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Abkurzungsverzeichnis

Abkiurzungsverzeichnis

Tabelle 1: Abklrzungsverzeichnis

AC Adenylatzyklase

Ach Acetylcholin

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance)

4-AP 4-Aminopyridin

AP-1 aktivierendes Protein 1

ATP Adenosintriphosphat

BH, Quinonoid 6,7-[8H]-H2-Biopterin

BH, Tetrahydrobiopterin

°C Grad Celsius

Cca™* zweifach positiv geladene Calciumionen

Ca”*-ATPase Calcium-Adenosintriphosphatase

CaCl, Calciumchlorid

CAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

cm Zentimeter

CO; Kohlenstoffdioxid

COX 1/2 Cyclooxygenase 1 und 2

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CI einfach negativ geladene Chloridionen

DAG Diacylglycerol

DMSO Dimethylsulfoxid

EC 50 mittlere effektive Konzentration

EDRF vom Endothel abgeleiteter relaxierender Faktor (endothelium
derived relaxing factor)

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase

F-Aktin filamentdses Aktin

FP-Rezeptor

Prostaglandin F Rezeptor

G

Kaliber einer Nadel (Gauge)

G-Aktin

globuldres Aktin




Abkurzungsverzeichnis

G-Protein Guaninnucleotid-bindendes Protein

GDI Guaninnucleotid-Dissoziationsinhibitoren

GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

GTPasen Guanosintriphosphatasen

GW7647 2-(4-(2-(1-Cyclohexanebutyl)-3-cyclohexylureido)ethyl)-
phenylthio)-2-methylpropionic acid (Eigenname)

h Stunde

HbAlc stabiles Produkt einer Kopplung von Glukose an das N-
terminale Valin der Beta-Kette des Himoglobins Al

HDL Liproprotein hoher Dichte (high density lipoprotein)

HIT-T15 Insulinproduzierende klonale Hamsterzellen (Eigenname)

HMG-CoA 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzym A

H,O Wasser

IL Interleukin

iINOS induzierte Stickstoffmonoxidsynthase

IP3 Inositoltriphosphat

K* einfach positiv geladene Kaliumionen

Katp Adenosintriphosphat-sensitive Kaliumkanéle

Keca calciumaktivierte Kaliumkanéle

KCL Kaliumchlorid

kD Kilodalton

kg Kilogramm

KG Kdrpergewicht

KH,PO, Kaliumhydrogenphosphat

Kir Einwartsgleichrichter-Kaliumkanéle

Ky spannungsabhangige Kaliumkanale

L Lange einer zylindrischen Réhre

LDL Lipoprotein niedriger Dichte (low density lipoprotein)

L-NAME N(G)-Nitro-L-Arginin Methylester

L-NOARG No-Nitro-L-Arginin




Abkurzungsverzeichnis

-log negativer dekadischer Logarithmus

L-Typ Ca**- Calciumkanale vom lang anhaltenden Typ (long lasting calcium

Kanéle channels)

M Mol

MgCl, Magnesiumchlorid

mg Milligramm

min Minuten

ml Milliliter

mm Millimeter

mV Millivolt

mM Millimol

mN Millinewton

MLC Leichtketten-Myosin (myosin light chain)

MLCK Myosin-Leichtketten-Kinase (myosin light chain kinase)

MLCP Myosin-Leichketten-Phosphatase (myosin light chain
phosphatase)

MRNA Boten-Ribonukleinsdure (messenger ribonucleic acid)

n Anzahl

n Viskositat

Na* einfach positive geladene Natriumionen

NaCl Natriumchlorid

NADPH Nicotinamiddinucleotidphosphat

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat

NF-«B Leichtkette Kappa induzierender Kernfaktor aktivierter B-
Zellen (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells)

nNOS neuronale Stickstoffmonoxidsynthase

NO Stickstoffmonoxid

NOS I/11/ 11 Stickstoffmonoxidsynthase I/11/111

ns nicht signifikant

o* Disauerstoff




Abkurzungsverzeichnis

o)) Sauerstoff

oDQ 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one

ONOO Peroxynitrit

P Wahrscheinlichkeit, dass die Nullhypothese wahr ist

PE Phenylephrin, (Phenylephrine hydrochloride)

pEC 50 positiver Wert der mittleren effektiven Konzentration

PG Prostaglandin

pH negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffprotonenkonzentration

PIP, Phosphoinositolbisphosphonat

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PPAR Peroxisomen-Proliferator-aktivierte-Rezeptoren

r Radius

Rac Ras-verwandtes C3 Botulinumtoxin Substrat (Ras-related C3
botulinum toxin substrate) Guanosintriphosphatase

Ras Rat sarcomer Guanosintriphosphatase

Rho Ras homologue Guanosintriphosphatase

ROC rezeptorgesteuerte lonenkanale (receptor operated ion channels)

ROK Rho assoziierte Proteinkinase (Rho associated protein kinase)

SAC dehnungsabhéngige Kationenkanéle

S.E.M. Standardfehler (standard error mean)

SOC speicherabhéngige Calciumkanéle

solGC I6sliche Guanlylatzyklase (soluble guanylate cyclase)

SQ 22,536 9-(Tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amin

STAT Signalwandler und Transkriptionsaktivator (Signal Transducer
and Activator of Transcription)

t Zeit

TEA Tetraethylammoniumchlorid

TG Triglyceride

T max maximale Spannung




Abkurzungsverzeichnis

TNF Tumornekrosefaktor

T-Tubuli transversale Tubuli

T-Typ Ca™*- Calciumkanale vom fliichtig anhaltenden Typ (transient lasting

Kanéle calcium channels)

uM Mikromol

pum Mikrometer

VOC spannungssensitive Calciumkanéle (voltage sensitive calcium
channels)

Wy 14,643 pirinixic acid (Eigenname)

% Prozent
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Einleitung

Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen mit ihrem Hauptfaktor Arteriosklerose sind weltweit
die Hauptursache fir Morbiditdt und Mortalitdt (1). Arteriosklerose fiihrt zum
Myokardinfarkt und Apoplex und betrifft die Intima und Media groBer Arterien (2).
Arteriosklerose hangt mit dem Alter, aber auch anderen Faktoren wie arterieller
Hypertension, Kalzifikation und Lipidoxidation mit freien Radikalen zusammen (3;
2), so dass die Dyslipiddmie sich als ein Risikofaktor fur Arteriosklerose und
kardiovaskuldre Erkrankungen herausgestellt hat (1). Es gibt verschiedene
Medikamentengruppen zur Regulation einer Dyslipiddmie.

Blutlipid regulierende Medikamente gehtéren zu den am hdufigsten ordinierten
Medikamenten der heutigen Zeit (4). Zu diesen gehdren neben anderen
Medikamenten Statine und Fibrate. Vor allem den Statinen und ihrem Vertreter
Simvastatin werden Einflisse auf Gefélie zugeschrieben. Effekte von Statinen und
Fibraten auf die GeféalRkontraktilitdt und das Endothel von GefaRen werden berichtet
(5;6;7;8;9; 10; 11; 12).

Um vasoaktive Mechanismen von Simvastatin und Bezafibrat zu erfassen, wird in
dieser Studie der Einfluss dieser lipidsenkenden Medikamente in Reinsubstanz, auf
die Kontraktilitat glatter GefaBmuskulatur der Rattenaorta und auf das GefalRendothel
bestimmt. Die Effekte der Substanzen werden unter a- adrenerger, durch
Prostaglandin erzeugte und kaliumabhéngige Prékontraktion getestet. Auch der
Einfluss von Kaliumrezeptorblockern, der Blockierung von a- und p-Rezeptoren
glatter Muskelzellen und der Einfluss von Simvastatin und Bezafibrat unter
Blockierung von Enzymen, welche endothelabhédngig einen Einfluss auf den Tonus

glatter Muskelzellen ausiuiben, wird getestet.

-11 -



Theoretische VVorbetrachtungen

Theoretische Vorbetrachtungen

Histologischer Aufbau von arteriellen Gefafen

Als Arterien werden GefaRe bezeichnet, die das Blut vom Herzen wegfiihren. Die
Wand einer Arterie besteht aus drei Schichten. Die innere Schicht Tunica intima oder
Intima setzt sich aus dem Endothel, einem zarten subendothelialen Bindegewebe und
der Elastica interna zusammen (13). Es ist bekannt, dass Einstilpungen des
Endothels in kleinen Arterien bis in die Elastica interna reichen und in direktem
Kontakt mit der Plasmamembran glatter Muskelzellen stehen. Die Elastica interna
begrenzt die Diffusion, Osmose und Filtration zu glatten Muskelzellen soweit, dass
Fenestrierungen und aktive Ubertragung notig sind um die glatten Muskelzellen zu
erhalten (14). In der mittleren Tunica media befinden sich tberwiegend zirkular
angeordnete Muskelzellen und Bindegewebsfasern. Im duf3eren Bereich befindet sich
die Tunica externa oder Adventitia, welche aus langs verlaufenden Kollagenfibrillen,
elastischen Fasern und Fibroblasten besteht. Zum umgebenden Bindegewebe besitzt
die Adventitia keine scharfe Grenze. Arterien lassen sich aufgrund unterschiedlicher
Funktionen und der Grol3e der Media in drei Gruppen einordnen. Es werden Arterien
vom elastischen Typ, vom muskularen Typ und Arteriolen unterschieden. Die
Arterien vom elastischen Typ besitzen viele mit Lucken versehene Elastinlamellen.
Zu dieser Gruppe gehort beispielsweise die Aorta. Arterien vom muskuldren Typ
besitzen eine mit vielen Muskelzellen bestiickte Media und sind bei mittelgrof3en
Korperarterien vertreten. Arteriolen weisen in ihrer Wand ein bis zwei geschlossene
Muskelschichten auf und dienen der Regulation des peripheren Gefalwiderstands
(13).

Glatte Muskelzellen

Histologischer und mikroskopischer Aufbau

Glatte Muskulatur befindet sich hauptsachlich in  den Muskelzellen von
Eingeweiden, in den GefaBwénden, in der Haut und an speziellen Stellen, wie zum

Beispiel im Auge. Glatte Muskelzellen sind spindelférmig, durchschnittlich 10 bis 80

-12 -
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pm lang und haben einen Durchmesser von 4 bis 10 um. Der Zellkern einer glatten
Muskelzelle ist langlich. Dies entspricht einer Anpassung an die Form der
Muskelzelle. Es besteht kein Synzytium oder Zellverband, wie bei quergestreifter
Muskulatur. Das sarkoplasmatische Retikulum, welches als Calciumspeicher dient,
durchzieht mit einem Netz aus Rohren die gesamte Zelle und hat Kontakt zur
Oberflachenmembran, welche blaschenférmige Einstulpungen aufweist. Die
Einstllpungen, Caveolae, stehen in Beziehung zum Extrazelluldarraum und somit
auch zum extrazelluéren Calcium und dessen Transport. Der Calciumtransport spielt
eine wichtige Rolle bei der Kopplung von Erregung und Kontraktion der glatten
Muskelzelle. Der kontraktile Apparat wird durch glattmuskulares Myosin, Aktin und
Tropomyosin gebildet. Aktin wird in Monomere, globulédres Aktin (G-Aktin) und
Filamente, filamentdses Aktin (F-Aktin) unterteilt (15). Es sind, im Gegensatz zu

quergestreiften Muskelzellen, keine geordneten Myofibrillen vorhanden (16).

Erregungsmechanismen

Die  Kontraktion glatter  Muskelzellen wird von der intrazelluléren
Calciumkonzentration bestimmt (17). Normalerweise liegt die Calciumkonzentration
im Zytosol unter 0,1 uM. In Muskelzellen wird diese niedrige Calciumkonzentration
(iber die Tatigkeit einer Ca®*-ATPase, die standig Calcium aus dem Zytosol in das
sarkoplasmatische Retikulum pumpt, aufrechterhalten. Im sarkoplasmatischen
Retikulum entsteht so ein Calciumspeicher. Unter experimentellen Bedingungen
fiihrt Thapsigargin zur Inhbition der Ca**-ATPase (18). In quergestreifter Muskulatur
wird der Calciumanstieg uUber T-Tubuli, welche unmittelbar in der N&he des
sarkoplasmatischen Retikulums enden, millisekundenschnell vorgenommen. Im
Membrannetzwerk des sarkoplasmatischen Retikulums einer glatten Muskelzelle
wird die Erhohung des zytosolischen Calciumspiegels hauptséchlich Uber einen
Calciumkanal in der Plasmamembran reguliert. In den glatten Muskelzellen kommt
es im Vergleich zu quergestreiften Muskelzellen zu einem langsameren Anstieg der
Calciumkonzentration. Der Calciumeinstrom dauert Sekunden oder sogar Minuten.
Es kommt zu einer sich langsam aufbauenden kontraktilen Spannung (19). Zur
Erregungsauslosung werden zwei Mechanismen, die pharmakomechanische

Kopplung und elektromechanische Kopplung, unterschieden (20). Bei der
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pharmakomechanischen Kopplung kommt es ohne oder nur mit sehr begrenzter
Anderung des Membranruhepotentials zur Aktivierung kontraktiler Proteine. Dies
gelingt tber agonistisch wirksame Substanzen wie Noradrenalin, Phenylephrin (PE),
Histamin, Acetylcholin (Ach), Serotonin und Adenosintriphosphat (ATP). Bei dieser
Form der Erregungsauslosung kann der intrazelluldre Calciumspiegel nicht tber
spannungsabhangige Poren beeinflusst werden. Die Aktivierung der Kontraktion
gelingt hier Uber Einstrdmen von Calcium durch rezeptorgesteuerte lonenkanale
(ROC) oder tber das Freilassen von intrazellularen Calciumspeichern bei sehr hohen
Konzentrationen von Agonisten (21). Die ROC sind aufer fir Calcium auch fir
Kalium und Natriumionen durchgéngig. Bei der elektromechanischen Kopplung wird
die Muskelkontraktion Uber elektrische Membranerregung gesteuert. Die
zytosolische Calciumkonzentration muss dabei geregelt ansteigen (22). Es werden
spannungssensitive Calciumkanéle (VOC) fur den Calciumeinstrom genutzt (21).
Zusétzlich zu den zwei genannten Mechanismen flhrt auch eine Dehnung der glatten
Muskulatur tGber dehnungsabhangige Kationenkanéle, welche Calcium-, Natrium-,
und Kaliumionen passieren lassen, zu einer erhohten Muskelspannung. Calcium kann
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt werden. Um dies zu erméglichen
kommt es zur Aktivierung von zwei fir Calciumionen durchgéngige Kanéle. Ein
lonenkanal des sarkoplasmatischen Retikulums wird durch Inositoltriphosphat (IP3)
aktiviert, der andere durch den Calciumeinstrom selbst. Es kommt zu einer
calciuminduzierten Calciumfreisetzung durch Anregung des Ryanodinrezeptors des
sarkoplasmatischen Retikulums (22). al1-Rezeptor Agonisten wie Angiotensin Il oder
PE induzieren Inositoltriphosphat (IP3. Gebundenes IP; 6ffnet den Calciumkanal
und die intrazellulare Calciumkonzentration steigt an. Somit erfolgt eine
hauptséchlich durch freigelassenes Speichercalcium bedingte Spannungserhéhung
der Muskelzelle. Eine Erhohung der IP3-Konzentration erfolgt iiber ol-
Rezeptoragonisten. Es wird tiber G-Protein-Kopplung mit Phospholipase C aktiviert,
welche Phosphoinositolbisphosphat (PIP,) in Diacylglycerol (DAG) und IP3.. spaltet
(23; 24). PE, ein al-Rezeptoragonist fihrt zur Kontraktion glatter Muskelzellen. Die
Kontraktion Uber al-Rezeptoren basiert auf einem Einstrom von extrazelluldrem
Calcium und einem Einstrom von Calcium aus intrazelluldren Speichern (25). PE

wirkt auf unterschiedliche Subtypen von a1-Rezeptoren. Der a1-Rezeptor Antagonist
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Prazosin wirkt kompetetiv hemmend auf o1-Rezeptor Subtypen (26; 27). In Studien
zeigt sich, dass R-Adrenoceptor Antagonisten wie der unselektive [-Blocker
Propranolol auch Uber einen al-Rezeptor Antagonismus wirksam werden (28). Zur
Relaxation glatter Muskulatur kann es uber Guaninnucleotid-bindendes Protein (G-
Protein) gekoppelte Adenylatzyklase kommen. Uber die Adenylatzyklase kommt es
zur Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP), welches zur
Anregung von Proteinkinase A (PKA) fihrt. Diese regt die Ca®*-ATPase des
sarkoplasmatischen  Retikulums an und es folgt eine verminderte
Calciumkonzentration im Zytosol. In glatter Muskulatur wird Calcium im
sarkoplasmatischen Retikulum an Calcireticulin gebunden (29). Auch Gber Bildung
von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) und Aktivierung von Proteinkinase

C (PKC) kann es zu einer Relaxation kommen (30).

Intrazellulare Mechanismen der Steuerung des Gefaldtonus

Die langen spindelférmigen Zellen glatter Muskulatur sind dicht gepackt, bestehend
aus dicken Myosinfilamenten und dinnen Aktinfilamenten. Die Filamente befinden
sich als Bundel an Verdichtungszonen (dense bodies) im Zytosol. Dense bodies
erfillen die Aufgabe der Verankerung von Plus-Enden von Aktinfilamenten und
verhindern an diesen Enden somit eine Depolymerisation. Das andere Ende der
Aktinfilamente ist an Adhdsionsplaques gebunden. Adhasionsplaques liegen nahe der
Plasmamembran der glatten Muskelzelle und kénnen, tber das in ihnen enthaltene
Vincullin, Aktinfilamente an bestimmten Membranstellen verankern (19). Die
kontraktile Aktivitat glatter Muskelzellen wird Uber die Calciumkonzentration
reguliert. Veranderungen der Calciumkonzentration werden (ber das Zielprotein
Calmodulin, welches vier Calciumionen bindet und so zum Calcium/Calmodulin
Komplex wird, registriert und via Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase
(MLCK) an den kontraktilen Apparat der glatten Muskelzelle weitergeleitet (17; 22).
Die MLCK phosphoryliert die regulierenden (20 kD) Leichtketten des Myosins am
Serin 19 und initiiert eine Kontraktion (31). Bei der Kontraktion werden Aktin-
Myosin-Filamente unter ATP-Spaltung gegenseitig verschoben (32). Die Relaxation
erfolgt bei sinkender Calciumkonzentration. Die Calciumkonzentration wird durch
die Ca®*-ATPase und einen Na*/Ca®*-Austauscher, welche sich in der Zellmembran
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befinden, gesenkt. Leichtketten-Myosin wird Uber die Myosin-Leichketten
Phosphatase (MLCP), ein Heterotrimer aus einer katalytischen Untereinheit, einer
Untereinheit von 20 kD mit unbekannter Funktion und einer regulierenden
Untereinheit, welche als Ziel der MLCP Myosin festlegt (15), dephosphoryliert (33;
34), wenn der Calcium/Calmodulin-Komplex nicht mehr gebildet wird. Myosin kann
sich nicht mehr an Aktin binden. Es kommt zu einer Relaxation (22). Aktivierung
von Rho Proteinen (Rho GTPasen) fuhrt zu einer Erhéhung der Calciumsensitivitét
von Myosin (Myosin 1) glatter Muskelzellen. Die Calciumsensitivitat glatter
Muskelzellen stellt sich auch in der Aktivitatsrate der MLCP und der MLCK dar
(35). Eine Relaxation wird durch zyklische Nucleotide wird durch G-Protein
gekoppelte  Rezeptoren oder Uber  Stickstoffmonoxid (NO) aktivierte
Guanylatzyklasen hervorgerufen. Sekundére Botenstoffe bewirken eine Relaxation
von glatten Muskelzellen Gber einen verminderten Calciumeinstrom und damit eine
vermehrte Calciumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum und eine
verminderte Sensitivitdt der Myofilamente. Das Zusammenspiel von Aktin und
Myosin ist zusatzlich reguliert Gber die an dinne Aktinfilamente gebundenen
Proteine, Caldesmon und Calponin. Zur Rho Proteinfamilie gehdrende Kkleine
GTPasen und die Rho-Kinase haben sich als Regulatoren der Kontraktion glatter
Muskelzellen herausgestellt. Wenn keine Aktivitat der glatten Muskelzelle vorliegt,
liegt Rho an Guanosindiphosphat (GDP) gebunden, im Zytosol in inaktiver Form
vor. Dieser Zustand wird durch Guaninnucleotid-Dissoziationsinhibitoren (GDI)
gewdhrleistet. Bei Aktivierung von Rho Proteinen durch rezeptorassoziierte
Tyrosinkinasen, G-proteingekoppelte Rezeptoren und Calcium wird Rho vom
Zytosol in die Zellmembran gefuhrt. Dort wird die Bildung von Guanosintriphosphat
(GTP) aus GDP vorangetrieben. Rho bewirkt in aktivierter Form eine
Calciumsensitivierung tber verminderte Aktivitat der MLCP. Es kommt tber Rho
Proteine auch zur Aktivierung von Rho assoziierter Proteinkinase (ROK), welche
auch auf die MLCP und beispielsweise Calponin wirkt. Rho Proteine haben auch
Wirkung auf das Remodeling von Aktinfilamenten (15). Bei Knock-out-Mausen, die
keine ROK besitzen, zeigt sich eine normale durch PE induzierte Kontraktion, die
bei anderen al-Rezeptor Agonisten wie Angiotensin Il und Endothelin durch die
fehlende ROK gemindert ist. Dies spricht fur eine von ROK unabhédngige
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Kontraktion durch PE (27). Die al-Rezeptor-gekoppelte Kontraktion in
Muskelzellen erfolgt Gber G-proteine. Es kommt zur Stimulation von Phospholipase
C, welche die Bildung von IP; und DAG aus PIP, ausfihrt. Durch IP; und DAG
kommt es zur Freilassung von Calcium aus nicht mitochondrialen intrazellularen
Speichern und zur Aktivierung von PKC (23; 24).

Schematisierte Darstellung der Regulation glattmuskularer Kontraktion (36; 37):

spannungssansitive
Kazlineiznal uand rezeptorgesteusre

Calcivakandle Agonisten (PE, Angiotenzin I Endothatin) $Q22.536
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relaxisrt axtiv inaktiv

Abbildung 1 Regulation glattmuskularer Kontraktion vereinfacht

Membranpotential

Das Membranpotential der Arterienwand glatter Muskelzellen ist ein wichtiger
Regler des GefaBRtonus. Anderungen des Membranpotentials von wenigen Millivolt
(mV) konnen den Blutgefalidurchmesser  erkennbar beeinflussen.
Membranpotentialdanderungen beeinflussen spannungsgesteuerte Calciumkanale und
den dariber gesteuerten Calciumeinstrom, den Calciumeinstrom aus intrazellularen
Speichern und die Sensitivitat des kontraktilen Apparats (38). Glatte Muskelzellen
von Arterien und Arteriolen haben in vitro, bei zugrunde gelegtem intravasalen

Normaldruck, ein stabiles Membranpotential von -40 mV und -60 mV. In vivo
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betragt das Membranpotential -40 mV bis -55 mV. Hauptverantwortlich fur das
Membranpotential sind Kaliumionen (K*). Auch Chloridionen (CI") beeinflussen das
Membranpotential. Das Gleichgewichtspotential von K* liegt bei -85 mV, das von
ClI" bei -31 mV. Arterien haben stabile oder sich langsam &ndernde
Membranpotentiale von -40 mV bis -60 mV (37).

lonenkanéle

Glatte Muskelzellen von GefélRen exprimieren mindestens vier verschiedene
Kaliumkanale (Ky, Kca, Kir, Katp), €in bis zwei spannungssensitive Calciumkanéle
(VOC), rezeptorgesteuerte Calciumkanéle (ROC), speicherabhdngige Calciumkanéle
(SOC), dehnungsabhangige Kationenkandle (SAC) wund 2zwei oder mehr
Chloridkanale in ihrer Plasmamembran. Uber die Calciumstromregulation und
Aufrechterhaltung des Membranpotentials sind lonenkandle am Aufbau und der
Regulation des GefaRtonus beteiligt. Bei den VOC konnen Dihydropyridin-sensitive
L-Typ Kandle, dominant in den meisten GeféaBmuskelzellen, und T-Typ Kanéle,
uberwiegend mit Schrittmacherfunktion, unterschieden werden (38). Weitere
Untergruppen der VOC, Purkinje-, Neuronale- und Calciumkanéle vom Residualtyp,
befinden sich in verschiedenen Zellen des Nervensystems (39).

Kaliumkanéle

Kaliumkanéle haben eine Aufgabe bei der Kontrolle des vaskuldren Tonus und der
Zellproliferation. Es gibt Beweise fiir Unterschiede der Anordnung von
Kaliumkandlen in verschieden Regionen arterieller Segmente. Dies konnte
unterschiedliche Reaktionen der einzelnen Arterientypen auf Hypoxie, vasoaktive
Substanzen oder Wandverletzungen erklaren (40). Es werden vier unterschiedliche
Typen von Kaliumkanélen in glatten Muskelzellen von Arterien beschrieben. Zu
diesen zdhlen spannungsabhdngige Kaliumkandle (Ky), calciumaktivierte
Kaliumkandle (Kc,), Einwartsgleichrichter-Kaliumkanéle (Kgr) und ATP-sensitive
Kaliumkandle (Katp) (37). Kaliumkanédle werden durch physiologische
Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren moduliert. VVasokonstriktoren hemmen und
Vasodilatatoren erhdhen die Aktivitat der Kaliumkanéle (41). Bei erhohter Aktivitat
wird das Membranpotential in negativere Bereiche verschoben. Beim Offnen des

Kanals resultiert eine Hyperpolarisation aus dem nach auflen gerichteten
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Kaliumionenstrom (38). Es kommt zum Schliefen von Calciumkanélen und zur
Vasodilatation (42). Die Hauptaufgaben von Kaliumkanalen in glatten Muskelzellen
sind das Ruhemembranpotential aufrecht zu erhalten, eine Hyperpolarisation zu
induzieren, die Reaktion auf bioaktive Substanzen und die Bahnung der
Repolarisation nach Aktionspotentialen (43). Ky, welche von 4-Aminopyridin (4-
AP) inhibiert werden, werden bei einem Schwellenpotential ab -30 mV aktiviert. Bei
anhaltender Depolarisation kommt es zur Inaktivierung. Kc, werden auBer durch
Calcium auch durch eine Membrandepolarisation aktiviert (37). Es kann bestétigt
werden, dass diese Kanéle zum Einhalten des Ruhemembranpotentials beitragen. Bei
Blockierung der Kc, mit Tetraethylammoniumchlorid (TEA), Iberiotoxin oder
Charybdotoxin, welches wie TEA bei hohen Konzentrationen auch Einfluss auf Ky

aufweist (44), kommt es zur Membrandepolarisation und Vasokonstriktion.

Schema der Mechanismen der glattmuskularen Kontraktion mit Ky und Kc, (37):

Druclk und Vasolkonstrildtoren
|

Membrandepolarisation

l
Offung —

spannungssensitiver Charybdotozin
Calciumkanile
l

Anstieg L
itrazellulirer ——— Offng K,
Calcimmsiegel

la
Zunahme des Tonus
glatter Muskelzellen

Abbildung 2 Glattmuskulare Kontraktion Einfluss von Ky und K¢,

Kir beginstigen einen in das Zellinnere gerichteten Kaliumstrom und wirken damit

einer Negativierung des Membranpotentials entgegen. Es ist wenig tber die Rolle
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dieser Kanale im Hinblick auf das Membranruhepotential bekannt. Katp verschlief3en
sich bei ansteigender intrazellularer ATP Konzentration und werden durch ADP
aktiviert. Andere hormongesteuerte oder medikamentos bedingte
Regulationsmechanismen, die mdoglicherweise physiologisch eine Rolle spielen,
greifen ebenfalls in die Regulation ein (37). Glibenclamid, ein selektiver
KatpBlocker, verursacht in Arteriolen verschiedener Spezies, auch beim Menschen,
eine Vasokonstriktion. In verschiedenen Studien zeigt sich, dass Katp Agonisten wie
Cromakalim und Pinacidil Arteriolen dilatieren (38). Die Kaliumkanalmodulation hat
uber ihre Effekte auf das Membranpotential und den Muskeltonus Einfluss auf die
Regulation des Blutflusses in GefaRen (41).

Regulation des intrazellularen Calciumspiegels

Ein wichtiger biochemischer Faktor zur Beeinflussung des Kontraktions-
Relaxationsprozesses von glatten Muskelzellen ist die sich &ndernde intrazellulére
Calciumkonzentration. Das intrazelluldre freie Calcium bestimmt maRgeblich den
GefaBtonus. Eine Depolarisationswelle 6ffnet langsame Calciumkandle, die kleine
Mengen Calciumionen in die Zelle einstromen lassen. Durch den Calciumeinstrom in
das Zellinnere werden Calciumspeicher des sarkoplasmatischen Retikulums zur
Freilassung grolRer Mengen gespeicherten Calciums veranlasst. Der Calciumstrom in
das Zytosol hinein und hinaus wird ber drei Hauptmechanismen reguliert. Dazu
gehdéren VOC, welche durch eine Depolarisationswelle gedffnet werden, ROC,
Kaliumkanale und die Na'/Ka'-ATPase-Pumpe. Eine Offnung der Kaliumkanale
sowie auch der Na'/Ka'-ATPase-Pumpe ermdglicht das Herausstrdmen von Kalium
aus dem Zytosol. So wird eine Hyperpolarisation bewirkt, die den Calciumeinstrom
durch Calciumkanéle verhindert. Die massive Ausschittung von intrazelluldren
Speichern des sarkoplasmatischen Retikulums erfolgt tber zwei unterschiedliche
Kanéle, den ryanodinsensitiven Rezeptor und den IP3;-Rezeptor (45). Das
Membranpotential hat zusétzlich zum Calciumstrom Einfluss auf IP; und die
Sensitivitat des kontraktilen Apparats (38). Zudem uben auch dehnungsabhéngige
Kationenkanéle und ein Durchsickern von lonen durch die Zellmembran Einfluss aus
(46). Im Zytosol befinden sich verschiedene Proteine und anorganische
Verbindungen, die Calcium puffern (47). VOC werden uber verschiedene
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Signalsysteme beeinflusst. Sie werden stimuliert Gber Vasokonstriktoren, die den
Signalweg der Proteinkinase C (PKC) aktivieren. Vasodilatatoren, welche die
Produktion von cAMP Uber Adenylatzyklase anregen, werden als Aktivatoren oder
Inhibitoren identifiziert (48). Experimentell ergibt sich SQ 22,536 als Inhibitor der
Adenylatzyklase (49). Eine Inhibition der Kanéle wird durch die Aktivierung cGMP-

abhéngiger Proteinkinase oder einen intrazellularen Calciumanstieg bewirkt (38).

Endothelabhangige GefalRtonusregulation

Endothelzellen, welche vaskuldre glatte Muskelzellen umgeben konnen den
Gefaltonus beeinflussen. Hauptsachlich wird dieser Einfluss durch Endothelium
derived relaxing factor (EDRF), als NO identifiziert, bedingt. NO wird aus L-Arginin
gebildet (50). NO wird aus L-Arginin gebildet. Es kann tber den Entzug von NO
zum Anstieg von vaskonstriktorisch wirkenden Peptiden wie Angiotensin Il oder
Endothelin-1, ber den Anstieg von Sauerstoff induzierten freien Radikalen oder
Metabolite wie Arachidonsdure und dann Prostaglandinen zur Vasokonstriktion von
GefaBen kommen (51). Prostaglandine gehdéren zu den Prostanoiden, welche
Metabolite der Arachidonsdure darstellen. Die Spaltung erfolgt tiber Cyclooxygenase
1 oder 2 (COX-1/2). Die Rezeptoren, welche die Wirkung der Prostaglandine
weiterleiten teilen sich in acht Subtypen auf. Verschiedene Prostaglandine weisen
unterschiedliche Affinitaten zu den Rezeptoren auf. Prostaglandin F,, weist eine
hohe Affinitdt zum FP-Rezeptor auf (52). Arachidonsdure fuhrt Gber Endoperoxid-
Thromboxan A, Rezeptoren zur Vasokonstriktion. Uber die Bildung von
Superoxidanionen durch das Endothel, die ,wenn nach auRen diffundiert, COX-1 zur
Bildung von Endoperoxiden aus Arachidonsdure anregen, kann der
Thromboxanperoxid-Rezeptor glatter Muskelzellen aktiviert werden (51). Die
Aufgabe der endothelialen NO-Synthase (eNOS, NOS IlI)) besteht im
Elektronentransport von NADPH zu H&m. Am Ham-Molekil wird L-Arginin zu L-
Citrullin und NO oxidiert. Das Reaktionsprodukt Peroxynitrit (ONOQO") aus NO und
Disauerstoff (O™*) kann eine Entkopplung der Sauerstoffreduktion von der NO-
Bildung mittels eNOS bewirken. ONOO"™ oxidiert Tetrahydrobiopterin (BH4) zu
Quinonoid 6,7-[8H]-H,-Biopterin (BH,). Bei kardiovaskularen Erkrankungen besteht

ein verminderter Spiegel von BH,. Das Vorhandensein von NO und eNOS
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korrelieren mit dem BH,-Spiegel (53). Die eNOS ist ein Enzym, das von der
intrazellularen Calciumkonzentration in Endothelzellen reguliert wird. eNOS wird
experimentell beispielsweise von N(G)-nitro-L-arginine methylester (L-NAME)
inhibiert (51). Wenn der Calciumspiegel durch erhohte Scherkrafte oder
endothelabhéngige Vasodilatatoren wie Acetylcholin (Ach) (54), Bradykinin oder
Katecholamine ansteigt, kommt es zur vermehrten NO-Produktion und einer
Inhibition der Kontraktion von unter der Endothelzelle vorhandenen glatten
Muskelzellen. NO diffundiert in die glatten Muskelzellen und stimuliert l6sliche
Guanylatzyklase (solGC). Diese produziert mehr cGMP. Effekte durch den Entzug
von NO konnen durch danach produzierte vasoskonstriktorisch wirkende Peptide
bedingt sein (55). 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) ist ein
Inhibitor der Gber NO stimulierten solGC, der bei hohen NO-Konzentrationen jedoch
eine verminderte Wirkung aufweist (51; 56). Weitere NO-Synthasen befinden sich in
Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems (nNOS, NOS 1) und
unterschiedlichsten Korperzellen nach Induzierung Uber Lipopolysaccharide oder
Zytokine (iNOS, NOS 1) (53).
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NO Einfluss auf den Tonus glatter Muskulatur abgewandelt nach Conti et al. (57):
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Abbildung 3 Einfluss von NO auf Tonusregulation glatter Muskulatur

Lipidsenkende Medikamente

Lipidsenkende Medikamente sind einige der am meisten verschriebenen
Medikamente unserer heutigen Zeit. Sie werden in der Therapie von Dysipiddmien
genutzt. Dyslipiddmie genauer eine Kombination aus Erhéhung der Konzentrationen
der Lipoproteine Kkleiner Dichte (LDL), von LDL-Cholesterin und Triglycerid (TG)-
Konzentrationen und verminderte Spiegel von Lipoproteinen hoher Dichte (HDL)
sind als kardiovaskuldre Risikofaktoren beim Menschen bekannt (58). Die
verschiedenen Gruppen von lipidsenkenden Medikamenten, welche eine reduzierte
Synthese und vermehrten Abbau von
(HMG-CoA)-Reduktasehemmer,

(Fibrate), Nikotinsdure und deren Analoga, Gallensdurederivate, einen pflanzlichen

LDL bewirken, umfassen 3-Hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoenzymA- Fibrinsaurederivate
Lipidsenker, Sitosterin, und Ezetemib (59; 4). Die Wirkung einiger Lipidsenker
beruht auf einer verminderten Cholesterinresorption im Darm andere wirken auf

zellulé&rer Ebene nach Resorption des Cholesterins (59).
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HMG-CoA-Reduktasehemmer

HMG-CoA-Reduktasehemmer oder Statine hemmen kompetitiv den die
Geschwindigkeit bestimmenden Schritt der Cholesterinbiosynthese, die Bildung von
Mevalonat aus HMG-CoA. Die Isoprenoide Farnesylpyrophosphat und
Geranylgeranylpyrophosphat, Mediatoren der Proteinprenylation und Grundlage fir
die Bildung von Cholesterin, werden durch HMG-CoA-Reduktasehemmer
vermindert gebildet (60; 61). Es kommt zu einem intrazelluldren Cholesterinmangel
und zu einer gesteigerten LDL-Rezeptoranzahl auf der Zelloberflache. Es wird dann
mehr LDL-Cholesterin aus dem Plasma aufgenommen. Mit dem LDL-Cholesterin
aus dem Plasma wird der Cholesterinbedarf der Zelle gedeckt. Uber Stimulation von
Peroxisomen-Proliferator-aktivierte-Rezeptoren-o.  (PPAR-a) und  nukleédre
Transkriptionsfaktoren kommt es in Zellkulturexperimenten zu einem HDL Anstieg
durch HMG-CoA-Reduktasehemmer. Statinen werden antioxidative,
antithrombotische und vaskuloprotektive ~ Wirkungen zugeschrieben (62).
Hauptangriffspunkte der durch Statine beeinflussten Proteinprenylation sind kleine
GTPasen wie Rho-GTPasen (ubergeordnet Ras-Familie) und untergeordnet
beispielsweise  Rac-GTPasen.  Geranylgeranylation von Rho  vermittelt
Lipidverankerung in Membranen und die Aktivierung von ROK. Rac ist einbezogen
in die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Da der Mevalonatkreislauf in
Endothelzellen, glatten Muskelzellen und anderen Zellen vollzogen wird, lassen sich
daruber einige Effekte von Statinen erklaren (60). Simvastatin gehort zu den als Typ
1 bezeichneten Statinen, die neben dem HMG-Modul einen hydrophoben Anteil
besitzen. Das HMG-Modul der Statine bindet an HMG-CoA der HMG-CoA-
Reduktase. An der Nicotinamiddinucleotidphosphat-(NADPH)-Bindungsstelle der
HMG-CoA Reduktase bindet kein Statin (61). GefaRrelaxierende Effekte von
Simvastatin werden in verschiedenen Studien untersucht. Dabei ergibt sich, dass tber
NO-Erhalt, Calciumkonzentrationskontrolle und G-Proteine ein Einfluss auf den
Gefaltonus ausgetibt werden koénnte (7; 63; 5; 64; 9). Statine verbessern die
GefaliBendothelfunktion und reduzieren vaskulare Entziindungsprozesse und
oxidativen Stress (60). In Studien deutet sich, auBer der cholesterinsenkenden
Wirkung von Statinen, auch ein positiver Effekt im Hinblick auf kardiovaskulére
Erkrankungen an (60; 65; 66; 67; 68).
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Schema Strukturformel Prodrug Simvastatin nach Endo A. (69):

Abbildung 4 Strukturformel Simvastatin

Fibrate

Fibrinsurederivate sind Uber die agonistische Wirkung an nukledren
Transkriptionsfaktoren PPAR-a, PPAR-B/6 und PPAR-y in die Regulation des
Lipidmetabolismus involviert. Sie nehmen Einfluss auf den TG-Stoffwechsel und
modulieren die LDL-Gr6Re und Untergruppen. Atherogene Dyslipiddmie wird tber
einen HDL-Anstieg bei Fibrattherapie beeinflusst. Fibrate haben Effekte auf
Adipokine, Entziindung und oxidativen Stress (58). Bezafibrat und Gemfibrozil
wirken nicht wie Fenofibrat nur auf PPAR-a sondern haben ein relativ weites
Wirkspektrum auch auf PPAR-B/6 und PPAR-y (70). Fenofibrat wird in der
Reduktion mikrovaskularer Komplikationen als effektiv angesehen (71). Fenofibrat
verbessert in Versuchen die endotheliale Funktion von zu Widerstandsgeféalien
zahlenden Arterien durch verminderte Expression von Cyclooxygenase 1 und 2 und
verminderte Bildung von Thromboxan 2 in gealterten Ratten (113-114 Wochen alt)
(11). Bezafibrat ist effektiv in der Reduktion einer Claudicatio intermittens und
vermindert nachgewiesen den Blutglukosespiegel, den HbAlc Wert, die
Insulinresistenz und die Inzidenz von Diabetes mellitus Typ 2 beim Menschen (71).
Bei intravendser Bolusinjektion des Fibrats Gemfibrozil sind schnelle Reduktionen

des arteriellen Druckes bekannt (12). Bei einer Studie am Menschen mit Einsatz von
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Gemfibrozil erfolgt durch verénderte Lipoproteinspiegel eine Reduktion der Inzidenz

koronarer Herzerkrankungen (72).

Schema Strukturformel Bezafibrat nach Kleemann et al. (73):
0 COOH
k N /\
H

Abbildung 5 Strukturformel Bezafibrat

Cl

Isotonische Myotonometrie an Aortenringsegmenten

Im isolierten Organbad kénnen Mechanismen der Zellsteuerung und Regulation auch
bei glatten Muskelzellen, in diesem Fall dann Mechanismen von Kontraktion und
Relaxation, untersucht werden. Es kann Uber Abgreifen von Spannungsénderungen
der Muskelzellen eines Gefélles zu einer Widerstandsanderung am Messsystem
kommen. Die Veranderungen werden bei der isotonischen Myotonometrie tber einen
Kraftwandler abgegriffen. Ein Aortenringsegment hat eine zylindrische Réhrenform.
Der durch diese zylindrische Réhre erzeugte Widerstand unterliegt dem Gesetz von
Hagen-Poiseuille (8nL)/(7tr4). Die einzelnen Variablen sind 1, die Viskositit, L, die
Lange der zylindrischen Rohre und r, der Radius des GefalRes. Schon Kkleine
Anderungen des GefaRradius durch Anderungen der Muskelspannung fiihren zu

starken Veranderungen des Gefalwiderstands (74).

Grundlagen des Experimentenprotokolls

Diese in vitro Studie dient zur Untersuchung von zwei lipidsenkenden Substanzen,
welche als Medikamente bereits beim Menschen eingesetzt werden. Die Substanzen
werden im Hinblick auf den Einfluss auf den GefaRtonus von Aortenringsegmenten
von thorakalen Abschnitten der Rattenaorta untersucht. Es werden Dosis-
Wirkungskurven durch ansteigend gegebene Konzentrationen der Substanzen

erzeugt. Die Substanzen werden bei Aortenringen mit einem Basaltonus gemessen.
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Bei weiteren Versuchen wird eine Prikontraktion mit einem a;-Rezeptoragonisten
(75), mit Erhdéhung der Kaliumkonzentration (76) oder mit Prostaglandin F,, (77)
hervorgerufen. Die Versuche werden auch bei Aortenringen ohne Endothel
durchgefihrt. Darlber kann eine eventuelle Endothelabhéngigkeit vasoaktiver
Effekte mitbeurteilt werden. Es wird auch mit verschiedenen Rezeptorantagonisten
oder Blockern von intrazelluldren Signalwegen inkubiert (30 Minuten). Genauer
werden Adrenozeptorantagonisten, Hemmer des NO-Signalweges, zusatzlich auch
der Adenylat- und Guanylatzyklase, und Kaliumkanalblocker genutzt. Auch hier
erfolgt die Prifung vasoaktiver Effekte der untersuchten Substanzen. Gibt es eine
Anderung in der erzeugten Dosis-Wirkungskurve gibt es eine Interaktion zwischen
der genutzten Substanz und dem blockierten Mechanismus. Bei den weiteren
Versuchen erfolgen eine Inkubation mit den zwei Testsubstanzen und danach eine
Kontraktion mit erhohter Kaliumkonzentration. Ist eine verdnderte Dosis-
Wirkungskurve sichtbar, liegt dies an einem Einfluss auf Kaliumkandle bedingt

durch die inkubierte Substanz.
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Ziel dieser Arbeit

Die Problemstellung dieser Arbeit ist die Ursachen geféalirelaxierender oder
stabilisierender Wirkungen von Simvastatin und Bezafibrat (jeweils als
Reinsubstanz) tber Nutzung oder Inhibition bestimmter glattmuskularer Signalwege
in Rattenaortensegmenten genauer zu definieren. Auch die Rolle des Endothels wird
dabei untersucht.

Als Arbeitshypothese gilt, dass Simvastatin und Bezafibrat den Tonus glatter
Muskulatur von GefaRen durch den Einfluss auf Signalwege in glatten Muskelzellen
und durch den Einfluss auf das Endothel direkt beeinflussen.

Als Nullhypothese wird angenommen, dass die untersuchten Substanzen,
Simvastatin und Bezafibrat, keine Effekte auf die untersuchte glatte Muskulatur von

Rattenaorten auslosen.

Die Experimente werden in vitro an Rattenaortensegmenten durchgefiihrt. Es wird
das System der pharmakomechanischen Kopplung, tber den a;-Adrenozeptoragonist
PE (21) und Prostaglandinrezeptoragonist Prostaglandin F,,, und das System der
elektromechanischen Kopplung, tiber Erhdhung extrazellularen Kaliums, untersucht.
Auch die Inhibition der pharmakomechanischen Kopplung (26; 27; 28) und der
elektromechanischen Kopplung (37; 38; 44) wird Uber Blockierung der jeweiliger
Rezeptoren oder Kanéle gewdhrleistet. Die durch das Endothel beeinflusste
Tonusregulation der glatten Muskelzellen wird ebenfalls untersucht (51; 54).

Als primarer Messpunkt wird die Spannungsanderung der glatten Muskulatur
genutzt. Dazu wird eine Konzentrations-Antwort-Kurve mit der logarithmierten
mittleren effektiven Konzentration (pEC 50) als Messpunkt abgelesen.

Der Grundtonus, die Vorkontraktion, die Maximalspannung und mit Substanzgaben
oder Inkubation und ansteigender Konzentration erzeugten Konzentrations-Antwort-
Kurven mit einzelnen Substanzkonzentrationen ergeben sekundare Messpunkte.
Hinzugezogen wird auch der Einfluss mit oder ohne Endothel und die Inhibition
verschiedener Rezeptoren oder Kanale Gber inhibitorisch wirksame Substanzen. Bei
Inhibition eines Rezeptors und anschliefender Verschiebung der Konzentrations-

Antwort-Kurve einer getesteten Substanz im Vergleich zum Test ohne Inhibition, ist
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ein Einfluss der getesteten Substanz auf den blockierten Rezeptor wahrscheinlich.
Bei gleicher Konzentrations-Antwort-Kurve ist ein Einfluss nicht wahrscheinlich.
Bei Substanzgabe und Kontrollkontraktion ohne Substanz ist mit verschobener
Kurve eine Wirkung der Substanz auf den zur Vorkontraktion genutzten Signalweg
der Muskelzelle wahrscheinlich. Kommt es zu einer Linksverschiebung der
Konzentrations-Antwort-Kurve, entspricht dies einer erhdhten Sensitivitét der glatten
Muskelzellen. Bei einer Rechtsverschiebung der Konzentrations-Antwort-Kurve

besteht eine verminderte Sensitivitat der glatten Muskelzellen.

Somit ergeben sich die folgenden Fragen:

Koénnen in Studien angedeutete gefélrelaxierende Effekte des HMG-CoA-
Reduktasehemmers Simvastatin und des PPAR-Agonisten Bezafibrat (5; 6; 7; 8; 9;
10; 11; 12) auf die glatte Gefalmuskulatur unter den angewendeten

Untersuchungsbedingungen bestétigt werden?

Bewirkt die Gabe kumulativer Dosen von Simvastatin und Bezafibrat an durch o-
adrenerg, Prostaglandin induziert oder Kalium induziert prékontrahierten
Rattenaortensegmenten Dilatationen, also relaxierende Effekte an glatter

GefaRmuskulatur?

Kommt es bei Kontraktionsexperimenten durch Inkubation von Simvastatin oder

Bezafibrat zur verminderten Sensitivitéat der glatten GefaBmuskulatur?

Auf welchen Signalkaskaden und Rezeptoren oder Kandlen beruhen Effekte von
Simvastatin und Bezafibrat auf den Gefalitonus? Gibt es einen Einfluss von

Kaliumkanalen?

Lassen sich durch das Endothel beeinflusste Effekte im Hinblick auf NO und
intrazellulare Signalwege mit cGMP und cAMP auf die Kontraktilitit mit den

untersuchten Substanzen feststellen?
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Material

Verwendete Chemikalien und Medien

Chemikalien und Medien

Hersteller

Acetylcholine chloride (Ach)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

4-Aminopyridine (4-AP)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

Agqua

B. Braun, Melsungen

Bezafibrate

Sigma Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Calciumchlorid (CaCl,)

Sigma Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

Charybdotoxin

Sigma Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Gasgemisch (95% O, / 5% CO,)

Linde, technische Gase, Deutschland

Glibenclamide

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Glucose

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

N(G)-nitro-L-arginine-methylester
hydrochloride (L-NAME)

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Magnesiumchlorid (MgCl,x6 H,0)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

Methanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

1H(1,2,4)Oxadiazolo(4,3-
a)quinoxaline-1-one (ODQ)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

Phenylephrine hydrochloride (PE)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Prazosin hydrochloride

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

(R)-(+)-Propranolol hydrochloride

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Prostaglandine F2a tris salt

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Simvastatin

Sigma Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

9-(Tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-
amine (SQ 22,536)

Sigma Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

Tetraethylammonium chloride (TEA)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

Steinheim

Trapanal

Altana Pharma, Deutschland

Venlafaxine hydrochloride

Sigma Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Medien
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Gerate und Labormaterialien

Gerate und Labormaterialien

Hersteller

BD Plastipak Insulinspritze 1 ml

Becton Dickenson S.A., S. Augustin del
Guadalix, Madrid, Spanien

BD Microlance 3 Kanilen 24 G

BD Drogheda, Irland

Glasmaterialien

Schott, Mainz

isometrischer Kraftibermittler
IT1-25

EMKA Technologies, Paris, Frankreich

NEOJECT Einmalkanilen 20 G

Dispomed Witt DHG , Gelnhausen,
Deutschland

Pipetten, einstellbar

Abimed, Dusseldorf

Pipettenspitzen

Ratiolab, Dreieich

ReaktionsgefaRe, Kunststoff

Eppendorf, Hamburg

Schreiber Papierrolle

Hugo Sachs Elektronik, Freiburg,
Deutschland

Schreiber, Rikadenki-multipen-

recorder R 50-Serie

Hugo Sachs Elektronik, Freiburg,
Deutschland

Verstarker STA 2808

EMKA-Technologies, Paris, Frankreich

Tabelle 3: Gerate und Labormaterialien

Software
Programm Hersteller
Excel 2010 Microsoft Corporation USA

Graph PadPrism 5

GraphPad Software, San Diego, USA

Primer of Biostatistics 2012

McGraw Hill Professional, USA

Word 2010

Microsoft Corporation USA

Tabelle 4: Software
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Methoden

Tiere

Die Eingriffe an Tieren werden nach den Richtlinien fir Tierversuche der Ernst-
Moritz-Arndt Universitat sowie mit Beachtung der aktuellen Tierschutzgesetzgebung
der Bundesrepublik Deutschland durchgefihrt.

Die Zahl der Tiere in den Versuchsgruppen wird kleinstmdglich gehalten. Der sich
ergebende Bedarf an Tieren bezogen auf die gesamten Versuche bemisst 56
weibliche egal Ratten (BioTechnikum, Greifswald, Germany). Das Korpergewicht
der Ratten bewegt sich in einer Spanne von 193-295 Gramm. Die Haltung der Tiere
erfolgt unter freiem Zugang zu Kleintiernahrung, Wasser und bei einem auf 12
Stunden genormten Tag-Nacht-Rhythmus. Die GréRe der Tierk&fige bemisst 800 cm
fir maximal 3 Ratten. Als Einstreu wird Lignocel® Hygienic Animal Bedding

genutzt.

Praparation

Die Ratten werden jeweils mit intraperitoneal injiziertem Trapanal® 100 mg/kg KG
narkotisiert und die Narkosetiefe mittels Setzen von Schmerzreizen an Schwanz und
Pfote Uberpruft. Nach Eroffnung der Bauchhoéhle wird die Aorta abdomnalis
durchteilt. Dies fuhrt zum Ausbluten der Ratte. Der Hals wird erdffnet und die
Trachea der Ratte aufgesucht. Am eroffneten Thorax wird nach Verfolgung der
Trachea das Herz-Lungen-Paket abgetrennt. Die Aorta thoracica wird am
beginnenden Aortenbogen von diesem gelést und in Krebs-Henseleit-Losung
(Tabelle 5: Krebs-Henseleit-Ldsung) gewaschen. Vom Schnitt in die Bauchaorta bis
zum Einbetten der entfernten Thorakalaorta in Krebs-Henseleit-Losung vergehen
nicht mehr als 15 min, sodass die ausbleibende N&hrstoffversorgung nach dem
Ausbluten nicht zur Zellverendung flihren kann.

Die Aorta wird, nach leichter Fixierung an den Schnittenden und Entfernung von
anhaftendem Gewebe, in acht circa 2 mm breite Ringe geteilt. Je nach
Versuchseinteilung wird das Endothel der Aortenringe belassen oder mit einer
fadenumwickelten Nadel entfernt.
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Versuchsablauf

Die Aortenringe werden auf den zwei Haken des Messsystems (Kraft-Ubermittler,
ITA-25, EMKA Tech., Frankreich) aufgeschoben. Ein isometrischer Kraftiibermittler
erfasst die Kraft am oberen Haken des Messsystems. Uber einen Mikromanipulator,
verbunden mit dem oberen Haken, kann die Muskelspannung des Aortenrings in
vertikaler Richtung verdndert werden. Empfangene elektrische Signale werden
verstarkt (STA 2808, EMLA Tech., Frankreich) und mit einem Schreiber (Rikadenki
multipen recorder, R 50- Serie, Hugo Sachs Elektronik Freiburg, Deutschland)
aufgezeichnet.

Schema des allgemeinen Versuchsprotokolls (78):

HI.TM

E.I:l = —

2 E &

in = =

—

Eontrolle Eontrolle: T T T
Intaktheit: Phenvlephrin 0,5 phd
Phenvlephrin Acetvlcholin-Test 5 phd
0.5 phd t

Abbildung 6 Schematisiertes Versuchsprotokoll
vertikale Achse: Spannung (Tmax = maximale Spannung), horizontale Achse: Zeit (t)

In der Stabilisierungsphase werden die Aortenringe in Umgebungstemperatur in das
Geféallbad, bestehend aus Krebs-Henseleit-Lésung (siehe Tabelle 5), eingebracht.
Dabei werden sie auf eine Kraft von 1 Gramm (10 mN) vorgespannt, um vor dem
Abrutschen von fixierenden Haken geschiitzt zu sein. Das Bad wird mittels

Thermostat und angeschlossener Umwaélzpumpe auf 37 °C erwérmt und mit einem
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Gasgemisch (95% O, / 5% CO,) besprudelt, um eine gleichmé&Rige Verteilung
zugegebener Substanzen, einen konstanten pH-Wert von 7,4 und ausreichende
Sauerstoffversorgung der Aortenringe zu gewahrleisten. Ein Reservoirbehalter
befullt mit Krebs—Henseleit-Losung ist an das System angeschlossen. Dieser
ermoglicht eine ziligige, gleich temperierte Befullung des GefélRbades nach dem
Ausspilen von mit Testsubstanzen versetzter Krebs-Henseleit-Losung. Die
Aortenringe werden in Einzelschritten zu einem GefaRtonus von 2 Gramm (20 mN)
angespannt. Dieser Tonus ist bereits durch vorhergehende Versuche etabliert.
Erhohungen des Geféalitonus werden erst vorgenommen, wenn sich am Aortenring
ein Plateau des Tonus eingestellt hat. Der Grundtonus von 2 Gramm (20 mN) wird
als Basisspannung angegeben. Die Einstellung der Basisspannung dient zur
Stabilisierung des Zustandes der Aortenringe. Bei einer pharmakomechanischen
Testkontraktion mit dem a-Sympathomimetikum PE (0,5 pM) wird die
Unversehrtheit der aufgespannten Aortenringe untersucht. Die bei der
Testkontraktion erreichte Spannung wird als Kontrollkontraktion bezeichnet. Nach
dem Test werden die GefaRbader gespult und die Praparationen schrittweise zurlick
in die Basisspannung versetzt.

Bei Inkubationsexperimenten erfolgt dann die jeweilige Substanzinkubation fir 30
Minuten. Danach erfolgt das Experiment. Es wird kontrahiert und dann werden
kumulative  Substanzdosen  verabreicht  (dicke  Linie  schematisiertes
Versuchsprotokoll). Bei weiteren Experimenten erfolgt die kumulative Gabe von
KCI zur Kontraktion (dinne Linie schematisiertes Versuchsprotokoll). Bei
Versuchen, die eine erhohte Kaliumkonzentration erfordern wird, die hohere
Molaritdt mit Verminderung der Natriumkonzentration in der Krebs-Henseleit-
Losung ausgeglichen. Bei den Untersuchungen wird der Effekt von Simvastatin
Reinsubstanz und Bezafibrat Reinsubstanz auf den Tonus der glatten Muskulatur der
Aorta der Ratte bestimmt.

In der nachfolgenden Kontrolle, nach Waschung mit Krebs-Henseleit Puffer, wird
das Endothel auf Intaktheit untersucht. Dies geschieht nach erneuter
Intaktheitsprifung mit PE (0,5 puM) und nach Erreichen eines Plateaus mit

zweimaliger Gabe von Ach (5 puM), welches eine endothelbedingte Relaxation
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hervorruft. Bei Proben ohne Endothel wird das vollige Fehlen des Endothels durch

Ausbleiben einer Relaxation bewiesen.

Teilsubstanz Konzentration in mM
NaCl 113,0

KCI 4,8

MgCl,x 6 H,O 1,3

KH,PO, 1,2

NaHCO; 25,0

CaCl, 2,5

Glucose 57

Tabelle 5: Krebs-Henseleit-Losung

Versuchsreihen

In der ersten Versuchsreihe (n=8) wird Bezafibrat getestet. PE (0,5 uM) dient zur
Prékontraktion von sechs der acht Aortenringe. Jeweils zwei prékontrahierte Ringe
mit Endothel und zwei prékontrahierte Ringe ohne Endothel werden nach Erreichen
eines Spannungsplateaus mit aufsteigenden Konzentrationen von Bezafibrat (0,005
MM - 100 pM) getestet. Bei jeweils einem Ring mit und einem Ring ohne Endothel
wird nicht prakontrahiert. Es werden jedoch identische Konzentrationen von
Bezafibrat hinzugefligt. Zur Lésung von Bezafibrat (100 uM) wird eine Mischung
aus DMSO (0,1 ml) und Krebs-Henseleit-Losung (0,9 ml) genutzt. Pro Versuch
werden ein prakontrahierter Aortenring mit Endothel und ein prékontrahierter
Aortenring ohne Endothel als Kontrolle mit der Lésung zur Mischung der jeweiligen
Konzentration Bezafibrat versetzt. Dieses Versuchsprotokoll (n=8) wird auch mit
Simvastatin (0,005 pM - 50 puM) durchgefihrt. Zwischen der Zugabe einzelner
Konzentrationen von Bezafibrat oder Simvastatin wird eine Pause eingehalten um
die genaue Bestimmung der Reaktion auf die jeweilige Gabe zu erméglichen.

In der zweiten Versuchsreihe, Kontraktionsexperimenten, wird eine Inkubation (30
min) mit Simvastatin (5 puM) oder Bezafibrat (5 uM) vorgenommen. Es folgt die
Gabe kumulativer Dosen KCI (5-100 mM) um eine Kontraktion zu erzeugen. In den

Kontrollen werden ohne vorherige Inkubation mit Simvastatin oder Bezafibrat
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kumulative Dosen von KCI (5-100 mM) an Aortenringen mit und ohne Endothel
getestet. Zwischen der Zugabe einzelner Konzentrationen von KCI wird eine Pause
eingehalten um die genaue Bestimmung der Reaktion auf die jeweilige Gabe zu
ermoglichen.

In der dritten Versuchsreihe werden Aortenringe mit und ohne Endothel mit
Prakontraktion von KCI (20 und 40 mM) oder PG F,, (5 uM) und nach Erreichen
eines Plateaus kumulativen Dosen von Simvastatin (0,005 uM - 50 pM) und
Bezafibrat (0,005 puM - 100 pM) getestet. PG F,, wird in Ethanol gelst.
Relaxationseffekte oder konstringierende Effekte werden wie in anderen
Versuchsreihen ins Verhéltnis zur Prakontraktion mit PE gesetzt.

In der vierten Versuchsreihe, welche nur mit Aortenringen mit Endothel
durchgefihrt wird, werden vor Prakontraktion mit PE (0,5 pM) und dann
ansteigenden Dosen von Simvastatin (0,005 uM - 50 uM) und Bezafibrat (0,005 uM
- 100 pM) Inkubationen (30 min) mit N(G)-nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME,
500 pM) einem  Stickstoffmonoxidinhibitor,  1H-(1,2,4)Oxadiazolo(4,3-
a)quinoxaline-1-one (ODQ, 1 pM) einem Guanylatzyklaseinhibitor —und 9-
(Tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amin ~ (SQ 22,536, 100 pM) einem
Adenylatzyklaseinhibitor, durchgefuhrt.

In der letzten Versuchsreihe werden Aortenringe mit vorhandenem Endothel mit
Kaliumkanalblockern inkubiert (30 min). Es wird mit Charybdotoxin (0,05 uM),
einem Inhibitor des calciumabhéngigen Kaliumkanals, Glibenclamid (10 uM), einem
Blocker des ATP-abhé&ngigen Kaliumkanals, Tetraethylammoniumchlorid (TEA, 10
mM), einem Blocker des unspezifischen Kaliumkanals und 4-Aminopyridin (4-AP,
100 pM), einem Inhibitor des spannungsabhangigen Kaliumkanals, inkubiert.
AnschlieBend erfolgt eine Prakontraktion mit PE (0,1 puM) und die Gabe
ansteigender Dosen von Simvastatin (0,005 uM - 50 uM) oder Bezafibrat (0,005 uM
- 100 pM). Zusétzlich werden Aortenringe mit Endothel durch KCI (40 mM)
prikontrahiert und dann mit Propranolol (10 uM) einem B1/B2 Rezeptorblocker oder
Prazosin (10 uM) einem al Rezeptorblocker inkubiert (30 min). Die Lésung von
Prazosin erfolgt in Methanol. AnschlieRend erfolgt die Applikation von ansteigenden
Dosen Simvastatin (0,005 uM - 50 puM) oder Bezafibrat (0,005 pM - 100 pM). In
zuvor durchgefiihrten Experimenten ist gezeigt worden, dass bei Kontraktion mit 20
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mM KCIl und danach Inkubation wvon Propranolol oder Prazosin kein
Kontraktionsplateau erreicht werden kann. Somit werden Experimente mit
Propranolol und Prazosin nur unter stabilem Plateau mit 40 mM KCI durchgefiihrt
(78). Zum Abschluss des jeweiligen Einzelversuchs wird durch die Zugabe von Ach
(0,5 pM) nach vorheriger Prakontraktion mit PE (0,5 puM) eine Vasodilatation der
Aorta herbeigefuhrt, dies beweist die Funktionsfahigkeit des Endothels. Bei
Versuchen mit Prazosin besteht eine weitergehende Blockade von Alpharezeptoren
auch nach ausgiebiger Spulung, sodass der Test ohne mdogliche Prékontraktion mit
PE, nicht durchgefihrt werden kann.

Inkubation mit Vorkontraktion der Aorta mit + Endothel - + Endothel -
Simvastatin (n)  Bezafibrat (n)
ohne Vorkontraktion 8 8 8 8
PE 8 8 8 8
PGF,, 8 8 8 8
KCI 20 mM 8 8 8 8
KCI 40 mM 8 8 8 8
L-NAME PE 8 / 8 /
oDQ PE 8 / 8 /
SQ 22,536 PE 8 / 8 /
4-AP PE 8 / 8 /
Glibenclamid PE 8 / 8 /
Charybdotoxin PE 8 / 8 /
TEA PE 8 / 8 /
Propranolol KCI 40 mM 8 / 8 /
Prazosin KCI 40 mM 4 / 4 /

Tabelle 6: Relaxationsexperimente

Relaxation mit ansteigenden Konzentrationen von Simvastatin und Bezafibrat nach
Vorkontraktion, n = Anzahl der verwendeten Aortenringe

Inkubation mit Dosisabhangige Kontraktion mit + Endothel - + Endothel -
n) (n)

Simvastatin KCI 8 8 8 8

Bezafibrat KCI 8 8 8 8

Tabelle 7: Kontraktionsexperimente

Kontraktion mit ansteigenden Konzentrationen Kaliumchlorid nach Inkubation mit
Simvastatin und Bezafibrat, n = Anzahl der verwendeten Aortenringe
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Auswertung

Veranderungen im Gefalitonus werden mittels Schreiber registriert (Rikadenki
multipen recorder, R 50- Serie, Hugo Sachs Elektronik Freiburg, Deutschland).

Bei allen Einzelversuchen werden die absoluten Werte in Gramm bestimmt und in
Exceldateien auf einem Computer notiert. Dazu werden auf dem beschrifteten Papier
die senkrechten Ausschldge gemessen (50 mm entspricht 1 g). Dies gilt fir die
Basisspannung, die Prékontraktion, die Kontraktion vor kumulativen Substanzgaben
und auch fiir die jeweiligen Einzeldosisgaben bei kumulativen Konzentrationen. Um
Prozentangaben angeben zu kdénnen wird der Primérzustand (Basisspannung) des
Aortenrings vor der Prakontraktion als 0 angenommen. Die Prékontraktion wird
gleich 100% gesetzt. Eine durch Simvastatin oder Bezafibrat erzeugte Anderung des
Gefalltonus wird ins Verhdltnis zu den zuvor erhobenen Werten in der
Prakontraktion gesetzt und somit in Prozent der maximalen Kontraktion angegeben.
Es tauchen Werte Gber 100% auf, wenn im Vergleich zur erzeugten Prékontraktion,
hohere konstringierende Effekte verzeichnet werden. Es werden Mittelwerte und
Standardfehler (S.E.M.) der einzelnen untersuchten Gruppen mittels Excel 2010
berechnet.

Statistik

Die absoluten Werte in Gramm der einzelnen Konzentrationsstufen bei kumulativen
Gaben und die maximal erreichte Spannung werden notiert. Im Vergleich zur
maximalen Spannung konnen prozentuale Spannungswerte errechnet werden. Es
werden Mittelwert, Standardabweichung und der Standardfehler bei jeder zugrunde
liegenden Substanzapplikation ermittelt. Die mittlere effektive Konzentration (EC
50) fur die jeweiligen Versuche wird mittels Graph Pad Prism 5 dber die nicht—
lineare Regressionsanalyse und mit Verwendung der Hill-Langmuir-Gleichung
berechnet. EC 50 wird als positiver Zahlenwert (pEC 50) tUber Angabe des negativen
dekadischen Logarithmus (-log) der entsprechenden Substanzkonzentration
angegeben. Ergebnisse sind als Mittelwert (mean) * Standardfehler (S.E.M.)
aufgefiihrt. Fur paarige Stichproben oder einzelne Vergleiche nicht paariger Daten

wird der Student-t-Test durchgeflhrt. Die statistische Auswertung der Daten wird
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mit dem Statistikprogramm Primer of Biostatistics durchgefuhrt. Die erhobenen
Daten werden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (one way ANOVA) und
anschlieBend mit einem post hoc Test (Bonferroni oder Dunnett) bewertet. Es
werden Kontrollgruppen gegentiber Gruppen mit Medikamenteninkubation und
Gruppen mit Endothel gegentiber Gruppen ohne Endothel verglichen. Es wird bei
den Versuchen eine Normalverteilung angenommen. Die Uberpriifung dieser ist bei
Fallzahlen von 4 bis 8 pro Gruppe nicht sinnvoll (79). Es wird o=0,05 als
Irrtumswahrscheinlichkeit angenommen. Statistische Signifikanz gilt bei P<0,05,

was P<a entspricht (80).
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Ergebnisse

Simvastatin:

-Wirkung auf die Basisspannung der Aortenringe (ohne Prékontraktion)
-Prakontraktion durch PE

-Inkubation von Simvastatin KCI kumulativ

-Prakontraktion durch KCI (20+40 mM), Prostaglandin F,,

-Inkubation von L-NAME, ODQ und SQ 22,536, Prakontraktion mit PE
-Inkubation von Kaliumkanalblockern, Prékontraktion mit PE
-a-Blocker und B-Blocker Gabe nach Kontraktion mit KCI

Bezafibrat:

-Wirkung auf die Basisspannung der Aortenringe (ohne Prékontraktion)
-Prakontraktion durch PE

-Inkubation von Bezafibrat, KCI kumulativ

-Prakontraktion durch KCI (20+40 mM), Prostaglandin F,,

-Inkubation von L-NAME, ODQ und SQ 22,536, Prakontraktion mit PE
-Inkubation von Kaliumkanalblockern, Prakontraktion mit PE
-a-Blocker und B-Blocker Gabe nach Kontraktion mit KCI
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Simvastatin

Wirkung auf Basisspannung der Aortenringe

Die Stichproben werden unter Basisspannung mit kumulativen Dosen von
Simvastatin versetzt. Bei den Proben ¢ mit Endothel zeigt sich eine erhdhte
Spannung, bei hochster Konzentrationsgabe liegt das Maximum bei 0,019 g bei
hochster Konzentration von Simvastatin. Bei den Aortenringen < ohne Endothel
zeigt sich eine Abnahme der Spannung mit dem Maximum -0,025 g bei hochster

Simvastatinkonzentration.

0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -

0,01 -

Tmax (g)

-0,01 -
-0,02 -

-0,03 -
—-Max 0,019 g

—-Max -0,025 g

-0,04 -

-0,05 -
Simvastatin (-log), M

Abbildung 7 Dosis-Wirkungskurve Basisspannung Simvastatin

Dosis-Wirkungskurve von Simvastatin (Reinsubstanz) ohne Prakontraktion (Mittelwert) bei
Aortensegmenten mit und ohne Endothel

Prakontraktion durch PE

Es werden Stichproben mit (n=8) und ohne (n=8) Endothel getestet. Es erfolgt die
PE-Gabe (0,5 uM) und dann die Gabe kumulativer Dosen Simvastatin (0,005 uM —
50 uM). Bei # Proben mit Simvastatin und Endothel wird eine Relaxation (19,1 +
3,9%) bis zur Dosierung von 5 UM Simvastatin festgestellt. Danach ist bei drei von

acht Proben eine verstarkte Spannung vorhanden (Mittelwert 123%). Finf Proben
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weisen eine Relaxation (Mittelwert 80,5 %) auf. Bei den Proben mit Relaxation
ergibt sich im Vergleich zur ¢ Kontrolle ein nicht signifikanter Unterschied (t-Test
P=0,688). Bei den Proben mit erneuter Spannungszunahme kann kein EC 50 Wert
ermittelt werden. Die a Stichproben ohne Endothel weisen eine Relaxation (23,5
5,77%) auf. Auch hier ist im Vergleich zur A Kontrolle kein signifikanter (t-Test
P=0,092) Unterschied festzustellen.
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Abbildung 8 Dosis-Wirkungskurve PE Prakontraktion, Simvastatin

Dosis-Wirkungskurve von Simvastatin (Reinsubstanz) mit Prékontraktion durch PE (Mittelwert +
S.E.M.) bei Aortensegmenten mit und ohne Endothel

Inkubation von Simvastatin KCI kumulativ

Es wird mit Simvastatin inkubiert (5 uM) und danach erfolgt die Gabe kumulativer
Dosen KCI (5-100 mM) bei Stichproben mit und ohne Endothel (n=8). Bei den ¢
Stichproben mit Endothel zeigt sich im Vergleich zu den ¢ Kontrollen kein
signifikanter (t-Test P=0,905) Unterschied. Auch bei den a Proben ohne Endothel ist
kein signifikanter Unterschied (t-Test P=0,362) im Vergleich zu den A Kontrollen zu
verzeichnen. Die durchschnittlich maximal erreichte Spannung ist bei Proben mit

Simvastatin (mit und ohne Endothel) geringer als bei den Kontrollen. Es kann keine
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unterschiedliche Sensitivitdt auf KCI in verschiedenen Konzentrationen bei Proben
mit oder ohne Endothel festgestellt werden (t-Test P=0,365). Tendenziell ist eine
Rechtsverschiebung der Proben mit Endothel bei geringen KCI-Konzentrationen

vorhanden.

pEC 50 (S.E.M.)
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Abbildung 9 Dosis-Wirkungskurve Simvastatin inkubiert, KCI kumulativ

Dosis-Wirkungskurve von Simvastatin (Reinsubstanz) inkubiert und KCI kumulativ (Mittelwert +
S.E.M.) bei Aortensegmenten mit und ohne Endothel

Prakontraktion durch KCI (20+40 mM), PG F,,

Es erfolgt die Gabe von KCI (20 und 40 mM) und von PG F,, (5 uUM) bei den
jeweiligen Proben (n=8). Danach wird Simvastatin kumulativ gegeben (0,005 pM —
50 uM). Bei den Proben mit ¢ KCI Kontraktion (20 mM) mit Endothel erfolgt eine
Relaxation (18,8 + 7,8%). Bei Proben < ohne Endothel ist ebenfalls eine Relaxation
(63,1 + 4,9%) festzustellen. Bei den Versuchen mit a KCI in h6herer Konzentration
(40 mM) mit Endothel ergibt sich mit kumulativen Gaben von Simvastatin eine
Relaxation (44,2 = 5,6%). Bei den A Proben ohne Endothel ist eine ahnlich
ausgepragte Relaxation (39,6 + 7%) vorhanden. Bei mit Prostaglandin kontrahierten
Aorten zeigt sich bei den m Proben mit Endothel eine Relaxation (44,2 £ 12,2%). Bei
O Proben ohne Endothel ist eine Relaxation (41,7 + 8,4%) vorhanden. Im Vergleich

zur Kontrolle mit Endothel ist in der Varianzanalyse P=0,431 und mit Bonferroni
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Korrektur keine signifikante Verdnderung (P>0,05) (Kontrolle log EC 50: 2,79,
S.E.M: 0,87) vorhanden. Bei Proben ohne Endothel ergibt sich in der Varianzanalyse
P=0,196. In der folgenden Bonferroni Korrektur ist P <0,05 fiir KC120 mM. Bei KCI
40 mM und PG F,, ergibt sich keine Signifikanz.
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Abbildung 10 Dosis-Wirkungskurve KCI + PG F,, Prakontraktion, Simvastatin

Dosis-Wirkungskurve von Simvastatin (Reinsubstanz) kumulativ nach KCI und PG F,, Kontraktion
(Mittelwert + S.E.M.) bei Aortensegmenten mit und ohne Endothel

Inkubation von L-NAME, ODQ und SQ 22,536

Es wird bei Proben mit Endothel mit ¢ L-NAME (500 uM), a ODQ (1 uM) und e
SQ 22,536 (100 pM) inkubiert, mit PE (0,5 pM) kontrahiert und anschlielend
kumulative Dosen Simvastatin (0,005 uM — 50 uM) verabreicht. Bei den Versuchen
mit L-NAME kommt es zu einer Relaxation (37,0 = 6,3%). Bei ODQ ist eine
Relaxation (37,1 + 4,9%) und ab 5 pM Simvastatin eine Anspannung (absolut 92,9 +
11,8%) sichtbar. Die Untersuchungen mit SQ 22,536 zeigen eine Relaxation (39,9 +
6,5%) bis 5 UM Simvastatin. Danach kommt es zu einer Anspannung (absolut 99,5 +
23,7%). Bei Durchfuhrung von one way ANOVA (P=0,937) und Bonferroni
Korrektur ergibt sich P>0,05 fiir alle Proben im Vergleich zur m Kontrolle.
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Abbildung 11 Dosis-Wirkungskurve L-NAME, ODQ und SQ 22,536,
Simvastatin

Dosis-Wirkungskurve von Simvastatin (Reinsubstanz) kumulativ nach Inkubation mit L-NAME,
ODQ und SQ 22,536 und Kontraktion mit PE (Mittelwert + S.E.M.) bei Aortensegmenten mit
Endothel

Inkubation von Kaliumkanalblockern

Bei den Proben (n=8) mit Endothel wird die Inkubation (30 Minuten) mit den
Kaliumkanalblockern ¢ Charybdotoxin (0,05 uM), a Glibenclamid (10 uM), e TEA
(10mM) und ¢ 4-AP (100 puM) vorgenommen. Danach erfolgt eine Kontraktion mit
PE (0,5 pM) und folgend die Gabe kumulativer Dosen Simvastatin (0,005 puM — 50
pM). Bei mit Charybdotoxin inkubierten Proben ist bei kumulativen
Simvastatingaben nach anfanglicher Relaxation (34 £ 6,2%) ab 5 uM Simvastatin
eine verstarkte Spannung (absolut 100,75 + 18,2%) der Proben sichtbar. Bei
Versuchen mit Glibenclamid ist eine Relaxation (53,4 + 5,4%) vorhanden. Bei
Untersuchungen mit TEA ist ebenfalls eine Relaxation (58,1 + 3,6%) vorhanden. Die
Proben mit 4-AP zeigen eine Relaxation (50,7 + 5,9%). Im one way ANOVA ergibt
sich P=0,829 und bei folgender Bonferroni Korrektur fur alle Proben P>0,05. (m

Kontrolle)
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Abbildung 12 Dosis-Wirkungskurve Kaliumkanalblocker inkubiert,
Simvastatin

Dosis-Wirkungskurve  von  Simvastatin  (Reinsubstanz)  kumulativ. nach Inkubation mit
Kaliumkanalblockern und Kontraktion mit PE (Mittelwert + S.E.M.) bei Aortensegmenten mit
Endothel

a-Blocker und p-Blocker Gabe nach Kontraktion mit KCI

Es werden endothelbelassene Aortenringe mit KCI (40 mM) kontrahiert und dann
mit & Propranolol (10 uM) und a Prazosin (10 puM) versetzt. Es erfolgt die Gabe
von Simvastatin in kumulativer Dosierung (0,005 uM — 50 uM). Bei mit Propranolol
inkubierten Proben ist eine Relaxation (62,6 £ 6,4%) vorhanden. Bei Versuchen mit
Prazosin stellt sich eine Relaxation (52 + 13,4%) dar. Im one way ANOVA ist
P=0,033, mit der Bonferroni Korrektur ist P>0,05 fiir Propranolol und Prazosin im

Vergleich zur m Kontrolle.
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Abbildung 13 Dosis-Wirkungskurve, a-Blocker und p-Blocker, Simvastatin

Dosis-Wirkungskurve von Simvastatin (Reinsubstanz) kumulativ nach Inkubation mit Prazosin und
Propranolol und Kontraktion durch KCI (Mittelwert + S.E.M.) bei Aortensegmenten mit Endothel

Bezafibrat

Wirkung auf Basisspannung der Aortenringe

Bei Bezafibrat kommt es ohne Verwendung von prékontrahierenden Substanzen bei
Aortensegmenten mit Endothel (n=8) zu keiner Relaxation oder Kontraktion. Bei den
Aortensegmenten ohne Endothel (n=8) kann eine Relaxation beobachtet werden. Die

Werte kdnnen ohne Prékontraktion nur in Gramm angegeben werden.
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Abbildung 14 Dosis-Wirkungskurve Basisspannung Bezafibrat

Dosis-Wirkungskurve von Bezafibrat (Reinsubstanz) ohne Prakontraktion (Mittelwert + S.E.M.) bei
Aortensegmenten ohne Endothel

Prakontraktion durch PE

Das Medikament Bezafibrat wird nach Prékontraktion mit Phenylephrin (0,5 pM) in
kumulativen Dosen (0,005 pM - 100 pM) verabreicht. Die Tests (n=8) erfolgen
jeweils mit und ohne Endothel an Rattenaortensegmenten. Bei den Versuchen mit &
Bezafibrat und Endothel kann eine nicht signifikante (t-Test P=0,118) Relaxation
(36,1 % = 5,6 %) festgestellt werden (< Kontrolle). Bei a Bezafibrat ohne Endothel
(n=8) ist eine Relaxation (17,19 % + 4,23 %) vorhanden. Auch diese ist im Vergleich
zur A Kontrolle nicht signifikant (t-Test P=0,109).

=49 -



Ergebnisse

120

S 100

=

i

[—]

= S0

=

]

="

°

2 60

-]

-]

= pEC 50 (S.E.M.)

> 101 _e—157(022): s

é ——4,04 (0,23)
N

= 0 365002715

—A—2.54(0,59)
0
9 8 7 6 5 4 3 2

Bezafibrat (-log), M

Abbildung 15 Dosis-Wirkungskurve PE Prakontraktion, Bezafibrat

Dosis-Wirkungskurve von Bezafibrat (Reinsubstanz) mit Prakontraktion durch PE (Mittelwert +
S.E.M.) bei Aortensegmenten mit und ohne Endothel

Inkubation von Bezafibrat KCI kumulativ

Es erfolgt die Inkubation mit Bezafibrat (5 uM) und Gabe kumulativer Dosen KCI
(5-100 mM) bei Stichproben mit und ohne Endothel. Bei Versuchen mit Endothel
(n=8) ergibt sich kein signifikanter Unterschied (t-Test P=0,112) im Vergleich von
mit & Bezafibrat (5 pm) inkubierten Prdparaten und den < Kontrollen. Bei
Versuchen mit A KCI ohne Endothel (n=8) ergibt sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied (t-Test P=0,473) im Vergleich von Inkubation zur A Kontrolle. Im
Vergleich von Stichproben mit und ohne Endothel zeigt sich mit Endothel eine
Rechtsverschiebung der Kurve bei den Kontrollen und den mit Bezafibrat
inkubierten Aortensegmenten (t-Test P=0,000). Ohne Endothel reagieren die
Stichproben und deren Kontrollen sensitiver auf KCI.
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Abbildung 16 Dosis-Wirkungskurve Bezafibrat inkubiert, KCI kumulativ

Dosis-Wirkungskurve von Bezafibrat (Reinsubstanz) inkubiert und KCI kumulativ (Mittelwert *
S.E.M.) bei Aortensegmenten mit und ohne Endothel

Prakontraktion durch KCI (20+40 mM), Prostaglandin F,,

Es wird mit den jeweiligen (n=8) Prakontraktoren (KCI 20 mM und 40 mM,
Prostaglandin F,, 5 uM) behandelt. Danach erfolgt die Gabe kumulativer Dosen
Bezafibrat (0.005 pM - 100 puM) bei den durchgefuhrten Tests (n=8). Bei der
Prékontraktion mit ¢ KCI (20 mM) ergibt sich fir die mit Endothel belassenen
Experimente eine Relaxation (31,3 = 5,8 %). Bei den mit ¢ KCI (20 mM)
prakontrahierten Aortensegmenten ohne Endothel kann eine Relaxation (37,3 + 4,8
%) gezeigt werden. Bei Experimenten mit Ao KCI (40 mM) und vorhandenem
Endothel ist eine Relaxation (16,4 £ 2,9 %) vorhanden. Ohne Endothel A KCL (40
mM) kann eine Relaxation (10 = 2,9 %) festgestellt werden. Bei den Versuchen mit
e PG F,,-Prakontraktion mit Endothel ist eine Relaxation (65,6 + 7,5 %) vorhanden.
Ohne Endothel ist mit o PG F,, eine Relaxation (18,1 + 3,9 %) sichtbar. In
statistischen Tests (one way ANOVA P=0,996 und anschliefender Bonferroni
Korrektur) ergibt sich fiir die Proben mit Endothel im Vergleich zur Kontrolle (EC
50=4,56; S.E.M=0,27) kein signifikanter Unterschied (P>0,05). Bei den Versuchen
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ohne Endothel zeigt sich im one way ANOVA ein P=0,006. Bei anschlieRender
Bonferroni Korrektur ergibt sich ein nicht signifikanter Unterschied P>0,05 fir
Versuche mit PG F,, und KCI 40 mM. Bei KCI 20 mM liegt ein signifikanter
Unterschied P< 0,05 vor. (Kontrolle pEC 50=3,02; S.E.M.=0,41)
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Abbildung 17 Dosis-Wirkungskurve KCI + PG F,, Prakontraktion, Bezafibrat

Dosis-Wirkungskurve von Bezafibrat (Reinsubstanz) kumulativ nach KCI und PG F,, Kontraktion
(Mittelwert £ S.E.M.) bei Aortensegmenten mit und ohne Endothel

Inkubation von L-NAME, ODQ und SQ 22,536

Es werden Aortenringe mit Endothel (n=8) mit ¢ L-NAME (500 uM), a ODQ (1
pUM) und e SQ 22,536 (100 uM) inkubiert (30 Minuten), danach erfolgt eine
Prékontraktion mit PE (0,5 um) und die Gabe kumulativer Dosen Bezafibrat (0.005
MM - 100 pM). Es kommt bei allen Stichproben zu einer nicht signifikanten
Relaxation (one way ANOVA P=0,394; Bonferroni Korrektur P>0,05) (L-NAME
3,4+1,2%, 0DQ 31,6 + 9,2%, SQ 22,536 49 + 6,3%). (= Kontrolle)
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Abbildung 18 Dosis-Wirkungskurve L-NAME, ODQ und SQ 22536, Bezafibrat

Dosis-Wirkungskurve von Bezafibrat(Reinsubstanz) kumulativ nach Inkubation mit L-NAME, ODQ
und SQ 22536 und Kontraktion mit PE (Mittelwert + S.E.M.) bei Aortensegmenten mit Endothel

Inkubation von Kaliumkanalblockern

Bei Aortenringen mit Endothel (n=8) erfolgt die Inkubation (30 min) mit den
Kaliumkanalblockern ¢ Charybdotoxin (0,05 uM), a Glibenclamid (10 uM), @ TEA
(10 mM) und <& 4-AP (100 pM). Es wird mit PE (0,5 pM) kontrahiert und dann
werden kumulative Dosen Bezafibrat (0.005 uM - 100 pM) verabreicht. Es ist bei
allen Kaliumkanalblockern eine nicht signifikante Relaxation (one way ANOVA
P=0,324; Bonferroni Korrektur P>0,05) (Charybdotoxin 48,9 + 11,2%, Glibenclamid
50,3 = 10,4%, TEA 34,4 + 8,8%, 4-AP 70,1 + 6,4 %) festzustellen. (= Kontrolle)
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Abbildung 19 Dosis-Wirkungskurve Kaliumkanalblocker inkubiert, Bezafibrat

Dosis-Wirkungskurve  von Bezafibrat (Reinsubstanz) kumulativ nach Inkubation — mit
Kaliumkanalblockern und Kontraktion mit PE (Mittelwert + S.E.M.) bei Aortensegmenten mit
Endothel

a-Blocker und p-Blocker Gabe nach Kontraktion mit KCI

Bei Aortenringen mit Endothel (n=8) erfolgt nach Kontraktion mit KCI (40 mM) die
Gabe von # Propranolol (10 uM) und a Prazosin (10 uM). Danach wird Bezafibrat
(0,005 pM - 100 uM) in kumulativer Dosierung verabreicht. Bei Propranolol (n=8)
und Prazosin (n=4) erfolgte eine nicht signifikante Relaxation im Vergleich zur
Kontrolle (Propranolol 20,4 + 4%; Prazosin 15,4 + 3,3 %). (one way ANOVA
P=0,614, Bonferroni Korrektur P>0,05)
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Abbildung 20 Dosis-Wirkungskurve, a-Blocker und p-Blocker, Bezafibrat

Dosis-Wirkungskurve von Bezafibrat (Reinsubstanz) kumulativ nach Inkubation mit Prazosin und
Propranolol und Kontraktion durch KCI (Mittelwert + S.E.M.) bei Aortensegmenten mit Endothel
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Vasoaktive Effekte der untersuchten Substanzen

Simvastatin

Bei Experimenten mit PE, KCI und Prostaglandin F,, und Experimenten mit
verschiedenen Inhibitoren kommt es zu Relaxationen, die im Vergleich zur Kontrolle
keine Signifikanz aufweisen. In den Experimenten kann bei Prakontraktion mit KCI
(20 mM) ohne Endothel eine signifikante Relaxation durch Simvastatin aufgezeigt
werden. Bei Kontraktionsexperimenten mit KCI ist im Vergleich mit den Kontrollen
bei Versuchen mit und ohne Endothel kein signifikanter Unterschied festzustellen.
Im Vergleich von Experimenten mit und ohne Endothel ist bei Versuchen mit
Endothel eine nicht signifikante Rechtsverschiebung vorhanden.

Es kommt in Experimenten mit Endothel mit PE und Inkubation von SQ 22,536,
ODQ und mit Inkubation von Charybdotoxin bei Konzentrationen ab 5 puM nach

zuvor beginnender Relaxation zu einer nicht signifikanten Kontraktion.

In den Experimenten kann nach a-adrenerger tiber PE ausgeltster Kontraktion keine
signifikante Relaxation beobachtet werden. Bei Versuchen mit Endothel kann
Simvastatin ab einer Konzentration von 5 pM eine nicht signifikante Kontraktion
auslosen. Dieser Effekt besteht sogar bei endothelbelassenen Versuchen ohne
Prékontraktion. Die a-adrenerge Kontraktion ist durch Simvastatin unbeeinflusst.
Dies spricht dafiir, dass kein Einfluss des Medikaments auf die durch PE
uberwiegend o;-rezeptorgekoppelte Kontraktion glatter Muskelzellen vorliegt. Es
kommt bei hohen Konzentrationen bei Proben mit Endothel sogar zu einer
vermehrten Kontraktion, die uber weitere, nicht a-adrenerge,
Kontraktionsmechanismen bedingt sein kann.

Ein  Einfluss wvon Simvastatin auf die Calciumkonzentration boviner
GefaBendothelzellen ist bereits nachgewiesen. Bei diesen kommt es mit Simvastatin
zu erhohten Calciumkonzentrationen durch Ryanodin- und Thapsigargin sensitive

intrazelludre Calciumspeicher mit anschliefend erhdhtem Calciumeinstrom in die
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Endothelzelle. Durch Mevalonat, Produkt der HMG-CoA-Reduktase, oder durch
Inhibtion kleiner G-Proteine der Rho Familie kann der Effekt von Simvastatin
reduziert werden (6). Thapsigargin fiihrt zur Inhbition der Ca?*-ATPase (18).

In einer weiteren Studie kann eine Kontraktion glatter Muskelzellen in
Rattenaortenringen durch Simvastatin beobachtet werden. Eine verstarkte
Kontraktion erfolgt bei endothelfreien Praparaten und durch Blockierung der eNOS.
Die Kontraktion wird durch Cyclooxygenaseinhibtion (COX-1 und COX-2) mittels
Indomethacin aufgehoben. Bei Prdparaten mit Endothel erfolgt eine verminderte
Kontraktion bei Zugabe von Mevalonat (63). Die durch die COX und G-Proteine
vermittelten Effekte konnten die bei hohen Konzentrationen nicht signifikante
Kontraktion bei endothelbelassenen Experimenten erklaren.

Gegensétzllich dazu kénnen in einer Studie Relaxationen von mit Noradrenalin a-
adrenerg kontrahierten GefaBen durch Simvastatin gezeigt werden. Es werden
Rattenaortensegmente und Aste der Mesenterialarterien von Ratten relaxiert. Ein
Einfluss des Endothels kann tber Blockierung der eNOS und Endothelentfernung
nachgewiesen werden. Auch endothelfreie Arterien kdnnen mit hohen
Konzentrationen relaxiert werden. Nach Inhibtion der Cyclooxygenase (ber
Indomethacin sind inhibitorische Effekte von L-NOARG (NOS Inhibitor) vermindert
(64).

Bei Kontraktionsexperimenten mit Kaliumchlorid kann zwischen Proben mit und
ohne Endothel kein signifikanter Sensitivitatsunterschied gezeigt werden. Im
Vergleich zu den Kontrollen sind die Untersuchungen nicht signifikant verandert.
Simvastatin bt unter den gegebenen Bedingungen keinen signifikanten Einfluss auf
die Kontraktionsexperimente mit KCI aus.

Nach Gabe von Kaliumionenkonzentrationen kann bei 20 mM KCI bei Proben ohne
Endothel eine signifikante Relaxation durch Simvastatin gemessen werden. Die
weiteren mit Kalium prakontrahierten Proben (20 und 40 mM) mit oder ohne
Endothel zeigen keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle.

Bei der Gabe von Kaliumionen kommt es Gber Hemmung der Kaliumkanéle glatter
Muskelzellen zur Depolarisation und Offnung von Calciumkanalen. Bei erhohter
Calciumkonzentration erfolgt eine Kontraktion glatter Muskelzellen (38; 41). Es ist
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nur bei Experimenten mit 20 mM KCI-Konzentration und ohne Endothel eine
signifikante Relaxation durch Simvastatin vorhanden. Dies zeigt, dass die Potenz von
Simvastatin bei hoheren Kaliumkonzentrationen mit starkerer Tendenz zur
Kontraktion nicht ausreichend ist um eine signifikante Relaxation zu erzeugen.
Zusatzlich sind endothelabhangige Signalwege nicht in die beobachtete Relaxation
involviert, da nur ohne Endothel ein signifikanter Effekt sichtbar ist.

In Experimenten mit Cerivastatin, und Fluvastatin in hohen Konzentrationen von 1-
300 uM konnen Relaxationen der Aorta der Ratte durch Zugabe von KCI aufgehoben
werden (81). Es besteht ein von der Konzentration des Statins sowie der

Konzentration von Kaliumionen abhangige Verminderung der Spannung.

Die Kontraktionsexperimente mit Prostaglandin F,, weisen im Vergleich zu den
Kontrollen nicht signifikante Relaxationen auf.

Prostaglandine bewirken eine Vasokonstriktion (51) und gehoren zu den
Prostanoiden, welche Metabolite der Arachidonsdure darstellen. Die Spaltung und
somit Bildung von Prostaglandinen erfolgt tiber Cyclooxygenase (COX-1 oder 2).
Prostaglandin-Rezeptoren teilen sich in acht Subtypen auf. Verschiedene
Prostaglandine weisen unterschiedliche Affinitdten zu den Rezeptoren auf.
Prostaglandin F,, weist eine hohe Affinitdt zum FP-Rezeptor auf (52). In den
Experimenten ist kein Einfluss auf die Kontraktion ber Blockierung des FP-
Rezeptors oder Uber vermehrte Freisetzung von NO und damit einer vermehrten
Relaxation durch Simvastatin zu verzeichnen.

Ein Einfluss durch eine mogliche COX-Inhibition mit verminderter Prostaglandin-
Bildung ist bei Experimenten nicht darstellbar, da das erzeugte Produkt, das
Prostaglandin, bei unseren Experimenten zur Kontraktion genutzt wird.

Desideri et al. zeigen in einer Untersuchung, dass Simvastatin in vivo beim
Menschen bereits nach einer Anwendung von einem Monat nicht nur eine
Hypercholesterindmie vermindert sondern auch zu einer Verminderung von
Zelladhasionsmolekdilen und 8-iso-PG F,,, welches in vivo zur Endothelaktivierung
beitragt, bewirkt (82). Der Trend zur durch Simvastatin bewirkten Relaxation, der
durch PG F,, ausgel6sten Kontraktion, kann in unseren Experimenten uber eine

ahnliche Verminderung des wirksamen Prostaglandins bedingt sein. Eine genaue
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Ubertragung ist bei der unterschiedlichen Art der Anwendung, dem Vergleich von in
vivo und in vitro Bedingungen und der langeren Anwendungsdauer in vivo mit

mdoglichen Veranderungen von noch unbekannten Signalwegen, nicht maéglich.

Bei Blockierung der eNOS tiber L-NAME ist eine im Vergleich zur Kontrolle nicht
signifikante Relaxation vorhanden. Es ist keine Kontraktion bei hoher Konzentration
von Simvastatin sichtbar.

Bei Experimenten zur Testung des Einflusses von Simvastatin auf vaskulére
Schédigung durch Lipopolysaccharide besteht nach vierwdchiger
Simvastatinapplikation ein Einfluss auf die NO-Produktion von Endothelzellen
glatter GefaBmuskulatur (9). Pérez-Guerrero et al. zeigen den Einfluss von
achtwochiger Simvastatinapplikation auf chronisch mit L-NAME behandelte
Rattenaorten. Dabei wird unter anderem die endothelabhdngige Relaxation mit
Acetylcholin und die Plasmakonzentration von NO durch Simvastatin beeinflusst
(83). Bei achtwochiger Applikation von Simvastatin in vivo konnen in Zellen
Induktionen von Enzymen wie beispielsweise die Induktion der Radikal abbauenden
Superoxiddismutase stattfinden. Es kann Uber einen ldngeren Zeitraum und mit
Einfluss des eNOS Inhibitors L-NAME eine Einstellung der glatten Muskelzellen auf
Simvastatin mit vermehrter Relaxationstendenz kommen.

In einer Untersuchung mit 14-tdgiger Simvastatingabe vor Ausldésen eines
vorriibergehenden intraluminalen Verschlusses der Arteria cerebri media von
Mausen ist eine Erhohung der eNOS Aktivitat der Aorta um 25% nachweisbar und es
besteht mit subtherapeutischen Simvaststatindosen ein erhéhter Blutfluss im Gehirn
(84). In unseren Experimenten kénnen wir unter L-NAME diese Tendenz nicht
sehen, was auch mit dem kiirzeren Anwendungszeitraum des Simvastatins und dem
in vitro Status der Experimente zusammenhangen kann.

Durch Meda et al. kann jedoch auch nach 24 Stunden Inkubation mit den Statinen
Cerivastatin, Fluvastatin und Lovastatin am Endothel der menschlichen
Umbilikalvene eine Aktivitatssteigerung der eNOS und ein cGMP Anstieg
intrazellular nachgewiesen werden (84). Diese Ergebnisse deuten auch auf einen von
langwierigen Induktionen oder Proteinumwandlungsprozessen unabhéngigen Effekt

von den untersuchten Statinen hin.
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Bei Blockierung der solGC tber ODQ und der Adenylatzyklase mittels SQ 22,536
sind nach anfanglicher Relaxation ab 5 pM Simvastatin nicht signifikante
Anspannungen sichtbar.

Die l6sliche Guanylatzyklase reagiert in glatter Muskulatur auf erhéhte NO-
Konzentrationen mit Bildung von cGMP. Darlber erfolgt eine Relaxation glatter
Muskulatur. Durch die Adenylatzyklase kommt es tiber Bildung von CAMP zu einer
Relaxation glatter Muskelzellen. Diese Effekte werden mit dem Einsatz von ODQ
und SQ 22,536 ausgeschaltet. Es treten erst bei 5 uM Simvastatin Anspannungen in
unseren Experimenten auf. Dies konnte darauf hinweisen, dass das Gefuge aus
glatter Muskulatur und Endothel das Gleichgewicht mit gleichbleibender Spannung
mit niedrigen Konzentrationen Simvastatin noch gewéhrleistet werden kann und
dann ab hoherer Konzentration mit dem blockierten Enzym Guanylatzyklase oder
Adenylatzyklase eine zunehmende Anspannung nicht vermeidbar ist. Sonst
tendenziell aufgetretene Relaxationen koénnen nicht gezeigt werden, was einen
direkten Zusammenhang von Relaxationen mit Simvastatin mit den Enzymen
Guanylatzyklase und Adenylatzyklase bedeuten kann.

In der bereits genannten Untersuchung von Kim et al. zeigt sich mit Simvastatingabe
Uber 14 Tage bei Mdusen eine erhohte intrazelluldare cGMP-Konzentration in der
Aorta (85). Nach Gabe von Simvastatin gibt es einen Einfluss auf cGMP, was beim
Ausschalten eines zur cGMP Produktion fliihrenden Enzyms zu einer der mit

Simvastatin sonst erwarteten Relaxation dann eine Anspannung bewirkt.

Bei Untersuchungen mit Inkubation von Kaliumkanalblockern zeigen sich im
Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten Unterschiede in der Spannung glatter
Muskelzellen. Es besteht eine nicht signifikante Relaxationstendenz. Bei mit
Charybdotoxin, einem Inhibitor calciumaktivierter Kaliumkanale, durchgefihrten
Untersuchungen zeigt sich nach anfénglicher Relaxation bei hochster
Simvastatinkonzentration eine nicht signifikante Anspannung.

In Experimenten an insulinproduzierenden Betazellen der Maus sind unter
Inkubation mit Simvastatin im Vergleich zur Kontrolle verminderte ATP-Spiegel
messbar. Es kommt zu einem vermehrten ATP-aktivierten Kaliumstrom tber Katp

und zu einer Verminderung des durch L-Typ Kanéle ausgelosten Calciumstroms
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(86). Anzeichen fur diese Mechanismen zeigen sich in unseren Experimenten nicht.
Es besteht kein Unterschied von Versuchen mit Blockierung der Karp durch
Glibenclamid zur Kontrolle.

In einer Studie an der Arteria cerebri media der Ratte kann ein Einfluss von
Simvastatin auf die Funktionalitdat von Kcs3 aufgezeigt werden. Es erfolgt die
Inkubation von U46619 einem TP-Rezeptor Antagonisten. Damit wird die
Blockierung der Funktion von Kcap3 Uber RhoA und RhoKinase bewirkt und mit
Simvastatin eine Wiederherstellung der Kca23-Funktion erzeugt. Dieser Effekt ist
unter gleichzeitiger Blockierung der NO-Synthase sichtbar (87). In unseren
Experimenten kann kein gesonderter Einfluss durch Blockierung der K¢, bei TEA
oder Charybdotoxin mit Inkubation von Simvastatin gezeigt werden.

Bei Experimenten mi inkubiertem Simvastatin und 4-Aminopyridin zur Blockierung
von Ky zeigen sich keine signifikanten Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle.

In einer Studie an Blutgefalen der Ratte sind bei Inkubation von Cerivastatin und
Fluvastatin aber nicht Pravastatin relaxierende Effekte, welche durch 4-
Aminopyridin teilweise inhibiert werden, vorhanden (81). Ahnliche Effekte sind in

unseren Untersuchungen nicht darstellbar.

Nach Kontraktion mit KCI und Blockierung von a-Rezeptoren mit Prazosin und B-
Rezeptoren mit Propranolol sind die Kurvenverlaufe unter Inkubation von
Simvastatin im Vergleich zu den Kontrollen nicht veréndert.

In einer Untersuchung an Kardiomyozyten der neonatalen Wistar Ratte kommt es bei
Inkubation mit Atorvastatin zur verminderten Sensitivitat auf eine R-adrenerge
Stimulation Uber G-Protein verandernde Prozesse (88). Bei einer Blockierung der 3-
Rezeptoren sind diese Mechanismen nicht beurteilbar. Es kdnnte in weiteren
Untersuchungen auch nach einer unter unseren experimentellen Bedingungen
verdnderten (3-adrenergen Stimulation gefahndet werden.

In einer Untersuchung der Arteria brachialis des Menschen kann eine Erh6hung der
durch den Blutfluss auftretenden BlutgefalRerweiterung nach vierwochiger Gabe von
Rosuvastatin mit gleichzeitiger Gabe von Atenolol zusétzlich vermehrt werden (89).
Es besteht in vivo beim Menschen ein Einfluss der Blockade von (-Rezeptoren auf
die durch den Blutfluss bedingte Gefallerweiterung bei gleichzeitiger Anwendung
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von Rosuvastatin. Weitere Untersuchungen konnen die zugrunde liegenden
Wirkmechanismen aufdecken.

Am Modell der Aorta der Maus bei Sepsis kommt es zu einer Hyporeagibilitat auf
das o-adrenerg, agonistisch wirksame Noradrenalin, welche durch Atorvastatin
aufgehoben wird. Es kommt unter Atorvastatin zu einer wieder hergestellten
Genexpression der mRNA fiir a1-Rezeptoren (90). Diese verschiedenen Experimente
zeigen unter anderen Bedingungen einen Einfluss von verschiedenen Statinen auf die

Funktion der a-adrenergen Stimulation.

Bezafibrat

Bei Experimenten mit und ohne Endothel kann ohne Kontraktion keine signifikante
Relaxation oder Kontraktion festgestellt werden. Es sind bei den Versuchen mit
Kontraktion iiber den al-Agonisten PE keine signifikanten Verdnderungen der
Kontraktionskurven mit Bezafibrat im Vergleich zu den Kontrollen sichtbar.

Bei Versuchen zur Darstellung des Einflusses von Bezafibrat auf die Kontraktilitat
von Arterien aus dem Schwanz von Ratten zeigen sich bei Gabe von atherogener
Diét in vivo Unterschiede der Kontraktilitdt im Vergleich von mit flr vier Wochen
mit Bezafibrat behandelten und nur atherogener Di&t gefiitterten Tieren. Nach
Stimulation mit Noradrenalin sind bei atherogener Diét erhdhte vasokonstriktorische
Effekte messbar. Bei gleichzeitig beginnender Gabe von Bezafibrat sind diese nicht
feststellbar. Wird Bezafibrat erst spater verabreicht als die atherogene Diat, kénnen
Veranderungen der Kontraktilitat nicht beeinflusst werden (91). Uber einen langeren
Zeitraum ist ein Einfluss auf die Kontraktilitat glatter Muskulatur durch Bezafibrat
sichtbar. Dieser kann bei selektiver al1-adrenerger Stimulation in vitro und unter Diéat
der Ratten mit Kleintiernahrung in unseren Experimenten nicht gezeigt werden. Ob
unter unselektiver durch Noradrenalin bestimmter Kontraktion unter den in vitro
getesteten Bedingungen eine Relaxation vorhanden waére, kann in weiteren
Experimenten erforscht werden.

Da Bezafibrat liber den Agonismus am nukleédren Transkriptionsfaktor PPARa in den
Lipidmetabolismus eingreift, kdnnen die nach vierwdchiger Bezafibratapplikation
beobachteten Relaxationen auch auf einer, nach kurzzeitiger Medikamentengabe

nicht vorhandenen, veranderten Genexpression, beruhen.
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Chinetti et al. beschreiben, dass Aktivatoren von PPARs Gene zur Bildung von IL-2,

IL-6, IL-8, TNFa und Metalloproteinasen inhibieren sowie auch eine negative

Wirkung auf Signalwege von NF-B, STAT und AP-1 ausiiben (92).

Bei Kontraktionsexperimenten mit ansteigenden Dosierungen von Kaliumchlorid
sind die Kontrollen und Versuche mit und ohne Endothel jeweils ohne signifikante
Unterschiede. Bei Experimenten mit Endothel besteht im Vergleich zu Experimenten
ohne Endothel eine signifikante Rechtsverschiebung. Diese liegt aber auch im
Vergleich von Aortensegmenten ohne Inkubation von Bezafibrat vor und ist somit
am ehesten mit dem vorhandenen oder nicht vorhandenen Endothel erklérbar.

Es konnen auch einige uber das Endothel regulierte Relaxationsmechanismen an
einer mit Bezafibrat erst bei hoheren Kaliumkonzentration auftretenden Kontraktion
beteiligt sein.

In einer Studie kann eine Verbesserung vaskuldrer Funktionen spontan hypertensiver
Ratten durch Wy 14,643 und Fenofibrat, beide PPARa-Agonisten, gezeigt werden.
Es wird vermutet, dass PPARa-Agonisten durch die Induktion von NO Uber die
Aktivierung von Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase (PKA) eine

Verminderung von Kontraktionen férdernden Faktoren des Endothels bewirken (93).

Bei Versuchen mit Prékontraktion durch Kaliumchlorid und anschlielender Gabe
von Bezafibrat kann mit Endothel keine signifikante Veranderung im Vergleich zur
Kontrolle gesehen werden. Es bestehen Relaxationen.

Bei Versuchen ohne Endothel ist bei 40 mM KCI eine nicht signifikante bei 20 mM
KCI eine signifikante Relaxation sichtbar. Nur bei geringerer Dosierung KCI kann
ohne Endothel eine signifikante Relaxation gesehen werden. Der Einfluss auf die
durch Kaliumionen induzierte Kontraktion ohne Endothel und bei geringer
Kaliumkonzentration kann tber Veranderung der durch Kaliumkandle ausgel6sten
Hyperpolarisation méglich sein.

In Experimenten an glatten Muskelzellen der thorakalen Aorta der Ratte, kann
Fenofibrat mehr als Gemfibrozil und dieses wiederum mehr als Bezafibrat bei
Prékontraktion mit PE und KCI eine Relaxation bewirken. Eine anhaltende

Reduktion der intrazellularen Calciumkonzentration kann bei Fenofibrat und
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Gemfibrozil festgestellt werden (94). In einer Studie am distalen Colon der Maus
koénnen durch Clofibrat, Fenofibrat und Bezafibrat erzeugte Relaxationen ohne
Nachweis einer Calciumspiegelalteration nachgewiesen werden. Es besteht ein
Einfluss der MLCP (10). Welche intrazellularen Mechanismen- und ob die MLCP
bei der durch Bezafibrat darstellbaren Relaxation einen Einfluss hat, kdnnen weitere

Experimente zeigen.

Bei Kontraktion mit PG F,, ist mit und ohne Endothel eine Relaxation ohne
Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle vorhanden. Diese Tendenz spricht fur einen
vom Endothel unabhé&ngigen Mechanismus der Relaxation.

In Untersuchungen der Serumspiegel beim Menschen in vivo haben Desideri et al.
keinen Einfluss von Bezafibrat auf Serumspiegel von Zelladhdsionsmolekiilen und 8-
1S0-PG F,, zeigen kénnen (82).

In Experimenten an glatter Muskulatur der Aorta der Maus kommt es durch die
PPAR-a Agonisten GW7647 mehr als bei WY14,643 und Gemfibrozil nach
Préakontraktion mit PG F,, zu Relaxationen unabhangig von der agonistischen
Wirkung auf PPAR-a (95). Diese Ergebnisse gehen in Richtung der Tendenz von
Bezafibrat eine Relaxation zu erzeugen.

Bei Gabe von L-NAME zur Blockierung der eNOS, von ODQ, zur Blockierung der
solGC und SQ 22,536, welche die AC blockiert, sind Relaxationen vorhanden,
welche im Vergleich zur Kontrolle keine Signifikanz aufweisen. Diese Ergebnisse
sprechen fir eine (ber Bezafibrat ausgeloste Relaxationstendenz —glatter
Muskelzellen, unabhéngig von eNOS, solGC und AC. Es hatte bei Blockierung eines
der regulierenden Enzyme bei einem Einfluss des jeweiligen Kanals eher zu
Kontraktionen oder gleicher Spannung unter Prékontraktion kommen mdissen.

In Experimenten des distalen Colons der Maus zeigen Azuma et al. nach Blockade
von solGC und AC keinen Einfluss auf eine Relaxation durch Clofibrat. Es besteht
jedoch ein Einfluss der MLCP (10). Dagegen sind an der Aorta der Maus mit den
PPAR-a Agonisten GW7647 und Wy 14,643 verminderte Relaxationen mit
Blockierung der solGC liber ODQ vorhanden (95).

Bei den Experimenten mit Blockierung unterschiedlicher Kaliumkanéle zeigt sich im
Vergleich zur Kontrolle kein signifikanter Unterschied. Es sind Relaxationen
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sichtbar. Dieses Ergebnis entspricht auch Feststellungen anderer Experimente mit
Clofibrat, Fenofibrat und Bezafibrat an glatter Muskulatur des Colons der Maus. Es
besteht nach Gabe von Clofibrat eine Relaxation, die durch Glibenclamid,
Charybdotoxin, Apamin (Blockierung von Katp) XE 991 (Blockierung von K7,
spannungsabhdngige Kaliumkanéle) und andere Kaliumkanalblocker nicht reversibel
ist (10).

Bei Mdusen mit genetischer Veranderung der PPAR-o. kodierenden Sequenzen und
bei Uberexpression in Herzmuskelzellen mit folgender Kardiomyopathie ist der
Kaliumionenfluss verandert (96). Bei klonalen insulinproduzierenden Zellen der
Zelllinie HIT-T15 des Hamsters erfolgt mit Fenofibrat eine vom PPAR-a Agonismus
unabhangige Wirkung auf den Kaliumstrom mittels Ky und Katp (97). Dies konnte
auf besondere Konditionen hindeuten, bei denen anders als in unseren Experimenten
ein weiterer Einfluss von PPAR-a Agonisten, auch Uber Beeinflussung des
Kaliumstroms, bestehen kann.

Bei Experimenten an der Aorta der Maus mit Prakontraktion durch PG F,, kommt es
durch PPAR-a Agonisten zur Relaxation, welche durch Kaliumionen, den
Kaliumkanalblocker Glibenclamid, aber nicht durch 4-AP oder Iberiotoxin
vermindert wird (95). Unter den in unseren Experimenten gegebenen Bedingungen
sind &hnliche Ergebnisse nicht sichtbar.

Nach Kontraktion mit KCI und Blockierung von a-Rezeptoren mit Prazosin und f-
Rezeptoren mit Propranolol waren die Kurvenverlaufe im Vergleich zur Kontrolle
unverdndert. Dies deutet auf keinen Zusammenhang von unter Bezafibrat
auftretender Spannungsbeeinflussung glatter Muskelzellen von o- und B-Rezeptoren
unter kaliumabhdngiger Kontraktion hin. Ob jedoch eine Verdnderung bei [-
adrenerger Stimulation vorliegt kann nicht beurteilt werden. Die a-adrenergen

Stimulationsprozesse sind mit PE ermittelt.

Diskussion der Methoden

Modell der Rattenaorta fur arterielle GefalRe

Durch die Verwendung von isolierten Rattenaorten mit oder ohne Endothel kann die

direkte Wirkung von Substanzen auf die glatte Muskulatur der Gefalle beobachtet
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werden. Es konnen zellrezeptorvermittelte extra- und intrazelluldre Signalwege
genutzt oder inhibiert werden, um ein Verstandnis der Wirkung von Medikamenten
zu erlangen. Andere Organsysteme haben durch die Isolierung der Gefalle keinen
Einfluss auf erzeugte Effekte.

Es ist in einer Studie mit Zellkulturen aus Kardiomyozyten des VVorhofes neonataler
Ratten ein schneller Einfluss von Dehnung auf Genexpression und Rezeptoren
festgestellt worden. Nach 24-stiindiger Dehnung kommt es zur Veranderung von
Zelldurchmessern, einer verédnderten Nutzung von Signalwegen und zu einer
verminderten Expression von Kaliumkanélen. Durch Pravastatin erfolgt eine
Inhibtion der Verdnderung der a-Aktin Expression (98). Im Modell der Rattenaorta
befinden sich alle Aortenringe unter einer Vorpsannung von 10mN. Diese zur
Fixierung der Aortenringe notwendige Spannung beeinflusst die Ergebnisse auch
unter in vitro Bedingungen ist aber nétig, um eine Ausfiihrung der Experimente zu
ermdglichen.

Der Einfluss der Medikamente ist in diesem Modell auf einen kurzen Zeitraum
begrenzt (30 min bis 4 h). Die untersuchten Substanzen werden beim Menschen Uber
langere Zeit angewendet (tagliche Einnahme uber Jahre).

Zudem gibt es im Organismus eines Lebewesens ein komplexes System aus
verschiedenen Geféliarten und deren jeweiligen GroRen. Auch die nicht untersuchten
GefaRe haben einen Einfluss auf den GefaRtonus des Gesamtorganismus. Im
genutzten Modell muss eine bestimmte GroRe der GefélRe gewahrleistet sein (74).
Vom Modell der Rattenaorta kann keine direkte Ubertragbarkeit auf einen
Gesamtorganismus oder die Reaktion menschlicher Gefdle erfolgen. Die
durchgefiihrten Versuche konnen Anzeichen fir den zukilnftigen Einsatz oder

weitere Studien mit den getesteten Substanzen geben.

Alter der Ratten

Die Experimente sind an Aortensegmenten von weiblichen egal Ratten durchgefiihrt
worden. Das Alter der Ratten betrug 4-6 Monate. Die untersuchten Medikamente
werden beim Menschen bei Fettstoffwechselstorungen gerade im hoheren
Lebensalter angewendet, so dass zum einen der Unterschied zwischen dem

Tiermodell und menschlichem Organismus, aber auch das unterschiedliche Alter und
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damit die Beschaffenheit der untersuchten GefaRe firr die Ubertragung der
Ergebnisse einschrankend zu bericksichtigen sind. Alvarez de Sotomayor et al.
haben den Einfluss von Simvastatin auf altersassoziierte Endotheldysfunktion an
Rattenaorten getestet. Es sind Experimente an 12-14 Wochen und 60-80 Wochen
alten Tieren erfolgt. Mit Simvastatin kann bei diesen Experimenten eine vermehrte
endothelabhéngige Vasodilatation in Rattenaorten &lterer Tiere aber nicht jlingerer

Tiere nachgewiesen werden (8).

GruppengrofRe n

Die Gruppengrofie variierte bei den Experimenten zwischen 4 und 8. Die
Experimente kdnnen bei dieser Anzahl unter den jeweils eingerichteten Bedingungen
nur einen Teil des Einflusses der Substanz (Kontraktion (ber Kaliumkonzentration

oder Stimulation von a;-Rezeptoren, Blockade von Rezeptoren) darstellen.

Verwendete Konzentrationen zur Kontraktion der Aorten

Die verwendeten Konzentrationen zur Auslésung der Kontraktion der glatten
Muskulatur durch PE und KCI sind aus vorangegangenen Experimenten entnommen.
Bei vasodilatativen Effekten der untersuchten Substanzen sollte eine Dilatation nicht
durch zu hoch gewahlte Konzentrationen PE oder KCI verhindert werden (74; 78;
99). Die Kontraktion durch PG F,, wurde in zuvor genutzten Konzentrationen
ausgefuhrt. Unter 3 uM PG F,, kann mit dilatierenden Substanzen eine Relaxation in
diesen Experimenten erzeugt werden (100). In weiteren Versuchen wird eine
Konzentration bis 7,5 uM PG F,, genutzt (101).

Nebeneffekte blockierender Substanzen

Bei Inkubationen mit L-NAME und TEA sind bereits vor Kontraktion mit PE leichte
Kontraktionen vorhanden. In Experimenten mit TEA zeigen sich nach PE-Gaben
phasische Kontraktionen. Aus diesen ist der Mittelwert zur Berechnung der
Spannungen angegeben worden. Direkt nach Gabe von 4-AP und SQ 22,536 war
eine Relaxation vorhanden. Zur Auswertung wurde die Maximalspannung nach der

Inkubation und folgender Prékontraktion genutzt.
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Bei Experimenten mit Inkubation von Substanzen kann eine nur unvollstandige
Blockade des Zielproteins bestehen. Zusétzlich ist eine Beeinflussung anderer

Rezeptoren maglich.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Lipidsenkende Medikamente werden in der Therapie von Dyslipiddmien genutzt. In
den Experimenten werden nicht diese bekannten Wirkungen von lipidsenkenden
Medikamenten untersucht, sondern die sich fir Simvastatin und Bezafibrat
andeutenden Effekte auf die glatte Muskulatur von GefélRen dargestellt. Jeder in
Betracht kommende nachweisbare direkte Effekt der genutzten Substanzen auf
GefaRe konnte klinisch eine Signifikanz aufweisen. Diese misste weiter untersucht
werden. Mit der Hypothese wird angenommen, dass es durch Simvastatin und
Bezafibrat zu einer Spannungsénderung glatter Gefalmuskulatur kommen koénnte.
Diese Annahme ist experimentell in einer tierexperimentellen Studie weiter verfolgt
worden.

Durch Untersuchung von Aortenringen der Rattenaorta mittels isotonischer
Myotonometrie in vitro kann der Einfluss von Simvastatin und Bezafibrat auf die
Spannung arterieller glatter Muskulatur gemessen werden. Bei
Relaxationsexperimenten mit Prékontraktion erfolgt zur genaueren Eruierung
zugrunde liegender Mechanismen von Spannungsanderungen die Zugabe von
Rezeptorblockern. Bei Kontraktionsexperimenten wird, nach Inkubation von
Bezafibrat oder Simvastatin, KCI kumulativ hinzugefiigt. Zur Darstellung der
Ergebnisse dienen nichtlineare Regressionskurven mit Angabe des negativen
dekadischen Logarithmus der ermittelbaren halomaximalen Effekte.

Simvastatin und Bezafibrat erzeugen bei Prdkontraktion mit 20 mM KCI ohne
Endothel eine signifikante Relaxation. Bei den Ubrigen Experimenten mit
Prékontraktion mit oder ohne Blockierung von Rezeptoren sind mit Simvastatin und
Bezafibrat keine signifikanten Relaxationen vorhanden. Bei Blockierung der solGC,
AC und K¢, kommt es bei hochster Simvastatinkonzentration zur nicht signifikanten
Anspannung Bei Kontraktionsexperimenten mit KCI sind bei Simvastatin keine
signifikanten Sensitivitatsunterschiede vorhanden. Bei Bezafibrat zeigt sich ein
signifikanter Unterschied von inkubierten und nicht inkubierten Aortensegmenten
mit und ohne Endothel auch unabhangig von Bezafibrat.

Es zeigt sich bei beiden Substanzen ein direkter Effekt auf die elektromechanische

Kopplung  bei  glatter  GefaBmuskulatur ~ der  Ratte  bei  geringen
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Zusammenfassung

Kaliumkonzentrationen ohne Endothel. Genaue zugrunde liegende Mechanismen
kdnnen dabei noch untersucht werden. Bei Simvastatin kann ein Zusammenhang mit
der K¢, an diesen Effekten beteiligt sein. Bei Simvastatin besteht eine Anspannung
bei hohen Konzentrationen bei blockierter solGC und der AC ohne Signifikanz.

In weiteren Studien kdnnten humane Gefalie auf die gezeigten Effekte hin untersucht

werden.
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