierenden Eigenschaften
im Endothel und Myokard auszuiiben. Dies stellt einen enormen Vorteil dar, zumal
bekannt ist, dass es durch die Hemmung des atheroprotektiven PGI, durch
COX-2-Inhibitoren vermehrt zu kardiovaskuldren Ereignissen kommen kann, wie die
VIGOR-Studie® zeigte. Des Weiteren zeigte sich ein erhohter Spiegel von
2,3-Dinor-TXB,. Dieser korreliert meist mit einer Erhohung des oxidativen Stresses.
Durch Rosuvastatin-Behandlung lie sich jedoch keine Erhoéhung des oxidativen
Stresses in vivo durch Bestimmung von 8,12-Iso-IPF-VI als Parameter bestimmen. Dies
lasst auf antioxidative Eigenschaften von Rosuvastatin schlieBen, die den zu
erwartenden oxidativen Stress ausgleichen. Grosser ef al.'*® zeigten, dass Rosuvastatin
die H&moxygenase-1, einen Mediator antioxidativer Effekte, in Endothelzellen
heraufreguliert. Dieser Effekt konnte eine mdgliche Erkldrung fiir die unverdnderte
Konzentration von §,12-Iso-IPF-VI sein, auch wenn die Konzentration von
2,3-Dinor-TXB, im Urin erhoht war.
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4.4 Wirkung von Statinen auf die extrazellulire Matrix von
humanen atherosklerotischen Lasionen

Den zentralen Befund der Untersuchung mit Rosuvastatin stellt die vermehrte
Akkumulation von Kollagen durch die beiden Kollagen-bindenden SLRP Biglycan und
Decorin dar. Inwieweit sich dieser Effekt auf Rosuvastatin beschrinkte und ob sich die
im Mausmodell gezeigten Effekte auch auf humane atherosklerotische Plaques
iibertragen lieBen, wurde anhand der atherosklerotischen Léasionen einer kleinen
Patientenkohorte bestimmt. Es wurden atherosklerotischen Lidsionen von Patienten
analysiert, die zuvor mit Simvastatin, Atorvastatin oder Pravastatin behandelt wurden.
Die atherosklerotischen Plaques der mit Statinen behandelten Patienten wiesen einen
erhohten Kollagengehalt auf, auch wenn dies im Vergleich zur Kontrolle nicht
signifikant war. Die Dichte der Kollagenfasern war jedoch in der Gruppe der
behandelten Patienten signifikant erhoht. Des Weiteren wurde der zuvor beschriebene
Zusammenhang zwischen Biglycan und Decorin in humanen atherosklerotischen
Plaques untersucht. Aus der Literatur ist bekannt, dass je nach Art des vorkommenden
Gewebes Decorin unterschiedlich stark akkumuliert. Restenotische Plaques mit
lockerem fibroproliferativem Gewebe zeigen eine sehr geringe Akkumulation von
Decorin. In primdren atherosklerotischen Lésionen ist dagegen eine verstirkte
Akkumulation von Decorin nachweisbar, wie Riessen et al. zeigten™. In Vorversuchen
in humanen atherosklerotischen Plaques der 4. carotis (Daten nicht gezeigt) war die
Akkumulation von Decorin nur schwach ausgeprdgt. Im eingangs beschriebenen
Mausmodell waren jedoch sowohl Biglycan als auch Decorin nach der Behandlung mit
Rosuvastatin vermehrt in den atherosklerotischen Lisionen nachweisbar. Zusétzlich
akkumulierten sie in den gleichen Bereichen wie Kollagen. Aufgrund dieser
Zusammenhénge wurde eine Doppelfarbung von Decorin und Biglycan in den humanen
atherosklerotischen Plaques durchgefiihrt. Durch eine Behandlung mit den drei
verschiedenen Statinen wurde auch hier die Menge an akkumulierendem Biglycan und
Decorin signifikant erhoht.

Daraus ldsst sich schlieBen, dass die vermehrte Akkumulation von Biglycan und
Decorin und die gleichzeitig dichtere Anordnung der Kollagenfibrillen moglicherweise
auch in Patienten und durch weniger hydrophile Vertreter der Statine verursacht werden
konnte.

Zusammengefasst lassen sich folgende Kernzusammenhdnge zwischen Statinen, im
Speziellen Rosuvastatin, in atherosklerotischen Lasionen herleiten. Statine stabilisieren
atherosklerotische Lasionen iiber eine vermehrte Akkumulation von Kollagen und eine
Reduktion der Inflammation. Nach einer Behandlung mit Rosuvastatin ist die
qualitative Anordnung der Kollagenfasern zu einem dichteren Netzwerk und einer
stabileren Kollagenmatrix nachweisbar. Dies kann durch die Beeinflussung der
Fibrillogenese und durch einen reduzierten Abbau begriindet werden. Die Behandlung
mit Statinen verstirkte in atherosklerotischen Lésionen die Akkumulation der SLRP
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Biglycan und Decorin, welche essentiell fiir die Anordnung von Kollagenfibrillen zu
stabilen Fasern sind. SLRP verhindern zusétzlich den Abbau der Fibrillen durch MMPs.
Rosuvastatin beeinflusste weiter den Abbau von Kollagen durch eine verminderte
gelatinolytische Aktivitit der MMPs und eine reduzierte Akkumulation von MMP-2 in
atherosklerotischen Plaques. In vitro-Experimente an SMC zeigten eine Stimulation der
mRNA von Biglycan und Decorin durch polymeres Kollagen. Dieser positive
Riickkopplungsmechanismus trigt moglicherweise auch invivo zur vermehrten
Expression von Biglycan und Decorin bei. Die gesenkte Aktivitit von MMPs ist durch
eine Statin-vermittelte Reduktion der Inflammation innerhalb der atherosklerotischen
Lisionen begriindet. Rosuvastatin senkte die Expression und Akkumulation von
inflammatorisch wirkender COX-2. Dieser Effekt ist moglicherweise {iber eine
Hemmung von NF«B iiber RhoA/ROCK vermittelt. Die reduzierte Aktivierung von
Rho ist wiederum von der Hemmung der HMG-CoA-Reduktase abhéngig, da dadurch
die Isoprenoid-Membranverankerung von Rho verhindert wird. Mit der verminderten
Expression von COX-2 ist moglicherweise eine reduzierte Expression von mPGES
assoziiert, die wiederum zu einer verminderten PGE,-Synthese beitragt. PGE, stimuliert
die Synthese von HA. Die Reduktion der PGE,-Synthese durch Rosuvastatin innerhalb
der atherosklerotischen Plaques konnte der Grund fiir einen verminderten HA-Gehalt
der atherosklerotischen Plaques nach Rosuvastatin-Behandlung sein. HA trégt {iber
migrations- und proliferationsférdernde Eigenschaften moglicherweise zur Initiation
und Progression von atherosklerotischen Plaques bei. Alle Einfliisse von Rosuvastatin
auf die EZM deuten auf eine vermehrte Stabilisierung der atherosklerotischen Lasionen
hin und sind schematisch in Abb. 51 dargestellt.
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Abbildung 51: Zusammenfassung der Einfliisse, die Rosuvastatin auf die EZM und

Inflammation in atherosklerotischen Ldsionen ausiiben konnte. Statine fiihren
zu einer vermehrten Synthese von Matrixbestandteilen und zu einer Hemmung
der Inflammation in atherosklerotischen Ldsionen. Rosuvastatin fiihrt zu einer
vermehrten Akkumulation von kleinen leucinreichen Proteoglykanen (SLRP) in
atherosklerotischen Ldsionen. SLRP wiederum erhohen die Akkumulation von
Kollagen, indem sie Kollagen binden und dadurch den Abbau von Kollagen
durch Matrixmetalloproteinasen (MMP) verringern. Kollagen fiihrt in vitro in
glatten Muskelzellen (SMC) zu einer verstirkten Expression von SLRP. Uber
eine verminderte Aktivitdt von NFxB reduziert Rosuvastatin die Expression
sowie die Aktivitdit von COX-2 und der mikrosomalen Prostaglandin-E-
Synthase (mPGES). Die dadurch bedingte verminderte Inflammation in der
atherosklerotischen Plaque ist assoziiert mit einer gesenkten MMP-Aktivitdt.
Dies fiihrt zu einem verminderten Abbau von SLRP und Kollagen. Vermehrte
Kollagen-Akkumulation und reduzierte MMP-Aktivitit sind Hinweise auf eine
mégliche Plaquestabilisierung. Durch die gesenkte Aktivitit von COX-2 und
mPGES bedingt werden geringere Mengen Prostaglandin E, (PGE,) freigesetzt.
Reduzierte PGEj>-Konzentrationen senken moglicherweise die Hyaluronsdure-
Synthase-Expression (HAS) und die Synthese von HA in atherosklerotischen
Plaques. Hyaluronsdure (HA) vermittelte Migration und Proliferation von SMC
in den atherosklerotischen Plaques wdre dadurch gehemmt.
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4.5 COX-Inhibitor vermittelte Hemmung der HAS1-Transkription
in vivo

In Arbeiten von Sussmann et al.”’ und von van den Boom et al.”® wurde gezeigt, dass
HAS1 und HAS2 durch PGI; iiber den IP-Rezeptor und PGE, iiber den EP,-Rezeptor
cAMP- und PKA-abhingig stimuliert werden. Sie zeigten weiter, dass diese Induktion
der HAS spezifisch fiir Gs-gekoppelte Rezeptoren ist, da der Gg-gekoppelte
EP;-Rezeptor sowie der Gi-gekoppelte EP3-Rezeptor in diese Regulation nicht
involviert sind. Da in dem Modell der Rosuvastatin behandelten ApoE”-Maus dieser
direkte Zusammenhang zwischen verminderter COX-2-Expression, welche eine
verringerte Synthese von PGE,; und PGI, bedingt, und einer Hemmung der
Transkription von HAS nicht gezeigt werden konnte, wurde der in vitro beschriebene
Effekte in einem weiteren Tiermodell unabhéngig von einer Behandlung mit Statinen
untersucht. In diesem Modell wurden ApoE'/ -Méuse mit Indometacin und Rofecoxib
behandelt. Zur Beurteilung der COX-1- und COX-2-Hemmung wurden die Metaboliten
von PGI, und TXA; im Urin der Méduse bestimmt. Rofecoxib hemmte ausschlieBlich die
Bildung von 2,3-Dinor-6-keto-PGF1a, dem Metaboliten von PGI,, wodurch belegt ist,
dass in der gewéhlten Dosierung Rofecoxib auch im Tiermodell nur COX-2 hemmte, da
COX-2 fiir den Hauptanteil der PGI,-Synthese verantwortlich ist. Diese Hemmung war
zwar mit einer eindeutigen Tendenz zu erkennen, war allerdings nicht signifikant.
Indometacin hemmte PGI-M hingegen signifikant und inhibierte zusitzlich signifikant
die Bildung von 2,3-Dinor-TXB,. Die Hemmung der Isoformen der COX durch
Indometacin war in diesem Versuch ginzlich unspezifisch. In LDLR”-Musen zeigten
Pratico et al.”’’ eine #hnlich stark ausgeprigte Hemmung des Prostacyclinmetaboliten
fiir Indometacin. Daher wurde also eine komplette COX-1/COX-2-Hemmung mit
Indometacin und eine spezifische COX-2-Inhibition durch Rofecoxib erreicht.

Es ist seit langem bekannt, dass Prostaglandine eine transkriptionelle Aktivierung der
HAS-Isoformen in verschiedenen Zellen hervorrufen. So zeigten z.B Yaron et al.'*®
eine Stimulation der HA-Synthese durch PGE, in Fibroblasten. In vaskuliren SMC
konnte eine Stimulation der HAS2-Expression durch Prostacyclin erstmals von
Meyer-Kirchrath ef al.’® gezeigt werden. HA ist sowohl in frithen als auch in
fortgeschrittenen atherosklerotischen Lisionen anzutreffen. In welchem Stadium der
Einfluss der von COX-2 gebildeten Prostaglandine auf die Synthese von HA
entscheidend ist, konnte in den in vitro Versuchen nicht geklart werden. Aus diesem
Grund wurde die Behandlung der ApoE”-Miuse zu zwei verschiedenen Zeitpunkten
begonnen. Im Alter von 15 Wochen, zu Beginn der ersten Behandlung, treten in der
Aorta bei normaler Diédt keine ausgepriagten atherosklerotischen Lisionen auf. Dies
bedeutet, dass an dieser Stelle die pharmakologische Intervention durch Hemmung der
COX bereits vor der Entstehung der ersten atherosklerotischen Lasionen und somit vor
der Akkumulation von HA und COX-2 einsetzte. Der spitere Zeitpunkt wurde mit
25 Wochen so gewdhlt, dass bereits erste atherosklerotischen Léasionen zum Beginn der
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Behandlung bestanden und in die friihe Phase der HA-Synthese eingegriffen werden
konnte. Die mRNA-Expression von HASI1, -2 und -3 wurde aus Extrakten der
thorakalen und abdominalen Aorta bestimmt. Nach 8 Wochen Behandlung mit
Indometacin und Rofecoxib wurde in der ersten Gruppe im Alter von 23 Wochen die
Expression von HASI1 signifikant durch beide COX-Inhibitoren gehemmt. Die
Expression von HAS2 und HAS3 wurde durch Rofecoxib im Vergleich zur Kontrolle
nicht beeinflusst. Die Expression der HAS-Isoenzyme zeigte zu einem spiteren
Zeitpunkt, im Alter von 33 Wochen, keine Unterschiede gegeniiber der Kontrolle.
Daraus ergibt sich, dass eine Inhibition der COX-2 noch vor der Bildung von
atherosklerotischen Plaques einsetzen muss um die Transkription von hasl zu
regulieren.

4.6  Auswirkungen der COX-Hemmung auf die Hyaluronsaure-
Akkumulation der Neointimahyperplasie von ApoE"-Miusen

Das Fehlen von vasodilatierenden Prostaglandinen flihrte wie oben erldutert zu einer
Hemmung der Transkription von hasl in ApoE'/'-Méiusen. In wie weit sich die
Hemmung von COX auch auf die Akkumulation von HA in atherosklerotischen Plaques
auswirkt, wurde am Modell der Neointimahyperplasie in der ApoE”-Maus untersucht.
Dieses Modell hat den Vorteil, dass es zwei Initiationsprozesse der Atherosklerose
kombiniert. Einerseits wird durch die Ligatur eine Schidigung des Endothels
hervorgerufen und andererseits werden durch den knockout des Apolipoprotein E
atherogene Stimuli in Form von vermehrtem VLDL und Chylomikronen erzeugt. Die
atherosklerotischen Lésionen in diesem Modell sind durch die Kombination mit der
ApoE'/ -Maus humanen atherosklerotischen  Lésionen  &hnlicher als die
atherosklerotischen Plaques in einem Modell, welches ausschlieBlich auf der
Schadigung des Endothels beruht.

Die histochemische Analyse der FlichengroBe von Media, Neointima und Lumen,
ergab eine signifikante Reduktion der Neointimafldche durch Indometacin. Rofecoxib
zeigte keinen Einfluss auf die Grofle der Neointimafliche. In der GroBe der Media
ergaben sich keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Das Lumen der mit
Indometacin behandelten Tiere war, durch die Reduktion der Plaquegrofle bedingt,
signifikant erhoht. Beziiglich der Beeinflussung der Plaquegrée  durch
COX-2-Inhibitoren sind in der Literatur widerspriichliche Ergebnisse zu finden. Diese
unterschiedlichen Daten sind wahrscheinlich auf die Unterschiede im Studiendesign
zurlickzufilhren. Zum einen werden unterschiedliche COX-2-Inhibitoren verwendet.
AuBerdem sind der Beginn und die Dauer der Behandlung verschieden. Zum anderen
werden  Tiere  mit  unterschiedlichen  genetischen  Hintergriinden  als
Atherosklerosemodell verwendet. Hauptsichlich sind dies ApoE”-Miuse oder LDLR -
Maiuse, welche zusitzlich mit Futter unterschiedlichen Fettgehaltes (normale Diét oder
Westerndidt) gefiittert wurden. Diese Vielzahl an Unterschieden fiihrte dazu, dass
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Beaeral.”” keinen Unterschied in der Zusammensetzung und GroBe der

atherosklerotischen Plaques nach 15 Wochen Behandlung mit Celecoxib in ApoE™-
Miusen fanden. Burleigh ef al.'*® fanden dagegen in jungen LDLR”-Méusen eine
Reduktion der Atherosklerose durch Behandlung mit Rofecoxib. Fiir die Behandlung
mit Rofecoxib in ApoE”-Miusen zeigten Metzner et al."*' eine Tendenz zur Reduktion
der PlaquegroBe. Im Gegensatz zu den z.T. widerspriichlichen Resultaten einer
COX-2-Hemmung fiihrte die Hemmung von COX-1 und die damit verbundene
Reduktion der TXA,-Konzentration zu einer eindeutigen Reduktion der Atherosklerose.
Kobayashi ef al.'** zeigten, dass ApoE”-Miuse, die gleichzeitig einen knockout fiir den
TXA-Rezeptor besitzen, eine Reduktion der Atherosklerose im Vergleich zu ApoE™-
Maiusen aufweisen. Ein knockout des Rezeptors fiir Prostacyclin (PGI-Rezeptor) filihrte
dagegen zu einer Verstirkung der Atherosklerose in ApoE”-Miusen. Pratico et al'*’
zeigten daher auch speziell fiir Indometacin eine Reduktion der PlaquegroBe in LDLR -
Miusen, was den hier gezeigten Ergebnissen in ApoE’-Miusen entspricht. Fiir
Acetylsalicylsdure wurde der gleiche Befund in ApoE'/'-Méiusen von Paul et al.'®
erthoben. Die Verminderung TXA, {ibt ihre anti-atherosklerotischen Effekte
hauptsdchlich durch die Aggregationshemmung von Thrombozyten aus. Die Adhésion
und Aggregation von Thrombozyten fiihrt zu einem ansteigenden Plaquewachstum und
Thrombose sowie den daraus resultierenden Komplikationen. Thrombozyten besitzen
weiterhin die Fahigkeit PDGF-BB (platelet derived growth factor BB) auszuschiitten,
welcher einer der bedeutendsten Stimuli der Atherosklerose ist. PDGF-BB fordert die
Migration und Proliferation von SMC und initiiert die Synthese von EZM.

Wird durch COX-2-Inhibitoren die Balance zwischen Thromboxan und Prostacyclin in
der Akutsituation der beginnenden Behandlung gestort, so konnen besonders bei
Risikopatienten vermehrt Thrombosen entstehen (APPROVe Studie’'). Dies fiihrte
dazu, dass einige COX-2-Hemmer vom Markt genommen wurden. Es kommt
erfahrungsgemill bei einem Teil der Tiere, die einer Ligatur der linken Karotis
unterzogen wurden, zu der Ausbildung einer Thrombose in dem beschidigten Gefal.
Dies wurde mittels einer Férbung nach Movat nachgewiesen. In den mit Rofecoxib
behandelten Tieren trat eine derartige Thrombose im Vergleich zur Kontrolle
tendenziell vermehrt auf. Die Behandlung mit Indometacin zeigte erwartungsgemal ein
verringertes Auftreten von Thrombosen in diesem Modell im Vergleich zur Kontrolle,
was auf die Hemmung der Thrombozytenaggregation zuriickzufiihren ist.

Neben dem Einfluss einer COX-Inhibitor-Behandlung auf die Aktivitdt der COX-2, war
die generelle Expression dieses Entziindungsparameters in der Neointima nach Ligatur
von Interesse. Sowohl Indometacin als auch Rofecoxib hemmten nicht nur die
enzymatische Aktivitdt von COX-2 sondern auch die Expression. Dieser Effekt war bei
beiden Arzneistoffen deutlich, wenn auch nicht signifikant ausgepriagt. Eine Senkung
der Expression von COX-2 wurde in der Literatur bisher nur im Zusammenhang mit
einer Behandlung des Barrett Osophaguskarzinoms von Kaur er al."* beschrieben.
Ahnlich der Expression in der Atherosklerose zeigt gesundes Osophagusgewebe keine
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Expression von COX-2. Diese ist nur in entarteten Zellen zu finden. Durch Applikation
von Rofecoxib konnten Kaur et al. zeigen, dass die Expression von COX-2 in Biopsien
des karzinogen Gewebes um 77 % gegeniiber dem Basalwert sank. Da die Hemmung
der Expression von COX-2 in der Neointima nicht signifikant war, konnte an dieser
Stelle nicht bestimmt werden, ob es sich um einen direkten COX-Inhibitor-vermittelten
Effekt handelte oder ob eine komplexere positive Beeinflussung der gesamten
entzlindlichen Situation im Mausorganismus vorlag.

Anschlieffend an diese histologischen Untersuchungen wurde die Akkumulation von
HA in der Neointima und der Adventitia bestimmt. Bei gemeinsamer Betrachtung der
Neointima und Adventitia wurde die Akkumulation von HA nur durch Rofecoxib
signifikant gesenkt. Indometacin zeigte keine Auswirkungen auf die Akkumulation von
HA in Adventitia und Neointima. Betrachtet man dagegen HA ausschlieBlich in der
Neointima, so reduzierten beide COX-Inhibitoren den HA-Gehalt signifikant. Somit
zeigte sich auch an dieser Stelle, dass eine verminderte COX-2-Expression und -
Aktivitdt mit einer gesenkten HA-Synthese in atherosklerotischen Lisionen einhergeht.
Da die Expression von HAS1 durch die Hemmung von PGI, und PGE, mittels
Indometacin und Rofecoxib vermindert wurde, konnten die an SMC in vitro von
Sussmann ef al.”’ und van den Boom et al.”® gefundenen Ergebnisse in vivo fiir HASI
bestétigt werden. Indometacin und Rofecoxib hemmen beide die Aktivitit der COX-2.
Da in dem vorliegenden Tiermodell Indometacin und Rofecoxib die gleichen Effekte
auf HA und HASI1 zeigen, kann daraus geschlossen werden, dass COX-2 das
verantwortliche Enzym fiir diese Effekte ist. TXA; und COX-1 tragen nur wenig dazu
bei. Diese Ergebnisse sind im Zusammenhang mit den Ergebnissen von Sussmann ef al.
an SMC zu betrachten. Sie konnten zeigen, dass die mRNA-Expression von HAS2,
zusatzlich zu einer Stimulation durch PGE, und PGI,, durch PDGF-BB stimuliert
wurde, was fiir HAS1 nicht gezeigt werden konnte. Aus den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit kann deshalb aus dem stdrkeren Effekt einer COX-2-Hemmung auf
HAS1 im Vergleich zu HAS2 geschlossen werden, dass offensichtlich andere
Mechanismen die HAS2-Expression in der Neointima stimulieren. Dagegen scheint
HAST tatsdchlich von vasodilatierenden Prostaglandinen reguliert zu werden. In dem
nachstehenden Diagramm sollen die gefunden Ergebnisse noch einmal
zusammengefasst und verdeutlicht werden.
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Abbildung 52:

Endothel-Schidigung
durch Ligatur

Thrombozyten
setzen
. S~ y,
PDGF-BB frei ~y

HAS21?
HA 4 |HASIT

mPGES-1 ‘ ::HA
\ HA
PGE,

COX-2
Inflammation

Mechanismus der COX-2-abhdngigen HA-Induktion in vivo. Verdndert nach
Fischer et al."”. Durch eine Schéidigung des Endothels infolge einer Ligatur
kommt es zur Adhdsion von Pldttchen, die PDGF-BB freisetzen. PDGF-BB
stimuliert HAS2 in VSMC in vitro (gestrichelte Pfeile fiir in vitro Effekte).
Inflammatorische Prozesse induzieren COX-2/mPGES-1 und dariiber die
Synthese von PGE, Nachgeschaltet aktiviert PGE, Gy -gekoppelte EP,-
Rezeptoren, welche die Transkription von has2 und hasl in VSMC in vitro
initiieren. PGE, reguliert in vivo nur die Transkription von hasl, has2 wird
nicht beeinflusst. HASI und HAS2 steigern die Synthese von HA, welche die
Migration und Proliferation von VSMC begiinstigt. Dadurch kénnte HA
moglicherweise zur Entstehung und Progression von atherosklerotischen
Ldsionen beitragen. Durch die Hemmung von COX-2 und die dadurch bedingte
verminderte Synthese von PGE, werden die oben beschriebenen Effekte auf
HAS1 und HA in vivo blockiert.
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4.7 Schlussfolgerungen und mogliche therapeutische Konsequenzen

Von Statinen sind vielseitige pleiotrope Effekte bekannt. Inwiefern sie aber einen Effekt
auf andere Bestandteile als Kollagen der EZM ausiiben, war bisher nicht bekannt. Die
vorliegende Langzeitstudie an ApoE”-Mausen zeigte, dass die Kollagen-bindenden
Proteoglykane Biglycan und Decorin nach Behandlung mit Rosuvastatin vermehrt
synthetisiert werden. Dieser Effekt konnte Kollagen-vermittelt oder auch direkt tiber
Statine vermittelt sein. Aulerdem zeigte Rosuvastatin eine verminderte Akkumulation
von pro-atherosklerotischer Hyaluronsdure und inflammatorischer COX-2. Biglycan
und Decorin scheinen somit zwei neue Zielstrukturen flir pleiotrope,
plaquestabilisierende Effekte von Statinen zu sein.

Die Analyse der Inhibition von inflammatorischer COX-2 in zwei unterschiedlichen
Atherosklerose-Mausmodellen zeigte eine Reduktion von pro-atherosklerotisch
wirkender Hyaluronsdure. Zudem ergab sich zusétzlich eine Senkung des
Expressionsniveaus von COX-2. COX-2-Inhibitoren werden besonders in der
Langzeittherapie der Osteoarthritis und rheumatoiden Arthritis eingesetzt. Das
fortgeschrittene Alter der Patienten, die an Erkrankungen wie Arthritis leiden, ist der
Grund fiir eine hédufig auftretende gleichzeitige Erkrankung an Atherosklerose. Die
Senkung des Hyaluronsduregehaltes in atherosklerotischen Lésionen konnte in diesen
Patienten eine neue mdgliche Zielstruktur in der pharmakologischen Behandlung der
Atherosklerose darstellen.
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5 Zusammenfassung

Die Atherosklerose und die daraus resultierenden Folgeerscheinungen gehdren zu einer der
haufigsten Todesursachen in den westlichen Industrienationen und Japan. Die Atherosklerose
wird mittlerweile als entzlindlicher Prozess und kompensatorische Antwort auf Noxen, die eine
Schidigung des Endothels hervorrufen, betrachtet. Zu diesen Noxen gehort u.a. ein erhohter Jow
density lipoprotein (LDL)-Spiegel. Deshalb tragen 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A-
Reduktase-Inhibitoren (Statine) zu einer Reduktion der kardiovaskuldren Morbiditdt und
Mortalitét bei. Statine zeigen unabhéngig von der Reduktion des zirkulierenden LDL auch
pleiotrope anti-atherosklerotische Effekte. So wird vermutet, dass Statine {liber eine verstérkte
Akkumulation von Kollagen zur Stabilisierung von humanen atherosklerotischen Plaques
beitragen und damit Folgekomplikationen wie Plaquerupturen verhindern. Weitere Einfliisse der
Statine auf die Zusammensetzung der extrazelluldiren Matrix (EZM) atherosklerotischer
Léasionen sind nicht bekannt. Der Zusammensetzung der EZM kommt eine besondere Rolle in
der Progression und der Stabilitét von atherosklerotischen Plaques zu, da sie den Phénotyp der
in ihr befindlichen Zellen hinsichtlich Migration und Proliferation, die mechanische Stabilitat
und die pro-thrombotischen Eigenschaften bestimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurde am Modell der atherosklerotischen ApoE”-Maus in vivo
mittels Rosuvastatin der Einfluss von Statinen auf die EZM untersucht. Im Speziellen wurde die
Akkumulation von Proteoglykanen, Kollagen und Hyaluronsdure (HA) analysiert. Rosuvastatin
fiihrte zur Ausbildung einer kondensierten kollagen-reichen Matrix in den atherosklerotischen
Lésionen. Damit assoziiert war eine verstirkte Akkumulation der beiden Kollagen-bindenden
Proteoglykane Biglycan und Decorin. Im Gegensatz dazu wurden Perlecan und Versican,
welche nicht mit Kollagen interagieren, nicht beeinflusst. Der Abbau von Kollagen wurde durch
Rosuvastatin gehemmt, was von einer verminderten Aktivitdt der Gelatinasen innerhalb der
atherosklerotischen Lésionen sowie durch eine reduzierte Expression von Matrix-Metallo-
proteinase-2 (MMP-2) und einer gesenkten Akkumulation von Kollagenspaltprodukten
abgeleitet werden konnte. Weiterhin kdnnten die Kollagenfibrillen moglicherweise zusétzlich
durch die Interaktion mit Biglycan und Decorin vor einem Abbau durch MMP geschiitzt
werden. In vitro zeigte sich an glatten Muskelzellen eine Stimulation der mRNA-Expression
von Biglycan und Decorin durch polymeres Kollagen. Es kdnnte also ein ,positiver
Riickkopplungsmechanismus* vorliegen, der die Synthese von Biglycan und Decorin verstérkt,
was seinerseits die Kollagenfibrillogenese beeinflusst und den Abbau von Kollagen hemmt.
Rosuvastatin-Behandlung reduzierte die Expression von Cyclooxygenase-2 (COX-2) und die
Akkumulation pro-atherosklerotischer HA. Alle beschriebenen Effekte waren unabhéngig von
einer Senkung des Plasma-Cholesterolspiegels. Die Befunde fiir Biglycan, Decorin und
Kollagen konnten in humanen atherosklerotischen Plaques von mit Statinen behandelten
Patienten bestdtigt werden.

Um die Korrelation zwischen der reduzierten Expression von COX-2 und verminderter HA-
Akkumulation ndher zu untersuchen, wurde durch COX-Inhibition mittels Rofecoxib und
Indometacin der Einfluss von COX-2-abhingiger Prostaglandinsynthese auf die HA in zwei
verschiedenen Atherosklerosemodellen getestet. Indometacin und Rofecoxib senkten beide die
mRNA-Expression von HAS1 im Zuge einer Behandlung von ApoE”-Méusen, die noch vor der
ersten Ausbildung von atherosklerotischen Plaques initiiert wurde. Beide COX-Inhibitoren
fiihrten auch im zweiten Atherosklerosemodell zur Senkung des HA-Gehaltes innerhalb einer
Neointimahyperplasie, die durch Ligatur der 4. carotis in ApoE”-Musen hervorgerufen wurde.
AbschlieBend betrachtet stellen Biglycan und Decorin mdglicherweise neue Zielstrukturen einer
Behandlung mit Statinen dar, die zur Ausbildung von stabilen kollagen-reichen
atherosklerotischen Plaques fiihren. Die COX-2-Hemmung durch Coxibe konnte in Bezug auf
eine reduzierte HA-Akkumulation einen anti-atherosklerotischen Effekt ausiiben.
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Summary

Atherosclerosis and the resulting complications are the most common causes of death in the
western industrial nations and Japan. Atherosclerosis is believed to be an inflammatory process
following endothelial injury or dysfunction. Elevated low density lipoprotein (LDL) is a major
risk factor for atherosclerosis. Statins, inhibitors of 3-hydroxyl-3-methylglutaryl coenzyme A
reductase, appear to have positive effects on cardiovascular morbidity and mortality. Beyond
cholesterol lowering, statins show additional pleiotropic anti-atherosclerotic effects. It has been
shown that statins contribute to stabilizing plaques by increasing the collagen content, which in
turn inhibits plaque rupture and subsequent clinical complications. Additional effects of statins
on extracellular matrix (ECM) of atherosclerotic lesions are not known so far. The composition
of ECM plays a role in the progression and stability of plaques because of its importance for the
phenotype of cells within the matrix and the mechanical properties of the plaques.

This study was aimed to analyse the effects of statins on ECM using rosuvastatin in an in vivo
model of atherosclerosis, the ApoE deficient mouse. Especially, the influence on proteoglycans,
collagen and hyaluronan (HA) accumulation was analyzed. Rosuvastatin led to the formation of
a condensed collagen rich matrix in atherosclerotic lesions. Furthermore, the increase in
expression of the two collagen binding proteoglycans biglycan and decorin was associated with
the augmentation of collagen deposition. In contrast, perlecan and versican, two proteoglycans
not interacting with collagen, were not affected. Collagen turnover was reduced by a decrease of
activity of gelatinases within the lesions. In addition, Rosuvastatin diminished the expression of
matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and the accumulation of products resulting from collagen
cleavage. Collagen cleavage by MMP might also be prevented by protective interaction of
collagen fibrils with biglycan and decorin. Experiments in smooth muscle cells showed a
stimulation of biglycan and decorin mRNA expression by polymeric collagen. Taken together,
the current findings suggest that after rosuvastatin treatment a “positive feedback mechanism”
could be in place: Increased collagen deposition due to decreased MMP-activity might stimulate
decorin and biglycan expression which in turn inhibit collagen cleavage and subsequent the
establishment of a dense collagen matrix. The key findings concerning biglycan, decorin and
collagen were confirmed in human plaques of statin treated patients. Increased expression of
cyclooxygenase-2 (COX-2) and accumulation of HA were also reduced by statin treatment. All
results were independent of cholesterol lowering.

In order to study the correlation between a reduction of COX-2 and reduced HA levels, the
effects of COX inhibition by indomethacin and rofecoxib were analyzed in two different mouse
models of atherosclerosis. Indomethacin and rofecoxib reduced HA-synthasel (HAS1) mRNA
expression when administered before initiation of plaques occurs suggesting a key role of
COX-2. In the second model of neointimahyperplasia, induced by carotid artery ligation in
ApoE deficient mice, both inhibitors reduced the accumulation of HA and expression of HAS1
mRNA.

In conclusion, biglycan and decorin appear to be new targets of statin treatment which
contribute to formation of stable plaques by stabilizing the collagen matrix. Additionally,
COX-2 inhibition by coxibs reduces accumulation of HA in atherosclerotic lesions in mice
which might result in inhibition of atherosclerosis after chronic use.
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