Zytoskelett als Target zur Schlaganfalltherapie
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1. Einleitung

Der ischamische Schlaganfall ist eine Hauptursache fur Morbiditdt und Mortalitéat vor allem der
alteren Bevdlkerung und bei Risikopatienten, wie z.B. nach kardiovaskularen Eingriffen (CDC,

Atlanta, 1994). Therapeutische Ansatze richten sich prinzipiell auf (1) direkte neuroprotektive An-

satze oder (2) auf eine Verbesserung des zerebralen Blutflusses (Dirnagl et al., 1999). Bei der

einzigen zugelassenen Therapie fir die Akutphase des ischamischen Schlaganfalls handelt es
sich um die intravenése Gabe von Gewebeplasminogenaktivator (r-tPA). Diese Therapie ist je-
doch spezialisierten Zentren vorbehalten und kann aufgrund vielfaltiger Auschluf3kriterien nur we-
nigen Schlaganfallpatienten zugute kommen. Dariberhinaus stellt das Auftreten intrazerebraler
Blutungen ein bedeutsames Therapierisiko dar (NINDS Stroke Study Group, 1997). Prophylakti-
sche Strategien sind bislang im wesentlichen auf eine Sekundarprophylaxe mit Plattchenaggrega-
tionshemmern, wie z.B. dem Aspirin oder Ticlopidin, welche die Inzidenz von Schlaganfallen sen-

ken, begrenzt (Patrono, 1994).

Der neuronale Zelltod nach zerebraler Ischamie wird wesentlich vom intrazellularen Kalzi-

umeinflu® bestimmt (Choi 1988, 1995). Intrazellulare Kalziumuberladung fuhrt zur Aktivierung
verschiedener Enzyme, wie z.B. Calpain, Phospholipasen, Xanthinoxidase, und der neuronalen
NO Synthase (nNOS), welche wiederum zur Zerstérung der zelluldren Integritét fuhren (Choi
1988, 1995; MacDermott et al., 1986). Die plétzliche Freisetzung von Glutamat ist der erste Schritt
einer Schadenskaskade nach zerebraler Ischamie, die zur Aktivierung von N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptoren und VDCC (,voltage-dependent Ca’™* channels) und somit zu einen massi-

ven Anstieg der intrazelluldren Ca**-Konzentration ([Ca™"],) fiihrt (Park et al., 1988).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der zellularen Schadenskaskaden nach zerebraler Ischamie. Veranschaulicht wird, dal
die Exzitotoxizitat einen bedeutsamen frihen Pathomechanismen darstellt. PCD: ,programmed cell death” (pro-

grammierter Zelltod). Nach Dirnagl et al., 1999



Diese sogenannte Ca"*-Exzitotoxizitat wird gefolgt von einer Kaskade weiterer sich verselb-
stdndigender Mechanismen, die stark vereinfacht in Peri-Infarkt-Depolarisationen, Inflammation
sowie apoptotische Mechanismen (programmierter Zeltod) unterteilt werden kdnnen (Dirnagl et
al., 1999, Endres et al., 1998[#2]; siche Abb. 1). Hierbei kénnen DNA-Schaden mittels Enzymakti-
vierung (wie z.B. DNA-Methyltransferase oder Poly-ADP-Ribose-Polymerase; Endres et al.,
1997[#1]; 2000[#8]) und veranderte Genexpressionsmuster verzogert ablaufende Apoptosekas-
kaden initiieren (MacManus und Linnik, 1997).

Neuere Ergebnisse zeigen, dal die Aktivitdt sowohl der NMDA-Rezeptoren als auch span-
nungsabhangigen Ca”*-Kansle durch dynamische Veranderungen des Aktinzytoskeletts modifi-
ziert werden koénnen. Hierbei wurde von zwei Arbeitsgruppen unabhangig voneinander ein Modell
postuliert, bei dem Aktinfilamente eine interne regulatorische Domane an NMDA-Rezeptoren bzw.
spannungsabhangigen Ca*-Kanélen kompartmentalisieren (Rosenmund und Westbrook, 1993;
Johnson und Byerly, 1993). Nach einer Depolymerisation des Aktinzytoskeletts tritt ein soge-
nannter “Channel-rundown” ein, ein relativ langsamer Prozess, der sich Uber mehrere Minuten
entwickelt und durch den die Offnungswahrscheinlichkeit der Kanéle abnimmt (Abb. 2). Es konnte
gezeigt werde, dal® eine Depolymerisierung des Aktinzytoskeletts durch das Pilztoxin Cytocha-
lasin D Neurone vor Exzititotoxizitat durch einen kalziumabhangigen Mechanismus schutzen kann
(Furukawa et al., 1993).
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Abb. 2: Postuliertes Modell einer Aktinzytoskelett abhangigen Modifikation des NMDA-Rezeptors: Mikrofilamente kom-
partmentalisieren ein kanalregulatorisches Protein, das Ca”-abhéngig dissoziieren kann und dabei zur Ka-
nalinaktivierung fiihrt. Dies ist durch einfache Reassoziierung reversibel. Kommt es jedoch zu einer Aktinfilament-
depolymerisierung, wird das I8sliche regulatorische Protein vom Kanal entfernt und ein “Channel-rundown” tritt
ein. Nach Rosenmund und Westbrook, Neuron 10:805-814 (1993)

Gelsolin (Gsn) ist ein 80 kDa-aktinbindendes Protein, welches das wichtigste Mitglied einer
ganzen Familie aktindepolymerisierender Proteine ist. Zu dieser Familie gehdren mindestens
weitere 5 Proteine, darunter Adseverin und Villin. Gelsolin wird physiologischerweise durch ca*-
lonen in mikromolaren Konzentrationen katalytisch aktiviert und depolymerisiert daraufhin Aktinfi-
lamente, wodurch die Integritat des Zytoskeletts zerstort wird (Schafer und Cooper, 1995). Nach

dem Zerschneiden der Filamente bleibt Gelsolin an den jeweiligen Aktindimerenden gebunden,
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wodurch eine Aktinfilamentextension, die zur Repolymerisierung fiihren wirde, verhindert wird
(Azuma et al., 1998). Nach einem Abfall der zytosolischen Ca®*-Konzentrationen unter 10°M so-
wie in Gegenwart von Polyphosphoinositiden, wird Gelsolin wieder von den Aktindimerenden frei-
gegeben und somit wird eine rasche Aktinfilamentextension erméglicht (Janmey und Stossel
1987). Gelsolin spielt somit eine kritische Rolle bei der aktiven Modulation des Aktinzytokeletts
(Kwiatkowski et al., 1988, 1989). In der vorliegenden Arbeit untersuchen wir die Hypothese, dafl
Gelsolinaktivierung bzw. Cytochalasin D eine Stabilisierung der intrazelluldren Kalziumspiegel

vermitteln und deshalb vor zerebraler Ischamie schiitzen konnen.

(2) Der zerebrale Blutfluss wird entscheidend durch endotheliales NO (Stickstoffmonoxid) re-

guliert. Ein Verlust des endothelialen NO’s schadigt die Endothelfunktion, was durch Vasokon-
striktion (Palmer et al., 1987), vermehrte Plattchenaggregation, glatte Muskelzellproliferation und
Leukozytenadhasion vermittelt wird (Liao, 1998). Mause, denen die endotheliale NO Synthase
(eNOS) fehlt (,Knockout‘ Mause), haben grélere Infarktvolumina nach zerebraler Ischamie
(Huang Z. et al., 1996) und einen erhdhten arteriellen Blutdruck (Huang PL et al., 1995). In ahnli-
cher Weise fuhrt die Inhibition der eNOS Aktivitat durch L-Nitroarginin-Metyhlester (L-NAME) zu
einer Verminderung des zerebralen Blutflusses und einer VergréoRerung der Schlaganfallgrosse
nach experimenteller Ischamie (Morikawa et al., 1994). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt wer-
den, daB die Hochregulierung der eNOS durch Statine (HMG-CoA Reduktasehemmer wie Simva-
statin etc.) oder auch die Infusion des eNOS Subtrates L-Arginin zu vermehrtem Blutflul und
Neuroprotektion fiihren (Morikawa et al., 1994; Endres et al., 1998[#3]; Endres und Laufs,
1998[#4]; Yamada et al., 2000[#7]).

Zusammenfassend ist also die Hochregulierung der eNOS ein therapeutischer Ansatz zur

prophylaktischen und akuten Schlaganfalltherapie.

Das endotheliale Aktinzytoskelett und die eNOS Aktivitat werden durch die verschiedensten
Stimuli wie z.B. Hormone, Wachstumsfaktoren und laminaren Fluf3 reguliert (Wang et al., 1997,
Levin et al., 1998, Knudsen et al., 1997). Bislang ist jedoch nicht bekannt, ob Veranderungen des
endothelialen Aktinzytoskeletts die eNOS Aktivitat beinflussen kénnen. Das Aktinzytoskelett wird
zum Teil durch das sog. kleine G-Protein Rho reguliert und modifiziert (Hall 1998). In dieser Arbeit
untersuchten wir, ob eine Modulierung von Rho und nachfolgenden Effekten auf das Aktin-
zytoskelett zu einer Hochregulierung der eNOS Expression und Funktion fuhrt, die eine Auswir-

kung auf zerebralen Blutfluf® und Schlaganfallschaden hat.

Zusammenfassend werden wir in dieser Arbeit aufzeigen, dal’ sowohl das neuronale als auch

endotheliale Zytoskelett ein mogliches therapeutisches Target zur Schlaganfalltherapie darstellt.




2. Eigene Untersuchungen

2.1. Neuronale Mechanismen

Verminderte neuronale Uberlebensrate und erhéhte intrazelluldre Kalziumspiegel nach Sauerstoff

und Glucose Deprivation in Gelsolin-Null Neuronen

Hippocampale neuronale Primarkulturen von 18 Tagen alten Embryonen wurden etabliert.
Nach Sauerstoff/Glukose Deprivation (,0xygen glucose deprivation®, OGD) dieser Zellen konnten
wir zeigen, dal} gsn"’ Neurone eine signifikant hdhere Absterberate aufzeigten im Vergleich zu
den gsn** Neuronen. Gsn™” Neurone hatten eine mittlere Vulnerabilitat (Abb. 3).

Um festzustellen, ob die vermehrte Suszeptibilitat der gsn"' Neurone nach OGD durch einen
vermehrten intrazelluldren Einflu von Kalzium ([Ca™]) vermittelt wird, wurde [Ca™"]; mittels Fura-
2 gemessen. Das basale [Ca™"] war im Prinzip in allen drei Zelltypen identisch (ungefihr 120 nM).
Nach ODG hatten jedoch gsn'/' und etwas weniger auch gsn”" Neurone einen vermehrten [Ca™]
Anstieg (Abb. 3). Zusammenfassend haben also gsn” Neurone eine groRere Suszeptibilitit nach
Sauerstoff-Glukose Deprivation und dies ist (zumindest teilweise) durch den starkeren Anstieg
des intrazellularen Kalzium durch den Insult vermittelt.
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Abb. 3: Die Vulnerabilitdt nach Sauerstoff/Glukose Deprivation und der Anstieg des intrazellularen Kalziums ist in hippo-
campalen Neuronen, die kein Gelsolin exprimieren (gsn-/-), vermehrt. G/O = ,glucose/oxygen deprivation* (Sau-
erstoff und Glukose Deprivation).

Gelsolin-Null Mduse haben gré8ere Infarkte nach zerebraler Ischdmie

Bei dem Modell der Sauerstoff/Glucose Deprivation handelt es sich um ein in vitro-
Schadensmodell. Im weiteren nun testeten wir die Effekte des Gelsolin-Null Zustands in einem
Schlaganfallmodell in vivo. Hierbei wurden die Mause flir zwei Stunden einem Verschluf} der lin-

ken Arteria cerebri media mittels eines Monofilamentes ausgesetzt (MCAo), danach wurde eine



Reperfusion durchgefihrt. Hierbei waren die Hirninfarkte um 45% in den gsn"' Mausen grofer.
Signifikant groBere Lasionen waren in vier der funf standardisierten Hirnschnitte zu sehen (Abb.
4). Eine ischamische Hirnschwellung trug teilweise zu den gréReren Infarkten der gsn'/' Mause
bei (40.6 + 7.7 vs. 25.0 £ 6.1 mm® in den gsn™ vs. gsn**-Mausen). Nach Korrektur der Infarktgro-
Re fur die Hirnschwellung (sogenannte indirekte Methode) waren die Hirninfarkte in den gsn”' im-

mer noch signifikant um 36 % groRer.
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Abb. 4: Infarktvolumen (A) und —areal (rostro-caudal, B) in Gelsolin ,Knockout“und Wildtyp Mausen nach 2 h MCA Okklu-

sion und 22h Reperfusion.

Da es auch eine sezernierte Form von Gelsolin gibt (Kwiatkowski et al., 1988) haben wir auch
mdgliche Unterschiede der zerebralen Durchblutung mittels Laser-Doppler-Flumessung unter-
sucht (wahrend der Ischamiezeit und nach Reperfusion), die einen mdglichen Einflu® auf den
Schlaganfallschaden haben kdnnte. Insgesamt zeigte sich, dal® der regionale zerebrale BlutfluR
(rCBF) wahrend der Ischamie in beiden Gruppen auf unter 20% abfiel und nach Reperfusion in-
nerhalb von wenigen Minuten auf ca. 90% wiederanstieg. Der arterielle Blutruck, arterielle Blutga-
se (pH, PaO, und PaCO,), wie auch die rektale Temperatur unterschieden sich wahrend der ver-
schiedenen Untersuchungszeitpunkte nicht zwischen den Gruppen (Endres et al., 1999[#5]).

Zusammenfassend erscheint es unwahrscheinlich, daR® physiologische Parameter eine Rolle

bei der grélReren Empfindlichkeit der gsn"' Mause spielen.

Héhere zytosolische Ca++-Konzentrationen in kortikalen Nervenendigungen nach Depolymerisa-

tionen und nach Ischdmie

Da Glutamat wahrend zerebraler Ischamie mittels Exozytose aus den prasynaptischen Nervenen-
digungen freigesetzt wird und dies vom intrazelluldren Ca*"-Influx abhéngig ist, untersuchten wir
die zytosolischen Ca"*-Konzentrationen in Synaptosomen, die aus den ischdmischen und norma-
len kontralateralen Hemispharen isoliert wurden. Die basalen Ca"*-Konzentrationen waren nicht
unterschiedlich. Auf der anderen Seite jedoch waren die VDCC-vermittelten Anstiege des [Ca™"],
die durch Depolarisation mit 30 mM Kalium hervorgerufen wurden, in Gelsolin-,Knockout‘- hoher
als in Wildtyp-Synpatosomen (Endres et al., 1999[#5]). Nach 2 h MCAo und 1 h Reperfusion ver-
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ursachte die Depolarisation mit 30 mM K einen signifikant héheren Anstieg des [Ca™]; in gsn"' im
Vergleich zu gsn**-Synaptosomen (Endres et al., 1999[#5]). Dieser starkere Anstieg des [Ca""]
nach zerebraler Ischamie zeigt auf, dal funktionelle Verandungen der VDCC zur erhdhten Ischa-

miesuszeptibilitat der Gelsolin-,Knockout*- Tiere beitragen.

Kalzium-vermittelte Zytoskelettverdnderungen nach zerebraler Ischdmie sind in Gelsolin-Null

Mé&usen verstérkt

Die Ca"*-vermittelte Proteolyse zytoskeletaler Proteine, wie z.B. Spektrin und MAP-2 (micro-
tubule-associated protein) wahrend der ersten wenigen Stunden der zerebralen Ischamie korre-
liert sehr genau mit dem Ausmal des zellularen Zelltod. Die bisher prasentierten Daten zeigen
auf, daR der Ca""-Influx durch NMDA Rezeptoren und VDCC in den Gelsolin-Null M&usen deutlich
verstarkt ist. Deshalb flihrten wir immunhistologische Untersuchungen durch, um die Entwicklung
und das Ausmal des Ca™-vermittelten zelluldren Schadens in den gsn™ und gsn™ Méausen zu
untersuchen. Im Vergleich zu den Wild-Typ Mausen (gsn"“), zeigte sich in den Gelsolin-Null-
Mausen eine ausgepragtere Calpain-vermittelte Proteolyse von Spektrin. Diese wurde mittels ei-
nes Antikdrpers untersucht, der spezifisch Spektrinfragmente identifiziert, die durch den Verdau
mit Calpain entstehen. Parallel zum vermehrten Auftreten dieser spezifischen Spectrin-Fragmente
fand sich eine vermehrte Proteolyse von MAP-2 in den Gelsolin-Null Mausen, das ebenfalls durch
einen Ca""-abhangigen Mechanismus verdaut wird. Da friihere Studien weiterhin eine Korrelation
zwischen der InfarkigréRe und der Schwere der Blut-Hirn-Schrankenstérung aufweisen konnten,
untersuchten wir auch die Blut-Hirn-Schranke. Dies hat fUr unsere Studie mdglicherweise beson-
dere Bedeutung, da gerade eine Behandlung mit NMDA-Rezeptor-Blockern nach zerebraler
Ischamie zu einer signifikanten Verbesserung der Blut-Hirn-Schrankenstdérung fuhrte. Hierzu ver-
wendeten wir einen Antikrper gegen Maus- IgG. Die Koronarschnitte in Abbildung 5 zeigen die

Ergebnisse dieser Untersuchungen.



Abb. 5: Nachweis einer vermehrten Ca**-induzierten Proteolyse nach MCA Verschluf in Gelsolin ,Knockout* und Wildtyp
Mausen. Die Mause wurden einer 2 h Ischamie (MCAo) und 1 h Reperfusion unterzogen. Koronare Schnitte wur-
den immunhistochemisch mit Antikérpern gegen Calpain-verdautes Spectrin und MAP-2 (,microtubuli-associated
protein-2*) gefarbt; weitere Schnitte wurden mit einem biotinylierten Anti-Maus IgG Antikdrper gefarbt. Interes-
santerweise war das Ausmaf der IgG Farbung im Hirngewebe von gsn"' Mausen im Vergleich zu den gsn”+
Mausen massiv vermehrt.

Zusammenfassend zeigen diese immunhistochemischen Untersuchungen, dafd der verstarkte Einflul des Kalzi-
uminflux durch NMDA-Rezeptoren und VDCC zum héheren Schaden der Gelsolin- ,Knockout* Mause nach

Ischamie beitragt.
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Gelsolin wird nach zerebraler Ischdmie durch Caspase 3 geschnitten

Wir konnten zeigen, dal3 das Apoptoseenzym Caspase 3 nach zerebraler Ischamie aktiviert
wird und entscheidenden Anteil am Zelltod hat (Endres et al., 1998[#2]; Namura et al., 1998). An-
dererseits ist bekannt, dal® Gelsolin durch Caspase-3 spezifisch geschnitten wird (Kothakota,
1997). In dieser Studie untersuchten wir deshalb, ob sich die Proteinexpression von Gelsolin nach
zerebraler Ischamie verandert und ob Gelsolin nach Ischamie mdglicherweise durch aktivierte
Caspase-3 geschnitten wird. Mittels Westernblot mit einem hochspezifischen Antikdrper gegen
Gelsolin (nach Witke et al., 1995) untersuchten wir die Expression von Gelsolin in Hirnen von
SV/129 Wildtyp M&usen nach 2h MCAo und verschiedenen Zeitpunkten nach Reperfusion (1, 3,
6, 9, 12, 18 h). Hierbei konnten wir das Aufteten eines Gelsolin-48 kDa ,Cleavage-Produktes” 1-
18 h nach Reperfusion im ischamischen Gehirn nachweisen, das als spezifisch fiir den Verdau
mit Caspase-3 anzusehen ist. Die Expression des nativen 80 kDa Gelsolins anderte sich nicht
wesentlich nach Ischamie; erwartungsgemalf exprimierten Gelsolin ,Knockout“-Mause keinerlei
Gelsolin (Endres et al., 1999[#5]). Somit laRkt sich feststellen, da® Gelsolin nach Ischamie durch
Caspase-3 geschnitten wird. Dies hat jedoch vermutlich mit den protektiven Effekten von Gelsolin

keinen funktionellen Zusammenhang.

Aktin-Depolymerisierung durch Cytochalasin D schiitzt Wild-Typ Méause vor Schlaganfall

Um zu untersuchen, ob dynamische Veranderungen des Aktinzytoskeletts verantwortlich fiir
die protektiven Effekte von Gelsolin sind, fihrten wir Experimente mit dem Pilztoxin Cytochalasin
D, welches ahnliche depolymerisierende Effekte wie Gelsolin auf das Aktinzytoskelett hat, durch.
129/SV Wildtyp-Mause wurden mit dem aktindepolymerisierenden Toxin Cytochalasin D mittels
intrazerebroventrikularer Injektion 10 min vor Einsetzen der zerebralen Ischamie behandelt. Hier-
bei zeigte sich, dall Mause, die mit 1.0 oder 0.1 ug Cyto D injiziert wurden, signifikant kleinere
Hirninfarkte nach zerebraler Ischdmie hatten im Vergleich zu Mausen, die mit der Tragerldsung
injiziert wurden (Endres et al., 1999[#5]). Interessanterweise waren analog zur Infarktvolumenre-
duktion in den Cyto D-behandelten Mausen auch die funktionellen neurologischen Defizite nach
Schlaganfall verringert (Trend in der 0.1 ug Gruppe, statistisch signifikant in der 1.0 ug Cyto D-
Gruppe, Endres et al., 1999[#5]). Weiterhin konnten wir zeigen, daf} die protektiven Effekte der
Cyto D-Behandlung auch nach einem Intervall von 72 h nach Ischamie noch nachweisbar waren
(135+11vs. 989 mm? in der Vehikel- vs. Behandlungsgruppe; p<0.05, n=5 pro Gruppe). Dies
weist nach, daf} die Infarktevolution nicht blo3 verzdégert wurde, sondern es sich um einen echten

neuroprotektiven Effekt der Behandlung handelt.
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Behandlung mit Cytochalasin D hat in Gelsolin Null-M&usen einen verstiarkten Neuroprotektiven

Effekt

Da Gelsolin und Cytochalasin D ahnliche Effekte auf das Aktinzytoskelett haben (namlich eine
Depolymerisierung), hatten wir die Theorie, daf eine Behandlung mit Cytochalasin D in Gelsolin-
~Knockout‘- Mausen einen gréReren protektiven Effekt als in Wildtyp-Mausen haben mute. Wir
behandelten deshalb Gelsolin-,Knockout‘- und entsprechende Wildtyp-Geschwistermause mit
Cyto D (1.0 ug intracerebroventrikular 10 min vor Ischamiebeginn injiziert), fihrten eine zerebrale
Ischdmie durch (2h MCAo0) und werteten die Infarktvolumina 22h nach Reperfusion aus. Hierbei
zeigte sich, da die Behandlung mit Cyto D in den ,Knockout‘- Mausen zu einer grolieren Infakt-
volumenreduktion fihrte als in den Wildtyp-Mausen. Dies fiihrte dazu, dal® die InfarkigroRe der
~Knockout*- Mause sich nach Behandlung mit Cyto D nicht mehr signifikant von den behandelten
Wildtyp-Mausen unterschieden. Somit liegt nahe, dal® die Effekte von Gelsolin auf das Aktin-

zytoskelett verantwortlich fiir die neuroprotektiven Eigenschaften sind (Abb. 6).
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Abb. 6: Die kombinierten Effekte einer Behandlung mit Cytochalasin D und Gelsolin ,Knockout‘ auf die InfarkgroRRe. Gel-
solin knockout und Wildtyp Mause wurden mit Cytochalasin D (1.0 pg i.c.v. 10 min vor Ischamiebeginn) behandelt
und dann einer zerebralen Ischdmie (2 h MCAo) und 22 h Reperfusion unterzogen.
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2.2, Endotheliale Mechanismen

HMG-CoA Reduktasehemmer verkleinern die Schlaganfallgréf3e

Um cholesterinunabhéngige Wirkungen von HMG-CoA Reduktasehemmern (Statinen) zu unter-
suchen, die fur die protektiven Effekte wahrend des Schlaganfallgeschehens verantwortlich sein
konnten (CARE Trial Investigators, 1996; 4S Trial Investigators, 1994), wahlten wir ein Modell der
fokalen zerebralen Ichamie bei der Maus (2h MCA Verschluss und Reperfusion). Wildtypmause
(129/SV) wurden mit verschiedenen Statinen (Simvastatin, Atorvastatin, Lovastatin, Rosuvastatin)
in unterschiedlichen Dosierungen (0.2 bis 20 mg/kg) mittels taglicher subkutaner Injektion behan-
delt. Der Behandlungszeitraum war typischerweise 14 oder 3 Tage. Hierbei zeigte sich, dal die
Schlaganfallgréfe und das neurologische Defizit durch die Behandlung in einer zeit- und dosisab-
hangigen Weise verkleinert wurde. Dieser Effekt ist ein Klasseneffekt der Statine und tritt sowohl
bei ,natirlichen® (z.B. Simvastatin, Lovastatin) als auch bei ,synthetischen” Statinen (z.B. Atorva-
statin, Rosuvastatin) auf. Ein Behandlungzeitraum von 14 Tagen war viel effektiver als eine Be-
handlung fir nur 3 Tage (Endres et al., 1998[#3]; Endres und Laufs 1998[#4]; Laufs et al.,
2000[#11]).
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Abb. 7: Infarktvolumetrie: Statin-behandelte Mause haben dosisabhangig kleinere Infarkte

Da verschiedene physiologische Paramater einen Einflu auf das Ausmal des Schlaganfallscha-
dens haben, Uberpriften wir sorgfaltig Veranderungen des regionalen zerebralen Blutflu (rCBF),
des Blutdrucks, Herzfrequenz und der Blutgase (pH, pO,, PCO,) in behandelten und unbehan-
delten Tieren vor, wahrend und nach der zerebralen Ischamie. Wir konnten jedoch keine Veran-
derung dieser Parameter finden, die die protektiven Effekte der Statine erklaren kdnnte. Weiterhin
wurden metabolische Parameter (Glukose etc.) und insbesondere der Cholesterinspiegel nach
Behandlung gemessen. Interessanterweise fiihrte die Behandlung der Mause auch mit hdchsten
Dosen der Statine auch nach 14 Tagen zu keiner signifikanten Senkung der Cholesterinspiegel
(Endres et al., 1998[#3]). Somit 1aRt sich folgern, dal® die von uns gezeigten Effekte an (nor-

mocholesterindmischen) Mausen cholesterinunabhangig ablaufen.
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Eine Behandlung mit Statinen erhéht den zerebralen Blutflul3

Um den neuroprotektiven Mechanismus der Statine zu klaren, bestimmten wir zunachst den ab-
soluten zerebralen BlutfluR. Hierzu verwendeten wir eine Indikator-Fraktionierungsmethode mit
radioaktiv markiertem Jodoamphetamin. Mause, die fir 14 Tage mit Simvastatin (20 mg/kg) be-
handelt wurden, hatten bereits unter Ruhebedingungen einen bis zu 35% hoheren zerebralen
Blutflu® (Endres et al., 1998 [#3]). Doch nicht nur unter Ruhebedingungen, sondern auch unter
Ischamiebedingungen nach Verschlu® der linken A. cerebri media war der absolute CBF in den
behandelten Mausen um 50% hdher als in der ischamischen Hemisphare nicht-behandelter Mau-
se. Da hierbei der mittlere absolute CBF in der ischamischen Hemisphare von 30 auf ca. 50
mg/100ml/min gehoben wird, liegt der BlutfluR oberhalb einer kritischen BlutfluRschwelle (,thres-
hold*), der unweigerlich zum ischamischen Zelltod fihrt.

Somit liegt nahe, daf} Statine durch Vermehrung des zerebralen Blutflusses vor Schlaganfall
schitzen (Abb. 8).

3 160 + *

o= T

L *

- E 120 1 P <0.05

o T

L) & (n=)

E o 807

52 *

L T

g 407 -

3 10) | (10) 10) | (10)

0 T T T T
Sim (mg kg) vV 20 vV 20
Ipsilateral Contralateral

Abb. 8: Absoluter zerebraler Blutfluss (,cerebral blood flow*) 30 min nach Verschluss der linken Arteria cerebri media.
Statin-behandelte Tiere (Sim = Simvastatin) haben héhere Flisse sowohl in der ischamischen (ipsilateral) als

auch kontralateralen Hemisphare. n= 10 Tiere pro Gruppe.

Die Hochrequlation der endothelialen NO Synthase (eNOS) ist der schlaganfallprotektive Wirkme-

chanismus der Statine

Wie regeln die Statine den zerebralen Blutflul hoch? Der endogene Vasodilatator Stickstoff-
monoxid (NO), auch als EDRF (endothelium-derived vasorelaxing factor) bekannt, ist der wichtig-
ste Regulator von regionalem Blutflu3 und Blutdruck (Huang PL et al., 1993, 1995; Huang Z. et
al.,, 1996, Ignarro, 1990). Wir postulierten deshalb, dal} die BlutfluBerhdhung durch die Statine
durch NO vermittelt sein kdnnte.

In der Tat: zum einen weisen Mause, denen das Gen fur die endotheliale NO Synthase
(eNOS) fehlt (das Enzym, das das vaskulare NO herstellt) groRere Infarkte auf (Huang Z et al.,
1996). Zum anderen laflt sich durch exogene Gabe von NO-Vorstufen, wie z.B. dem L-Arginin,
der zerebrale BlutfluR erhéhen und die Schlaganfallgrof3e verringern (Morikawa et al., 1994; Ya-
mada et al., 2000[#7]).
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Wir untersuchten deshalb, ob (i) die Aktivitdat und (i) mMRNA der eNOS in Sim-behandelten
Mausen erhoht ist. Hierzu flhrten wir einen enzymatischen Assay durch, der die Konversion von
"c] Arginin zu ['*C] Citrullin miRt und somit ein MaR der katalytischen Aktivitat der NO Synthase
darstellt. Tatsachlich war die Kalzium-abhangige Aktivitdt dosisabhangig in Aorten behandelter
Mause zwischen 1.8 und 3 mal héher als in unbehandelten (Endres et al., 1998[#3]).

Um die Boten-RNA (mMRNA) der eNOS zu messen, fiihrten wir eine semiquantitative reverse
Transkriptions Polymerase Kettenreaktion durch (RT-PCR). Parallel zur gesteigerten katalyti-
schen Aktivitdt war auch die mRNA dosisabhangig sowohl in den Aorten als auch im Hirngewebe
bis zu 3-fach durch die Sim-Behandlung gesteigert (Abb. 9). Dieser Effekt war innerhalb der Fa-
milie der NO Synthasen spezifisch: eine jeweilige RT-PCR fiir die Isoenzyme der eNOS, namlich
der neuronalen und induzierbaren NOS (nNOS und iNOS) zeigte sowohl in Aorten als auch im
Hirn keinerlei Unterschiede nach Sim-Behandlung.

MWS Mws

GAPDH —
eNOS —

\' 0.2 2.0 20 KO

Simvastatin (ng kg ')

Abb. 9: Semiquantitative Bestimmung der eNOS mRNA in Aorten mittels RT-PCR. MWS: ,molecular weight standard“
(Molekulargewichtsstandard); GAPDH: Glyzeraldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase, eNOS: endotheliale NO
Synthase; KO: eNOS ,Knockout*

Unsere Experimente zeigen, dal HMG-CoA-Reduktasehemmer zu einer Hochregulation der
eNOS fiihren. Nun wollten wir untersuchen, ob die Hochregulation der eNOS tatsachlich fir die
neuroprotektive Wirkung der Statine verantwortlich ist. Daher fiihrten wir Experimente an transge-
nen Mausen durch, bei denen das eNOS Gen durch Rekombination ausgetauscht wurde (soge-
nannte eNOS ,Knockout‘- Mause), die also keine eNOS besitzen (Huang PL et al., 1995). Diese
Mause sind hypertensiv und erleiden grélkere Schlaganfalle nach zerebraler Ischamie. Im Gegen-
satz zu den Wildtypmausen war in eNOS ,Knockout‘- Mausen nach zweiwdchiger Hochdosisbe-
handlung mit Sim (20 mg/kg) sowohl unter Ruhebedingungen als wahrend zerebraler Ischamie
keinerlei Erhdhung des zerebralen Blutflusses nachweisbar (ohne Abb., Endres et al., 1998[#3]).
Weiterhin wiesen eNOS ,Knockout‘- Mause nach Behandlung weder kleinere Infarkte noch ver-
ringerte neurologische Defizite im Vergleich zu unbehandelten eNOS ,Knockout‘- Mausen auf.
Diese Uberraschende Beobachtung zeigt, daf3 die Statine in den eNOS ,Knockout‘- Mausen kei-
nerlei neuroprotektive Wirkung haben.

Dies beweist, dal3 die Hochregulierung der eNOS durch Statine der hauptsachliche, wenn

nicht sogar einzige Mechanismus des Schlaganfallschutzes in unserem Modell ist.
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Statine haben antithrombotische Wirkungen durch die Hochregulation der eNOS in Thrombozyten

Bekanntlich hat NO nicht nur vasoprotektive Eigenschaften durch Verbesserung der endothe-
labhangigen Vasodilatation. Vielmehr ist gut bekannt, dal3 NO auch direkte antithrombotische Ei-
genschaften durch Verminderung der Thrombozytenaktivitat besitzt (Liao, 1998). Interessanter-
weise konnte in den letzten Jahren nachgewiesen werden, daf nicht nur das Endothel eNOS ex-
primiert und somit NO produzieren kann, sondern auch Megakaryozyten und Thrombozyten. Von
Thrombozyten produziertes NO ist funktionell relevant (Liao, 1998). Isolierte Thrombozyten von
eNOS ,Knockout‘- Mausen weisen beispielweise eine vermehrte Aggregabilitat in vitro auf. Zu-
sammenfassend hatten wir also die Theorie, daR eine Behandlung mit Statinen auch die eNOS in
den Thrombozyten hochregulieren wiirde und daf} dies unmittelbare Auswirkungen auf die Akti-
vierung der Thrombozyten haben kdnnte.

Wir isolierten ,platelet-enriched plasma“ (Plattchen-angereichertes Plasma) von Mausen, die
fur 14 Tage mit Atorvastatin (0.5, 1 und 10 mg/kg) behandelt wurden. Aus den so isolierten
Thrombozyten wurde mRNA gewonnen und mittels RT-PCR die eNOS mRNA bestimmt. Analog
zur Hochregulation der eNOS in Endothelien konnten wir eine deutliche Hochregulierung auch in

den Thrombozyten nachweisen (Abb.10).
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Abb. 10: Quantitative Bestimmung der eNOS mRNA in isolierten Thrombozyten nach 14-tdgiger Behandlung mit Atorva-
statin (0.5, 1, 10 mg/kg). Mutante: eNOS Mutante; eNOS: endotheliale NO Synthase; GAPDH: Glyzeraldehyd 3-

Phosphat Dehydrogenase; Atorva: Atorvastatin.

Als nachstes widmeten wir uns der Frage, ob die hdhere eNOS in den Thrombozyten auch ei-
ne funktionelle Bedeutung hat. Als Marker der Thrombozytenaktivierung in vivo wahlten wir Platt-
chenfaktor 4 (PF 4) und B-Thromboglobulin (B-TG). Diese bestimmten wir mittels ELISA im Plas-
ma von Mausen, die fir 14 Tage mit Atorvastatin (0.5, 1, 10 mg/kg) behandelt wurden. Tatsacht-

lich haben die Statine eine anti-thrombotische Wirkung: PF 4 und R-TG waren in behandelten
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Mausen signfikant verringert (Laufs et al., 2000[#11]).

Ob nun die Hochregulierung der eNOS tatsachlich der entscheidende Faktor fir die Auswir-
kung der Statine auf die Thrombozytenfunktion ist, testeten wir wiederum an eNOS , Knockout*-
Mausen. Hierbei zeigte sich, dal eine Behandlung mit Atorvastatin (10 mg/kg) keinerlei Auswir-
kung auf PF4 und B-TG in den ,Knockout‘- Mausen hatte. Hieraus kénnen wir schliessen, daf} in
der Tat die eNOS der entscheidende Faktor fur die protektive Wirkung der Statine hinsichtlich der
Thrombozytenfunktion ist (Laufs et al., 2000[#11]).

Inhibition der Geranylgeranylierung ist der entscheidende Schritt zur eNOS Hochrequlierung der

Statine

Die Hochregulation der eNOS im Tiermodell war unabhangig von Veranderungen des Serum-
cholesterinspiegels. Da die HMG-CoA-Reduktase das Schlisselenzym fir den sog. Mevalonat-
biosyntheseweg ist, in dem nicht nur Cholesterin sondern auch weitere biologisch wichtige sog.
Isoprenoide (wie z.B. Geranylgeranyl oder Farnesyl) synthetisiert werden (Goldstein und Brown,
1990), fuhrten wir Experimente in Zellkultur durch, um den genauen Schritt im Mevalonatbiosyn-
theseweg zu identifizieren, der fiir die eNOS Hochregulierung verantwortlich ist. Hierzu behan-
delten wir menschliche Endothelzellen mit Statinen (Simvastatin, Mevastatin oder Atorvastatin).
Mit der Hilfe einer Reihe von Enzyminhibitoren und Intermediarprodukten des Cholesterinbiosyn-
theseweges konnten wir feststellen, da® das Isoprenoid Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) fir
die Regulation der eNOS verantwortlich ist, wahrend z.B. Effekte der Statine auf eNOS mRNA
und Protein durch Farnesylpyrophosphat (FPP) nicht gehemmt werden (Endres et al., 1998[#3];
Abb. 11).

28 S— Acetyl-CoA HMG-CoA Reductase

HMG-CoA ———————» Mevalonate —»Isopentenyl-PP

Geranyl-PP
Dolichol, Farnesylated /
185 R e d VR

Statin — + + + Squalene Geranylgeranyl-PP
FPP - - + - /- *
GGPP - - - + CHOLESTEROL

Abb. 11: Links: eNOS Northernblot. Endothelzellen wurden mit Simvastatin (Statin), Farnesylpyrophosphat(FPP) bzw.
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) behandelt. Hierbei zeigt sich, dall die eNOSHochregulation durch die Ga-
be von GGPP umkehrbar ist.

Rechts: Schema des Cholesterinbiosynthesewegs. Die HMG-CoA Reduktase ist das Schlusselenzym fir die

Synthese vieler biologisch wichtiger Isoprenoide (Goldstein und Brown, 1990).
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Hemmung der Geranylgeranylierung des G-Protein Rho als molekularer Mechanismus der eNOS

Hochregulation der Statine

Eine wichtige Gruppe von Proteinen, die posttranslational geranylgeranyliert werden, sind die
kleinen Rho G-Proteine. Mittels Zellkulturexperimenten konnten wir zeigen, dal® Rho A und Rho B
bei Hemmung der Geranylgeranylierung (also durch die Statine) vermindert in die Zellmembran
eingebaut werden und im Zytosol akkumulieren (Abb. 12). Die zytosolische Form von Rho hat
keine GTPase Aktivitat. Dies bestatigte sich in Rho Aktivitats-untersuchungen (GTPase Assay),
die aufzeigten, daf® die Rho Aktivitat durch Statine gehemmt wird.

RhoA RhoB Ras

Membran
(AKLiV) - — - o—  — e — ‘-‘

Zytosol e
(inaktiv)
_——- . [
Statin _ o+ + + _ o+ + + _ o+ + +
GGPP _ _ + _ — I — — -+ —
FPP + - - - * - - - *

Abb. 12: Western blot (RhoA, Rho B, Ras). Endothelzellen wurden mit Simvastatin (Statin), Farnesylpyrophosphat (FPP)
oder Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) behandelt. Die Hemmung der Geranylgeranylierung fiihrt zur Akku-

mulation zytosolischen (inaktiven) Rhos.

Rho ist ein Requlator der endothelialen NO Synthase

Ist nun die Inhibition von Rho der entscheidende Mechanismus der Hochregulierung der eNOS
durch die Statine? Um diese Frage zu beantworten, fiihrten wir eine Reihe von Experimenten so-
wohl in Zellkultur als auch an Mausen durch. Wir verwendeten zum einen einen spezifischen Inhi-
bitor von Rho, die C. botulinum C3 Transferase. Dies ist ein Bakterientoxin, das durch spezifische
ADP-Ribosylierung Rho inaktiviert (Aktories, 1997). An Endothelzellen konnten wir so zeigen, dal
die Inhibition von Rho durch die C3 Transferase zu einer Hochregulierung der eNOS flihrt. Da
dieser Effekt jedoch durch die Gabe von Mevalonat, dem Reaktionsprodukt der HMG-CoA Re-
duktase, im Gegensatz zu einer Behandlung mit Statinen nicht umkehrbar ist, erfolgt die eNOS
Hochregulation distal von den Effekten der Statine (Abb. 13).
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Abb. 13: eNOS Westernblot. Endothelzellen wurden mit C3 Exotoxin (C3), Simvastatin (Statin) und/oder Mevalonat (Mev)
behandelt.

Eine Behandlung von Mausen mit der C3 Transferase Uber einen Zeitraum von 14 Tagen mittels
osmotischer Minipumpen, die subkutan implantiert wurden (10 pg/d) fiihrte ebenfalls zu einer
Hochregulation der eNOS, wie wir durch Messung der mRNA mittels RT-PCR aus den Aorten
dieser Tiere zeigen konnten (Laufs, Endres et al., 2000[#9], Abb. 15, Seite 23).

Im weiteren hemmten wir Rho durch die Uberexpression einer dominant-negativen Rho-
Mutante. Hierbei konnten wir an Endothelzellen zeigen, dal auch diese Form der Rho Inhibition
zu einer Hochregulation der eNOS fiihrt (Laufs, Endres et al., 2000[#9]). Diese Experimente iden-
tifizieren Rho als negativen Regulator der eNOS Expression. Durch Hemmung der endothelialen
HMG-CoA Reduktase wird die Geranylgeranylierung von Rho gehemmt, welche fir die membra-
nassoziierte Rho-GTP-ase Aktivitat notwendig ist. Die Hemmung von Rho erhéht die endotheliale
NO-Freisetzung durch Verlangerung der eNOS mRNA Lebensdauer (Aktinomycin-
Halbwertszeitexperimente, Laufs et al., 1997, Endres und Laufs, 1998[#4]).

Rho Inhibition schiitzt vor Schlaganfall iiber einen eNOS abhéngigen Mechanismus

Um zu testen, ob eine Rho Inhibition und nachfolgende eNOS Hochregulation analog zu den
Befunden mit den Statinen ebenfalls protektiv im Schlaganfallgeschehen ist, fiihrten wir entspre-
chende Ischamieexperimente an Mausen durch. 129/SV Mause wurden fir 14 Tage mit 10 pg/d
C3 Transferase oder Vehikel mittels osmotischer Pumpen behandelt. Die Mause wurden dann
einer fokalen zerebralen Ischamie durch einen 2h-Verschlufd der linken A. cerebri media und 22 h
Reperfusion ausgesetzt. Hier zeigte sich, daf} die Inhibition von Rho durch C3 Transferase signifi-
kant das Schlaganfallvolumen reduziert und zu einer Reduktion von tber 30 % fuhrt (Abb. 16,
Seite 25). Wiederum scheint die Hochregulation der eNOS der hauptsachliche Wirkmechanismus
zu sein, denn eNOS , Knockout‘- Mause profitierten nicht von einer Behandlung mit C3 Transfera-
se (Laufs et al., 1999[#6], Laufs, Endres et al., 2000[#9]). Die Schlaganfallvolumina behandelter
eNOS ,Knockout‘-Mause unterschieden sich nicht von solchen, die mit Vehikelsubstanz injiziert

wurden.
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Abb. 14: Rho-Expression in Endothelzellen und Auswirkung auf das Aktin Zytoskelett. Menschliche Endothelzellen wurden
mit einer aktiven sowie dominant-negativen Mutante von Rho transfiziert. Transfizierte Zellen sind durch Myc
(gelb, linke Seite) gefarbt. Zellen, die die aktive Mutante exprimieren weisen eine hohe Dichte der Aktin-
Mikrofilamente auf (rot, rechte Seite) wahrend Zellen mit der dominant-negativer Mutante Aktinfilamente herun-
terreguliert haben (Laufs, Endres et al., 2000[#9].

Die Wirkungen auf das Aktinzytoskelett sind entscheidend fiir die neuroprotektiven Effekte

Wie genau reguliert Rho die Expression der eNOS? Grundsatzlich hat Rho regulatorische Be-
deutung fir den Zellzyklus und vor allem fir die Organisation des Aktin-Zytoskeletts. Unsere
Theorie war es, dald spezifische Einflisse auf das Aktin-Zytoskelett die hier gezeigten Effekte von
Rho vermitteln. Die Hochregulierung der eNOS geschieht offensichtlich iber eine Stabilisierung
der mRNA. Die Halbwertszeit und die Translation von Messenger-RNA sind dynamisch regulierte
Prozesse. Uber die Mechanismen der Regulation der mRNA-Halbwertszeit ist allerdings erst we-
nig bekannt, insbesondere da die Untersuchungen experimentell sehr aufwendig sind. Entschei-
dende Elemente der Gefalfunktion, wie z. B. der AT-1 Rezeptor und die eNOS, werden jedoch
auf der Ebene der mRNA-Halbwertszeit reguliert (Alonso et al., 1997; Nickenig et al., 1996).
mRNAs werden nach ihrer nuklearen Transkription aktiv im Zytoplasma transportiert. Der Trans-
port der mRNA zu spezifischen subzellularen Lokalisationen wird durch das Zytoskelett vermittelt,
welches den dreidimensionalen Kontakt der mRNA zu RNA-Bindungsproteinen und Ribosomen
reguliert. Die kleinen GTP-bindenden Proteine der Rho-Familie spielen eine Rolle bei der Forma-
tion des Zytoskeletts. Rho A ist an der Formation des ,Focal Adhesion Complex*, der Phosphory-
lierung von Myosinleichtketten und der Bildung der ,Actin Stress Fibers* beteiligt (Hall, 1998).

Unsere Experimente zeigen, dafl die Hemmung von Rho in menschlichen Endothelzellen

durch C3 Transferase oder durch Uberexpression einer dominant-negativen Mutante (N19RhoA)
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die Formation von ,Actin Stress Fibers“ reduziert (Fig. 14, Seite 21). Dabei korreliert die Modifika-
tion des Zytoskeletts durch Hemmung von RhoA, nicht jedoch durch Hemmung der GTPasen
Cdc42 oder Rac mit einer Verlangerung der eNOS mRNA Halbwertszeit. Eine Hemmung der
Myosinleichtketten-Phosphorylierung (MLC-Kinase-Inhibitoren H-7 und ML-7) sowie die Inhibition
der Myosin ATP-ase (BDM) fiihrte zu einer drei- bis vierfachen Steigerung der eNOS Expression
auf Protein und mRNA Ebene (Laufs, Endres et al., 2000[#9]). Als nachsten Punkt Gberpriften
wir, ob eine direkte Depolymerisierung des Aktinzytoskeletts distal der Rho-Wirkung und durch
Cytochalasin D ebenfalls die eNOS hochreguliert. Die direkte Depolymerisierung downstream des
Focal-Adhesion Komplexes durch Cytochalasin erhdhte in der Zellkultur die eNOS mRNA 5-fach
und Protein 3.4-fach.

Diese Befunde liessen sich ebenfalls auf die in vivo Situation Gbertragen. Hierbei behandelten
wir Mause durch eine intraperitoneale Injektion mit Cytochalasin D (0.1 bis 1.0 mg/kg/d) flr einen
Tag. (Somit unterscheidet sich dieses Experiment grundsatzlich von den intrazerebroventrikularen
(i.c.v.) Injektionen in der Akutphase der zerebralen Ischamie, bei denen ja Wirkungen auf Neuro-
ne und nicht auf die Endothelzellen getestet wurden!). Ahnlich wie die Behandlung mit Statinen
oder des Rho-Inhibitors C3 Transferase fihrte die Vorbehandlung mit Cytochalasin in vivo zu ei-

ner dosisabhangigen eNOS mRNA Hochregulation in der Aorta.

Auch auf Proteinebene lie sich diese eNOS Hochregulation durch direkten Eingriff in das
Zytoskelett nachweisen. Hierzu fiihrten wir immunhistochemische Untersuchungen an Aorten
nach entsprechender Behandlung durch (Abb. 15, Seite 23). Cytochalasin zeigte keine Hemmung
der Geranylgeranylierung und der Aktivitdt von Rho, sondern flihrte zu einer kompensatorischen
Erhéhung von membranstédndigem Rho um 300% (Laufs et al., 2000[#9, #11]. Diese Hochregula-
tion der eNOS durch Hemmung der ,Actin Stress Fibers* war spezifisch, da die Blockade von Mi-
krotubili (Nocodazol) keinen Effekt auf die eNOS hatte (nicht gezeigt). Diese Experimente zeigen,
dall die eNOS Expression und mRNA-Stabilitat durch die Rho-vermittelte Formation der ,Actin-
Stress Fibers" negativ reguliert wird. Dies weist auf eine wichtige Bedeutung des dynamischen

Zustandes des Zytoskeletts fir die Regulation der endothelialen NO-Produktion hin.
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Abb. 15: eNOS Immunhistochemie an Mauseaorten. 129/SV Mause wurden mit Simvastatin (Statin), dem Rho-Inhibitor
C3 Transferase (C3TF) oder der Aktin-depolymerisierenden Substanz Cytochalasin D vorbehandelt. Die eNOS
mRNA wurde in den Aorten bestimmt. Kontrollfarbungen (IgG) zeigten keine spezifische immunhistochemische

Farbung. Die Intaktheit des Endothels wurde mit einem endothelspezifischen Antikdrper (CD31) gepruft.
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Inhibition des Aktinzytoskeletts ist neuroprotektiv

Um zu Gberprifen, ob eine spezifische Depolymerisierung des endothelialen Zytoskeletts iber
die Hochregulation von eNOS neuroprotektiv ist, behandelten wir Mause intraperitoneal mit Cyto-
chalasin D (1 mg/kg/d fur 24 h) und fiihrten Ischamieexperimente durch. Eine sorgfaltige Messung
der physiologischen Parameter (Blutdruck, Blutgase) ergab ebenso wie bereits flr die C3 Experi-
mente keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen. Die Behandlung mit
Cytochalasin (1 mg/kg/d) fihrte zu einer signifikanten Reduktion des Schlaganfallvolumens nach
2 h MCA-Verschlu® und 22 h Reperfusion (41 £ 7 % Reduktion des Infarktvolumens, Abb. 16).
Eine Behandlung mit einer niedrigeren Dosierung (0.1 mg/kg) flhrte zu keiner signifikanten Re-
duktion des Schlaganfallschadens, was gut zu dem Befund korreliert, dal diese Dosis auch
(noch) nicht zu einer signifikanten Hochregulierung der eNOS fiihrte. Um wiederum zu berpri-
fen, ob die eNOS die protektiven Effekte von Cytochalasin D vermittelt, behandelten wir eNOS
~Knockout‘- Mause. Ganz analog zu den Befunden mit den Statinen und dem Rho Inhibitor C3
Transferase zeigte auch Cytochalasin D keine protektiven Effekte bei eNOS ,Knockout‘-Mausen.
Zusammenfassend liegt also nahe, dal® die neuroprotektiven Effekte von Cytochalasin D (nach
chronischer systemischer Gabe) durch die Hochregulation der endothelialen NO Synthase und
vermehrte NO Produktion vermittelt werden (Abb. 16).

Vehikel C3TF Cyto D

Abb. 16: Infarktdarstellung mittels des Mitochondrienfarbstoff Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC). Mause, die mit dem Rho-
Inhibitor C3 Transferase (C3 TF) oder dem Aktin-depolymerisierenden Toxin Cytochalasin D (Cyto D) behandelt

wurden haben kleinere Infarkte nach 2 h MCA Verschlu® und Reperfusion als Kontroll-behandelte Tiere (Vehicle).

Nach Computer-gestltzter Quantifizierung der Infarktvolumen ergaben sich statistisch sig-nifikante Unterschiede
zwischen der C3TF sowie CytoD-behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrolle (Laufs, Endres et al., 2000[#9])
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Rebound-Effekte nach Absetzen von Statinen

In den vorangegangenen Abschnitten zeigen wir auf, dall die Statine Uber eine Hochregulie-
rung der endothelialen NO Synthase vasoprotektiv wirken. Es ist jedoch unklar, wie lange der Ef-
fekt der eNOS Hochregulierung anhalt und was die Folgen eines pldtzlichen Absetzens von Stati-
nen sind. Wir behandelten deshalb Mause fiir 14 Tagen mit Statinen (Atorvastatin, 10 mg/kg), was
erwartungsgemalf zu einer 2 bis 3-fachen Hochregulierung der eNOS Aktivitdt und mRNA Ex-
pression fiihrte (Abb. 17). Bei einem Teil der Mause wurde jedoch Atorvastatin fir 2 bzw. 4 Tage
nach der 14-tdgigen Behandlung abgesetzt. Uberraschenderweise zeigte sich, dal sowohl Akti-
vitdt als auch mRNA Expression der eNOS nach nur zweitdgigem Absetzen um 90% reduziert
war. Da die Restaktivitat sogar niedriger als die basale Aktivitdt vor Behandlung war, kann man
von einem Rebound-Effekt ausgehen. Vier Tage nach Absetzen entsprach die eNOS Expressi-
on/Aktivitat wieder den Ausgangsaktivitaten ohne Behandlung (Laufs et al., 2000 [#10], Abb 17).

B +2d +4d

eNOS mRNA (Aorta)
(% Ratio eNOS/eNOS Mutante)

K Stain  Statin  Statin

+2d +4d

Abb. 17: Eine kompetitive RT-PCR zeigt die Expression der eNOS mRNA im Vergleich zu einer eNOS Mutante und
GAPDH (oben). Die Quantifizierung der Bandenintensitaten der eNOS RT-PCR wurden als Verhaltnis von eNOS
zur eNOS Mutante angegeben (unten).129/SV Mause wurden fiir 14 Tage mit Atorvastatin behandelt. Die Aorten
wurden am 14. Tag sowie 2 und 4 Tage nach Absetzen der Behandlung entnommen. n = 4, *p<0.05 im Vergleich

zur Kontrolle.
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Absetzen von Statinen fiihrt zu einer plotzlichen Umverteilung (Translokation) von Rho vom Zyto-

sol- zur Membranfraktion

In den vorherigen Abschnitten zeigten wir, dal® der Mechanismus der eNOS Hochregulierung
durch die Statine die Hemmung der Geranylgeranylierung des G-Proteins Rho darstellt. Wir po-
stulierten deshalb, dal® die Ursache des Reboundeffektes auf die eNOS nach Absetzen von Stati-
nen ebenfalls durch Rho vermittelt wirdn. Wir fuhrten dehalb Rho-Aktivitatstests (Laufs et al.,
2000 [#11]) sowie Rho-Westernblots durch (Abb 18). In der Tat konnten wir zeigen, dal} es bereits
2 Tage nach Absetzen von Atorvatastatin (10 mg/kg Uber 14 Tage gegeben) zu einer massiven
Translokation von Rho vom Zytoskelett zur Membran kommt. Nicht-isoprenyliertes (sprich nicht-
geranylgeranyliertes) Rho ist zytosolisch und inaktiv; wo hingegen isoprenyliertes Rho membran-
gebungen vorliegt, weist es GTP-ase Aktivitat auf. Somit kommt es nach vorheriger vollstandiger
Hemmung von Rho nach Absetzen der Statine zu einer plétzlichen Geranylgeranylierung, Trans-
lokation in die Membran und Aktivierung von Rho (Abb. 18). Letzteres wiederum fiihrt zur Herun-

terregulierung der eNOS und ist somit fir den in Abb. 17 gezeigten Reboundeffekt verantwortlich.
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Abb. 18: Reprasentative Westernblots und Quantifizierung der Rho-Proteinexpression in Aorten von Mausen (SV/129).
129/SV Mause wurden mit 10 mg/kg Atorvastatin oder Vehikel (K fur Kontrolle) behandelt. Bei einem Teil der
Tiere wurde nach 14 Tagen Behandlung Atorvastatin fur 2 (Statin + 2 d) oder fir 4 Tage (Statin + 4d) abgesetzt.
Danach wurden die Aorten entnommen und Rho Westernblots durchgefiihrt. Die Abbildung verdeutlich, daf®
nach Absetzten der Statine es zu einer massiven Translokation von Rho von der zytosolischen Fraktion in die

Membran und somit auch zu einer Aktivierung von Rho kommt.. n = 4 Experimente. *p<0.05 vs. Kontrolle (K).

25



3. Diskussion

Zytoskelett als gemeinsame Endstrecke akuter und prophylaktischer Behandlungstrategien

In dieser Arbeit stellen wir einen neuartigen Ansatz zur Schlaganfalltherapie mittels spezifi-
scher Modulation des neuronalen sowie endothelialen Zytoskeletts vor. Diese eignen sich sowohl
als Strategie einer Schlaganfallakuttherapie Uber die Depolymerisierung des neuronalen
Zytoskeletts, Inaktivierung von lonenkanalen und Schutz vor Kalziumexzitotoxizitat. In dieser Ar-
beit identifizieren wir erstmals Gelsolin als endogenen neuroprotektiven Faktor (2.1. neuronale
Mechanismen). Zum anderen flhrt eine chronische Modifizierung des endothelialen Aktin-
zytoskeletts tber eine Hochregulation der eNOS und damit verbundenen FluRverbesserungen zu
einem effektiven prophylaktischen Ansatz. Somit kdnnen wir in weiten Zigen die molekularen
Mechanismen der cholesterinunabhangigen schlaganfallprotektiven Wirkung der HMG-CoA Re-
duktasehemmer aufklaren. Da diese Medikamente bereits zugelassen sind, sind sie von umittel-

barem klinischem Nutzen (2.2. endotheliale Mechanismen).

Akute, neuronale Mechanismen

Glutamatexzitotoxizitat und Anstieg des intrazellularen Kalzium sind Hauptdeterminanten des
neuronalen Zelltods nach zerebraler Ischamie (siehe Abb. 1. Seite 5). Im ersten Teil unserer Ar-
beit zeigen wir, dal Mause, die aufgrund einer genetischen Deletion kein Gelsolin exprimieren
(Gelsolin ,Knockout-Mause) eine hdhere Suszeptibilitdt nach einer experimentellen zerebralen
Ischamie als die entsprechenden Wildtyp-Mause aufweisen (Endres et al., 1999 [#5]). Hierbei
konnten wir zeigen, dal® die erh6hte Empfindlichkeit durch einen hdheren Anstieg des intrazellula-
ren Kalziums vermittelt wurde. Einerseits wiesen Gelsolin Null-Neurone in Kultur héhere [Ca™]
nach Sauerstoff/Glukose Deprivation auf. Anderseits war der VDCC-vermittelte Ca™*-Anstieg in
Synaptosomen von Gelsolin ,Knockout‘-Mausen nach zerebraler Ischamie im Vergleich zu Wild-
typ-Mausen signifikant héher. Dies korrelierte gut zu verschiedenen Schadensmarkern, die das
Ausmal der Ca*"-vermittelten Toxizitét wiedergeben: Sowohl der Verlust von MAP-2 als auch das
Auftreten von Calpain-spezifischen Spektrinbruchstiicken war in den Gelsolin-,Knockout‘- Mau-
sen vermehrt. Eine unmittelbare therapeutische Option leitet sich jedoch aus dem zweiten Haupt-
befund ab: Die intrazerebroventrikulare Gabe des Pilztoxins Cytochalasin D, das spezifisch Ak-
tinmikrofilamente depolymerisiert, fiihrte in der Akutphase der Ischamie zur signfikanten Neuro-
protektion. Mittels der Kombination von Gelsolin-,Knockout* und Behandlung mit Cytochalasin
konnten wir zeigen, dal} die aktindepolymerisierenden Eigenschaften von Gelsolin bei normaler
endogener Expression fur die protektive endogene Funktion entscheidend sind.

Wir schlagen aufgrund unserer Untersuchungen folgenden Mechanismus vor (Abb. 19): Durch
die zerebrale Ischamie kommt es zur Hypoxie, Azidose und Glukosemangel. Diese Ereignisse
vermitteln eine neuronale Depolarisation. Durch diese Depolarisation wiederum werden die span-
nungsabhangigen Ca*"-Kanale (VDCC) direkt und NMDA Rezeptoren (iber die vesikuldre Freiset-
zung von Glutamat indirekt aktiviert. Dieser exzitotoxische Trigger fiihrt zu einem massiven intra-
zellularen Ca"*-Influx, welcher wohl die entscheidende Determinante des zelluldren Schadens

ausmacht. Gelsolin wird in dieser Situation sowohl durch den Ca**-Anstieg als auch Azidose akti-
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viert und beginnt das Aktinfilament-Netzwerk zu depolymerisieren. Hierdurch werden entschei-
dende intrazellulare funktionelle Domanen der VDCC und NMDA Rezeptoren modifiziert, die in
der Summe zu einer Stabilisierung der Kanale und vermindertem Ca**-Influx fiihren (,Channel-
Rundown® nach Rosenmund und Westbrook 1993). Somit fiihrt also die Aktivierung von Gelsolin
und die nachfolgende Depolymerisierung des neuronalen Aktinfilamentzytoskeletts zu einer pro-
tektiven Kaskade, die vor Ca""-vermitteltem Ischamieschaden schiitzt (Choi, 1988, 1995; Zipfel et
al, 1999). Da Gelsolin sowohl durch den Ca*"-Anstieg als auch Azidose aktiviert wird, sind die ge-
nannten Mechanismen in der Ischamiesituation héchstwahrscheinlich.

Zusammenfassend flihren diese Mechanismen sowohl zu einer Verminderung des Schlagan-

fallvolumens als auch des umgebenden Hirnddems.

| Ischamie-induzierte Aktivierung von VDCC and NMDA-R

Intrazelluldrer Ca** Anstieg | | Aktin ,,Remodelling* |

l NS

Enzym Aktivierungn
z.B. nNOS etc

l

| Dysfunktion und Zelltod |

Gelsolin Aktivierung

Abb. 19: (Schema) Modellvorschlag, wie die Aktivierung von Gelsolin durch eine dynamische Modifizierung des Aktin-
zytoskeletts neuroprotektiv bei der zerebralen Ischamie wirkt. Hierbei kommt es durch die Ischamie zu einer De-
polarisation, wodurch spannungsabhingige Ca*-Kanale (VDCC) und N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren
aktiviert werden. Durch die Aktivierung beider Kanale kommt es zu einem massiven intrazelluldren Ca™ Influx,
wodurch wiederum multiple intrazelluldre Enzymsysteme induziert werden. Gleichzeitig aktiviert Ca™ aber auch
Gelsolin, welches wiederum dynamische Veranderungen im Aktinzytoskelett vermittelt (Netto-Depolymerisation).
Da hierbei auch intrazellulare modulatorische Domanen der VDCC und NMDA-Rezeptoren erfafst werden, tritt
jedoch eine Stabilisierung dieser Kanéle ein und sie werden fiir Ca™ weniger durchléssig (sog. ,Channel Run-
down"). Somit wirkt also Gelsolin als Ca™ Sensor und vermittelt {iber einen negativen Feedback-Mechanismus

einen Schutz vor weiterem schédlichem Ca™ Influx (nach Endres et al., 1999[#5]).

Interessant ist weiterhin die Tatsache, dall Gelsolin als Substrat des Apoptoseeffektors Cas-
pase-3 identifiziert wurde (Kothakota et al., 1997). Wir haben in friheren Arbeiten demonstriert,
dall Apoptose ein relevanter Pathomechanismus nach experimenteller Ischamie ist und dal be-
reits relativ frih nach Ischamiebeginn auch Caspase-3 aktiviert wird (Endres et al., 1998[#2], Hara
et al., 1997b, Namura et al., 1998). Durch entsprechende Westernblotunter-suchungen konnten
wir in dieser Arbeit zeigen, dal® Gelsolin tatsachlich durch Caspase-3 geschnitten wird. Welche
funktionelle Konsequenz hat dieses Ereignis? Uber die Bedeutung des Gelsolins beim apoptoti-

schen Zelltod existieren in der Literatur unterschiedliche Befunde. In einzelnen Modellen spielt
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Gelsolin eine anti-apoptotische (also protektive) Rolle (Ohtsu et al., 1997), in anderen ist Gelsolin
ein Apoptoseeffektor (Kothakota et al., 1997). In unserem Modell fanden wir in Mausen, die kein
Gelsolin exprimieren, grolRere Lasionen. Falls also ein proapoptotischer Effekt besteht, wird dieser
offensichtlich durch die oben genannten Mechanismen aufgewogen und sicher ibertroffen. Wie in
einer jingsten Ubersichtsarbeit von Dennis Choi und Mitarbeitern diskutiert wird (Zipfel et al.,
1999), ware ggf. eine Kombination von Gelsolin-Analoga mit Caspaseinhibitoren (Endres et al.,
1998[#2]) zur Schlaganfalltherapie sinnvoll.

Zusammenfassend spielt Gelsolin bei normaler endogener Expression durch eine dynamische
Modifikation des Aktinzytoskeletts und nachfolgender Stabilisierung der Kalziummembranflisse
eine bedeutende neuroprotektive Rolle im Schlaganfallgeschehen. Gelsolin-Analoga, wie z.B. das
Aktin-depolymerisierende Pilztoxin Cytochalasin D, stellen somit mdglicherweise erfolgverspre-

chende Therapeutika beim Schlaganfall dar.

Chronische, endotheliale Mechanismen

Eine vom neuronalen Mechanismus unabhangige Strategie zur prophylaktischen Schlagan-

falltherapie leitet sich aus unsereren Untersuchungen der Regulation der endothelialen NO
Synthase durch Statine und spezifische Modulatoren des Aktinzytoskeletts ab. Ausgehend von
Untersuchungen mit den HMG-CoA Reduktasehemmern, fiir die wir erstmals eine Hochregulation
der eNOS durch chronische Behandlung nachweisen konnten, ist es mittlerweile weitgehend ge-
lungen, die intrazellularen molekularen Mechanismen aufzuklaren.

Wir zeigen, dal} die gutvertraglichen und in der Klinik weitverbreiteten Statine bei prophylakti-
scher Gabe den zellularen und funktionellen Schaden nach Schlaganfall reduzieren (Endres et al.,
1998[#3], Endres und Laufs, 1998[#4]). Durch eine selektive Hochregulation der eNOS wird so-
wohl der zerebrale Blutflu® erhoht als auch die Thrombozytenfunktion protektiv beeinflufdt (Laufs
et al., 2000[#11]). Diese Effekte sind unabhangig von einer Beeinflussung der Cholesterinspiegel
oder sonstigen physiologischen Parametern wie Blutdruck oder etwa der Sauerstoffsattigung im
Blut. Da eNOS ,Knockout‘- Mause von der Behandlung nicht profitierten, liegt nahe, dal} die
eNOS Hochregulierung der entscheidende Mechanismus der Neuroprotektion der Statine ist.

Durch Experimente an menschlichen Endothelzellen konnten wir zeigen, daf} die Hochregula-
tion der eNOS durch die Hemmung der endothelialen und nicht der hepatischen HMG-CoA Re-
duktase hervorgerufen wird. Der molekulare Mechanismus der eNOS Hochregulation stellt eine
Stabilisierung der eNOS mRNA dar (Laufs et al., 1997). Die Blockade der HMG CoA Reduktase
fihrt zu einer Hemmung der Geranylgeranylierung des GTP-bindenden Proteins Rho. Dadurch
wird der Einbau von Rho in die Zellmembran vermindert und es verbleibt im Zytosol. Dort ist je-
doch seine GTP-Bindungsaktivitat gering, d.h. es ist inaktiv. Membranstandiges Rho spielt eine
wichtige Rolle in der Organisation des Zytoskeletts der Zelle (Hall, 1998). Neue Arbeiten weisen
darauf hin, dall das Zytoskelett eine entscheidende Bedeutung fir die Regulation des mRNA-
Abbaus hat. Unsere Experimente befassten sich daher mit der Frage, wie genau die Hemmung
von Rho zu der Verlangerung der eNOS mRNA Halbwertszeit fuhrt. Hierbei konnten wir zeigen,
daR die spezifischen Effekte von Rho auf die Myosinleichtketten und ,Fokal Adhesion Complex*

und die dadurch vermittelte Modulation des Aktinzytoskeletts die eNOS Expression reguliert (sie-
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he Abb. 16)

Die Aufklarung der eNOS Regulation durch spezifische Modulation des endothelialen Aktin-
zytoskeletts weist auf verschiedene neue protektive Strategien hin. Die in Zellkultur erhobenen
Befunde liessen sich auf die in vivo Situation Ubertragen: Eine Behandlung von Mausen mit spe-
zifischen Inhibitoren von Rho als auch mit systemischer Gabe der depolymerisierenden Substanz
Cytochalasin D fluhrte zur Hochregulation der eNOS und signifikanten Reduktion des Schlagan-
fallschaden. Somit werden prophylaktische Strategien der eNOS Hochregulation distal der Inhibi-
tion der HMG-CoA Reduktase mdglich.

Klinische Relevanz

Unsere Untersuchungen haben unmittelbare klinische Relevanz. In grossen klinischen Studi-
en konnte gezeigt werden, dal3 Statine insbesondere bei Patienten mit manifester KHK die
Schlaganfallinzidenz glinstig beeinflussen (4S Study Group, 1994; CARE Investigators, 1995).
Bislang war jedoch eine manifeste Hypercholesterinamie die einzige Indikation fir den klinischen
Einsatz dieser gutvertraglichen Medikamente. Ein grosser Anteil der Patienten mit einem Schlag-
anfallrisikoprofil hat jedoch normale oder durchschnittliche Cholesterinwerte. Somit kdnnten diese
Medikamente eine geeignete Schlaganfallprophylaxe bei Patienten mit stattgehabtem Schlagan-
fall oder TIA unabhangig vom Cholesterinspiegel darstellen. Derzeit Gberpriifen wir selbst mogli-
che protektive Effekte der Statine auf den zerebralen BlutfluR und Thrombozytenfunktion beim
Menschen. Hierbei werden vor und nach Behandlung (2-monatige Einnahme von Statinen) der
absolute zerebrale Blutflull gemessen (mittels Magnet-resonanztomographie, Positronenemissi-
onstomographie und Doppler-Ultraschall). Weiterhin vergleichen wir die BlutfluRantwort nach ei-
ner Stimulation mit L-Arginin, dem Substrat der eNOS (Reutens et al., 1997, Morikawa et al.,
1994). Die so erhobenen BlutfluRdaten werden mit Markern der Thrombozytenfunktion als auch
dem Ausmall der eNOS Hochregulation (in Thrombozyten) verglichen. Hierbei liefern die in der
vorliegenden Arbeit dargestellten experimentellen Befunde die unmittelbare inhaltliche und me-
thodische Voraussetzung.

Nicht immer ist die Senkung des Cholesterinspiegels, wie er durch die Statine vermittelt wird,
in klinischen Situationen erwlinscht. Wir zeigen, daf die eNOS Hochregulierung durch Hemmung
der endothelialen Geranylgeranylierung von Rho-Proteinen und nachfolgenden spezifischen Aus-
wirkungen auf das Aktinzytoskelett vermittelt wird (Abb. 20). Somit ermdglichen diese Befunde die
Herstellung von Medikamenten, die spezifischer als die Statine zu einer Hochregulation der eNOS

in der GefaBwand filhren (und moglichst auch nach einem viel kiirzeren Behandlungsintervall).
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Abb. 20: Die Hochregulation der endothelialen NO-Produktion durch HMG-CoA Reduktasehemmer ist nicht abhangig von
der Cholesterinsynthese, sondern wird durch die Hemmung des Isoprenoids Geranylgeranylpyrophosphat ver-
mittelt. Rho konnte als negativer Regulator der eNOS-mRNA-Halbwertszeit identifiziert werden. Statine steigern
endotheliales NO durch die Hemmung der Membrantranslokation von Rho-GTPasen. Unsere Experimente wei-
sen darauf hin, da die Regulation der eNOS-mRNA durch Rho Uber eine spezifische Modulation des Zytoske-

letts der Zelle vermittelt wird.

Nicht zuletzt weisen wir einen Rebound-Effekt auf die eNOS Expression nach Absetzen von
Statinen nach. Nur zwei Tage nach Absetzen von Atorvastatin nach vorheriger 14-tagiger Be-
handlung war die Expression und Aktivitat der eNOS in der Aorta um 90% reduziert (Abb. 17). Als
Mechanismus dieses Reboundeffektes konnten wir eine Translokation von Rho vom endothelialen
Zytoskelett in die Membranfraktion nachweisen. Wie oben ausgefihrt, ist im unbehandelten Zu-
stand Rho etwa gleichmaRig zwischen Zytoskelett und Membran verteilt. Durch die Behandlung
mit Statinen akkumuliert Rho als inaktive zytosolische Form (da die Isoprenylierung gehemmt
wird). Sobald jedoch das Statin abgesetzt wird und Isoprenylierung (hier Geranylgeranylierung)
wieder mdglich ist, kommt es zu einer Translokation in die Membran und somit Aktivierung von
Rho, welches negative Wirkung auf die eNOS Expression hat. Dieser Rebound-Effekt ist mogli-
cherweise von grofder klinischer Bedeutung. In Neuseeland wurde beispielsweise folgende Klini-
sche Beobachtung gemacht: Aus Kostengrinden wurde von den Krankenkassen nur die Ver-
schreibung des weniger gut wirksamen Statins Fluvastatin erstattet. Aus diesem Grunde wurde
eine Vielzahl von Patienten von anderen Statin umgestellt. Patienten aber, die zuvor mindestens
6 Monate Simvastatin einnahmen, dann aber auf Fluvastatin umgestellt wurden, hatten eine mas-
sive (300%ige) Haufung akuter vaskularer Erkrankungen, wie Schlaganfall, Herzinfarkt und peri-
phere Embolien (Thomas und Mann, 1998). Dies kénnte durchaus ein erster klinischer Hinweis
sein, dalk die von uns beobachteten Reboundeffekte nach Absetzen (bzw. Reduktion) von Stati-

nen klinisch nachteilige Wirkungen auf das vaskulare System haben.
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4. Zusammenfassung

Neuroprotektion und Verbesserung der zerebralen Durchblutung stellen die beiden zentralen
therapeutischen Ansatze fur den ischdmischen Schlaganfall dar. In dieser Arbeit stellen wir ein
neues experimentelles Konzept vor, welches das neuronale und endotheliale Zytoskelett als the-

rapeutisches Target zur Schlaganfallbehandlung identifiziert.

Ungebremster intrazellularer Kalziumeinstrom durch aktivierte N-methyl-D-aspartat (NMDA)-
Rezeptoren und spannungsabhangige Ca"*-(VDCC)-Kanéle ist ein entscheidender Trigger fiir den
Zelltod nach Schlaganfall. Die Aktivitat dieser Kandle wiederum wird dynamisch durch Verande-
rungen des Aktin-Zytoskeletts modifiziert, welches u.a. durch das aktindegradierende Protein Gel-
solin vermittelt wird. Neurone, denen Gelsolin fehlt (Gelsolin-Null), zeigen einen vermehrten Zell-
tod und erhéhten Ca*"-Einstrom nach Sauerstoff/Glukose Deprivation und weiterhin erhéhte zyto-
solische Ca"*-Spiegel in den Nervenendigungen nach Depolarisation in vitro. Nach transienter
zerebraler Ischamie wiesen Gelsolin-Null Mause deutlich gréRere Infarkte im Vergleich zu den
Kontrollen auf. Eine akute Behandlung mit Cytochalasin D, einem Pilztoxin, das spezifisch Aktin-
filamente depolymerisiert, reduzierte das Schlaganfallvolumen in Gelsolin-Null und Wildtypmau-
sen auf das gleiche Volumen. Gelsolinaktivierung und Aktindepolymerisierung schitzen somit vor

Exzitotoxizitat und Zelltod nach zerebraler Ischamie.

Ein entscheidender Regulator des zerebralen Blutflusses ist die endotheliale NO Synthase
(eNOS). Mause, denen dieses Enzym fehlt (eNOS-Null Mause), entwickeln gréssere Infarkte nach
fokaler zerebraler Ischamie. In unserer Arbeit zeigen wir, da® das G-Protein Rho Veranderungen
im Zytosklett von Endothelzellen bewirkt, die zur eNOS Herunterregulierung fiihren. Die Behand-
lung von Mausen mit Rho Inhibitoren, wie Statinen (HMG-CoA Reduktasehemmern), C3 Transfe-
rase von C. botulinum, oder aber mit dem (oben genannten) aktindepolymerisierenden Toxin
Cytochalasin D flhrten zu einer hdheren eNOS Aktivitat, vermehrtem zerebralem Blutflu und
kleineren Infarkten nach zerebraler Ischamie. Diese neuroprotektiven Effekte konnten nicht in
eNOS-Null Mausen erzielt werden, was dieses Enzym als den entscheidenden Effektor dieses

prophylaktischen Ansatzes identifiziert.

Zusammenfassend stellen sowohl das neuronale Zytoskelett (durch Schutz vor Ca"*-Influx)
als auch das endotheliale Zytoskelett (Uber einen eNOS-abhangigen Mechanimus) ein neurarti-
ges Target zur Schlaganfalltherapie dar. Diese ermoglichen neuartige Behandlungsstrategien so-
wohl in der Akutphase als auch zur Prophylaxe. Insbesondere die Tatsache, dal® mit den Statinen
bereits zugelassene spezifische Therapeutika zur Verfigung stehen, unterstreicht die unmittelba-

re klinische Relevanz der Untersuchungen.
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5. Methoden

Materialien: Radioisotope wurden von der Firma New England Nuclear bezogen. Simvastatin und
Lovastatin stammen von Merck, Sharp und Dohme, Inc., West Point, Pa, USA, Atorvastatin von
Godecke, Freiburg. Da Endothelzellen keine Laktonasen zur Spaltung des Lactonringes der
HMG-CoA Reduktasehemmer besitzen, wurden Simvastatin und Lovastatin entsprechend che-
misch durch eine alkalische Hydrolyse aktiviert. L-Mevalonat wurde von Sigma Inc., St. Louis,
MO, USA, bezogen. Clostridium botulinum C3 transferase wurde von List Biological Laboratories,
Inc. (Campbell, CA) gekauft. Recombinanter Escherichia coli cytotoxic necrotizing factor (CNF-1)

war ein Geschenk von K. Aktories (Universitat Freiburg).

Tiere: Gelsolin ,Knockout‘- und eNOS ,Knockout‘- Mause wurden wie beschrieben generiert
(Witke et al,. 1995; Huang et al., 1995). Die makroskopische und mikroskopische Anatomie zeigte
jeweils keine Auffalligkeiten. 129/SV und C57/Black 6 Wildtyp-Mause wurden von der Firma Ta-
conic Farms, Germantown, NY, USA oder vom Bundesinstitut fir gesundheitlichen Verbraucher-

schutz und Veterinarmedizin, Berlin, bezogen.

Schlaganfallmodell. Ausgewachsene Mause (18-23 g) wurden zur Induktion mit 1.5% Halothan
und dann mit 1.0% Halothan in 70% N,O und 30% O, mittels eines Fluotec 3 Verneblers und ei-
ner Gesichtsmaske anaesthesiert. Der Verschluf® der linken Arteria cerebri media wurde mittels
eines 8.0 Nylon Monofilamentes, das mit einer Silikonschicht Uberzogen wurde (Xantopren und
Elastomer Activator, Bayer Dental, Osaka, Japan), wie beschrieben durchgefihrt (Endres et al.,
1997[#1]; 1998[#2]). Das Filament wurde in die linke Arteria carotis interna eingefiihrt und bis zum
A1 Segment der Arteria cerebri anterior vorgefiihrt. Hierbei wird der M1-Anteil der Arteria cerebri
media verschlossen. Um eine Reperfusion zu gewahrleisten, wurde der Faden nach 2h zurlickge-

zogen. Hierzu wurden die Tiere kurz reanaesthesiert.

Mausphysiologie. Der regionale zerebrale Blutflud (rCBF) wurde mittels Laser-Doppler-
FluBmessung (Perimed, Schweden) wie beschrieben bestimmt (Endres et al., 1998[#2]). Arteriel-
ler Blutdruck (MABP) und Herzfrequenz (HR) wurden mittels eines Katheters in der Arteria femo-
ralis und Druckwandlers wie beschrieben bestimmt und mittels des MacLab-Programmes aufge-
zeichnet und ausgewertet (Endres et al., 1997[#1]; 1998[#2]). Arterielle Blutproben wurden zur
Blutgasanalyse (pH, PaC0O2, PaO2) verwendet (Corning 178 Blutgasanalysegerat, Ciba-Corning,
Medford, MA, USA). Die Korperkerntemperatur wurde mittels einer Temperatur-Feedback Kon-
trollstation wahrend der Ischamie- sowie Monitoringperiode bei 37°C = 0.5°C konstant gehalten
(FHC, Brunswick, ME, USA). Fir das physiologische Monitoring wurden die Tiere randomisiert

ausgewahilt.

Vermessung der SchlaganfallgroBe. Fiir Uberlebenszeiten langer als 24h wurden die Hirne in
2-Methylbutan schockgeforenen und dann mittels eines Kryostaten geschnitten (20um Schnitte)
und mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Fir kiirzere Uberlebenszeiten (24h) wurden die Hirne
mittels einer Hirnmatrix geschnitten (RBM-2000C, Activational Systems, Michigan, USA) und
dann mit 2% 2, 3, 5 Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC, Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA)
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gefarbt. Das Infarktvolumen wurde auf diesen Schnitten mittels eines Imageanalyseprogramms
(M4, Imagaing Research, St. Catherines, Ontario, Canada) ermittelt. Hierzu wurde entweder das
“direkte” Infarktvolumen oder das “indirekte” Infarktvolumen mittels der Formel: kontralaterale
Hemisphere (mm?®) - nichtinfarzierte ipsilaterale Hemisphare (mm®) errechnet. Die Differenz zwi-
schen direktem und indirektem Infarktvolumen kann als Hirnschwellung betrachtet werden. (End-
res et al., 1998[#2]).

Sensomotorisches neurologisches Defizit. Das neurologische Defizit der Mause wurde wie bei
Bederson beschrieben bestimmt mit den folgenden Modifikationen (Endres et al., 1997[#1];
1998[#2]): 0: kein erkennbares neurologisches Defizit (normal); 1: Verlust der Extension der
rechten Vorderpfote (mild); 2: Kreisen zur kontralateralen (linken) Seite (moderat); 3: Verlust von
Laufen oder Stellreflexen (schwer). Der jeweilige Untersucher wurde fir Behandlungprotokoll und
Gruppenidentitat der Tiere verblindet. Die Bewertungen wurden nach 30 min sowie 24 h bzw 72 h

durchgefiihrt.

Behandlung mit Cytochalasin D. Cytochalasin D (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wisconsin,
USA) wurde in 1% DMSO (Dimethylszulfoxid) in PBS (,phosphate buffered saline*) aufgeldst. 2 pl
dieser Losung oder Vehikel wurden intrazerebroventrikuladr (Bregma: -0.9 mm lateral, -0.1 mm
posterior, -3.1 mm tief) 10 min vor Beginn der Ischdmie mittels einer Hamilton Spritze (Fisher
Scientific Ca., Pittsburgh, Pennsylvania, USA) injiziert (siehe Hara et al., 1996; Endres et al.,
1998[#2]).

Laborwertbestimmungen. Die Serumspiegel flr Cholesterin, Kreatinin, Transaminasen und

Glukose wurden vom Tufts Veterinary Diagnostics Laboratory (Graften, MA, USA) durchgeflhrt.

Absoluter zerebraler BlutfluB. Der absolute zerebrale BlutfluR (CBF) wurde mittels einer Indi-
kator-Fraktionierungsmethode bestimmt. Hierzu wurden die Tiere mit 1% Halothan - wie weiter
oben beschrieben - anaesthesiert und mittels eines Mausbeatmungsgerates beatmet. Die rechte
Femoralarterie und die rechte Vena jugularis wurden jeweils mittels eines PE-10 Katheters kan-
nuliert. Nachdem der mittlere arterielle Blutdruck bestimmt und eine Blutgasanalyse durchgefiihrt
worden waren, wurde arterielles Blut kontinuierlich von der Femoralarterie mit einer Geschwindig-
keit von 0.3 ml/min abgenommen (Stoelting, Wood Dale, I, USA). N-Isopropyl-[Methyl 1, 3-14C]-p-
lodoamphetamin (14C-IMP, 0.5uCi, American Radiolabelled Chemicals, Inc., St. Louis, MO, USA)
wurde in 0.1 ml 0,9%iger Kochsalzlésung geldst und in die rechte Vena jugularis als Bolus inji-
ziert. Die Tiere wurden sofort danach dekapitiert und gleichzeitig wurde die Blutabnahme beendet.
Die Hirne wurden sofort entnommen, in 2-Methylbutan auf Trockeneis schockgefroren und in
rechte und linke Hemisphere, Kleinhirn und Hirnstamm zerteilt. Nach Zugabe von Szintigest (Fi-
scher Scientific, USA) und Inkubation fir 12h bei 50°C wurden Szintillationsflissigkeit sowie H,O,
hinzugefligt. Nach 24h Inkubation im Schittelinkubator wurden die Radioaktivitat in Blut und Hirn
bestimmt (Liquid Scintillation Spectometer, RackBeta 1209, LKB) und die absoluten BlutfluRwerte

errechnet.

Immunhistochemie fiir Spectrin, MAP-2 und IgG: Calpain wird durch intrazelluldres Ca"™ akti-

viert und schneidet daraufhin das zytoskeletale Protein Spectrin. Ca™ vermittelt ebenso die Pro-
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teolyse des neuronalen zytoskeletalen Proteins MAP-2 (,microtubule-associated Protein“). Somit
kann die Analyse des Spectrin- und MAP-2-Verdaus als MaR des Ca*-vermittelten Schadens
dienen. Weiterhin wurde zur Ermittlung der Blut-Hirn-Schrankenstérung eine Immunhistochemie
mit IgG durchgefiihrt. 1 oder 4 Stunden nach MCAo wurden die Tiere getdtet und transkardial
perfundiert und mit Paraformaldehyd fixiert. Immunhistochemie wurde an free-floating Schnitten
mit bekannten Methoden durchgefihrt (Smith-Swintowsky et al., 1996). Hierbei wurden die
Schnitte fiir 2 h bei Raumtemperatur in einer Lésung mit Triton-X 100 und 0.015% Blocking Se-
rum aufbewahrt (normales Ziegenserum). Die Primarantikérper wurden in einer Konzentration von
1:10 000 (Spectrin) bzw. 1:5000 (MAP-2) aufgetragen. Die Inkubation wurde Uber Nacht bei 4°C
vorgenommen. Danach wurden die Schnitte fir 1 h mit ABC Reagenzlésung (Vector Laboratories,
Burlingame, California, USA) inkubiert, mit PBS gewaschen und flir weitere 5 min in einer DAB

Lésung (Vector) inkubiert.

Katalytische NO Synthase Aktivitat im Gewebe. Die Kalzium-abhangige NO Synthaseaktivitat
wurde in Mauseaorten sowie im Hirn durch die enzymatische Konversion von ['*C] Arginin zu
[14C]-Citrullin in Gegenwart oder Auslassen von Kalzium und Hinzufigen von 5 mM EDTA zur
Reaktionslésung bestimmt. Verarbeitung des Gewebes sowie Durchfiihrung des Assay wurde
nach Bredt und Snyder mit Modifikationen wie von uns beschrieben durchgefiihrt (Hara et al.,
1997a; Huang PL et al., 1993, 1995; Huang Z et al., 1994; Endres et al., 1998[#3]).

Quantitative Reverse-Transkription Polymerase Kettenreaktion (RT PCR). Gewebe (von
Aorta und Gehirn) wurde sofort nach Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren. RNA Iso-
lation, Reverse Transkription sowie semiquantitative kompetitive PCR wurde nach Standardtech-
niken durchgefuhrt. Die sense (5 TTCCGGCTGCCACCTGATCCTAA-3’) sowie antisense
(5’ AACATATGTCCTTGCTCAAGGCA-3’) Primer fir das eNOS Gen amplifizieren ein 340 kB
Fragment der murinen eNOS, was durch DNA Sequenzierung validiert wurde. Die Primerpaare fir
neuronale NOS (nNOS), induzierbare NOS (iNOS) und Glyzeraldehyd 3-Phosphat Dehydrogena-
se (GAPDH) wurden wie beschrieben verwendet (Hara et al., 1997a). Jeder PCR Zyklus bestand
aus einem Denaturierungsschritt bei 94°C fiir 30 sec, dem Annealing bei 60°C fiir 30 sec sowie
der Elongation bei 72°C fir 60 sec. Die Zyklusanzahl zum Erreichen der sog. linear exponentiel-
len Phase betrug 35 Zyklen fir eNOS und 22 Zyklen fir GAPDH. Gleiche Mengen der korrespon-
dierenden NOS und GAPDH RT PCR-Produkte wurden auf ein 1.5% Agarosegel aufgetragen. Die
optische Dichte wurde mittels des NIH Image Analyseprogrammes auf Ethidiumbromid gefarbten
Gelen ermittelt und als NOS/GAPDH Verhaltnis ausgedriickt.

Zellkultur. Endothelzellen: Menschliche Endothelzellen wurden von Vena saphena magna Ope-
rationspraparaten gewonnen. Lediglich Zellen von weniger als drei Zellpassagen wurden fir die
entsprechenden Exprimente verwendet. Fur alle Experimente wurde die Zellkultur bis zur voll-
stéandigen Konfluenz gezichtet. Erst danach wurde mit einer etwaigen Behandlung begonnen. Fir
mMRNA Halbwertszeitmessungen wurden die Zellen mit Actinomycin D 1h vorbehandelt (3 pg/ml)
(Kohl et al., 1993; Laufs et al., 1999[#6]; Liao et al., 1995).

Neuronale Kulturen: Hippocampale Zellkulturen wurden von 18 Tage alten Embryos wie be-

schrieben generiert (Furukawa et al., 1997; Mattson et al., 1995). Die Hippocampi von jedem Em-
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bryo wurden wurch Trypsinisierung und Triturierung dissoziiert und dann in Kulturplatten ausge-
breitet. Die DNA von jedem Embryo wurde isoliert und fur eine PCR-vermittelte Genotypisierung
verwendet. Die Zellen wurden auf einer Polyethylen-beschichteten Plastik- oder Glaskulturplatte
angezuchtet, welche Eagle’s MEM Lésung mit 10% (Vol/Vol) hitzeinaktiviertem FBS, 20 mM KCI
und 1 mM Pyruvat enthielt. Die Atmosphare war 6% CO,/94% Raumluft und wurde bei Sattigung
gehalten. Die Zellen wurden einer 30 min Sauerstoff/Glukose Deprivation (OGD) ausgesetzt wie
oben beschrieben (Furukawa et al., 1997). Als Kontrolle wurde nur das Medium ausgewechselt
ohne OGD. Die Kulturen wurden dann fir weitere 20 h in Locke’s Lésung inkubiert. Dananch wur-
de die Uberlebensrate der Neurone quantifiziert (Furukawa et al., 1993; Mattson et al., 1988;
Mattson et al., 1989; Endres et al., 1999[#5]).

Kalzium-lmaging: Das intrazellulare freie Kalzium wurde mittels ratiometrischem Imaging der
fluoreszierenden Substanz Fura-2 wie beschrieben durchgefiihrt (Mattson et al., 1995). Hierbei
wurden die Zellen mit Fura-2 beladen (30 min Inkubation in der Gegenwart von 10 mM Fura-
2/AM). Dananch wurde das Imaging mit einem Zeiss AttoFluor System durchgefihrt. Das mittlere
[Ca™] der individuellen neuronalen Zellkérper wurde mittels der Ratio der Fluoreszenzemission,
die mittels zwei verschiedener Exzitationswellenldngen (334 und 380 nm) gemessen wurde, er-

mittelt. Das System wurde wie beschrieben kalibriert (Grynkiewicz et al., 1985).

Kalziummessung in Synaptosomen: Synaptosomen (abgerissene und wiederversiegelte Ner-
venendigungen) wurden nach der Methode von Gleitz (1996) prapariert. Hierbei wurden die Cor-
tices mit einem Potter Elvehjem Glass Homogenisator homogenisiert (900 rpm) in 40 Vol (wt/vol)
einer 0.32 M Sukroseldsung. Das Homogenat wurde zentrifugiert (10 min, 1000g, 4°C). Der Uber-
stand wurde gefroren und bei -80°C aufbewahrt. Nach dem Auftauen wurde der Uberstand ab-
zentrifugiert (10 min, 12000 g, 4°C), und das Synaptosomenpellet wurde in einem kalziumfreien
Puffer wie beschrieben wiederaufgenommen (Endres et al., 1999 [#5]). Die Kalziumkonzentration

wurde ebenfalls wie oben beschrieben mit Fura-2 gemessen.

Hypoxieexperimente in Endothelzellen. Konfluente Endothelzellen wurden in 100 mm Petri-
schalen geziichtet, mit Statinen behandelt und dann ohne Deckel in eine befeuchtete luftdichte
Inkubationskammer gestellt (Billups-Rothenberg, Del Mar, CA, USA). Die Kammern wurden dann
mit 20% oder 3% O, bei 5% CO, begast. Die Kammern wurden danach in einem 37°C Inkubator
aufbewahrt (0-48 h). Die Variation der O,-Sattigung betrug lediglich 2%, wie schon in friheren
Studien beschrieben (Laufs et al., 1997, 1998). Zellulare Konfluenz sowie Viabilitdt wurde, wie
beschrieben mittels Zellzdhlung, Morphologie und Trypan Blau Exklusion bestimmt (Laufs et al.,
1997, 1998).

Northern Blotting. Gleiche Mengen von Gesamt-RNA (10-20 pg) wurden auf einem 1.2% Form-
aldehyd-Agarosegel mittels Elektrophorese aufgetrennt und Gber Nacht auf eine Hybond Nylon-
membran transferiert. Die radioaktive Markierung der menschlichen eNOS Gesamt cDNA wurde
mittels Hexamer Priming [aaZP]CTP sowie Klenowenzym (alles Pharmacia) durchgefiihrt. Die
Membranen wurden mit den entsprechenden Sonden (,probes*) Uber Nacht bei 45°C hybridisiert
in einer LAsung, die 50% Formamid, 5 X SCC, 2.5 X Denhardt’s Lésung, 25 uM Natriumphosphat
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Puffer (pH 6.5), 0.1% SDS und 250 png/ml DNA aus Lachssperma enthielt. Alle Northen blots wur-
den stringenten Waschbedingungen ausgesetzt (0.2 X SCC/ 0.1% SDS bei 65°C) bevor die Auto-
radiographie durchgefihrt wurde. Die Beladung des Gels mit RNA wurde mittels Rehybridisierung
mit einer menschlichen GAPDH Probe kontrolliert.

Western Blotting. Gesamtzelllysate, Zellmembranen und zytosolische Proteine wurden isoliert
und mittels SDS/PAGE wie beschrieben aufgetrennt. Das Immunoblotting wurde mittels monoklo-
naler Maus anti-eNOS Antikdrpers durchgefihrt (Titer 1:400; Transduction Laboratories, Lexing-
ton, KY, USA) bzw. Hase anti-RhoA und anti-RhoB (1:250, SantaCruz Lab.). Die Immunodetekti-
on wurde mittels entsprechender Zweitantikorper (Titer 1:4000) sowie eines verstarkenden Che-
milumineszenz-Kits (ECL) erreicht (Amersham Inc., Arlington Heights, IL, USA). Die Autoradio-

graphie erfolgte bei 23°C mit nachfolgender densitometrischer Quantifizierung.

In vitro Transkriptionsassay. Konfluierende Endothelzellen wurden mit Simvastatin (1uM) in
Gegenwart von 20% oder 3% O, fir 24 h behandelt. Die Zellkerne wurden entsprechend Stan-
dardprotokollen isoliert und eine in vitro Transkription wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (Laufs
et al.,, 1998). Gleiche Mengen (1 ug) gereinigter und denaturierter menschlicher eNOS cDNA,
menschliches B-Tubulin (ATCC #37855) und linearisiertes pGEM-3z cDNA wurden mittels eines
Slot-Blot Apparates (Schleicher und Schill) auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Hy-
bridisierung der radioaktiv markierten mRNA Transkripte wurde bei 45°C fur 48 h in einem Puffer,
der 50% Formamid, 5 X SCC, 2.5 X Denhardt’s Lésung, 25 uM Natrium Phsophat Puffer (pH 6.5),
0.1 % SDS sowie 250 pg/ml DNA von Lachssperma enthielt, durchgefiihrt. Die Membranen wur-
den danach mit 1 X SCC/ 0.1% SDS fir 1 h bei 65°C gewaschen und dann autoradiographiert.

Die Intensitat der einzelnen Banden wurde mittels Laser-Densitometrie bestimmt.

Assay fiir Nitritakkumulation. Die Menge der durch die eNOS produzierten NO wurde mittels
Nitritakkumulation um  Kulturmedium bestimmt, indem die Umwandlung von 2,3-
Diaminonaphthalen (1.5 uM DNA in 1 M HCI) und Nitrit zu 1-(H)-Naphtotriazol (Laufs et al., 1997)
gemessen wurde. Die unspezifische Fluoreszenz wurde in Gegenwart des eNOS Inhibitors LNMA
(5mM) bestimmt. Friihere Studien mit Nitratreduktase zeigten, daf} die Konvertierung von Nitrit zu
Nitrat im Medium etwa 5:1 betragt und daf® dieses Verhaltnis unabhangig von der Sauerstoffkon-
zentration ist (Huang et al., 1994, 1996).

Analyse der Daten. Alle Werte sind als Mittelwert und Standard Error des Mittelwertes (SEM)
ausgedruckt. Vergleiche zur statistischen Signifikanz wurden Gblicherweise mittels eines gepaar-
ten oder ungepaarten Student’s t-Testes durchgefiihrt. Das neurologische Defizit wurde mittels
eines nicht-parametrischen Testes verglichen (Mann Whitney Rank Sum Test). Die physiologi-
schen Parameter sowie die absoluten BlutfluBdaten wurden mit ANOVA und Posttests (Dunnet,

Bonferroni, Scheffe) verglichen. P Werte kleiner 0.05 wurden als statistisch signifikant erachtet
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