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1. Einleitung

1.1. Multiple Sklerose und experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis

Die experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE) ist eine organspezifische durch
Zellen vermittelte autoimmune demyelinisierende Krankheit des zentralen Nervensystems
(ZNS). Gleichartigkeiten zwischen der Multiplen Sklerose (MS) und der EAE sind auf vielen
Ebenen vorhanden (Steinman 2003; Steinman and Zamvil 2005). Die EAE hat eine
vergleichbare Symptomatik und zeigt dhnliche morphologische Verédnderungen wie die MS,
so dass sie als wichtigstes tierexperimentelles Modell der MS gilt und als bestes verfiigbares
Tiermodell zum Studium demyelinisierender Krankheiten im menschlichen ZNS angesehen

werden kann.

1.1.1. Multiple Sklerose
Synonyme: Enzephalomyelitis disseminata, chronisch disseminierte Enzephalomyelitis,
demyelinisierende Enzephalomyelitis, Entmarkungsenzephalomyelitis, Polysklerose, sclerosis

multiplex, disseminierte Sklerose, sclerose en plaque, Polysklerose, Morbus Charcot.

Die MS ist die hdufigste neurologische Erkrankung des jungen Erwachsenen im Alter
zwischen 20 und 40 Jahren und eine die bedeutendste Autoimmunerkrankung des ZNS. Die
Krankheit betrifft Frauen doppelt so oft wie Mainner, wobei die Ursachen dieser
Geschlechtsunterschiede unklar sind (Steinman 1993, 2001; Whitacre 2001; Steinman et al.
2002). Weltweit gibt es ca. 2 Millionen Erkrankte, davon ca. 350.000 Fille in Nordamerika
und ca. 100.000 in Deutschland (Prdvalenz: etwa 1:1.000). Die MS tritt in der weillen
Bevolkerung hiufiger auf als in anderen ethnischen Gruppen. Besonders hoch ist die Inzidenz
in Kaukasien, niedriger dagegen in Indien, Japan, Siidostasien, Zentralafrika und in Teilen
Russlands (Kurtzke 2000; Hemmer et al. 2002). Selbst innerhalb Deutschlands gibt es
unterschiedliche Inzidenzen. Am hiufigsten findet man die Erkrankung in Siidniedersachsen
und im Ruhrgebiet.

Die Krankheit beginnt in der Regel im jlingeren Erwachsenenalter mit Entziindungen in der
weillen Hirnsubstanz, die zum Verlust von Sinnesempfindungen und zu Einschriankungen der
Beweglichkeit fiihren (Steinman 1993). Die MS ist in ihrem Verlauf sehr heterogen, meist
jedoch eine ,,Multiphasenkrankheit” (Steinman 2001), die bei einem Teil der Patienten zu
schwerwiegenden Behinderungen fiihrt (Gold et al. 2005). Mehr als 80% der Patienten
entwickeln eine rezidivierend-remittierende (schubformige) Form (RRMS). Etwa 10 Jahre

nach Krankheitsbeginn geht bei ca. 50% der Patienten die schubférmige Form in eine
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sekundér-progressive MS iiber (Lublin and Reingold 1997). Ca. 10% der Patienten,
gewoOhnlich dltere Jahrgéinge, weisen eine primdr-progressive Form der MS mit stetig
zunehmender Verschlechterung des Krankheitsbildes auf. Diese Patienten sind besonders
schwer therapierbar.

Die erste klinische Beschreibung der Erkrankung geht auf Charcot (1868) zuriick. Er
beschrieb bereits die drei klassischen MS-Symptome Nystagmus, Intentionstremor und
skandierende Sprache. Auf Grund des variablen Krankheitsverlaufs haben einzelne ,,Schulen*
bis zu sieben verschiedene Verlaufsformen unterschieden. AuBerdem gibt es zwei
Sonderformen der MS, die benigne MS, bei der die Patienten noch 15 Jahre nach Beginn der
Krankheit wenig beeintrachtigt sind, und die maligne MS mit progredientem Verlauf, die in

kurzer Zeit zu signifikanter Behinderung des Patienten fiihrt.

Symptome

Zu den Hauptsymptome der MS gehoren: plotzliche Sehstérungen, Muskelschwéche,
Schwindel, Lihmungen  verschiedener  Extremitédtenbereiche, Gefiihlsstérungen,
Koordinationsstorungen, Sprachstorungen, Schluckstorungen, unwillkiirliche
Augenbewegungen, Storungen der Harnwege (Inkontinenz) und Verdauungsorgane,
Schmerzen, Stérungen der Sexualfunktion, Einschrankungen von Konzentration und geistiger

Leistungsfahigkeit, leichte Ermiidbarkeit, Ged4chtnisstorungen, Depression.

Atiologie und Pathogenese

Obwohl die Atiologie der MS noch weitgehend unbekannt ist, stiitzt eine Reihe neuer
Forschungsergebnisse die Hypothese, dass die MS nicht ausschlieBlich eine immunologisch
verursachte Erkrankung ist, sondern dass auch neurodegenerative Vorginge an der
Pathogenese entscheidend beteiligt sind (Kleinschnitz et al. 2007).

Eine Reihe von ursédchlichen Faktoren wird seit der klassischen Beschreibung der Krankheit
durch Charcot (1868) diskutiert. Die MS ist eine multifaktorielle Erkrankung, bei der auch
Umwelt- und genetische Faktoren intervenieren (Ramagopalan et al. 2008; Weber and Zamvil
2008). Als Ausloser der in den meisten Féllen nachweisbaren Autoimmunreaktion werden
Chlamydia pneumoniae und Viren diskutiert (Derfuss et al. 2001; Tejada-Simon et al. 2003;
Kuusisto et al. 2007).

Die Pathogenese der MS besteht aus einem breiten Spektrum Krankheitsrelevanter Prozesse
(Hemmer et al. 2002; Zamvil and Steinman 2003). Nach klinischen, pathologischen,
immunologischen und tierexperimentellen Studien haben sich in den letzten Jahren neue

Aspekte fiir die MS-Pathogenese ergeben (Hemmer et al. 2002). Zahlreiche Angaben
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sprechen fiir eine Autoimmunerkrankung (Arnason 1983; Raine 1984; Martin et al. 1992),
weil die Entziindungsinfiltrate T- und B-Lymphozyten enthalten (Hauser et al. 1986; Esiri and
Gay 1997). Auch spielt eine genetische Empfanglichkeit, verbunden mit MHC-Klasse-II-
Genen, dabei eine Rolle (Oksenberg and Hauser 2005).

Die MS ist durch eine Demyelinisierung im ZNS und durch Plaques (Infiltrate) von CD4 " und
CDS8" T-Zellen gekennzeichnet. Die Daten von Delgado and Sheremata (2006) zeigen, dass
myelin-spezifische CD8" T-Zellen als Effektorzellen in der MS-Pathogenese wirksam sein
konnen. Aus dem Blut von MS-Patienten lassen sich T-Zellen gegen myelin-spezifische
Antigene, wie basisches Myelinprotein (MBP) und Proteolipid-Protein (PLP) isolieren. Fiir
diese Autoantigene konnen spezifische ,,immundominante* T-Zell-Epitope charakterisiert
werden (Ota et al. 1990; Pette et al. 1990; Gold et al. 2005). Fiir die Entziindung bei der MS
wird die Infiltration von autoimmunen CD4" T-Lymphozyten vom Th1-Subtyp verantwortlich
gemacht. Durch die Verschiebung der Balance zwischen ,,pathogener Thl-Antwort und
,regulatorischer Th2-Antwort®™ ldsst sich die Erkrankungsaktivitit beeinflussen (Gold et al.

2005; Linker et al. 2005).

MS und Neurodegeneration

Der Ablauf der MS-Pathogenesse besteht aus Entziindungs- und neurodegenerativen Phasen
(Steinman 2001). Charakteristisch sind entziindliche Lésionen im ZNS mit sekundéirer
Demyelinisierung und variablem Verlust an Axonen und Gliazellen. Zusétzlich zur axonalen
Schiadigung kommen auch direkte Léisionen der Nervenzellen vor (Linker et al. 2005; Gold
and Briick 2007). Die unléngst erfolgte detallierte histopathologische Klassifizierung von
humanen MS-Lédsionen zeigte, dass diese morphologisch auffallend heterogen sind
(Lucchinetti et al. 2000). Demnach kann man MS-Plaques in 4 veschiedene Muster einteilen
(Lassmann et al. 2001; Kleinschnitz et al. 2007). Zelluldre Elemente (Makrophagen, aktivierte
Mikroglia, T-Zellen) und humorale Bestandteile des Immunsystems (Antikorper,
Komplement) sind liberwiegend bei den Lésionen der Muster I und II gekennzeichnet. Im
Gegensatz dazu sind die Lisionen vom Muster III und IV iiberwiegend durch die primire
Oligodendrozytenpathologie mit wenig Entziindung charakterisiert. Muster-III-Lidsionen
remyelinisieren praktisch nicht und dhneln den histologischen Verdnderungen nach einem
hypoxischen oder toxischen Hirnschaden. Die Muster-IV-Léisionen unterscheiden sich von
denen des Muster III durch vermehrte Apoptose der Oligodendrozyten aufgrund
metabolischer Storungen (Kleinschnitz et al. 2007). Die MS-Pathologie wurde zuerst von
Charcot umfassend beschrieben (siehe bei Ludwin 2000; Lucchinetti et al. 2005). Zu den

prominenten Charakteristika zdhlen ,,shadow plaques®, die zuerst Otto Marburg 1906
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beschrieb (Patrikios et al. 2006). Die Demyelisierung ist ebenfalls seit 1864 bekannt und stellt
ein konstantes Phdnomen der MS dar (Prineas et al. 1993; Raine and Wu 1993). Die Plaques
befinden sich meist in der weilen Substanz mit Ausbreitung in die graue Substanz und
kommen in beiden GroBhirnhemisphéren sowie im Hirnstamm, Kleinhirn und Riickenmark
vor. Im Anschluss an eine autoimmun-entziindlichen Phase kommt es zu einer selektiven
Demyelinisierung von Axonen. Dieser folgt nach mehreren Jahren eine neurodegenerative
Phase mit Verlusten von Axonen und Neuronen (Steinman 2001). Die modernen
Behandlungsstrategien dieser neurodegenerative Komponente sollen u.a. die eingetretenen
Gewebeschéden reparieren. Daraus leitet sich ab, dass therapeutische Interventionen, z.B. mit
Statinen, moglichst auch eine neuroprotektive bzw. neuroregenerative Wirkung entfalten

sollten.

Therapie der MS
Bis ca. 1990 waren die Corticosteroide eines der einzig wirksamen Therapieverfahren der
MS. Die heutigen Therapieansitze bei der MS richten sich nach dem klinischen Verlauf der
Erkrankung. Als klassische MS-Therapie kann man gegenwirtig folgende Verfahren und
Préparate nennen:

1. Fiir die immunmodulatorische Therapie: (a) Interferon-B (IFN-B-1a und IFN-B-1b)-
Praparate (Neuhaus et al. 2005a) oder (b) Glatirameracetat (GLAT) — ein
synthetisches Oligopeptid, das aus den vier Aminosduren L-Glutaminsdure, L-Lysin,
L-Alanin, L-Tyrosin besteht (Gold et al. 2001, 2005; Ruggieri et al. 2008).

2. Eine Basistherapie der zweiten Wahl sind (a) Azathioprin oder (b) intravendse
Immunglobuline (IVIg) (Lewanska et al. 2002; Stangel and Gold 2004). In der
Therapie der Multiplen Sklerose haben IVIg derzeit eher den Stellenwert eines
Reservepréparates und werden in Einzelféllen, postpartal und wéhrend der Stillzeit
benutzt (Cursiefen and Maurer 2008).

3. Fiir die eskalierende Immuntherapie wird Mitoxantron empfohlen, das fiir die
schubformig-remittierende und die sekundir-progrediente MS geeignet ist (Gonsette
1996, Weilbach et al. 2004).

Alternative und symptomatische Verfahren eignen sich als erginzende Therapie
(Schwendimann 2006).

Die Effektivitdit der unterschiedlichen MS-Therapieverfahren basiert meist auf der
Beurteilung morphologischer Verdanderungen des Gehirns und des Riickenmarks; daneben

wird als klassisches klinisches Kriterium der Therapieeffektivitit und des
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Therapiemonitorings unverandert meist die ,,Expanded Disability Status Scale* (EDSS) nach
Kurtzke (Kurtzke, 1983) verwendet.

Neue Therapieansitze sollten vor der Einfiihrung in die Klinik in Tiermodellen erprobt
werden, die moglichst viele Aspekte der menschlicher Erkrankung imitieren. Fiir die MS steht
ein optimales Tiermodell, u.a. wegen der unterschiedlichen Pathomechanismen und
Verlaufsformen der Erkrankung, noch nicht zur Verfiigung. Die groBite Anndherung an die
Pathogenese und Symptomatik wird derzeit mit Tiermodellen der EAE erreicht, die in
verschiedenen Modifikationen zur Erforschung einzelner Pathomechanismen und

Therapieprinzipien der unterschiedlichen MS-Typen eingesetzt werden.

1. 1. 2. Experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE)

Wiéhrend der letzten 30 Jahre ist die Zahl der EAE-Publikationen erheblich angestiegen, die
,Medline* weistin der Zeit von 1970 bis 1980 678 Artikel, von 1990 bis 2000
1 860 Artikel, und seit 2001 ca. 1600 Artikel auf (Sriram and Steiner 2005). Die Verwendung
der EAE fiir die Entwicklung neuer Strategien der MS-Therapie spielt eine zentrale Rolle in
der MS-Forschung (Martin and McFarland 1996; Steinman 1999).

Ahnlich sind sich EAE und MS hinsichtlich einer genetischen Assoziation zum Major
Histocompatibility Complex (MHC) (vgl. auch Tabelle 1). AuBlerdem wurden bei beiden
Krankheiten CD4" und CD8" T-Zellen in den Lisionen gefunden. Jedoch dominieren in den
meisten EAE-Lisionen die CD4" T-Zellen, wohingegen in MS-Lisionen die CD4" und CD8"
T-Zellen eine dhnliche Relevanz besitzen. Die typischen Merkmale der EAE sind:
Infiltrationen des Hirnparenchyms, perivaskulire Leukozytenansammlungen sowie

nachfolgende Demyelinisierung im ZNS.

Tabelle 1. Ahnlichkeiten zwischen EAE und MS.

Merkmal EAE MS
Genetische Assoziation zu MHC II- Assoziation zu MHC II-
Besonderheiten Antigenen Antigenen

Umgebungsbedingter | Rezidiv bei frither Infektion | Verbindung mit frither Infektion
Ausloser
Weille Substanz Thl-Zellen, B-Zellen, CD4" | Th1-Zellen, B-Zellen, CD4 " und
und CD8" T-Zellen, CD8" T-Zellen, Antikorper
Antikdrper gegen Myelin gegen Myelin

Klonale CD4" und CD8" T- Klonale CD4" und CD8" T-
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Zellen, reaktiv fiir Myelin-
Komponenten

Makrophagen, Mikroglia,
04B1-Integrin, Komplement

Zellen reaktiv fiir Myelin-
Komponenten

Makrophagen, Mikroglia,
04631-Integrin, Komplement

Graue Substanz

Axonale Degeneration

Axonale Degeneration

Klinischer Befund

Neuritis opticus, Myelitis,
Entziindung der
periventrikuldren weil3en
Substanz

Neuritis opticus, Myelitis,
Entziindung der
periventrikuldren weillen
Substanz

Klinische Formen

Rezidivierend-remittierende
Form, progressiver Verlauf

Rezidivierend-remittierende
Form, progressiver Verlauf

Das Konzept der Injektion von Proteinen in das ZNS zur Erzeugung einer autoimmunologisch
bedingten Entziindung stammt aus dem Beginn des 20. Jahrhunderts, als Koritschoner und
Schweinburg (1925) die Riickenmarksentziindung von Kaninchen durch Immunisierung mit
menschlichem Riickenmarksgewebe induzierten. Mitarbeiter der Rockefeller-Universitit
(Rivers et al. 1933) haben 1930 das EAE-Tiermodell bei Affen durch die intramuskulére
Injektion von Hirnextrakt in das ZNS erzeugt. Das Verfahren wurde von von Ferraro and
Jervis (1940) spater reproduziert. Durch Zugabe von kompletten Freunds Adjuvans (CFA)
(Freund and Bonato 1944), das aus Mycobacterium tuberculosis und Mineral-Ol besteht,
wurde die akute disseminierte Enzephalomyelitis bei Affen (Morgan 1947), bei Kaninchen
(Morrison 1947) und bei Meerschweinchen erzeugt (Freund et al. 1947). Spiter wurden
gleichartige Ergebnisse bei Ratten, Méusen, Katzen, Hunden, Schafen, Ziegen, Schweinen
und Hiihnchen erhalten (Waksman and Adams 1955). Das CFA induziert eine stabile
Entziindungsreaktion sowie zahlreiche immunmodulatorische Effekte (Billiau and Matthys
2001).

In den letzten 75 Jahren wurden verschiedene Varianten der EAE entwickelt. Die Abkiirzung
»EAE®“ wurde fiir die ,,experimentelle allergische Enzephalomyelitis“ eingefiihrt und steht
heute fiir ,,experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis“. EAE-Varianten sind: die Opticus-
Neuritis (Bettelli et al. 2003; Steinman 2003), die rezidivierende EAE (Brown and McFarlin
1981; Zamvil et al. 1985; Brocke et al. 1996) und die progressive MS (Lublin et al. 1981). In
jungster Zeit werden auch transgene EAE-Modelle benutzt (Ellmerich et al. 2005).

Derzeit unterscheidet man drei Hauptformen der EAE: die akute EAE, die hyperakute EAE
und die chronisch-rekurrierende EAE (Pender 1995).



Akute EAE

Eine akute EAE kann durch die Immunisierung mit homogenisiertem ZNS-Gewebe,
gereinigtem ZNS-Myelin oder spezifischen ZNS-Myelin-Antigenen mit CFA ausgelost
werden (Pender 1995). Folgende Proteine konnen als Antigen injiziert werden: MBP, PLP,
myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG), myelin-associated glycoprotein (MAG), myelin

oligodendrocyte basic protein.

Hyperakute EAE

Einer sehr kurzen latenten Periode folgt ein rascher klinischer Verlauf mit hoher Mortalitét.
Die hyperakute EAE wird bei Rhesus-Affen durch die Immunisierung mit menschlichem
Riickenmarksgewebe und CFA (Ravkina et al. 1979) sowie bei Lewis-Ratten durch
Immunisierung mit einer Mixtur aus Homogenaten des Riickenmarks sowie Pertussis-

Vakzinen induziert (Levine und Wenk 1965).

Chronisch-rekurrierende EAE

Bei dieser Erkrankungsform werden periodische klinische Attacken beobachtet. Bei Hartley-
Meerschweinchen wird diese Erkrankung durch die Immunisierung mit homogenisiertem
Riickenmarksgewebe und CFA induziert (Wisniewski and Keith 1977). Es finden sich bzgl.
der Pathologien zahlreiche Ahnlichkeiten zwischen EAE und MS (vgl. Tabelle 2).

Tabelle 2. Vergleich zwischen EAE und MS (entnommen aus Sriram and Steiner 2005).

Pathologie EAE MS
Lokalisation der Uberwiegend perivendse | Demyelinisierung  nicht
Demyelinisierung Myelinschiden im | weille Substanz beschriankt. Bei

Riickenmark und Gehirn

fehlender Entziindung intensive
Demyelinisierung im zerebralen
Cortex

Lokalisation von Lisionen

Abhingig vom Antigen,
das zur Induktion benutzt

Perivaskuldre Areale in
Hirnrinde, Hirnstamm, N. opticus

Makrophagen und einige
CD8" T-Zellen

wurde, dominierende | und zervikalem Riickenmark;
Entziindung in der | weniger Lisionen in den
Lumbalregion bei MBP- | thorakalen und lumbalen
und PLP-EAE und im | Regionen
Hirnstamm bei MOG-
EAE
Phinotyp der zelluliren | CD4" T Zellen (MBP- und | Aktivierte ~Makrophagen und
Infiltrate PLP-EAE). Aktivierte | CDS™ T-Zellen aus limitierten

Klonen

Zytokin-Dominanz

TH1-Bias in MBP- und

PLP- EAE

Variable, unklare

Dominanz

Zytokin-
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CSF-Immunologie

Antikorper fiir vorhandene

Seltene und unklare Antigen-

[FN-y-Therapie-Effekt

sich EAE verschlechtern
oder verbessern

Myelin-Antigene im CSF | Spezifitit von  oligoklonalen
Banden

Abhéngig vom | Verschlechterungen abhingig von

Applikationsweg,  kann | Ausmal} der Entziindungsldsionen

IFN-8 Variabel; kann  EAE | Minderung der Frequenz von
verschlechtern Rezidiven, deutlicher

Verzogerungseffekt auf
Progression

Anti-TNF Antikdrper Kann EAE abmildern Verschlechterung der MS

Anti-VLA-4 Antikorper Kann EAE abmildern Senkung von Rezidiven; Effekt
auf Progression ist nicht bekannt

Anti-CD4 Antikorper Heilung der EAE Kein Beweis fiir klinische

Wirkung auf  Rezidive oder

Progression

Therapie der EAE und der MS

Viele therapeutische Substanzen, die erfolgreich bei der EAE appliziert wurden, sind auch in

der Klinik fiir die MS-Behandlung wirksam (Tabelle 3) (Steinman and Zamvil 2005;

Luccarini et al. 2008). Zu diesen Priparaten gehoren u. a. die Statine (Stanislaus et al. 2001;

Youssef et al. 2002; Greenwood et al. 2003; Vollmer et al. 2004; Luccarini et al. 2008; Paul et

al. 2008). Die meiste Kenntnisse iiber mogliche Wirkungsmechanismen der Statine auf

Autoimmunkrankheiten stammen aus Experimenten im EAE-Modell (Zamvil and Steinman

1990; Martin et al. 1992; Pahan et al. 1997; Stanislaus et al. 1999, 2001; Weber et al.

2007b,c). AuBerdem kann eine Kombinations-Therapie von Statinen mit anderen

immunmodulatoren bei der EAE und bei der MS effektiv sein (Stiive et al. 2006; Luccarini et

al. 2008; Paintlia et al. 2008b).

Tabelle 3. Therapie der EAE und der MS.

Praparat

EAE

Wirkungsamkeit in MS

Glatirameracetat

+

Bewihrt sich bei rezidivierend-remittierender MS und
verringert die Rezidivrate um 30% (Sela 1999; Ruggieri
et al. 2007, 2008; Schrempf and Ziemssen 2007; Weber
et al. 2007a; Ziemssen and Schrempf 2007; Vollmer et
al. 2008)

IFN-8

Bewdihrt sich bei rezidivierend-remittierender MS und
verringert die Rezidivrate um ca. 30% (Feldman and
Steinman 2005; Bosca et al. 2008; Kohriyama et al.
2008)

Statine

Reduzieren in klinischen Studien die MS-Symptome
(Sena et al. 2003; Nath et al. 2004; Paul et al. 2008;
Weber and Zamvil 2008)




1.2. Statine

Die 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzym A (HMG-CoA) Reduktase-Hemmer, Statine
genannt, sind effektive cholesterinsenkende Agentien, die hauptséchlich fiir die Behandlung
von Hypercholesterinimie benutzt werden (Maron et al. 2000; Weber and Zamvil 2008). Sie
senken den Serumspiegel des Gesamtcholesterins im Blut um 15-40%, des Lipoproteins
niedriger Dichte (LDL) um 20-60% und der Triglyceride um 10-30%; sie erhohen die
Konzentration des Lipoproteins hoherer Dichte (HDL) (LaRosa et al.1999; Hartman 2001).
Das Enzym HMG-CoA-Reduktase katalisiert die Konversion von HMG-CoA in L-
Mevalonate, ein wichtiges Zwischenprodukt in der Cholesterin-Biosynthese (Ginsberg 1998;
Weber and Zamvil 2008).

Die vorteilhaften Wirkungen der Statine basieren auf ihrer Féhigkeit die Cholesterin-

Biosynthese zu reduzieren, worauf auch die positiven Effekte bei der Pravention und
Behandlung der Alzheimerkrankheit (Hartman 2001; Kivipelto et al. 2006; Sparks et al. 2006;
Pregelj 2008), Demenz (Wolozin et al. 2007; Bar-On et al. 2008) und Schlaganfall und evtl.
auch der MS beruhen diirften (Stiive et al. 2003a,b; Crisby 2006; Reiss and Wirkowski 2007).
Sie vermindern das Schlaganfallrisiko um ca. 25-30% (Endres et al. 1998; Collins et al. 2004;
Amarenco et al. 2006). Statine reduzieren die Morbiditdt und Mortalitidt bei Patienten mit
Herz-Kreislauf-Erkrankungen um bis zu 30% (Neuhaus et al. 2004; Topol 2004; Menge et al.
2005; Molokhia et al. 2008).
Statine haben auch ein breites Spektrum an pleiotropen Wirkungen in unterschiedlichen
Zelltypen und Geweben (Corsini et al. 1993; Grunler et al. 1994; Takemoto and Liao 2001).
Hierzu gehoren auBBer der Inhibition der HMG-CoA-Reduktase (Bellosta et al. 2000; Lansberg
2008; Shaw et al. 2008), die Inhibition der Expression und Sekretion von
Entziindungszytokinen (Pahan et al. 1997; Stanislaus et al. 1999), die Hemmung der
Lymphozytenmigration (Neuhaus et al. 2002), die Inhibierung der T-Zellen Aktivierung und
Proliferation (Aktas et al. 2003; Waiczies et al. 2005), sowie die Hemmung von
Adhidsionmolekiilen (Weitz-Schmidt et al. 2004). Diese pleiotropen Effekte lassen sich im
Wesentlichen durch den Effekt auf den L-Mevalonate-Signalweg erkldren (Liao 2002;
Davignon and Leiter 2007). Die Statine haben auch immunmodulatorische Wirkungen, sie
konnen die Behandlung von unterschiedlichen Entziindungen unterstiitzen und daher auch fiir
die Behandlung von Entziindungskrankheiten niitzlich sein (Youssef et al. 2002; Zamvil and
Steinman 2002; Neuhaus et al. 2005b; Weber et al. 2007b,c). Uber die anti-neoplastischen
Wirkungen der Statine haben verschiedene Autoren (Chan et al. 2003; Jakobisiak and Golab
2003; Topol 2004; Willerson and Ridker 2004) berichtet.
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Das in der klinischen Praxis am hiufigsten vervendete Statin ist Atorvastatin (Abb.1).
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Abb. 1 Die Strukturformel von Atorvastatin.

Atorvastatin (Lipitor; Pfizer) gehort zu den synthetischen Statinen (Istvan and Deisenhofer
2001; Neuhaus et al. 2003, 2005b). Die absolute Bioverfligbarkeit von Atorvastatin betrdgt
etwa 12% und die inhibitorische Aktivitdt auf die HMG-CoA-Reduktase etwa 30% (Koytchev
et al. 2004). Atorvastatin ist das zurzeit stirkste Statin auf dem deutschen Markt (Ishikawa et
al. 2000).

Statine und Multiple Sklerose

In den letzten 10 Jahren wurden fiir die MS-Behandlung mehrere neue Medikamente
eingefiihrt (Wekerle 2002). Die immunmodulatorischen Prdparate, wie INF-B und INF-y
sowie Glatirameracetat fithren nur zu einer teilweisen Reduktion von MS-Progression. Neuere
Medikamente, wie Mitoxantron, haben nur ein limitiertes Spektrum und sind nur bei der
rezidivierenden-remittierenden MS nicht aber bei der primér-chronischen MS wirksam
(Neuhaus et al. 2004).

Die genannten Préparate miissen parenteral verabreicht werden. Sie haben eine recht hohe
Rate von unerwiinschten Effekten (Vollmer et al. 2004). Im Vergleich dazu koénnen Statine
oral verabreicht werden, sie sind gut vertrdglich. Daher kdnnten sie bevorzugte Préparate fiir
die MS-Therapie werden (Steinman 2002; Youssef et al. 2002; Aktas et al. 2003; Greenwood
et al. 2003; Nath et al. 2004).

Neuhaus et al. (2005a) beschreiben die wichtigsten Vorteile der Statine wie folgt:

) Immunmodulatorische Effekte in vitro und in vivo
) Orale Einnahme
° Minimale Risiken

. Etwa 10% preiswerter als Standard-MS-Préparate
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Wihrend die Statine viele Jahre als potentielle Immunomodulatoren bekannt waren (Kurakata
et al. 1996; Weitzt-Schmidt 2002), wurden sie erst in den letzten Jahren in mehreren
Publikationen als wirksame Préparate fiir die MS-Therapie beschrieben (Stanislaus et al.
1999; Neuhaus et al. 2002; Youseff et al. 2002; Aktas et al. 2003; Greenwood et al. 2003;
Nath et al. 2004; Peng et al. 2006; Rajanikant et al. 2007; Paul et al. 2008). Die grof3e Anzahl
der immunregulatorischen Mechanismen der Statine ist offensichtlich von Bedeutung fiir die
Behandlung der MS (Stiive et al. 2003a). Statine hemmen das Auftreten von T-Zellen im
ZNS und ihre Aktivierung. AuBerdem unterdriicken sie die Entziindungsmediatoren und
senken die Migration der Leukozyten im ZNS. Zusitzlich inhibieren sie die Expression von
[FN-y-induzierte MHC-Klasse-II unterschiedlichen Antigen-préisentierte Zellen (APZ) (Kwak
et al. 2000) und senken die Expression von Entziindungsmediatoren durch T-Lymphozyten.
Die CD4" Th1-Zellen sezernieren zahlreiche Entziindungszytokine, z. B. die Interleukine: IL-
2 und IL-12 sowie IFN-y und TNF-q; sie unterdriicken Th2-Zytokine, wie IL-4, IL-5, IL-10
und IL-13. Atorvastatin induziert die Sekretion von Th2-Zytokinen, wie IL-4, IL-5 und IL-10,
und unterstiitzt die Differenzierung von ThO-Zellen in Th2-Zellen (Youseff et al. 2002).

1.3. Statin-sensitive Proteine

Um die therapeutischen Einsatzmoglichkeiten der Statine fiir die MS zu verbessern ist es
wiinschenswert, Statinwirkungen im Tiermodell der EAE auf molekularer und zelluldrer
Ebene ndher zu charakterisieren. Endziel ist es dabei, Hinweise fiir die Ansprechbarkeit der
individuellen MS-Patienten auf die Statintherapie zu erhalten, d.h. moglichst frith Responder
von nicht-Respondern zu unterscheiden.

Dariiber hinaus sollen bessere Vorhersagen iiber sinnvolle Kombinationen von Statinen mit
etablierten und experimentellen Therapeutika, wie Steroide, Immunsuppressiva, Zytostatika
Interferon-B-Priparate, Glatirameracetat und monoklonale Antikorper ermoglicht werden.

In der vorligenden Arbeit wurde zu diesem Zweck die Wirkung von Atorvastatin auf die
Expression von Proteinen untersucht, die eine Beziehung zur Pathogenese von MS bzw. EAE
aufweisen. Die Identifizierung dieser Statin-sensitiven Proteine erfolgte einerseits im Modell
der  PLP-Peptid-induzierten  chronisch-schiibformigen = EAE  mittels = Microarray-
Genexpressionsanalyse. Weitere Kandidatenproteine wurden der Literatur entnommen.
Wesentliche Charakteristika und biologische Funktionen der insgesamt 9 untersuchten Statin-
sensitiven Proteine und des als Referenzprotein dienende ,Haushaltsprotein® B;-

Mikroglobulin werden im folgenden Abschnitt beschrieben.
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HSP105 (Hitze-Schock-Protein-105).

Die Hitze-Schock-Proteine, auch Stress Proteine genannt, werden bei normalen
physiologischen Zustdnden auf niedriger Stufe, und bei zellulirem Stress sehr verstérkt in
allen Organen exprimiert. Sie schiitzen die Zellen vor Stress, beteiligen sich an der Regulation
der Apoptose und am intrazelluliren Transport von Proteinen, aullerdem spielen sie bei
normalen Zellfunktionen und bei der neuronalen Protektion des Gehirns eine wichtige Rolle
(Morimoto and Santoro 1998; Hatayama et al. 2001; Ishihara et al. 2003). Dadurch hat die
Regulation der HSP105 auf molekularer Ebene ein grofles Potential fiir die Therapie von
Tumoren, Traumen, Ischdmie, Diabetes sowie fiir die Transplantationschirurgie (Favatier et
al. 1997; Oki and Younes 2004). Die HSP105 wird in verschiedenen Geweben als Reaktion
auf Stress wie Infekt, Ischdmie, Hitzeschock und Tumoren exprimiert (Xue et al. 1998;
Morris 2001). Die HSP-Proteine werden in unterschiedliche Familien eingeteilt, sogenannte
kleine Proteine (HSP27, HSP60, HSP70, HSP90) und sogenannte grofle HSP-Proteine
(HSP105/HSP110). Insgesamt unterscheidet man zwei hoher-molekular-mass Stress-Proteine,
HSP1050 und HSP105pB, die im Zytoplasma bei allen Organismen von Bakterien bis zu
Sdugetieren nachgewiesen wurden (Hatayama et al. 1986, 1994; Wakatsuki and Hatayama
1998). HSP105-Proteine (HSP105a und HSP105B) gehoren zur HSP105/HSP110-Familie,
die bei Menschen, Miusen, Hamstern, Pflanzen, Pilzen und Hefen gefunden wurde (Ishihara
et al. 1999, 2006; Yamagishi et al. 2006). Das HSP-1050a. wird konstant und das HSP-1050
tiberwiegend beim Hitzeschock von 42°C bei Sdugetieren induziert (Ishihara et al. 1999;
Yasuda et al. 1999; Saito et al. 2007). Die phosphorylierte und nicht- phosphorylierte Form
des HSP105a wird in etwa gleichen Anteilen von den meisten Geweben exprimiert, dagegen
dominiert im Gehirn die phosphorylierte Form (Wakatsuki and Hatayama 1998). Das HSP105
ist ein Marker fiir verschiedene menschliche Tumoren, was filir die Entwicklung einer neuen
Tumorentherapie von Interesse sein kann (Hosaka et al. 2006). Experimentelle und klinische
Studien haben gezeigt, dass die HSP-Proteine an der Pathogenese von einigen autoimmunen
Krankheiten wie autoimmune Arthritis, Diabetes melitus Typ 1, Atherosklerose und MS
beteiligt sind (Raska and Weigl 2005). Von Minohara (2003) wurde die Bedeutung des Hitze-
Schock-Proteins 105 bei Patienten mit der Multipler Sklerose sowie bei EAE untersucht.
Mehrere Befunde, einschlieBlich Steigerung der Expression von HSP105 bei MS-Lésionen
geben Hinweise darauf, dass das HSP105 eine regulatorische Bedeutung fiir die Entziindung

der MS und EAE hat.
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COX-1 (Cyclooxygenase-1, Prostaglandin endoperoxide synthase-1, Ptgs-1).

Seit 1990 sind die Cyclooxygenasen (COX) als intrazellulire Enzyme der
Prostaglandinsynthese bekannt und haben damit eine entscheidende Bedeutung fiir
Entziindungsreaktionen erlangt. Auflerdem beteiligen sie sich an der Blutdruckregulation,
Nierenfunktion, Blutgerinnung und entfalten eine erhebliche Wirkung bei kardiovaskuldren
und allergischen Erkrankungen sowie bei Tumoren. Die Cyclooxygenasen sind stark
limitierende Enzyme, die an der Umwandlung von Arachidonséure zu Prostaglandin H»
(PGH;) beteiligt sind. Die COX-Proteine findet man bei Leukozyten, Endothelzellen,
Nierenzellen, Thrombozyten, Gehirn- und Riickenmarkszellen. Zu diesen Proteinen gehdren
auch die sauren nichtsteroidalen Antirheumatika, wie Acetylsalicylsdure (Aspinin), oder
Diclofenac und Ibuprofen. Es gibt mindestens drei Formen der Cyclooxygenasen, die als
COX-1, COX-2 und COX-3 bezeichnet werden. Sie unterscheiden sich darin, in welchen
Zellen sie vorkommen und ob sie stindig oder nur bei Bedarf induziert werden. Die
Cyclooxygenase-1 ist ein konstitutiv exprimiertes Enzym, das auch im gesunden Organismus
fiir die ersten Reaktionsschritte bei der Bildung von Prostaglandinen verantwortlich zeichnet.
Es wird stindig in verschiedenen Zelllinien produziert (Funk et al. 1991) und im Magen
sowie in den Blutgefdssen und Nieren gefunden. Es ist ein ,,housekeeping* Protein, welches
den ganzen Korper in Gleichgewicht hilt. Im Vergleich mit COX-2, das nur bei
Entziindungen aktiviert wird, bleibt das COX-1 stindig aktiv und wird konstitutiv von
mehreren Geweben exprimiert (Athirakul et al. 2001), wobei seine Aktivitdt durch &ulere
Einflisse relativ wenig moduliert wird. AuBerdem hat das COX-1 sehr wichtige
physiologische Funktionen fiir die Zytoprotektion des Magens, die Vasodilatation in den
Nieren, die Produktion von Prostanoid sowie fiir die Plittchenaktivierung (Mohammed et al.
2004; Iezzi et al. 2007). Das COX-2 ist eine induzierbare Form fiir die Produktion von
Prostaglandinen in den entziindeten Geweben und wird von Zytokinen sowie von
Wachstumsfaktoren reguliert (Athirakul et al. 2001). Das COX-1 gilt dagegen als konstitutive
Form, die fiir die Produktion von Prostaglandinen im Rahmen von Regulationsmechanismen
wie renaler Blutfluss, Thrombozytenaggregation und gastrointestinale Zytoprotektion
verantwortlich ist (Vigier 2002). Beide COX-Formen bestehen aus 68% identischer
Aminosduresequenz und besitzen ein Molekulargewicht ca. 70-72 kDa. Die Expression von
COX-1 und COX-2 wurde bei unterschiedlichen Erkrankungen nachgewiesen, wie
Leberzirrose (Mohammed et al. 2004) sowie akuter und chronischer Arthritis (Iniguez et al.
1998). Die Prostaglandine blockieren beide Enzyme, COX-1 und COX-2 und wirken
fiebersenkend (Vigier 2002), entziindungshemmend, und analgetisch (Steinhilber 2003),
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wobei das COX-2 mit mehr und das COX-1 mit weniger Schmerzen verbunden ist. Sofern die
NSAR (COX-Inhibitoren) die weltberiihmten Medikamente fiir die Behandlung von
Schmerzen, Entziindung und Fieber sind (Mitchell and Warner 2006). Bei verschiedenen
Karzinomen wird das COX-1 wie auch das COX-2 iiberexprimiert (Hwang et al. 1998; Sales
et al. 2002) und ist damit fiir die Tumorgenese von Bedeutung (Narko et al. 1997; Chulada et
al. 2000; Shibata et al. 2005; Mohammed et al. 2006). Damit sind beide COX-Enzyme an der
Pathogenese des Osophagealen Adenokarzinoms (von Rahden et al. 2005), der
Lungentumoren (Bauer et al. 2000), des oralen Adenokarzinoms (Hayes et al. 2006), und des
hepatozelluldren Karzinoms (Cervello and Montalto 2006) sowie des Kaposi-Sarkoms
(Rossiello et al. 2007) beteiligt. AuBerdem vermitteln sie Entziindung, Immunmodulation,
Apoptose, Blutfluss bei verschiedenen Gehirnerkrankungen.

Die Expression von COX-1 und COX-2 war bei der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis der Ratte erhoht, was auf ihre Bedeutung in den Entziindungsprozessen
assoziierten mit Autoimmunitdt hinweist (Deininger and Schluesener 1999). AuBlerdem
beeinflussen die Phenidolone die dual-Inhibitoren von Cyclooxygenasen, die klinische
Symptome der EAE und wichtige Entziindungsmediatoren in der EAE Pathogenese sind
(Moon et al. 2005). Die Behandlung mit Statinen wie das Atorvastatin und das Simvastatin
mindert die Expression von COX-2 im Atherosklerose-Modell der Ratte (Hernandez-Presa et
al. 2002) und bei Patienten mit Atherosklerose (Cipollone et al. 2003; Martin-Ventura et al.
2005).

ICAM-1 (Interzelluldres Adhédsionsmolekiil-1).

Das Interzelluldire Adhidsion Molekiil-1 (ICAM-1, CDS54) ist ein transmembrandses
Glykoprotein. Das Molekiil besteht aus flinf extrazelluliren Dominen, einer
transmembrandsen und einer kurzen Immunoglobulin-dhnlichen zytoplasmatischen Doméne
(Staunton et al. 1988; Stolpe and Saag 1996). Das ICAM-1 kodierende Gen besteht aus sieben
Exonen und jede transmembrane Domidne wird durch ein unterschiedliches Exon kodiert
(Horley et al. 1989). Beim Menschen befindet sich das ICAM-1-Gen auf dem Chromosom 9
und bei der Maus in der Insulinregion auf Chromosom 19 (Ballantyne et al. 1992).

Das ICAM-1 besteht aus 505 Aminosduren mit einem relativen Molekulargewicht von 80-100
kDa in Abhingigkeit von der Glykolysierungsebene, vom Zellentyp und von seiner
Umgebung (Staunton et al. 1988; Newman et al. 1990). Das ICAM-1 wird bei nicht-
hdmatopoetischen Zellen (vaskuldren Endothellzellen, Epithelzellen des Thymus,

dendritischen Zellen, Fibroblasten) sowie bei hidmatopoetischen Zellen (Lymphozyten,
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Monozyten und Makrophagen) und bei dendritischen Zellen von Tonsillen, Lymphknoten und
Peyer-Plaques exprimiert (Dustin et al. 1986; Springer 1990; van de Stolpe and van der Saag
1996).

Das interzellulire Adhisionsmolekiil spielt eine wichtige Rolle bei der Migration von
Leukozyten aus Blutgefilen (Walchek et al. 1996). AuBBerdem beteiligt sich das Protein an
der Aktivierung von T-Lymphozyten (Boyd et al. 1988; Blank et al. 2005) und steht mit
Rezeptoren der Integrinfamilie in Verbindung. Auch reguliert es Zell-Zell-Interaktionen und
die Signal-Transduktion (Sligh et al. 1993). AuBler konventionellem membrangebundenen
ICAM-1 wurde auch ein zirkulierendes ICAM-1 im Serum von gesunden Menschen
nachgewiesen. Nach Rothlein et al. (1991) liegt seine Konzentration bei 100-200 ng/ml. Das
ICAM-1 ist ein wichtiger Friihmarker in der Diagnostik von verschiedenen
Infektionskrankheiten und autoimmunen Erkrankungen (Seth et al. 1991) und an der
Pathogenese der MS beteiligt (Bullard et al. 2007). Eine Erhohung das Serumgehalts des
l6slichen ICAM-1 wurde bei Patienten mit Multipler Sklerose (Hartung et al. 1993;
Rieckmann et al. 1994), rheumatoider Vaskulitis (Voskuyl et al. 1995), bakterieller
Meningitis (Hartung et al. 1993), Apoplex (Frijns and Kappelle 2002), Asthma bronchiale
und Graves’ Disease (Wenisch et al. 1994) sowie bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt
beobachtet. In mehreren Studien wurde eine Steigerung der Expression von ICAM-1 in
Epithelzellen, Gliazellen, und Endothelzellen bei Humanexperimenten sowie bei
Tiermodellen mit verschiedenen Infektions- und Immunkrankheiten des ZNS sowie mit
Multipler Sklerose registriert (Sobel et al. 1990; Cannella et al. 1991; McGeer et al. 1993;
Greenwood et al. 1995). Weite Nachweise der Hyperexpression von konventionellem
membrangebundenem ICAM-1 fanden sich im Riickenmark der Ratte bei chronischen
rezidivierenden EAE (Ledeboer et al. 2003), bei humanem Diabetes mellitus Typ 1
(Campbell et al. 1989; Hanninen et al. 1992) sowie bei Patienten mit Atherosklerose (Ross
1993). Mandel et al. (2004) haben die Expression von Genen bei Multipler Sklerose und bei
Lupus Erythematose verglichen. Bei der MS wurden 1031 Gene in Verbindung mit
Hoéherregulation von ICAM-1 identifiziert. Hofmann et al. (2002) haben auch Steigerung der
Expression von ICAM-1, VCAM-1, MCP bei EAE der Ratte nachgewiesen. AuBler ihrer
Bedeutung als wichtige Frilhmarker autoimmuner Erkrankungen, konnen die
Adhisionsmolekiile als neue Therapiemdglichkeit fiir die Behandlung  autoimmuner
Erkrankungen benutzt werden (Sligh et al. 1993; Dedrick et al. 2003), was durch Blockade
von Adhésionsmolekiilen und Inhibierung der Adhésion von Leukozyten zu erreichen ist

(Dedrick et al. 2003).
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In der Literatur wurde die Wirkung der Statine auch auf die Expression von ICAM-1
beschrieben. Statine unterdriicken die Tumorogenese durch Mechanismen die mit der
Runterregulation von ICAM-1 korrelieren (Ahn et al. 2007). Das Atorvastatin reduziert die
endotheliale Expression von VCAM-1 und ICAM-1 (Nachtigal et al. 2006). Die Behandlung
mit Rosuvastatin ist Dosis abhingig und reduziert die Expression von ICAM-1 in den
Aortaklappen (Monetti et al. 2007). Ein hoher ICAM-1-Spiegel im Plasma bei Probanden mit
Herz-Kreislauf-Erkrankungen konnte durch die Behandlung mit Atorvastatin gesenkt werden
(Blanco-Colio et al. 2007). Simvastatin, Pravastatin und Atorvastatin wirken positiv auf den
oxydativen Stress, pro-entziindungs Zytokine inhibieren dabei die Expression von ICAM-1
(Takahashi et al. 2005; Marketou et al. 2006). Statine wie Simvastatin, Atorvastatin und
Fluvastatin reduzieren die Expression von Entziindungsmarkern wie ICAM-1 und koénnen
daher bei der Behandlung verschiedener Entziindungskrankheiten eine wichtige Rolle spielen

(Ascer et al. 2004; Chello et al. 2004; Namazi 2004; Xenos et al. 2005).

CD86 (B 7.2 bindet an CD28 von T-Zellen).

Das CD86 ist auch als B-70, B7-2, LAB72, CD28LG2 oder MGC34413 bekannt. Es ist ein
Mitglied der Immunoglobulin-Familie und gehért zum Membran Proteinen Typ 1.

Die B7 Proteine, CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) sind stimulierende Molekiile, die bei der T-
Zellen Aktivierung und der Produktion von Zytokinen wichtig sind (Suvas et al. 2002). Der
CD80/CD86-CD28-Signalweg spielt die Hauptrolle bei der humoralen und zelluldren
Immunitdt (Fuse et al. 2006). Beide Molekiile exprimieren in aktivierten B-Zellen,
Makrophagen, aktivierten Monozyten sowie in aktivierten T-Zellen, jedoch nicht in ruhenden
B-Zellen und T-Zellen (Freeman et al. 1993). Das CD86 wird bei ruhenden Monozyten, B-
und T-Zellen nach Induktion mit IL-1, IFN-y und CD40 hochreguliert (Berberich et al. 1994;
Larsen et al. 1994; Lenschow et al. 1994).

Das CDS86 ist ein 80 kDa Membranprotein Typ 1, das aus 323 Polypeptiden, einer
extrazelluldren und einer transmembranen Doméne sowie dem zytoplasmischen Ende besteht.
Seine extrazelluldre Region enthélt eine Ig V-dhnliche und 1 Ig C2-dhnliche Domine. Die
Expression von CD86 ist bei verschiedenen Krankheiten wie allergisches Asthma (Chen et al.
2006; Liang et al. 2006), systematischer Lupus Erythematodis (Bijl et al. 2001), Aspergilus
fumigatus (Barrios et al. 2005) und Kolitis erhoht (Scarpa et al. 2004). AuBerdem wurde das
Protein bei humanen Melanomen (Bernsen et al. 2003), Myelomen (Pope et al. 2000), akuter
myeloider Leukiimie (Maeda and Sobel 1996), Osophaguskarzinom (Yang and Wang 2004)

vermindert exprimiert. Die B7-1 und B7-2 Proteine sind bei der Lymphozyteninfiltration als
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Immunantwort gegen Schilddriisenkarzinom wichtig (Shan et al. 2002). AuBerdem ist die
Expression von CD86 bei Patienten mit tddlichen Infekten reduziert, was fiir die Diagnostik
von Bedeutung ist (Wolk et al. 2007).

Beide CD80 und CD86 Proteine exprimieren bei bestimmten Krankheiten, was fiir die
Diagnostik und Behandlung sehr hilfreich sein kann. So wird zum Beispiel das CD86 bei
autoimmuner Hepatitis (AIH) von den mononuklearen Leberzellen exprimiert (Kurokohchi et
al. 2006). Beide Molekiile sind fiir die Aktivierung von T-Zellen-vermittelten Krankheiten,
wie EAE und kollageninduzierte Arthritis von Interesse (Khoury et al. 1995; Webb et al.
1996; Chang et al. 1999). AuBerdem wurden sie in den Target-Organen bei
immunvermittelnden Erkrankungen einschlielich EAE und experimenteller autoimmuner
Thyroiditis gefunden (Karandikar et al. 1998; Peterson et al. 1999). Mehrere Arbeitsgruppen
haben die Bedeutung der Autoimmunitit von CD80 und CD86 untersucht. Studien iiber
EAE und MS haben die groe Bedeutung von B7-1 und B7-2 bei den T-Zellenreaktionen
gezeigt (Slavik et al. 1999). Beide B-7-Proteine werden in zirkulierenden B-Zellen und
Monozyten wihrend unterschiedlicher MS-Stadien exprimiert (Boylan et al. 1999). Die
Arbeitsgruppe von Pelfrey et al. (2005) hat die Hypothese iiber eine eventuelle Suppression
von MS durch Wirkung von Steroidhormonen auf die co-stimulierten Molekiile, wie CD40,

CD/CD86 tiberpriift. Leider sind die bisherigen Ergebnisse nicht bestétigt worden.

TSP-1 (Thrombospondin, extrazelluldres Matrixprotein).

Thrombospondin besteht aus drei durch Disulfidbriicken verbundene Monomeren von
Glykoproteinen, jedes mit einem Gewicht von 150,000 kDa. Die Thrombospondine bilden
eine Familie von extrazelluldren Glykoproteinen, welche fiir die Zell-Zell oder Zell-Matrix-
Kommunikationen verantwortlich sind (Stenina et al. 2007). Sie regulieren den Phénotyp der
Zelle wihrend ihrer Genese oder Reparatur. Auflerdem haben die Thrombospondine wie viele
andere extrazelluldre Proteine, mehrere Doménen, die fiir verschiedene biologische
Funktionen, wie Regulierung von Zellbewegungen, Zellproliferationen, Nervenwachstum,
Angiogenese und Apoptose unter physiologischen und pathologischen Bedingungen
verantwortlich sind (Zhang and Lawler 2007; Paydas et al. 2008). Die Familie der
Thrombospondine besteht aus Thrombospondin 1-5, die in zwei Subfamilien, A und B
gegliedert werden (Chatila et al. 2007). Die A-Proteine, wie TSP-1 und TSP-2 sind nach ihrer
Struktur Trimere (Lawler and Hynes 1986; Bornstein et al. 1991; LaBell et al. 1992; Laherty
et al. 1992). Zur B-Subfamilie des TSP gehoren TSP-3, -4 und -5, die nach ihrer Struktur
Pentamere sind (Oldberg et al. 1992; Vos et al. 1992; Bornstein et al. 1993; Lawler et al.
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1993). Das Thrombospondin-1 ist ein 450 kDa Trimer Glykoprotein, das erstmals von Dr. J.
Folkman beschrieben wurde (Folkman 1971). Das TSP-1 wurde aus menschlichen
Thrombozyten isoliert (Lawler et al. 1978) und mit Thrombin stimuliert, daher bezeichnet
man es als ,,Thrombin-sensibles Protein* (Baenziger et al. 1971, 1972). Das TSP-1 kommt in
hohen Konzentrationen in den o-Kdrnchen von Thrombozyten vor und umfasst 25% der
gesamten von Thrombozyten sezernierten Proteine, auBBerdem beteiligt sich das TSP-1 an der
Aggregation von Roten Blutkorperchen (Lawler 1986; Isenberg et al. 2008). Das
Thrombospondin wirkt zusammen mit mehreren extrazelluliren Molekiilen wie Heparin
(Lawler et al. 1978; Dixit et al. 1984), Kollagen (Mumby et al. 1984), Fibrinogen (Lahav et
al. 1984), Plasminogen (Silverstein et al. 1984), Osteonektin (Clezardin et al. 1988) und
Kalzium (Lawler 1986). Das TSP-1 ist ein multifunktionelles extrazelluldres Protein, das die
physiologische und pathologische Angiogenese, Zellproliferation und Zellmigration inhibiert
sowie die Synaptogenese fordert und sich an der Zellapoptose beteiligt (Adams 2001;
Tagnaouti et al. 2007). AuBBer in Thrombozyten wird das Protein in verschiedenen Zelltypen
wie Leukozyten (Jaffe et al. 1985), Fibroblasten (Jaffe et al. 1983), Endothelzellen (Mosher et
al. 1982), Makrophagen (Jaffe et al. 1985), glatten Muskelzellen (Raugi et al. 1982),
Monozyten (Jaffe et al. 1985) und ,,granuldren* Pneumozyten (Sage et al. 1983) synthetisiert.
Das Thrombospondin findet man in verschiedenen menschlichen Geweben einschlieBlich
Blutgefaen, Haut, Muskeln, Nieren und Driisenepithelien (Wight et al. 1985). Die ADAMTS
sind eine Familie der Metalloproteinasen, die extrazelluldre Matrixproteine stimuliert und aus
Disintegrin, Metalloproteinase sowie aus einem Thrombospondin-1 Fragment besteht. Aus
der Literatur ist bekannt, dass die ADAMTS in der Patogenese der MS eine Rolle spielen
(Goertsches et al. 2005; Haddock et al. 2006). Die Statine, wie das Fluvastatin und das
Atorvastatin inhibieren die Expression von TSP-1 sowie die anderen Inhibitoren der
Angiogenese und konnen daher fiir die Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen sehr

niitzlich sein (Dulak et al. 2005; McGillicuddy et al. 2006).

PTX-3 (Pentraxin-3, Pentaxin-3, Akute-Phase-Protein).

Das Pentraxin-3 (PTX-3) gehort zur Pentraxin-Familie, den sogenannten akuten Phasen
Proteinen, die als Entziindungsmediatoren wichtig sind (Boehme et al. 2007). Sie haben eine
zyklische pentamere Struktur mit C-terminalen Doménen, die wéhrend der Entziindung
produziert werden. Das PTX-3 hat eine dhnliche klassische Pentraxinen C-terminale Doméne.
Diese besteht aus 203 Aminosauren, die aber eine unkontrollierte N-terminale Doméne, mit

insgesamt 178 Aminosduren enthdlt (Breviario et al. 1992; Lee et al. 1993; Botazzi et al.
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1997). Die Pentraxine spielen eine wichtige Rolle bei der Immunreaktion gegen fremde
Mikroben und bei der Regulation von Zellresten (Pepys and Baltz 1983; Kolb-Bachofen
1991; Rolph et al. 2002).
Das PTX-3 ist das erste entdeckte und bislang wichtigste lange Pentraxin (Kunes 2005). Das
menschliche Pentraxin-3 Gen befindet sich in dem Chromosom 3 (3q25). Es spielt eine
wichtige Rolle bei der angeborenen Immunitdt, der weiblichen Fruchtbarkeit und
Autoimmunitdt (Botazzi et al. 2006; Garlanda et al. 2006; Mantovani et al. 2006). Das PTX-3
wird von verschiedenen Zelltypen produziert und sezerniert, besonders stark von
Endothelzellen und mononukledren Phagozyten (Maseri et al. 1996; Talwar et al. 2000;
Kimura et al. 2001) sowie von Dendritenzellen und Makrophagen (Bottazzi et al. 2006).
Fundorte des PTX-3 sind stimulierte Monozyten, Endothelzellen und Fibroblasten (Alles et
al. 1994; He et al. 2007), Dendritenzellen (Doni et al. 2003), Myoblasten (Introna et al. 1996),
Gliazellen (Polentarutti et al. 2000), Kaposi-Sarkom Zellen (Klouche et al. 2002), Adipozyten
(Abderrahim-Ferkoune et al. 2003), Zellen des Cumulus oophorus von Menschen und
Mausen (Salustri et al. 2004), glomeruldre Mesangliazellen und Endothelzellen (Bussolati et
al. 2003), Synoviozyten bei rtheumatoider Arthritis (Luchetti et al. 2000), und dopaminerge
Neurone (Cazorla et al. 2000; Burbach et al. 2003). Das PTX-3 ist ein moderner
Enziindungsmediator (Han et al. 2005), der als Reaktion auf primére Entziindungssignale wie
Lipopolysacharide, IL-18 und Tumor Nekrose Faktor sowie bei Makrophagen, Fibroblasten
und Epithelialzellen induziert wird (Introna et al. 1996; Botazzi et al. 1997; Goodman et al.
2000; Garlanda et al. 2005). Der Plasma Spiegel von PTX-3 ist normalerweise sehr niedrig (<
2 ng/ml), steigt aber bei unterschiedlichen pathologischen Prozessen (Miiller et al. 2001;
Presta et al. 2007). Damit ist er ein sehr sensibler Marker fiir die Frithdiagnostik und
Prognose von Erkrankungen (Peri et al. 2000; Latini et al. 2004; Okutani 2006). Das
Pentraxin-3 wird massiv im Herzen (Introna et al. 1996) von normalen und
hypertrophierenden humanen Kardiomyozyten exprimiert (Peri et al. 2000). Es scheint ein
frither Indikator fiir akute Myokardinfarkte zu sein (Peri et al. 2000; Inoue et al. 2007).
Bevelacqua et al. (2006) berichten iiber die Erhohung des Pentraxin-3 Spiegels bei einer an
Psoriasis Erkrankten. Auflerdem wurde nachgewiesen, dass der PTX-3 Spiegel bei Patienten
mit Angina pectoris (Inoue et al. 2007), septischem Schock (Miiller et al. 2001), aktiver
Vaskulitis (Fazzini et al. 2001), Atherosklerose (Rolph et al. 2002) sowie bei Haemodyalise-
Patienten (Boehme et al. 2007) ansteigt.
Agnello et al. (2000) haben eine Steigerung der Expression von PTX-3 im Riickenmark von
Lewis Ratten bei der EAE beobachtet. Zusétzlich war das PTX-3 an der Aktivierung der
Komplement Kaskade beteiligt (Bottazzi et al. 1997).
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Neben ihren Lipid senkenden Effekten wirken die Statine auf die Expression von mehreren
Genen. Dabei wurde die Expression von PTX-3 in menschlichen vaskiildiren Geweben

unterdriickt (Morikawa et al. 2004).

SOCS-3 (Suppressor der Zytokin-Signaltransduktion-3).

Die Suppressoren der Zytokine-Signale (SOCS) gehoren zu einer Familie der intrazelluldren
Proteine, die aus acht Mitgliedern — SOCS-1, SOCS-2, SOCS-3, SOCS-4, SOCS-5, SOCS-6,
SOCS-7 und das Zytokin-induzierte SRC-homolog2 (SH2) CIS Protein bestehen. Diese
wurden vor einigen Jahren als negative Regulatoren des Jak/STAT-Signalwegs entdeckt. Alle
SOCS-Gene besitzen eine zentrale SH2-Doméne und eine C-terminale Domine mit 40-
Aminosduren (Masuhara et al. 1997; Alexandr and Hilton 2004). Die Expression der SOCS-
Proteine wird durch zahlreiche Zytokine (Emanuelli et al. 2001), Wachstumsfaktoren
(Spangenburg 2005) und Hormone (Emanuelli et al. 2000; Steppan et al. 2005) induziert.
Dadurch wird die Expression von SOCS-1 und SOCS-3 durch Entziindungs- und Anti-
Entziindungs-Zytokine ausgelost, einschlieBlich des Tumor Nekrose Faktors (TNF-o)
(Fasshauer et al. 2004), des Erythropoetin und Leukemie inhibitorischen Faktors (LIF), der
Wachstumshormone und Prolaktin (Campbell et al. 2001), sowie IL-3, IL-6, IL-10 (Adams et
al. 1998; Duval et al. 2000; Yasukawa et al. 2000). Die SOCS-Proteine sind ein effektiver
Block im JAK-STAT-Signalweg  bei der  Pathogenese unterschiedlicher
Entziindungskrankheiten (Seki et al. 2003). Das SOCS-3 oder (CIS3/JAB2) ist ein SH2-
enthaltendes, ca. 30 kDa Protein, das die Signaltransduktion von Zytokinen unterdriickt und
die Kinaseaktivitdit hemmt. Die Expression von SOCS-3 wurde in verschiedenen Geweben
wie Thymus, Leber, Lunge, Milz (Starr et al. 1997), Herz (Takahashi et al. 2005), Nieren,
Ovar, Nebennieren (Tam et al. 2001) und Hypothalamus (Auernhammer et al. 1998) bei
erwachsenen und fetalen Méusen nachgewiesen. Das Protein wird fiir die Entwicklung von
Plazenta, Leber, Netzhaut und Herz bendtigt (Marine et al. 1999; Roberts et al. 2001;
Takahashi et al. 2005; Ozawa et al. 2007). Die Expression von SOCS-3 ist wihrend der
embryonalen Entwicklung der Erythrozyten-Stammzellenlinie in der fetalen Leber notwendig
(Marine et al. 1999). AuBlerdem spielt das SOCS-3-Protein als Schliisselprotein bei der
Differenzierung von Myoblasten eine bedeutsame Rolle (Spangenburg 2005). Die Expression
von SOSC-3 induziert die Astrogenese und fordert die Aufrechterhaltung der neuralen
Stammzellen (Cao et al. 2006). Das SOCS-3 wird bei Patienten und in Tierexperimenten bei
Brandtrauma (Ogle et al. 2000), Stress-induzierter Insulinresistenz (Rui et al. 2002), Arthritis,
Crohn-Krankheit (Suzuki et al. 2001; Ivashkiv and Tassiulas 2003), Kolitis (Miyanaka et al.
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2007), Interferon-y-resistente myelogenene Leukemie (Sakai et al. 2002) und
myelodysplastischem Syndrom iiberexprimiert. Das SOCS-3 ist ein wichtiger Regulator in
der Zytokin-vermittelten Zellzyklusinhibition und kénnte daher als Tumorsuppressor wirksam
sein (Weber et al. 2005).

Die SOCS-1 und SOCS-3 Proteine konnen eine entscheidende Rolle in der EAE spielen
(Stark und Cross 2006). Die Modulation der Expression von SOCS-3 kann die endogene
Reaktion beim ZNS-Verletzungen unterstiitzen (Emery et al. 2006). Statine wie Lovastatin
und Fluvastatin induzieren die Expression von SOCS-3 bei Makrophagen. Dieser Effekt ist

spezifisch und kann von Mevalonaten blockiert werden (Huang et al. 2003).

Ras (Kleine GTPase).

Die Ras-Proteine gehdren zur Superfamilie der kleinen GTPasen mit einem Molekulargewicht
von ca. 20-25 kDa. Sie erfiillen viele Aufgaben in der Zelle wie Wachstum und
Differenzierung, Regulation beim Aufbau des Zytoskeletts und bei der Zellmigration sowie
bei der Regulation von Exo- und Endozytose und Vesikeltransport (Bourne et al. 1990).

Die Proteine der Ras-Familie lassen sich strukturell und funktionell in Unterfamilien
einteilen: Ras, Rab, Arf, Ran, Ral und Rho (Takai et al. 2001). Fiir den Menschen wurden drei
unterschiedliche Ras-Proteine beschrieben: H-Ras, K-Ras und N-Ras, die eine wichtige Rolle
in unterschiedlichen Signaltransduktionskaskaden spielen. Die Ras-Proteine besitzen eine
GTP-bindende Region und eine GTPase Aktivitit, sowie eine GDP/GTP Austauschfunktion
(Barbacid et al. 1987). Der Name ,,Ras“ leitet sich von rat sarcoma ab, weil das Ras-Gen
zuerst bei den Harvey-(H-Ras) und Kirsten-(K-Ras)-Stimmen des rat sarcoma Virus entdeckt
wurde (Barbacid 1987). Die Bezeichnung N-Ras kommt von Neuroblastom, bei welchem das
Gen zuerst identifiziert wurde. Alle Ras-Proteine werden ubiquitdr exprimiert und sind
hochkonserviert. Alle Ras-Proteine kommen in der Zelle in zwei unterschiedlichen
Aktivitatszustdnden vor, dem aktiven GTP-gebundenen (99,75%) und dem inaktiven GDP-
gebundenen (Scheele et al. 1995; Li and Zhang 2004). Das Ras-Protein ist der Schalter des
Zellwachstums, der Aktinreorganisation und Zellmotilitit, die bei einem Defekt zur
Krebsentstehung beitragen und die Metastasierung von Tumorzellen verursachen konnen
(Fritz and Kaina 2006). Die wichtige Rolle von Ras-Proteinen in der Karziogenese ist gut
bekannt (Konstantinopoulos et al. 2007).

Die Inhibierung von kleinen GTP-bindenden Proteinen wie Ras, Rac und Rho sind fiir die
biologische Wirkung von Statinen sehr wichtig (Fritz 2005). Denoyelle et al. (2001) haben

den FEinfluss der Inhibition des Ras und RhoA induzierten Cerivastatin auf die
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Zellproliferation von zwei Karzinomzelllilnien untersucht. Die Studie hat gezeigt, dass das
Cerivastatin die Zellproliferation und die Invasivitit von Karzinomzellen inhibiert, was
hauptsédchlich durch Rho erfolgt.
Die Ras und Rho Proteine wurden als wichtige Targets bei direkten antiproliferativen
Wirkungen von Statinen bei verschiedenen Zelltypen beschrieben (Negre-Aminou et al.
1997). Jedoch werden in der Literatur unterschiedliche Meinungen iiber die Statinwirkungen
auf kleine GTPasen geduflert. Bei der Inhibition von Brusttumoren konnen sie effektiv sein
(Kobashigawa et al. 1995). Das Mevastatin inhibiert die Prenylation von GTP-bindenden
Proteinen einschlieSlich Ras (Luckman et al. 1998; Fenton et al. 2002).
Die Statine inhibieren die 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A Reduktase (HMG-CoA),
das Enzym, welches die Konvertierung von HMG-CoA ins L-Mevalonate katalysiert (Istvan
and Deisenhofer 2001). Die Mevalonate beteiligen sich nicht nur bei der Cholesterolsynthese
sondern konnen auch sehr wichtig sein fiir die Isoprenylation von GTP-bindenden Proteinen
wie Ras, Rapl, RhoA und RhoB, Rac (Ghittoni et al. 2006; Trebicka et al. 2007). Die Statine
blockieren den Mevalonaten-Signalweg und inhibieren dadurch die pro-entziindlichen T-
Helfer-Zellen (Th1) wihrend der EAE. Auf diese Weise konnen sie bei der Behandlung von
MS und anderen Thl-vermittelten Erkrankungen sehr wirksam sein (Brinkkoetter et al. 2006;
Dunn et al. 2006). Das Atorvastatin unterdriickt die Geranylgeranylation von Rho und
inhibiert dadurch die Metastasierung von Melanomzellen (Collisson et al. 2003). Holstein et
al. (2002) haben via Western blot die Nachwirkungen von Mevalonatendepletion auf die
Expression kleiner GTPasen wie Ras, Rapla, RhoA und RhoB untersucht. Die K562 Zellen
wurden mit dem 10 uM Lovastatin inkubiert und bereits nach einer Inkubationszeit von zwei
Stunden war der Spiegel von Ras signifikant erhoht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die
Depletion von Mevalonaten die Uberexpression von Ras, Rapla, RhoA und RhoB induziert.
Blanco-Colio et al. (2002) haben auch die Reduzierung der Prenylation von RhoA und
Mevalonaten bei der Behandlung mit Statinen entdeckt. Durch die Inhibition der
Isoprenylation von Ras-Proteine hemmen die Statine das Wachstum von Mammakarzinomen
(Campbell et al. 2006).
Die Daten von Bassa et al. (1999) zeigen, dass das Lovastatin durch die Inhibierung von
Farnesylphosphaten und Mevaloniksdure die Aktivierung von Ras unterdriickt, sodass es zur
Inhibierung von MAP-Kinasekaskade kommt. Auflerdem inhibiert die Inkubation von
Mesangliumzellen mit Lovastatin die Zellproliferation und mindert den Spiegel von

memranverbundenem Ras (Bassa et al. 1999).
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P-STAT-6 (Phospho-Signal-Transduktor und Aktivator der Transkription).

Die STAT-Proteine wurden wegen ihrer Wirkung bei der Transduktion von Signalen im
Zytoplasma und ihrer aktivierenden Nukleustranskription, STAT genannt. Sie gehoren zu
einer wichtigen Familie der Signaliibertrager und Aktivatoren. Zurzeit sind sieben Mitglieder
des STAT-Familie (STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5a, STAT-5b, STAT-6)
bekannt (Wurster et al. 2000; Thle 2001). Sie spielen eine wichtige Rolle bei zelluldren
Prozessen in der Embryonalentwicklung und Organogenese, bei der Regulation von
Zellwachstum und Apoptose, sowie bei der angeborenen und erworbenen Immunitét (Levy
and Darnell 2002). Die STAT-Proteine besitzen eine typische Struktur mit einer zentralen
DANN-Doméne, und einer SH2-Domine (Pesu et al. 2000). Sie wurden bei Sdugetieren
sowie bei Dictyostelium, Caenorhabditis, Anopheles, Drosophila und Xenopsis beschrieben
(Kisseleva et al. 2002). Diese Proteine sind an der phosphorylierten Rezeptoruntereinheit
gebunden, werden dabei phosphoryliert und dimerisiert, danach wandern sie in den Zellkern,
wo sie die Genexpression regulieren. Jedes Mitglied des STAT-Familie wird von einer
spezifischen Rezeptorenkombination aktiviert. Das STAT-6 wird z. B. von IL-4 aktiviert
(Wurster et al. 2000). AuBlerdem soll das STAT-6 an der antiapoptotischen Wirkungen von
IL-4 beteiligt sein (Wurster et al. 2002). Das IL-4 Cytokin ist an der Proliferation und
Differenzierung von Lymphozyten beteiligt (Paul 1997). Die Rezeptor-Bindung 16st eine
Kaskade von Tyrosin-Phosphorylierungs-Reaktionen aus, die von Kinasen der Janusfamilie
(Jak) katalysiert werden (Levy and Darnell 2002). Durch die Phosphorylierung von STAT-
Molekiilen wird die Bildung von Homo- oder Hetero-Dimeren ermdglicht, die in den Zellkern
einwandern und als Transkriptionsfaktoren an der DNA anbinden (Liu et al. 1998; Wurster et
al. 2000; Thle 2001). Die Aktivierung des Signalwegs von STAT-6 spielt eine bedeutende
Rolle in der Differenzierung und Maturation von Dendritenzellen (Jackson et al. 2004). Wie
die anderen STAT-Proteine wird das STAT-6 mit der JAK-Kinase phosphoryliert. Der JAK-
STAT-Signalwege (Janus kinase/signal transducerand activator of transcription) gehort zu
den wichtigsten Mechanismen der Signaliibertragung von Zytokin-Rezeptoren zum Zellkern
(Liu et al. 1998) und beteiligt sich aulerdem an der Regulation von Zellentwicklungen,
Wachstumskontrollen und Homdoostase. Auf diesem Signalweg konnen eukaryonte Zellen
Informationen von extrazelluliren Signalpeptiden der Zellmembran intrazellulér
weiterzuleiten. Die Dysregulation des JAK/STAT-Signalwegs hat pathologische
Implikationen (Bowman et al. 2000; Ward et al. 2000). Zusétzlich wurde diesem Signalweg
bei einzelnen Erkrankungen wie obstruktive Neuropathie und Gelenkrheumatismus eine grof3e

Bedeutung zugemessen (Yukawa et al. 2005; Walker et al. 2006).
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In der Literatur wurden einzelne Daten iiber die Bedeutung von STAT-6 und STAT-4 bei der
MS mitgeteilt. Youssef et al. (2002) haben das Atorvastatin bei der chronischen und
rezidivierenden EAE untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass das Atorvastatin die
Phosphorylierung von STAT-6 und die Sekretion von Th2-Zytokinen (IL-4, IL-5 und IL-10)
sowie des Transforming growth factor (TGF-B) induziert. Zusitzlich unterdriickt das
Atorvastatin die Phosphorylation von STAT-4 und fordert die Phosphorylation von STAT-6.
Dadurch konnen die Statine bei der Behandlung der MS und anderen Thl-vermittelten
Krankheiten hilfreich sein. Bei der EAE induziert das Lovastatin, die Phosphorylation von
STAT-6 und unterdriickt sie von STAT-4. Daher kann das Lovastatin als ein denkbares
Medikament  fiir die Behandlung der Multiplen  Sklerose und  anderen
Entziindungserkrankungen sein (Nath et al. 2004).

1.4. Statine und Neurogenese / neurale Vorliuferzellen

Acetyl-CoA

'

H WG -ty

§ HMG-Cod reduictase |-

Mlavalonale

}

Isapentamyd-PF
v
Gerany-FP
v
Farmesyl-PF
o {‘___.-' + H""\-\.__‘

Hasx Squalene Geranylgarany-PP

t i ' b
Cholasiaro Rak R Rap

}

CAnoa | | Ract fc::m:te !

Abb. 2 Cholesterolbiosynthese-Signalweg und die Wirkungen der Statine. Die Inhibition von
HMG-CoA-Reduktase mittels Statine blockiert die Synthese der Zwischenprodukte,
Isoprenoide, wie Farmesyl-PP und Geranylgeranyl-PP, die zur Inhibition von kleinen
GTPasen, wie Ras, Rho, Rab und Rap fiihrt. Unter der Rho-GTPasen sind die RhoA, Racl
und Cdc42 CoA Koenzyme A; PP. Pyrophosphate abgebildet. Von Rikitake and Liao (2005).

Der Mevalonate-Signalweg ist ein wichtiger zelluldrer methabolischer Weg, der bei allen
Eukaryonten und Bakterien anwesend ist und fiir das Zellwachstum und Zelliiberleben von
groBer Bedeutung ist (Goldstein and Brown 1990). Die Statine inhibieren die HMG-CoA-
Reduktase, die sich an der Konversion von HMG-CoA zu Mevalonaten beteiligen und

dadurch die Statine der Cholesterolbiosynthese blockieren. AuBer der Inhibition der
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Cholesterolsynthese, blockieren die Statine auch die Synthese von Isoprenoiden (Rikitake
and Liao 2005). Diese sind sehr wichtige Protein-Bindungen fiir die postranslatorische
Modifikation unterschiedlicher Proteine, die zu Rho, Ras, Rap und Rab GTPasen gehdren
(Aelst and D’Souza-Schorey 1997). Mehrere Studien haben bestitigt, dass die Statine
zusitzlich zu ihrer Cholesterol senkenden Wirkung, iiber andere vorteilhafte Effekte verfiigen,
die meist durch Unterdriickung der Synthese von Isoprenoiden entstehen (Bellosta et al.
2000; Toledano and Partridge 2000; Stamatakis et al. 2002; Banes-Berceli et al. 2006).
Mit der gleichen Funktion kdnnen die Statine fiir die EAE- und MS-Behandlung vorteilhaft
sein. Wie bereits erwiahnt wurde, ist die 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG-
CoA-Reduktase ein entscheidendes Enzym im Mevalonaten-Signalweg, der die Biosynthese
von Cholesterol und Isioprenoiden reguliert. Das farmesylierte Ras und die geranylierten
RhoA-Proteine sind die Targets flir Atorvastatin in der Immunmodulation in vivo. Die
Blockade von HMG-CoA-Reduktase durch Statine inhibiert die destruktive pro-entziindliche
Aktivitdt der T-Helfer-Zellen wéahrend der EAE, was fiir die Behandlung der MS und andere
TH1-vermittelte autoimmune Erkrankungen sehr vorteilhaft sein kann (Dunn et al. 2006).
Lange Zeit war die Rho-GTPasen-Familie nur als Schliissel-Regulator des Aktin Zytoskeletts
von Eukaryonten bis zum Homo sapiens bekannt (Aels and D’Souza-Schorey 1997). Jedoch
wurde in den letzten Jahren festgestellt, dass die Rho-GTPasen auch fiir die Entwicklung und
Differenzierung von Neuronen, fiir Neuronenvermehrung, Zellwachstum, neuronalen Aufbau,
neuronale  Migration,  Bildung der  Neurit/Axon-Formation,  Erhaltung  der
Dendrit/Riickenmark-Formation und der Synaptogenese von Bedeutung sind (Negishi and
Katoh 2002; Govek et al. 2005). Die kleinen GTPasen sind die entscheidenden Targets der
Statine in verschiedenen Systemen, wo sie eine flihrende Position in der Neurogenese und
besonders in der Formatierung neuronaler Netzwerke einnehmen (Negishi and Katoh 2002).
Die Rho-GTPasen sind an der Regulation der morphologischen Strukturierung der Neurone,
insbesondere beim Aufbau ihrer Polaritit, dem Axonalwachstum und der Bildung von
Synapsen beteiligt, auflerdem stimulieren sie der Neurogenese sowie die neuronale
Regeneration (Ménager and Kaibuchi 2003). Dariiber hinaus regulieren sie mehrere
Signalwege, die sich an der Neuronenentwicklung beteiligen und Schliissel-Regulatoren fiir
das Uberleben von Neuronen sind (Govek et al. 2005).
Daher ist es bedeutungsvoll die Wirkung der Statine auf die kleinen Rho-GTPasen sowie auf
die Neurogenese zu untersuchen. Um den Einfluss der Statine in der Neurogenese zu testen,
haben Pooler et al. (2006) Zellkulturen von Hippokampusneuronen mit Pravastatin behandelt.
Schon nach 4 bis 48 Stunden Pravastatin-Behandlung waren die Anzahl und Lénge der

Neuriten erhoht. Dabei wirkte die Co-Inkubation mit Mevalonaten auf die Statine bei der
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Neurogenese vernichtend. Auf diese Weise fiihrte die Behandlung mit Pravastatin zur
Erhohung des Neuronenwachstums, aber nur durch die Inhibition der Aktivitit von
geranylierten Proteinen, wie z.B. RhoA (Pooler et al. 2006).
Govek et al. (2005) haben in einer Studie den Einfluss der Statine auf die Zellmorphologie
und die Formierung der Neuriten bei einer neuronalen Zelllinie bestétigt. Untersuchungen
von Zheng and Chen (2007) liber die Wirkung von Pravastatin auf die Neuroprotektion und
die Neurogenese im Gyrus dentatus sowie im Striatum der Ratte nach der Zerebrale Ishdmia
haben gezeigt, dass Pravastatin die Neurogenese induziert und die Zahl der migrierenden
Zellen im Striatum erhoht. Longo et al. (2006) bezeichnen die Statine neben anderen kleinen
Molekiilen, wie morphogenetische Proteine Wnt, Katenin, Notch, Antidepressante, Steroide
und Wachstumsfaktoren als fordernde Molekiile der Neurogenese.
Chen et al. (2003) haben mit ihren Befunden bestétigt, dass Statine die Neurogenese,
Angiogenese und Synaptogenese induzieren. Demnach induziert das Atorvastatin die
Angiogenese und endogene Zellproliferation sowie die Neurogenese bei der Ratte bereits
einen Tag nach dem Schlaganfall. Auch die Daten von Lu et al. (2007) bestdtigen, dass die
Behandlung mit Statinen die Neurogenese im Gyrus dentatus erhoht und der neuronale
Verlust im Hippokampus nach Gehirninsult reduziert wird. Somit wirkt die Atorvastatin-
Behandlung auf die endotheliale Dysfunktion unterdriickend, sie fordert die Neuroprotektion
und unterstiitzt die Regeneration des Riickenmarks nach dem Insult (Pannu et al. 2007). Das
Lovastatin hat nach dem Insult einen neuroprotektiven Effekt und schiitzt den Hippokampus
der Ratte von der Neurodegeneration (He et al. 2006). Daher kann die Behandlung mit
Lovastatin ~ den Ausfall von Neuronen im Hippokampus nach epileptischem Insult
unterdriicken (Rangel et al. 2005). Desgleichen hat die kiirzere (1 Tag) oder ldngere (von 2-8
Tage) Simvastatin-Behandlung einer Zellkultur von neugeborenen und adulten
Olygodendrozyten der Ratte Einfluss auf die zelluldren Prozesse, die Dynamik sowie fiir das
Uberleben der Zellen (Miron et al. 2007). Mehrere Studien haben gezeigt, dass Statine, wie
das Lovastatin, Simvastatin und Pravastatin nicht nur die Biosynthese von Mevalonaten
blockieren, sondern auch noch das Wachstum und die Proliferation von normalen Zellen und
Krebszellen inhibieren konnen (Jones et al. 1994; Falke et al. 1998).
Denoyelle et al. (2001) haben die Wirkung von Cerivastatin auf zwei Brustkarzinomzelllinien
untersucht. Das Cerivastatin inhibiert die Proliferation von beiden Zelllinien hauptséchlich
durch die Inhibition von Rho und weniger durch Ras. AuBlerdem inhibiert das Cerivastatin
den RhoA/ROCK-Signalweg durch Suppression von RhoA-Prenylation, was fiir die Therapie
von aggressiven Formen des Mammakarzinoms vorteilhaft sein kann (Denoyelle et al. 2003).

Bei der Inhibition von RhoA-Prenylation induziert das Cerivastatin eine duale Regulation (1)
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auf mechanischer Ebene, die Inhibition des RhoA/ROCK-Signalwegs fiihrt zum Verlust von
Zugkriften des Aktin Zytoskeletts, das fiir die Motilitdt der Zellen benétigt wird. (2) Auf der
biochemischen Ebene, (2) bei welcher der RhoA/FAK/AKT-Signalweg fiir die Inhibition von
trakskriptionalen Faktoren zustindig ist, werden die spontan durch MDA-MB-231
aggressiven Krebszellen aktiviert. SchlieBlich wird angenommen, dass diese Inhibition des
RhoA-Zell Signalwegs eine vorteilhafte Methode fiir die Therapie von aggressiven Formen
des Mammakarzinoms sein konnte. Auch Andela et al. (2003) haben den Mevalonate-
Signalweg als Target fiir die Therapie Tumoren bezeichnet. Bei den alveoldren
Karzinomzellen (Linie 1) wurde der Mevalonate-Signalweg inhibiert und dadurch die
Zellproliferation vermindert.

Die Wirkung von Pravastatin wurde auf die Neuroprotektion und auf die Neurogenese nach
der zerebrale Ischdmie im Gyrus dentatus der Ratte untersucht. Dieses Medikament soll die
Regeneration beim ischemischen Stroke fordern (Zheng and Chen 2007). Desgleichen
bestitigen die Daten von Lu et al. (2007), dass die Behandlung mit Atorvastatin und
Simvastatin die Neurogenese im Gyrus dentatus verbessert, wodurch der neuronale Verlust
nach Gehirntrauma vermindert und die Neurogenese im Gyrus dentatus beglinstigt wird.

Die Stammzellentransplantation wurde als neue Methode fiir die Behandlung von
Erkrankungen des ZNS empfohlen. Bei demyelinisirenden Krankheiten, z.B. der MS koénnen
verschiedene Typen von Stammzellen, wie Vorlduferzellen und Schwann-Zellen niitzlich
sein (Ben-Hur 2008). Lee et al. (2007) haben die Wirkung von Simvastatin auf die
embryonale Stammzelllinie ESZ der Maus untersucht. Die Daten bestdtigen, dass die Statine
unabhingig von ihren Cholesterol senkenden Effekten die Translokation der Zytosol-
Membranen von Rho Proteinen selektiv blockieren, den Spiegel von Rho-Kinase senken,
Anderungen in der Zellmorphologie induzieren und die Zellproliferation sowie die
Zellregeneration durch die Inhibition von RhoA Geranylgeranylation und die Modulation von
Rho/ROCK-Signalweg vermindern konnen. Karussis et al. (2006) bezeichnen die Zellen des
Knochenmarks und die neuronalen Stammzellen als ein Potenzial fiir die Behandlung der MS.
Die Stammzellen des Knochenmarks konnen in die Entziindungsregionen des ZNS migrieren
und sich zu Neuronen und Gliazellen differenzieren, was fiir die Behandlung der MS und fiir
andere neurodegenerative Krankheiten vorteilhaft ist (Karussis and Kassis 2007). Uccelli et
al. (2007) berichten iiber die Verwendung neuraler Stammzellen (NSZ) und mesenchymaler
Stammzellen fiir die Behandlung der MS sowie fiir andere autoimmune Erkrankungen des
ZNS. Desgleichen hat die Studie von Magalon et al. (2007) gezeigt, dass der Einsatz von
adulten neuralen Stammzellen eine Alternative fiir die Regeneration von Gehirndefekten

darstellt. Zahlreiche Autoren haben die Wirkung der Statine auf die Apoptose untersucht.
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Dabei wurde der Effekt von Lovastatin und Pravastatin auf das Wachstum und die
Uberlebenschance von Gehirnneuroblasten der Ratte analysiert (Garcia-Roman et al. 2001).
Bei der Ratte wurde festgestellt, dass das Lovastatin und nicht das Pravastatin das
Zellwachstum durch die Erzeugung der Apoptose immortalisierter Gehirnneuroblasten
unterdriickt. Diese Effekte waren mit Minderung der Prenylation von RhoA und Ras
Proteinen verbunden (Garcia-Roman et al. 2001). Dieselbe Arbeitsgruppe hat auch
festgestellt, dass Lovastatin-Effekte auf die Neuroblasten des Gehirns durch die Inhibition des
wichtigsten PI3-K/PKB-Signalwegs entstehen, die das Zellwachstum und das Zelliiberleben
regulieren (Cerezo-Guisado et al. 2005). Die Statine inhibieren nicht nur die Biosynthese von
Mevalonaten, sondern blockieren auch das Wachstum und die Zellproliferation von normalen
Zellen sowie Tumorzellen und induzieren den Zelltod bei Apoptose (Raiteri et al. 1997;
Guijaro et al. 1998).

Allerdings fordern niedrige Atorvastatin-Dosen die funktionelle Wiederherstellung nach
einem Apoplex, wobei sie die Angiogenese, Neurogenese und Synaptogenese induzieren
(Chen et al. 2003). Dagegen inhibieren hohere Atorvastatin-Dosen die Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und Zellmigration (Weis et al. 2002). Desgleichen berichten Bosel and

Endres (2006), dass nur hdhere Statindosen die neuronale Apoptose induzieren kdnnen.

Ein wichtiger, in jlingster Zeit zunehmend in den Fokus der MS-Forschung geriickter Aspekt
ist die degenerative Komponente der MS-Pathogenese, die bei einigen Verlaufsformen eine
dominante Rolle zu spielen scheint. Daraus leitet sich ab, dass therapeutische Interventionen
mit Statinen moglicherweise auch eine neuroprotektive bzw. neuroregenerative Wirkung
entfalten konnen. Grundlage der Neuroregulation ist das Vorhandensein neuraler
Vorléduferzellen, die sich sowohl in Gliazellen, einschlielich Oligodendrozyte als auch in
Nervenzellen differenzieren konnen. Um Hinweise auf die Wirkung von Statinen auf neurale
Vorlauferzellen zu erhalten, wurden die Untersuchungen zur Atorvastatinbeeinflussung auf
Statin-sensitive Proteine in der vorliegende Arbeit durch eine neurale Vorlduferzelllinie
erweitert, und zwar sowohl im Proliferations- als auch im frithen Differenzierungsstadium.

Die Zellen der striatalen Progenitorzelllinie ST14A aus dem primordialen Stratum von Feten
der Spraque-Dawley Ratte des 14. Embryonaltages (Charles River, Italy) wurden im Labor
von Prof. Dr. E. Cattaneo erstmalig isoliert und beschrieben (Cattaneo et al. 1994; Cattaneo
and Conti, 1998). Die Immortalisierung der ST14A-Zelllinie erfolgte durch retrovirale
Transfektion mit einer temperatursensitiven Mutante A58/U19 Allele des SV40 Large T
Antigen (Frederiksen et al. 1988). Bei 33°C permissiver Temperatur proliferieren diese

Zellen normal, exprimieren besonders reichlich Nestin und zeigen Reaktionen auf bFGF
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Stimulationen. AuBerdem exprimieren sie das MAP2 und Jak2 sowie die spezifischen
Wachstumsfaktoren und Wachstumsrezeptoren, den Nerv Growth Factor (NGF) und Trk-
Rezeptoren (Cattaneo et al. 1996; Cattaneo and Conti 1998). Bei nicht-permissiver
Temperatur von 39°C horen die Zellen der striatal Vorlduferzelllinien ST14A auf, sich zu
teilen und differenzieren sich zu Glia- und Neurvenzellen (Renfranz et al. 1991; Almazan and
McKay 1992; Cattaneo et al. 1994; Ehrlich et al. 2001; Hoffrogge et al. 2007) sowie haben
alle Eigenschaften von neuralen Stammzellen (Hoffrogge et al. 2007). Aulerdem produzieren
die Vorlduferzellen unterschiedliche neurotrophische Faktoren, die fiir die Zellproliferation,
das Zelliiberleben sowie fiir die Zelldifferenzierung von spezifischen neuronalen Populationen
wichtig sind (Cattaneo and Pelicci 1998). Desgleichen war der Einsatz von ST14A-Zellen
bei genetischen Experimenten erfolgreich (Cattaneo et al. 1996; Corti et al. 1996). Daher
haben sie eine grofe Bedeutung fiir biochemische, molekulare und biologische Studien
(Salvietti et al. 1996).

Der Ersatz defektiver Neurone durch neuronale Vorlduferzellen ldsst einen neuen Ansatz fiir
die Behandlung verschiedenartiger neurologischer Erkrankungen erkennen, wie
Alzheimerkrankheit, Morbus Parkinson, Chorea Huntington, MS sowie Schlaganfall und
Trauma (Kondziolka et al. 2000; Mitome et al. 2001; Kim et al. 2002; Dezawa 2008; Hara et
al. 2008; Modo et al. 2008; Newman and Bakay 2008; Van Wijmeersch et al. 2008).
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1.5. Fragestellung

In der vorliegenden Studie soll die Wirkung von Statine auf die Expression von Proteinen
untersucht werden, die potentielle Targets und Verlaufsparameter der Statinbehandlung in der
Experimentellen Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE) darstellen. Dazu wurde das in der
Klinik am hiufigsten verwendete Prototypstatin Atorvastatin ausgewéhlt und in der PLP-
Peptid-induzierten EAE der Maus eingesetzt, die durch ihren chronisch-schubformigen
Verlauf der hiufigsten Verlaufsform der multiplen Sklerose (MS) am néichsten kommt.

Aufgabe ist es:

l. Mittels der quantitativen Western-Blot-Methode die Expression zuvor erfolgter
Genexpressionsanalysen bzw. aus Literaturangaben entnommner Statin-sensitive
Proteine in den hauptsichlich von der Krankheit betroffenen Organen (Lymphknoten
und Riickenmark) zu bestimmen. Dabei sollten Unterschiede zwischen

(1) behandelten und

(2) unbehandelten EAE-Mausen sowie

(3) statinbehandelten gesunden Maiusen erfasst werden, die zu den Zeitpunkten

Krankheitsbeginn, erster Schub und erste Remission auftreten.

2. Um Hinweise fiir potentielle neuroregenerative Effekte zu erhalten sollen neurale
Vorlduferzellen in die Untersuchungen einbezogen werden. Dazu ist die Wirkung von
Atorvastatin auf die Expression der gleichen Statin-sensitiven Kandidatenproteine wie

in der EAE in Kurzzeitkulturen einer etablierten neuralen Vorlauferzelllinie unter

(1)  Proliferationsbedingungen und

(2)  frihen Differenzierungsbedingungen zu bestimmen.

Die Untersuchungsergebnisse sollen einen Beitrag zur Etablierung therapeutisch und
prognostisch kriftiger Marker fiir klinische Studien am MS-Patienten sein, die mit

Statinen behandelt werden.
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2. Material und Methoden
2.1. Untersuchungen in der EAE
2.1.1. Induktion und klinische Beurteilung der EAE

Mainnliche SJL Maiuse wurden von der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen und
unter Standardbedingungen im Zentralen Versuchstierhaus der Medizinischen Fakultit der Universitit
Rostock gehalten. Sieben Wochen alte Méuse wurden subkutan mit 150 pg enzephalitogenem Peptid
immunisiert, das die Aminosduren 139-151 des Myelinproteins PLP (American Peptide Company,
Sunnyvale, CA), in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA, Sigma, St. Louis, MO) enthélt. Zum
Erreichen eines potentiell milden, mit MS vergleichbaren Krankheitsverlaufs, und um einen Einfluss
des weiblichen Hormonzyklus auf die Untersuchungsergebnisse auszuschliefen, wurden méinnliche
Tiere bevorzugt. Zusitzlich erhielten die Méduse am 3. Tag nach der Immunisierung (n.i.) 500 ng
Pertussis Toxin (Sigma) intraperitoneal zusammen mit dem PLP-Peptid. Der Schweregrad der
aufgetretenen Paresen wurde wie folgt eingestuft: 0 normal; 1 schlaffe Schwanzparese; 2 leichte

Parese der hinteren Extremititen; 3 schwere Parese der hinteren Extremitéten; 4 Tetraparese.

2.1.2. Behandlung mit Atorvastatin

Bei der Statin-Behandlung erhielten die Tiere 200 pg Atorvastatin (Sortis, Pfizer, Karlsruhe) (B;)
geldst in 100 ul PBS (Lg) pro Maus und Tag oral mittels Mikropipette. Die Dosis entspricht 10mg/kg
Korpergewicht. Die Kontrolltiere erhielten nur 100 pul PBS (Lg). In Anlehnung an den klinischen
Verlauf begann die Behandlung mit Atorvastatin nach Auftreten der ersten Krankheitssymptome am
Tag 10 n.i.. Es wurden folgende experimentelle Tiergruppen gebildet (s. Abb. 3):

A: normale gesunde Kontrolltiere (Tag 0 n.i.),

B, Cund D: EAE-Maiuse an den Tagen 10, 20 bzw. 30 n.i.,

E und F: Kontrolltiere, die 10 bzw. 20 Tage Atorvastatin erhielten, aber nicht immunisiert wurden,

G und H: EAE-Miuse, die ab Tag 10 n.i. 10 bzw. 20 Tage lang Atorvastatin erhielten.

Die behandelten Miuse wurden an den Tagen 10, 20 und 30 n.i. getdtet, entsprechend den
Krankheitsphasen (Beginn, Hohepunkt, und Abklingen der Krankheit). Die Kontrollmiuse erhielten
nur CFA (Sigma).

Das experimentelle Design ist in seinen Grundprinzipien in der Abb. 3 dargestellt.
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Abb. 3 Experimentelles Design der Studie zur Untersuchung von Gen- und Proteinexpression in
Lymphknoten und im Riickenmark von EAE-Tieren mit und ohne Atorvastatin Behandlung. Die
Maiuse der Gruppen B-D wurden mit dem PLP-Peptid 139-151 und CFA am Tag 0 immunisiert und
am Tag 10 (Gruppe B), am Tag 20 (Gruppe C) oder am Tag 30 (Gruppe D) getotet. Die Méause der
Gruppen G und H erhielten Atorvastatin von Tag 10 bis Tag 20 bzw. von Tag 10 bis Tag 30. Den
Kontrollgruppen E und F wurden CFA-Injektionen appliziert und fiir 10 bzw. 20 Tage Atorvastatin
verabreicht. Die Kontrollmiduse der Gruppe A erhielten auch CFA-Injektionen, jedoch kein
Atorvastatin.

Die Experimente wurden entsprechend den gesetzlichen Bestimmungen von der zustidndigen
Aufsichtsbehorde des Landwirtschaftsministeriums des Landes Mecklenburg-Vorpommern

genehmigt.

2.1.3. Priaparation von Lymphknoten und Riickenmark

Die regionalen Lymphknoten (axilldre, préperitoneale, mesenteriale, inguinale und popliteale) der
Tiergruppen A-H wurden jeder Maus aseptisch entnommen und fiir die weitere Verarbeitung (RNA-
und Proteinextraktion) genutzt. Desgleichen erfolgte die Entnahme des Riickenmarks von jeder Maus
der gleichen Tiergruppen. Fiir die RNA- und Proteinextraktion sowie fiir die in dieser Arbeit nicht
dargestellten immunhistochemischen Analysen wurde das Riickenmark in zervikale, thorakale und

lumbo-sakrale Abschnitte aufgeteilt.

2.1.4. RNA-Isolierung aus Lymphknoten und Riickenmark (diese Untersuchungen wurden von Dr.

Dirk Koczan, Institut fiir Immunologie der Universitdt Rostock durchgefiihrt)
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Zur Analyse der Genexpression wurden sédmtliche individuelle mRNAs von Miusen der Gruppen A-H
untersucht. Dazu wurde zundchst die Gesamt-RNA aus den Homogenaten des thorakalen
Riickenmarks und der regionalen Lymphknoten der Tiere unter Verwendung des Extraktionskits der
Fa. Qiagen (Hilden) nach den Angaben des Herstellers isoliert. Die Bestimmung der RNA-

Konzentration erfolgte photometrisch (260 nm, 280 nm).

2.1.5. Genexpressionsanalyse mittels Affymetrix-Mikroarray-Technik (diese Untersuchungen

wurden von Dr. Dirk Koczan, Institut fiir Immunologie der Universitdt Rostock durchgefiihrt)

RNA-Proben wurden entsprechend dem Protokoll des Herstellers (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
markiert. Die Genexpressionsanalyse erfolgte mit dem MOE430 Gen-Chip (Affymetrix), das eine
Kapazitdt von mehr als 22.000 Sondensets besitzt. Die Hybridisierung sowie das Waschen der Gen-
Chips erfolgte wie von Béttcher und Mitarbeitern (2003) beschrieben. Die Intensitit der Fluoreszenz
wurde mit Laser-Scanning (Hewlett-Packard Gene Scanner'™, Palo Alto, CA, USA) bestimmt. Als
Grundlage zur Verarbeitung der Mikroarray-Daten diente die Affymetrix Microarray Suite (MAS) 5.1,
um Expressionswerte (,,Signal®) ,,.Detektion* und ,,Change Calls* sowie zusitzlich die p-Werte fiir
jedes Transkript zu bestimmen. Zur Generierung von Transkript ,,Detektion” und p-Werten wurde der
Wilcoxon-Test benutzt. Qualitative Signale, wie ,,Present™ wurden von den p-Werten abgeleitet. Auf
der Grundlage der Gesamtintensitdt wurden die Daten skaliert (Details siche www.affymetrix.com,
statistische Algorithmen in Reference Guide, Part No. 701110 Rev2). Die Daten der MAS Expression
wurden mit der Software Suite gEnOM (Glass and Gierl 2002; Bansemer et al. 2003) analysiert. Das
erfolgte an vier individuellen mRNA-Proben vom Riickenmark und Lymphknoten aus jeder
Tiergruppe (A-H). Von den individuellen ,,Gen-Signalen” der Repliken wurden der Medianwert
(Zentralwert) errechnet, wenn mindestens drei von vier korrespondierenden ,,Detektion-Signalen®
vorhanden waren. Fiir Gruppenvergleiche wurden Medianwerte bestimmt. Die unterschiedliche
Expression von Genen wurde als Vielfach-Anderung (fold change) des Expressions-Levels im
Vergleich der Tiergruppen ermittelt (siche Abb. 3 und Abb. 4). Gene wurden als experimentell
beeinflusst dann angesehen, wenn sie eine mindestens zweifache Anderungen ihrer Expression
aufwiesen. Unsere frilheren Mikroarray-Experimente sowie Veroffentlichungen anderer Autoren
(Ibrahim et al. 2001; Whitney et al. 2001; Lock et al. 2002; Mix et al. 2002; Béttcher et al. 2003;
Denoyelle et al. 2003; Mycko et al. 2003; Nicot et al. 2003; Sturzebecher et al. 2003; Mix et al. 2004;
Pahnke et al. 2004) haben gezeigt, dass die zweifache Anderung des Expressionslevels sich als
Grenzwert fiir eine Signifikanzbetrachtung eignet. Die in Abb. 4 gezeigten Ergebnisse reprasentieren

die Anzahl der Gene, die im Gruppenvergleich nach dieser Definition signifikant veréndert waren.
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Abb. 4 Anderungen der Genexpression in Lymphknoten (LN) und im Riickenmark (SC) zwischen
verschiedenen Tiergruppen. Die Genexpressionsanalyse erfolgte mittels Affymetrix Microarray Assay.
Die Anzahl der Gene, die im Gruppenvergleich mehr als zweifach hochreguliert waren, sind in
Kursivschrift angegeben, die mehr als zweifach herunterregulierten Gene in Normalschrift. So ergab z.
B. der Vergleich der EAE-Tiere 10 Tage nach EAE-Induktion (Gruppe B) mit den Kontrolltieren ohne
EAE-Induktion und ohne Statinbehandlung (Gruppe A), dass in den Lymphknoten 16 Gene hoch- und
62 Gene herunterreguliert waren. Im Riickenmark betrug die Anzahl der hochregulierten Gene 286
und die der herunterregulierten Gene 42 (entnommen aus Mix et al. 2006). Auf die gezeigten Resultate
wird in Abschnitt 3.1.1. des Ergebnisteils nidher eingegengen.

2.1.6. Proteinextraktionen aus Lymphknoten und Riickenmark

Zum Vergleich der mit Mikroarray-Technik gewonnenen Ergebnisse wurden Untersuchungen an
ausgewihlten Genen auf Proteinebene durchgefiihrt. Dazu wurde die Expression der folgenden vier
Genprodukte mit der quantitativen Western-Blot-Methode untersucht (Odyssey-System, LI-COR-
Technologie): COX-1, HSP105, ICAM-1 und CD86. Die Expression von zwei Genen (COX-1 und
HSP105) war bei Anwendung der Mikroarray-Technik unterschiedlich reguliert. Zwei weitere Gene
(ICAM-1 und CD86) wurden in der Literatur als Statin-sensitiv beschrieben (Stuart and Racke 2002;
Dedrick et al. 2003; Ledeboer et al. 2003; Okouchi et al. 2003; Yilmaz et al. 2004).

Die von den Lymphknoten und vom Riickenmark fiir die Western-Blot-Untersuchungen entnommenen
Proben wurden getrennt in Eppendorf-Reaktionsréhrchen 1,5 ml (Vig) bei -80°C aufgenommen.
Danach wurden sie mit einem Cocktail von 60 ul - 150 pl Lysispuffer (T-PER Tissue Protein
Extraction Reagent, Pierce, Rockford, IL, USA) (B¢) und 6 ul - 15 ul ,,Complete Mini“ (10:1) (B;)
lysiert. Die optimale Verdiinnung erfolgte nach unseren eigenen FErfahrungswerten. Die
Gewebeproben wurden fiir die Lyse fiinfmal in fliissigem Stickstoff (N,) fiir 20 sec eingefroren und

unter warmem Wasser wieder aufgetaut. Nach jedem Tauvorgang wurden die Proben gut gemischt,
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anschlieBend zentrifugiert (17.000 x g; 5 min; 20°C) und die Uberstinde fiir die Weiterverarbeitungen
verwendet. Fiir die Proteinmessung wurden ein BCA-reagent-Kit (Pierce Chemical Co, Rockford,
USA) (B,), eine 96-Well-Platte (V3), ein Photometer (Gg) und die Herstellersoftware Easy-win-fitting
(S;) verwendet. Zur Kalibrierung diente eine Standardverdiinnungsreihe von Rinderserumalbumin.
Aus den Testproben wurden 5 pl entnommen und in 25 pl Aqua dest verdiinnt (1:6). Bei hohen
Proteinkonzentrationen wurden zusitzlich 1:18 Verdiinnungen vorgenommen. Danach erfolgte die
Inkubation der 96-Well-Platten bei 37°C fiir 1h und anschlieend die Extinktionsbestimmung im
Photometer (Gg). Nach Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration wurden die Testproben durch
Zusatz eines gleichen Volumens von 2x Laemmli-Puffer (2% SDS, 10% Glycerol, SmM EDTA,
62,5mM Tris, 0,025% Bromphenolblau, 5% B-Mercaptoethanol) (Laemmli 1970) nochmals 1:2

verdiinnt, bei 95°C fiir 5 min denaturiert und bei -20°C gelagert.

2.1.7. Western-Blot (Odyssey-System)

Die Trennung des préparierten Proteingemisches erfolgte durch SDS-Gel-Elektrophorese unter
Verwendung eines SDS-Polyacrylamidgels (ready to use, 4-15% Tris-HCI Criterion Precast Gel 1,0
mm; 12+2 Comb, 45 ul, Bio-Rad, Miinchen) (By). Fiir die Bestimmung der Testproteine wurden
jeweils 5 ug Protein in die Probentaschen des Gels eingebracht. Als Referenzprotein diente das
»Housekeeping Protein“ B-Aktin, zu dessen Bestimmung jeweils 2,5 pug Protein in parallele Lanes
eingebracht wurde. Die Elektrophorese erfolgte unter Verwendung von Elektrodenpuffer (L;) und
einer Mini-Elektrophoresekammer (Criterion-Cell, Bio-Rad, Miinchen) (G3), bei konstantem Strom
von 120 V und dauerte 1,5-2 Stunden. Als Gelladepuffer wurde 1x Laemmli-Puffer (Ls) benutzt. Als
Molekulargewicht-Marker diente ein Prestained-Proteinmarker (,Ready-to-use’, peqGOLD Protein-
Marker IV, Biotechnologie GmbH, Erlangen) (B;). Wéhrend der Elektrophorese wurden 6
Papierbldtter Whatman (3M, Neuss) und eine Nitrozellulosemembran (Amerscham Pharmacia
Biotech, Freiburg) (V,7) im Format 15x7 cm fiir 30 min - 1 h in Transferpuffer (L;,) aktiviert. Nach
der Elektrophorese wurde das Gel in Transferpuffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Ubertragung der Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel (B,) auf die Nitrozellulosemembran (V).
Dazu wurden die Proteine in einer semi-dry-Blotkammer (Bio-Rad) (Gy) unter Verwendung von
Transferpuffer (L;,) bei konstantem Strom von 0,8 mA/cm” 1,5 h auf eine Nitrozellulosemembran
(V17) geblottet. SchlieBlich wurde die Membran fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur und leichtem
Schiitteln in 10 ml Odyssey® Blocklosung (Blockpuffer) (L;) geblockt. Die Primérantikérper wurden
mit der Blocklosung (L;) verdiinnt. Die optimale Verdiinnung erfolgte nach eigenen
Erfahrungswerten. Die Nitrozellulosemembran wurde mit der Primérantikorper-Verdiinnung iiber
Nacht bei 4°C inkubiert.

Als Primérantikorper wurden folgende Antikorper benutzt: Anti-CD86 (B7-2), (von der Ratte, gegen
Maus, monoklonal, BD Biosciences, Pharmingen), Anti-Cyclooxygenase-1 (COX-1) (vom Kaninchen,

gegen Maus, polyklonal, Chemicon, Hofheim), Anti-Interzellulire Adhédsion Molekiil-1 (ICAM-1)
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(von der Ziege, gegen Maus, polyklonal, R&D Systems, Wiesbaden), Anti-Hitze-Schock-Protein-105
(HSP105) (von der Ziege, gegen Maus, polyklonal, Santa Cruz, Heidelberg) und Anti-B-Aktin (von
der Maus, gegen Maus, monoklonal, Sigma, Taufkirchen). Die benutzten priméren Antikdrper sind im
Anhang A. (Tabelle 6) aufgefiihrt.

Als néchster Schritt wurde die Membran (V,7) bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln viermal
in 0,1 M PBS (pH7,4) und 0,1% Tween 20 (PBS-T) (L,;) gewaschen. Danach wurde sie fiir 1 Stunde
bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln in Perfect Western ™ Containers (Gg) mit dem zweiten

Antikdrper inkubiert.

Als Zweit-Antikorper wurde fluoreszierendes (i) Alexa Fluor 680 von der Ziege, gegen-Kaninchen
IgG; (i1) Alexa Fluor 680 von der Ziege, gegen-Ratte IgG oder (iii) Alexa Fluor 680 vom Esel, gegen-
Ziege IgG (alle Molecular Probes, Karlsruhe), verdiinnt 1:2 000 mit Odyssey® Blocklosung (L;),
sowie (iv) IRDye 800CW konjugiert, von der Ziege, gegen-Maus IgG (von Rockland, erhalten von
BIOMOL, Hamburg) und verdiinnt 1:5 000 mit Odyssey® Blocklosung (L;) verwendet. Die
Zweitantikorper sind im Anhang A. (Tabelle 7) aufgefiihrt. Die optimalen Verdiinnungen wurden in
Vorversuchen ermittelt. Die Inkubation erfolgte unter Lichtschutz.

AbschlieBend wurde die Membran (V;;) bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln und
Lichtschutz viermal in 0,1 M PBS (pH7,4) und 0,1% Tween20 (PBS-T) (L,;) gewaschen.

Alle Blots wurden in den Kanilen 700 nm fiir Alexa Fluor 680 gefirbte Antikorper und 800 nm fiir
IRDye 800CW gefirbte Antikdrper gescannt. Die Signalstirken wurden unter Verwendung der
Odyssey Software Version 1.2 (S4) gemessen und durch das als Referenzprotein mitgefiihrte 3-Aktin
normalisiert.

Die Membranen konnen bei Bedarf bei 4°C und Lichtschutz in PBS (pH 7,4) (L,o) iiber Wochen bis

Monate aufbewahrt werden.

2.2. Untersuchungen in der Zellkultur

2.2.1. Kultivierung der striatalen Vorliuferzellen der Ratte ST14A

Zellkultivierungsbedingungen. Die Zellen wurden als Monolayer in serumhaltigem, komplettem
Kulturmedium (DMEM) (L)) in feuchtigkeitsgesittigter Atmosphire bei 5% CO, bei permissiver
Temperatur von 33 °C sowie bei nicht permissiver Temperatur von 39 °C kultiviert. Die Zellkultur-

Volumina variierten zwischen 10 ml pro Petrischale (V) und 100ul pro Well in 96-Well-Platten (V3).

Zellernte. Nach Wachstum bis zur Konfluenz wurden die Zellen mittels Trypsin/EDTA-Methode
geerntet. Dazu wurde Kulturmedium (DMEM) (L,) aus der 60-mm-Petrischale (V,) vorsichtig
abgesaugt und die Petrischale mit 5 ml steriler kalter phosphatgepufferter Losung (PBS) (Lg)
abgespiilt. Nach dem Absaugen von PBS wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA (L;3) fiir 7
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Minuten bei 37°C unter mikroskopischer Kontrolle inkubiert. AnschlieBend wurde zur Inhibition der

Trypsin/EDTA-Ldsung die doppelte Menge vom Kulturmedium zugegeben.

Zellsplitting. Konfluente Zellkulturen wurden jeden 2. Tag gesplittet. Nach Zellemte (s. oben) wurde
die gesamte Zellsuspension (6 ml) auf drei neue 60-mm-Petrischalen (V,) verteilt (in jede Schale 2 ml)

und jeweils 10 ml Kulturmedium (L) zugegeben.

Zellzihlung. Fiir die Zellzdhlung wurde der Inhalt einer Petrischale (6 ml Zellsuspension) in ein 15 ml
»Falcon® Rohrchen (V) liberfiihrt und (200 x g) 5 min bei RT zentrifugiert. Der Zelliiberstand wurde
vorsichtig abgesaugt und die Zellen in 1 ml DMEM (L,) resuspendiert. Danach wurden 10 pl der
Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau (Li4) gemischt und in eine Biirker-Zahlkammer (G,) gefiillt.
Anschlieend wurden die in 25 Kleinquadranten befindlichen ungefarbten vitalen Zellen gezéhlt. Die
Zellzahl wurde mit dem Verdiinnungsfaktor Trypanblau und 10.000 multipliziert, was die Anzahl
vitaler Zellen in 1 ml ergab (z.B. 24 x 2 x 10* = 0,48 Mill/ml).

Zelllagerung. Konfluente Zellkulturen wurden aus 60-mm-Petrischalen (V,) durch Trypsin/EDTA
geerntet (s. oben). Das Zellpellet wurde in 1 ml Gefriermedium (L;) aufgenommen und in ein
Kryordhrchen (V) tiberfiihrt. Die Kryordhrchen mussten mindestens 1 Tag bis hochstens 7 Tage bei -
80 °C in einem Isolierbehilter autbewahrt werden. Danach erfolgte eine Uberfiihrung der Zellen zur

dauerhaften Lagerung in fliissigen Stickstoff.

Rekultivierung. Eingefrorene Zellen wurden aus dem fliissigem Stickstoff entnommen und in einem
37°C-Wasserbad aufgetaut. Die Zellsuspension (90% FBS + 10% DMSO) wurde in ein 15 ml
»Falcon Rohrchen (Vi4) tberfiihrt und mit 10 ml kaltem Kulturmedium (L;) gemischt und
zentrifugiert (500 x g, 5 min, RT). Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1 ml
Kulturmedium (L) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf im Brutschrank vorgewéarmte 60-mm-
Petrischalen (V,) mit je 4 ml Kulturmedium aufgeteilt. Die Kulturschalen wurden iiber Nacht bei 33°
inkubiert. Am néchsten Tag wurden tote Zellen aus der Kultur durch Mediumwechsel entfernt.
Anschlielend erfolgte die Weiterkultivierung bei 33°C zur Zellvermehrung bzw. bei 39°C den In-Zell-

Western-Test.
2.2.2. Zellvitalititsbestimmung mittels Nissl-Firbung
Zum Ausschluss toxischer Einfliisse von Atorvastatin auf die ST14A-Zellen, wurde die

Kresylviolettfarbung nach Nissl angewendet. Die Nissl-Farbung (genannt nach Franz Nissl, 1860-

1919) ist eine histologische Farbtechnik, zur Darstellung der Tigroidschollen in den Nervenzellen.
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In jeweils zwei unabhéngigen Experimenten wurden 8-kammerige Chamber-Slides (V;3) mit 10 000
bzw. 20 000 Zellen pro Kammer gefiillt. Die ST14A-Zellen wurden iiber 4h, 24h, und 48h mit
unterschiedlichen Atorvastatin-Konzentrationen (10° M, 10° M, 107 M) sowie Kontroll-Zellen mit
PBS (Lg) inkubiert. Die Experimente wurden sowohl bei 33°C (permissiver Temperatur) als auch bei
39°C (nicht-permissiver Temperatur) mit Doppelbestimmungen der experimentellen Ansétze

durchgefiihrt.

Nach Beendigung der Inkubation wurden die Zellen in PBS (Lg) gespiilt und in 3,7% PFA (pH 3,7)
(Lo) 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurden sie erneut zweimal 1 min in PBS (Lg) gespiilt
und nach kurzem Abtropfen, 60 Min in einer Nissl-Losung (Kresylviolettazetatlosung) (L¢) bei
Raumtemperatur gefarbt. AnschlieBend wurden die Chamber-Slides zweimal 1 min mit Aqua bidest.
gesplilt und danach in einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 1 min in 70%, 80%, 90%) dehydriert. Die
Differenzierung erfolgte in 96% Isopropylalkohol. Die Praparate wurden zweimal 5 min in Xylol (By;)

gespiilt und mit Entellan, Neu (Bs) eingedeckt.

Die Zellzdhlung (10x Objektiv) erfolgte in einem Lichtmikroskop (Zeiss) (Gs), das mit einem
Projektionsspiegel ausgestattet war (Abb. 5). Unter dem Projektionsspiegel befand sich ein
Leuchttisch, auf den ein Zahlgitter (Grid) gelegt war, in welches das mikroskopische Bild projiziert
wurde. Das benutzte Grid F3 hat sechs Rahmen mit so genannten ,,verbotenen Linien. Dieses Grid
wurde nach Einstellung des auszuwertenden Gesichtsfeldes zufillig unter den Projektionsspiegel
platziert. Es wurden die Zellen gezihlt, die in den Zahlrahmen des Grids lagen, aber ihre linke und
untere verbotene Linie nicht beriihrten. Die Zellen, deren Somata auerhalb der Rahmen lagen, aber
die rechte und obere Linie tangential beriihrten, wurden mitgezdhlt. Nach der Ermittlung des

Mittelwertes wurden die Zelldichte (ZD) pro mm?: ZD = [Zellen / mm?] und der Standardfehler

ausgerechnet.
ZD = ZQ
naxa
Q: Treffer (Anzahl der Uberlagerungen vom MeBgitter und den auszuwertenden
Strukturen)
na: Anzahl der Mef3felder

a: GroBe eines MeBfeldes (0,04 mm?, 10x Objektiv)
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Die Anzahl der auszuwertenden Messgrids wurde nach Gundersen und Jensen (1987) in Form einer
Testauswertung bestimmt. Hierzu wurde der coefficient of error (CE) fiir die Zellzahl berechnet, der
mit 9% fiir die Auswertung von 6 Messgrids deutlich kleiner als der Schwellwert von 25% ist, so dass
nicht mehr, sondern eher weniger Messfelder ausgewertet werden mussten. Im Fall einer groBeren
Variabilitdt der Zelldichten in den Priparaten, wiirde der CE bei gleichbleibender Anzahl der
ausgewerteten Messgrids groBer sein. Der Atorvastatin-Effekt wird im Ergebnisteil in Prozent der

Kontrollwerte angegeben.

Abb. 5 Stereologische Auswertung von zytologischen Praparaten
a) Grid fiir Zellzdhlung (Grid F3);

b) Mikroskopisches Bild mit projiziertem Grid MaBstab: 100 pm;
¢) Mikroskop mit dem Projektionsspiegel und Leuchttisch.
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2.2.3. In-Zell-Western-Analyse

Die von LI-COR® Bioscience (Lincoln, Nebraska) entwickelte In-Zell-Western-Methode ermdglicht
die quantitative Analyse der Proteinexpression in Zellkulturen, Gewebeschnitten und in vivo. Fiir die
vorliegenden Experimente wurden die adhdrenten Zellen in Mikrotiterplatten fixiert und
permeabilisiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation mit Primér- und Sekundirantikérpern. Die
Sekundérantikorper sind dabei mit Infrarotfarbstoffen konjugiert. Im Gegensatz zur traditionellen
Einkanaldetektion arbeiten LI-COR® Systeme mit zwei klar voneinander separierten
Fluoreszenzkanilen (700 nm und 800 nm). Diese ermoglichten den simultanen Nachweis von zwei
Zielstrukturen. Damit kann (a) der Durchsatz gesteigert, (b) die Genauigkeit der Daten erhoht und (c)
eine exakte Quantifizierung durchgefiihrt werden. Eine entscheidende Vorraussetzung fiir die préizise
Bestimmung der Proteinmenge ist die Normalisierung der Daten, die mit Hilfe des Fluoreszenzkanals
die Variation der Zellzahl der Probe korrigiert. Im zweiten Schritt wird das Fluoreszenzsignal im
zweiten Kanal quantitativ erfasst, wo das Signal nach Korrektur von unspezifischem
Hintergrundrauschen gegen die unterschiedliche Zellzahl pro Well normalisiert wird. Die
Signalerfassung im infraroten Wellenlédngenbereich ist fiir Nachweisverfahren eine wichtige
Voraussetzung. Zellen, KunststoffreaktionsgefdBle und -platten sowie Wirkstoffe konnen im sichtbaren
Fluoreszenzbereich eine  signifikante  Autofluoreszenz  aufweisen. Dieses unspezifische
Hintergrundsignal ist im Infrarotbereich stark verringert, was zu einer deutlich hoheren Sensitivitét

und Leistungsfahigkeit des LI-COR® Systems fiihrt.

Mit dieser Methode wurden die striatale Vorlduferzellen der Ratte ST14A untersucht. Dazu wurden
drei unabhingige Experimente durchgefiihrt und die Zellen bei permissiver Temperatur von 33°C
sowie bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C in unterschiedlichen Zeitabstdnden (4 h, 24 h, 48 h)
mit verschieden Atorvastatin-Konzentrationen (10°M, 10°M  und 107M) analysiert. Jeder
experimentelle Ansatzt erfolgte als Dreifachbestimmung.

Die Vorbereitung der Zellen zur Aussaat in 96-Well-Platten erfolgte wie im Abschnitt 2.2.1.

beschrieben.

Die Konzentration der Zellen wurde so eingestellt, dass in jeder Vertiefung der 96-Well-Platte (V3)
200 pl 20 000 Zellen erhielten. Anschlielend wurden die Zellen bei permissiver Temperatur von
33°C und nicht-permissiver Temperatur von 39°C 4 h, 24 h und 48 h mit den drei Atorvastatin-

Konzentrationen inkubiert (Inkubationsschema siche Abb. 6).
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Abb. 6 Schematische Darstellung einer 96-Well-Platte fiir die In-Zell-Western-Methode. Die
Konzentration der Zellen wurde so eingestellt, dass in jeder Vertiefung der Dreifachansitze 200 pl mit
20 000 Zellen enthalten sind. AnschlieBend wurden die Zellen bei permissiver Temperatur von 33°C
oder nicht-permissiver Temperatur von 39°C 4 h, 24 h oder 48 h mit den drei Atorvastatin-
Konzentrationen (10°M, 10°M und 10”"M) bzw. ohne Atorvastatin inkubiert, fixiert und gefirbt. Die
Kontrolltripletts, die nur mit fluoreszierenden sekundidren Antikdrpern behandelt wurden, sind in der
unteren Reihe dargestellt.

Nach Beendigung der Inkubation wurde das Kulturmedium (L;) aus der 96-Well-Platte (V;) unter
Verwendung einer Multi-Kanal-Pipette (V;s) abgesaugt, wobei das Kulturmedium nur auf die
Kammerwand aufgetragen wurde, um die am Boden fixierten Zellen nicht zu verlieren.

Danach wurden die Zellen mit 4% Formaldehyd in PBS 20 min bei Raumtemperatur ohne Schiitteln
fixiert.

Die Fixierungsldsung setzt sich wie folgt zusammen:

45 ml 1x PBS
S5 ml 37% Formaldehyd
Insgesamt 50 ml  3,7% Formaldehyd

Mittels einer Multi-Kanal-Pipette (V,5) wurden 150 pl frische Fixierungslosung bei Raumtemperatur
in jedes Well gefiillt. AnschlieBend wurde die Fixierungslosung aus der 96-Well-Platte unter

Verwendung von einer Multi-Kanal-Pipette in einen speziellen Abfallcontainer abgesaugt.
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Danach erfolgte die Zell-Permeabilisierung, wozu die 96-Well-Platte viermal mit 1x PBS + 0,1%
Triton X-100 5 min gespiilt wurde.

Die Permeabilisierungslosung wurde wie folgt angesetzt:
495 ml 1x PBS
5ml 10% Triton X-100

Unter Verwendung einer Multi-Kanal-Pipette (V5) wurden 200 pul frische Permeabilisierungslésung in
jedes Well gegeben. Die Permiabilisierung erfolgte bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln.
Danach war es wichtig, die Zellen nicht trocknen zu lassen und sofort eine neue Spiillosung
zuzugeben. Als nichstes wurden die Zellen 1 h bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln mit LI-
COR Odyssey® Blockpuffer (L;) inkubiert. Mittels einer Multi-Kanal-Pipette wurden 150 pl LI-COR
Odyssey® Blockpuffer in jedes Well gefiillt und anschlieBend der LI-COR Odyssey® Blockpuffer
abgesaugt.

Fiir Kontroll-Inkubationen unter Weglassen des Primirantikérpers wurde der LI-COR Odyssey®
Blockpuffer (L;) nicht abgesaugt. Die Zellen wurden hier bis zur Zugabe des zweiten Antikdrpers nur

mit dem LI-COR Odyssey® Blockpuffer inkubiert.

Im nichsten Schritt wurden die Zellen mit primdren AntikOrpern inkubiert, die mit LI-COR
Odyssey® Blockpuffer (L;) (1:50) verdiinnt waren. Die optimalen Verdiinnungen wurden in
Vorversuchen bestimmt. Mittels einer Multi-Kanal-Pipette (V;s) wurde 50 pl der priméren
Antikorper-Verdiinnung in die Wells gegeben. Die Inkubation erfolgte 2 Stunden bei Raumtemperatur
und leichtem Schiitteln.

Die benutzten priméren Antikérper sind im Anhang A. (Tabelle 8) aufgefiihrt.

Nach der Inkubation mit dem primiren Antikérpern wurde die 96-Well-Platte (V) viermal fiir 5 min
bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln mit 1 x PBS + 0,1% Tween-20 (L;,) gespiilt.
Die Tween Waschlosung wurde wie folgt vorbereitet:
995 ml 1 x PBS
Sml 20% Tween-20

Die sekunddren Antikdrper wurden in Odyssey Blocking Piiffer (L;) unter Lichtschutz (1:200)
verdiinnt. Die optimale Verdiinnung der Antikorper erfolgte nach Vorversuchen.

Mittels einer Multi-Kanal-Pipette (V,s) wurden 50 pul der sekundédren Antikorper Verdiinnungen in die
Wells gegeben. Die Inkubation mit dem zweiten Antikdrper erfolgte 1 Stunde bei Raumtemperatur
unter leichtem Schiitteln. Beim Inkubieren musste die Platte vor Licht geschiitzt werden!

Die Zweitantikorper sind im Anhang A. (Tabelle 9) aufgefiihrt.
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In der Folge wurde die 96-Well-Platte (V;) viermal 5 min bei Raumtemperatur unter leichtem
Schiitteln mit 1 x PBS + 0,1% Tween-20 (L;;) gespiilt. Dafiir wurden mittels einer Multi-Kanal-
Pipette 200 pul Tween Waschlosung pro Well bei Raumtemperatur zugegeben. Beim Waschen musste

die Platte vor Licht geschiitzt werden!

Abschlieend wurde die 96-Well-Platte in den Kandlen 700 nm fiir Alexa Fluor 680 gefarbte
Antikdrper und 800 nm fiir IRDye 800CW gefirbte Antikdrper gescannt. Die Messung an
Signalstarken erfolgte unter Verwendung der Odyssey Software Version 1.2 (S4). Sie wurden gegen

das als Referenzprotein mitgefiihrte 3-Aktin normalisiert.

Die Fluoreszenzsignale blieben mehrere Wochen stabil.
Zur Aufbewahrung wurden mittels einer Multi-Kanal-Pipette (Vs) 200 ul PBS (pH7,4) (L1o) pro Well
zugegeben. Die Lagerung der Platten erfolgte unter Lichtschutz bei 4°C oder -20°C.

2.3. Statistik

Die Statineffekte wurden auf statistische Signifikanz durch Mittelwertvergleich der integrierten
Fluoreszenzintensititen von Proben mit und ohne Atorvastatinexposition im Student’s t-Test gepriift.

Die Signifikanzschwelle wurde mit p<0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Statineffekte in der EAE in vivo

3.1.1. Genexpression (Mikroarray-Analyse)

Um eine moglichst vollstindige Identifizierung der Gene vornehmen zu koénnen, deren
Expression im Krankheitsverlauf der EAE von Statinen beeinflusst werden, erfolgte eine
Microarrayanalyse der Genexpression in Lymphknoten und Riickenmark von Atorvastatin-
behandelten EAE-Maiusen zu vier verschiedenen Zeitpunkten. Diese lagen vor der EAE-
Induktion (Tag 0), in der Initialphase der Erkrankung (Tag 10), auf dem Krankheitshohepunkt
(Tag 20) und in der Remissionsphase (Tag 30) durchgefiihrt. Zum Vergleich wurden zu den
gleichen Zeitpunkten Atorvastatin-behandelte Kontrollmidusen untersucht. Die Analyse
umfasste 12.000 Gene. Eine um das Zweifache geénderte Expression im Vergleich zweier
Tiergruppen wurde in Ubereinstimmung mit den meisten Literaturmitteilungen und
vorausgegangenen eigenen Mikroarray-Untersuchungen in anderen Systemen als signifikant
angesehen. Die Ergebnisse der Vergleichsanalyse zwischen den verschiedenen Tiergruppen
sind in Abb. 4 zusammengestellt, die bereits im Abschnitt 2.1.5. des Kapitels Material und
Methoden gezeigt wurde. Daraus ist ersichtlich, dass die hochste Anzahl hochregulierter Gene
(386 bzw. 394) 10 bzw 20 Tage nach EAE-Induktion im Riickenmark auftrat. Atorvastin
beeinflusste jedoch mehr Gene in den Lymphknoten als im Riickenmark. Die Mehrzahl der
regulierten Gene war generellen Zellfunktionen zuzuordnen wie Zellzyklusregulation und
DNA-Reparatur, Gentranskription, Proteinprozessierung, Signaltransduktion, Auf- und
Umbau des Zytoskeletts sowie Reaktion auf oxidativen Stress. Die vollstindige Liste aller
regulierten Gene findet sich im Supplement der Verdffentlichung von Mix und Mitarbeitern
(2006) und ist im Internet unter doi: 10. 10. 16/ j. jaut. 2006. 09. 006 abrufbar.
Uberraschenderweise waren auch einige ZNS-Gene in Lymphknoten exprimiert, wobei die
Mehrzahl von ihnen durch Atorvastatinbehandlung hochreguliert wurde, und zwar sowohl in

der EAE- als auch in der Kontrolltiergruppe.

Bei 14 Genen war die Expressionsidnderung ausschlieBlich durch die Atorvastatinbehandlung
und nicht durch die EAE-Induktion bedingt. Diese Gene sind in Tab. 4 aufgefiihrt. Fiinf von
ihnen waren nur in EAE-Maiusen beeinflusst, 9 sowohl in EAE- als auch in Kontrollmiusen.
Hinsichtlich ihrer Funktion hatte die Hilfte der 14 Gene eine Beziehung zur Zelladhision
(Thrombospondin-1  (TSP-1), Connexin-43, Galectin-3 und Dectin-1) oder zur
Chemokin/Zytokin-vermittelten Zellmigration (Pentraxin-3 (PTX-3), suppressor of cytokine
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signaling-3 (SOCS-3) und CCL-11). Andere codierten fiir die B-Zellmarker CD28 und
CD79B, die Enzyme Cyclooxygenase-1 (COX-1) und Carboanhydrase-3 (CAR-3), das Ca++-
bindende Signalmolekiil S100-A4, das Hitzeschockprotein HSP105 und das Peptidhormon
Inhibin-1. Die Mehrzahl dieser Atorvastatin-sensitiven Gene (12/14) war in EAE-Méusen
hochreguliert, entweder in den Lymphknoten (TSP-1, CCL-11 und HSP105 nach 20 Tagen
Atorvastatinbehandlung) oder im Riickenmark (CD20, CD79B und CAR-3 nach 10 Tagen
Atorvastatinbehandlung und Galectin-3, Dectin-1, SOCS-3, S100-A4 und CAR-3 nach 20
Tagen Astorvastatinbehandlung) oder in beiden Geweben (PTX-3 nach 20 Tagen
Atorvastatinbehandlung). Nur Connexin-43 und COX-1 waren ausschlielich
herunterreguliert, und zwar in den Lymphknoten nach 10 Tagen Atorvastatinbehandlung. Bei
den Kontrollmiusen waren nahezu alle Atorvastatin-sensitiven Gene (8/9) hochreguliert, und

zwar hauptsédchlich in den Lymphknoten.

Tabelle 4. Zusammenstellung der Gene, deren Expression bei EAE-Méiusen und/oder
Kontrolltieren  selektiv durch die Behandlung mit Atorvastatin verdndert war
(entnommen aus Mix et al. 2006).

Atorvastatin-responsive genes in EAE mice and control mice

Gene Acoession no. Direction Time of Direction Time of Tissue Functional
af change Atorvastatin Tissue of change Atorvastatin £ IO
in EAE treatment Isue in control treatment
mioe {days) mice (days)
Thrombospondin-1 (TES-1) AT3IR5532 Lip 20 In* Up 10 In Adhesion molecules!
Daown 10 In adhezion regulators
Connex in-43 NM_0102ER Daown 10 In Up 10 In
Galectin-3 X16H34 Lip 20 sc® Down 20 w0
Daown 10 o
Dectin- 1 NM_ 020008 Lp 20 o
Pentraxin-3 (FTX-3) NM_DORIET Uip a0 In, sc Up 10 In Cytokinesfchemokines!
Daown 10 I, s a0 In cytokine regulators
Suppressor of cell NML_O0TTaT Up 20 s ] 10 In, =2
signaling-3 (S0C5-3) Daown 10 s 20 In
Chemokine (CC motif) NM_011330 Lp 20 In p 10 In
ligand-11 (CCL-11)
B cell marker CT020 BEGRGS TR Uip 10 S B cell molecules
B cell receptor component NM_D0#I39 Uip 10 S
CDT9E
Cyeloox ygenase-1 {O0X-1) NM_D(ENGD Daoown 10 In Metabolic enzymes
Carbonic anhydrase-3 (CAR-3) AR AGTI Lip 10 ] Uip 20 s
20 &0
Ca™*-binding protein 5 100- A4 D208 Lp 20 o Signaling molecules
Heat shock protein- 105 BI49aT1T Uip 20 In Up a0 In Stress molkecules
(HEP-105)
Inhibin-E 1 BEB153211 Lp 20 In Up 10 In Homuones
Daown 10 In
10 i

* In=lymph nodes,
® o =spinal cond.
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3.1.2. Proteinexpression (Western-Blot-Analyse)

Um die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse auf der Proteinebene zu verifizieren und
mogliche Verdnderungen der Expression von Proteinen durch die Atorvastatinbehandlung zu
erfassen, bei denen keine signifikante Genexpressionsinderung gefunden wurde, solche aber
auch in der Literatur als Statin-sensitiv bekannt sind, wurde eine quantitative Western-Blot-
Analyse durchgefiihrt. Fiir die Untersuchungen wurden aus der Genexpressionsanalyse
HSP105 und COX-1 sowie aus der Literatur das interzelluldre Adhésionsmolekiil ICAM-1
und das Lymphozytenfunktionsmolekiil CD86 ausgewéhlt. Die Abbildungen 7-9 zeigen
beispielhaft die Blotergebnisse fiir [CAM-1. Die Western-Blots der Proteine HSP105, COX-1
und CD86 sind im Anhang B widergegeben.
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Abb. 7 Proteinexpression von ICAM-1 in Lymphknoten (LK) von EAE-Miusen im
Krankheitsverlauf (A-D = 0, 10, 20 und 30 Tage n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A-D) und
mit Atorvastatinbehandlung (G = vom 10. — 20. Tag n.i., H = vom 10. — 30. Tag n.i.). Der
Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung
von fluoreszierenden sekunddren Antikdrpern fiir ICAM-1 (rot) sowie fiir das ,,housekeeping™
Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 8 Proteinexpression von ICAM-1 im Riickenmark (RM) von EAE-Maiusen im
Krankheitsverlauf (A-D = 0, 10, 20 und 30 Tage n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A-D) und
mit Atorvastatinbehandlung (G = vom 10. — 20. Tag n.i., H = vom 10. — 30. Tag n.i.). Der
Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung
von fluoreszierenden sekundiren Antikorpern fiir ICAM-1 (rot) sowie fiir das ,,housekeeping*

Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 9 Proteinexpression von ICAM-1 in Lymphknoten (LK) und im Riickenmark (RM) von
Kontrollmédusen ohne Atorvastatinbehandlung (A) und mit Atorvastatinbehandlung (E = 10

Tage Behandlung, F = 20 Tage Behandlung). Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte
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mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung von fluoreszierenden sekundiren
Antikorpern fiir ICAM-1 (rot) sowie fiir das ,housekeeping® Protein B-Aktin (griin). Die
Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.

Fiir jede Proteinanalyse wurden 6 Gewebsextrakte aus 6 verschiedenen Maiusegruppen
zweifach auf ein Gel aufgetragen, auf der linken Seite zur Analyse des Zielproteins (hier
ICAM-1) und auf der rechten Seite zur Analyse des Referenzproteins B-Aktin. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung des Proteingemisches und dem Proteintransfer auf die
Blotmembran wurde diese geteilt, um die beiden Proteine getrennt mit den komplementéren
Antikdrpern detektieren zu konnen. Die Bandenstirken wurden iiber die Messung der
integrierten Fluoreszenzintensitdt quantifiziert und die Werte fiir das Zielprotein (hier ICAM-
1) durch Division durch die korrespondierenden Werte des Referenzproteins B-Aktin

normiert.
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Abb. 10 Quantitative Verdanderungen der Proteinexpression von HSP105, COX-1, ICAM-1
und CD86 in Lymphknoten (LK) und Riickenmark (RM) von EAE-Maéusen (Tiergruppen B-
D und G-H) und Kontrollméusen (E-F) mit Atorvastatinbehandlung (E: 10 Tage, F: 20 Tage,
G: 10 Tage und H:20 Tage) und ohne Atorvastatinbehandlung (A: Kontrollmause, B-D: EAE-
Maiuse 10, 20 bzw. 30 Tage nach EAE-Induktion). Eine schematische Darstellung der
Behandlungsarten befindet sich im Abschnitt 2.1.2. (Abb. 3). Als MaB3 der Proteinexpression
diente die integrierte Fluoreszenzintensitdt der mittels quantitativer Western-Blot-Methode
detektierten und in den Abbildungen 7-9 veranschaulichten Proteinbanden (Einzelheiten der
technischen Durchfithrung siehe Abschnitt 2.1.7.). Die Ergebnisdarstellung erfolgte als
relative Anderung im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollmiusen (Tiergruppe A),
deren normalisierte Fluoreszenzwerte jeweils auf 100% gesetzt wurden. Der jeweilige
Atorvastatineffekt ergibt sich daher durch den Vergleich folgender Tiergruppen: E vs A, F vs
A (Effekt in Kontrollmiusen), G vs C und H vs D (Effekt in EAE-Maiusen). “n. d.“ bedeutet
“nicht durchgefiihrt®.

Die Ergebnisdarstellung fiir alle untersuchten Proteine erfolgt als Angabe der jeweiligen
Verdnderungen der Proteinexpression zwischen den Tiergruppen (Abb. 10). Dabei dient die
Gruppe A der unbehandelten Kontrolltiere als Vergleichsgruppe fiir alle anderen Tiergruppen.
Die Proteinexpressionswerte der Gruppe A sind deshalb jeweils auf 100% gesetzt. Da in 4
Féllen nicht geniligend Lymphknotengewebe fiir die Analyse vorhanden war, fehlen in der
Tiergruppe B der Wert fiir CD86 und in den Tiergruppen B, C und E die Werte fiir COX-1.

Das erste auffdllige Ergebnis waren die teilweise  erheblich  groBeren
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Proteinexpressionsdnderungen in den Lymphknoten im Vergleich zum Riickenmark
(vergleiche den unterschiedlichen Gro3enbereich der Ordinaten in den Sdulendiagrammen der
Lymphknoten mit dem des Riickenmarks). Das galt sowohl fiir den Einfluss der EAE-

Induktion als auch der Atorvastatinbehandlung.

Von den untersuchten Proteinen zeigte HSP105 die stirksten Verdanderungen. Durch die EAE-
Induktion wurde es in den Lymphknoten hochreguliert und im Riickenmark herunterreguliert
(Gruppen B-D). Die Atorvastatinbehandlung bewirkte in den Lymphknoten nach 10 Tagen
eine zusitzliche transiente Hochregulation (G vs C), wiahrend der Effekt im Riickenmark
marginal blieb. Auch bei den Kontrollmdusen hatte die Atorvastatinbehandlung die HSP105-
Expression in den Lymphknoten erheblich gesteigert (auf das 6-8-fache, Gruppen E-F), im
Riickenmark allerdings weniger (ca. 3-fach) und nur nach 10 Tagen (Gruppe E). Die stéirkere
HSP105 steigernde Atorvastatinwirkung in den Lymphknoten gegeniiber dem Riickenmark
steht in Ubereinstimmung mit den Genexpressionsbefunden. Allerdings erfolgte dort die
Hochregulation in den EAE-Lymphknoten im Gegensatz zur Proteinexpression erst nach 20

Tagen Atorvastatinbehandlung (korrespondierend zu Gruppe H).

Die COX-1-Proteinexpression war durch die Atorvastatinbehandlung im Riickenmark der
EAE-Miuse nach 10 Tagen (Gruppe G vs C) und in den Kontrollmdusen nach 10 und 20
Tagen (Gruppen E-F) erniedrigt. Aussagen iiber die Atorvastatinwirkung in den EAE-
Lymphknoten sind wegen fehlender Vergleichswerte (Gruppe B und C) erschwert. Der
Vergleich der Werte nach 20 Tagen Atorvastatinbehandlung (H vs D) spricht fiir eine leichte
suppressorische Wirkung. Bei Kontrollméusen steigerte die 20-tigige Atorvastatinbehandlung
allerdings die COX-1- Expression (Gruppe F). Die Korrelation mit der Genexpression bei der
eine Suppression in EAE-Lymphknoten und 10-tdgiger Atorvastatinbehandlung gefunden

wurde, muss wegen des fehlenden Gruppe C-Wertes offen bleiben.

Die ICAM-1 Expression war in EAE-Méusen sowohl in den Lymphknoten als auch im
Riickenmark im wesentlichen Atorvastatin-unabhiangig. Lediglich die 10-Tage-Behandlung
filhrte im Riickenmark zu einer leichten Suppression (G vs C). Auffillig war jedoch die etwa
8-fache Hochregulation in den Lymphknoten der Kontrollmduse nach 20-tdgiger
Atorvastatinbehandlung (Gruppe F), was zu einer Herabregulierung im Riickenmark der

gleichen Tiergruppe kontrastierte.



53
Das vierte im Western-Blot untersuchte Protein, CD86, war im Verlauf der EAE in den
Lymphknoten transient um das 3-fache hochreguliert (Gruppe C) und im Riickenmark im
Zeitverlauf zunehmend supprimiert (Gruppen B-D). In den Lymphknoten der EAE-M4use trat
ein stimulierender Atorvastatineffekt auf (Gruppen G-H vs C-D). Er zeigte sich aber auch
nach 20-tdgiger Behandlungsdauer bei den Kontrollméusen (Gruppe F). Im Gegensatz dazu
bestand der einzige auffillige Atorvastatineffekt im Riickenmark bei den Kontrollmiusen in

einer ca. 50%-igen Suppression nach 20-tédgigier Behandlung.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Expression der 4 untersuchten Proteine
sowohl in Lymphknoten als auch im Riickenmark der Versuchstiere durch die Induktion der
EAE und mehr noch durch die Atorvastatinbehandlung beeinflusst war und dass das Ausmal
der Expressionsinderungen von der Dauer der EAE und der Statinbehandlung abhing.
AuBlerdem erwiesen sich die Proteine auch in gesunden Kontrollmiusen als Statin-sensitiv.
Insgesamt zeigte sich ein heterogenes Bild der Proteinexpresionsdnderungen und welche nur
partiell die in der Mikroarray-Analyse gefundenen Anderungen auf Transkriptionsebene

widerspiegelten.

3.2. Statineffekte auf die neurale Vorliuferzelllinie ST14A in vitro (In-Zell-Western-

Analyse)
3.2.1. Vitalitit von ST14A-Zellen nach Statinexposition

Entsprechend der Zielstellung der vorliegenden Arbeit sollten in Erginzung zu den In-vivo-
Untersuchungen im EAE-Modell Atorvastatineffekte auf die Expression von
Kandidatenproteinen in neuralen Vorlduferzellen in vitro untersucht werden, um Hinweise auf
eine mogliche Beeinflussung regenerativer Prozesse im Nervengewebe durch Statine zu
erhalten. Als Modellzellen fiir die Testung dienten striatale Vorlduferzellen der Ratte
(ST14A), die wunter permissiven Kultivierungsbedingungen, d. h. bei einer
Inkubationstemperatur ~ von  33°C,  proliferierten und wunter nicht-permissiven
Kultivierungsbedingungen, d.h. bei einer Inkubationstemperatur von 39°C, in die

Differenzierung eintraten.

Zundchst war es erforderlich, sinnvolle Atorvastatin-Testkonzentrationen zu ermitteln.
Ausgehend von Literaturmitteilungen wurde als hochste Testkonzentration 10°M ausgewahlt
und diese um zweimalige 1:10-Verdiinnungen ergidnzt, um einen mdglichst weiten

Konzentrationsbereich zu erfassen. In einem ersten experimentellen Schritt waren mogliche
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toxische Effekte auf die zu untersuchenden Zellen zu bestimmen, und zwar sowohl unter
Proliferationsbedingungen als auch unter Differenzierungsbedingungen. Damit sollte
Fehlinterpretationen der Proteinexpressionsergebnisse vorgebeugt werden. Zur Erfassung
toxischer Effekte wurde die Vitalfirbung mit Kresylviolett nach Nissl angewandt. Die
Zellzahl vitaler Nissl-positiver Zellen wurde nach drei verschiedenen Expositionszeiten (4h,
24h und 48h) bei drei verschiedenen Statinkonzentrationen (10°M, 10°M und 10"M) durch
manuelle Zdhlung bestimmt. Die Ergebnisse zweier unabhédngiger Versuchsreihen mit jeweils
zwei sukzessiven Experimenten (Exp.1 und Exp.2) sind in den Abb. 11 und 12 dargestellt. Es
wurden jeweils 10.000 bzw. 20.000 Zellen pro Well eines 8-Kammer-Objekttragers eingesét
und unter permissiven (Abb. 11A und 12A) und nicht-permissiven (Abb. 11B und 12B)
Inkubationsbedingungen kultiviert. Erwartungsgemif nahm die Zellzahl unter (permissiven)
Proliferationsbedingungen im Zeitverlauf zu (Abb. 11A und 12A), wihrend sie unter (nicht-
permissiven) Differenzierungsbedingungen stabil blieb oder leicht abnahm (Abb. 11B und
12B). Trotz zahlreicher, z. T. signifikanter Abweichungen der Zellzahlen in den Atorvastatin-
behandelten Kulturen konnte unter den getesteten Bedingungen kein -eindeutiger,
reproduzierbarer toxischer Atorvastatineffekt nachgewiesen werden. Es kam teilweise sogar
zu signifikanten Zellzahlerh6hungen unter Atorvastatineinfluss. Die starkste Suppression der
Zellzahl wurde in einem Experiment mit 10°M Atorvastatin nach 48h unter
Differenzierungsbedingungen gefunden (Abb. 12B, Exp. 2), was darauf schliefen lie3, dass
nach Langzeitinkubation mit hochster Atorvastatinkonzentration toxische Effekte auftreten
konnen. Allerdings war auch dieses Ergebnis in den Wiederholungsexperimenten (Abb. 11B
und 12B, Exp. 1) nicht reproduzierbar. Daher ist davon auszugehen, dass die nachfolgenden
Proteinexpressionsergebnisse nicht wesentlich durch toxische Statineffekte beeinflusst

wurden.
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Abb. 11A Ergebnisse der ersten Versuchsreihe zur Vitalitdtsbestimmung von ST14A-Zellen
mittels Nissl-Farbung nach 4 h, 24 h und 48 h Behandlung mit unterschiedlichen
Atorvastatin-Konzentrationen (10'7M rotbraune Sdulen, 10° M gelbe Saulen, 10°M
tirkisfarbene Sdulen) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (blaue Séulen) unter
permissiven Inkubationsbedingungen (33°C) bei unterschiedlichen Zelldichten von 10.000
bzw. 20.000 Zellen pro Kammer auf 8-Kammer-Objekttrigern. Es wurden zwei unabhéngige
Versuche durchgefiihrt und die Ergebnisse mit “Exp. 1 und “Exp. 2“ gekennzeichnet.
Angegeben sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 parallelen
Bestimmungen. Die Atorvastatineffekte wurden mittels Student’s t-Test auf Signifikanz
gepriift und die Irrtumswahrscheinlichkeiten folgendermallen gekennzeichnet: * p< 0,05 und

% p<0,01.
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Abb. 11B Ergebnisse der ersten Versuchsreihe zur Vitalititsbestimmung von ST14A-Zellen
mittels Nissl-Farbung nach 4 h, 24 h und 48 h Behandlung mit unterschiedlichen
Atorvastatin-Konzentrationen (10'7M rotbraune Séaulen, 10° M gelbe Saulen, 10°M
tiirkisfarbene Sdulen) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (blaue Sédulen) unter nicht-
permissiven Inkubationsbedingungen (39°C) bei unterschiedlichen Zelldichten von 10.000
bzw. 20.000 Zellen pro Kammer auf 8-Kammer-Objekttragern. Es wurden zwei unabhiangige
Versuche durchgefiihrt und die Ergebnisse mit “Exp. 1 und “Exp. 2“ gekennzeichnet.
Angegeben sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 parallelen
Bestimmungen. Die Atorvastatineffekte wurden mittels Student’s t-Test auf Signifikanz
gepriift und die Irrtumswahrscheinlichkeiten folgendermallen gekennzeichnet: * p< 0,05, *

p< 0,01 und * * * p<0,001.
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Abb. 12A Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe zur Vitalititsbestimmung von ST14A-Zellen
mittels Nissl-Farbung nach 4 h, 24 h und 48 h Behandlung mit unterschiedlichen
Atorvastatin-Konzentrationen (10'7M rotbraune Sdulen, 10° M gelbe Saulen, 10°M
tiirkisfarbene Sédulen) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (blaue Séulen) unter
permissiven Inkubationsbedingungen (33°C) bei unterschiedlichen Zelldichten von 10.000
bzw. 20.000 Zellen pro Kammer auf §-Kammer-Objekttragern. Es wurden zwei unabhéngige
Versuche durchgefiihrt und die Ergebnisse mit “Exp. 1 und “Exp. 2“ gekennzeichnet.
Angegeben sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 parallelen
Bestimmungen. Die Atorvastatineffekte wurden mittels Student’s t-Test auf Signifikanz

gepriift und die Irrtumswahrscheinlichkeiten folgendermallen gekennzeichnet: * p< 0,05 und

* % % p<0,001.
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Abb. 12B Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe zur Vitalitdtsbestimmung von ST14A-Zellen
mittels Nissl-Farbung nach 4 h, 24 h und 48 h Behandlung mit unterschiedlichen
Atorvastatin-Konzentrationen (10'7M rotbraune Sdulen, 10° M gelbe Saulen, 10°M
tiirkisfarbene Sdulen) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (blaue Saulen) unter nicht-
permissiven Inkubationsbedingungen (39°C) bei unterschiedlichen Zelldichten von 10.000
bzw. 20.000 Zellen pro Kammer auf 8-Kammer-Objekttrigern. Es wurden zwei unabhéngige
Versuche durchgefiihrt und die Ergebnisse mit “Exp. 1 und “Exp. 2“ gekennzeichnet.
Angegeben sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 parallelen
Bestimmungen. Die Atorvastatineffekte wurden mittels Student’s t-Test auf Signifikanz

gepriift und die Irrtumswahrscheinlichkeiten folgendermallen gekennzeichnet: * p< 0,05 und

* % p<0,01.

3.2.2. Basale Expressionskinetik Statin-sensitiver Proteine in ST14A-Zellen

Die Expression von 8 Kandidatenproteinen wurde mittels quantifizierbarem In-Zell-Western-
Assay in 3-fach-Ansdtzen unter den im vorangehenden Abschnitt 3.2.1. beschriebenen
Bedingungen (ohne Atorvastatin bzw. mit 10°M, 10°M und 107M Atorvastatin; 4h, 24h bzw.
48h Inkubationszeit, 33°C bzw. 39°C Inkubationstemperatur) bestimmt. Die Auswahl der
Kandidatenproteine  erfolgte auf der Basis der Ergebnisse der Gen- und
Proteinexpressionsanalyse im EAE-Modell (ICAM-1, HSP105, TSP-1, PTX-3, SOCS-3,
COX-1, siehe Abschnitt 3.1.) und auf Grund von Literaturhinweisen auf Statin-sensitive

Proteine in dhnlichen Systemen (Ras und P-STAT-6). Die Messung der Signalstirke erfolgte
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mit der Odyssey Software Version 1.2 unter Bezug auf B-Aktin und Korrektur des
Untergrundes durch Subtraktion. Dabei wurden von allen drei Experimenten nur die Werte

ohne Atorvastatin analysiert.

Ohne Atorvastatin

R-Aktin
Ras
ICAM-1
TSP-1

SOCS-3

HSP105
PTX-3

Nur 2 AK

Maus Ratte Ziege

Abb. 13 Beispiel eines In-Zell-Western-Assays zur Bestimmung der Expression ausgewéhlter
Kandidatenproteine und des Referenzproteins B-Aktin in proliferierenden ST14A-Zellen mit
und ohne Atorvastatinexposition. Die Zellen wurden in der 96-Well-Flachboden-Platte fiir 4h
bei 33°C mit den angegebenen Atorvastatinkonzentrationen (jeweils in 3 senkrechten Reihen
zugegeben) inkubiert. AnschlieBend erfolgten die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen
sowie die Detektion jeweils des am Rand genannten Proteins in der zugehdrigen Zeile mit der
Antikdrper-Sandwich-Technik. Die Sekundérantikorper waren mit Fluorochromen gekoppelt,
die im nahen Infrarotbereich emittierten. Zur besseren Darstellbarkeit wurden fiir die
Auswertung Falschfarben benutzt (griin entspricht einer Emission bei 800 nm, rot bei 680
nm). Die letzte Zeile diente der Kontrollinkubation mit den 3 verwendeten
Sekundérantikdrpern ohne Primédrantikdrper. Die dort auftretenden Hintergrundsignale
wurden von den Signalen der korrespondierenden Wells mit Primdrantikdrper abgezogen.

Alle Bestimmungen erfolgten in 3-fach-Ansdtzen, d. h. in 3 identisch behandelten
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konsekutiven Wells. Die letzten 3 unten rechts befindlichen Wells wurden nur mit Zellen und

Medium ohne Antikorper gefiillt. Deren Signale entsprachen der Autofluoreszenz.

Die Abb. 13 zeigt beispielhaft eine 96-Well-In-Zell-Western-Platte, in der die Zellen fiir 4h
bei 33°C mit und ohne Atorvastatin inkubiert und nach Fixierung und Permeabilisierung
hinsichtlich ihrer Expression der Kandidatenproteine Ras, ICAM-1, TSP-1, SOCS-3,
HSP105, PTX-3 sowie des als Referenz dienenden Haushaltsproteins B-Aktin analysiert
wurden. Die Originalbilder aller In-Zell-Western-Platten befinden sich im Anhang B der
Arbeit. Die Proteinexpression spiegelt sich in der integrierten Fluoreszenzintensitit des
jeweiligen Wells, d.h. die integrierte Fluoreszenzintensitit des Wells ist das Mal} der
Expression des untersuchten Proteins in den im Well befindlichen Zellen. In den
nachfolgenden Abbildungen 14-17 ist die auf das Referenzprotein B-Aktin bezogene
(“normalisierte”) integrierte Fluoreszenzintensitdt der unbehandelten Zellen (basale
Proteinexpression) als Mittelwert + Standardabweichung von jeweils 3 parallelen Wells
angegeben. Die Ergebnisse der Atorvastatineinwirkung werden im nachfolgenden Abschnitt
3.2.3. beschrieben. In diesem Abschnitt soll zunidchst die Kinetik der basalen
Proteinexpression innerhalb des untersuchten Zeitraums dargestellt werden. Dazu sind in den

Abb. 14-17 nur die Werte der Zellkulturen ohne Atorvastatinexposition aufgefiihrt.

Kinetik der Proteinexpression bei 33°C
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Abb. 14 Darstellung der basalen Expressionskinetik der Proteine ICAM-1, TSP-1 HSP105,
PTX-3 und COX-1 in ST14A-Zellen nach 4 h (blaue Sdulen), 24 h (rotbraune Siulen) und 48
h (gelbe Séulen) Inkubationszeit bei permissiver Temperatur von 33°C. Angegeben sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 unabhidngigen Experimenten in

Dreifachansitzen.
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Abb. 15 Darstellung der basalen Expressionskinetik der Proteine SOCS-3, P-STAT-6 und
Ras nach 4 h (blaue Séulen), 24 h (rotbraune Séulen) und 48 h (gelbe Sdulen) Inkubationszeit
bei permissiver Temperatur von 33°C. Angegeben sind die Mittelwerte und

Standardabweichungen von 3 unabhingigen Experimenten in Dreifachansitzen.

Kinetik der Proteinexpression bei 39°C
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Abb. 16 Darstellung der basalen Expressionskinetik der Proteine ICAM-1, PTX-3, COX-1
und TSP-1 in ST14A-Zellen nach 4 h (blaue Sdulen), 24 h (rotbraune Sdulen) und 48 h (gelbe
Sdulen) Inkubationszeit bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C. Angegeben sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 wunabhingigen Experimenten in

Dreifachansitzen.
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Kinetik der Proteinexpression bei 39°C
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Abb. 17 Darstellung der basalen Expressionskinetik der Proteine HSP105, SOCS-3, P-STAT-
6 und Ras in ST14A-Zellen nach 4 h (blaue Sdulen), 24 h (rotbraune Sédulen) und 48 h (gelbe
Sdulen) Inkubationszeit bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C. Angegeben sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 unabhingigen Experimenten in

Dreifachansitzen.

Die Veranderungen sahen im Einzelnen wie folgt aus:

ICAM-1
Das ICAM-1 wurde bei 33°C nach 4 Std stark exprimiert, aber bei 24 Std sowie bei 48 Std.
runterreguliert. Bei einer nicht-permissiven Temperatur von 39°C erfolgte nach 24 Std eine

Runterregulierung des Proteins.

HSP105

Dieses Protein wurde ebenfalls mittelschwach exprimiert und nach 24 Std bei 33°C
hochreguliert. Bei nicht-permissiver Temperatur von 39 °C wurde es nach 4 Std besonders

stark hochreguliert.

TSP-1

TSP-1 wurde kontinuierlich mittelschwach exprimiert. Aulerdem konnte festgestellt werden,
dass das Protein nach 48 Std bei 33°C und nach 24 Std und nach 48 Std bei 39 °C

runterreguliert wurde.
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PTX-3

Dieses Protein wurde nach 48 Std bei permissiver Temperatur von 33°C leicht runterreguliert
und nach 48 Std, besonders aber nach 24 Std bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C

runterreguliert.

SOCS-3

Das SOCS-3 Protein wurde sehr schwach exprimiert und nach 24 Std bei permissiver
Temperatur von 33°C, sowie nach 4 Std bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C

hochreguliert.

COX-1

Das COX-1 wurde bei 33°C nach 48 Std deutlich runterreguliert und bei 39 °C nach 4 Std, 24
Std und nach 48 Std besonders deutlich runterreguliert.

Ras

Dieses Protein hat die niedrigsten Expressionswerte im Vergleich mit anderen Proteinen. Bei
33°C wurde es nach 48 Std, besonders deutlich aber bei 39° C nach 24 Std und 48 Std

runterreguliert.

P-STAT-6

Das P-STAT-6 wurde allgemein schwach exprimiert. Nach 24 Std wurde es bei permissiver

Temperatur von 33°C und nicht-permissiver Temperatur von 39°C runterreguliert.

Die wichtigsten Befunde der basalen Expressionskinetik lassen sich wie folgt
zusammenfassen:

(1) Es lassen sich 3 Expressionsniveaus unterscheiden: Am stirksten wird das Protein
ICAM-1 exprimiert, gefolgt von der Gruppe der Proteine TSP-1, HSP105, PTX-3 und
COX-1. Das niedrigste Expressionsniveau wiesen die Proteine SOCS-3, P-STAT-6
und Ras auf.

(2) Die unter (1) getroffene Aussage gilt sowohl fiir Proliferations- als auch fiir
Differenzierungsbedingungen, zwischen denen keine wesentlichen Unterschiede

hinsichtlich der Proteinexpressionskinetik bestanden.
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(3) Die Kinetik der Proteinexpression folgte etwas vereinfacht dargestellt 3
verschiedenen Mustern: Es zeigte sich entweder ein stetiger Abfall iiber die Zeit, wie
bei ICAM-1 und PTX-3 unter Proliferationsbedingungen und bei COX-1 unter
Proliferations- und Differenzierungsbedingungen, oder ein transienter Abfall, wie bei
P-STAT-6 unter Proliferationsbedingungen und bei ICAM-1, PTX-3, TSP-1, SOCS-3
und P-STAT-6 unter Differenzierungsbedingungen, oder ein transienter Anstieg, wie
bei HSP105, SOCS-3 und Ras unter Proliferationsbedingungen und bei TSP-1,
HSP105 und Ras unter Differenzierungsbedingungen.

Die beschriebenen basalen Expressionswerte bildeten die Grundlage fiir die Beurteilung der
Effekte der Atorvastatinbehandlung auf die Expression der ausgewéhlten Kandidatenproteine,

die im néchsten Abschnitt dargestellt werden.

3.2.3. Statineffekt auf die Proteinexpressionskinetik in ST14A-Zellen

Zur Untersuchung der in vitro Wirkung von Atorvastatin auf die Expression der 8 oben
genannten Kandidatenproteine in ST14A-Zellen wurden drei unabhéngige In-Zell-Western-
Experimente bei der permissiven Temperatur von 33°C und der nicht-permissiven Temperatur
von 39°C durchgefiihrt. Die Atorvastatinexposition erfolgte wie ebenfalls oben beschrieben
iiber 3 verschiedene Zeitrdume (4h, 24h und 48h) und bei 3 verschiedenen Atorvastatin-

Konzentrationen (10°M, 10°M, 107M).

Auf Grund der zT. sehr heterogenen Ergebnisse ergaben sich héufig hohe
MeBwertstreuungen, die den Nachweis signifikanter Expressionsdnderungen ausschlossen.
Die Auswertung beriicksichtigte diese Tatsache und fokussierte deshalb auf Ergebnisse, die in
mindestens 2 von 3 unabhingigen Experimenten einen signifikanten Atorvastatineffekt
zeigten. Nur diese Ergebnisse werden in den folgenden Abbildungen 18-31 dargestellt und
detailliert beschrieben. Dabei folgt die graphische Darstellung dem Prinzip, die
Verdnderungen der Proteinexpression durch Angabe der relativen Expression von behandelten
im Vergleich zu unbehandelten Zellen wiederzugeben, d.h. 100% entspricht jeweils der im
vorangehenden Abschnitt 3.2.2. beschriebenen normalisierten integrierten
Fluoreszenzintensitdt der korrespondierenden unbehandelten Zellen (siehe Abb. 14-17, basale
Expressionskinetik). Sdmtliche Originalergebnisse der auswertbaren Experimente, welche die
Grundlage fiir die folgenden signifikanten Ergebnisse des Atorvastatineinflusses darstellen,

sind im Anhang B der Arbeit aufgefiihrt. In einigen Féllen konnten einzelne In-Zell-Western-
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Platten nicht zuverldssig ausgewertet werden, weil z. B. zu hohe Hintergrundfluoreszenzen
auftraten oder die 3 parallelen Wells eine zu hohe Streuung aufwiesen. Diese Experimente

fehlen daher in der Zusammenstellung des Anhangs.

Folgende signifikante Atorvastatineffekte wurden registriert:

ICAM-1, 33°C, 48h
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Abb. 18 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von ICAM-1 in ST14A-Zellen bei der
permissiver Temperatur von 33°C und einer Statinexpositionszeit von 48 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Saule), 10° M
(tiirkisfarbene Sdule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhidngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05.

(1) ICAM-1 war nach 48h unter Proliferationsbedingungen (33°C) bei der niedrigen (10°
M) und mittleren (10°M) Atorvastatinkonzentration um 30-40% heraufreguliert, wihrend die
hochste Statinkonzentration von 10°M keinen signifikanten Effekt ausiibte (Abb. 18).
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Abb. 19 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von HSP105 in ST14A-Zellen bei der
permissiver Temperatur von 33°C und einer Statinexpositionszeit von 48 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Saule), 10° M
(tiirkisfarbene Sdule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhidngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test
ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * * p< 0,01 und * *

% p< 0,001,

(2) Die HSP105-Expression war unter den gleichen Inkubationsbedingungen (48h,
33°C) bei der niedrigsten Atorvastatinkonzentration (10"M) um mehr als 50% reduziert und
bei der hochsten Atorvastatinkonzentration um 200% gesteigert (Abb. 19).
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Abb. 20 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von TSP-1 in ST14A-Zellen bei der
permissiver Temperatur von 33°C und einer Statinexpositionszeit von 48 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Saule), 10° M (gelbe Sidule), 10° M
(tiirkisfarbene Sdule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhéngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05.
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Abb. 21 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von TSP-1 in ST14A-Zellen bei der
nicht-permissiver Temperatur von 39°C und einer Statinexpositionszeit von 24 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Saule), 10° M

(tirkisfarbene Séule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
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Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhéngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05.

TSP-1, 39°C, 48h
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Abb. 22 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von TSP-1 in ST14A-Zellen bei der
nicht-permissiver Temperatur von 39°C und einer Statinexpositionszeit von 48 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Siule), 10° M
(tirkisfarbene Séule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhédngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05.

3) TSP-1 war bei der héchsten Atorvastatinkonzentration (10°M) nach 48h unter
Proliferationsbedingungen um das 3-fache und nach 24h und 48h unter

Differenzierungsbedingungen um das 1,5-fache heraufreguliert (Abb. 20-22).
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Abb. 23 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von PTX-3 in ST14A-Zellen bei der
nicht-permissiver Temperatur von 39°C und einer Statinexpositionszeit von 4 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Saule), 10° M (gelbe Siule), 10° M
(tirkisfarbene Sdule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhéngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * * p< 0,01.

4) Die PTX-3-Expression wurde durch die niedrigste Statinkonzentration (10”M) nach
Kurzzeitinkubation (4h) unter Differenzierungsbedingungen um 40% reduziert (Abb. 23). Bei
den hoheren Statinkonzentrationen zeigte sich ebenfalls eine Tendenz zur Suppression, die

aber nicht signifikant war.
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Abb. 24 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von SOCS-3 in ST14A-Zellen bei der
nicht-permissiver Temperatur von 39°C und einer Statinexpositionszeit von 4 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Siule), 10° M
(tirkisfarbene Séule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhédngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05.

®)) Die SOCS-3-Expression wurde unter den gleichen Bedingungen (4h, 39°C) durch
die niedrigste Atorvastatinkonzentration (10"M) um 40% gesteigert, wihrend die hoheren

Statinkonzentrationen keinen signifikanten EinfluB3 ausiibten (Abb. 24).
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Abb. 25 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von COX-1 in ST14A-Zellen bei der
permissiver Temperatur von 33°C und einer Statinexpositionszeit von 4 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Saule), 10° M (gelbe Sidule), 10° M
(tiirkisfarbene Sdule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhéngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05 und * * p<

0,01.
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Abb. 26 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von COX-1 in ST14A-Zellen bei der
permissiver Temperatur von 33°C und einer Statinexpositionszeit von 24 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Siule), 10° M
(tirkisfarbene Séule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhédngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05.
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Abb. 27 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von COX-1 in ST14A-Zellen bei der
nicht-permissiver Temperatur von 39°C und einer Statinexpositionszeit von 4 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Saule), 10° M
(tiirkisfarbene Sdule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhidngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * * p< 0,01.
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Abb. 28 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von COX-1 in ST14A-Zellen bei der

nicht-permissiver Temperatur von 39°C und einer Statinexpositionszeit von 24 h mit den
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Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Siule), 10° M
(tirkisfarbene Séule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhédngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * * p< 0,01.

(6) COX-1 war unter Proliferationsbedingungen nach 4h Atorvastatinexposition bei der
niedrigsten Konzentration (10"M) um ca. 40% und bei der mittleren Konzentration (10°M)
um ca. 20% herunterreguliert (Abb. 25). Nach 24h bewirkte unter den gleichen Bedingungen
nur die niedrigste Statinkonzentration (10"M) eine ca. 20%-ige Herunterregulierung (Abb.
26). Unter Differenzierungsbedingungen war die COX-1-Expression nach 4h bei der
niedrigsten Statinkonzentration (10’M) um ca. 20% herabgesetzt (Abb. 27), aber im
Gegensatz dazu nach 24h bei der hochsten Statinkonzentration (10°M) um ca. 50%
heraufreguliert (Abb. 28).
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Abb. 29 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von Ras in ST14A-Zellen bei der
permissiver Temperatur von 33°C und einer Statinexpositionszeit von 24 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Séule), 10° M (gelbe Siule), 10° M
(tiirkisfarbene Sdule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.

Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhéngigen



74
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05.
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Abb. 30 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von Ras in ST14A-Zellen bei der
nicht-permissiver Temperatur von 39°C und einer Statinexpositionszeit von 48 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Saule), 10° M
(tiirkisfarbene Sdule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhidngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * * p< 0,01.

(7) Ras wurde unter Proliferationsbedingungen nach 24h  und  unter
Differenzierungsbedingungen nach 48h Atorvastatinexposition herunterreguliert. Im ersten
Fall war die Ras-Expression bei den Konzentrationen 10°M und 10°M um ca. 20% reduziert,
im zweiten Fall nur bei 10°M (Abb. 29 und Abb. 30). Die Verinderungen unter niedrigeren

Statinkonzentrationen waren, obwohl stirker im AusmaB, nicht signifikant.
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P-STAT-6, 39°C, 48h
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Abb. 31 Darstellung des relativen Expressionsniveaus von P-STAT-6 in ST14A-Zellen bei
der nicht-permissiver Temperatur von 39°C und einer Statinexpositionszeit von 48 h mit den
Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siule), 10° M (gelbe Siule), 10° M
(tiirkisfarbene Sdule) bezogen auf unbehandelte Zellen (Inkubation ohne Atorvastatin), deren
Expression (normalisierte integrierte Fluoreszenzintensitit) auf 100% gesetzt wurde.
Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhédngigen
Experimenten in Dreifachansitzen. Signifikante Anderungen wurden mittels Student’s t-Test

ermittelt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05.

(8) P-STAT-6 wurde unter Differenzierungsbedingungen nach 48h bei den
Atorvastatinkonzentrationen 10’M und 10°M um menr als 400% hochreguliert. Allerdings

waren die MeBwertstreuungen mit standardabweichungen >700% extrem hoch (Abb. 31).

Komprimiert konnen die wichtigsten Statineinfliisse auf die Expression der untersuchten 8
Kandidatenproteine wie folgt zusammengefasst werden:
(1) Es wurden sowohl expressionssteigernde als auch expressions-supprimierende Effekte
registriert, die mit 2 Ausnahmen strikt proteinspezifisch ausfielen, d.h. ICAM-1, TSP-
1, SOCS-3 und P-STAT-6 wurden nur hochreguliert und PTX-3 und Ras nur
herunterreguliert, wiahrend HSP105 und COX-1 je nach Inkubationsbedingungen
herauf- oder herunterreguliert wurden.
(2) Die Dauer der Statineinwirkung spielte ebenfalls eine proteinbezogen unterschiedliche
Rolle. Wihrend ICAM-1, HSP105 und P-STAT-6 ausschliefllich auf
Langzeitexposition (48h) reagierten, trat der Statineffekt bei PTX-3 und SOCS-3 nur
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nach Kurzeitexposition (4h) und beschrinkte sich bei COX-1 auf die
Expositionszeiten 4h und 24h sowie bei TSP-1 und Ras auf 24h und 48h.

(3) Auch die Konzentrationsabhédngigkeit der Statinwirkung war relativ proteinspezifisch.
TSP-1 wurde nur von der hochsten (10°M), PTX-3 und SOCS-3 nur von der
niedrigsten Atorvastatinkonzentration (10”M) beeinflusst, wihrend Ras auf 10°M und
10°M, ICAM-1 und P-STAT-6 auf 10°M und 10”"M, HSP-105 auf 10°M und 10"M
und COX-1 auf alle drei Konzentrationen reagierten.

(4) Die Proteinabhingigkeit war noch deutlicher bei den Inkubationsbedingungen, unter
denen die Statineffekte auftraten. ICAM-1 und HSP105 wurden nur unter
Proliferationsbedingungen beeinflusst, PTX-3, SOCS-3 und P-STAT-6 nur unter
Differenzierungsbedingungen und TSP-1, COX-1 und Ras sowohl unter

Proliferations- als auch unter Differenzierungsbedingungen.
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4. Diskussion

4.1. Diskussion des Tiermodells der EAE und seiner Beeinflussung durch Statine

Bedeutsame interzelluldre Signalwege sowohl in Immunzellen und als auch in Nervenzellen
und ihren Vorldufern werden durch die Lipidmodifikation ihrer Komponenten beeinflusst
(Sarkar et al. 2000; Lange et al. 2006; Chen et al. 2008). Das trifft insbesondere fiir die
Rezeptor-aktivierte Signalvermittlung durch kleine GTPasen der Ras-Superfamilie zu. Die
Isoprenoide Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) werden
dabei mit Ras bzw. RhoA verkniipft (Prenylierung) und aktivieren so den
Ras/Raf/MEK/ERK- bzw. den Rho/ROCK-Signalweg (Waiczies et al. 2008). Letzterer kann
z.B. lber die Aktivierung von KAK/PI3K/AKT/ GSK3B/B3-Catenin die Zellproliferation
fordern, aber auch iiber Interaktion mit dem Aktinzytoskelett die Zellmotilitit steigern
(Denoyelle et al. 2003; Waiczies et al. 2007). Der Geschwindigkeits-begrenzende
Reaktionsabschnitt der Prenylierung ist die Konversion von HMG-CoA zu L-Mevalonat, die
durch das Enzym HMGCR katalysiert wird. HMGCR-Inhibitoren vom Statintyp, deren
Prototypsubstanz Atorvastatin darstellt, konnen daher potentiell sowohl Funktionen von
Immunzellen als auch von Glia- und Nervenzellen beeinflussen, was insbesondere fiir die
Interaktion dieser Zellen bei entziindlichen Erkrankungen des Nervensystems von Interesse
ist. Im Tiermodell der EAE konnte gezeigt werden, dass Atorvastatin die Unterdriickung
autoreaktiver T-Zellen iiber einer anhaltende Phosphorylierung von ERKI vermittelt
(Waiczies et al. 2005). Dariiber hinaus kann die Hemmung der Geranylgeranylierung von
RhoA die Migration dieser Zellen in das ZNS sowie innerhalb des ZNS behindern (Waiczies
et al. 2007).

Welche Auswirkungen diese Signalinterventionen auf Glia- und Nervenzellen und ihre
Vorlduferzellen haben, ist jedoch weiterhin unbekannt.

Obwohl Untersuchungen aus der Gruppe um Singh (Pahan et al. 1997) bereits vor iiber 10
Jahren erste Hinweise auf die Unterdriickung von NO und Zytokinen lieferten, blieben
systematische Analysen von Statinwirkungen auf neurale Zellen im Vergleich zu
Immunzellen aus. Es war daher Aufgabe der vorliegenden Arbeit in einem hypothesefreien
Ansatz den Effekt von Atorvastatin auf Gen- und Proteinexpression in den beiden
hauptsichlich von der EAE betroffenen Organkompartinenten, peripheres Immunsystem und
ZNS, zu untersuchen. Dariliber hinaus sollten diese Effekte wihrend der Proliferation und
Differenzierung von neuralen Vorlduferzellen analysiert werden, um synergistische oder
antagonistische Wirkungen fiir die angestrebte Regeneration des Nervengewebes bei

neuroinflammatorischen Erkrankungen zu erfassen. Der Fokus war die Identifizierung von
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Kandidatengenen bzw. -proteinen, deren Verdnderung unter Statineinwirkung einen
prediktiven Wert fiir den therapeutischen Statineffekt bei der EAE und mdéglicherweise auch
bei der MS haben konnte. Atorvastatin wurde gewdhlt, weil es das in der Klinik am
hiufigsten verwendeten Statin-Priparat ist (Bernini et al. 2001; Staffa et al. 2002) und als
starkstes Statin auf dem deutschen Markt gilt: 10 mg Atorvastatin entsprechen in der Wirkung
etwa 20-30 mg Simvastatin (Ishikawa et al. 2006). Das Préiparat ist allgemein gut vertrdglich
und mit nur minimalen Nebenwirkungen (< 3%), meist leichte gastrointestinale Symptome,
belastet (Bernini et al. 2001). Atorvastatin und andere Statine hatten in Studien der
vergangenen Jahre die EAE giinstig beeinflussen konnen (Stanislaus et al. 1999, 2001;
Youssef et al. 2002; Aktas et al. 2003; Paintlia et al. 2004; Singh et al. 2004).
Eine Behandlung mit Lovastatin reduzierte die mononukledren Zellinfiltrationen im ZNS bei
der EAE (Stanislaus et al. 1999, 2002). Eine andere Arbeitsgruppe (Paintlia et al. 2004) hat
nach Anwendung von Lovastatin bei einer akuten EAE mittels Affymetrix-Mikroarray-
Methode einen globalen Effekt auf immunsensitive Gene im Riickenmark festgestellt. Von
Youssef et al. (2002) und Aktas et al. (2003) wurde als Prototyp-Statin Atorvastatin
ausgewdhlt.
Youssef et al. (2002) haben die immunomodulatorische Wirkung von Atorvastatin bei der
chronischen und rezidivierenden EAE untersucht. Aus ihren positiven Ergebnissen einer
EAE-Suppression schluflifolgen die Autoren, dass Atorvastatin mit seinen pleiotropen
Wirkungen sowohl bei der MS als auch bei anderen THI-assoziierten Erkrankungen
therapeutisch wertvoll sein kann. Aktas und Mitarbeiter (2003) fanden, dass sowohl
subkutane als auch orale Verabreichnungen von Atorvastatin die Aktivitdt der chronischen
EAE bei SJL/J Méusen inhibiert und die Entziindungsinfiltration ins ZNS mindert.
Im Vergleich mit Untersuchungen zu den erwéhnten Arbeitsgruppen (Youssef et al. 2002;

Aktas et al. 2003) ergaben sich in unserer Studie folgende Unterschiede:

1. Der klinische Verlauf war wesentlich milder und glich der schubférmigen
remittierenden Form der MS. Zur Angleichung unserer Studie an die klinische
Situation haben wir das Tiermodell der PLP-139-151 induzierten EAE gewihlt und
damit einen dhnlich milden Verlauf wie in der Klinik erreicht, denn mehr als 80% der
MS-Patienten entwickeln eine rezidivierende remittierende Form der MS mit zunéchst

milden diskreten Symptomen.
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2. Fiir unsere Studie haben wir ménnliche SJL M&use aus der Zucht von Charles River
Wiga (Sulzfeld, Deutschland) benutzt, um einen typischen Krankeitsverlauf ohne

Einfluss des weiblichen Hormonzyklus zu imitieren.

3. Es wurden Zellen aus drainierenden Lymphknoten, jedoch keine T-Zellinien

untersucht, um Zelllinienartefakte zu vermeiden.

4. Die basale und stimulierte Proliferation in den Lymphozyten der gesunden Tiere war

hoher als in den anderen Studien.

Wegen des milden EAE-Verlaufs in unserer Studie konnte der klinische Atorvastatineffekt
nicht das Ausmall annehmen, wie es in den zuvor publizierten Studien mitgeteilt wurde
(Youssef et al. 2002; Aktas et al. 2003).

Oral verabreichte Statine wurden wie oben bereits erldutert in der Literatur als effektive
Agentien bei der Prevention und Therapie der chronischen und rezidivierenden EAE
beschrieben (Stanislaus et al. 2001; Youssef et al. 2002; Aktas et al. 2003). Bisher gibt es nur
wenige Ergebnisse liber die Statin-Behandlung von Patienten mit schubférmig remittierender
MS (RR-MS). Die erste Pilot-Studie der Wirkung von oral verabreichentem Simvastatin bei
Patienten mit RR-MS wurden in Lancet publiziert (Vollmer et al. 2004). In dieser Studie
haben 30 Patienten mit schubformig remittierenden MS oral 80 mg Simvastatin 4, 5 und 6
Monate bekommen. Die Behandlung wurde als gut tolerabel und mit Minderung der
entziindlichen MS-Komponenten beschrieben. Vier Jahre spéter hat die Arbeitsgruppe Paul et
al. (2008) Daten der Behandlung mit hohen Atorvastatin-Dosen bei Patienten mit RR-MS
publiziert. Dabei haben 80 RR-MS Patienten 80 mg Atorvastatin in Kombination mit oder
ohne Interferon-f iiber 3 und 9 Monate bekommen. Die Daten deuten darauf hin, dass die 9-
Monate-Atorvastatin-Behandlung sicher ist und seine Wirkung unabhingig von einer
Interferon-f Vorbehandlung entfaltet. Das Atorvastatin reduzierte die Lésionen, wie
Ergebnisse von MRI-Messungen zeigten. Zukiinftige Patienten-Studien miissen die Wirkung
der immunmodulatorischen Effekte von Atorvastatin auf den klinischen Verlauf der RR-MS

iiberpriifen.

In der vorliegenden Studie haben 7-Wochen alte Méuse eine Dosis von 10 mg Atorvastatin
/kg Korpergewicht erhalten. In der Klinik werden zur Behandlung einer Hypercholesterindmie

bei Patienten mit einem Korpergewicht von 70 kg ca. 1,1 mg/kg Atorvastatin verabreicht, in
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anderen EAE-Studien wurden 1 mg/kg (Youssef et al. 2002) bzw. 10 mg/kg eingesetzt (Aktas
et al. 2003).

Unsere Untersuchungen im EAE-Modell wurden zu Beginn der ersten klinischen Symptome
(Tag 10 n. i.), am Hohepunkt der Erkrankung (Tag 20 n. i.) und wihrend der ersten Remission
(Tag 30 n. i.) durchgefiihrt. Zur Simulation einer klinischen Situation erfolgte zwischen den
Tagen 10 n. i. und 30 n. i. die Statinapplikation. Zur Kontrolle wurde gesunden, CFA-
behandelten Tieren 10 bzw. 20 Tage lang Atorvastatin verabreicht.

Zunichst wurde die Wirkung des Statins auf die Expression von Genen untersucht, welche fiir
die Pathogenese der EAE und vermutlich auch fiir die MS von Bedeutung ist. Zur
Identifizierung der Statin-sensitiven Gene wurde in den Lympknoten und im Riickenmark der
beschriebenen EAE-Tiergruppen eine Microarrayanalyse der Genexpression durchgefiihrt.
Dabei wurden 14 Gene identifiziert, deren Expression selektiv von Atorvastatin beeinflusst
waren, wobei die Mehrheit mit Zelladhision, und -migration sowie Zytokinsignaling in
Verbindung stand (TSP-1, Connexin-43, Galectin-3, Dectin-1, PTX-3, SOCS-3, CCL-11).
Mit Blick auf den therapeutischen Effekt ist die Herunterregulation des Adhisionsmolekiil
Connexin-43 und des proinflammatorischen Enzyms COX-1 in EAE-Lymphknoten plausibel.
Fiir COX war bisher eine Statinbeeinflussung nur fiir die Isoform COX-2 bekannt (Deng et al.
2006; Habib et al. 2007). Die iibrigen Gene einschlieBlich der B-Zellmarker CD20 und CD79,
des Ca""-bindenden Signalmolekiiles S100, des Stressmolekiils HSP105 und des Hormons
Inhibin-B1  waren allerdings zumindest in einer der beiden Phasen nach
Atorvastatinbehandlung hochreguliert. Der therapeutische Effekt ist daher am ehesten damit
zu erkldren, dass Zellen bzw. Signalwege aktiviert wurden, die den Krankheitsprozess
supprimieren und eventuell sogar reparative Prozesse stimulieren. Die Kldrung dieser Frage

erfordert zukiinftige Detailanalysen in isolierten Zellkompartimenten bzw. -subpopulationen.

4.2. Diskussion der quantitativen Western-Blot-Methode

Zur Untersuchung von Verdnderungen auf der Proteinebene wurde die quantitative Western-
Blot-Methode mit im Infrarotbereich fluoreszierenden sekundidren Antikérpern benutzt, die
von LI-COR® Bioscience (Lincoln, Nebraska USA) entwickelt wurde. Zu dieser neuartigen
Methode finden sich im Publikationsregister LI-COR® Bioscience bisher nur 13
Publikationen (z. B. Jenkins et al. 2008; Sankaranarayanan et al. 2008; Xun et al. 2008), die
sich aber auf Untersuchungen beziehen, die mit unseren nicht vergleichbar sind. Die Methode
ist hochsensitiv bei einem sehr schwachen Hintergrund im Vergleich zur Chemilumineszenz-

Methode. Die Detektion ist ca. 200-400 mal effektiver als die der konventionellen Western-
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Blot-Methode (Gingrich et al. 2000). Das Odyssey® Infrarot Fluoreszenz System tibertrifft
damit die élteren Lumineszenz-Methoden und fithrt mit der direkten Infrarot Fluoreszenz
Detektion einen neuen Standard fiir die Western-Blot-Methode ein. Mit dieser Methode
konnen deutlich reproduzierbare Bander nachgewiesen werden. Zur besseren Darstellbarkeit
wurden flir die Auswertung Falschfarben verwendet (griin entspricht einer Emission bei 800
nm, rot bei 680 nm). Durch die Benutzung von zwei separaten Kanélen (700 und 800 nm)
konnen zudem zwei verschiedene Targets gleichzeitig analysiert werden. Die Quantifizierung
der Signal-Intensitdt erfolgte mit der Odyssey Software Version 1.2 unter Bezug auf das
Haushaltsprotein ~ B-Aktin ~ (Normalisierung), um den Einfluss unterschiedlicher
Proteinauftragsmengen zu eliminieren.
Fiir die Analyse der Proteinexpression wurden prototypisch das proinflammatorische Enzym
COX-1 und das Stressmolekiill HSP-105 ausgewédhlt. Um den Vergleich mit
Literaturbefunden zu erweitern, wurden aullerdem zwei bekannte Statin-unterdriickbare
Molekiile in die Untersuchung einbezogen, die in der eigenen Genexpressionanalyse nicht
signifikant verdndert waren. Dabei handelt es sich um das Adhésionsmolekiil ICAM-1 und
das Lymphozytenaktivierungsmolekiil CD86 (Youssef et al. 2002; Ledeboer et al. 2003;
Yilmaz et al. 2006; Namazi 2007; Wu et al. 2008). In allen 4 Fillen ergaben die quantitativen
Western-Blot- und  immunhistochemischen = Untersuchungen nur eine partielle
Ubereinstimmung mit der Genexpressionsanalyse bzw. den Literaturbefunden. Als Erklirung
bieten sich mindestens drei Mdglichkeiten an:

1) Die Detektionschwelle ist zu hoch,

2) die Expressionskinetik ist unterschiedlich und

3) die posttranslationale Lipidmodifikation (Proteinprenylierung) von Signalproteinen,

die die Proteinexpression, nicht aber die Genexpression regulieren, ist gechemmt.

4.3. Diskussion der Western-Blot-Ergebnisse im EAE-Modell

HSP105

In unseren Untersuchungen zeigte das HSP105 die stirksten Verdnderungen sowohl im
natiirlichen EAE-Verlauf als auch unter Atorvastatineinfluf3. Durch die EAE-Induktion wurde
es in den Lymphknoten hochreguliert und im Riickenmark herrunterreguliert (Gruppen B-
D). Die Atorvastatinbehandlung bewirkte in den Lymphknoten nach 10 Tagen eine
zusitzliche transiente Hochregulation (G vs C), wihrend der Effekt im Riickenmark marginal

blieb. Auch bei den Kontrollmdusen steigerte die Atorvastatinbehandlung die HSP105-
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Expression in den Lymphknoten erheblich (auf das 6-8-fache, Gruppe E-F). Im Riickenmark
betrug die Steigerung nach 10 Tagen nur das ca. 3-fache (Gruppe E). Die stirkere HSP105
steigernde Atorvastatinwirkung in den Lymphknoten im Vergleich zum Riickenmark
korrespondiert mit den Befunden der Genexpression. Allerdings erfolgte dort die
Hochregulation in den EAE-Lymphknoten im Gegensatz zur Proteinexpression erst nach 20

Tagen Atorvastatinbehandlung (Gruppe H).

Vergleichbare Ergebnisse sind uns aus der Literatur nicht bekannt. Verschiedene Autoren
beschreiben Effekte von Statinen bei anderen Mitgliedern der HSP-Familie. So berichten z.B.
Ciocca et al. (2003) {iiber einen massiven Zelltod nach der Behandlung von drei
unterschiedlichen Tumortypen mit Doxorubicin und Lovastatin, wobei die Sarkome eine
erhohte HSP25-Expression aufweisen. AuBlerdem wurden Statin-Effekte in der Netzhaut
untersucht. In der Retina modulieren sie die Expression von HSPs, wobei sie das Uberleben
der Ganglienzellen verbessern (Schmeer et al. 2008). Statine fordern zudem die Expression
des HSP27 in der Rattenretina (Kretz et al. 2006). Die von uns gefundene Steigerung der
HSP105-Expression durch Atorvastatin steht also in Ubereinstimmung mit den meisten

Literaturbefunden in anderen Systemen.

COX-1

Beziiglich der COX-1-Expression ergaben unsere Untersuchungen eine Suppression durch die
Atorvastatinbehandlung im Riickenmark der EAE-Maiuse nach 10 Tagen (Gruppe G vs C)
und bei den Kontrollmdusen nach 10 und 20 Tagen (Gruppen E-F). Die Beurteilung der
frithen Atorvastatinwirkung in den EAE-Lymphknoten ist dadurch beeintrichtigt, dass die
Vergleichswerte der EAE-Tiere ohne Statinbehandlung (Gruppe B und C) fehlen. Der
Vergleich der Werte nach 20 Tagen Atorvastatinbehandlung (H vs D) spricht jedoch ebenfalls
fiir eine leichte suppressorische Wirkung. Bei den Kontrollmdusen bewirkte die 20-tdgige
Atorvastatinbehandlung eine Steigerung der COX-1- Expression (Gruppe F). Eine Korrelation
zur Genexpression, bei der eine Suppression in den EAE-Lymphknoten nach einer 10-tigigen
Atorvastatinbehandlung gefunden wurde, muss wegen fehlender Werte der Gruppe C offen

bleiben.

Vergleichbare Daten aus der Literatur liegen nicht vor.



&3
Die COX erzeugen erhebliche Storungen bei Erkrankungen des Gehirns. Eine Uberexpression
von COX ist bei Entziindungen, Immunmodulation, Apoptose und Fieber zu beobachten.
Deininger et al. (1999) haben die Lokalisation von COX-1 und COX-2 bei der EAE der Ratte
bestimmt. Die Daten zeigen, dass die Expression von COX-1 in Makrophagen und
Mikrogliazellen und die des COX-2 in Endothelzellen entscheidende regulatorische

Mechanismen bei Entziindungsprozessen des Ratten-Gehirns auslost.

Moon et al. (2005) berichten, dass Phenidone, das sind doppelte Inhibitoren der COX und
Lipoxygenasen (LOX), Symptome der EAE der Ratte dimpfen.

Unsere iiberwiegend suppressorischen Statin-Wirkungen auf die COX-1-Expression im EAE-
Modell lassen sich also sowohl mit Literaturbefunden als auch mit einem positiven

therapeutischen Effekt auf die EAE in Einklang bringen.

ICAM-1

Die Expression von ICAM-1 bei EAE-Mausen war in unseren Untersuchungen sowohl in den
Lymphknoten als auch im Riickenmark im wesentlichen Atorvastatin-unabhéangig. Lediglich
die 10-Tage-Behandlung fiihrte im Riickenmark zu einer leichten Suppression (G vs C).
Auffillig war jedoch die etwa 8-fache Hochregulation in den Lymphknoten der
Kontrollméduse nach 20-tdgiger Atorvastatinbehandlung (Gruppe F). Diese kontrastierte mit

einer Herrunterregulierung im Riickenmark der gleichen Tiergruppe.

Es gibt nur wenige Publikationen, die mit unseren Ergebnissen verglichen werden konnen.
Aktas et al. (2003) fanden, dass Atorvastatin in der EAE die Expression von
Adhisionsmolekiilen, wie ICAM-1 und Lymphozyte Function-associated Antigen-1 (LFA-1)
in Leukozyten und Endothelzellen herrunterreguliert, was die Bindung von LFA-1 und ICAM
vermindert (Aktas et al. 2003; Namazi 2004). Diese Bindung ist ein wichtiges Ziel fiir die
Behandlung von Entziindungserkrankungen (Kallen et al. 1999; Weitz-Schmidt et al. 2001,
Giguere and Tremblay 2004). Stanislaus et al. (2001) haben den Effekt von einem anderen
Statin, dem Lovastatin, bei der EAE auf die Transmigration von mononukleédren Zellen in das
ZNS untersucht. Die Behandlung mit Lovastatin fiihrte zu verminderter Transmigration von
mononukledren Zellen ins ZNS, weil es die Expression von LFA-1, dem Liganden des
ICAM-1, in den Endothelzellen herrunterreguliert. Multipotente NPZ von neugeborenen
Ratten wurden bei der EAE intraventrikuldr transplantiert. Die implantierten Zellen migrierten

in die entzindete weile Substanz und differenzierten dort zu Gliazellen. Die NPZ-
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Transplantation unterdriickte die klinischen Symptome der EAE und die Hirnentziindung, was
mit einer Reduktion der perivaskuldren Infiltrate und Verminderung die Expression von
ICAM-1 und LFA-1 verbunden war (Einstein et al. 2003). Dieselbe Arbeitsgruppe (Einstein
et al. 2006) berichtet drei Jahre spdter erneut iiber die intraventrikuldre Transplantation von
NPZ bei der EAE. Wiederum migrierten die Zellen in die entziindete weille Substanz und
minderten die klinische Symptome der EAE. Die durch NPZ-Transplantation verminderte
Entziindung im Gehirn war durch die Reduktion der perivaskuldren Infiltrate und der
Gesamtzahl der T-Zellen im Hirn sowie die erhdhte Zahl regulatorischer T-Zellen und die
Reduktion der Expression von ICAM-1 und LFA-1 im Gehirn bedingt. Daten von Namazi
(2007) zeigten zudem die Herrunterregulation der Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-
1 und LFA-1 auf neutrophilen Granulozyten bei dermatologischen Erkrankungen durch
verschiedene Statine, was zur Inhibition der Granulozytenaktivitét fiihrte.

Des weiteren wurde die Wirkung von Statinen bei der Systemischen Sklerose (SSc)
untersucht, die von allen rheumatischen Erkrankungen eine besonders hohe Mortalititsrate
besitzt. Nach einer Statin-Behandlung von sechs Monaten war der Level von ICAM-1,
vWEF, Fibrinogen und ESr im Blut signifikant erniedrigt und die Vasodilatation beglinstigt
(Abou-Raya et al. 2007).

Die iiberwiegend suppressorischen Statinwirkungen auf die ICAM-1-Expression in der
Literatur erschweren eine Interpretation unserer Befunde, die kaum Effekte in der EAE und
eine Hochregulation in gesunden Lymphknoten belegen. Eindeutige Schlussfolgerungen tiber
den prediktiven Wert von ICAM-1 fiir Statinwirkungen in der EAE (und MS) lassen sich
nicht ziehen, wofiir auch die mangelde Gen-Expressionsinderung im Mikroarray-Assay

spricht.

CD86 (B7.2)

Das Immunzellaktivierungmolekiil CD86 war in unserer Studie im Verlauf der EAE in den
Lymphknoten transient um das 3-fache hochreguliert (Gruppe C) und im Riickenmark im
Zeitverlauf zunehmend supprimiert (Gruppen B-D). In den Lymphknoten der EAE-Mause
trat ein zusdtzlicher stimulierender Atorvastatineffekt auf (Gruppen G-H vs C-D). Dieser
zeigte sich auch nach 20-tdgiger Behandlungsdauer bei den Kontrollmédusen (Gruppe F). Im
Gegensatz dazu konnte als einziger auffilliger Atorvastatineffekt im Riickenmark eine ca.
50%-ige Suppression nach 20-tdgigier Behandlung bei den Kontrollmdusen festgestellt

werden.
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Die Wirkung des Atorvastatins auf das CD86 Protein wurde bei der EAE bisher nur von
Youssef et al. (2002) beschrieben. Dort unterdriickte Atorvastatin die IFN-y-induzierbare
Expression von CD40, CD80 und CD86. Die Untersuchungen erfolgten in der chronischen
und rezidivierenden EAE an weiblichen SJL/J Miusen. Im Gegensatz dazu erfolgten unsere
Untersuchungen an ménnlichen SJIL Méuse mit schubformiger EAE. Yilmaz et al. (2004,
2006) beschrieben, dass Statine in dendritischen Zellen die Expression von reifungs-
verbundenen Markern, wie CD83, CD40 und CDS86 signifikant reduzierten. AuBerdem
minderte Simvastatin die Expression von CD28 in Splenozyten und die Expression von CD80
und CD86 in Antigen-prisentierenden Zellen, was sich inhibitorisch auf den Tumor Nekrose-
Faktor (TNF) auswirkte (Wu et al. 2008). Auch Kuipers et al. (2005) berichteten, dass Statine
die Expression von immunregulatorischen Molekiilen der Zelloberflache, wie MHC Klasse I,
CD3, CD4, CDS8, CD28, CD40, CD80, CD86 und CD54 reduzierten. Die Atorvastatin-
Behandlung weiblicher NZB/WF Maéuse mit systemischem Lupus erythematodis fiihrte zur
Verminderung der Expression von MHC Klasse II bei Monozyten und B-Lymphozyten sowie
zur Reduktion der Expression von CD80 und von CD86 bei B-Lymphozyten (Lawman et al.
2004). Das gleiche Statin inhibierte den CD86-Spiegel im Blut bei Patienten mit Angina
pectoris (Li et al. 2004). Auch Sun and Fernandes (2003) stellten fest, dass Lovastatin die
Reifung von dendritischen Zellen des Knochenmarks und die Expression von MHC Klasse II
und CD40 inhibierten, wobei die inhibitorische Wirkung auf die Expression von CD80, CD86
und CD11b geringer war.

Von unseren Befunden ldsst sich lediglich die CD86-Suppression nach Atorvastatin-
Langzeitbehandlung in Lymphknoten und im Riickenmark mit den Literaturmitteilungen im
Uberstimmung bringen. Die Stimulation in Lymphknoten der EAE-Miuse deutet auf einen

von den Literaturmodellen abweichenden Mechanismus in unserem EAE-System hin.

4.4. Diskussion der In-Zell-Western-Ergebnisse an ST14A-Zellen

Typische Symptome der MS sind zyklische Myelin-, Axon- und Oligodendrozytenverluste.
Stammzellen besitzen ein Potential flir die Regeneration abgestorbener Gewebe bei
verschiedenen neurologischen Erkrankungen, einschlieBlich der MS (Gallo and Armstrong
2008). Die MS ist eine der vielen neurologischen Erkrankungen, die ein potentielles Target
fiir die Stammzellentherapie bildet (Duncan et al. 2008; Lavdas et al. 2008). Die exogenen
Stamm- und Vorlduferzellen werden in das Gehirn implantiert, wo sie Zellverluste ersetzen

konnen (Goldman and Windrem 2006). Nach der Implantation ins ZNS zeigen die
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Stammzellen Tendenzen, direkt in die Lisionen zu migrieren (Singec et al. 2007). In den
letzten Jahren haben die Anwendung und der Nutzen von Stammzellen aus lokal-territorialen,
ethischen und moralischen Griinden grofle internationale Debatten ausgelost (Weissman
2002). Die neuralen Stammzellen (NSZ) waren die ersten, in denen die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und Differenzierung zu Neuronen sowie zu Oligodendrozyten oder
Astrozyten im ZNS erkannt wurde. Die glialen Progenitorzellen (GPZ) konnen proliferieren,
jedoch verfiigen sie nur iiber beschrinkte Eigenschaften zur Selbsterneuerung und
Differenzierung in die verschiedenen Zelltypen (Hsu et al. 2007).
In der klinischen experimentellen Stammzellentherapie der MS gibt es derzeit zwei Formen:
1. Die Immunrekonstruktion durch hidmopoetische Transplantation und 2. Die
Geweberekonstruktion mittels Transplantation von mesenchymalen Stammzellen auf Grund
ihrer transdifferenzierenden und reparativen Eigenschaften (Scolding 2006).
Durch Transplantation exogener Stamm- und Vorlduferzellen ins Gehirn sowie durch
intravendse Infusionen koénnen die bei der MS entstandenen Zellverluste partiell ersetzt
werden (Goldman and Windrem 2006). NSZ und NPZ vermdgen auch verschiedene
immunmodulatorische Faktoren zu bilden, welche die Entziindung reduzieren, sowie
Wachstumsfaktoren, welche die transplantierten endogenen Vorlduferzellen zur Proliferation,
Differenzierung und Migration in defekten Gehirnregionen anregen (Pluchino and Martino
2008).
Einstein and Ben-Hur (2008) fanden, dass transplantierte NSZ die Entziindung mindern, das
ZNS vor Degeneration schiitzen und endogene Reparaturprozesse fordern konnen. Fiir
Untersuchungen in der MS wurden unterschiedliche Typen neuraler Vorlduferzellen
verwendet, z. B. pluripotente embryonale Zellen (ESZ), multipotente fotale Zellen, adulte
Zellen aus dem Gehirn, Zellen des olfaktorischen Systems (OECs) und Perizyten aus
Kapillaren des adulten ZNS (Duncan et al. 2008). Aus heutiger Sicht sollten die zukiinftigen
Forschungspriorititen bei der therapeutischen Anwendung von Stamm- und Vorlduferzellen
bei der MS u.a. folgende Kriterien erfiillen: 1. Bestimmung des spezifischen Stammzelltyps,
der die Geweberegeneration optimiert, 2. Sicherstellung geeigneter Quellen von Stamm- und
Vorléduferzellen in internationaler Kooperation, 3. Aufbau standardisierter Tiermodelle und 4.
Verstindnis der Rolle von Entziindungen bei der Geweberegeneration.
Letzteres ist besonders wichtig, weil die MS als autoimmune Erkrankung mit Entziindungen
im ZNS einhergeht (Duncan et al. 2008). Da nicht in allen Tier-Modellen der MS
Entziindungen auftreten, sind die Ergebnisse mit humanen Befunden nicht immer

kompatibel.
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Die Zelltransplantation bietet neue Moglichkeiten fiir die Behandlung der MS. Dazu ist es
besonders wichtig, neue Strategien fiir die Remyelinisierung der Axone und der
Oligodendrozyten aus exogenen Quellen zu finden (Duncan 2008).

Die aktuelle immunmodulatorische Therapie der MS kann eine Progression der Erkrankung
hemmen, jedoch vorhandene Schidigungen oder Gewebsverluste nicht ersetzen. Wirkstoffe,
die Zugang zum ZNS haben, konnen einen direkten Effekt auf die Stamm- und
Verlduferzellen ausiiben. In-vitro-Studien haben gezeigt, dass Statine regulierend auf die
Proliferation, Bildung von Ausldufern und weitere Differenzierung von NPZ Einfluss nehmen
konnen (Duncan et al. 2008). Antel and Miron (2008) haben die Wirkungen von
unterschiedlichen Therapiemoglichkeiten auf neuronale Zellkulturen zusammengefasst. Die
Agentien Interferon- und Glatirameracetate haben keinen erkennbaren Zugangsweg ins ZNS.
Das Schrankengéngige Simvastatin hat positive Auswirkungen auf die Haufigkeit von
Rezidiven bei der MS (Antel and Miron 2008). Daher fanden wir es besonders wichtig, die
Wirkung des Statins Atorvastatin auf MS-sensitive Gene in NPZ zu untersuchen.

Pluchino et al. (2005) sowie Einstein et al. (2006) berichteten, dass bei der EAE die
transplantierten NPZ trophische Effekte verstirken und damit die endogene Remyelinisierung
stimulieren sowie die Hirnenziindung reduzieren konnen. Die Autoren Chen et al. (2008)
haben in einer Studie den Effekt von Atorvastatin auf NPZ nach Schlaganfall getestet. Die
Ergebnisse zeigen, dass Atorvastatin die NPZ-Proliferation und damit den NPZ-Pool bei
Wistar-Ratten erhoht. AuBerdem haben Miron et al. (2007) die Wirkung des Simvastatins auf
Zellkulturen von Oligodendrozyten neugeborener Ratten und von humanen fotalen
Oligodendrozyten sowie von humanen adulten Oligodendrozyten untersucht. Die Studie hat
gezeigt, dass Simvastatin signifikante Zeit- und Dosis-abhingige Wirkungen auf zelluldre
Prozesse sowie auf die Myelinhomeostase und Myelinreparatur ausiibt. Die Befunde weisen
auf die Bedeutung einer systemischen immunmodulatorischen Therapie bei NPZ-
Behandlungsversuchen der MS hin. Einstein et al. (2007) haben die therapeutische
Empfénglichkeit und den Wirkungsmechanismus von NPZ bei der EAE nach vier Injektionen
tiberpriift. Es zeigte sich eine signifikante Besserung der klinischen Symptome sowie eine
Reduktion der Entziindungen und Defekte. Auch Aharonowiz et al. (2008) haben den
neuroprotektiven Effekt von humanen embryonalen Stammzellen (hESZ) bei der
experimentellen autoimmunem Enzephalomyelitis untersucht. Dabei wurden die oben
genannten Zellen in die Ventrikel von EAE-Mausen transplantiert. Die transplantierten Zellen
reduzieren die klinischen Symptomen der EAE signifikant und haben einen neuroprotektiven

Effekt auf die ZNS der EAE-Méuse.
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Zusammenfassend ist die Zelltransplantation eine neue wichtige Option in der Behandlung
von verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, einschlieBlich der MS (Duncan 2008).
In bisherigen Studien wurden verschiedene Zelltypen fiir die Ersatztherapie benutzt, wie z. B.
Schwann-Zellen, Oligodendrozyten, olfaktorische Hiillzellen und embryonale und neuronale
Stammzellen (Conti et al. 2006; Kim 2007; Blakemore 2008; Karussis et al. 2008; Pluchino
and Martino 2008). Um den Einfluss von Statinen auf NPZ, und dabei insbesondere deren
Differenzierungsprozess zu erfassen, haben wir Proteinexpressionen wihrend der frithen
Differenzierungsphasen von NPZ aus dem fetalen Striatum der Ratte (ST14A-Zellen)
untersucht. Dabei wurden 3 der 4 aus den EAE-Versuchen iibernommene Proteine (ICAM-1,
HSP105 und COX-1) um die 5 aus den Mikroarrayuntersuchungen bzw. aus der Literatur als
Statin-sensitiv bekannten Proteine TSP-1, PTX-3, SOCS-3, Ras und P-STAT-6 ergénzt. Auf
das immunzelltypische Protein CD86 wurde verzichtet, da seine Expression auf NPZ
unwahrscheinlich war.
Zur Untersuchung der in vitro Wirkungen von Atorvastatin auf die Expression der acht
genannten Kandidatenproteine in den STI14A-Zellen wurden drei unabhédngige In-Zell-
Western-Experimente bei der permissiven Temperatur von 33°C und der nicht-permissiven
Temperatur von 39°C durchgefiihrt. Die Atorvastatinexposition erfolgte iiber drei Zeitrdume
(4h, 24h und 48h) und in drei unterschiedlichen Atorvastatin-Konzentrationen (10°M, 10°M,
10"M). Zunichst wurden mogliche toxische Effekte auf die untersuchten Zellen bestimmt,
um toxische Einfliisse der gewéhlten Testkonzentrationen des Atorvastatins auszuschlieen.
Dazu wurde die Kresylviolettfarbung nach Nissl angewendet. Die nach Franz Nissl benannte
Féarbung ist eine histologische Technik, die insbesondere zur Darstellung von vitalem
Nervengewebe verwendet wird.
Bei unseren Untersuchungen wurde kein wesentlicher toxischer Statineffekt in den
eingesetzten Konzentrationen registriert.
Fiir die Bestimmung der Proteinexpression wahlten wir die In-Zell-Western-Methode, die von
LI-COR® Bioscience (Lincoln, Nebraska USA) entwickelt wurde. Da diese Methode Proteine
direkt in der Zelle ohne Extraktion nachweist, erh6ht sich der Wert der gewonnenen Daten
hinsichtlich der Ubertragbarkeit auf lebende Organismen. Nach Kultivierung werden die
adhdrenten Zellen in Mikrotiterplatten fixiert und permeabilisiert. AnschlieBend erfolgt eine
Inkubation mit Primér- und Sekundirantikérpern, wobei die letztgenannten wie beim Western
blot mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind die im Infrarotbereich emittieren. Im Gegensatz
zur traditionellen Einkanaldetektion arbeiten LI-COR® Systeme mit zwei voneinander
getrennten Fluoreszenzkanilen, was den simultanen Nachweis von zwei Zellstrukturen

ermoglicht. Damit kann (a) der Durchsatz gesteigert, (b) die Genauigkeit der Daten erhdht
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und (c) eine exakte Quantifizierung erreicht werden. Eine entscheidende Vorraussetzung fiir
die prizise Bestimmung der Proteinmenge ist die Normalisierung der Daten, die die Variation
der Zellzahl der Proben korrigiert. Das Fluoreszenzsignal im zweiten Kanal wird dazu
quantitativ  erfasst, wobei das Signal nach der Korrektur von unspezifischem
Hintergrundrauschen gegen die unterschiedliche Zellzahl pro Well normalisiert wird. Die
Signalerfassung im infraroten Wellenldngenbereich ist fiir das Nachweisverfahren eine
wichtige Voraussetzung. Zellen, Kunststoffreaktiongefdle und Kunststoffplatten sowie
Wirkstoffe konnen im sichtbaren Fluoreszenzbereich eine signifikante Autofluoreszenz
aufweisen. Dieses unspezifische Hintergrundsignal ist im Infrarotbereich stark verringert,
sodass es zu einer deutlich héheren Sensitivitit und Leistungsfahigkeit der LI-COR® Systeme

kommt.

In unserer Studie wurde die In-Zell-Western-Methode in 96-Well-Platten ausgefiihrt. Die
gegen die zu bestimmenden Kandidatenproteine gerichteten priméren Antikorper und die mit
Infrarotfarbstoffen markierten sekunddren Antikorper wurden fiir die Detektion in fixierten
Zellen benutzt und das Fluoreszenzsignal von jedem Well quantifiziert. Im folgenden werden
die mit dieser Methode registrierten Expressionsdnderungen der 8 oben erwéhnten
Kandidatenproteine ICAM-1, HSP105, TSP-1, PTX-3, SOCS-3, COX-1, Ras und P-STAT-6

im einzelnen diskutiert.

ICAM-1

Die in unseren Untersuchungen gefundene Heraufregulierung des Adhisionsmolekiils ICAM-
1 in Atorvastatin-behandelten proliferirenden NPZ war nach den Literaturmitteilungen iiber
vorwiegend suppressorische Statinwirkungen in anderen Systemen und den eigenen Befunden
einer leichten Suppression im Riickenmark von EAE-Méusen nicht zu erwarten.

Im Ischdmiemodell der Retina konnten Honjo et al. (2002) zeigen, dass eine Vorbehandlung
mit den Statinen Pravastatin und Cerivastatin die Expression von P-Selektin und ICAM-1
sowie die Anzahl apoptotischer Zellen reduziert. Die Statin-vermittelte Unterdriickung des
neuronalen Retinatodes konnte daher fiir die Behandlung verschiedener ischdmischer
Augenerkrankungen wichtig sein (Honjo et al. 2002; Kawaji et al. 2007). Die Arbeitsgruppe
Nakazawa et al. (2007) fand, dass die neuroprotektive Wirkunge von Pitavastatin bei
Ganglienzellen der Retina mit einer Reduktion der Expression von ICAM-1 verbunden war.
Miao et al. (2005) berichteten iiber die Wirkung von Simvastatin auf die Expression von

ICAM-1 mRNA im Gehirn von Neugeborenen mit Ischimie. Das Maximum der Expression
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von ICAM-1 war nach 24 Stunden erreicht, und nahm danach schrittweise ab. Sagara et al.
(2007) haben den Effekt von Pitavastatin bei der experimentellen choroidalen
Neovaskularisation (CNV) von Ratten untersucht. Die Expression von ICAM-1 war
signifikant reduziert, woraus gechlu3folgert wurde, dass Pitavastatin die Entstehung einer
CNV hemmen kann.

AulBlerdem gibt es weitere Publikationen iiber Statin-Effekte auf das ICAM-1 Protein in nicht-
neuronalen Zellen. Von den Statinen ist bekannt, dass sie Endothelfunktionen bei
Entziindungen durch ICAM-1-Herunterregulierung verbessern konnen (Tsujikawa et al. 1998;
Honjo et al. 2002). Humane Endothelzellen aus Nabelvenen (HUVEC) wurden mit TNF-o
und mit Rosuvastatin inkubiert, wobei das Statin die Expression von ICAM-1 inhibierte. Die
Autoren weisen darauf hin, dass die anti-entziindliche Aktivitit von Rosuvasatin mit
Inhibition von JNK und NF-kB verbunden ist (Kim et al. 2007). SchlieBlich wurde auch eine
Hemmung von ICAM-1 durch Simvastatin in humanen Endothelzellen beschrieben (Jiang et
al. 2007).

Die embryonalen Stammzellen (ESZ) der Maus wurden von Tian et al. (1997) untersucht. Die
Autoren beweisen, dass das ICAM-1 und das NCAM und VCAM vermehrt in
undifferenzierten ESZ exprimiert und in differenzierten ESZ runterreguliert wird. Hartlage-
Riibsamer and Schliebs (2001) haben die funktionelle Rolle der ICAM-1 bei
neurodegenerativen Prozessen in vivo, bei basalen Vorderhirnldsionen mit der Western-Blot-
Methode iiberpriift. Diese zeigte schon nach vier Tagen der Lasion einen Anstieg der ICAM-
1-Expression, die am Tag 7 besonders ausgeprigt war. NPZ wurden nach der Induktion einer
EAE intraventrikuldr transplantiert, was eine Reduktion perivaskuldrer Infiltrationen ausloste
und zur Minderung der Expression von ICAM-1 und LFA-1 fiihrte (Einstein et al. 2003).
Dieselben Autoren haben die gleichen NPZ sechs Tage nach der Induktion einer EAE
transplantiert, was die Anzahl der T-Zellen steigerte und die Reduktion der Expression von
ICAM-1 und LFA-1 im Gehirn reduzierte (Einstein et al. 2006). Das ICAM-1 und VCAM-1
wurden nach einer unilateralen Nervenschddigung in den peripheren gustatorischer

Leitungsbahnen hochreguliert (Cavallin and McCluskey 2007).

Der Mechanismus der von uns gefundenen Verstirkung der ICAM-1-Expression in striatalen

NPZ der Ratte ist z. Zt. noch unklar und bedarf weiterer Untersuchungen.
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HSP105

Die HSP105-Expression wurde in unseren Untersuchungen in proliferierenden NPZ durch
Atorvastatin iiberwiegend gesteigert, insbesondere bei der hochsten Konzentration von 10
M. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit dem starken Stimulationseffekt von
Atorvastatin in EAE-Lymphknoten und in Lymphknoten und im Riickenmark von
Kontrollméusen. Wie bereits in der Diskussion der Western-Blot-Ergebnisse angedeutet,
verglichen Schmeer et al. (2008) die Expression von HSP27-Protein bei normalen und
ischdmischen Ratten nach der Behandlung mit Simvastatin. Nach 72 Stunden war die
Expression von HSP27 durch die Statin-Wirkung in der ischdmischen Retina erh6ht. Daher
konnten Statine fiir die Behandlung verschiedener neuronaler Schidigungen des ZNS neue
Moglichkeiten eroffnen.

Fiir HSP105 sind Statineffekte in der Literatur bisher nicht beschrieben. In FM3A-Zellen der
Maus wurden zwei Formen von HSP105, HSP105A und HSP105B, gefunden (Hatayama et
al. 1997; Ishihara et al. 1999). Beide spielen eine wichtige Rolle wéhrend der
Embryonalentwicklung der Miuse ab dem 8. Embryonaltag. Der Level stieg bis zum
Embryonaltag 11 an und fiel danach bis zum Embryonaltag 14 wieder ab (Hatayama et al.
1997). Bei der Ratte wird HSP105 in verschiedenen Geweben, wie Nieren, Milz, Leber und
Herz, ebenfalls in den beiden Isoformen HSP105A und HSP105B exprimiert (Wakatsuki and
Hatayama  1998). Auch bei verschiedenen Tumoren, wie Rektum- und
Pankreasadenokarzinom, Schilddriisen-, Eosophagus- und Thymustumoren sowie
Magenadenolymphom, Seminom und Melanom wird HSP105 vermutlich im Zuge einer Anti-
Tumorreaktion hochreguliert (Kai et al. 2003), weshalb es als Marker fiir
Tumorerkrankungen gilt (Kai et al. 2003; Muchemwa et al. 2008). Fiir die Immunantwort bei
der MS und EAE spielt es eine regulatorische Rolle (Minohara 2003).

Wegen seiner iiberwiegend zytoprotektiven Wirkungen kann vermutet werden, dass die
Statin-bedingte Hochregulierung von HSP105 einen positiven Einfluss auf die NPZ-
Entwicklung hat.

Thrombospondin-1 (TSP-1)

Das Matrixprotein TSP-1 wurde durch Atorvastatin sowohl in proliferierenden als auch in
differenzierenden NPZ jeweils bei der hochsten Statinkonzentration von 10° M hochreguliert.
Ahnlich wie beim ICAM-1 steht dieser Befund im Gegensatz zu den meisten

Literaturmitteilungen iiber Statineffekte in anderen Zellsystemen. So fanden z.B. Loboda et
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al. (2006), dass Atorvastatin die Expression von TSP-1 in Endothelzellen humaner
MikrogefiBe unterdriickt. Ahnliche Befunde erhielten Boerma et al. (2006) und Martinez-
Sales et al. (2007) an humanen Nabelvenenendothelzellen (HUVEC). Der Effekt wurde durch
Mevalonat, Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP)
aufgehoben (Martinez-Sales et al. 2007). Die Arbeitsgruppe von McGillicuddy et al. (2006)
stellte eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression von TSP-1 nach Behandlung mit
Fluvastatin in glatten Muskelzellen humaner Koronararterien (HCASMC) fest. Weiterhin gibt
es Mitteilungen iiber die Herunterregulierung von TSP-1 in Zellkulturen von humanen
GefaBmuskelzellen nach Inkubation mit Lovastatin und Simvastatin (Riessen et al. 1999)
sowie in humanen arteriellen glatten Muskelzellen nach Behandlung mit Cerivastatin (Siegel-
Axel et al. 2003). In allen diesen Féllen konnte die Reduktion des TSP-1 einen positiven
therapeutischen Effekt auf die Endothel- und GefaBBmuskelfunktion haben. Anderseits spielt
TSP-1 als komplexes, multifunktionelles Matrixprotein eine wichtige physiologische Rolle in
zahlreichen Zelltypen, wie Makrophagen, Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelzellen, in
denen es die Zelladhdsion und Zellproliferation reguliert und damit an der Angiogenese bei
Entziindungsprozessen und Karzinomen beteiligt ist (Bonnefoy et al. 2008). TSP-1 ist eine
entscheidende Komponente der Abwehrmechanismen in der Grenzzone eines Herzinfarktes.
Die selektive endogene Expression von TSP-1 in der Infarkt-Grenzzone kann als Barriere zur
Abgrenzung gegen Bindesgewebsgranulationen dienen sowie als Schutz gegen fibrésen
Umbau des nicht infarzierten Myokards (Frangogiannis et al. 2005; Chatila et al. 2007). Die
lokale TSP-1-Expression kann die Entziindung durch Aktivierung von TGF-B oder durch
Inhibierung der lokalen Angiogenese supprimieren (Frangogiannis et al. 2005). Fiir das
Tumorwachstum stellt es einen potentiellen Inhibitor dar, was durch die Hemmung der
Angiogenese und die Aktivierung von TGF-f sowie durch eine direkte Wirkung auf die
Migration und das Uberleben von Endothelzellen bedingt ist (Miao et al. 2001; Lawler 2002;
Kazerounian et al. 2008). AuBerdem supprimiert TSP-1 das Tumorwachstum durch
Interaktion mit Rezeptoren auf der Zelloberfliche und Regulation von extrazelluldren

Proteasen (Kazerounian et al. 2008).

Die Stromazellen des Knochenmarks (BMSCs) und die gangliondren Zellen der Retina
(RGCs) sind potentielle Kandidaten fiir die Zellersatztherapie bei degenerativen
Erkrankungen und Traumen im ZNS. Hierbei kann der TSP-1-Signalweg die neuronale
Transdifferenzierung der BMSCs und RGCs fordern (Yu et al. 2008).

Damit konnte auch die Statin-induzierte Heraufregulierung von TSP-1 in unseren NPZ eine
positive Rolle fiir die Differenzierung spielen. Die Aufkldrung des Stimulationsmechanismus

bedarf allerdings weiterer Untersuchungen.
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PTX-3

Das von uns untersuchte akute Phasenprotein PTX-3 darf nicht mit dem héufig auch als PTX-
3 abgekiirzten Pituitary homeobox protein-3 verwechselt werden (Castelo-Branco et al. 2003).
Es hat als Entziindungsmediator Bedeutung (Han et al. 2005; Boehme et al. 2007) und wird
als Reaktion auf primére Entziindungssignale wie Lipopolysacharide, IL-18 und TNF in
Makrophagen, Fibroblasten und Epithelzellen induziert (Lee et al. 1993; Introna et al. 1996;
Botazzi et al. 1997; Goodman et al. 2000; Polentarutti et al. 2000; Garlanda et al. 2005).
Normalerweise ist sein Plasmaspiegel sehr niedrig (< 2 ng/ml). Er steigt aber bei
verschiedenen pathologischen Prozessen an (Miiller et al. 2001; Presta et al. 2007). Daher gilt
es als ein sensibler Marker in der Friihdiagnostik und fiir die Prognose verschiedener
Erkrankungen (Peri et al. 2000; Latini et al. 2004; Okutani 2006). Z. B. wird es im Gehirn
nach einem Insult hochreguliert und kann dort eine priventive Bedeutung fiir die Insult-
induzierte Neurodegeneration besitzen. Hier war es in Gliazellen, aber nicht in Neuronen
exprimiert (Ravizza et al. 2001). Bei der EAE wurde es in neuronalen Zellen und Astrozyten
gefunden (Agnello et al. 2000; Polentarutti et al. 2000; Ravizza et al. 2001). Wahrend der
aktiven EAE-Phase an den Tagen 10 bis 14. n.i. war es hochreguliert, am 30. Tag n.i. noch
vorhanden und erst am 60. Tag n.i. nicht mehr nachweisbar (Agnello et al. 2000). Einige
Mitglieder der Pentraxin-Familie sind an neuronalen Funktionen (NP1, NP2), der Regulation
der Neurodegeneration (NP1, PTX-3) und der Konstruktion der zelluliren Matrix (PTX-3,
SAP) sowie an der femininen Fertilitét beteiligt (Garlanda et al. 2005; Tranguch et al. 2007).
Morikawa et al. (2004) haben mittels DNA-Mikroarray die Anderungen der Genexpression in
humanen Endothelzellen der Nabelschnur (HUVEC), in humanen glatten Muskelzellen der
Koronararterien (HCASMC) und in humanen Hepatokarzinomzellen (Hep G2) nach der
Behandlung mit Atorvastatin und Pitavastatin untersucht. In den HUVEC-Zellen wurden fiinf
durch Statine besonders stark supprimierte Gene, einschlieBlich PTX-3, gefunden. Auch
wurde das PTX-3 als wichtiger Indikator fiir den Schweregrad beim Herzinfarkt identifiziert
(Peri et al. 2000). Seine Expression konnte besonders in atherosklerotischen Lasionen
nachgewiesen werden (Napoleone et al. 2002; Rolph et al. 2002). Die Reduktion des PTX-3
auf mRNA-Level zéhlt hier zu den positiven klinischen Wirkungen der Statine. Von
besonderer Bedeutung ist des weiteren die Expression von PTX-3 in dendritischen Zellen und
Makrophagen mit Implikationen fiir die angeborenen Immunitéts- und Entziindungsprozesse
(Garlanda et al. 2005) in Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Adipozyten, Fibroblasten,
Phagozyten und dendritischen Zellen (Doni et al. 2003; Klouche et al. 2004), bei der
Castleman-Krankheit und beim Kaposi-Sarkom (Malaguarnera et al. 2000; Klouche et al.



94

2002) sowie in den humanen NPZ NTera2/D1 (NT2) (Misiuta et al. 2006). SchlieBlich wurde
auch eine PTX-3-Expression in den Herz- und Skelettmuskeln gefunden (Polentarutti et al.
2000).

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen ist vor allen von Interesse, dass PTX-3 bei
der EAE, die mit Entziindungen einhergeht, hochreguliert wird (Agnello et al. 2000) und
seine Expression in NPZ, wie den ST14A, durch Statine, wie Atorvastatin, herabreguliert
werden kann. Wir wiirden allerdings dem eigenen Befund einer Suppression von PTX-3 keine
allzu groBe Bedeutung beimessen, da die Suppression bei der niedrigsten
Atorvastatinkonzentration von 10'7M, nur in differenzierenden Zellen und nur nach 4 Stunden

Inkubationszeit auftrat.

SOCS-3

Der negative Regulator von Zytokin-Signalen, SOCS-3 erhoht seine Expression nach
Verletzungen (Carmichael 2003). Zusammen mit weiteren Mitgliedern der SOCS-Familie
(SOCS-1 und SOCS-2) besitzt er Bedeutung fiir die Entwicklung des ZNS (Polizzotto et al.
2000).

Die Arbeitsgruppe um Stark and Cross (2006) hat die Expression von SOCS-1 und SOCS-3
im Riickenmark von SJL und B6 Miusen bei der EAE bestimmt, wobei die SJL Miuse eine
schubformige EAE und die C57BL/6 (B6) Miuse eine mehr chronische Verlaufsform der
EAE aufwiesen. Es zeigte sich, dass die B6 Mduse mehr SOCS-1 und die SJL Miusen mehr
SOCS-3 exprimierten.

Cao et al. (2006) haben die Wirkungen von SOCS-3 auf das Schicksal neuraler Stammzellen
untersucht, die von Feten der Wistar-Ratte am 17.-18. Embryonaltag isoliert wurden. Die
Autoren stellten fest, dass eine Uberexpression von SOCS-3 die Neurogenese induzierte, die
Astrogliogenese der neuralen Stammezellen inhibierte und die Stabilisierung der neuralen
Stammzellen forderte. Die Stabilisierung der neuralen Stammzellen erfolgte vermutlich durch
gleichzeitige Hochregulation von Notchl. Die Statinwirkung auf die Expression von SOCS-3
haben Huang et al. (2003) in Makrophagen von Madusen untersucht. Dabei zeigte sich, dass
Lovastatin und Fluvastatin stimulierend auf die mRNA-Expression von SOCS-3 wirken.
Dieser Effekt war spezifisch fiir SOCS-3 und konnte durch Mevalonat, FPP und GGPP
blockiert werden. Zhang et al. (2008) stellten fest, dass Simvastatin die Expression von

SOCS-3 und SOCS-7 in Monozyten erhoht.
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In unseren NPZ der Ratte reagierte SOCS-3 dhnlich wie PTX-3 auf Atorvastatin nur
voriibergehend, d.h. nur nach 4h Inkubationszeit und auch nur auf die niedrigste
Konzentration von 10”’M, allerdings im Gegensatz zum PTX-3 und in Ubereinstimmung mit

den genannten Literaturbefunden mit einer Hochregulation. Einen wesentlich stirkeren

Einfluss als auf PTX-3 iibte Atorvastatin in unseren Versuchen auf die COX-1-Expression

aus.

COX-1 ist in allen Neuronen des Gehirns vorhanden, jedoch vermehrt im Vorderhirn (Vane
et al. 1998). Das Molekiil spielt eine entscheidende Rolle wihrend die Entwicklung in den
Stammzellen der Retina des Huhns. Dabei wurde das Molekiil besonders stark am emryonalen
Tag 7 hochreguliert (Paraoanu et al. 2005). Won-Kyu and Neufeld (2002) haben
immunhistochemisch die zelluldre Expression und die Lokalisation von COX-1 und COX-2
in der Retina von Méusen und Ratten mit denen der humanen Retina verglichen. Bei Miusen
wurde eine COX-1-Immunreaktivitdt in Photorezeptorzellen, Mikroglia, retinalen, amakrinen
und Ganglienzellen beobachtet, bei Ratten wurde COX-1-Immunreaktivitit in der Mikroglia,
den amakrinen Zellen und retinalen Ganglienzellen registriert, und beim Menschen wurde das
COX-1-Molekiil in den Ganglienzellen, Astrozyten und in amakrinen-Zellen gefunden. Bei
Maiusen und Ratten wurde in allen plexiformen Schichten, Ganglienzellen und amakrinen
Zellen COX-2 nachgewiesen. Dagegen wurde in der menschlichen Retina die COX-2-
Immunreaktivitdt nur in den plexiformen Schichten gefunden. Shin et al. (2003) haben die
Expression von COX-1 und COX-2 bei der experimentellen Autoimmunneuritis untersucht.
Im Western blot waren beide Molekiile am Kumulationspunkt der Krankheit signifikant
erhoht, wobei das COX-1 nur in den Makrophagen vorhanden war. Aber auch bei der
Gehirnischdmie war eine dramatische Erhohung der beiden Molekiile COX-1 und COX-2
feststellbar (Candelario-Jalil and Fieblich 2008). COX-1 und COX-2 werden beide in
neuronalen Zellen exprimiert (Kaufmann et al. 1997), jedoch fanden Schneider et al. (2001)
in den Neuroblastom-Zellinien Neuro2a und NG108 der Maus nur COX-1. Bei der
Alzheimer-Krankheit wurde die Expression von COX-1 in Mikrogliazellen und das COX-2 in
Neuronen detektiert (Hoozemans et al. 2001). Bei der Vorbehandlung von PC12 Zellen aus
dem Phidochromozytom der Ratte mit NGF war der mRNA-Level von COX-1 schon 6
Stunden nach der Behandlung erhoht (Kaplan et al. 1997).
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Daten iiber Statin-Effekte auf das COX-1 konnten in der Literatur bislang nicht ermittelt

werden. Die meisten Publikationen iiber Statin-Wirkungen auf Cyclooxygenasen betreffen

das COX-2.

In der neueren Literatur wird ein positiver Einfluss der Statine auf verschiedene
physiologische Prozesse, inklusive eines Antitumoreffekts beschrieben (Konturek et al. 2007).
Die liberwiegende Anzahl der Mitteilungen konstatiert eine suppressorische Wirkung der
Statine auf die COX-2-Expression bei unterschiedlichen Tumorzellarten. Konturek et al.
(2007) beschreiben die Antitumorwirkungen von Simvastatin aufgrund einer Induktion von
Apoptose und Inhibition von COX-2. Die Arbeitsgruppe um Habib et al. (2007) hat den
Effekt von Simvastatin und Mevastatin auf die COX-2-Induktion der humanen
Monozytenzelllinie U937 untersucht. Nach einer 24-stiindigen Vorbehandlung der U937-
Zelllinie mit Simvastatin oder Mevastatin wurde eine signifikante Reduktion der COX-2-
Expression festgestellt.

Die von Hoque et al. (2008) beschriebenen Befunde, dass Lovastatin und Simvastatin in
Krebszellen der Prostata die Aktivierung von RhoA und die Expression von c-JUN, jedoch
nicht die COX-2-Expression supprimieren, stehen im Gegensatz zu den oben genannten
Ergebnissen.

Beim Einsatz von Statinen in der Kardiologie und deren Einfluss auf die COX-2-Expression
kommt es zu einer iiberwiegenden Hochregulation der COX-2-Expression. Die Statine
reduzieren die GroBe des Herzinfarktes in Abhdngigkeit von der Dosis. Dieser Effekt ist mit
der Hochregulation von COX-2 und der Prostacyclin (PGI(2)-Produktion verbunden
(Birnbaum et al. 2007). Ye et al. (2008) bestétigen, dass die Vorbehandlung mit Atorvastatin
die GroBle des Infarkts reduziert und die Expression von eNOS, iNOS und COX-2 bei der
Ratte induziert (Ye et al. 2008). Simvastatin verstérkt die Induktion der COX-2-Expression in
vaskuldren Muskelzellen (Gonzalez-Diez et al. 2008). AuBBerdem erhoht Atorvastatin den
Prostaglandingehalt des Myokards durch Aktivierung von COX-2 (Ye et al. 2007).

COX-2 wird liberwiegend in kortikalen Neuronen und Neuronen des lymbischen Systems von

ménnlichen adulten Sprague-Dawley-Ratten exprimiert (Yamagata et al. 1993).

Unsere Befunde einer iiberwiegenden Suppression von COX-1 durch Atorvastatin decken
sich nur partiell mit den Mitteilungen iiber die Statinbeeinflussung von COX-2 und dabei vor

allem mit Befunden aus der Tumorliteratur. Allerdings fehlen in der Literatur Befunde iiber

die Wirkung von Atorvastatin auf die COX-1- und COX-2-Expression in NPZ.
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In Tumorzellen ist ein dhnlicher Wirkungsmechanismus der Statine auf die COX-2-
Expression wie auf die COX-1-Expression in unseren NPZ zu vermuten, im

Herzmuskelzellen hingegen ein unterschiedlicher Mechanismus.

Ras

Die Mitglieder der Ras-Protein-Superfamilie, welche die Proteine, Ras, Rapla, Rac und Rho
einschlieBen, sind Membran-gebundende kleine GTPasen, die an wichtigen zelluldren
Prozessen beteiligt sind. So fordert beispielsweise das Ras-Protein das Uberleben, die
Proliferation und die Differenzierung von eukaryotischen Zellen (Holstein et al. 2002). Fiir
die Signaltransduktion von GTP-bindenden Proteinen, wie Ras, Rapl, RhoA und RhoB spielt
deren Isoprenylierung eine entscheidende Rolle (Casey and Seabra 1996; Liao 2002). Durch
die Inhibierung der Synthese von L-Mevalonsidure unterdriicken Statine den Aufbau von
wichtigen isoprenoiden Zwischenprodukten des Cholesterinbiosynthese-Signalwegs, wie FPP
und GGPP (Goldstein and Brown 1990), die eine kovalente Bindung und subzellulédre
Lokalisation von Membran-gebundenen Proteinen ermdglichen. Die Mitglieder der Ras und
Rho GTPasen sind als bedeutende Substrate der Isoprenylierung wichtige Ziele filir die
Inhibition durch Statine (Liao 2002; Waiczies et al. 2005). Die Inhibition kleiner GTPasen ist
daher fiir die Vermittlung biologischer Effekte der Statine von groB3er Bedeutung (Liao 2002).
Von Laufs and Liao (1998) wurden humane Endothelzellen mit dem Statin Mevastatin in
Anwesenheit von L-Mevalonate, FPP und GGPP inkubiert, was durch Inhibierung der Rho-
Geranylierung zur Hochregulierung von eNOS fiihrte. Nach Untersuchungen von Meske et al.
(2003) fiihrt die Behandlung einer primaren Neuronenkultur der Ratte zur Reduktion der Rho-
GTPase-Fraktion und des Levels kleiner G-Proteine. Bassa et al. (1999) haben die Bedeutung
der Inhibition des Cholesterin-Signalwegs auf Ras in Mesangiumzellen untersucht. Die Daten
weisen darauf hin, dass bei der Inhibition die Mevalonsdure-Synthese durch Lovastatin auch
die Aktivitit von Ras gehemmt wird. Ahnliche Befunde wurden von der Arbeitsgruppe
Danesch et al. (2002) beschrieben. Das Simvastatin unterdriickte die Rho-GTPase in
glomeruldren Mesangiumzellen. Zahlreiche in vitro Studien von malignen Zellen zeigen die
inhibitorische Wirkung von hohen Statin-Dosen (10-50 uM) auf die Isoprenylierung von Ras-
und Rho-GTPasen (Goldman et al. 1996; Holstein et al. 2002; Ghittoni et al. 2005).
Lovastatin, jedoch nicht Pravastatin, unterdriickte das Zellwachstum und das Uberleben von
Zellen durch Induktion von Apoptose in Neuroblasten. Mevalonate verhinderten die
morphologischen und biochemischen Zeichen der Apoptose, die durch Lovastatin induziert

wurden (Garcia-Roman et al. 2001). In dhnlicher Weise induzierte Lovastatin die Apoptose in
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Zellinien eines Mesothelioms, wobei wiederum die Wirkung durch Zusatz von Mevalonaten
aufgehoben wurde. Das bestitigte, dass Lovastatin die Mesotheliomzellen durch die
Inhibierung von Mevalonaten beeinflulte (Rubins et al. 1998). Khanzada et al. (2006)
untersuchten die Wirkung von Simvastatin auf das Wachstum und das Uberleben der
humanen SCLC-Tumorzellen der Lunge. Das Simvastatin inhibierte das Wachstum der
SCLC-Zellen und dariiber hinaus den Anteil des H-Ras-Proteins. Auf der anderen Seite
forderte die Inhibition von Funktionen der Rho-Familie durch Lovastatin die
Wiederherstellung von Myelin bei der EAE (Paintlia et al. 2008a), wahrend nach Tanaka et
al. (2000) die Mevalonat-Kaskade fiir die Differenzierung, Reifung und Aufrechterhaltung
von neuronalem Gewebe eine positive Rolle spielt. Die gleichen Autoren behaupten, dass die
Inhibition der HMG-CoA-Reduktase die membran-gebundenen kleinen GTPasen Rho, aber
nicht die kleinen GTPasen Ras supprimiert. Unsere Ergebnisse einer Ras-Unterdriickung
durch hohe Atorvastatinkonzentrationen sowohl in proliferierenden als auch in
differenzierenden NPZ stehen in Ubereinstimmung mit das meisten Literaturmitteilungen
tiber Statineffekte in unterschiedlichen Zellsystemen. Es gibt aber auch Berichte, in denen
eine fordernde Wirkung der Statine auf das Ras-Protein beschrieben wird. So wurde z.B. die
humane Erythroleukdmie-Zelllinie K562 mit 10 uM Lovastatin fiir 0-24 Stunden inkubiert,
was zu einer wesentlichen Erhdhung des Levels von Ras, RoA, RhoB und Rapla zu allen
Zeitpunkten flihrte. Bei gleichzeitiger Zelleninkubation mit Lovastatin und Mevalonat wurde

der Lovastatin-Effekt aufgehoben (Holstein et al. 2002).

P-STAT-6

Die STAT-Proteine gehdren zur Familie der latenten Transkriptionsfaktoren, die in vielen
Zelltypen gebildet werden. Die STAT-4- und STAT-6-Gene spielen eine entscheidende Rolle
bei der Regulation der EAE (Chitnis et al. 2001). Ihre Expression und durch
Phosphorylierung vermittelte Aktivierung wird durch Statine beeinflusst.

Youssef et al. (2002) haben z.B. den Effekt von Atorvastatin in vivo auf die T-Zellen bei der
EAE untersucht. Hier induzierte das Atorvastatin die Phosphorylierung von STAT-6 zu P-
STAT-6 und die Sekretion von Th2-Zytokinen (IL-4, IL-5 und IL-10) sowie des
transformierenden Wachstumsfaktors TGF-B. Rodriguez et al. (2005) beschreiben, dass
Atorvastatin die EAE iiber die Induktion der Phosphorylierung von STAT-6 und die
Inhibition von STAT-4 unterdriickt. Ebenso gibt es Publikationen iiber einen Lovastatin-

Effekt auf das P-STAT-6-Protein (Nath et al. 2004). Die in vivo Behandlung von SJL/J
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Maiusen mit Lovastatin reduzierte die Dauer und den Schweregrad der aktiven und passiven
EAE. Lovastatin induzierte einerseits die Expression von GATA3 und die Phosphorylierung
von STAT-6 und andererseits die Inhibition von STAT-4 (Nath et al. 2004). Aprahamian et
al. (2006) haben die Simvastatinwirkung auf entziindliche Riickkopplungsmechanismen in
einem Atherosklerose-Model der Maus getestet. Die Daten weisen darauf hin, dass
Simvastatin die Atherosklerose unabhidngig von seiner Cholesterol-senkenden Wirkung
verbessert und dass seine immunmodulatorischen Effekte mit einer Induktion der Expression
von STAT-6 sowie einer Unterdriickung von STAT-4 verbunden waren. Im Gegensatz dazu
haben Thomas et al. (2005) bei der experimentellen Autoimmun-Uveitis mittels Western-
Blot-Methode gezeigt, dass das phosphorylierte STAT-6 nicht hochreguliert wurde, weder bei
den Versuchstieren noch bei den Kontrolltieren. Hingegen wurde das STAT-4 in beiden
Gruppen hochreguliert.

Unser Befund einer Hochregulierung von P-STAT-6 durch die niedrige und mittlere
Atorvastatinkonzentration in Langzeit-differenzierenden NPZ steht in Ubereinstimmung mit
den in der Literatur mitgeteilten EAE-Ergebnissen. Er sollte aber wegen der extrem hohen

Standardabweihung der Messwerte von > 700% nicht iberbewertet werden.

4.5. Ausblick

Die vorgestellten Untersuchungen zum Statineinflul auf die Gen- und Proteinexpression im
Tiermodell der MS und auf die Proteinexpression in striatalen NPZ der Ratte haben es
ermoglicht, neue Kandidaten-Proteine zu identifizieren, die potentiell Indikatorcharakter fiir
die Untersuchung von Statin-Respondern und -Nichtrespondern unter Patienten mit MS und
moglicherweise anderen entziindlichen und degenerativen Erkrankungen des Nervensystems,
wie z.B. der Parkinsonerkrankung, haben konnten. Hierzu sind weitere Untersuchungen,
insbesondere an humanen NPZ, notwendig. Die Ergebnisse an den Ratten-NPZ sind derzeit
noch uneinheitlich und erfordern eine Reproduzierung der gefundenen signifikanten
Statineffekte mit alternativen Methoden. Hierzu stehen sowohl Methoden der Proteomanalyse
(2-dimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit differentieller Gelfarbung und
massenspektrometrischer Auswertung) als auch ELISA-Systeme zur Verfligung. Die
funktionelle Bedeutung der in dieser Arbeit identifizierten Statin-sensitiven Gene konnte
durch selektive Genausschaltung (knock-out) bzw. —unterdriickung (knock-down) und
anschlieBende Analyse der morphologischen und biochemischen Konsequenzen

(Markerexpression) in verschiedenen NPZ-Linien aufgeklart werden. Um néheren Auf3chlufl
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tiber den Mechanismus der Statinwirkung auf die Proteinexpression zu erhalten, wéren die
von kleinen GTPasen-abhidngigen Signalwege in den untersuchten NPZ zu analysieren.
SchlieBlich sind Untersuchungen in weiteren Krankheitsmodellen in Betracht zu ziehen. Im
Tiermodell der Parkinsonerkrankung gibt es bereits Hinweise (Wang et al. 2005; Hernandez-
Romero et al. 2008; Schuster et al. 2008) auf Statineffekte, die therapeutische Konsequenzen

haben konnten und Grundlage eines geplanten Forschungsprojektes sind.
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5. Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des Statins Atorvastatin auf die
Expression von Genen untersucht, welche fiir die Pathogenese der EAE und vermutlich auch
fiir die der MS von Bedeutung sind. Zur Angleichung unserer experimentellen Studie an die
klinische Situation haben wir das Tiermodell der PLP-139-151 induzierten EAE gewihlt und
damit einen Verlauf erreicht, der der Initialphase einer chronisch-schubférmigen MS stark
dhnelt. Im Vergleich zu Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen ergaben sich in unserer
Studie folgende Unterschiede:

a) Wir verwendeten minnliche EAE-suszeptible SJL Maiause, um den Einfluss des

weiblichen Hormonzyklus auf den Krankeitsverlauf auszuschliefen;

b) es wurden Zellen aus drainierenden Lymphknoten und keine T-Zelllinien untersucht;

c) die basale und stimulierte Proliferation der Lymphozyten der gesunden Kontrolltiere

war hoher als die in vergleichbaren anderen Studien.
Atorvastatin wurde eingesetzt, weil es ein typisches, in der Klinik hdufig verwendetes Statin
darstellt. Die Behandlung erfolgte an 7-Wochen alten Méusen mit 10 mg Atorvastatin pro kg
Korpergewicht. Es wurden folgende experimentelle Tiergruppen gebildet:

A: normale gesunde Kontrolltiere (Tag 0 n.i.),

B, C und D: EAE-Méuse an den Tagen 10, 20 bzw. 30 n. 1.,

E und F: Kontrolltiere, die 10 bzw. 20 Tage Atorvastatin erhielten, aber nicht immunisiert

wurden, und

H: EAE-Mduse, die ab Tag 10 n.i. 10 bzw. 20 Tage lang Atorvastatin erhielten.
Zur Identifizierung der Statin-sensitiven Gene wurde in den Lympknoten und im Riickenmark
der verschiedenen EAE-Tiergruppen eine Microarrayanalyse der Genexpression durchgefiihrt.
Die Analyse umfasste 12.000 Gene. Eine um das Zweifache gednderte Expression im
Vergleich zweier Tiergruppen wurde in Ubereinstimmung mit den meisten
Literaturmitteilungen und vorausgegangenen eigenen Microarray-Untersuchungen in anderen
Systemen als signifikant angesehen. Mit der Mikroarray-Analyse wurden 14 Gene
identifiziert, deren Expression selektiv von Atorvastatin beeinflusst war. Davon wurden 2
Gene fiir eine Expressionsanalyse auf Proteinebene ausgewidhlt, und zwar das
proinflammatorische Enzym COX-1 und das Stressmolekiil HSP105. Hinzu kamen das
interzelluldre Adhisionsmolekiil ICAM-1 und das Lymphozytenfunktionsmolekiil CD86, die
beide aus der Literatur als Statin-sensitive bekannt waren. Zur Untersuchung der
Veranderungen auf Proteinebene wurde die quantitative Western-Blot-Methode der Firma

LI-COR® Bioscience mit Detektion im nahen Infrarotbereich benutzt. Im Ergebnis wurde
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gefunden, dass die Expression der 4 untersuchten Proteine sowohl in Lymphknoten als auch
im Riickenmark der Versuchstiere durch die Induktion der EAE und mehr noch durch die
Atorvastatinbehandlung beeinflusst war und dass das AusmalBl der Expressionséinderungen
von der Dauer der EAE und der Statinbehandlung abhing. AuBlerdem erwiesen sich die
Proteine auch in gesunden Kontrollmdusen als Statinsensitiv. Insgesamt zeigte sich ein
heterogenes Bild der Proteinexpressionsinderungen, das nur partiell die Anderungen auf
Transkriptionsebene widerspiegelte.

Erginzend zu den In-vivo-Untersuchungen im EAE-Modell wurden Atorvastatineffekte auf
die Expression von Kandidatenproteinen in neuralen Vorlduferzellen in vitro untersucht, um
Hinweise auf eine mogliche Beeinflussung regenerativer Prozesse im Nervengewebe durch
Statine zu erhalten. Fiir diese Untersuchungen wurde als Modell die immortalisierte striatale
Vorlauferzelllinie ST14A der Ratte benutzt. Die Auswahl der Kandidatenproteine erfolgte auf
der Basis der Ergebnisse der Gen- und Proteinexpressionsanalyse im EAE-Modell (ICAM-1,
HSP105, TSP-1, PTX-3, SOCS-3, COX-1) und auf Grund von Literaturhinweisen auf Statin-
sensitive Proteine in dhnlichen Systemen (Ras und P-STAT-6). Zundchst wurden toxische
Atorvastatin-Effekte auf die ST14A14A-Zellen mittels Nissl-Farbung um toxische
Statinkonzentration bei der Testung {iberpriift. Danach wurde die basale Expressionskinetik
der Kandidatenproteine in den STI14A-Zellen ermittelt und schlieBlich der Einfluss des
Atorvastatins auf die Expressionskinetik untersucht. Dafiir kam die In-Zell-Western-Methode
zur Anwendung, die ebenso wie die Western-Blot-Methode auf der Proteindetektion mit
fluoreszenzmarkierten Antikorper beruht, die Lichtsignale im nahen Infrarotbereich
emittieren. Es wurden drei unabhingige In-Zell-Western-Experimente bei permissiver
Temperatur von 33°C an proliferierenden Zellen und bei nicht-permissiver Temperatur von
39°C an differenzierenden Zellen durchgefiihrt. Die Atorvastatinexposition erfolgte tiber 3
verschiedene Zeitrdume (4h, 24h und 48h) und in 3 verschiedenen Konzentrationen (10°M,
10°M, 10"M).

Im Ergebnis zeigte sich, dass die Statinwirkung proteinbezogen sehr unterschiedlich ausfiel.
So wurden ICAM-1 und HSP105 nur in proliferierenden Zellen, PTX-3, SOCS-3 und P-
STAT-6 nur in differenzierenden Zellen und TSP-1, COX-1 und Ras sowohl in
proliferierenden als auch in differenzierenden Zellen beeinflusst. Hochreguliert wurden
ICAM-1, TSP-1, SOCS-3 und P-STAT-6, herunterreguliert PTX-3 und Ras. Eine
Abhingigkeit der Expressionsidnderung ergab sich nur fiir HSP105 und COX-1. HSP105
wurde in proliferierenden Zellen nach 48h Inkubationszeit bei 10°M Atorvastatin
heraufreguliert und bei 10”M herunterreguliert. COX-1 wurde iiberwiegend herunterreguliert,

und zwar in proliferierenden Zellen nach 4h bei 10°M und 10”M Atorvastatin und nach 24h
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bei 10'M Atorvastatin sowie in differenzierenden Zellen nach 4h bei 10’M Atorvastatin.
Eine Hochregulation wurde in differenzierenden Zellen nach 24h bei 10°M Atorvastatin
beobachtet. Die Dauer und Stirke des Statineinwirkung spielte auch bei den anderen
Proteinen eine entscheidende Rolle fiir die Richtung und das Ausmall der
Expressionsidnderung. Dabei reagierten ICAM-1, HSP105 und P-STAT-6 nur auf
Langzeitexposition (48h) sowie PTX-3 und SOCS-3 nur auf Kurzzeitexposition (4h). TSP-1
wurde nur von der hochsten und PTX-3 und SOCS-3 nur von der niedrigsten
Statinkonzentration beeinflusst.

Insgesamt wird aus den Untersuchungsergebnissen der Statinbeeinflusung von Gen- und
Proteinexpression im Tiermodell der EAE wund der Proteinexpression in neuralen
Vorlduferzellen der Ratte geschlussfolgert, dass die untersuchten Proteine potentiell
Indikatorcharakter fiir Responder und Nichtresponder unter verschiedenen Tierstimmen und
moglicherweise auch MS-Patienten haben. Die Aufkldrung des exakten Mechanismus der
beobachteten  Statineffekte wund ihrer funktionellen Bedeutung bedarf weiterer
Untersuchungen, z. B. mittels selektiver Genunterdriickung (knock-down) und

-liberexpression (knock-in).
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7. Thesen

10.

11.

12.

. Die Multiple Sklerose (MS) ist die hdufigste neurologische Erkrankung des jungen

Erwachsenenalters in der nordlichen Hemisphire.

Die experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE) ist ein aussagefihiges
Tiermodell zur Untersuchung bestimmter Aspekte der Pathophysiologie und Therapie
der MS.

Die durch Immunisierung mit dem Peptid der Aminosduren 139-151 des
Proteolipidproteins (PLP139-151), einem stark immunogenen Epitop des zentralen
Myelins, induzierte EAE weist viele Ahnlichkeiten mit der hiufigsten, chronisch
remittierenden Verlaufsform der MS auf.

Dieses Tiermodell wurde benutzt, um Gene zu identifizieren, deren Expression durch
Statine beeinflusst werden, die zu den gegenwirtig in intensiver Erprobung
befindlichen, experimentellen oralen MS-Therapeutika zéhlen.

In drainierenden Lymphknoten und im Riickenmark Atorvastatin-behandelter EAE-
Maiuse wurden mittels Mikroarrayanalyse 14 Gene gefunden, deren Expression nur
durch die Statin-Behandlung und nicht durch die EAE-Induktion beeinflusst war.

Auf Proteinebene war die Expression von HSP105, COX-1, CD86 und ICAM-1
sowohl in Lymphknoten als auch im Riickenmark der Versuchstiere durch die
Induktion der EAE und mehr noch durch die Atorvastatin-Behandlung beeinflusst.
Das Ausmal} der Expressionsdnderungen war von der Dauer der EAE und der Statin-
Behandlung abhingig.

Die Proteinexpressionsianderungen spiegelten nur partiell die in der Mikroarrayanalyse
gefundenen Anderungen auf Transkriptionsebene wider.

Um den Statin-Einflul} auf reparative Prozesse im ZNS beurteilen zu kénnen, wurden
Atorvastatin-Effekte auf die Expression der Statin-sensitiven Kandidatenproteine
ICAM-1, HSP105, TSP-1, PTX-3, SOCS-3, COX-1, Ras und Phospho-STAT6 in
neuralen Vorlduferzellen der Ratte (ST14A) untersucht.

Atorvastatin hat im untersuchten Konzentrationsbereich von 10°M - 10’M keinen
toxischen Effekt auf die ST14A-Zellen.

Atorvastatin fiihrt zu unterschiedlich starken Verdnderungen der Expression der
untersuchten Proteine in Abhédngigkeit vom Entwicklungsstadium der Zellen
(Proliferation oder Differenzierung), von der Expositionszeit und von der
Konzentration.

ICAM-1 und HSP105 werden nur in proliferierenden Zellen, PTX-3, SOCS-3 und
Phospho-STAT6 nur in differenzierenden und TSP-1, COX-1 und Ras sowohl in
proliferierenden als auch in differenzierenden Zellen beeinflusst.

Uberwiegend hochreguliert werden ICAM-1, TSP-1, SOCS-3, Phospho-STAT6 und
HSP105, iiberwiegend herunterreguliert PTX-3, Ras und COX-1.
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15.
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ICAM-1, HSP105 und Phospho-STAT6 reagieren nur auf Langzeitexposition (48h),
PTX-3 und SOCS-3 nur auf Kurzzeitexposition (4h).

TSP-1 wird nur von der hochsten, PTX-3 und SOCS-3 nur von der niedrigsten Statin-
Konzentration beeinflusst.

Die Identifizierung von Kandidatengenen bzw. -proteinen sowie deren Verdnderung
unter Atorvastatin-Einwirkung kdnnen einen prediktiven Wert fiir den therapeutischen
Statin-Effekt bei der EAE und mdglicherweise auch bei der MS haben.

Die Ergebnisse konnten einen Beitrag zur Etablierung therapeutisch und prognostisch
aussagefdhiger Marker fiir klinische Studien am MS-Patienten leisten, wenn diese mit
Statinen behandelt werden.
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9. Anhang
9.1. Anhang A (Materialien)

Tabelle 1. Losungen und Puffer

Nr | Komponenten Endkon- | Stock- Zugabe- | Hersteller | Katalog-
zentra- konzen- menge Nr.
tion tration

L; | Dilbecco’s MEM- 500 ml | GIBCO, 21885-025

Glutamax I Invitrogen
(DMEM) GmbH,
Karlsruhe
Penicillin/Strepto- 50IU/ml | 5,5 ml Biochrom A 2213
mycin 60ug/ml AG, Berlin
FBS 10% 55 ml Biochrom SO0115
AG, Berlin
L, | DMSO Sigma- D-2650
Aldrich,
Chemie
GmbH,
Steinheim
L; | Elektrodenpuffer
TRIS 25 mM 121,14 | 3,03 g Roth, 4855.2
g/mol Karlsruhe
Glycin 188 mM 75,07 14,1 ¢ Roth, 3908.2
g/mol Karlsruhe
SDS 3,5 mM 288.,4 1.0g Serva, 20783
g/mol Heidelberg
Aqua dest. ad 1000 ml
L4 | Gefriermedium
FBS 90% 450 ml | Biochrom SO0115
AG, Berlin
DMSO 10% 50 ml Sigma- D 2650
Aldrich,
Chemie
GmbH,
Steinheim
Ls | 1x Laemmlipuffer
SDS 2% 288.,4 lg Serva, 20783
g/mol Heidelberg




Glycerin 10% 87 % 57¢g Merck, 1.04094.1000
Darmstadt
EDTA pH 6,8 5mM 372,24 | 92,5mg | Merck, 1.12029.1000
g/mol Darmstadt
TRIS pH6,8 62,5mM | 121,14 |04¢g Roth, 4855.2
g/mol Karlsruhe
Bromphenolblau 0,5 % 692 1 ml Serva, 15375
g/mol Darmstadt
B-Mercaptoethanol | 5 % 78,13 frisch Roth, 4227.1
g/mol zuge- Karlsruhe
geben
Aqua dest. ad 50ml
Le¢ | Nissl-Losung
Cresyl Violet 0,1% 0,25 g Sigma- C1791-5G
acetate Aldrich,
Steinheim
Aquabidest. 250 ml | bei 60°C
16sen, dann
filtrieren
L7 | Odyssey® 125ml | LI-COR 927-40000,
Blockpuffer Bioscience, | 827-06899
Bad
Homburg
Ls | PBS-Dulbecco w/o Biochrom L 1825
Ca2+, Mg 2+ AG, Berlin
Ly | PFA (pH=7,0) 3,7%
NaH,PO4x H,O 137,99¢/ | 4¢g Merck, 1.06346.1000
mol Darmstadt
Na,HPO4x 2H,0 177,99 | 8,15¢g Merck, 1.06580.1000
g/mol Darmstadt
PFA 37,0g Merck, 1.04005.1000
Darmstadt
Aqua dest. ad 1000 ml
L1o | PBS (pH=7,4)
NacCl 137 mM 58,44 8,00 g J.T Baker, 0278
g/mol Griesheim
KCl 2,7 mM 74,56 0,20 g Merck, 1.04936.1000




g/mol Darmstadt
Na,HPO4 10 mM 177,99 1,42 ¢ Merck, 1.06580.1000
g/mol Darmstadt
KH,POg4 2 mM 136,09 |0,27¢g Merck, 1.04873.0250
g/mol Darmstadt
Aqua dest. ad 1000 ml
Li; | PBS-Tween 20
PBS (pH=7,4) 0,1 M 20 ml
Tween® 20 0,1% 20ul Sigma- P 5927
Aldrich,
Steinheim
L1z
SDS-
Transferpuffer
TRIS 48 mM 121,14 |582¢g Roth, 4855.2
g/mol Karlsruhe
Glycin 39 mM 75,07 293 ¢g Roth, 3908.2
g/mol Karlsruhe
SDS 1,3 mM 10 % 3,75 ml | Serva, 20783
Heidelberg
Methanol 20 % 32,04 200 ml | Merck, 1.13351.2500
g/mol Darmstadt
Aqua dest. ad 1000 ml
L3 | Trypsin/EDTA GIBCO, 25300-054
Invitrogen,
Karlsruhe
L4 | Trypanblau Sigma- T 8154
(Trypan Blue Aldrich,
Solution), 20 ml Steinheim
Tabelle 2. Biochemikalien
Bezeichnung Hersteller Bestell-Nr.
Nr.
B; | Atorvastatin Sortis, Pfizer, Karlsruhe
B, | BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockford 23225
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B3 | cOmplete, Mini, Tabletten Roche Diagnostik GmBH, 11 836 153 001
Penzberg

B4 | 15% Ceriterion Tris-HCL Bio-Rad, Miinchen 345-0019
Criterion Precast Gel 1,0mm;
1242 comb, 45ul

Bs | Entellan, Neu Merck KGaA, Darmstadt 1.07961.0500

B¢ | 37% Formaldehyde solution | J.T. Baker, Deventer, Holland | 7040

B; | PeqGold Protein-Marker IV | peqLab Biotechnologie 27-2110, 10 x
(Prestained) GmbH, Erlangen 0,25 ml

Bg | Triton X 100 Ferak, Berlin 505002

By | Tween 20 Serva, Heidelberg 37470

Bio | T-PER Tissue Protein Pierce, USA 78510
Extraction Reagent

By; | Xylol J T Baker, Greisheim 8118

Tabelle 3. Verbrauchsmaterial

Nr. Hersteller Bestell-Nr.
Vi | 100 mm Petrischalen Biochrom, Berlin P-93 100
V, | 60 mm Petrischalen Biochrom, Berlin P-93 600
V3 | 96-Well-Flachbodenplatten Falcon, Franklin, USA 3072
V4 | Combitips® plus 0,1 ml Eppendorf, Hamburg 0030 069.200
Vs | Combitips® plus 0,2 ml Eppendorf, Hamburg 0030 069.218
Ve | Combitips® plus 0,5 ml Eppendorf, Hamburg 0030 069.226
V; | Combitips® plus 1 ml Eppendorf, Hamburg 0030 069.234
Vs | Combitips® plus 2,5 ml Eppendorf, Hamburg 0030 069.242
Vo | Combitips® plus 5,0 ml Eppendorf, Hamburg 0030 069.250
V10 | Combitips® plus 10 ml Eppendorf, Hamburg 0030 069.269
V11 | Combitips”® plus 25 ml Eppendorf, Hamburg 0030 069.293
V12 | Combitips® plus 50 ml Eppendorf, Hamburg 0030 069.277
Vi3 | Falcon Culture Slides, 8 Becton Dickinson GmbH, 354118
well, VE=24 Stck. Heidelberg
V14 | Falconrohrchen 15 ml Roth, Karlsruhe 459.1
Vis | Multipette® plus Eppendorf, Hamburg 4981 000.019
Vi6 | Kryorohrchen und Biozym, Oldendorf 710025, 710040
Kryodeckel
V17 | Nitrocellulosemembran Amerscham Pharmacia RPN 303D
Hybond ECL, Version Biotech, Freiburg
LRPND 95/98, 30 cm x 3
Vis | Reaktionsrohrchen 1,5 ml Eppendorf, Hamburg 0030.102.086
Vi9 | Zellkulturpipette 10 ml, kurz | Greiner 607 190
Vi | Zellkulturpipette 10 ml, lang | Greiner 607 180
V31 | Zellkulturpipetten 5 ml, kurz | Greiner 606 190
Vi, | Zellkulturpipetten 5 ml, lang | Greiner 606 180
Tabelle 4. Geriite
Nr. | Bezeichnung Hersteller
G, | Brutschrank Heraeus, Hanau




G, | Biirker-Zahlkammer Merck, Darmstadt

G3 | Criterion cell Bio-Rad, Miinchen

G4 | Lichtmikroskop “Zeiss” Zeiss, Gottingen

Gs | Mikroskop Carl Zeiss, Jena

G | Perfect Western ™ Containers: WAK- Chemie Medical GmbH, Steinbach
extra large, black

G, | pH-Meter CG 840 Schott-Gerite, Hofheim

Gs | Photometer SLT. Spectra Il Tecan, Crailsheim

Gy | Semi dry blot chamber Bio-Rad, Miinchen

G | Sterilbank “Lamin Air” Heraeus, Hanau

G11 | Thermomixer 5436 Effendorf, Hamburg
Zentrifugen:

G, | Biofuge 13 (Rotor 3757) Heraeus, Hanau

Gi3 | Kiihlzentrifuge Universal 30 RF Hettich, Tuttlingen
(Rotor E 1174)

G4 | Tischzentrifuge EBA 12 (Rotor Hettich, Tuttlingen
E806)

Gis | Minizentrifuge 5415 Beckham Instruments, Miinchen

Gi6 | Megafuge 1.0 R (Rotor 3360) Heraeus, Hanau

Tabelle 5. Software

Nr. | Bezeichnung Hersteller

S: | Easy win fitting Tecan Crailsheim

S, | Exell Office Excel 2003 Microsoft Corporation

S; | Microsoft Office Microsoft Corporation

S4 | Odyssey Software Version 1.2 | LI-COR, Bioscience, Bad Homburg

Tabelle 6. Primare Antikorper (Western-Blot)

Nr. | Bezeichnung Antigen | Wirt Hersteller Katalog-Nr.
A; | Anti-B-Aktin, Klone | B-Aktin | Maus, Sigma, A 5441
AC-15 monoklonal | Taufkirchen
A; | Anti-CD86 (B7-2) CD86 Ratte, BD 553689
(B7-2) | monoklonal | Biosciences,
Pharmingen
Az | Anti-Cyclooxygenase-1 | COX-1 | Kaninchen, | Chemicon, AB5116;
(COX-1) polyklonal Hofheim LOT:24020386
A4 | Anti-Interzellulire ICAM-1 | Ziege, R&D AF796;
Adhision Molekiile-1 polyklonal Systems, LOT:GRGO1
(ICAM-1) Wiesbaden
As | Anti-Hitze-Shock- HSP105 | Ziege, Santa Cruz, | SC-1804
Protein-105 (HSP105) polyklonal Heidelberg
Tabelle 7. Sekundire Antikorper (Western-Blot)
Nr. | Bezeichnung Antigen Wirt Hersteller Katalog-Nr.
Ag | Alexa Fluor 680 Kaninchen Ziege Molecular A-21109
IgG (H+L) Probes,
Karlsruhe
A7 | Alexa Fluor 680 Ratte IgG Ziege Molecular A-21096




(H+L) Probes,
Karlsruhe
Ag | Alexa Fluor 680 Ziege IgG | Esel Molecular A-21084
(H+L) Probes,
Karlsruhe
Ay | IRDye 800CW | Maus IgG Ziege Rockland, 610-131-121
konjugiert [H&L] Hamburg
Tabelle 8. Primire Antikorper (In-Zell-Western-Analyse)
Nr. | Bezeichnung Antigen Wirt Hersteller Katalog-
Nr.
Ao | Anti-B-Aktin, B3-Aktin Maus, Sigma, A 5441
Klone AC-15 monoklonal | Taufkirchen
A Anti-Ras Ras Maus, BD 61002
monoklonal | Biosciences,
Pharmingen
Ajz | Anti-ICAM-1 ICAM-1 Ziege, R&D Systems, | AF 796
polyklonal Wiesbaden
Az | Anti- TSP-1 Maus, Abcam, Ab1823
Thrombospondin monoklonal | Cambridge, UK
Ay | Anti-SOCS-3 (M- | SOCS-3 Ziege, Santa Cruz | sc-7009
20) polyklonal Biotechnology,
Inc., Heidelberg
Ajs Anti-HSP105 HSP105 Ziege, Santa Cruz | sc-1804
(M-20) polyklonal Biotechnology,
Inc., Heidelberg
A1s | Anti-PTX-3 PTX-3 Ratte, Alexis ALX-804-
monoklonal | Biochemicals 463-C100
GmbH,
Grlinberg
A7 Anti-COX-1 COX-1 Kaninchen, Chemicon ABS5116
«alt » polyklonal International,
Hotheim
Ag | Anti-COX-1 COX-1 Maus, Abcam, ADb695
«neu » monoklonal | Cambridge, UK
Ay | Anti-P-STAT-6 P-STAT-6 | Maus, BD S99220
(Yo641) monoklinal | Biosciences,
Pharmingen
Tabelle 9. Sekundiire Antikorper (In-Zell-Western-Analyse)
Nr. | Bezeichnung Antigen Wirt Hersteller Katalog-Nr.
Alexa Fluor 680 Gegen Aus der | Molecular A-21109
Kaninchen | Ziege Probes,
Az IgG (H+L) Karlsruhe;
konjugiert gekauft von
Invitrogen,
Karlsruhe
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Dieser Antikorper wurde fiir die COX-1 ,,alt* benutzt.

Ay | Alexa Fluor 680 | gegen Ratte | Aus der | Molecular A-21096
IgG Ziege Probes,
(H+L) Karlsruhe;
konjugiert gekauft  von
Invitrogen,
Karlsruhe
Dieser Antikorper wurde fiir PTX-3 benutzt.
Ay, | Alexa Fluor 680 | gegen Ziege | aus dem | Molecular A-21084
IgG Esel Probes,
(H+L) Karlsruhe;
konjugiert gekauft  von
Invitrogen,
Karlsruhe
Dieser Antikorper wurde fiir ICAM-1, SOCS-3, HSP105 benutzt.
Az | IRDye 800CW | Gegen Aus der | Rockland 610-131-121
konjugiert Maus IgG | Ziege Immunochemicals
[H&L] Inc. Gilberstville,
PA; gekauft von
BIOMOL,
Hamburg

Dieser Antikorper wurden fiir 3-Aktin, Ras und TSP-1 benutzt.




9.2. Anhang B (Ergebnisse: Originaldaten)

Originalbilder von allen Western-Blots der Experimente zur Untersuchung des
Statineffekts auf die Expression Statin-sensitiver Proteine in Lymphknoten und im
Riickenmark von EAE-Miusen (mit Ausnahme der im Hauptteil beispielhaft gezeigten

Western-Blots zum Nachweis von ICAM-1)

Pentraxin-3 (PTX-3)
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Abb. 1 Proteinexpression von PTX-3 in Lymphknoten (LK) von EAE-Miusen im
Krankheitsverlauf (A-D = 0, 10, 20 und 30 Tage n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A-D) und
mit Atorvastatinbehandlung (G = vom 10.- 20. Tag n.i., H = vom 10. - 30. Tag n.i.). Der
Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung
von fluoreszierenden sekundiren Antikorpern fiir PTX-3 (rot) sowie fiir das ,,housekeeping™
Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 2 Proteinexpression von PTX-3 im Riickenmark (RM) von EAE-Miusen im
Krankheitsverlauf (A-D = 0, 10, 20 und 30 Tage n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A-D) und
mit Atorvastatinbehandlung (G = vom 10.- 20. Tag n.i., H = vom 10. — 30. Tag n.i.). Der
Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung
von fluoreszierenden sekundiren Antikorpern fiir PTX-3 (rot) sowie fiir das ,,housekeeping®
Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 3 Proteinexpression von PTX-3 in Lymphknoten (LK) und im Riickenmark (RM) von
Kontrollmédusen ohne Atorvastatinbehandlung (A) und mit Atorvastatinbehandlung (E = 10
Tage Behandlung, F = 20 Tage Behandlung). Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte
mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung von fluoreszierenden sekundiren
Antikdrpern fiir PTX-3 (rot) sowie fiir das ,housekeeping™ Protein B-Aktin (griin). Die
Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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CD86
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Abb. 4 Proteinexpression von CD86 in Lymphknoten (LK) von EAE-Miusen im
Krankheitsverlauf (A, C, D = 0, 20, 30 n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A, C, D) und mit
Atorvastatinbehandlung (G = vom 10. — 20. Tag n.i., H = vom 10. — 30. Tag n.i.). Auf Grund
nicht geniigend vorhandenen Lymphknotengewebes von Tieren der Gruppe B konnte diese
Tiergruppe nicht auf CD86-Expression untersucht werden. Der Nachweis der
Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung von
fluoreszierenden sekundiren Antikorpern fiir CD86 (rot) und fiir das ,,housekeeping* Protein
B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 5 Proteinexpression von CD86 im Riickenmark (RM) von EAE-Méiusen im
Krankheitsverlauf (A-D = 0, 10, 20 und 30 Tage n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A-D) und
mit Atorvastatinbehandlung (G = vom 10.- 20. Tag n.i.,, H = vom 10. — 30. Tag n.i.). Der
Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung
von fluoreszierenden sekunddren Antikorpern fiir CD86 (rot) sowie fiir das ,housekeeping*
Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 6 Proteinexpression von CD86 in Lymphknoten (LK) und im Riickenmark (RM) von
Kontrollmédusen ohne Atorvastatinbehandlung (A) und mit Atorvastatinbehandlung (E = 10
Tage Behandlung, F = 20 Tage Behandlung). Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte
mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung von fluoreszierenden sekundiren
Antikdrpern fiir CD86 (rot) sowie fiir das ,housekeeping® Protein B-Aktin (griin). Die
Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.

HSP105
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Abb. 7 Proteinexpression von HSP105 in Lymphknoten (LK) von EAE-Miusen im
Krankheitsverlauf (A-D = 0, 10, 20 und 30 Tage n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A-D) und
mit Atorvastatinbehandlung (G = vom 10.- 20. Tag n.i., H = vom 10. — 30. Tag n.i.). Der
Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung
von fluoreszierenden sekundiren Antikorpern fiir HSP105 (rot) sowie fiir das ,,housekeeping*
Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 8 Proteinexpression von HSP105 im Riickenmark (RM) von EAE-Méiusen im
Krankheitsverlauf (A-D = 0, 10, 20 und 30 Tage n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A-D) und
mit Atorvastatinbehandlung (G = vom 10.- 20. Tag n.i., H = vom 10. — 30. Tag n.i.). Der
Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung
von fluoreszierenden sekundédren Antikorpern fiir HSP105 (rot) sowie fiir das ,,housekeeping™
Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 9 Proteinexpression von HSP105 in Lymphknoten (LK) und im Riickenmark (RM) von
Kontrollméusen ohne Atorvastatinbehandlung (A) und mit Atorvastatinbehandlung (E = 10
Tage Behandlung, F = 20 Tage Behandlung). Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte
mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung von fluoreszierenden sekunddren
Antikorpern fiir HSP105 (rot) sowie fiir das ,housekeeping® Protein B-Aktin (griin). Die
Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Cyclooxygenase-1 (COX-1)
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Abb. 10 Proteinexpression von COX-1 in Lymphknoten (LK) von EAE-Miusen im
Krankheitsverlauf (A und D = 0 und 30 Tage n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A und D)
und mit Atorvastatinbehandlung (G = vom 10.- 20. Tag n.i., H = vom 10. — 30. Tag n.i.). Auf
Grund nicht gentligend vorhandenen Lymphknotengewebes von Tieren der Gruppen B und C
konnten diese Tiergruppen nicht auf COX-1-Expression untersucht werden. Der Nachweis der
Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode wunter Verwendung von
fluoreszierenden sekunddren Antikorpern fir COX-1 (rot) sowie fiir das ,,housekeeping*
Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 11 Proteinexpression von COX-1 im Riickenmark (RM) von EAE-Miusen im
Krankheitsverlauf (A-D = 0, 10, 20 und 30 Tage n.i.) ohne Atorvastatinbehandlung (A-D) und
mit Atorvastatinbehandlung (G = vom 10.- 20. Tag n.i., H = vom 10. — 30. Tag n.i.). Der
Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit der Western-Blot-Methode unter Verwendung
von fluoreszierenden sekundiren Antikorpern fiir COX-1 (rot) sowie fiir das ,,housekeeping*
Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der Markerbanden sind in kD angegeben.
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Abb. 12 Proteinexpression von COX-1 in Lymphknoten (LK) und im Riickenmark (RM) von
Kontrollmdusen ohne Atorvastatinbehandlung (A) und mit Atorvastatinbehandlung (E = 10
Tage Behandlung, F = 20 Tage Behandlung). Auf Grund nicht geniigend vorhandenen
Lymphknotengewebes von Tieren der Gruppe E konnte diese Tiergruppe nicht auf COX-1-
Expression untersucht werden. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit der Western-
Blot-Methode unter Verwendung von fluoreszierenden sekundédren Antikorpern fiir COX-1
(rot) sowie fiir das ,,housekeeping™ Protein B-Aktin (griin). Die Molekulargewichte der
Markerbanden sind in kD angegeben.
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Originalbilder aller Mikrotiterplatten der einzelnen Experimente zur Untersuchung des
Statineffekts auf die Expressionskinetik Statin-sensitiver Proteine in ST14A-Zellen
mittels In-Zell-Western-Analyse (mit Ausnahme der im Hauptteil beispielhaft gezeigten
In-Zell-Western-Platte 1 des Experiment 1)

Experiment 1, Platte 2

Ohne
Atorvastatin 10°M 106M 107M

B-Aktin
Ras

ICAM-1
TSP

S0CS-3

HSP 105
PTX-3

Nur 2 AK

Maus Ratte Ziege

Abb. 13 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1, SOCS-3, HSP105 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit
von 24 h bei permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen
Atorvastatinkonzentrationen (10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der
In-Zell-Western-Methode untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode
erfolgte mit geeigneten unmarkierten Primarantikérpern und Sekundérantikdrpern, die mit im
nahen Infrarotbereich emittierenden Fluorochromen markiert waren. Fiir die
Fluoreszenzmessung wurde der mit dem Odyssey-System ausgestattete Fluoreszenz-Scanner
der Fa. Licor verwendet. Die Messungen erfolgten jeweils in drei parallelen Wells. Die
spezifischen Fluoreszenzintensitdten wurden durch Subtraktion der Fluoreszenzsignale der
Zellen erhalten, die nur mit dem korrespondierenden Sekundérantikdrper inkubierten wurden
(siche unterste Reihe), nachdem die Hintergrundfluoreszenz subtrahiert worden war. Die
Signalstidrken der jeweiligen Zielproteine (in diese Falle: Ras, ICAM-1, TSP-1, SOCS-3,
HSP105 und PTX-3) wurden unter Bezug auf das als Referenzprotein dienende B-Aktin
normalisiert.
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Experiment 1, Platte 3

Ohne
Atorvastatin 105 M 106 M 107 M

B-Aktin
Ras
ICAM-1

TSP
S0CS-3

HSP 105
PTX-3
Nur 2 AK

Maus Ratte Ziege

Abb. 14 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1, SOCS-3, HSP105 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit

von 48 h bei permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen
Atorvastatinkonzentrationen (10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der
In-Zell-Western-Methode untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode
erfolgte wie in der Legende zu Abb.13 beschrieben.

Experiment 1, Platte 4

Ohne
Atorvastatin  10°M 106 M 107 M

R-AKtin
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ICAM-1
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PTX-3

Nur 2 AK

Maus Ratte Ziege

Abb. 15 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1, SOCS-3, HSP105 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit
von 4 h bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen
Atorvastatinkonzentrationen (10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der
In-Zell-Western-Methode untersucht. Die Durchfilhrung der In-Zell-Western-Methode
erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13 beschrieben.
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Experiment 1, Platte 5

Ohne
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Abb. 16 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1, SOCS-3, HSP105 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit
von 24 h bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen
Atorvastatinkonzentrationen (10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der
In-Zell-Western-Methode untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode
erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13 beschrieben.

Experiment 1, Platte 6

Ohne
Atorvastatin @ 105M 106 M 107

R-Aktin
Ras
ICAM-1
TSP
S0CS-3
HSP105
PTX-3
Nur 2 AK

Maus Ratte Ziege

Abb. 17 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1, SOCS-3, HSP105 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit
von 48 h bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen
Atorvastatinkonzentrationen (10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der
In-Zell-Western-Methode untersucht. Die Durchfilhrung der In-Zell-Western-Methode
erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13 beschrieben.
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Experiment 2, Platte 1
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Abb. 18 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, P-STAT-6,
SOCS-3 und HSP105 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 4 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10~ M,
10° M und 107" M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 19 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, P-STAT-6,
SOCS-3 und HSP105 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 4 h bei nicht-
permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10™ M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 20 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, P-STAT-6,
SOCS-3 und HSP105 wurden in STI14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10™ M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.

Experiment 2, Platte 4

Ohne

Atorvastatin 10°M

106 M 107 M

R-AKtin

P-STAT-6

S0CS-3

HSP105

Nur 2 AK

Maus Ziege

Abb. 21 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, P-STAT-6,
SOCS-3 und HSP105 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h bei nicht-
permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10° M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 22 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, P-STAT-6,
SOCS-3 und HSP105 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 48 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10° M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfithrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 23 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, P-STAT-6,
SOCS-3 und HSP105 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 48 h bei nicht-
permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10™ M,
10° M und 107" M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 24 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, PTX-3,
TSP-1, ICAM-1 und COX-1 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 4 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10™ M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 25 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, PTX-3,
TSP-1, ICAM-1 und COX-1 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 4 h bei
nicht-permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen
(10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode
untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu
Abb. 13 beschrieben.
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Abb. 26 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, PTX-3,
TSP-1, ICAM-1 und COX-1 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10° M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 27 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, PTX-3,
TSP-1, ICAM-1 und COX-1 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h bei
nicht-permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen
(10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode
untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu
Abb. 13 beschrieben.
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Abb. 28 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, PTX-3,
TSP-1, ICAM-1 und COX-1 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 48 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10~ M,
10° M und 107" M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 29 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, PTX-3,
TSP-1, ICAM-1 und COX-1 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 48 h bei
nicht-permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen
(10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode
untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu
Abb. 13 beschrieben.
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Abb. 30 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1 und SOCS-3, wurden in STI14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 4 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10™ M,
10° M und 107" M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 31 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, COX-1,
HSP105, P-STAT-6 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 4 h
bei permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10~
M, 10° M und 107 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode
untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu
Abb. 13 beschrieben.
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Abb. 32 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1 und SOCS-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10™ M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 33 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, COX-1, HSP105,
P-STAT-6 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10 M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 34 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1 und SOCS-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 48 h bei
permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10~ M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 35 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, COX-1,
HSP105, P-STAT-6 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 48 h
bei permissiver Temperatur von 33°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (107
M, 10° M und 107 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode
untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu
Abb. 13 beschrieben.
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Abb. 36 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1 und SOCS-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 4 h bei nicht-
permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10™ M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 37 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, COX-1,
HSP105, P-STAT-6 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 4 h
bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen
Atorvastatinkonzentrationen (10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der
In-Zell-Western-Methode untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode
erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13 beschrieben.
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Abb. 38 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1 und SOCS-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h bei nicht-
permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10™ M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 39 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, COX-1,
HSP105, P-STAT-6 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h
bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen
Atorvastatinkonzentrationen (10° M, 10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der
In-Zell-Western-Methode untersucht. Die Durchfithrung der In-Zell-Western-Methode
erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13 beschrieben.
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Abb. 40 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, Ras, ICAM-1,
TSP-1 und SOCS-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 48 h bei nicht-
permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen (10 M,
10° M und 10”7 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode untersucht.
Die Durchfithrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu Abb. 13
beschrieben.
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Abb. 41 Darstellung einer 96-Well-Flachbodenplatte. Die Proteine B-Aktin, COX-1, HSP105,
P-STAT-6 und PTX-3 wurden in ST14A-Zellen nach einer Inkubationszeit von 48 h bei
nicht-permissiver Temperatur von 39°C mit unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen
(10° M, 10°® M und 107 M) sowie ohne Atorvastatin mittels der In-Zell-Western-Methode
untersucht. Die Durchfiihrung der In-Zell-Western-Methode erfolgte wie in der Legende zu
Abb. 13 beschrieben.
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Graphische Darstellungen der Originaldaten von In-Zell-Western-Blot-Experimenten
zur Untersuchung des Statineffekts auf die Expressionskinetik Statin-sensitiver Proteine
in ST14A-Zellen (mit Ausnahme der Experimente, die keine signifikanten Statineffekte

ergaben)
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Abb. 42 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von ICAM-1 bei permissiver Temperatur von 33°C, den Expositionszeiten
4 h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 10”7 M (rotbraune Siulen), 10° M
(gelbe Saulen) und 10° M (tiirkisfarbene Sdulen) sowie ohne Atorvastatin (blaue Sdulen) in
ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-Analyse. Es sind die
Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante Atorvastatineffekte
auftraten. Die signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test ermittelt und wie folgt
gekennzeichnet: * p< 0,05.
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Abb. 43 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von HSP105 bei permissiver Temperatur von 33°C, den Expositionszeiten
4 h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 10”7 M (rotbraune Saulen), 10° M
(gelbe Saulen) und 10° M (tiirkisfarbene Sdulen) sowie ohne Atorvastatin (blaue Sdulen) in
ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-Analyse. Es sind die
Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante Atorvastatineffekte
auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test iiberpriift und wie folgt
gekennzeichnet: * p< 0,05, * * p< 0,01 und * * * p<0,001.
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Abb. 44 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von TSP-1 bei permissiver Temperatur von 33°C, den Expositionszeiten 4
h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune Siulen), 10° M
(gelbe Saulen) und 10 M (tiirkisfarbene Sdulen) sowie ohne Atorvastatin (blaue Siulen) in
ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-Analyse. Es sind die
Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante Atorvastatineffekte
auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test iiberpriift und wie folgt
gekennzeichnet: * p< 0,05 und * * * p<0,001.
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Abb. 45 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des
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Expositionszeiten 4 h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune
Saulen), 10° M (gelbe Sdulen) und 10° M (tiirkisfarbene Sdulen) sowie ohne Atorvastatin
(blaue Sdulen) in ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-
Analyse. Es sind die Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante
Atorvastatineffekte auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test iiberpriift
und wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05, * * p< 0,01 und * * * p<0,001.
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Abb. 46 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von PTX-3 bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C, den
Expositionszeiten 4 h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 10”7 M (rotbraune
Saulen), 10° M (gelbe Sdulen) und 10° M (tiirkisfarbene Siulen) sowie ohne Atorvastatin
(blaue Séulen) in ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-
Analyse. Es sind die Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante
Atorvastatineffekte auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test iiberpriift
und wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05 und * * p< 0,01.
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Abb. 47 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von SOCS-3 bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C, den
Expositionszeiten 4 h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 10”7 M (rotbraune
Saulen), 10° M (gelbe Sdulen) und 10 M (tiirkisfarbene Saulen) sowie ohne Atorvastatin
(blaue Sdulen) in ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-
Analyse. Es sind die Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante
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Atorvastatineffekte auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test iiberpriift
und wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05 und * * p< 0,01.
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Abb. 48 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von P-STAT-6 bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C, den
Expositionszeiten 4 h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 10”7 M (rotbraune
Saulen), 10° M (gelbe Saulen) und 10° M (tiirkisfarbene Sdulen) sowie ohne Atorvastatin
(blaue Séulen) in ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-
Analyse. Es sind die Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante
Atorvastatineffekte auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test iiberpriift
und wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05, * * p< 0,01 und * * * p<0,001.
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Abb. 49 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von Ras bei permissiver Temperatur von 33°C, den Expositionszeiten 4 h,
24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 10”7 M (rotbraune Saulen), 10°M (gelbe
Saulen) und 10” M (tiirkisfarbene Sdulen) sowie ohne Atorvastatin (blaue Saulen) in ST14A-
Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-Analyse. Es sind die
Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante Atorvastatineffekte
auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test iiberpriift und wie folgt
gekennzeichnet: * p< 0,05 und * * p< 0,01.
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Abb. 50 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von Ras bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C, den
Expositionszeiten 4 h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 107 M (rotbraune
Saulen), 10° M (gelbe Sdulen) und 10 M (tiirkisfarbene Sdulen) sowie ohne Atorvastatin
(blaue Sdulen) in ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-
Analyse. Es sind die Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante
Atorvastatineffekte auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test iiberpriift
und wie folgt gekennzeichnet: ** p< 0,01.
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Abb. 51 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von COX-1 bei permissiver Temperatur von 33°C, den Expositionszeiten
4 h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 10”7 M (rotbraune Saulen), 10°M
(gelbe Siulen) und 10 M (tiirkisfarbene Sdulen) sowie ohne Atorvastatin (blaue Sdulen) in
ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-Analyse. Es sind die
Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante Atorvastatineffekte
auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test {iberpriift und wie folgt
gekennzeichnet: * p< 0,05, * * p< 0,01 und * * * p<0,001.
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Abb. 52 Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Atorvastatineffekts auf die
Expressionskinetik von COX-1 bei nicht-permissiver Temperatur von 39°C, den
Expositionszeiten 4 h, 24 h und 48 h und den Atorvastatin-Konzentrationen 10”7 M (rotbraune
Saulen), 10° M (gelbe Sdulen) und 10 M (tiirkisfarbene Saulen) sowie ohne Atorvastatin
(blaue Sdulen) in ST14A-Zellen. Die Untersuchungen erfolgten mittels In-Zell-Western-
Analyse. Es sind die Ergebnisse der Einzelexperimente wiedergegeben, bei denen signifikante
Atorvastatineffekte auftraten. Die Signifikanten Anderungen wurden mittels t-Test iiberpriift
und wie folgt gekennzeichnet: * p< 0,05 und * * p< 0,01.



