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1. Einleitung

Der ischämische Schlaganfall ist eine Hauptursache für Morbidität und Mortalität vor allem der

älteren Bevölkerung und bei Risikopatienten, wie z.B. nach kardiovaskulären Eingriffen (CDC,

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

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

einzigen zugelassenen Therapie für die Akutphase des ischämischen Schlaganfalls handelt es

sich um die intravenöse Gabe von Gewebeplasminogenaktivator (r-tPA). Diese Therapie ist je-

doch spezialisierten Zentren vorbehalten und kann aufgrund vielfältiger Auschlußkriterien nur we-

nigen Schlaganfallpatienten zugute kommen. Darüberhinaus stellt das Auftreten intrazerebraler

Blutungen ein bedeutsames Therapierisiko dar (NINDS Stroke Study Group, 1997). Prophylakti-

sche Strategien sind bislang im wesentlichen auf eine Sekundärprophylaxe mit Plättchenaggrega-

tionshemmern, wie z.B. dem Aspirin oder Ticlopidin, welche die Inzidenz von Schlaganfällen sen-

ken, begrenzt (Patrono, 1994).

Der neuronale Zelltod nach zerebraler Ischämie wird wesentlich vom intrazellulären Kalzi-

umeinfluß bestimmt (Choi 1988, 1995). Intrazelluläre Kalziumüberladung führt zur Aktivierung

verschiedener Enzyme, wie z.B. Calpain, Phospholipasen, Xanthinoxidase, und der neuronalen

NO Synthase (nNOS), welche wiederum zur Zerstörung der zellulären Integrität führen (Choi

1988, 1995; MacDermott et al., 1986). Die plötzliche Freisetzung von Glutamat ist der erste Schritt

einer Schadenskaskade nach zerebraler Ischämie, die zur Aktivierung von N-Methyl-D-Aspartat

(NMDA)-Rezeptoren und VDCC („voltage-dependent Ca++ channels“) und somit zu einen massi-

ven Anstieg der intrazellulären Ca++-Konzentration ([Ca++]i)  führt (Park et al., 1988).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der zellulären Schadenskaskaden nach zerebraler Ischämie. Veranschaulicht wird, daß

die Exzitotoxizität einen bedeutsamen frühen Pathomechanismen darstellt. PCD: „programmed cell death“ (pro-

grammierter Zelltod). Nach Dirnagl et al., 1999
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Diese sogenannte Ca++-Exzitotoxizität wird gefolgt von einer Kaskade weiterer sich verselb-

ständigender Mechanismen, die stark vereinfacht in Peri-Infarkt-Depolarisationen, Inflammation

sowie apoptotische Mechanismen (programmierter Zeltod) unterteilt werden können (Dirnagl et

al., 1999, Endres et al., 1998[#2]; siehe Abb. 1). Hierbei können DNA-Schäden mittels Enzymakti-

vierung (wie z.B. DNA-Methyltransferase oder Poly-ADP-Ribose-Polymerase; Endres et al.,

1997[#1]; 2000[#8]) und veränderte Genexpressionsmuster verzögert ablaufende Apoptosekas-

kaden initiieren (MacManus und Linnik, 1997).

Neuere Ergebnisse zeigen, daß die Aktivität sowohl der NMDA-Rezeptoren als auch span-

nungsabhängigen Ca2+-Kanäle durch dynamische Veränderungen des Aktinzytoskeletts modifi-

ziert werden können. Hierbei wurde von zwei Arbeitsgruppen unabhängig voneinander ein Modell

postuliert, bei dem Aktinfilamente eine interne regulatorische Domäne an NMDA-Rezeptoren bzw.

spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen 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 über mehrere Minuten

entwickelt und durch den die Öffnungswahrscheinlichkeit der Kanäle abnimmt (Abb. 2). Es konnte

gezeigt werde, daß eine Depolymerisierung des Aktinzytoskeletts durch das Pilztoxin Cytocha-

lasin D Neurone vor Exzititotoxizität durch einen kalziumabhängigen Mechanismus schützen kann

(Furukawa et al., 1993).

Abb. 2: Postuliertes Modell einer Aktinzytoskelett abhängigen Modifikation des NMDA-Rezeptors: Mikrofilamente kom-

partmentalisieren ein kanalregulatorisches Protein, das Ca2+-abhängig dissoziieren kann und dabei zur Ka-

nalinaktivierung führt. Dies ist durch einfache Reassoziierung reversibel. Kommt es jedoch zu einer Aktinfilament-

depolymerisierung, wird das lösliche 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 gehören mindestens

weitere 5 Proteine, darunter Adseverin und Villin. Gelsolin wird physiologischerweise durch Ca2+-

Ionen in mikromolaren Konzentrationen katalytisch aktiviert und depolymerisiert daraufhin Aktinfi-

lamente, wodurch die Integrität des Zytoskeletts zerstört 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 führen würde, verhindert wird

(Azuma et al., 1998). Nach einem Abfall der zytosolischen Ca2+-Konzentrationen unter 10-3M so-

wie in Gegenwart von Polyphosphoinositiden, wird Gelsolin wieder von den Aktindimerenden frei-

gegeben und somit wird eine rasche Aktinfilamentextension ermöglicht (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, daß

Gelsolinaktivierung bzw. Cytochalasin D eine Stabilisierung der intrazellulären Kalziumspiegel

vermitteln und deshalb vor zerebraler Ischämie schützen können.

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

guliert. Ein Verlust des endothelialen NO’s schädigt die Endothelfunktion, was durch Vasokon-

striktion (Palmer et al., 1987), vermehrte Plättchenaggregation, glatte Muskelzellproliferation und

Leukozytenadhäsion vermittelt wird (Liao, 1998). Mäuse, denen die endotheliale NO Synthase

(eNOS) fehlt („Knockout“ Mäuse), haben größere Infarktvolumina nach zerebraler Ischämie

(Huang Z. et al., 1996) und einen erhöhten arteriellen Blutdruck (Huang PL et al., 1995). In ähnli-

cher Weise führt die Inhibition der eNOS Aktivität durch L-Nitroarginin-Metyhlester (L-NAME) zu

einer Verminderung des zerebralen Blutflusses und einer Vergrößerung der Schlaganfallgrösse

nach experimenteller Ischämie (Morikawa et al., 1994). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt wer-

den, daß die Hochregulierung der eNOS durch Statine (HMG-CoA Reduktasehemmer wie Simva-

statin etc.) oder auch die Infusion des eNOS Subtrates L-Arginin zu vermehrtem Blutfluß und

Neuroprotektion führen (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 Aktivität werden durch die verschiedensten

Stimuli wie z.B. Hormone, Wachstumsfaktoren und laminaren Fluß reguliert (Wang et al., 1997,

Levin et al., 1998, Knudsen et al., 1997). Bislang ist jedoch nicht bekannt, ob Veränderungen des

endothelialen Aktinzytoskeletts die eNOS Aktivität beinflussen können. 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 führt, die eine Auswir-

kung auf zerebralen Blutfluß und Schlaganfallschaden hat.

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

endotheliale Zytoskelett ein mögliches therapeutisches Target zur Schlaganfalltherapie darstellt.
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2. Eigene Untersuchungen

2.1. Neuronale Mechanismen

Verminderte neuronale Überlebensrate und erhöhte intrazelluläre Kalziumspiegel nach Sauerstoff

und Glucose Deprivation in Gelsolin-Null Neuronen

Hippocampale neuronale Primärkulturen von 18 Tagen alten Embryonen wurden etabliert.

Nach Sauerstoff/Glukose Deprivation („oxygen glucose deprivation“, OGD) dieser Zellen konnten

wir zeigen, daß gsn-/- Neurone eine signifikant höhere Absterberate aufzeigten im Vergleich zu

den gsn+/+ Neuronen. Gsn+/- Neurone hatten eine mittlere Vulnerabilität (Abb. 3).

Um festzustellen, ob die vermehrte Suszeptibilität der gsn-/- Neurone nach OGD durch einen

vermehrten intrazellulären Einfluß von Kalzium ([Ca++]i) vermittelt wird, wurde [Ca++]i mittels Fura-

2 gemessen. Das basale [Ca++]i war im Prinzip in allen drei Zelltypen identisch (ungefähr 120 nM).

Nach ODG hatten jedoch gsn-/-  und etwas weniger auch gsn+/- Neurone einen vermehrten [Ca++]i
Anstieg (Abb. 3). Zusammenfassend haben also gsn-/- Neurone eine größere Suszeptibilität nach

Sauerstoff-Glukose Deprivation und dies ist (zumindest teilweise) durch den stärkeren Anstieg

des intrazellulären Kalzium durch den Insult vermittelt.
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Abb. 3: Die Vulnerabilität nach Sauerstoff/Glukose Deprivation und der Anstieg des intrazellulären Kalziums ist in hippo-

campalen Neuronen, die kein Gelsolin exprimieren (gsn-/-), vermehrt. G/O = „glucose/oxygen deprivation“ (Sau-

erstoff und Glukose Deprivation).

Gelsolin-Null Mäuse haben größere Infarkte nach zerebraler Ischämie

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 Mäuse für zwei Stunden einem Verschluß der lin-

ken Arteria cerebri media mittels eines Monofilamentes ausgesetzt (MCAo), danach wurde eine
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Reperfusion durchgeführt. Hierbei waren die Hirninfarkte um 45% in den gsn-/- Mäusen größer.

Signifikant größere Läsionen waren in vier der fünf standardisierten Hirnschnitte zu sehen (Abb.

4). Eine ischämische Hirnschwellung trug  teilweise zu den größeren Infarkten der gsn-/- Mäuse

bei (40.6 ± 7.7 vs. 25.0 ± 6.1 mm3 in den gsn-/- vs. gsn+/+-Mäusen). Nach Korrektur der Infarktgrö-

ße für die Hirnschwellung (sogenannte indirekte Methode) waren die Hirninfarkte in den gsn-/- im-

mer noch signifikant um 36 % größer.
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Abb. 4: Infarktvolumen (A) und –areal (rostro-caudal, B) in Gelsolin „Knockout“ und Wildtyp Mäusen 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

mögliche Unterschiede der zerebralen Durchblutung mittels Laser-Doppler-Flußmessung unter-

sucht (während der Ischämiezeit und nach Reperfusion), die einen möglichen Einfluß auf den

Schlaganfallschaden haben könnte. Insgesamt zeigte sich, daß der regionale zerebrale Blutfluß

(rCBF) während der Ischämie 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, PaO2 und PaCO2), wie auch die rektale Temperatur unterschieden sich während der ver-

schiedenen Untersuchungszeitpunkte nicht zwischen den Gruppen (Endres et al., 1999[#5]).

Zusammenfassend erscheint es unwahrscheinlich, daß physiologische Parameter eine Rolle

bei der größeren Empfindlichkeit der gsn-/- Mäuse spielen.

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

tionen und nach Ischämie

Da Glutamat während zerebraler Ischämie mittels Exozytose aus den präsynaptischen Nervenen-

digungen freigesetzt wird und dies vom intrazellulären Ca++-Influx abhängig ist, untersuchten wir

die zytosolischen Ca++-Konzentrationen in Synaptosomen, die aus den ischämischen und norma-

len kontralateralen Hemisphären isoliert wurden. Die basalen Ca++-Konzentrationen waren nicht

unterschiedlich. Auf der anderen Seite jedoch waren die VDCC-vermittelten Anstiege des [Ca++]i,

die durch Depolarisation mit 30 mM Kalium hervorgerufen wurden, in Gelsolin-„Knockout“- höher

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 höheren Anstieg des [Ca++]i in gsn-/- im

Vergleich zu gsn+/+-Synaptosomen (Endres et al., 1999[#5]). Dieser stärkere Anstieg des [Ca++]i
nach zerebraler Ischämie zeigt auf, daß funktionelle Verändungen der VDCC zur erhöhten Ischä-

miesuszeptibilität der Gelsolin-„Knockout“- Tiere beitragen.

Kalzium-vermittelte Zytoskelettveränderungen nach zerebraler Ischämie sind in Gelsolin-Null

Mäusen verstärkt

Die Ca++-vermittelte Proteolyse zytoskeletaler Proteine, wie z.B. Spektrin und MAP-2 (micro-

tubule-associated protein) während der ersten wenigen Stunden der zerebralen Ischämie korre-

liert sehr genau mit dem Ausmaß des zellulären Zelltod. Die bisher präsentierten Daten zeigen

auf, daß der Ca++-Influx durch NMDA Rezeptoren und VDCC in den Gelsolin-Null Mäusen deutlich

verstärkt ist. Deshalb führten wir immunhistologische Untersuchungen durch, um die Entwicklung

und das Ausmaß des Ca++-vermittelten zellulären Schadens in den gsn+/+ und gsn-/- Mäusen zu

untersuchen. Im Vergleich zu den Wild-Typ Mäusen (gsn+/+), zeigte sich in den Gelsolin-Null-

Mäusen eine ausgeprägtere Calpain-vermittelte Proteolyse von Spektrin. Diese wurde mittels ei-

nes Antikörpers 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 Mäusen, das ebenfalls durch

einen Ca++-abhängigen Mechanismus verdaut wird. Da frühere Studien weiterhin eine Korrelation

zwischen der Infarktgröße und der Schwere der Blut-Hirn-Schrankenstörung aufweisen konnten,

untersuchten wir auch die Blut-Hirn-Schranke. Dies hat für unsere Studie möglicherweise beson-

dere Bedeutung, da gerade eine Behandlung mit NMDA-Rezeptor-Blockern nach zerebraler

Ischämie zu einer signifikanten Verbesserung der Blut-Hirn-Schrankenstörung führte. Hierzu ver-

wendeten wir einen Antikörper gegen Maus- IgG. Die Koronarschnitte in Abbildung 5 zeigen die

Ergebnisse dieser Untersuchungen.
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Abb. 5: Nachweis einer vermehrten Ca2+-induzierten Proteolyse nach MCA Verschluß in Gelsolin „Knockout“ und Wildtyp

Mäusen. Die Mäuse wurden einer 2 h Ischämie (MCAo) und 1 h Reperfusion unterzogen. Koronare Schnitte wur-

den immunhistochemisch mit Antikörpern gegen Calpain-verdautes Spectrin und MAP-2 („microtubuli-associated

protein-2“) gefärbt; weitere Schnitte wurden mit einem biotinylierten Anti-Maus IgG Antikörper gefärbt. Interes-

santerweise war das Ausmaß der IgG Färbung im Hirngewebe von gsn-/- Mäusen im Vergleich zu den gsn+/+

Mäusen massiv vermehrt.

Zusammenfassend zeigen diese immunhistochemischen Untersuchungen, daß der verstärkte Einfluß des Kalzi-

uminflux durch NMDA-Rezeptoren und VDCC zum höheren Schaden der Gelsolin- „Knockout“ Mäuse nach

Ischämie beiträgt.
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Gelsolin wird nach zerebraler Ischämie durch Caspase 3 geschnitten

Wir konnten zeigen, daß das Apoptoseenzym Caspase 3 nach zerebraler Ischämie aktiviert

wird und entscheidenden Anteil am Zelltod hat (Endres et al., 1998[#2]; Namura et al., 1998). An-

dererseits ist bekannt, daß Gelsolin durch Caspase-3 spezifisch geschnitten wird (Kothakota,

1997). In dieser Studie untersuchten wir deshalb, ob sich die Proteinexpression von Gelsolin nach

zerebraler Ischämie verändert und ob Gelsolin nach Ischämie möglicherweise durch aktivierte

Caspase-3 geschnitten wird. Mittels Westernblot mit einem hochspezifischen Antikörper gegen

Gelsolin (nach Witke et al., 1995) untersuchten wir die Expression von Gelsolin in Hirnen von

SV/129 Wildtyp Mäusen 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 ischämischen Gehirn nachweisen, das als spezifisch für den Verdau

mit Caspase-3 anzusehen ist. Die Expression des nativen 80 kDa Gelsolins änderte sich nicht

wesentlich nach Ischämie; erwartungsgemäß exprimierten Gelsolin „Knockout“-Mäuse keinerlei

Gelsolin (Endres et al., 1999[#5]). Somit läßt sich feststellen, daß Gelsolin nach Ischämie durch

Caspase-3 geschnitten wird. Dies hat jedoch vermutlich mit den protektiven Effekten von Gelsolin

keinen funktionellen Zusammenhang.

Aktin-Depolymerisierung durch Cytochalasin D schützt Wild-Typ Mäuse vor Schlaganfall

Um zu untersuchen, ob dynamische Veränderungen des Aktinzytoskeletts verantwortlich für

die protektiven Effekte von Gelsolin sind, führten wir Experimente mit dem Pilztoxin Cytochalasin

D, welches ähnliche depolymerisierende Effekte wie Gelsolin auf das Aktinzytoskelett hat, durch.

129/SV Wildtyp-Mäuse wurden mit dem aktindepolymerisierenden Toxin Cytochalasin D mittels

intrazerebroventrikulärer Injektion 10 min vor Einsetzen der zerebralen Ischämie behandelt. Hier-

bei zeigte sich, daß Mäuse, die mit 1.0 oder 0.1 µg Cyto D injiziert wurden, signifikant kleinere

Hirninfarkte nach zerebraler Ischämie hatten im Vergleich zu Mäusen, die mit der Trägerlösung

injiziert wurden (Endres et al., 1999[#5]). Interessanterweise waren analog zur Infarktvolumenre-

duktion in den Cyto D-behandelten Mäusen auch die funktionellen neurologischen Defizite nach

Schlaganfall verringert (Trend in der 0.1 µg Gruppe, statistisch signifikant in der 1.0 µg Cyto D-

Gruppe, Endres et al., 1999[#5]). Weiterhin konnten wir zeigen, daß die protektiven Effekte der

Cyto D-Behandlung auch nach einem Intervall von 72 h nach Ischämie noch nachweisbar waren

(135 ± 11 vs. 98 ± 9 mm3 in der Vehikel- vs. Behandlungsgruppe; p<0.05, n=5 pro Gruppe). Dies

weist nach, daß die Infarktevolution nicht bloß verzögert wurde, sondern es sich um einen echten

neuroprotektiven Effekt der Behandlung handelt.
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Behandlung mit Cytochalasin D hat in Gelsolin Null-Mäusen einen verstärkten Neuroprotektiven

Effekt

Da Gelsolin und Cytochalasin D ähnliche Effekte auf das Aktinzytoskelett haben (nämlich eine

Depolymerisierung), hatten wir die Theorie, daß eine Behandlung mit Cytochalasin D in Gelsolin-

„Knockout“- Mäusen einen größeren protektiven Effekt als in Wildtyp-Mäusen haben müßte. Wir

behandelten deshalb Gelsolin-„Knockout“- und entsprechende Wildtyp-Geschwistermäuse mit

Cyto D (1.0 µg intracerebroventrikulär 10 min vor Ischämiebeginn injiziert), führten eine zerebrale

Ischämie durch (2h MCAo) und werteten die Infarktvolumina 22h nach Reperfusion aus. Hierbei

zeigte sich, daß die Behandlung mit Cyto D in den „Knockout“- Mäusen zu einer größeren Infakt-

volumenreduktion führte als in den Wildtyp-Mäusen. Dies führte dazu, daß die Infarktgröße der

„Knockout“- Mäuse sich nach Behandlung mit Cyto D nicht mehr signifikant von den behandelten

Wildtyp-Mäusen unterschieden. Somit liegt nahe, daß die Effekte von Gelsolin auf das Aktin-

zytoskelett verantwortlich für 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 Infarkgröße. Gel-

solin knockout und Wildtyp Mäuse wurden mit Cytochalasin D (1.0 µg i.c.v. 10 min vor Ischämiebeginn) behandelt

und dann einer zerebralen Ischämie (2 h MCAo) und 22 h Reperfusion unterzogen.
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2.2. Endotheliale Mechanismen

HMG-CoA Reduktasehemmer verkleinern die Schlaganfallgröße

Um cholesterinunabhängige Wirkungen von HMG-CoA Reduktasehemmern (Statinen) zu unter-

suchen, die für die protektiven Effekte während des Schlaganfallgeschehens verantwortlich sein

könnten (CARE Trial Investigators, 1996; 4S Trial Investigators, 1994), wählten wir ein Modell der

fokalen zerebralen Ichämie bei der Maus (2h MCA Verschluss und Reperfusion). Wildtypmäuse

(129/SV) wurden mit verschiedenen Statinen (Simvastatin, Atorvastatin, Lovastatin, Rosuvastatin)

in unterschiedlichen Dosierungen (0.2 bis 20 mg/kg) mittels täglicher subkutaner Injektion behan-

delt. Der Behandlungszeitraum war typischerweise 14 oder 3 Tage. Hierbei zeigte sich, daß die

Schlaganfallgröße und das neurologische Defizit durch die Behandlung in einer zeit- und dosisab-

hängigen Weise verkleinert wurde. Dieser Effekt ist ein Klasseneffekt der Statine und tritt sowohl

bei „natürlichen“ (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 für 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 Mäuse haben dosisabhängig kleinere Infarkte

Da verschiedene physiologische Paramater einen Einfluß auf das Ausmaß des Schlaganfallscha-

dens haben, überprüften wir sorgfältig Veränderungen des regionalen zerebralen Blutfluß (rCBF),

des Blutdrucks, Herzfrequenz und der Blutgase (pH, pO2, PCO2) in behandelten und unbehan-

delten Tieren vor, während und nach der zerebralen Ischämie. Wir konnten jedoch keine Verän-

derung dieser Parameter finden, die die protektiven Effekte der Statine erklären könnte. Weiterhin

wurden metabolische Parameter (Glukose etc.) und insbesondere der Cholesterinspiegel nach

Behandlung gemessen. Interessanterweise führte die Behandlung der Mäuse auch mit höchsten

Dosen der Statine auch nach 14 Tagen zu keiner signifikanten Senkung der Cholesterinspiegel

(Endres et al., 1998[#3]). Somit läßt sich folgern, daß die von uns gezeigten Effekte an (nor-

mocholesterinämischen) Mäusen cholesterinunabhängig ablaufen.
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Eine Behandlung mit Statinen erhöht den zerebralen Blutfluß

Um den neuroprotektiven Mechanismus der Statine zu klären, bestimmten wir zunächst den ab-

soluten zerebralen Blutfluß. Hierzu verwendeten wir eine Indikator-Fraktionierungsmethode mit

radioaktiv markiertem Jodoamphetamin. Mäuse, die für 14 Tage mit Simvastatin (20 mg/kg) be-

handelt wurden, hatten bereits unter Ruhebedingungen einen bis zu 35% höheren zerebralen

Blutfluß (Endres et al., 1998 [#3]). Doch nicht nur unter Ruhebedingungen, sondern auch unter

Ischämiebedingungen nach Verschluß der linken A. cerebri media war der absolute CBF in den

behandelten Mäusen um 50% höher als in der ischämischen Hemisphäre nicht-behandelter Mäu-

se. Da hierbei der mittlere absolute CBF in der ischämischen Hemisphäre von 30 auf ca. 50

mg/100ml/min gehoben wird, liegt der Blutfluß oberhalb einer kritischen Blutflußschwelle („thres-

hold“), der unweigerlich zum ischämischen Zelltod führt.

Somit liegt nahe, daß Statine durch Vermehrung des zerebralen Blutflusses vor Schlaganfall

schützen (Abb. 8).
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Abb. 8: Absoluter zerebraler Blutfluss („cerebral blood flow“) 30 min nach Verschluss der linken Arteria cerebri media.

Statin-behandelte Tiere (Sim = Simvastatin) haben höhere Flüsse sowohl in der ischämischen (ipsilateral) als

auch kontralateralen Hemisphäre. n= 10 Tiere pro Gruppe.

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

chanismus der Statine

Wie regeln die Statine den zerebralen Blutfluß hoch? Der endogene Vasodilatator Stickstoff-

monoxid (NO), auch als EDRF (endothelium-derived vasorelaxing factor) bekannt, ist der wichtig-

ste Regulator von regionalem Blutfluß und Blutdruck (Huang PL et al., 1993, 1995; Huang Z. et

al., 1996, Ignarro, 1990). Wir postulierten deshalb, daß die Blutflußerhöhung durch die Statine

durch NO vermittelt sein könnte.

In der Tat:  zum einen weisen Mäuse, denen das Gen für die endotheliale NO Synthase

(eNOS) fehlt (das Enzym, das das vaskuläre NO herstellt) größere Infarkte auf (Huang Z et al.,

1996). Zum anderen läßt sich durch exogene Gabe von NO-Vorstufen, wie z.B. dem L-Arginin,

der zerebrale Blutfluß erhöhen und die Schlaganfallgröße verringern (Morikawa et al., 1994; Ya-

mada et al., 2000[#7]).



15

Wir untersuchten deshalb, ob (i) die Aktivität und (ii) mRNA der eNOS in Sim-behandelten

Mäusen erhöht ist. Hierzu führten wir einen enzymatischen Assay durch, der die Konversion von

[14C] Arginin zu [14C] Citrullin mißt und somit ein Maß der katalytischen Aktivität der NO Synthase

darstellt. Tatsächlich war die Kalzium-abhängige Aktivität dosisabhängig in Aorten behandelter

Mäuse zwischen 1.8 und 3 mal höher als in unbehandelten (Endres et al., 1998[#3]).

Um die Boten-RNA (mRNA) der eNOS zu messen, führten wir eine semiquantitative reverse

Transkriptions Polymerase Kettenreaktion durch (RT-PCR). Parallel zur gesteigerten katalyti-

schen Aktivität war auch die mRNA dosisabhängig 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 für die Isoenzyme der eNOS, nämlich

der neuronalen und induzierbaren NOS (nNOS und iNOS) zeigte sowohl in Aorten als auch im

Hirn keinerlei Unterschiede nach Sim-Behandlung.

Simvastatin (mg kg -1)

GAPDH
eNOS

V 0.2 2.0 20 KO

MWS MWS

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, daß HMG-CoA-Reduktasehemmer zu einer Hochregulation der

eNOS führen. Nun wollten wir untersuchen, ob die Hochregulation der eNOS tatsächlich für die

neuroprotektive Wirkung der Statine verantwortlich ist. Daher führten wir Experimente an transge-

nen Mäusen durch, bei denen das eNOS Gen durch Rekombination ausgetauscht wurde (soge-

nannte eNOS „Knockout“- Mäuse), die also keine eNOS besitzen (Huang PL et al., 1995). Diese

Mäuse sind hypertensiv und erleiden größere Schlaganfälle nach zerebraler Ischämie. Im Gegen-

satz zu den Wildtypmäusen war in eNOS „Knockout“- Mäusen nach zweiwöchiger Hochdosisbe-

handlung mit Sim (20 mg/kg) sowohl unter Ruhebedingungen als während zerebraler Ischämie

keinerlei Erhöhung des zerebralen Blutflusses nachweisbar (ohne Abb., Endres et al., 1998[#3]).

Weiterhin wiesen eNOS „Knockout“- Mäuse nach Behandlung weder kleinere Infarkte noch ver-

ringerte neurologische Defizite im Vergleich zu unbehandelten eNOS „Knockout“- Mäusen auf.

Diese überraschende Beobachtung zeigt, daß die Statine in den eNOS „Knockout“- Mäusen kei-

nerlei neuroprotektive Wirkung haben.

Dies beweist, daß die Hochregulierung der eNOS durch Statine der hauptsächliche, 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-

labhängigen Vasodilatation. Vielmehr ist gut bekannt, daß NO auch direkte antithrombotische Ei-

genschaften durch Verminderung der Thrombozytenaktivität besitzt (Liao, 1998). Interessanter-

weise konnte in den letzten Jahren nachgewiesen werden, daß 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“- Mäusen weisen beispielweise eine vermehrte Aggregabilität in vitro auf. Zu-

sammenfassend hatten wir also die Theorie, daß eine Behandlung mit Statinen auch die eNOS in

den Thrombozyten hochregulieren würde und daß dies unmittelbare Auswirkungen auf die Akti-

vierung der Thrombozyten haben könnte.

Wir isolierten „platelet-enriched plasma“ (Plättchen-angereichertes Plasma) von Mäusen, die

für 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-tägiger 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 nächstes widmeten wir uns der Frage, ob die höhere eNOS in den Thrombozyten auch ei-

ne funktionelle Bedeutung hat. Als Marker der Thrombozytenaktivierung in vivo wählten wir Plätt-

chenfaktor 4 (PF 4) und β-Thromboglobulin (β-TG). Diese bestimmten wir mittels ELISA im Plas-

ma von Mäusen, die für 14 Tage mit Atorvastatin (0.5, 1, 10 mg/kg) behandelt wurden. Tatsächt-

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

Ob nun die Hochregulierung der eNOS tatsächlich der entscheidende Faktor für die Auswir-

kung der Statine auf die Thrombozytenfunktion ist, testeten wir wiederum an eNOS „Knockout“-

Mäusen. Hierbei zeigte sich, daß eine Behandlung mit Atorvastatin (10 mg/kg) keinerlei Auswir-

kung auf PF4 und ß-TG in den „Knockout“- Mäusen hatte. Hieraus können wir schliessen, daß in

der Tat die eNOS der entscheidende Faktor für die protektive Wirkung der Statine hinsichtlich der

Thrombozytenfunktion ist (Laufs et al., 2000[#11]).

Inhibition der Geranylgeranylierung ist der entscheidende Schritt zur eNOS Hochregulierung der

Statine

Die Hochregulation der eNOS im Tiermodell war unabhängig von Veränderungen des Serum-

cholesterinspiegels. Da die HMG-CoA-Reduktase das Schlüsselenzym für 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), führten wir Experimente in Zellkultur durch, um den genauen Schritt im Mevalonatbiosyn-

theseweg zu identifizieren, der für 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 Intermediärprodukten des Cholesterinbiosyn-

theseweges konnten wir feststellen, daß das Isoprenoid Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) für

die Regulation der eNOS verantwortlich ist, während z.B. Effekte der Statine auf eNOS mRNA

und Protein durch Farnesylpyrophosphat (FPP) nicht gehemmt werden (Endres et al., 1998[#3];

Abb. 11).
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HMG-CoA ReductaseAcetyl-CoA

Dolichol, Farnesylated
Protein (i.e. ras)
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Abb. 11: Links: eNOS Northernblot. Endothelzellen wurden mit Simvastatin (Statin), Farnesylpyrophosphat(FPP) bzw.

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) behandelt. Hierbei zeigt sich, daß die eNOSHochregulation durch die Ga-

be von GGPP umkehrbar ist.

Rechts: Schema des Cholesterinbiosynthesewegs. Die HMG-CoA Reduktase ist das Schlüsselenzym für 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, daß 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 Aktivität. Dies bestätigte sich in Rho Aktivitäts-untersuchungen (GTPase Assay),

die aufzeigten, daß die Rho Aktivität durch Statine gehemmt wird.

Statin

   FPP
   GGPP

+++
+

+

+++
+

+

   Zytosol
(inaktiv)

   Membran
(aktiv)

   RhoA RhoB Ras

+++
+

+

Abb. 12: Western blot (RhoA, Rho B, Ras). Endothelzellen wurden mit Simvastatin (Statin), Farnesylpyrophosphat (FPP)

oder Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) behandelt. Die Hemmung der Geranylgeranylierung führt zur Akku-

mulation zytosolischen (inaktiven) Rhos.

Rho ist ein Regulator 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, führten wir eine Reihe von Experimenten so-

wohl in Zellkultur als auch an Mäusen 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, daß

die Inhibition von Rho durch die C3 Transferase zu einer Hochregulierung der eNOS führt. 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 Mäusen mit der C3 Transferase über einen Zeitraum von 14 Tagen mittels

osmotischer Minipumpen, die subkutan implantiert wurden (10 µg/d) führte 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 Überexpression einer dominant-negativen Rho-

Mutante. Hierbei konnten wir an Endothelzellen zeigen, daß auch diese Form der Rho Inhibition

zu einer Hochregulation der eNOS führt (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 für die membra-

nassoziierte Rho-GTP-ase Aktivität notwendig ist. Die Hemmung von Rho erhöht die endotheliale

NO-Freisetzung durch Verlängerung der eNOS mRNA Lebensdauer (Aktinomycin-

Halbwertszeitexperimente, Laufs et al., 1997, Endres und Laufs, 1998[#4]).

Rho Inhibition schützt vor Schlaganfall über einen eNOS abhängigen Mechanismus

Um zu testen, ob eine Rho Inhibition und nachfolgende eNOS Hochregulation analog zu den

Befunden mit den Statinen ebenfalls protektiv im Schlaganfallgeschehen ist, führten wir entspre-

chende Ischämieexperimente an Mäusen durch. 129/SV Mäuse wurden für 14 Tage mit 10 µg/d

C3 Transferase oder Vehikel mittels osmotischer Pumpen behandelt. Die Mäuse wurden dann

einer fokalen zerebralen Ischämie durch einen 2h-Verschluß der linken A. cerebri media und 22 h

Reperfusion ausgesetzt. Hier zeigte sich, daß die Inhibition von Rho durch C3 Transferase signifi-

kant das Schlaganfallvolumen reduziert und zu einer Reduktion von über 30 % führt (Abb. 16,

Seite 25). Wiederum scheint die Hochregulation der eNOS der hauptsächliche Wirkmechanismus

zu sein, denn eNOS „Knockout“- Mäuse 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“-Mäuse 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) gefärbt. Zellen, die die aktive Mutante exprimieren weisen eine hohe Dichte der Aktin-

Mikrofilamente auf (rot, rechte Seite) während Zellen mit der dominant-negativer Mutante Aktinfilamente herun-

terreguliert haben (Laufs, Endres et al., 2000[#9].

Die Wirkungen auf das Aktinzytoskelett sind entscheidend für die neuroprotektiven Effekte

Wie genau reguliert Rho die Expression der eNOS? Grundsätzlich hat Rho regulatorische Be-

deutung für den Zellzyklus und vor allem für die Organisation des Aktin-Zytoskeletts. Unsere

Theorie war es, daß spezifische Einflüsse auf das Aktin-Zytoskelett die hier gezeigten Effekte von

Rho vermitteln. Die Hochregulierung der eNOS geschieht offensichtlich über eine Stabilisierung

der mRNA. Die Halbwertszeit und die Translation von Messenger-RNA sind dynamisch regulierte

Prozesse. Über 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 Gefäßfunktion, 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 nukleären Transkription aktiv im Zytoplasma transportiert. Der Trans-

port der mRNA zu spezifischen subzellulären 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, daß die Hemmung von Rho in menschlichen Endothelzellen

durch C3 Transferase oder durch Überexpression 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 Verlängerung 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) führte zu einer drei- bis vierfachen Steigerung der eNOS Expression

auf Protein und mRNA Ebene (Laufs, Endres et al., 2000[#9]). Als nächsten Punkt überprüften

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 erhöhte in der Zellkultur die eNOS mRNA 5-fach

und Protein 3.4-fach.

Diese Befunde liessen sich ebenfalls auf die in vivo Situation übertragen. Hierbei behandelten

wir Mäuse durch eine intraperitoneale Injektion mit Cytochalasin D (0.1 bis 1.0 mg/kg/d) für einen

Tag. (Somit unterscheidet sich dieses Experiment grundsätzlich von den intrazerebroventrikulären

(i.c.v.) Injektionen in der Akutphase der zerebralen Ischämie, bei denen ja Wirkungen auf Neuro-

ne und nicht auf die Endothelzellen getestet wurden!). Ähnlich wie die Behandlung mit Statinen

oder des Rho-Inhibitors C3 Transferase führte die Vorbehandlung mit Cytochalasin in vivo zu ei-

ner dosisabhängigen eNOS mRNA Hochregulation in der Aorta.

Auch auf Proteinebene ließ sich diese eNOS Hochregulation durch direkten Eingriff in das

Zytoskelett nachweisen. Hierzu führten wir immunhistochemische Untersuchungen an Aorten

nach entsprechender Behandlung durch (Abb. 15, Seite 23). Cytochalasin zeigte keine Hemmung

der Geranylgeranylierung und der Aktivität von Rho, sondern führte zu einer kompensatorischen

Erhöhung von membranständigem 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,

daß die eNOS Expression und mRNA-Stabilität durch die Rho-vermittelte Formation der „Actin-

Stress Fibers“ negativ reguliert wird. Dies weist auf eine wichtige Bedeutung des dynamischen

Zustandes des Zytoskeletts für die Regulation der endothelialen NO-Produktion hin.
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Abb. 15: eNOS Immunhistochemie an Mäuseaorten. 129/SV Mäuse 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. Kontrollfärbungen (IgG) zeigten keine spezifische immunhistochemische

Färbung. Die Intaktheit des Endothels wurde mit einem endothelspezifischen Antikörper (CD31) geprüft.
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Inhibition des Aktinzytoskeletts ist neuroprotektiv

Um zu überprüfen, ob eine spezifische Depolymerisierung des endothelialen Zytoskeletts über

die Hochregulation von eNOS neuroprotektiv ist, behandelten wir Mäuse intraperitoneal  mit Cyto-

chalasin D (1 mg/kg/d für 24 h) und führten Ischämieexperimente durch. Eine sorgfältige Messung

der physiologischen Parameter (Blutdruck, Blutgase) ergab ebenso wie bereits für die C3 Experi-

mente keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen. Die Behandlung mit

Cytochalasin (1 mg/kg/d) führte zu einer signifikanten Reduktion des Schlaganfallvolumens nach

2 h MCA-Verschluß und 22 h Reperfusion (41 ± 7 % Reduktion des Infarktvolumens, Abb. 16).

Eine Behandlung mit einer niedrigeren Dosierung (0.1 mg/kg) führte zu keiner signifikanten Re-

duktion des Schlaganfallschadens, was gut zu dem Befund korreliert, daß diese Dosis auch

(noch) nicht zu einer signifikanten Hochregulierung der eNOS führte. Um wiederum zu überprü-

fen, ob die eNOS die protektiven Effekte von Cytochalasin D vermittelt, behandelten wir eNOS

„Knockout“- Mäuse. Ganz analog zu den Befunden mit den Statinen und dem Rho Inhibitor C3

Transferase zeigte auch Cytochalasin D keine protektiven Effekte bei eNOS „Knockout“-Mäusen.

Zusammenfassend liegt also nahe, daß 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).

Abb. 16: Infarktdarstellung mittels des Mitochondrienfarbstoff Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC). Mäuse, 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 Verschluß und Reperfusion als Kontroll-behandelte Tiere (Vehicle).

Nach Computer-gestützter 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, daß die Statine über eine Hochregulie-

rung der endothelialen NO Synthase vasoprotektiv wirken. Es ist jedoch unklar, wie lange der Ef-

fekt der eNOS Hochregulierung anhält und was die Folgen eines plötzlichen Absetzens von Stati-

nen sind. Wir behandelten deshalb Mäuse für 14 Tagen mit Statinen (Atorvastatin, 10 mg/kg), was

erwartungsgemäß zu einer 2 bis 3-fachen Hochregulierung der eNOS Aktivität und mRNA Ex-

pression führte (Abb. 17). Bei einem Teil der Mäuse wurde jedoch Atorvastatin für 2 bzw. 4 Tage

nach der 14-tägigen Behandlung abgesetzt. Überraschenderweise zeigte sich, daß sowohl Akti-

vität als auch mRNA Expression der eNOS nach nur zweitägigem Absetzen um 90% reduziert

war. Da die Restaktivität sogar niedriger als die basale Aktivität vor Behandlung war, kann man

von einem Rebound-Effekt ausgehen. Vier Tage nach Absetzen entsprach die eNOS Expressi-

on/Aktivität  wieder den Ausgangsaktivitäten ohne Behandlung (Laufs et al., 2000 [#10], Abb 17).
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Abb. 17: Eine kompetitive RT-PCR zeigt die Expression der eNOS mRNA im Vergleich zu einer eNOS Mutante und

GAPDH (oben). Die Quantifizierung der Bandenintensitäten der eNOS RT-PCR wurden als Verhältnis von eNOS

zur eNOS Mutante angegeben (unten).129/SV Mäuse wurden für 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 führt zu einer plötzlichen Umverteilung (Translokation) von Rho vom Zyto-

sol-  zur Membranfraktion

In den vorherigen Abschnitten zeigten wir, daß der Mechanismus der eNOS Hochregulierung

durch die Statine die Hemmung der Geranylgeranylierung des G-Proteins Rho darstellt. Wir po-

stulierten deshalb, daß die Ursache des Reboundeffektes auf die eNOS nach Absetzen von Stati-

nen ebenfalls durch Rho vermittelt wirdn. Wir  führten dehalb Rho-Aktivitätstests (Laufs et al.,

2000 [#11]) sowie Rho-Westernblots durch (Abb 18). In der Tat konnten wir zeigen, daß es bereits

2 Tage nach Absetzen von Atorvatastatin (10 mg/kg über 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 Aktivität auf. Somit kommt es nach vorheriger vollständiger

Hemmung von Rho nach Absetzen der Statine zu einer plötzlichen Geranylgeranylierung, Trans-

lokation in die Membran und Aktivierung von Rho (Abb. 18). Letzteres wiederum führt zur Herun-

terregulierung der eNOS und ist somit für den in Abb. 17 gezeigten Reboundeffekt verantwortlich.

Zytosol

0

50

100

150

200

250

K Statin Statin
+ 2 d

Statin
+ 4 d

%
 K

on
tr

ol
le n=4

*

K Statin Statin
+ 2 d

Statin
+ 4 d

Membran

0

50

100

150

200

250

n=4

*%
 K

on
tr

ol
le

*

Abb. 18: Repräsentative Westernblots und Quantifizierung der Rho-Proteinexpression in Aorten von Mäusen (SV/129).

129/SV Mäuse wurden mit 10 mg/kg Atorvastatin oder Vehikel (K für Kontrolle) behandelt. Bei einem Teil der

Tiere wurde nach 14 Tagen Behandlung Atorvastatin für 2 (Statin + 2 d) oder für 4 Tage (Statin + 4d) abgesetzt.

Danach wurden die Aorten entnommen und Rho Westernblots durchgeführt. Die Abbildung verdeutlich, daß

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).
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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 über die Depolymerisierung des neuronalen

Zytoskeletts, Inaktivierung von Ionenkanälen und Schutz vor Kalziumexzitotoxizität. In dieser Ar-

beit identifizieren wir erstmals Gelsolin als endogenen neuroprotektiven Faktor (2.1. neuronale

Mechanismen). Zum anderen führt eine chronische Modifizierung des endothelialen Aktin-

zytoskeletts über eine Hochregulation der eNOS und damit verbundenen Flußverbesserungen zu

einem effektiven prophylaktischen Ansatz. Somit können wir in weiten Zügen die molekularen

Mechanismen der cholesterinunabhängigen schlaganfallprotektiven Wirkung der HMG-CoA Re-

duktasehemmer aufklären. Da diese Medikamente bereits zugelassen sind, sind sie von umittel-

barem klinischem Nutzen (2.2. endotheliale Mechanismen).

Akute, neuronale Mechanismen

Glutamatexzitotoxizität und Anstieg des intrazellulären Kalzium sind Hauptdeterminanten des

neuronalen Zelltods nach zerebraler Ischämie (siehe Abb. 1. Seite 5). Im ersten Teil unserer Ar-

beit zeigen wir, daß Mäuse, die aufgrund einer genetischen Deletion kein Gelsolin exprimieren

(Gelsolin „Knockout“-Mäuse) eine höhere Suszeptibilität nach einer experimentellen zerebralen

Ischämie als die entsprechenden Wildtyp-Mäuse aufweisen (Endres et al., 1999 [#5]). Hierbei

konnten wir zeigen, daß die erhöhte Empfindlichkeit durch einen höheren Anstieg des intrazellulä-

ren Kalziums vermittelt wurde. Einerseits wiesen Gelsolin Null-Neurone in Kultur höhere [Ca++]i
nach Sauerstoff/Glukose Deprivation auf. Anderseits war der VDCC-vermittelte Ca++-Anstieg in

Synaptosomen von Gelsolin „Knockout“-Mäusen nach zerebraler Ischämie im Vergleich zu Wild-

typ-Mäusen signifikant höher. Dies korrelierte gut zu verschiedenen Schadensmarkern, die das

Ausmaß der Ca++-vermittelten Toxizität wiedergeben: Sowohl der Verlust von MAP-2 als auch das

Auftreten von Calpain-spezifischen Spektrinbruchstücken war in den Gelsolin-„Knockout“- Mäu-

sen vermehrt. Eine unmittelbare therapeutische Option leitet sich jedoch aus dem zweiten Haupt-

befund ab: Die intrazerebroventrikuläre Gabe des Pilztoxins Cytochalasin D, das spezifisch Ak-

tinmikrofilamente depolymerisiert, führte in der Akutphase der Ischämie zur signfikanten Neuro-

protektion. Mittels der Kombination von Gelsolin-„Knockout“ und Behandlung mit Cytochalasin

konnten wir zeigen, daß die aktindepolymerisierenden Eigenschaften von Gelsolin bei normaler

endogener Expression für die protektive endogene Funktion entscheidend sind.

Wir schlagen aufgrund unserer Untersuchungen folgenden Mechanismus vor (Abb. 19): Durch

die zerebrale Ischämie kommt es zur Hypoxie, Azidose und Glukosemangel. Diese Ereignisse

vermitteln eine neuronale Depolarisation. Durch diese Depolarisation wiederum werden die span-

nungsabhängigen Ca++-Kanäle (VDCC) direkt und NMDA Rezeptoren über die vesikuläre Freiset-

zung von Glutamat indirekt aktiviert. Dieser exzitotoxische Trigger führt zu einem massiven intra-

zellulären Ca++-Influx, welcher wohl die entscheidende Determinante des zellulären 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 intrazelluläre funktionelle Domänen der VDCC und NMDA Rezeptoren modifiziert, die in

der Summe zu einer Stabilisierung der Kanäle und vermindertem Ca++-Influx führen („Channel-

Rundown“ nach Rosenmund und Westbrook 1993). Somit führt also die Aktivierung von Gelsolin

und die nachfolgende Depolymerisierung des neuronalen Aktinfilamentzytoskeletts zu einer pro-

tektiven Kaskade, die vor Ca++-vermitteltem Ischämieschaden schützt (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 Ischämiesituation höchstwahrscheinlich.

Zusammenfassend führen diese Mechanismen sowohl zu einer Verminderung des Schlagan-

fallvolumens als auch des umgebenden Hirnödems.

Ischämie-induzierte Aktivierung von  VDCC and NMDA-R

Intrazellulärer Ca++ Anstieg

Enzym Aktivierungn
z.B.  nNOS etc 

Dysfunktion und Zelltod

        Gelsolin Aktivierung

Aktin „Remodelling“

Abb. 19: (Schema) Modellvorschlag, wie die Aktivierung von Gelsolin durch eine dynamische Modifizierung des Aktin-

zytoskeletts neuroprotektiv bei der zerebralen Ischämie wirkt. Hierbei kommt es durch die Ischämie zu einer De-

polarisation, wodurch spannungsabhängige Ca++-Kanäle (VDCC) und N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren

aktiviert werden. Durch die Aktivierung beider Kanäle kommt es zu einem massiven intrazellulären Ca++ Influx,

wodurch wiederum multiple intrazelluläre Enzymsysteme induziert werden. Gleichzeitig aktiviert Ca++ aber auch

Gelsolin, welches wiederum dynamische Veränderungen im Aktinzytoskelett vermittelt (Netto-Depolymerisation).

Da hierbei auch intrazelluläre modulatorische Domänen der VDCC und NMDA-Rezeptoren erfaßt werden, tritt

jedoch eine Stabilisierung dieser Kanäle ein und sie werden für Ca++  weniger durchlässig (sog. „Channel Run-

down“). Somit wirkt also Gelsolin als Ca++ Sensor und vermittelt über einen negativen Feedback-Mechanismus

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

Interessant ist weiterhin die Tatsache, daß Gelsolin als Substrat des Apoptoseeffektors Cas-

pase-3 identifiziert wurde (Kothakota et al., 1997). Wir haben in früheren Arbeiten demonstriert,

daß Apoptose ein relevanter Pathomechanismus nach experimenteller Ischämie ist und daß be-

reits relativ früh nach Ischämiebeginn 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, daß Gelsolin tatsächlich durch Caspase-3 geschnitten wird. Welche

funktionelle Konsequenz hat dieses Ereignis? Über 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 Mäusen, die kein

Gelsolin exprimieren, größere Läsionen. Falls also ein proapoptotischer Effekt besteht, wird dieser

offensichtlich durch die oben genannten Mechanismen aufgewogen und sicher übertroffen. Wie in

einer jüngsten Übersichtsarbeit von Dennis Choi und Mitarbeitern diskutiert wird (Zipfel et al.,

1999), wäre 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 Kalziummembranflüsse

eine bedeutende neuroprotektive Rolle im Schlaganfallgeschehen. Gelsolin-Analoga, wie z.B. das

Aktin-depolymerisierende Pilztoxin Cytochalasin D, stellen somit möglicherweise erfolgverspre-

chende Therapeutika beim Schlaganfall dar.

Chronische, endotheliale Mechanismen

Eine vom neuronalen Mechanismus unabhängige 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, für die wir erstmals eine Hochregulation

der eNOS durch chronische Behandlung nachweisen konnten, ist es mittlerweile weitgehend ge-

lungen, die intrazellulären molekularen Mechanismen aufzuklären.

Wir zeigen, daß die gutverträglichen und in der Klinik weitverbreiteten Statine bei prophylakti-

scher Gabe den zellulären 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 Blutfluß erhöht als auch die Thrombozytenfunktion protektiv beeinflußt (Laufs

et al., 2000[#11]). Diese Effekte sind unabhängig von einer Beeinflussung der Cholesterinspiegel

oder sonstigen physiologischen Parametern wie Blutdruck oder etwa der Sauerstoffsättigung im

Blut. Da eNOS „Knockout“- Mäuse von der Behandlung nicht profitierten, liegt nahe, daß die

eNOS Hochregulierung der entscheidende Mechanismus der Neuroprotektion der Statine ist.

Durch Experimente an menschlichen Endothelzellen konnten wir zeigen, daß 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

führt 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-Bindungsaktivität gering, d.h. es ist inaktiv. Membranständiges Rho spielt eine

wichtige Rolle in der Organisation des Zytoskeletts der Zelle (Hall, 1998). Neue Arbeiten weisen

darauf hin, daß das Zytoskelett eine entscheidende Bedeutung für die Regulation des mRNA-

Abbaus hat. Unsere Experimente befassten sich daher mit der Frage, wie genau die Hemmung

von Rho zu der Verlängerung der eNOS mRNA Halbwertszeit führt. Hierbei konnten wir zeigen,

daß 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 Aufklärung 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 übertragen: Eine Behandlung von Mäusen mit spe-

zifischen Inhibitoren von Rho als auch mit systemischer Gabe der depolymerisierenden Substanz

Cytochalasin D führte 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 möglich.

Klinische Relevanz

Unsere Untersuchungen haben unmittelbare klinische Relevanz. In grossen klinischen Studi-

en konnte gezeigt werden, daß Statine insbesondere bei Patienten mit manifester KHK die

Schlaganfallinzidenz günstig beeinflussen (4S Study Group, 1994; CARE Investigators, 1995).

Bislang war jedoch eine manifeste Hypercholesterinämie die einzige Indikation für den klinischen

Einsatz dieser gutverträglichen Medikamente. Ein grosser Anteil der Patienten mit einem Schlag-

anfallrisikoprofil hat jedoch normale oder durchschnittliche Cholesterinwerte. Somit könnten diese

Medikamente eine geeignete Schlaganfallprophylaxe bei Patienten mit stattgehabtem Schlagan-

fall oder TIA unabhängig vom Cholesterinspiegel darstellen. Derzeit überprüfen wir selbst mögli-

che protektive Effekte der Statine auf den zerebralen Blutfluß und Thrombozytenfunktion beim

Menschen. Hierbei werden vor und nach Behandlung (2-monatige Einnahme von Statinen) der

absolute zerebrale Blutfluß gemessen (mittels Magnet-resonanztomographie, Positronenemissi-

onstomographie und Doppler-Ultraschall). Weiterhin vergleichen wir die Blutflußantwort nach ei-

ner Stimulation mit L-Arginin, dem Substrat der eNOS (Reutens et al., 1997, Morikawa et al.,

1994). Die so erhobenen Blutflußdaten werden mit Markern der Thrombozytenfunktion als auch

dem Ausmaß 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 erwünscht. Wir zeigen, daß die eNOS Hochregulierung durch Hemmung

der endothelialen Geranylgeranylierung von Rho-Proteinen und nachfolgenden spezifischen Aus-

wirkungen auf das Aktinzytoskelett vermittelt wird (Abb. 20). Somit ermöglichen diese Befunde die

Herstellung von Medikamenten, die spezifischer als die Statine zu einer Hochregulation der eNOS

in der Gefäßwand führen (und möglichst auch nach einem viel kürzeren Behandlungsintervall).
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Zytoskelett
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Abb. 20: Die Hochregulation der endothelialen NO-Produktion durch HMG-CoA Reduktasehemmer ist nicht abhängig 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, daß die Regulation der eNOS-mRNA durch Rho über 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-tägiger Be-

handlung war die Expression und Aktivität 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 ausgeführt, ist im unbehandelten Zu-

stand Rho etwa gleichmäßig 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 möglich 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 mögli-

cherweise von großer klinischer Bedeutung. In Neuseeland wurde beispielsweise folgende klini-

sche Beobachtung gemacht: Aus Kostengründen 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) Häufung akuter vaskulärer Erkrankungen, wie Schlaganfall, Herzinfarkt und peri-

phere Embolien (Thomas und Mann, 1998). Dies könnte durchaus ein erster klinischer Hinweis

sein, daß die von uns beobachteten Reboundeffekte nach Absetzen (bzw. Reduktion) von Stati-

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

Neuroprotektion und Verbesserung der zerebralen Durchblutung stellen die beiden zentralen

therapeutischen Ansätze für den ischämischen 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 intrazellulärer Kalziumeinstrom durch aktivierte N-methyl-D-aspartat (NMDA)-

Rezeptoren und spannungsabhängige Ca++-(VDCC)-Kanäle ist ein entscheidender Trigger für den

Zelltod nach Schlaganfall. Die Aktivität dieser Kanäle wiederum wird dynamisch durch Verände-

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 erhöhten Ca++-Einstrom nach Sauerstoff/Glukose Deprivation und weiterhin erhöhte zyto-

solische Ca++-Spiegel in den Nervenendigungen nach Depolarisation in vitro. Nach transienter

zerebraler Ischämie wiesen Gelsolin-Null Mäuse deutlich größere 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 Wildtypmäu-

sen auf das gleiche Volumen. Gelsolinaktivierung und Aktindepolymerisierung schützen somit vor

Exzitotoxizität und Zelltod nach zerebraler Ischämie.

Ein entscheidender Regulator des zerebralen Blutflusses ist die endotheliale NO Synthase

(eNOS). Mäuse, denen dieses Enzym fehlt (eNOS-Null Mäuse), entwickeln grössere Infarkte nach

fokaler zerebraler Ischämie. In unserer Arbeit zeigen wir, daß das G-Protein Rho Veränderungen

im Zytosklett von Endothelzellen bewirkt, die zur eNOS Herunterregulierung führen. Die Behand-

lung von Mäusen mit Rho Inhibitoren, wie Statinen (HMG-CoA Reduktasehemmern), C3 Transfe-

rase von C. botulinum, oder aber mit dem (oben genannten) aktindepolymerisierenden Toxin

Cytochalasin D führten zu einer höheren eNOS Aktivität, vermehrtem zerebralem Blutfluß und

kleineren Infarkten nach zerebraler Ischämie. Diese neuroprotektiven Effekte konnten nicht in

eNOS-Null Mäusen 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 (über einen eNOS-abhängigen Mechanimus) ein neurarti-

ges Target zur Schlaganfalltherapie dar. Diese ermöglichen neuartige Behandlungsstrategien so-

wohl in der Akutphase als auch zur Prophylaxe. Insbesondere die Tatsache, daß mit den Statinen

bereits zugelassene spezifische Therapeutika zur Verfügung 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

Gödecke, 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 (Universität Freiburg).

Tiere: Gelsolin „Knockout“-  und eNOS „Knockout“- Mäuse wurden wie beschrieben generiert

(Witke et al,. 1995; Huang et al., 1995). Die makroskopische und mikroskopische Anatomie zeigte

jeweils keine Auffälligkeiten. 129/SV und C57/Black 6 Wildtyp-Mäuse wurden von der Firma Ta-

conic Farms, Germantown, NY, USA oder vom Bundesinstitut für gesundheitlichen Verbraucher-

schutz und Veterinärmedizin, Berlin, bezogen.

Schlaganfallmodell. Ausgewachsene Mäuse (18-23 g) wurden zur Induktion mit 1.5% Halothan

und dann mit 1.0% Halothan in 70% N2O und 30% O2 mittels eines Fluotec 3 Verneblers und ei-

ner Gesichtsmaske anaesthesiert. Der Verschluß der linken Arteria cerebri media wurde mittels

eines 8.0 Nylon Monofilamentes, das mit einer Silikonschicht überzogen wurde (Xantopren und

Elastomer Activator, Bayer Dental, Osaka, Japan), wie beschrieben durchgeführt (Endres et al.,

1997[#1]; 1998[#2]). Das Filament wurde in die linke Arteria carotis interna eingeführt und bis zum

A1 Segment der Arteria cerebri anterior vorgeführt. Hierbei wird der M1-Anteil der Arteria cerebri

media verschlossen. Um eine Reperfusion zu gewährleisten, wurde der Faden nach 2h zurückge-

zogen. Hierzu wurden die Tiere kurz reanaesthesiert.

Mausphysiologie. Der regionale zerebrale Blutfluß (rCBF) wurde mittels Laser-Doppler-

Flußmessung (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, PaCO2, PaO2) verwendet (Corning 178 Blutgasanalysegerät, Ciba-Corning,

Medford, MA, USA). Die Körperkerntemperatur wurde mittels einer Temperatur-Feedback Kon-

trollstation während der Ischämie- sowie Monitoringperiode bei 37˚C ± 0.5˚C konstant gehalten

(FHC, Brunswick, ME, USA). Für das physiologische Monitoring wurden die Tiere randomisiert

ausgewählt.

Vermessung der Schlaganfallgröße. Für Überlebenszeiten länger als 24h wurden die Hirne in

2-Methylbutan schockgeforenen und dann mittels eines Kryostaten geschnitten (20µm Schnitte)

und mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt. Für kürzere Überlebenszeiten (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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gefärbt. 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 (mm3) - nichtinfarzierte ipsilaterale Hemisphäre (mm3) 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 Mäuse 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 für Behandlungprotokoll und

Gruppenidentität der Tiere verblindet. Die Bewertungen wurden nach 30 min sowie 24 h bzw 72 h

durchgeführt.

Behandlung mit Cytochalasin D. Cytochalasin D (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wisconsin,

USA) wurde in 1% DMSO (Dimethylszulfoxid) in PBS („phosphate buffered saline“) aufgelöst. 2 µl

dieser Lösung oder Vehikel wurden intrazerebroventrikulär (Bregma: -0.9 mm lateral, -0.1 mm

posterior, -3.1 mm tief) 10 min vor Beginn der Ischämie mittels einer Hamilton Spritze (Fisher

Scientific Ca., Pittsburgh, Pennsylvania, USA) injiziert (siehe Hara et al., 1996; Endres et al.,

1998[#2]).

Laborwertbestimmungen. Die Serumspiegel für Cholesterin, Kreatinin, Transaminasen und

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

Absoluter zerebraler Blutfluß. Der absolute zerebrale Blutfluß (CBF) wurde mittels einer Indi-

kator-Fraktionierungsmethode bestimmt. Hierzu wurden die Tiere mit 1% Halothan - wie weiter

oben beschrieben - anaesthesiert und mittels eines Mausbeatmungsgerätes 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 durchgeführt

worden waren, wurde arterielles Blut kontinuierlich von der Femoralarterie mit einer Geschwindig-

keit von 0.3 ml/min abgenommen (Stoelting, Wood Dale, Il, USA). N-Isopropyl-[Methyl 1, 3-14C]-p-

Iodoamphetamin (14C-IMP, 0.5µCi, American Radiolabelled Chemicals, Inc., St. Louis, MO, USA)

wurde in 0.1 ml 0,9%iger Kochsalzlösung gelöst 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 für 12h bei 50˚C wurden Szintillationsflüssigkeit sowie H2O2

hinzugefügt. Nach 24h Inkubation im Schüttelinkubator wurden die Radioaktivität in Blut und Hirn

bestimmt (Liquid Scintillation Spectometer, RackBeta 1209, LKB) und die absoluten Blutflußwerte

errechnet.

Immunhistochemie für Spectrin, MAP-2 und IgG: Calpain wird durch intrazelluläres 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 Maß des Ca++-vermittelten Schadens

dienen. Weiterhin wurde zur Ermittlung der Blut-Hirn-Schrankenstörung eine Immunhistochemie

mit IgG durchgeführt. 1 oder 4 Stunden nach MCAo wurden die Tiere getötet und transkardial

perfundiert und mit Paraformaldehyd fixiert. Immunhistochemie wurde an free-floating Schnitten

mit bekannten Methoden durchgeführt (Smith-Swintowsky et al., 1996). Hierbei wurden die

Schnitte für 2 h bei Raumtemperatur in einer Lösung mit Triton-X 100 und 0.015% Blocking Se-

rum aufbewahrt (normales Ziegenserum). Die Primärantikörper wurden in einer Konzentration von

1:10 000 (Spectrin) bzw. 1:5000 (MAP-2) aufgetragen. Die Inkubation wurde über Nacht bei 4°C

vorgenommen. Danach wurden die Schnitte für 1 h mit ABC Reagenzlösung (Vector Laboratories,

Burlingame, California, USA) inkubiert, mit PBS gewaschen und für weitere 5 min in einer DAB

Lösung (Vector) inkubiert.

Katalytische NO Synthase Aktivität im Gewebe. Die Kalzium-abhängige NO Synthaseaktivität

wurde in Mäuseaorten sowie im Hirn durch die enzymatische Konversion von [14C] Arginin zu

[14C]-Citrullin in Gegenwart oder Auslassen von Kalzium und Hinzufügen von 5 mM EDTA zur

Reaktionslösung bestimmt. Verarbeitung des Gewebes sowie Durchführung des Assay wurde

nach Bredt und Snyder mit Modifikationen wie von uns beschrieben durchgeführt (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 flüssigem Stickstoff schockgefroren. RNA Iso-

lation, Reverse Transkription sowie semiquantitative kompetitive PCR wurde nach Standardtech-

niken durchgeführt. Die sense (5’ TTCCGGCTGCCACCTGATCCTAA-3’) sowie antisense

(5’AACATATGTCCTTGCTCAAGGCA-3’) Primer für das eNOS Gen amplifizieren ein 340 kB

Fragment der murinen eNOS, was durch DNA Sequenzierung validiert wurde. Die Primerpaare für

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 für 30 sec, dem Annealing bei 60˚C für 30 sec sowie

der Elongation  bei 72˚C für 60 sec. Die Zyklusanzahl zum Erreichen der sog. linear exponentiel-

len Phase betrug 35 Zyklen für eNOS und 22 Zyklen für 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 gefärbten

Gelen ermittelt und als NOS/GAPDH Verhältnis ausgedrückt.

Zellkultur. Endothelzellen: Menschliche Endothelzellen wurden von Vena saphena magna Ope-

rationspräparaten gewonnen. Lediglich Zellen von weniger als drei Zellpassagen wurden für die

entsprechenden Exprimente verwendet. Für alle Experimente wurde die Zellkultur bis zur voll-

ständigen Konfluenz gezüchtet. Erst danach wurde mit einer etwaigen Behandlung begonnen. Für

mRNA Halbwertszeitmessungen wurden die Zellen mit Actinomycin D 1h vorbehandelt (3 µg/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 für eine PCR-vermittelte Genotypisierung

verwendet. Die Zellen wurden auf einer Polyethylen-beschichteten Plastik- oder Glaskulturplatte

angezüchtet, welche Eagle’s MEM Lösung mit 10% (Vol/Vol) hitzeinaktiviertem FBS, 20 mM KCl

und 1 mM Pyruvat enthielt. Die Atmosphäre war 6% CO2/94% Raumluft und wurde bei Sättigung

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 für weitere 20 h in Locke’s Lösung inkubiert. Dananch wur-

de die Überlebensrate der Neurone quantifiziert (Furukawa et al., 1993; Mattson et al., 1988;

Mattson et al., 1989; Endres et al., 1999[#5]).

Kalzium-Imaging: Das intrazelluläre freie Kalzium wurde mittels ratiometrischem Imaging der

fluoreszierenden Substanz Fura-2 wie beschrieben durchgeführt (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 durchgeführt. Das mittlere

[Ca++]i der individuellen neuronalen Zellkörper wurde mittels der Ratio der Fluoreszenzemission,

die mittels zwei verschiedener Exzitationswellenlängen (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) präpariert. Hierbei wurden die Cor-

tices mit einem Potter Elvehjem Glass Homogenisator homogenisiert (900 rpm) in 40 Vol (wt/vol)

einer 0.32 M Sukroselösung. Das Homogenat wurde zentrifugiert (10 min, 1000g, 4°C). Der Über-

stand wurde gefroren und bei -80°C aufbewahrt. Nach dem Auftauen wurde der Überstand 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 gezüchtet, 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% O2 bei 5% CO2 begast. Die Kammern wurden danach in einem 37˚C Inkubator

aufbewahrt (0-48 h). Die Variation der O2-Sättigung betrug lediglich 2%, wie schon in früheren

Studien beschrieben (Laufs et al., 1997, 1998). Zelluläre Konfluenz sowie Viabilität wurde, wie

beschrieben mittels Zellzählung, Morphologie und Trypan Blau Exklusion bestimmt (Laufs et al.,

1997, 1998).

Northern Blotting. Gleiche Mengen von Gesamt-RNA (10-20 µg) wurden auf einem 1.2% Form-

aldehyd-Agarosegel mittels Elektrophorese aufgetrennt und über Nacht auf eine Hybond Nylon-

membran transferiert. Die radioaktive Markierung der menschlichen eNOS Gesamt cDNA wurde

mittels Hexamer Priming [α32P]CTP sowie Klenowenzym (alles Pharmacia) durchgeführt. Die

Membranen wurden mit den entsprechenden Sonden („probes“) über Nacht bei 45˚C hybridisiert

in einer Lösung, die 50% Formamid, 5 X SCC, 2.5 X Denhardt’s Lösung, 25 µM Natriumphosphat
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Puffer (pH 6.5), 0.1% SDS und 250 µg/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 durchgeführt 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 Antikörpers durchgeführt (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 Zweitantikörper (Titer 1:4000) sowie eines verstärkenden 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 (1µM) in

Gegenwart von 20% oder 3% O2 für 24 h behandelt. Die Zellkerne wurden entsprechend Stan-

dardprotokollen isoliert und eine in vitro Transkription wie zuvor beschrieben durchgeführt (Laufs

et al., 1998). Gleiche Mengen (1 µg) gereinigter und denaturierter menschlicher eNOS cDNA,

menschliches β-Tubulin (ATCC #37855) und linearisiertes pGEM-3z cDNA wurden mittels eines

Slot-Blot Apparates (Schleicher und Schüll) auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Hy-

bridisierung der radioaktiv markierten mRNA Transkripte wurde bei 45˚C für 48 h in einem Puffer,

der 50% Formamid, 5 X SCC, 2.5 X Denhardt’s Lösung, 25 µM Natrium Phsophat Puffer (pH 6.5),

0.1 % SDS sowie 250 µg/ml DNA von Lachssperma enthielt, durchgeführt. Die Membranen wur-

den danach mit 1 X SCC/ 0.1% SDS für 1 h bei 65˚C gewaschen und dann autoradiographiert.

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

Assay für Nitritakkumulation. Die Menge der durch die eNOS produzierten NO wurde mittels

Nitritakkumulation um Kulturmedium bestimmt, indem die Umwandlung von 2,3-

Diaminonaphthalen (1.5 µM DNA in 1 M HCl) und Nitrit zu 1-(H)-Naphtotriazol (Laufs et al., 1997)

gemessen wurde. Die unspezifische Fluoreszenz wurde in Gegenwart des eNOS Inhibitors LNMA

(5mM) bestimmt. Frühere Studien mit Nitratreduktase zeigten, daß die Konvertierung von Nitrit zu

Nitrat im Medium etwa 5:1 beträgt und daß dieses Verhältnis unabhängig von der Sauerstoffkon-

zentration ist (Huang et al., 1994, 1996).

Analyse der Daten. Alle Werte sind als Mittelwert und Standard Error des Mittelwertes (SEM)

ausgedrückt. Vergleiche zur statistischen Signifikanz wurden üblicherweise mittels eines gepaar-

ten oder ungepaarten Student’s t-Testes durchgeführt. Das neurologische Defizit wurde mittels

eines nicht-parametrischen Testes verglichen (Mann Whitney Rank Sum Test). Die physiologi-

schen Parameter sowie die absoluten Blutflußdaten wurden mit ANOVA und Posttests (Dunnet,

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



37

6. Literatur

Aktories K  (1997)  Bakterial toxins that target rho proteins.  J. Clin. Invest. 12: S11-S13.

Alonso J, Sanchez de Minguel L, Monton M, Casado S, Lopez-Farre A  (1997)  Endothelial cyto-

solic proteins bind to the 3’untranslated region of endothelial nitric oxide synthase mRNA:

regulation by tumour necrosis factor alpha.  Mol. Cell Biol  17: 5719-5726.

Azuma T, Witke W , Stossel TP, Hartwig JH, Kwiatkowski DJ  (1998)  Gelsolin is a downstream

effector of rac for fibroblast motility.  EMBO J.  17: 1362-1379.

Choi DW  (1988)  Glutamate neurotoxicity and diseases of the nervous system.  Neuron  1: 623-

634.

Choi DW  (1995)  Calcium: still center-stage in hypoxic-ischemic neuronal death.  Trends Neu-

rosci.  18: 58-60.

Cholesterol and Recurrent Events Trial Investigators  (1996)  The effect of pravastatin on corona-

ry events after myocardial infarction in patients with average cholesterol levels.  N. Engl.

J. Med.  335: 1001-1009.

Dirnagl U, Iadecola C, Moskowitz MA  (1999)  Pathobiology of ischaemic stroke: an integrated

view. Trends Neurosci.  22: 391-7

Division of Chronic Disease Control and Communitiy.  Cardiovascular disease surveillance: stro-

ke, 1980-1989.  Atlanta: Center for Disease Control and Prevention.  1994.

Endres M, Fink K, Zhu J, Stagliano NE, Bondada V, Geddes JW, Azuma T, Mattson MP, Kwiat-

kowski DJ, Moskowitz MA  (1999)  Neuroprotective effects of gelsolin during murine stro-

ke.  J. Clin. Invest.  103: 347-354.

Endres M, Laufs U, Huang Z, Nakamura T, Huang PL, Moskowitz MA, Liao JK  (1998a)  Stroke

protection by HMG CoA reductase inhibitors mediated by upregulation of endothelial nitric

oxide synthase.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA  95: 8880-8885.

Endres M, Laufs U  (1998)  HMG-CoA reductase inhibitors and the risk of stroke.  Nervenarzt  69:
717-721.

Endres M, Meisel A, Namura S, Prass K, Ruscher K, Lipski A, Jaenisch R, Moskowitz MA, Dirnagl

U  (2000)  DNA methyltransferase contributes to delayed ischemic brain injury.  J . Neu-

rosci.  20:  3175-318

Endres M, Namura S, Shimizu-Sasamata M, Waeber C, Zhang L, Gomez-Isla T, Hyman B,

Moskowitz MA  (1998b)  Attenuation of delayed neuronal death after mild focal ischemia

by inhibitors of the caspase family.  J. Cereb. Blood Flow Metab.  18: 238-347.

Endres M, Wang ZQ, Namura S, Waeber C, Moskowitz MA  (1997)  Ischemic brain injury is me-

diated by the activation of poly(ADP-ribose)polymerase.  J. Cereb. Blood Flow Metab.  17:
1143-1151.

Furukawa K, Smith-Swintowsky VL, Mattson MP  (1993)  Evidence that actin depolymerization

protects hippocampal neurons against excitotoxicity by stabilizing [Ca2+]i.  Exp. Neurol.

133: 153-163.



38

Furukawa K, Fu W, Li Y, Witke W, Kwiatkowski DJ, Mattson MP  (1997)  The actin-severing pro-

tein gelsolin modulates calcium channel and NMDA receptor activities and vulnerability to

excitotoxicity in hippocampal neurons.  J. Neurosci.  17: 8178-8186.

Gleitz J, Beile A, Peters T  (1996)  (±)-Kavain inhibits the veratridine- and KCl-induced increase in

intracellular Ca2+ and glutamate-release of rat cerebrocortical synaptosomes.  Neuro-

pharmacology  35: 179-186.

Goldstein JL, Brown MS  (1990)  Regulation of the mevalonate pathway.  Nature  343: 425-430

Grynkiewicz G, Poenie M, Tsien RY  (1985)  A new generation of Ca2+ indicators with greatly im-

proved fluorescence properties.  J. Biol. Chem.  260: 3440-3450.

Hall A  (1998)  Rho GTPases and the actin cytoskeleton.  Science  279: 509-514.

Hara H, Ayata C, Huang PL, Waeber C, Ayata G, Fujii M, Moskowitz MA  (1997a)  (3H)L-NG-

Nitroarginine binding after transient focal ischemia and NMDA-induced excitotoxicity in ty-

pe I and type III nitric oxide synthase null mice.  J. Cereb. Blood Flow Metab  17 : 515-

526.

Hara H, Friedlander RM, Gagliardini V, Ayata C, Fink K, Huang Z, Shimizu-Sasamata M, Yuan J,

Moskowitz MA  (1997b)  Inhibition of interleukin-1β converting enzyme family proteases

reduces ischemic and excitotoxic damage.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA  94: 2007-2012.

Hara, H. et al.  (1996)  Reduced brain edema and infarction volume in mice lacking the neuronal

isoform of nitric oxide synthase after transient MCA occlusion.  J. Cereb. Blood Flow Me-

tab. 16: 605-611.

Huang PL, Dawson TM, Bredt DS, Snyder SH, Fishman MC  (1993)  Targeted disruption of the

neuronal nitric oxide synthase gene.  Cell  75: 1273-1286.

Huang PL, Huang Z, Mashimo H, Bloch KD, Moskowitz MA, Bevan JA, Fishman MC  (1995)  Hy-

pertension in mice lacking the gene for endothelial nitric oxide synthase.  Nature  377:
239-242.

Huang Z, Huang PL, Ma J, Meng W, Ayata C, Fishman MC, Moskowitz MA  (1996)  Enlarged in-

farcts in endothelial nitric oxide synthase knockout mice are attenuated by nitro-L-

arginine.  J. Cereb. Blood Flow Metab.  16: 981-987.

Huang Z, Huang PL, Panahian N,  Dalkara T, Fishman MC, Moskowitz MA  (1994)  Effects of ce-

rebral ischemia in mice deficient in neuronal nitric oxide synthase.  Science  265: 1883-

1885.

Ignarro LJ  (1990)  Biosynthesis and metabolism of endothelium-derived nitric oxide.  Annu. Rev.

Pharmacol. Toxicol.  30: 535-560.

Janmey PA, Stossel TP  (1987)  Modulation of gelsolin function by phosphatidylinositol 4,5-

biphosphate.  Nature  325: 362-364.

Johnson B, Byerly L  (1993)  A cytoskeletal mechanism for Ca2+ channel metabolic dependence

and inactivation by intracellular Ca2+.  Neuron  10: 797-804.

Knudsen HL, Frangos JA  (1997)  Role of cytoskeleton in shear-stress induced endothelial nitric

oxide production.  Am. J. Physiol.  273: H347-H355.



39

Kohl NE, Mosser SD, deSolms SJ, Guiliani EA, Pompliano DL, Graham SL, Smith RL, Scolnick

EM, Oliff A, Gibbs JB  (1993)  Selective inhibition of ras-dependent transformation by a

farnesyltransferase inhibitor.  Science  260: 1934-1937.

Kothakota S, Azuma T, Reinhard C, Klippel A, Tang A, Chu K, KcGarry TJ, Kirschner MW,  Koths

K, Kwiatkowski DJ, Williams LT  (1997)  Caspase-3-generated fragment of gelsolin: ef-

fector of morphological change in apoptosis.  Science  278: 294-298.

Kwiatkowski DJ, Janmey PA, Yin HL  (1989)  Identification of critical functional and regulatory

domains in gelsolin.  J. Cell. Biol.  108: 1717-1726.

Kwiatkowski DJ, Mehl R, Yin HL  (1988)  Genomic organization and biosynthesis of secreted and

cytoplasmic forms of gelsolin.  J. Cell. Biol.  106: 375-384.

Laufs U, La Fata V, Liao JK  (1997)  Inhibition of 3-hydroxy-3-methylglutaryl (HMG) CoA reducta-

se blocks hypoxia-mediated downregulation of endothelial nitric oxide synthase.  J. Biol.

Chem.  272: 31730-35.

Laufs U, La FV, Plutzky J, Liao JK  (1998)  Upregulation of endothelial nitric oxide synthase by

HMG CoA reductase inhibitors.  Circulation  97: 1129-1135.

Laufs U, Liao JK  (1998)  Post-transcriptional regulation of endothelial nitric oxide synthase mRNA

stability by Rho GTPase.  J. Biol. Chem.  273: 24266-24271.

Levin ER, Rosen GF, Cassidenti DL, Yee D, Meldrum D, Wisot A, Pedram A  (1998)  Role of va-

scular endthelial cell growth factor in ovarian hyperstimulation syndrome.  J. Clin. Invest.

102: 1978-1985.

Liao JK, Shin WS, Lee WY, Clark SL  (1995)  Oxidized low-density lipoprotein decreases the ex-

pression of endothelial nitric oxide synthase.  J. Biol. Chem.  270: 319-324.

Liao JK, Zulueta JJ, Feng-Sheng Y, Peng H, Cote CG, Hassoun PM  (1995)  Regulation of bovine

endothelial constitutive nitric oxide synthase by oxygen.  J. Clin. Invest.  96: 2661-2666.

Liao JK  (1998)  Endothelium and acute coronary syndromes.  Clin.Chem.  44: 1799-1808.

MacDermott AB, Mayer ML, Westbrook GL, Smith SJ, Barker JL  (1986)  NMDA-receptor activati-

on increases cytoplasmic calcium concentration in cultured spinal cord neurons.  Nature

321: 519-522.

MacManus JP, Linnik MD  (1997)  Gene expression induced by cerebral ischemia: an apoptotic

perspective.  J. Cereb. Blood Flow Metab.  17: 815-832.

Mattson MP, Murrain M, Guthrie PB, Kater SB  (1989) Fibroblast growth factor and glutamate:

opposing actions in the generation and degeneration of hippocampal architecture. J. Neu-

rosci. 9: 3728-3740.

Mattson MP, Dou P, Kater SB  (1988)  Outgrowth-regulating actions of glutamate in isolated hip-

pocampal pyramidal neurons.  J. Neurosci.  8: 2087-2100.

Mattson MP, Barger SW, Begley JG, Mark RJ  (1995)  Calcium, free radicals, and excitotoxic neu-

ronal death in primary cell culture.  Methods Cell. Biol.  46: 187-216.

Morikawa E, Moskowitz MA, Huang Z, Yoshida T, Irikura K, Dalkara T  (1994)  L-arginine infusion

promotes nitric oxide-dependent vasodilation, increases regional cerebral blood flow, and

reduces infarction volume in the rats.  Stroke.  25: 429-435.



40

Namura S, Zhu J, Fink K, Endres M, Srinivasan A, Tomaselli KJ, Yuan J, Moskowitz MA  (1998).

Activation and cleavage of caspase-3 in experimental cerebral ischemia in mice.  J. Neu-

rosci 18: 3659-3668.

The National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group  (1995)

Tissue plasminogen activator for acute ischemic stroke.  N. Engl. J. Med.  333: 1581-

1587.

Nickenig G, Murphy TJ  (1996)  Enhanced angiotensin receptor type1 mRNA degradation and

induction of polyribosomal mRNA binding proteins by angiotensin II in vascular smooth

muscle cells. Mol. Pharmacol. 50: 743-751.

Ohtsu M, Sakai N, Fujita H, Kashiwagi M,Gasa S, Shimizu S, Eguchi Y, Tsujimoto Y, Sakiyama Y,

Kobayashi K, Kuzamaki N  (1997)  Inhibition of apoptosis by the actin-regulatory protein

gelsolin.  EMBO J.  16: 4650-4656.

Palmer R, Ferrige AG, Moncada S  (1987)  Nitric oxide release accounts for the biological activity

of endothelium-derived relaxing factor.  Nature  327: 524-526.

Park PC, Nehls DG, Graham DI, Teasdale GM, McCulloch J  (1988)  The glutamate antagonist

MK-801 reduces focal ischemic brain damage in the rat.  Ann. Neurol.  24: 43-51.

Patrono C  (1994)  Aspirin as a antiplatelet drug.  N. Engl. J. Med.  330: 1287-1294

Reutens DC, McHugh MD, Toussaint P-J, Evans AC, Gjedde A, Meyer E, Stewart DJ  (1997)  L-

arginine infusion increases basal but not activated cerebral blood flow in humans.  J.

Cereb. Blood Flow Metab.  17: 309-315.

Rosenmund C, Westbrook GL  (1993)  Calcium-induced actin depolymerization reduces NMDA

channel activity.  Neuron  10: 805-814.

Scandinavian Simvastatin Survival Study Group  (1994)  Randamised trial of cholesterol lowering

in 4444 patients with coronary heart disease the Scandinavian Simvastatin Survival Study

(4S).: Lancet. 344: 1383-1389.

Schafer DA , Cooper JA  (1995)  Control of actin assembly at filament ends.  Ann. Rev. Cell Dev.

Biol.  11: 497-518.

Smith-Swintowsky VL, Petigrew LC, Sapolsky RM, Phares C, Craddock SD, Brooke SM, Mattson

MP  (1996)  Matapyrone, an inhibitor of glucocorticoid production, reduces brain injury by

focal and global ischemia and seizures.  J. Cereb. Blood Flow Metab.  16: 585-598.

Thomas M, Mann J  (1998)  Increased thrombotic vascular events after change of statin.  Lancet

352: 1830-1831.

Wang Q, Patton WF, Hechtman HB, Shepro D  (1997)  A novel anti-inflammatory peptide inhibits

endothelial cytoskeletal rearrnagement, nitric oxide synthase translocation, and paracel-

lular permeability increases.  J. Cell. Physiol.  172: 171-182.

Witke W, Sharpe AH, Hartwig JH, Azuma T, Stossel TP, Kwiatkowski DJ  (1995)  Hemostatic, in-

flammatory, and fibroblast responses are blunted in mice lacking gelsolin.  Cell  81: 41-51.

Zipfel GJ, Lee J-M, Choi DW  (1999)  Reducing calcium overload in the ischemic brain.  N. Engl.

J. Med.  341: 1543-1544.



41

7. Liste eigener Veröffentlichungen (medline)

1. Grüter L, Endres M, Gatermann S (1992) Cloning and expression of Staphylococcus epi-
dermidis urease gene sequences in Staphylococcus carnosus. FEMS Microbiol. Lett.
73:33-36

2. Mempel M, Feucht H, Ziebuhr W, Endres M, Laufs R, Grüter L (1994) Lack of mecA tran-
scription in slime-negative phase variants of methicillin-resistant Staphylococcus epider-
midis. Antimicrobial. Agents Chemother. 38:1251-1255

3. Endres M, Heide W, Kömpf D (1996) See-saw-nystagmus. Clinical features, diagnosis
and pathophysiology. Nervenarzt 67:484-489

4. Endres M, Laufs U, Merz H, Kaps M (1997) Focal expression of intercellular adhesion
molecule-1 in the human carotid bifurcation. Stroke 28:77-82

5. Hara H, Fink K, Endres M, Friedlander RM, Gagliardini V, Yuan J, Moskowitz MA (1997)
Attenuation of transient focal cerebral ischemic injury in transgenic mice expressing a
mutant ICE inhibitory protein. J. Cereb. Blood Flow Metab. 17:370-375

6. Ayata C, Ayata G, Hara H, Matthews RT, Beal MF, Ferrante RJ, Endres M, Kim A, Chri-
stie R, Waeber C, Huang PL, Hyman BT, Moskowitz MA (1997) Reduced striatal NMDA
excitotoxicity in type I nitric oxide synthase knockout mice. J. Neurosci. 17:6908-6917

7. Endres M, Wang Z-Q, Namura S, Waeber C, Moskowitz MA (1997) Ischemic brain injury
is mediated by the activation of poly(ADP-ribose)polymerase. J. Cereb. Blood Flow Me-
tab. 17:1143-1151

8. Endres M, Namura S, Shimizu-Sasamata M, Waeber C, Zhang L, Gomez-Isla T, Hyman
B, Moskowitz MA (1998) Attenuation of delayed neuronal death after mild focal ischemia
in mice by inhibitors of the caspase family. J. Cereb. Blood Flow Metab. 18:238-247

9. Endres M, Kaps M, Moskowitz MA (1998) Apoptosis and cerebral ischemia. Nervenarzt
69:459-464

10. Namura S, Zhu J, Fink K, Endres M, Srinivasan A, Tomaselli KJ, Yuang J, Moskowitz MA
(1998) Activation and cleavage of caspase-3 in experimental cerebral ischemia in mice. J.
Neurosci. 18:3659-3668

11. Fink K, Zhu J, Namura S, Shimizu-Sasamata M, Endres M, Ma, J, Yuan J, Moskowitz MA
(1998) Prolonged therapeutic window for ischemic brain damage due to delayed caspase-
3 activation. J. Cereb. Blood Flow Metab. 18:1071-1076



42

12. Ma J, Endres M, Moskowitz MA (1998) Synergistic effects of caspase inhibitors and MK-
801 in brain injury after transient focal cerebral ischemia in mice. Br. J. Pharmacol.
124:756-762

13. Endres M, Laufs U, Huang Z, Nakamura T, Huang PL, Liao JK, Moskowitz MA (1998)
Stroke protection by 3-hydroxy-3 methylglutaryl (HMG)-CoA reductase inhibitors mediated
by endothelial nitric oxide synthase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:8880-8885

14. Endres M, Laufs U (1998) HMG-CoA reductase inhibitors and the risk of stroke. Nerven-
arzt 69:717-721

15. Endres M, Scott GS, Salzman AL, Kun E, Moskowitz MA, Szabo C (1998) Protective ef-
fects of 5-iodo-6-amino-1,2-benzopyrone, an inhibitor of poly (ADP)-ribose synthetase,
against peroxinitrite-induced glial damage and stroke development. Eur. J. Pharmacol.
351:377-382

16. Endres M, Scott GS, Namura S, Salzman AL, Huang PL, Moskowitz MA, Szabo C (1998)
Role of peroxynitrite and neuronal nitric oxide synthase in the activation of poly (ADP-
ribose) synthetase in a murine model of cerebral ischemia-reperfusion. Neurosci. Lett.
248:41-44

17. Dalkara T, Endres M, Moskowitz MA (1998) Mechanisms of NO neurotoxicity. Prog. Brain
Res. 118:231-239

18. Fink K, Andrews LJ, Butler WE, Ona VP, Bodganov M, Namura S, Endres M, Beal FM,
Moskowitz MA, Yuan J, Friedlander RM (1999) Reduction of post-traumatic brain injury
and free radical production by the inhibition of the ICE cell death cascade. Neuroscience
94:1213-1218

19. Endres M, Fink K, Zhu J, Stagliano NE, Bondada V, Geddes JW, Azuma T, Mattson MP,
Kwiatkowski DJ, Moskowitz MA (1999) Neuroprotective effects of gelsolin during murine
stroke. J. Clin. Invest. 103:347-354

20. Laufs U, Endres M, Liao JK (1999) Regulation der endothelialen NO-Produktion durch
Rho-GTPasen. Med. Klinik 4:211-218

21. Endres M, Fan G, Hirt L, Fujii M, Liu X, Jaenisch R, Moskowitz MA (2000) Ischemic brain
damage in mice after manipulation of BDNF and NT4 gene expression. J. Cereb. Blood
Flow Metab. 20:139-144

22. Yamada M, Huang Z, Dalkara T, Endres M, Laufs U, Waeber C, Huang PL, Liao JK,
Moskowitz MA (2000) Endothelial nitric oxide synthase-dependent cerebral blood flow
augmentation by L-arginine after chronic statin treatment. J. Cereb. Blood Flow Metab.,
20:709-717



43

23. Endres M, Meisel A, Biniskiewicz D, Namura S, Prass K, Ruscher K, Lipski A, Jaenisch
R, Moskowitz MA, Dirnagl U (2000) DNA methyltransferase contributes to delayed ische-
mic brain injury. J. Neurosci. 20:3175-3181

24. Laufs U*, Endres M*, Stagliano NE, Amin-Hanjani S, Chui D-S, Yang S-Y, Simoncini T,
Yamada M, Rabkin E,  Allen PG, Huang PL, Böhm M,  Schoen FJ, Moskowitz MA, Liao
JK (2000) Neuroprotection mediated by changes in endothelial actin cytoskeleton. J. Clin.
Invest 106:15-24 (*equal contribution)

25. Laufs U, Endres M, Custodis F, Gertz K, Nickenig G, Liao JK, Böhm M (2000) Suppressi-
on of endothelial nitric oxide production after withdrawal of statin treatment is mediated by
negative feedback regulation of rho GTPase gene transcription. Circulation 102:3104-
3110

26. Laufs U, Gertz K, Huang PL, Nickenig G, Böhm M, Dirnagl U, Endres M (2000) Atorva-
statin upregulates endothelial type III nitric oxide synthase in thrombocytes, decreases
platelet activation and protects from cerebral ischemia in normocholesterolemic mice.
Stroke 31:2437-2449.

Artikel im Druck

27. Abdelkarim GE, Gertz K, Harms C, Katchanov J, Dirnagl U, Szabo C, Endres M (2001)
Protective effects of PJ34, a novel, potent inhibitor of poly (ADP-ribose) polymerase
(PARP) in in vitro and in vivo models of stroke. Int. J. Mol. Med., In press

Zur Veröffentlichung eingereicht

28. Katchanov J, Harms, C, Gertz K, Hauck L, Waeber C, Priller J, von Harsdorf R, Brück W,
Hörtnagl H, Dirnagl U, Bhide PG, Endres M (2001) Mild cerebral ischemia induces loss of
cyclin dependent kinase inhibitors and activation of cell cycle machinery prior to apopto-
sis. submitted

29. Endres M, Gertz K, Dirnagl U, Laufs U (2001) Impact of statin withdrawal on thrombocyte
function and stroke outcome in mice. In preparation.

Buchartikel und sonstige Publikationen

30. Endres M (1995) Molekulargenetische Charakterisierung der Pathogenitätsfaktoren von
Staphylococcus epidermidis. Dissertation. Bibliothek der Universität Hamburg.

31. Endres M, Laufs U, Liao JK, Moskowitz MA (1999) HMG-CoA reductase inhibitors reduce
cerebral infarct size by upregulating endothelial nitric oxide synthase. In Cerebrovascular
Diseases, 21st Princeton Conference, eds. D. Choi, R. G. Dacey Jr., C. Y. Hsu, W. J. Po-
wers (Futura Publishers)



44

32. Endres M,  Laufs U, Liao JK, Moskowitz MA (1998) Specific upregulation of endothelial
nitric oxide synthase and its potential importance to cerebral ischemia. In Pharmacology
of Cerebral Ischemia, Ed. J Krieglstein (Medpharm Scientific Publishers Stuttgart), pp.
299-307

33. Endres M, Hirt L, Moskowitz (2000) Apoptosis and cerebral ischemia. In Programmed
Cell Death: Cellular and Molecular Mechanisms (Vol I)/Disease Pathogenesis and Pre-
vention (Vol. II). Ed. M. P. Mattson, S. Estus and V. Rangnekar (Elsevier Science,
Netherlands), 137-167

34. Endres M, Katchanov J (2000) Neuroprotektion durch Statine. InFo Neurol. Psych. 2:1-2.

35. Endres M, Dirnagl U (2000) Molekularbiologie der zerebralen Ischämie. In „Zerebrale
Perfusion“: Eine interdisziplinäre Herausforderung.. Ed. G. Wozniak (Shaker Verlag Aa-
chen), pp 15-33

36. Meisel A, Dirnagl U, Endres M (2001) Is DNA methylation deleterious in cerebral ische-
mia ? In The Maturation Phenomenon in Cerebral Ischemia IV. Ed. N.G. Bazan et al.
(Springer-Verlag Berlin Heidelberg), pp.25-33

37. Endres M, Dirnagl U (2001)  Ischämischer Hirninfarkt: Ätiologie und Pathogenese. In
Schlaganfall, Rote Reihe. Ed. G.F. Hamann, M. Siebler, W. von Scheid (Ecomed-Verlag),
in press

38. Endres M, Dirnagl U (2001) Neuroprotective Strategies in Animal and in vitro Models of
Neuronal Damage: Ischemia and Stroke. In Molecular and Cellular Biology of Neuropro-
tection in the CNS. Ed. C. Alzheimer (R. G. Landes Publishing Company), in preparation.



45

8. Erklärung

Die vorliegende Schrift wurde selbständig und ohne fremde Hilfe verfaßt. Es werden Daten von

insgesamt elf eigenen Publikationen zusammengefaßt und diskutiert. Mein eigener Anteil an die-

sen Arbeiten, an denen meistens mehrere Kollegen beteiligt waren, ist unterschiedlich groß. Die

von mir als Erstautor, mit equal contribution oder Letztautor vorgelegten Arbeiten wurden von mir

selbständig konzipert oder gleichwertig mitkonzipiert (Ref #1-5, #8, #9, #11), bei den übrigen Ar-

beiten (Ref #6, #7, #10) hatte ich einen eigenständigen wissenschaftlichen Anteil. Alle in vivo Ex-

perimente wurden vollständig selbständig von mir durchgeführt. Es bestand eine enge Kollabora-

tion mit Herrn Dr. Ulrich Laufs, z. Z. Universität des Saarlandes, der Zelkulturexperimente an En-

dothelzellen durchführte und an den Arbeiten Ref #3, #4, #6, #7, #9-11  beteiligt ist. Weitere Kol-

laborationen bestanden mit Herrn Prof. Dr. M. P. Mattson sowie mit Herrn PD Dr. K. Fink (Ref #5).

Bei Ref #4 und #6 handelt es sich um Übersichten. Der größere Teil der Arbeiten bis 1998 wurde

im Labor von Herrn Prof. Dr. M. A. Moskowitz, Harvard Medical School, erstellt (betrifft Ref. #1-7,

#9), ab Ende 1998 bei Herrn Prof. Dr. U. Dirnagl, Abt. für Experimentelle Neurologie der Charité

(betrifft Ref. #8, #10, #11).



46

9. Danksagung

Mein Dank gilt meinen akademischen Lehrern, Herrn Prof. Dr. U. Dirnagl und Herrn Prof. Dr. K. M

Einhäupl sowie insbesondere Herrn Prof. Dr. M. A. Moskowitz. Viele gemeinsame Arbeiten plante

und führte ich mit meinem ehemaligen Kommilitonen, Herrn Dr. U. Laufs, durch, dem ich hierfür

und für kommende Projekte herzlich danken möchte. Nicht zuletzt gilt aber mein Dank meinen

Eltern und vor allem meiner Frau Anne-Sophie, die mir stets wichtige Unterstützung gaben.



47

10. Abkürzungsverzeichnis
Atorva Atorvastatin

C3 TF C3 Transferase

[Ca++]i intrazellulärer Kalziumspiegel

CBF „cerebral blood flow“ (zerebraler Blutfluß)

Cyto D Cytochalasin D

eNOS endotheliale NO Synthase (= Typ III NOS)

FPP Farnesylpyrophosphat

GAPDH Glyzeraldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase

GGPP Geranylgeranylpyrophosphat

Gsn Gelsolin

GTP Guanosintriphosphat

HMG-CoA Hydroxymethylglutaryl CoA

iNOS induziertbare NO Synthase (= Typ II NOS)

i.c.v. intrazerebroventrikulär

MAP-2 Mikrotubili assoziiertes Protein

MCA „middle cerebral artery“ (A. cerebri media)

MCAo „middle cerebral artery occlusion“ (Verschluß der A. cerebri media)

mRNA „messenger“ (Boten) Ribonuklensäure

nNOS neuronale NO Synthase (= Typ I NOS)

NO Stickstoffmonoxid

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

PF-4 Plättchenfaktor-4

PCD „programmed cell death“ (Programmierter Zelltod)

rCBF „regional cerebral blood flow“ (regionaler zerebraler Blutfluß)

RT PCR „reverse transcriptase polymerase chain reaction“ (Reverse Transkriptase
Polymerase Ketten Reaktion )

Sim Simvastatin

TTC Triphenyltetrazoliumchlorid

β-TG β-Thromboglobulin

VDCC „voltage dependent Ca++-channels“ (spannungsabhängigen Ca++-Kanäle )



48

11. Eigene Veröffentlichungen
Ref. #1. Endres M, Wang Z-Q, Namura S, Waeber C, Moskowitz MA (1997) Ischemic brain injury

is mediated by the activation of poly(ADP-ribose)polymerase. J Cereb. Blood Flow Metab. 17:

1143-1151

Ref #2: Endres M, Namura S, Shimizu-Sasamata M, Waeber C, Zhang L, Gomez-Isla T, Hyman

BT, Moskowitz MA (1998) Attenuation of delayed neuronal death after mild focal ischemia in mice

by inhibition of the caspase family. J. Cereb. Blood Flow Metab. 18:238-247

Ref #3: Endres M, Laufs U, Huang Z, Nakamura T, Huang PL, Moskowitz MA, Liao JK (1998)

Stroke protection by 3-hydroxy-3-methylglutaryl (HMG)-CoA reductase inhibitors by endothelial

nitric oxide synthase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:8880-8885

Ref #4: Endres M, Laufs U (1998) HMG-CoA-Reduktasehemmer und Schlaganfallrisiko. Nerven-

arzt 69:717-721

Ref #5: Endres M, Fink K, Zhu J, Stagliano NE, Bondada V, Geddes JW, Azuma T, Mattson MP,

Kwiatkowski DJ, Moskowitz MA (1999) Neuroprotective effects of gelsolin during murine stroke. J.

Clin. Invest.103:347-354

Ref #6: Laufs U, Endres M, Liao JK (1999) Regulation der endothelialen NO-Produktion durch

Rho-GTPasen. Med. Klin. 4:211-218

Ref #7: Yamada M, Huang Z, Dalkara T, Endres M, Laufs U, Waeber C, Huang PL, Liao JK,

Moskowitz MA (2000) Endothelial nitric oxide synthase-dependent cerebral blood flow augmenta-

tion by L-arginine after chronic statin treatment. J. Cereb. Blood Flow Metab. 20:709-717

Ref #8: Endres M, Meisel A, Namura S, Prass K, Ruscher K, Lipski A, Jaenisch R, Moskowitz MA,

Dirnagl U (2000) DNA methyltransferase contributes to delayed ischemic brain injury. J. Neurosci.

20:3175-3181

Ref #9: Laufs U*, Endres M*, Stagliano NE, Amin-Hanjani S, Chui D-S, Yang S-Y, Simoncini T,

Yamada M, Rabkin E, Allen PG, Huang PL, Böhm M, Schoen FJ, Moskowitz MA, Liao JK (2000)

Neuroprotection mediated by changes in the endothelial actin cytoskeleton. J. Clin. Invest.

106:15-24 (*equal contribution)

Ref #10: Laufs U, Endres M, Custodis F, Gertz K, Nickenig G, Liao JK, Böhm M (2000) Suppres-

sion of endothelial nitric oxide production after withdrawal of statin treatment is mediated by nega-

tive feedback regulation of rho GTPase gene transcription. Circulation 102:3104-3110

Ref #11: Laufs U, Gertz K, Huang PL, Nickenig G, Böhm M, Dirnagl U, Endres M (2000) Atorva-

statin upregulates type III nitric oxide synthase in thrombocytes, decreases platelet activation, and

protects from cerebral ischemia in normocholesterolemic mice. Stroke 31:2442-2449


	1. Einleitung
	2. Eigene Untersuchungen
	2.1. Neuronale Mechanismen
	2.2. Endotheliale Mechanismen

	3. Diskussion
	4. Zusammenfassung
	5. Methoden
	6. Literatur
	7. Liste eigener Veröffentlichungen (medline)
	8. Erklärung
	9. Danksagung
	10. Abkürzungsverzeichnis
	11. Eigene Veröffentlichungen

