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1 Abkiirzungen

ACh Acetylcholin

AVK arterielle Verschlusskrankheit

CF Koronarer Fluss (coronary flow)

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine
monophosphate)

CK Kreatinkinase (creatine kinase)

CPP koronarer Perfusionsdruck (coronary perfusion pressure)

CSE Cholesterolsynthese

CVR koronarvaskularer Widerstand (coronary vascular resistance)

ACVR Differenz des koronar ve?skl.JIéren Widerstands vor und
nach der Behandlung mit einem Pharmakon

ECss Konzentration, Yvelche den halbmaximalen Effekt
hervorruft (effective concentration)

EDRF endothelium derived relaxing factor

FIA Fluss-Injektions-Analyse (flow injection analysis)

FPP Farnesylpyrophosphat

GGPP Geranylgeranylpyrophosphat

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase

GTN Glyceroltrinitrat

GTPase Guanosintriphosphatase

HDL Lipoproteine hoher Dichte (high density lipoproteins)

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethan-sulfonsaure

Hg Quecksilber

HMG-CoA Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A

HPLC Hochdruck-Flussigchromatographie (high pressure liquid
chromatography)

i.m. intramuskular

ICAM interzellulares Adhasionsmolekul (intercellular adhension
molecule)

IMT Intima-Media-Dicke (intima-media-thickness)

KHK Koronare Herzerkrankung
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LDL Lipoproteine niedriger Dichte (low density lipoproteins)

LVP linksventrikularer Druck (left ventricular pressure)

MCP Monozyten chemotaktisches Protein (monocyte chemotactic
protein)

MW Molekulargewicht (molecular weight)

NaCl Natriumchlorid

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

NZW New Zealand White

PAI-1 Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (plasminogen activator
inhibitor-1)

PK Proteinkinase

RSNO Nitrosothiol

sGC |6sliche Guanylatcyclase (soluble guanylate cyclase)

tPA Gewebsplasminogen Aktivator (tissue plasminogen activator)

VCAM vaskulares Zelladhasionsmolekul (vascular cell adhension
molecule)

VLDL Lipoproteine sehr niedriger Dichte (very low density
lipoproteins)

VS. versus

WHHL Watanabe Heritable Hyperlipidemic
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2.1 Lipide

2.1.1 Aufbau, Funktion und Zusammensetzung

Die Bezeichnung Lipide fasst unterschiedliche Verbindungen zusammen,
welche fur den Stoffwechsel essentiell sind. Einige dienen als strukturelle
Komponenten von Membranen, wahrend andere Speicherformen von
Nahrstoffen darstellen. Zu den Lipiden zahlen Triglyceride und
Phospholipide sowie Cholesterol. Allen gemeinsam ist die schlechte
Daher

Transportmechanismus im Korper. Sie werden im Blut nicht in freier Form,

Wasserloslichkeit. bendtigen sie einen speziellen
sondern im Inneren von hydrophilen Mizellen beférdert. Diese entstehen
durch Bindung von Lipiden an unterschiedliche Tragerproteine, so
genannte Apoproteine, und werden als Lipoproteine bezeichnet [1;2].

Die Lipoproteine werden in verschiedene Dichteklassen unterteilt. Sie
zeigen ein unterschiedliches Verhalten bei der Ultrazentrifugation (bzw. bei
der Die unterschiedliche Dichte der

Elektrophorese). Lipoproteine

begrundet sich in ihrer unterschiedlichen Zusammensetzung:

Chylomi- | Lipoproteine |Lipoproteine |Lipoproteine
kronen sehr niedriger hoher Dichte
niedriger Dichte (LDL) | (HDL)
Dichte
Zusammen- (VLDL)
setzung in [%]
Apolipoproteine |0,8-2,5 8-12 20-24 40-60
Phospholipide 4-9 16-20 20-24 20-37
Cholesterol 0,5-1 6-8 7-9 2-7
Cholesterolester |1-2,5 12-14 35-40 5-10
Triglyceride 87-94 45-55 8-12 1-5

Quelle: [3]
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Die Triglyceride sind die Energietrager. Das Cholesterol dient als
Strukturmolekil der Zellmembran und Ausgangsmolekal fur die
Steroidhormon- und Gallensauresynthese. Das Cholesterol und damit
auch das LDL, als Lipoprotein mit dem gréRten Cholesterolgehalt, ist die in
der Pathogenese der Atherosklerose wichtigste Verbindung. Die endogene
Cholesterolsynthese (1-2 g/Tag) ist wesentlich grofer als die Zufuhr mit
der Nahrung (ca. 0,7 g/Tag).

Bei der Resorption der Fette werden von der Darmmucosa Chylomikronen
gebildet. Sie dienen zum Transport der resorbierten Fette und gelangen
uber die Lymphbahn ins Blut, wo sie schnell durch Lipoprotein-Lipasen
abgebaut werden.

Von der Leber synthetisierte Fette werden als Lipoproteine sehr niedriger
Dichte (VLDL) in den Kreislauf sezerniert. Sie transportieren hauptsachlich
im Organismus selbst produzierte Neutralfette. Ca. 40 % der VLDL werden
in Lipoproteine niedriger Dichte (LDL) umgewandelt. Die LDL sind die
wichtigste  Transportform fur das Cholesterol. Die Versorgung
extrahepatischer Gewebe mit Cholesterol und die direkte Einlagerung des
Cholesterols in die Wande der Gefale erklart die atherogene Bedeutung
der LDL. Lipoproteine hoher Dichte (HDL), die in der Leber und aus
Chylomikronen gebildet werden, kdnnen dagegen Cholesterol aus den
Zellen aufnehmen und zur Leber transportieren, wo es metabolisiert wird.

Dem HDL wird ein Schutzeffekt bei der Atherosklerose zugesprochen.



2 Einleitung 9

2.2 Das Endothel

2.2.1Die Physiologie der endothelialen Funktion

Ursprunglich wurde angenommen, dass das Endothel als Barriere einfach
nur das stromende Blut von dem umgebenden Gewebe trennt. Erst durch
die Entdeckung der Tatsache, dass die Prostaglandine nicht nur, wie
ursprunglich angenommen, in der Prostata gebildet und in Samenflissigkeit
und Geschlechtdrusen freigesetzt werden, sondern in fast allen Organen
nachweisbar und fur eine Veranderung des Gefaldtonus verantwortlich sind,
fuhrte zu einer Veranderung des bis bestehenden Bildes vom Endothel.
Furchgott und Zawadzki zeigten im Jahr 1980, dass ein intaktes Endothel
entscheidend fur eine Freisetzung des EDRF (endothelium derived relaxing
factor) ist. Sie erklarten, dass die Unversehrtheit des Endothels eine
zwingende Voraussetzung fur die Acetylcholin induzierte Vasodilatation ist
[4]. Im Sommer 1986 postulierte Ignarro auf einer Konferenz der Mayo
Clinic in Rochester, Minnesota, zum ersten Mal, dass der von Furchgott
und Zawadzki beschriebene EDRF mit Stickstoffmonoxid (NO) identisch ist.
Mittlerweile steht fest, dass NO (und L-Citrullin) aus L-Arginin mit Hilfe der
NO-Synthase (NOS) synthetisiert wird [5].

NO stellt eine der potentesten relaxierenden Substanzen dar, die Uber die
Stimulation der 16slichen Guanylatcyclase (sGC) der glatten Muskelzellen
mit nachfolgender Erhdéhung des cyclischen Guanosinmonophosphat
(cGMP) und letzten Endes Uber eine Senkung der freien intrazellularen
Calciumkonzentration zur Vasodilatation fuhrt.

Der Gefaldtonus wird Uber eine basale kontinuierliche NO-Freisetzung
moduliert. Auf diese Weise stellt das endotheliale NO-System hinsichtlich
der Tonusregulation von Gefalten einen Gegenspieler zum sympathischen
Nervensystem und Renin-Angiotensin-System dar. Tatsachlich kommt es
nach Hemmung der endothelialen NOS durch L-Arginin-Analoga zu einem
drastischen Anstieg des systemischen, aber auch des
Koronarwiderstandes. Neben dieser relaxierenden Wirkung ist NO ein

potenter Hemmestoff der Plattchenaggregation und -adhasion und entfaltet
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dabei zusammen mit Prostacyclin einen synergistischen Effekt. Zusatzlich
hemmt NO die Adhasion von Leukozyten an der Endotheloberfache Uber
eine Hemmung der Expression von Adhasionsmolekulen. Weiterhin scheint
NO die Proliferation glatter Muskelzellen Uber einen cGMP-abhangigen

Mechanismus zu hemmen [6].

2.2.2 Die endotheliale Dysfunktion

Der Begriff der endothelialen Dysfunktion kann als eine Stérung des
endothelialen NO-Metabolismus definiert werden [7]. Die bedeutende
pathophysiologische Bedeutung einer gestdrten Endothelfunktion ergibt
sich aus den oben beschriebenen physiologischen Funktionen des
endothelialen NO-Systems.

Verschiedene Veranderungen im NO-Stoffwechsel sind mdglich:

e eine verminderte Synthese und Freisetzung des als NO
identifizierten EDRF [8]

e ein Verlust von Endothelzellen [9]

e eine verminderten Bioverfligbarkeit von NO durch eine exzessive
Produktion von Superoxidradikalen in der Gefallwand (oxidativer
Stress) und damit eine Oxidierung und Inaktivierung des NOs [10-
13]

e eine verminderte Diffusion von NO beim Transit durch die
Endothelzellen in die darunter liegenden glatten Muskelzellen [14]

e eine verminderte Ansprechbarkeit der glatten Muskelzellen auf NO
[8;15]

Atherosklerotische Lasionen gehen mit einer verminderten Endothel

abhangigen Relaxation des arteriellen Gefaldes einher [16;17].
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2.3 Atherosklerose

2.3.1 Physiologischer Aufbau einer Arterie

Die normale Struktur einer Leitungsarterie besteht aus drei morphologisch
unterschiedlichen Schichten (siehe Abbildung 1):

Aulen befindet sich die Tunica adventitia, die aus Bindegewebe mit
eingelagerten Fibroblasten und glatten Muskelzellen besteht. Die Tunica
media, als mittlere Schicht, besteht aus glatten Muskelzellen. Daran
schliefl3t sich die normalerweise sehr dinne Tunica intima an. Sie besteht
hauptsachlich aus Proteoglykanen und Kollagen. Zur Media hin ist die
deutlich ausgepragte Membrana elastica interna zu erkennen. Zum Lumen
wird die Tunica intima durch eine einschichtige Endothelzellschicht

abgeschlossen.

— Lumen

== [Endothel

Tunica intima

Membrana elastica interna

—— Tunica adventitia

Abbildung 1: Exemplarische Struktur einer Leitungsarterie. Die Arterie besteht aus drei
verschiedenen morphologischen Schichten: Die Tunica intima, die innerste Schicht, ist im
pathologisch nicht verdnderten Zustand sehr diinn. Sie besteht aus einer Bindegewebsmatrix
aus Proteoglykanen und Kollagen. Zur luminalen Seite wird sie durch einen einschichtigen
Endothelzellverband abgegrenzt. Auf der peripheren Seite befindet sich eine Lage mit
elastischen Fasern, die Membrana elastica interna. Die Tunica media, die mittlere Schicht,
besteht aus glatten Muskelzellen. Die Tunica adventitia, die duBere Schicht, besteht aus mit

Fibroblasten und glatten Muskelzellen durchsetztem Bindegewebe.
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2.3.2 Pathophysiologie der Atherosklerose

Histopathologische Studien haben eine Reihe von Veranderungen in den
Gefallen bei der Entstehung der Atherosklerose aufgezeigt. Dabei spielen
entzindliche Prozesse eine Schlusselrolle. Es konnte nachgewiesen
werden, dass das Endothel eine zentrale Rolle bei den
Entzindungsreaktionen spielt [18]. Mit seinen Interzellularspalten (tight
junctions, Zonula occludens) ist das Endothel eine permeable Barriere
zwischen Blut und Gewebe. Oxidiertes LDL wird in der Intima
angesammelt. Das LDL wird vor allem durch Oxidation, aber auch durch
Lipolyse, Proteolyse und Aggregationsreaktionen modifiziert. Diese
veranderten LDL-Partikel werden von Makrophagen aufgenommen.
Rezeptoren, wie SR-A und CD36, vermitteln eine Schaumzellbildung. Sie
bilden die friihe atherosklerotische L&sion.

Im Laufe der Zeit sterben die Schaumzellen ab. Es bildet sich fibrose
Plaque, die durch eine wachsende Masse an extrazellularen Lipiden und
eine Akkumulation von glatten Muskelzellen sowie ein dadurch entstehende
extrazellulare Matrix charakterisiert ist. Cytokine und Wachstumsfaktoren,
die durch Makrophagen und T-Zellen freigesetzt werden, sind fur die
Migration und Proliferation sowie fur die Produktion der extrazellularen
Matrix von Bedeutung. Man spricht von einer fortgeschrittenen
atherosklerotischen Lé&sion. Zuerst wachsen die Lasionen bis zu einem
kritischen Punkt zur Adventitia hin. Danach expandieren sie nach auften
und engen das Gefallumen ein (positives und negatives Remodeling).
Acetylcholin (ACh) bewirkt unter normalen Umstanden eine Vasorelaxation
durch Freisetzung des EDRF. Bei Entfernung des Endothels oder durch
atherosklerotische Lasionen kommt es zu einer unphysiologischen
Konstriktion anstelle einer Dilatation nach ACh Gabe. Diese wird, wie oben
beschrieben, als endotheliale Dysfunktion bezeichnet [16;19;20].

Ferid Murad [21] konnte bereits vor der ldentifizierung des NO als dem
EDRF far Nitrate wie Nitroglycerin eine Freisetzung von NO (ohne
Endothelbeteiligung) sowie eine Relaxation glatter GefalRmuskelzellen
unter Beweis stellen. Unter normalen Versuchsbedingungen werden nur bei

schwersten atherosklerotischen Veranderungen Einschrankungen in der
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endothelunabhangigen Relaxation beobachtet [22]. Unter normalen
Bedingungen ist die endothelunabhangige Dilatation im Alter dagegen nicht
beeintrachtigt [9].

Schon 1968 wurde von Eggen et al. [23] gezeigt, dass man bereits in der
Kindheit atherosklerotische Veranderungen, namlich Plaques, findet. Diese
nehmen mit wachsenden Alter zu [24]. Beobachtungen, dass im steigenden
Alter die Sensitivitat auf NO-Donatoren abnimmt, lassen sich dadurch
erklaren. Man spricht von einer altersabhangigen Verschlechterung der
Endothelfunktion [9;25]. Damit reprasentiert NO ein potentes
antiatherosklerotisches Molekul.

Fir die Entwicklung von Thromben induzierten koronaren Ereignissen ist
die Zusammensetzung und Empfindlichkeit entscheidender als die Schwere
der Stenose. Anfallige Plaque hat eine diinne fibrése Deckplatte und eine
erhdhte Anzahl an Entzindungszellen. Rupturen findet man haufig im

Randbereich der Lasionen, die reich an Schaumzellen sind [26].

2.3.3 Klinische Relevanz der Atherosklerose

Das fur die Atherosklerose bedeutendste Lipoprotein ist das LDL. Es ist,
neben dem Gesamtcholesterol und dem Apoprotein B, der wichtigste
Risikofaktor sowohl flr koronare Akutereignisse, wie tddlicher und nicht
todlicher Myokardinfarkt, als auch fur chronische koronarsklerotische
Folgeerkrankungen [27]. Die Koronare Herzerkrankung (KHK) ist die
Manifestation der Atherosklerose an den Herzkranzarterien. Bedingt durch
flusslimitierende Koronarstenosen kommt es zum Missverhaltnis zwischen
Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot im Herzmuskel [28]. Die durch
diese Koronarinsuffizienz  hervorgerufene Myokardischadmie kann sich
klinisch als auRern:

e Angina pectoris

e Myokardinfarkt

e Linksherzinsuffizienz

e Herzrhythmusstérungen

e Plo6tzlicher Herztod
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Daneben spielt die arterielle Verschlusskrankheit (AVK) eine wichtige Rolle
bei atherosklerotisch bedingten Erkrankungen. Sie umfasst stenosierende
und okkludierende Veranderungen der Aorta und der
extremitatenversorgenden Arterien.
Man Unterteilt vier Stadien der peripheren AVK:
|. Beschwerdefreiheit, bei distal der Stenose nicht mehr tastbarem
Puls
Il. Belastungsschmerz  (Claudicatio intermittens, ,Schaufenster-
krankheit*)
lll. Ischamischer Ruheschmerz
IV. Nekrose / Gangran
Die Erkrankung der hirnversorgenden Halsschlagadern (cerebrale AVK)
kann asymptomatisch sein. In leichten Fallen kann es zu einer
vorribergehenden Beeintrachtigung des Sehvermdgens (Amaurosis fugax)
kommen, schwerere Formen kdnnen mit vorubergehender
Bewusstseinseintribung (transitorische, ischamische Attacke) oder
Symptomen des Schlaganfalls (Apoplexie) einhergehen [29;30].
Die Atherosklerose ist in der westlichen Gesellschaft fir 50 % der

Gesamtmortalitat verantwortlich [26].

2.3.4 Therapeutische Moglichkeiten

Bei normalem HDL-Cholesterol steigt oberhalb von 200 mg/dl
Gesamtcholesterol die Infarktmorbiditat steil an und zeigt bei 250 mg/dl
eine Verdopplung, bei 300 mg/dl eine Vervierfachung im Vergleich zum
Risiko bei 200 mg/dl. Daher wurde fur den Menschen 200 mg/dl als der
anzustrebende Grenzwert fir das Gesamtcholesterol festgesetzt [31].

Zur  Vermeidung und Vorbeugung von atherosklerotischen
Folgeerkrankungen umfasst das therapeutische Vorgehen im ersten Schritt
diatetische Malnahmen. Dabei spielen eine Fettreduktion, der
Fettaustausch (bevorzugt pflanzliche Fette mit ungesattigten Fettsauren
sowie Konsum von Seefisch mit einem hohen Gehalt an Omega 3-

Fettsauren) und eine eingeschrankte Cholesterol Aufnahme Uber die
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Nahrung eine wichtige Rolle. Im gleichen Zug ist das Korpergewicht zu
normalisieren. Daneben ist auf eine optimale Einstellung eines Diabetes
mellitus, einer arteriellen Hypertonie zu achten. Zusatzliche Risikofaktoren
wie z.B. Zigarettenrauchen sollten eingestellt und die korperliche Aktivitat
erhoht werden.

Ist mit den oben beschrienen MalRnahmen allein keine ausreichende
Normalisierung des Lipidblutspiegels zu erreichen sind zusatzlich Lipid
senkende  Medikamente indiziert. Daflr stehen  verschiedene

Praparatgruppen zur Verfliigung:

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A Reduktasehemmer (=HMG-
CoA Reduktasehemmer)

Synonyme: Cholesterol-Synthese-Hemmer (=CSE-Hemmer), Statine

Die HMG-CoA Reduktasehemmer sind die wirksamsten LDL-Cholesterol
senkenden Medikamente. Sie hemmen kompetitiv das Schlisselenzym der
Cholesterolsynthese, das 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A. Die
Beeinflussung des Fettstoffwechsels beinhaltet neben einer Abnahme des
LDL-Cholesterols auch einen Anstieg des HDL-Cholesterols und eine
Verringerung der Triglyceride und des VLDL-Cholesterols sowie der
Zusammensetzung der Chylomikronen. Die individuelle Ansprechbarkeit
auf HMG-CoA Reduktasehemmer ist unterschiedlich. Die maximale
Senkung des Gesamt- und LDL-Cholesterol im Blut kann bis zu 60%
betragen [32;33].

Anionenaustauscherharze

Die nicht resorbierbaren, basischen Anionenaustauscherharze binden im
Dinndarm Gallensauren und entziehen diese so dem enterohepatischen
Kreislauf. Dadurch werden die LDL-Rezeptoren in der Leber stimuliert,
wodurch es zum Absinken des LDL-Cholesterols kommt. Die maximale
Senkung des Gesamt- und LDL-Cholesterol im Blut kann bis zu 30%

betragen.
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Resorptionshemmer

Ezetimib ist ein neuer Lipidsenker, der im November 2002 in den
deutschen Markt eingefuhrt wurde. Die Cholesterolspiegelsenkung beruht
auf einer intestinalen Resorptionshemmung von Cholesterol aus der
Nahrung und dem Gallensaft. Der genaue Wirkmechanismus ist noch nicht
endgultig geklart. Wahrscheinlich werden die Transportersysteme in der
Darmwand fur Cholesterol gehemmt. Eine Senkung des LDL-Cholesterol

um mehr als 25 % Prozent konnte nachgewiesen werden [34].

Fibrate

Synonyme: Aryloxycarbonséure-Derivate, Clofibrinsdure-Derivate

Die Clofibrinsaure aktiviert die Lipoproteinlipase, woraus ein gesteigerter
Katabolismus triglyceridreicher Lipoproteine resultiert. Die maximale
Senkung des Gesamt- und LDL-Cholesterol im Blut kann bis zu 20%
betragen.

Nicotinsaure

Nicotinsaure hemmt Uber die Adenylatcyclase die Triglyceridlipase, was
eine Verminderung der Lipolyse bewirkt. Es ist eine maximale Senkung der

Cholesterolwerte um 10-15% maoglich.
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Kann durch eine Monotherapie, gegebenenfalls auch durch einen Wechsel
des Praparats, kein ausreichender therapeutischer Erfolg erzielt werden,
werden Kombinationen, z.B. von HMG-CoA Reduktasehemmern mit

Anionenaustauscherharzen, eingesetzt.

Extrakorporale LDL-Elimination

Synonym: LDL-Apherese

Bei Versagen sowohl von diatetischen als auch medikamentdsen
Therapieverfahren ist eine erfolgreiche Senkung der Cholesterol- bzw. LDL-
Werte nur mit frihzeitig begonnenen und regelmafig fortgesetzten
extrakorporalen Eliminationsverfahren maoglich. Die maximale Senkung des
Gesamt- und LDL-Cholesterol im Blut kann 60-80% betragen [1;28;35].

2.3.5 Statine- Stand der Forschung

Kardiovaskulare Erkrankungen gehen mit einer Verschlechterung der
endothelialen Relaxation einher. Das Endothel ist fur die Aufrechterhaltung
der Gefalfunktion von essentieller Bedeutung. Es moduliert den aktuellen
und bedarfsgerechten Gefal’tonus, die antithrombotischen und
antiadhasiven Eigenschaften der GefalRwand und die Architektur der
Gefallwand sowie die Gefallpermeabilitat. Eine Stérung der endothelialen
Funktion wird als frihes SchlUsselereignis in der Entwicklung der
Atherosklerose gesehen [36].

Sowohl beim Kaninchen [16;37] als auch beim Menschen [38] wurde
nachgewiesen, dass die Hohe des Cholesterolspiegels eine wichtige Rolle
fur die Intaktheit des Endothels und seiner physiologischen
Funktionsfahigkeit ausubt. Zu hohe Cholesterolwerte sind mit
pathologischen Veranderungen verbunden.

Bereits 1976 wusste man, dass sich niedrige Cholesterolwerte glnstig auf
die Gefallwande auswirken und atherosklerotische Veranderungen
vorbeugen. Endo und Kuroda isolierten eine Verbindung, Compactin ( auch

Mevastatin genannt), aus Penicillium citrinum, welche einen Cholesterol
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senkenden Effekt aufwies [39]. Wie sich herausstellte, handelte es sich
dabei um einen Inhibitor der Cholesterolsynthese, genauer um einen
Inhibitor der Hydroxymethylglutaryl-CoA Reduktase.

Daraus entwickelte man mit Lovastatin den ersten Hydroxymethylglutaryl-
CoA Reduktasehemmer, der 1989 auf den Markt kam. Seit der
Markteinfuhrung wurde an Modifizierungen gearbeitet. Der nachste
Entwicklungsschritt fuhrte von den Prodrugs Lovastatin und Simvastatin
zum Pravastatin, was bereits bei der Einnahme als aktiver Metabolit
vorliegt. Veranderungen in der Ringstruktur fihrten zu erhdhter Lipophilie,
héherer Plasmaproteinbindung und besserer Bioverfligbarkeit (siehe
Tabelle 1).

In Abbildung 2 sind die Strukturformeln der gegenwartigen HMG-CoA
Reduktasehemmer nach der Pharmazeutischen Stoffliste [40] dargestellt.
Cerivastatin wurde auf Grund eines vermutlich erhdhten Risikos fur
Myopathien / Rhabdomyolysen bei gleichzeitiger Behandlung mit
Cerivastatin und Gemfibrozil [41] am 08.August.2001 von der Firma Bayer

vom Markt genommen [42].



2 Einleitung

Pravastatin

OH ,  Atorvastatin

Cerivastatin

/

OH OH O

Abbildung 2: Strukturformeln der Statine
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In zahlreichen grolden placebokontrollierten, randomisierten
Doppelblindstudien [58-67] konnte die Bedeutung einer Cholesterolsenkung
gezeigt werden. Ubereinstimmend haben die Untersuchungen den
koronarangiographischen Nachweis erbracht, dass die Atherogenese zum
Stillstand gebracht werden kann. Die Reduktion hochgradiger Stenosen
war dagegen gering. Uberraschend waren die klinischen Konsequenzen
der Lipidtherapie. Kardiale Ereignisse konnten durch eine Senkung des
Cholesterolspiegels erheblich vermindert werden. Es ist klar geworden,
dass sowohl im frihen als auch im spaten Stadium der koronaren
Herzkrankheit eine Senkung der Infarkthaufigkeit und Gesamtmortalitat
erreicht werden kann [68;69]. Diese Beobachtungen der Morbiditat und
Mortalitat waren ausschlieRlich deskriptiv. Offen blieb die Frage, wie die
Statine in den Stoffwechsel eingreifen.
Die gunstigen Effekte der Statine wurden bis vor Kurzem auf die Fahigkeit
der Reduktion des Cholesterolspiegels zuruckgefuhrt. In jungerer Zeit
werden aber auch Effekte, die unabhangig von der Senkung des
Cholesterolspiegels sind, diskutiert. Auf Grund dessen, dass der Eingriff in
die Cholesterolsynthese nicht nur eine Auswirkung auf die
Cholesterolbildung, sondern auch auf andere nicht steroidale isoprenoide
Verbindungen hat, sind pleiotrope Effekte denkbar [70]. Beobachtet werden
Wirkungen auf

e die LDL-Oxidation (siehe 2.3.5.1)

e die Endothelfunktion (siehe 2.3.5.2)

e Entziindungsreaktionen (siehe 2.3.5.3)

e die Zellproliferation, Migration und Apoptose (siehe 2.3.5.4)

e die Plaquestabilitat (siehe 2.3.5.5)

e die Koagulation (siehe 2.3.5.6)
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2.3.5.1 LDL-Oxidation
Die LDL-Oxidation ist ein SchlUsselschritt bei der Entstehung der

Atherosklerose. Sie hat einen Einfluss auf

e die Inhibition der NOS-Aktivitat [71]

e die Zellbildung und den Zelluntergang [72]

e die Gewebeexpression durch Monozyten [73]

e Entzindungsprozesse [74]
In der Nahe von atherosklerotischen Lasionen wird gehauft oxidiertes LDL
gefunden, welches zu einer Akkumulation von Makrophagencholesterol
fuhrt. Cholesterol senkende Medikamente, wie die Statine, inhibieren die
Anfalligkeit zur LDL-Oxidation. Dadurch wird der Anteil an oxidiertem
Substrat verringert [75-77]. Effekte von oxidiertem LDL auf die eNOS
MRNA Expression und den Proteinspiegel werden unterdrickt [78].
Giroux et al. [79] konnten nachweisen, dass es zu einer dosisabhangigen
Verminderung an Superoxidbildung kommt. Es konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung mit Statinen zu einer Reduktion in der Makrophagen-
Superoxid-Bildung fihrt. Es konnte aullerdem nachgewiesen werden, dass
die Statine selber ein antioxidatives Potential besitzen und somit schutzend
wirken [80;81].
Zudem weil man, dass die HMG-CoA Reduktasehemmer an die
Phospholipidfraktion des LDL binden und damit die Diffusion freier Radikale
in den Lipoproteinkern vermindern kénnen. Dieser stimulierende Effekt auf
die Dezimierung von LDL aus der Zirkulation und der direkte
Bindungseffekt der Statine beeinflusst die Plattchenaggregation und fuhrt
zu einer Abnahme der Schaumzellbildung. Dies hat wiederum gunstige

Folgen fur die Atherogenese [82)].

2.3.5.2 Endothelfunktion

Das unbeschadigte Endothel setzt bei der Stimulation durch Acetylcholin
Stickstoffmonoxid (NO) als relaxierenden Faktor frei [83]. Es kann aber

auch kontrahierende Faktoren, wie Endothelin, ein stark
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vasokonstriktorisches Peptid, absondern [84]. Das intakte Endothel steuert
somit das vasomotorische Verhalten [85;86]. Eine gestorte
Endothelfunktion spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
Atherosklerose [87].

Bereits 1998 beschrieben Laufs et al. [71], dass oxidiertes LDL
zeitabhangig die endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) mRNA
und den Proteinspiegel vermindert. Simvastatin und Lovastatin dagegen
fuhrten zu einem Anstieg der eNOS Expression und schutzten
konzentrationsabhangig vor der Herunter-Regulation durch ox-LDL. Bei
Zusatz von L-Mevalonat (alleine ohne Effekt auf die eNOS Aktivitat) zum
Simvastatin konnte der hoch-regulatorische Effekt des Simvastatin
unterdruckt werden. Studien mit Actinomycin D (ein Peptidantibiotikum,
welches Uber eine Hemmung der RNA-Polymerase das Wachstum
proliferierender Zellen beeintrachtigt) haben gezeigt, dass Simvastatin die
eNOS mRNA stabilisiert. Simvastatin  beeinflusst die eNOS
Gentranskription nicht. Somit wurde geschlussfolgert, dass die Statine
hauptsachlich post-transkriptionale Mechanismen der eNOS Expression
hochregulieren und die eNOS Aktivitat erhdhen.

Im gleichen Jahr stellten Laufs et al. [88] den Eingriff der HMG-CoA
Reduktasehemmer in die Cholesterolsynthese dar. Auch die Synthese
wichtiger Intermediatprodukte (lsoprenoide, wie Farnesylpyrophosphat
[FPP] bzw. Geranylgeranylpyrophosphat [GGPP]) der Cholesterolsynthese
werden bei Statineinsatz verhindert. Diese Isoprenoide sind wichtige
lipophile Anhange fur post-translationale Modifikationen bei einer Reihe von
Proteinen (z.B. Rho). Mevastatin erhoht den eNOS mRNA- und den
Protein-Spiegel. Bei Zugabe von L-Mevalonat oder GGPP wurde der
yotatin-Effekt unterdrickt (FPP bzw. LDL hatten dagegen keinen Effekt).
Da die Rho GTPase einer geranylgeranyl-Modifikation unterliegt, wurde der
Einfluss von Rho auf die eNOS Expression ermittelt. Es konnte gezeigt
werden, dass die eNOS Expression von Rho negativ beeinflusst wird.
Statine  blockieren die = Rho-Geranylgeranylation, die far die
membranassoziierte Aktivitat notwendig ist, und regulieren somit die eNOS

Expression.
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Eine weitere Arbeit unterstitzt die aufgestellten Thesen: Statine fuhren
durch die Inhibition der Isoprenylierung der Rho GTPase zur Hoch-
Regulation der NO-Produktion. Entzug der Statine fuhrte Uber einen
Rebound-Effekt zu einer 90%igen Verringerung der NO-Produktion. Das
bedeutet, dass der Statin-Entzug zu einem kurzzeitigen Anstieg der Rho-
Aktivitat als Ursache einer Suppression der endothelialen NO-Produktion
fuhren konnte [89].

2.3.5.3 Entziindungsreaktionen

Es gibt Anhaltspunkte dafur, dass die Entzindungsreaktion eine wichtige
Rolle bei der Bildung und dem Wachstum von atherosklerotischer Plaque
spielt [74;90-92]. Adhasionsmolekile wie MCP1, VCAM, ICAM und die
Selektine sind fur die Anhaftung von Leukozyten und T-Lymphozyten am
Endothel verantwortlich [70;93;94].

Die Statine vermindern den MCP1-Spiegel in der Neointima und der Media.
Dadurch wird die arterielle Makrophageninfiltration reduziert. Dies konnte
eine Stabilisierung der atherosklerotischen Plaque zur Folge haben [95]. Es
handelt sich dabei um einen gunstigen Effekt, da so ischamische Vorfalle,
das bedeutet eine Verminderung der Durchblutung durch sich Iosende
Thromben oder Emboli, reduziert werden [13].

Niwa et al. [96] halt es fur denkbar, dass zellulare Interaktionen zwischen
Monozyten und dem Endothel durch Fluvastatin inhibiert werden, was eine
reduzierte Expression von Adhasionsmolekulen zur Folge hat. Eine weitere
Studie spricht von einem antientzindlichen Prozess. Dieser sei durch eine
Reduzierung der Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzellen
und durch eine Herunter-Regulation der P-Selectin-Expression
gekennzeichnet [97].

Unterstrichen wird diese Aussage durch das Erbringen des Beweises, dass
die Statine in der Lage sind, die Expression und Funktion von
Leukozytenzelloberflachen positiv zu beeinflussen.
Leukozytenzelloberflachenmolekile sind fur die Anhaftung von Monozyten

an das Endothel von Bedeutung. Im Blut von hypercholesterolamischen
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Patienten wurde nach einer Statinbehandlung eine verminderte Expression
des Leukozytenzelloberflachemolekils CD 11b und eine verringerte

Anhaftung von Monozyten an das Endothel nachgewiesen [98].

2.3.5.4 Zellproliferation, Migration und Apoptose

Atherosklerotische Veranderungen gehen mit der Neubildung von
Intimagewebe einher. Dabei kommt es zu einer Proliferation der glatten
Muskelzellen. Durch Gabe von HMG-CoA Reduktasehemmern konnte ein
deutlicher Ruckgang der DNA-Synthese in den glatten Muskelzellen
nachgewiesen werden, was auf eine Wirkung der Statine auf die
Myozytenproliferation hinweist [99].

Die Statine tragen zu einer Hemmung der Proliferation und Migration der
glatten Gefallmuskelzellen bei [100]. Pauletto et al. [101] erklart, dass sich
die Behandlung mit einem CSE-Hemmer auf das Differenzierungspotential
der glatten Muskelzellen auswirkt. Es kommt zu einer drastischen
Reduktion der Akkumulation der Gefalimuskelzellen und Makrophagen in
der Intima. Dadurch wird die Entwicklung von intimalen Lasionen
verhindert.

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass es neben einer Modulation
der glatten Muskelzellproliferation durch die HMG-CoA Reduktasehemmer,
mit Ausnahme des hydrophilen Pravastatins, zu einer Veranderung bei der

Apoptose der glatten Muskelzellen kommt [102].

2.3.5.5 Plaquestabilitat

Die Komposition und Empfindlichkeit der Plaque (Plaquetyp) ist mehr als
der Grad der Stenosierung (Plaquegrofie) fur die Entwicklung von durch
einen Thrombus herbeigefihrtes koronares Ereignis verantwortlich. Lipid
reiche und weiche Plaque ist gefahrlicher als Kollagen reiche und harte
Plaque, weil sie instabil und thrombogen ist [103].

Die meisten akuten koronaren Ereignisse hangen mit instabilen

atherosklerotischen Lasionen zusammen. Durch Ruptur der Plaque kommt
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es zur Gerinnungsaktivierung, Plattchenaktivierung und Thrombenbildung.
Verantwortlich dafir sind Metalloproteinasen, die von Makrophagen
sezerniert werden und zur Ulzeration von instabiler Plaque fuhren [104].

Fir Fluvastatin konnte nachgewiesen werden, dass es die Sekretion dieser
Proteasen inhibiert [105]. Die Folge ist eine Verminderung von
Makrophagen und extrazellularen Lipideinlagerungen. Aulerdem kommt es
zu einem Anstieg des Kollagenanteils und einer Unterdruckung der
Verminderung der glatten Muskelzellen im Lasionsbereich. Die Reduktion
der entzlindlichen Prozesse flhrt zu einer Stabilisierung der Lasionen mit

konsekutiver Abnahme der kardialen Morbiditat und Mortalitat.

2.3.5.6 Koagulation

Es konnte nachgewiesen werden, dass bei Patienten mit einer
Hyperlipoproteinamie die Fibrinolyse gestort ist. Die Statine fUhren zu
einem Expressionsanstieg und erhdhter Aktivitat des Gewebsplasminogen-
Aktivators (tPA) und zu einer Inhibierung des Plasminogen-Aktivator-
Inhibitors (PAI-1) [106].

Dieser Effekt konnte durch Mevalonat und Geranylgeranylpyrophosphat
(GGPP) riuckgangig gemacht werden. Eine Inhibierung des aktivierten
geranylgeranylierten Rho Proteins konnte den Effekt des HMG-CoA
Reduktase Inhibitors dagegen reproduzieren. Aus diesem Grund ist der
Schluss zuldssig, dass diese durch das Statin verursachte Stimulation der
Fibrinolyse durch eine Inhibierung von geranylgeranylierten Proteinen,
vermutlich Rho Proteinen (siehe 2.3.5.2), ausgel6st wird.

Eine Ablagerung von Fibrin oder extrazellularer Matrix wird verhindert, was
die Plaquebildung und akute Thrombosen vermindert und dadurch die

Progression der Atherosklerose vorbeugt [107;108].



2 Einleitung 27

2.3.6 Vaskularer NO-Stoffwechsel

NO ist eine bedeutende intrazellulare und extrazellulare Signalsubstanz.
Die Bildung und Metabolisierung von NO wurde mit vielen regulierenden
Funktionsmechanismen in Saugetierzellen in Verbindung gebracht. In
Abbildung 3 sind die wichtigsten Zweige der biochemischen
Verstoffwechselung des NO im Plasma dargestellt.

Das Blut spielt fur den NO-Metabolismus eine entscheidende Rolle [11].
Das Hauptabbauprodukt von NO im Plasma ist Nitrit. Daneben ist das Nitrat
von Bedeutung.

Kovalente Bindungen von NO an Plasmaproteine fuhren zu Plasmathiolen
(RSNOs). Dabei reprasentiert S-Nitrosoalbumin (SNOAIb) das wichtigste
Reaktionsprodukt [109]. Es wird angenommen, dass die RSNOs ein
Transport und Puffersystem darstellen, welches den interzellularen NO
Austausch kontrolliert.

Weiterhin  konnte nachgewiesen werden, dass im Plasma unter
physiologischen Bedingungen hohe Konzentrationen von Nitrosaminen
(RNNOs) gefunden werden koénnen [110]. Auch wenn Nitrosamine
besonders bei krankhaften Zustanden gebildet werden sind sie auch ohne
Entzindungen im Blut anzutreffen. Die genaue physiologische und/oder

pathologische Rolle der Nitrosamine muss allerdings noch geklart werden.

Endothel _.,l - | ® | o |- | -

|

NO

A

NO, RNO

N N

NO, NO, RSNO RNNO

Abbildung 3: Mogliche Verstoffwechselung von NO im Blut. NO kann mit molekularem
Sauerstoff (O2) bzw. Superoxid (O2) zu Nitrit (NO2") und Nitrat (NO3’) oxidieren. Alternativ dazu
kann NO mit Thiolen zu Nitrosothiolen (RSNOs) und mit Aminen zu Nitosaminen (RNNOs)

reagieren.
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2.3.7 Fragestellung dieser Arbeit

Fluvastatin (= (2)-(3R',5S’,6E)-7-[3-(4-Fluorphenyl)-1-isopropy-2-indolyl]-
3,56-dihydroxy-6-heptensédure) gehort in die Gruppe der 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-Coenzym A Reduktasehemmer. Unter Behandlung mit
Fluvastatin wurde in klinischen Studien ein deutlicher Einfluss auf die
koronare Herzkrankheit mit und ohne Todesfolge gezeigt [111]. Fur die
positiven Effekte der Statine wird normalerweise deren Cholesterol
senkende Wirkung verantwortlich gemacht. Obwohl seit einigen Jahren
intensiv auf diesem Gebiet geforscht wird, sind die genauen biologischen
Ablaufe noch nicht vollstandig aufgeklart. Auch nicht-Lipid bezogene
Mechanismen kdonnen bei dem gunstigen Einfluss auf die Plaquestabilitat,
die Endothelfunktion, auf Entzindungen und die Thrombose eine Rolle
spielen. Ebenso ist eine kombinierte Wirkung dieser Mechanismen denkbar
[112].

Diese Arbeit behandelt die bisher nicht beantwortete Frage, wie die
Veranderung der Gefaldfunktion durch Fluvastatin erreicht wird. Eine
Mdglichkeit kann die Verstoffwechselung und damit die Bioverfugbarkeit
von NO sein. Aus diesem Grund wurden endothelabhangige und
endothelunabhangige Veranderungen der Vasomotion sowie
Abweichungen des biochemischen Markers Nitrit nach chronischer

Behandlung mit Fluvastatin beobachtet.
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3.1 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalienliste

31

Acetylcholinchlorid
(C7H16CINO>, ACh)

CIBA-VISION, Germering,
Deutschland

Brenztraubensaure-
Natriumsalz (CsH3NaO3)

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Calciumchlorid-Dihydrat
(CaCl*2H,0)

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Droperidol (ngszFNgOz)

JANSSEN-CILAG, Neuss,
Deutschland

Fluvastatin-Natrium
(C24H25FNO4N8)

ASTRA, Wedel, Deutschland

D-(+)-Glucose (CeH1206)

SIGMA-ALDRICH CHEMICALS,
Steinheim, Deutschland

Glyceroltrinitrat (C3HsN30o)

POHL BOSKAMP,
Hohenlockstedt, Deutschland

Heparin-Natrium

HOFFMANN-LA ROCHE,
Grenzach Wyhlen, Deutschland

HPLC-Wasser (LiChrosolv)

MERCK, Darmstadt, Deutschland

4-(2-Hydroxyethely)-1
-piperazin-ethansulfonsaure
(CsgH18N204S, Hepes)

BOEHRINGER MANNHEIM,
Mannheim, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

MERCK, Darmstadt, Deutschland

(S)-Ketaminhydrochlorid
(C43H47CI2NO)

PARKE-DAVIS, Berlin,
Deutschland

Magnesiumchlorid-Hexahydrat
(MgCl; * 6 H20)

MERCK, Darmstadt, Deutschland

N-(1-Naphthyl)ethylendiamin

SIGMA-ALDRICH CHEMICALS,
Steinheim, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

MERCK, Darmstadt, Deutschland

wassrige Natriumchlorid-
Lésung 0,9% (NaCl)

BRAUN, Melsungen, Deutschland

Natriumcitrat-Dihydrat
(C6H5Na307*2H20)

MERCK, Darmstadt, Deutschland
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Natriumdihydrogenphosphat-

Monohydrat (NaH,PO, * H,0) MERCK, Darmstadt, Deutschland

L-Phenylephrinhydrochlorid SIGMA-ALDRICH CHEMICALS,
(CoH13NO; * HCI) Steinheim, Deutschland

SIGMA-ALDRICH CHEMICALS,

Sulfanilamid Steinheim, Deutschland

Xylazinhydrochlorid BAYER, Leverkusen, Deutschland

3.2 Versuchstiere und Behandlungsprotokoll

Bei der Auswahl des geeigneten Versuchsaufbaus kam eine klinische
Studie am Patienten wegen der geplanten Organentnahmen von Aorta und
Herz nicht in Frage. Dementsprechend wurde eine Studie an dem schon
lange evaluierten Kaninchenmodell durchgefihrt.

Sowohl beim Kaninchen [113] als auch beim Menschen [114] hat die
Hypercholesterolamie einen Einfluss auf die Endothelfunktion und geht der
Atherosklerose voraus. Schon Anfang des letzten Jahrhunderts konnte
gezeigt werden, dass die Pathologie und Pathogenese der Atherosklerose
beim Kaninchen der Pathologie und Pathogenese des Menschen sehr
ahnlich ist [115].

Es gibt zwei verschiedene Kaninchenmodelle zur zeitnahen Darstellung
atherosklerotischer Veranderungen:

Die New Zealand White (NZW) Kaninchen haben einen normalen
Cholesterolstoffwechsel.  Sie  werden fur die  Simulation der
Hypercholesterolamie mit Cholesterol geflttert.

Dagegen weisen die homozygoten Watanabe Heritable Hyperlipidemic
(WHHL) Kaninchen einen genetisch bedingten hepatischen LDL-Rezeptor
Defekt auf, so dass sie bereits bei Futterung mit Standardfutter massiv
erhohte Serumspiegel fur Gesamtcholesterol, LDL-Cholesterol und VLDL-
Cholesterol erreichen.

Es wurde belegt, dass die morphologische Ahnlichkeit zu

atherosklerotischer Plaque beim Menschen bei den WHHL Kaninchen
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gréler ist als bei den mit Cholesterol gefluitterten NZW Kaninchen. Genau
wie bei der familidaren Hypercholesterolamie ist auch bei den WHHL
Kaninchen der grofte Anteil an intravasalem Cholesterol LDL und ein
kleinerer sind Lipoproteine von mittlerer Dichte. Dagegen wird bei mit
Cholesterol gefltterten Kaninchen der groRte Anteil von Cholesterol als
VLDL gefunden [116;117].
Das Kaninchenmodell bietet zusatzlich den Vorteil externe Einflisse, wie
z.B. das Alter und die Ernahrung der Tiere, kontrollieren zu konnen.
In dieser Arbeit wurden insgesamt 70 Kaninchen beiderlei Geschlechts aus
zwei verschiedenen Zuchtungen untersucht:

e New Zealand White (NZW) Kaninchen

e Watanabe Heritable Hyperlipidemic (WHHL) Kaninchen
Die NZW Kaninchen wurden von der Firma Harlan Winkelmann GmbH,
Borchen, Deutschland geliefert. Die WHHL Kaninchen stammten aus der
Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Eppendorf, Hamburg,
Deutschland.
Die Untersuchungen wurden zu zwei verschiedenen Alterszeitpunkten
durchgefuhrt:

e im Alter zwischen 18 und 23 Wochen

e im Alter zwischen 28 und 44 Wochen
Zusatzlich gab es bei den hyperlipoproteinamischen WHHL Kaninchen ein
Kollektiv von Tieren, die ab ihrer 17. Lebenswoche fur die Dauer von
durchschnittlich 17 Wochen peroral mit Fluvastatin behandelt wurden.
Im weiteren Verlauf werden die Kollektive der Kaninchen im Alter zwischen
18 und 23 Wochen als ,jung”“ und die Kollektive der Kaninchen im Alter

zwischen 28 und 44 Wochen als ,alt“ bezeichnet.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der verschiedenen Kaninchenkollektive

Tabelle 3: Anzahl der Tiere in den unterschiedlichen Versuchstierkollektiven (1 sind mit 40

mg/kg Korpergewicht Fluvastatin behandelte Kaninchen, die verstorben sind)

Anzahl der jungen Anzahl der alten
Kaninchen Kaninchen
Alter: 18-22 Wochen Alter: 28-44 Wochen
NZW 10 20
Kontrollkollektiv
WHHL 10 10
Kontrollkollektiv
WHHL
+
+ Fluvastatin 14 6 T
(Therapiedauer: 17 Wochen)

In den

folgenden

Abbildungen sind

den verschiedenen

Kaninchenkollektiven, soweit nichts anderes erwahnt wird, immer die

gleichen Symbole zugeordnet:

junge NZW Kaninchen

alte NZW Kaninchen

junge WHHL Kaninchen

alte WHHL Kaninchen

alte, mit Fluvastatin behandelte WHHL Kaninchen

X mO0®O0
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3.2.1 Kaninchen-Haltung

Die Kaninchen wurden einzeln in Edelstahlkafigen (72 * 52 * 36 cm) auf
Lochgittern gehalten. Die Umgebungstemperatur betrug 18-20 °C, die
relative Luftfeuchtigkeit 55 % + 5 %, der Tag-Nacht-Rhythmus 12 h (7%° bis
19° Uhr), aufrechterhalten durch Kunstlicht (300 Lux). Durch eine
automatische Tranke erhielten die Tiere entkeimtes Wasser ad libitum.

Das Futter wurde von der Firma ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
bezogen. Die Kaninchen erhielten Standardfutterpellets ad libitum.
Zusatzlich dazu erhielt ein Kollektiv von WHHL Kaninchen mit Fluvastatin
angereichertes Spezialfutter. Dazu wurde das in Cranoc® Kapseln
enthaltene Pulver dem Standardfutter beigemengt und von der Firma ssniff
Spezialdiaten GmbH ebenfalls in Pellets gepresst. Die Dosierung des
Fluvastatins wurde wahrend des Versuchs variiert. Zunachst wurden 40
mg/kg Korpergewicht/Tag Fluvastatin eingesetzt. Diese Dosierung des
Medikaments entsprach dem Stand der wissenschaftlichen Erkenntnis. Die
in der Literatur publizierten Dosierungen fir Fatterungsversuche an
Kaninchen variierten zwischen 2 und 50 mg/kg Korpergewicht/Tag
Fluvastatin [118-121]. Blutanalysen des Fluvastatinspiegels an der
Universitat Dresden konnten zeigen, dass die Spiegel des eingesetzten
Medikaments einen hoheren Bereich, als bei der eingesetzten Dosis zu
vermuten war, erreicht hatten. Da es zu teilweise todlichen
Nebenwirkungen (Myositis, Myokarditis, Odembildung) bei den Tieren
kam, musste die Dosierung reduziert werden. Relevant fur die
Untersuchungen war eine Dosierung von 10 mg/kg Kérpergewicht/Tag bei
den WHHL Kaninchen.

3.3 Hepes-Puffer

Fir die Versuche am isolierten Aortensegment und fur die Untersuchungen
am isoliert perfundierten Herzen wurde Hepes-Puffer verwendet. Folgende

Substanzen wurden zur Herstellung in demineralisiertem Wasser gelost:
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Tabelle 4: Hepes-Puffer-Zusammensetzung:

MW mmol/I gll
NacCl 58,44 140,00 8,1816
KCI 74,56 4,00 0,2982
MgCl,*6H.0 203,30 1,03 0,2094
CaCl,*2H.0 147,02 1,84 0,2706
NaH,PO4*H,O 137,99 0,42 0,0580
Glucose 180,20 5,00 0,9010
Brenztraubensaure 110,00 2,00 0,2200
HEPES 238,30 10,00 2,3830

Fir die Anwendung am isolierten Kaninchenherzen wurde zusatzlich noch
0,01 mmol/l (3,6 mg/ 1) Indometacin (MW 357,80) im Puffer geldst. Der pH-
Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. Nach Sterilfiltration wurde der

Puffer auf 37 °C erwarmt und mit Sauerstoff begast.

3.4 Blutanalysen

Zur Kontrolle der Gesundheit der Tiere und Dokumentation mdglicher

Veranderungen der Blutwerte wurde den Kaninchen in zweiwochigen

Abstanden Blut aus der Ohrarterie enthommen. Untersucht wurden:

die Serumlipidwerte. Es sollte sicher gestellt werden, dass das
ausgesuchte Kaninchenmodell die Hyperlipoproteinamie tatsachlich
adaquat simuliert.

die Elektrolyte. Auch wenn Fluvastatin hauptsachlich dber die Leber
metabolisiert wird, sollten Stérungen des Wasserhaushalts
(Veranderung der lonenzusammensetzung und daraus folgende
Volumenanderung) bei allen Kaninchen ausgeschlossen werden.

die Transaminasen. Zur Uberpriifung der Leberfunktion und zum
Ausschluss von Leberschadigungen, wie sie bei den HMG-CoA

Reduktasehemmern beschrieben wurden [47], wurden die Glutamat-
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Oxalacetat-Transaminase (GOT) wund die Glutamat-Pyruvat-
Transaminase (GPT) untersucht.

e die Kreatinkinasen. Auf Grund der Tatsache, dass bei der
Behandlung mit Hydroxymethylglutaryl-CoA Reduktasehemmern
Myopathien, einschliellich  Myositis und  Rhabdomyolysen
aufgetreten sind [47], wurde die Kreatinkinase (CK) ebenfalls

regelmafig uberpruft.

Die Untersuchungen der Blutwerte wurde im Institut fur klinische Chemie
und Labordiagnostik der Heinrich-Heine-Universitat Ddusseldorf mit
kommerziell erhaltlichen Diagnosekits durchgefuhrt.

Die Cholesterol-, LDL-, HDL- und Triglycerid-Messungen erfolgten mittels
enzymatisch-kolorimetrischen Tests (CHOD-PAP, LDL-C plus, HDL-C
plus, GPO-PAP). Bei den Elektrolytmessungen wurde die Na'-
Konzentration mittels einer Natrium-Elektrode (Glasmembranelektrode) und
die K'-Konzentration mittels einer Kalium-selektiven Elektrode
(lonenaustauschermembranelektrode) potentiometrisch bestimmt. Da
Calcium im Blut nur etwa zu 50% ionisiert vorliegt [122], wurde der
Gesamtcalciumgehalt gemessen. Dazu wurde die Farbintensitat des
violetten Calcium-o-Kresolphthalein-Komplexes photometrisch bestimmt.
Bei der Bestimmung der Transaminasen GOT und GPT wurde ein UV-Test
nach einer standardisierten Methode (AST bzw. ALT) verwendet. Fur die
Berechnung der Kreatinkinasewerte wurde ein UV-Test (CK NAC)
herangezogen. Alle Tests stammten von der Firma Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland. Zur Messung diente ein Hitachi Analyzer 917,

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland.



38 3 Material und Methoden

3.4.1 Blutanalysen in der Literatur

Die in der Literatur zu findenden Blutwerte fir die NZW und die WHHL
Kaninchen unterscheiden sich zum Teil innerhalb der Kaninchenkollektive
erheblich. Die Angaben fur die WHHL Kaninchen sind in der Literatur

unvollstandig.

Tabelle 5: Ubersicht iiber Blutreferenzwerte von NZW bzw. WHHL Kaninchen in der Literatur

NZW WHHL
80 mg/dl £ 15 mg/dl [125] bzw.
38 mg/dl £ 5 mg/dl [123] bzw.
Cholesterol |*°™9 Mg/l 11231 bzw. | 2 g/l + 35 mg/dl [22] bzw.
58 mg/dl £ 20 mg/dl [124]
1168 mg/dI+ 31 mg/dl [126]
()
2 LDL 19 mg/dl + 17 mg/dl [124] 427 mg/dl + 19 mg/dl [125]
£
5 39 mg/dl + 2 mg/di [123] bzw.
% HDL Mg Mo/l 11231 bzw. 5 ma/dl £ 1 mg/di [125]
29 mg/dl £ 10 mg/dl [124]
. . 38 mg/dl £ 10 mg/dl [123] bzw. 276 mg/dl £ 187 mg/dl [127] bzw.
Triglyceride |5 mg/di[123] bzw mo mo/dI{127] bzw
56 mg/dl £ 18 mg/dl [124] 619 mg/dl £ 222 mg/dl [22]
Na* 141 mmol/l £ 1 mmol/l (3) bzw.
. 139 mmol/l + 1 mmolll (9) [128]
s
% K* 5,1 mmol/l £ 0,1 mmol/l (3) bzw.
i 5,3 mmol/l £ 0,1 mmol/l (Q) [128]
Calcium 3,5 mmol/l £ 0,01 mmol/l [129]
8 ot 42 U/l + 6 U/l () bzw.
g 44 UM £ 5 UM (Q) [128]
£
@
_ |- 35 U/l + 3 U/l (&) bzw.
- 33 UMl +2 U/ () [128]
2
£ CK 91 U/l £ 5 U/1[130] bzw.
5 610 U/l + 3 U/l [129]
5
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3.5 Untersuchungen an isolierten

Aortensegmenten

Zur funktionellen Charakterisierung der Vasomotion im Bereich der
Makrozirkulation dient ein hamodynamisches Assay. Dabei werden
Tonusanderungen an isolierten Gefaldstreifen untersucht. Alle Bestandteile
der Apparatur zur Untersuchung am isolierten Aortensegment wurden,
soweit nicht anders erwahnt, von der Firma Hugo-Sachs Elektronik, March-
Hugstetten, Deutschland, geliefert. Sie setzte sich aus folgenden Geraten

und Materialien zusammen:

Tabelle 6: Apparatur zur Untersuchung am isolierten Aortensegment:

Basiseinheit fur sechs Organbader, Modell Graz, Type 846/1
doppelwandige Organbader, 2 ml, mit Fritte und Ablasshahn
Halter fur 2 ml Organbader

HSE isometrische Spannungsmesser F 30 Typ 372
Feinjustierungen Typ 850 N

M-A Plugsys Umwandler Verstarkermodule Typ 705/1

- O O O O O -

Plugsys Basissystem case Typ 603 (6,5 kg) Universal 19 Inch
Trager Model (80 E)

HSE Datenerfassungshardware, Plugsys Version fur win 98
1 HSE-ACAD Software fur Windows 98

1 Umwalz-Bad-Thermostat Haake B3, Haake, Seeheim/Ober-
Beerbach, Deutschland
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Feinjustierung
Typ 850 N

Typ 372

Spannungsaufnehmer
F-30

Gewebehalter mit

Haken fir den
Blockklammer \ széegrirl:g
flr den
Gewebehalter
Blockklammer wd Verbind?pgs.draht
als Stopper vom Gefélring

(N zum F-30
| __—Organbad,
2ml

D

=

Blockklammer Organbad-

halter
zur Haltung i |
des Organbads ortenring

Stange zur Befestigung

Plexiglasplatte

Abbildung 5: Aufbau der Apparatur zur Messung des GefidRtonus von isolierten
Aortensegmenten. An einer stabilen Stange sind die drei Hauptelemente befestigt: i) Ein
verschiebbares und beheizbares Organbad, mit einem Ablasshahn fiir einen Pufferwechsel.
Uber eine Fritte im Boden kann der Puffer begast werden. ii) Ein festgestellter Gewebehalter
mit einem Haken fiir den GefaRring. iii) Ein Spannungsaufnehmer, an dem ein
Verbindungsdraht zum GefadfRring befestigt ist. Spannungen, am zwischen den Haken

aufgehangten Aortenring, konnen liber das Drehen an der Randelschraube der Feinjustierung
verringert oder erh6ht werden.
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Aortenringe beider Kaninchenzichtungen wurden prapariert. Daflr wurden
alle Tiere intramuskuldr (i.m.) mit Ketaminhydrochlorid (Ketanest®, 30
mg/kg Korpergewicht, Parke-Davis, Berlin, Deutschland), Xylazin
(Rompun®, 45 mi/kg Koérpergewicht, Bayer, Leverkusen, Deutschland) und
Droperidol (Dehydrobenzperidol®, 1,2 mg/kg Kérpergewicht, Janssen-Cilag,
Neuss, Deutschland) narkotisiert und ebenfalls i.m. heparinisiert
(Liquemin®, 5000 I.E./Tier, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland). Nach Entnahme des Herzens wurde die Aorta entfernt und
von Fett, Bindegewebe und Blutresten befreit. Dabei wurde darauf
geachtet, dass das Endothel nicht beschadigt wurde.

Die Aorta wurde entweder am selben Tag verwendet oder Uber Nacht in
Sauerstoff gesattigtem Hepes-Puffer eingelegt und am nachsten Tag
weiterverarbeitet. Sie wurde in 5 mm breite Ringe geschnitten. Diese Ringe
wurden zwischen zwei Drahten eingespannt, ohne verdreht oder
irgendwelchen Vorspannungen ausgesetzt zu werden. Die Ringe wurden in
2 ml BadgefalRe, die mit 37 °C warmem und mit Sauerstoff begastem
Hepes-Puffer geflllt waren, eingebracht.

Nachfolgend wurde eine Spannung von 2 g durch Drehen an einer
Randelschraube am Feintrieb aufgebaut. Wahrend der Inkubationszeit von
90 Minuten wurde der Hepes-Puffer alle 15 Minuten gewechselt und die
Ringspannung wenn nétig auf 2 g nachjustiert.

AnschlieRend wurde durch Zugabe einer 2*107 mol/l Phenylephrin-Lésung
die Konstriktion der Aortenringe bewirkt. Nach ca. 30 Minuten hatte sich ein
Plateau eingestellt. Jetzt wurden Konzentrationswirkungskurven der
Relaxation mit einer Priufsubstanz (z.B. ACh bzw. GTN) durch
Einpipettieren von Losungen in aufsteigenden Konzentrationen erstellt. Die
Wartezeit, bis sich nach Pharmakonzugabe ein Plateau einstellte, betrug
sieben Minuten.

Zur Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit der Aorten wurde am Ende des
Versuchs eine hohe Konzentration des Konstriktors Phenylephrin in das
Organbad gegeben und die Reaktion am Spannungsaufnehmer
beobachtet.
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Abbildung 6: Foto der Apparatur zur Messung des GefaBtonus von isolierten
Aortensegmenten

3.6 Histopathologische Untersuchungen an

isolierten Aortensegmenten

Die Anfarbung der gesammelten isolieten  Aortenringe  der
unterschiedlichen Kaninchenkollektive erfolgte im Pathologischen Institut
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Dazu wurden die Ringe in
Paraffin eingebettet und in 7 pum dicke Scheiben geschnitten
(Gefrierschnitt). AnschlieRend erfolgte eine Farbung mit FAT RED 7B der
Firma Sigma-Aldrich Chemicals, Steinheim, Deutschland. Die Auswertung
der Schnitte erfolgte im Institut fur Pathologie der Universitat Essen bei
einer 25fachen bzw. 100fachen VergréRerung im Mikroskop (DMSC, Leica,
Bensheim, Deutschland). Die Quantifizierung des Plaqueanteils und der
Plaqueausdehnung wurden mittels computerisierter Planimetrie (Software:

Dietermann & Heuser, Greifenstein-Beilstein) bestimmt.
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3.7 Untersuchungen an isoliert perfundierten

Herzen

Im 19. Jahrhundert entwickelte Oscar Langendorff eine Methode, um die
mechanische Tatigkeit eines Saugetierherzens zu erforschen [131]. Dabei
wird das vollkommen aus dem Korper isolierte Herz durch eine Kandule, die
in den Anfangsteil der Aorta eingebunden ist, mittels einer mit Sauerstoff
angereicherten Flussigkeit (z.B. Hepes-Puffer) retrograd perfundiert. Die
Aortenklappen schlielien wahrenddessen, so dass das Perfusat durch die
Kranzarterien flieRt und das Gefallsystem durch den Sinus coronarius
wieder verlasst. Das Effluat tropft an der Herzspitze ab.

Eine solche Apparatur nach O. Langendorff [132] wurde fur die
Untersuchung am isoliert perfundierten Herzen verwendet. Sie setzte sich

aus folgenden Materialien und Geraten zusammen:
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Tabelle 7: Apparatur zur Untersuchung am isoliert perfundierten Herzen nach O. Langendorff:

1
1

Puffervorratsgefal’, Glasblaserei Verhees, Neuss, Deutschland

Fritte fir die Sauerstoffzufuhr, Glasblaserei Verhees, Neuss,
Deutschland

Warmebad, Welabo, Disseldorf, Deutschland

Pumpe easy load Masterflex model 7518-10, Cole Parmer, Chicago,
USA

Warmeaustauscher, Glasblaserei Verhees, Neuss, Deutschland

Verbindungsstuck mit Injektionsport, Braun, Melsungen,
Deutschland

Infusionspumpe Precidor Typ 5003, Infors HT, Bottmingen, Schweiz

Filter Minisart (PorengrofRe 0,20 uym), Satorius AG, Gaottingen,
Deutschland

Dreiwegehahn Discofix Plus, Braun, Melsungen, Deutschland
Druckwandler Statham P23 ID, Gould, Oxnard, USA

Doppelwandiges Warmebad, Glasblaserei Verhees, Neuss,
Deutschland

Latexballon GroRe 10, Hugo-Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

Pacer Grass S88 Stimulator, Grass Medical, Quincy, USA
Schreiber Recorder 2800S, Gould, Oxnard, USA



3 Material und Methoden 45

Pumpe

Warmeaustauscher

===

|

M

I

Warmebad

i

==

L

vom Thermostat
Puffervorratsgefar

Injektionsport

Infusionspumpe
Druckwandler (CPP)
Filter \ ']
Dreiwegehahn \:a: m
Druckwandler (LVP; dp/dt)
Aorta i
—

linker Ventrikel
rechter Ventrikel

Warmebad Latexballon

Effluat

Abbildung 7: Aufbau der Anlage zur flusskonstanten Perfusion des Langendorff-Herzens. Im
VorratsgefaB wird der Hepes-Puffer temperiert und mit Sauerstoff begast. Der Puffer wird
mittels einer Rollerpumpe mit konstantem Fluss durch das System gepumpt. Uber einen
Injektionsport konnen dem Puffer Pharmaka beigemischt werden. Bevor der Hepes-Puffer das
Herz erreicht, wird er filtriert, um modgliche Verunreinigungen auszuschlieBen. Der Puffer
gelangt ilber eine Aortenkaniile in das in einem Luftwdarmebad befindliche Herz. Ein
Druckwandler erméglicht die Bestimmung des koronaren Perfusionsdrucks (CPP). Uber einen
Latexballon im linken Ventrikel des Herzens kann mittels eines weiteren Druckwandlers der
linksventrikulédre Druck (LVP) erfasst werden.

Die NZW Kaninchen bzw. WHHL Kaninchen wurden intramuskular (i.m.)
mit Ketaminhydrochlorid (Ketanest®, 30 mg/kg Kérpergewicht, Parke-Davis,
Berlin, Deutschland), Xylazin (Rompun®, 45 mil/kg Koérpergewicht, Bayer,
Leverkusen, Deutschland) und Droperidol (Dehydrobenzperidol®, 1,2 mg/kg
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Korpergewicht, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) narkotisiert und
ebenfalls i.m. heparinisiert (Liquemin®, 5000 I.E./Tier, Hoffmann-La Roche
AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland). Nach Eintritt der Vollnarkose und
erloschenem Lidreflex wurde das Versuchstier auf einen Operationstisch
fixiert. Das Fell wurde von der Mitte des Abdomens bis zum Hals durch
einen Langsschnitt aufgetrennt und das Abdomen bis zum Zwerchfell
eroffnet. Der Thorax wurde vom Zwerchfell in Richtung Hals rechts und
links parallel zum Sternum bis zur ersten Rippe aufgeschnitten. Die Thorax-
Vorderwand wurde hochgeklappt und das Perikard mit einer Pinzette
gefasst und so aufgeschnitten, dass das Herz frei lag.

Als nachstes wurde das Herz vorsichtig entnommen. In die Aorta wurde
einer Kanule eingebunden. Das Herz wurde zum Transport zur Herzanlage
nach O. Langendorff in mit Eis gekuhlten und Heparin versetzten Hepes-
Puffer gegeben.

Die Aortenkanlile wurde an das entsprechende Schlauchstick des
Warmeaustauschers angesteckt, wobei darauf geachtet wurde, dass das
gesamte FlUssigkeitssystem vom Vorratsbehalter bis zum Herzen
luftblasenfrei geflllt war. Eventuell noch am Herzen adharente
Gewebeteile, wie Fettgewebe, Lungenteile oder Gefaldstimpfe, wurden
entfernt. Das Herz wurde nun retrograd mit einer physiologischen, mit
Sauerstoff gesattigten und auf 37 °C temperierten Hepes-Pufferlosung,
perfundiert.

Zur Stabilisierung der Praparation des Herzens wurde eine 30 minutige
Aquilibrierungszeit eingerdumt, wobei sich das Herz in einer mit Parafilm
,M“®  (American National Can~, Chicago, USA) abgedeckten
doppelwandigen Organkammer zur Erhaltung von Temperatur und
Feuchtigkeit befand. Anfangs wurde ein  mittlerer koronarer
Perfusionsdruck, gemessen mit einem Druckwandler, von 50 mmHg
aufgebaut, der langsam durch Erhéhung der Pumpgeschwindigkeit der
Rollerpumpe auf 80 mmHg erhdht wurde.

Die Flussgeschwindigkeit des Puffers durch das Herz wurde mittels
volumetrischer Messung bestimmt und nicht mehr verandert

(flusskonstante Messung). Zur Registrierung der mechanischen Tatigkeit
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des Herzens wurde der linke Vorhof inzidiert. Ein mit Flissigkeit geflllter
Ballon wurde durch die mit einer Schere aufgetrennte Mitralklappe in die
linke Herzkammer eingefuhrt und mit einem Faden gesichert. Der Ballon
war mit einem Druckwandler zur Kkontinuierlichen Messung des
linksventrikularen Drucks und dessen 1. Ableitung verbunden.

Nach der Aquilibrierungszeit wurden dem Perfusat (Hepes-Puffer) in
alternierender Reihenfolge Acetylcholin (ACh, Endkonzentration der
Perfusionslésung im Herzlumen 10° mol/l), Glyceroltrinitrat (GTN,
Endkonzentration der Perfusionsldsung im Herzlumen 10° mol/l) und
Fluvastatin (Endkonzentration der Perfusionslésung im Herzlumen 107°
g/ml, entsprechend der hundertfachen Plasmakonzentration beim
Menschen [133]) beigemischt.

Wahrend des ganzen Experiments wurde das Herz Uber einen
Herzschrittmacher (180 Impulse/min, 4V) stimuliert. Die dazu eingesetzten
Platinelektroden wurden in den rechten Vorhof und in die Spitze des

rechten Ventrikels implantiert.

Abbildung 8: Foto der Herzanlage nach Langendorff
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3.8 Biochemische Analysen

Aufgrund des Radikalcharakters von Stickstoffmonoxid (NO) lasst sich die
extrem hohe Reaktivitdt erklaren [11]. Das hat zur Folge, dass der
Nachweis von NO problematisch ist. Hauptabbauprodukt in wassrigen
Losungen ist das Nitrit. Daneben spielen bei der Metabolisierung des NO,
wie in Abbildung 9 dargestellt wird, die Nitrosothiole (RSNOs), d.h.
Stickstoffoxide gebunden an schwefelhaltige Aminosaure (Cystein) bzw. an
Proteine (Albumin), und das Nitrat eine Rolle.

Es konnte gezeigt werden, dass Nitrit der relevante Marker fur die
endogene NO-Produktion ist [134]. Aus diesem Grund wurde das NOy im

Blut der Kaninchen analysiert.

Endothel a» I - !Arginin—»Citrullin+NO'I - l - I -

N o=
G,
ONOO" ) eNOS

|~ RSH
unabhangige

H Faktoren
v '/

NO, RSNO NO.

Abbildung 9: Vereinfachtes Schema des Biotransformationswegs von NO im zirkulierenden
Blut. Durch die Endothelzellen freigesetztes NO reagiert im wassrigen Plasma mit
molekularem Sauerstoff (O;) zu Nitrit (NO2) oder mit Superoxid (02" zu Peroxynitrit (ONOO).
Die nachfolgende Zersetzung des Peroxynitrits und folglich das Verhéltnis des gebildeten
Nitrits und Nitrats (NO3) hangt von den Umgebungsbedingungen ab. Alternativ kann der
Nitrosonium-Anteil (NO*) von NO mit Thiolen (RSH) in Anwesenheit von Elektronenakzeptoren
zu Nitrosothiolen (RSNO) reagieren. Ein weiterer Anteil des NO erreicht die Erythrozyten und
reagiert mit Oxyhamoglobin (HbO;) zu Nitrat (und Methdmoglobin). Nitrat ist das
unspezifische Endprodukt, wohingegen Nitrit (und die Nitrosothiole) spezifisch, aber instabile

Intermediadrprodukte des NO-Metabolismus im humanen Blut sind.
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Wahrend der Haltung der Kaninchen in der Tierversuchsanlage der
Universitat Dusseldorf wurde jeweils sechs Tieren in einem 14-tagigen
Abstand Blut mit einer Kanule aus der Ohrarterie entnommen. Ca. 1,5 mi
Blut wurden dabei in ein Reagenzglas, welches mit 6 ml 4 °C kalter Stopp-
Lésung (bestehend aus Natriumchlorid-Lésung (0,9 %) und Citrat (3,8 %))
versetzt war, aufgenommen. Die Stopp-Lésung dient dazu durch
Verdinnung das im Blut enthaltene Nitrit zu stabilisieren und die
Koagulation zu verhindern. Durch Abwiegen wurde die genaue Blutmenge
bestimmt und das Blut mit der Stopplésung genau auf das Verhaltnis 1:5
verdinnt. Im folgenden Schritt wurde das Blut mit Stopplésung fur 15
Minuten bei 4000 g und 4 °C zentrifugiert.

Der aus Plasma und Stopplésung bestehende Uberstand wurde in
Ultrafiltrationsrohrchen (Centrisart, Satorius, Goéttingen, Deutschland) mit
einer Porengrofle von 20 kDa pipettiert und bei 4000 g fur 60 Minuten
zentrifugiert. 190 pl des Ultrafiltrats wurde mit je 10 ul einer NO2™ Losung in
aufsteigenden Konzentrationen (entsprechende Endkonzentrationen O,
100, 200, 400 und 600 nmol/l) versetzt (Standardadditionsverfahren). Die
so aufgearbeiteten Blutproben wurden mit einer Fluss-Injektions-Analysen-
Anlage (FIA-Anlage) auf den Nitrit-Gehalt vermessen. Die lineare
Korrelation zwischen der Nitrit-Konzentration und der Signalintensitat ist fur
proteinhaltige Lésungen (Blut) in einem Bereich zwischen 50-3000 nmol

aufzeigt worden.
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Abbildung 10: Aufbau der FIA-Anlage. Das Griess Reagenz wird entgast und dann mittels

einer HPLC-Pumpe mit einem konstanten Fluss von 1 ml/min durch das System gepumpt. Ein
Autoinjektor bringt 20 pyl der Probe iiber ein Injektionsventil in das System. Die Reaktion
zwischen Nitrit und dem Griess-Reagenz findet in einer Reaktionsschleife mit standardisierter
Lange und Durchmesser statt. Ein visueller Detektor misst die Absorption bei 540 nm und
tibermittelt die Daten iber einen Analog-digitalen Konverter an eine HPLC-Auswertungs-

Software. Die Peakhéhe wird fiir die quantitative Auswertung herangezogen.

Das System bestand aus einer HPLC Pumpe (Shimadzu LC-6A, Duisburg,
Deutschland), einem Autoinjektor (Triathlon, SunChrom GmbH / Spark
Deutschland ~ Wissenschaftliche  Gerate =~ GmbH, Friedrichsdorf,
Deutschland), einem UV/Vis-Detektor (Shimadzu SPD-6AV, Duisburg,
Deutschland) und einem Computer fir die Datenaufnahme und
Datenbearbeitung (Knaur, Dortmund, Deutschland). Alle Kapillaren hatten
einen  Durchmesser von 0,25 mm und bestanden aus
Polyetheretherketonen (PEEK). Die Reaktionsschleife hatte eine Lange von
90 cm.

Die Reaktionslosung, das Griess-Reagenz, bestand aus: 58 mmol/l
Sulfanilamid und 0,77 mmol/l N-(1-Naphthyl)ethylendiamin aufgelost in

1%iger Salzsdure. Die Losung wurde entgast (SunChrom Degaser 24,
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SunChrom GmbH, Friedrichsdorf, Deutschland) und dann mit einem
konstanten Fluss von 1 ml/min durch das System gepumpt.

Durch das in den Proben enthaltene Nitrit kam es zu einer Diazotierung des
Sulfanilamid und einer Azokupplung mit dem N-(1-Naphthyl)ethylendiamin
(siehe Reaktionsgleichung 1). Die Nitrit-Konzentration der Lésung konnte in
einer 3 pl Messzelle im Detektor im visuellen Bereich bei 540 nm

vermessen werden.

7 7
OO + HNOE*NHZ LRIonen - NzN*«Qﬁ NH, + 20H
o)

Sulfanilamid

HNU, cRas u‘w@:

N-(1-Naphthyl) 540 nm -> violett
ethylendiamin

Reaktionsgleichung 1: Griess-Reaktion

3.9 Statistik

Die statistischen Analysen wurden in Zusammenarbeit mit dem
Universitatsrechenzentrum  (Bereich:  Statistik) der Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf durchgefuhrt.

Zur Bestimmung der ECsy Werte wurden die einzelnen Messpunkte durch
lineare Interpolation zu einem Polygonzug erganzt. Fur diese Kurve wurde
das Maximum der Dilatation bestimmt. Als ECsy wurde die Dosis numerisch
berechnet, die zum halben Maximum gehort. In der Kurve ist die Dosis
logarithmisch abgetragen. Verlief die Dilatationskurve lokal horizontal, so
dass die Zuordnung von Dilatation nicht umkehrbar eindeutig war, wurde
einer Dilatation jeweils die kleinste Dosis zugeordnet.

In der gesamten Arbeit werden Mittelwerte + Standardfehler (SEM)
angegeben. Die Daten wurden einer zweifaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) unterzogen. Anschlief3end folgte als Post-hoc-Test der Dunnett-
Test.
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Da beim zeitlichen Vergleich nicht immer beide Werte vorlagen, wurde eine
ANOVA mit Messwiederholungen und fehlenden Werten gerechnet. Die
Analyse basiert auf der Theorie der gemischten Modelle. Sie wurde mit
dem Programm Mixed aus SAS gerechnet. Als Kovarianzmodell wurde das
Modell der ,compound symmetry’ gewahlt.

Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die
Daten wurden mittels der statistischen Software SAS (SAS Institute Inc.,
SAS/STAT User's Guide, Version 8.2, Cary, NC:SAS Institute Inc., 2000)

analysiert.
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4.1 Stoffwechseluntersuchungen

Bei den Untersuchungen des Blutes wurden regelmalig Serumlipide,

Elektrolyte, Transaminasen und CK-Werte bestimmt.

4.1.1 Serumlipidwerte

Wie zu erwarten war, zeigten die unterschiedlichen Kaninchenkollektive
sehr unterschiedliche Blutfettwerte. Die Mittelwerte + Standardfehler sind in

Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Serumlipidwerte der unterschiedlichen Kaninchenkollektive

Cholesterol HDL LDL Triglyceride
[mg/dl] [mg/dl] [mg/d] [mg/di]

, M+4 . R+5 . 45+2 . 38+3

junge NZW oz TE| Toly CTE NG T ULy T
35+5 34+5 34+7 42+5

alte N2W e Sy A §Iq o §Iq i SIq

: 807 +29 20+ 1 466 + 21 237 +20 s

JungeVVHHL (n=16) -H- (n=16) (n=16) (n=16)

alte WHHL 76514 4y | 192 529 + 32 45£93 4
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

alte, mit Fluvastatin | 588 + 42 18 +1 557 + 99 283+ 54

behandelte VWHHL (n=10) (n=9) (n=5) (n=10)

*

signifikanter Unterschied NZW jung vs. WHHL jung

signifikanter Unterschied NZW jung vs. WHHL alt

signifikanter Unterschied NZW jung vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt
signifikanter Unterschied NZW alt vs. WHHL jung

Il signifikanter Unterschied NZW alt vs. WHHL alt

1 signifikanter Unterschied NZW alt vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt

** signifikanter Unterschied WHHL jung vs. WHHL alt

1t signifikanter Unterschied WHHL jung vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt
11 signifikanter Unterschied WHHL alt vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt

w H —+
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Junge New Zealand White Kaninchen

Bei den jungen NZW Kaninchen lag der Cholesterolwert von 22
Blutbestimmungen bei 44 mg/dl + 4 mg/dl (siehe Abbildung 11). Der HDL-
Wert betrug 32 mg/dl £ 5 mg/dl (n=8), der LDL-Wert lag bei 45 mg/dl + 2
mg/dl (n=7) und der Triglyceridwert betrug 38 mg/dl £ 3 mg/dl (n=21).

Alte New Zealand White Kaninchen

In diesem Kollektiv wurden 18 Cholesterolmessungen durchgefuhrt. Der
Mittelwert lag bei 35 mg/dl + 5 mg/dl (siehe Abbildung 11). Der gefundene
HDL-Wert war mit 34 mg/dl + 5 mg/dl (n=4) genau wie der LDL-Wert mit 34
mg/dl £ 7 mg/dl (n=3) und der Triglyceridwert mit 42 mg/dl £ 5 mg/dl (n=18)

nicht signifikant unterschiedlich zu den Werten der jungen NZW Kaninchen.

Junge Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Die Untersuchungen des Cholesterolspiegels der  jungen,
hypercholesterolamischen Tiere umfasste 16 Blutabnahmen. Der
Cholesterolwert lag bei 807 mg/dl £ 29 mg/dl (siehe Abbildung 11). Wie
durch die genetische Veranderung des LDL-Rezeptors zu erwarten war,
war der LDL-Wert mit 466 mg/dl £ 21 mg/dl (n=6) hoher als bei den NZW
Kaninchen. Auch der Triglyceridwert war mit 237 mg/dl + 20 mg/dl (n=16)
erhdht, wohingegen der HDL-Wert mit 20 mg/dl + 1 mg/dl (n=16) etwas

niedriger war.
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Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Es wurden bei sieben alten WHHL Kaninchen Blutmessungen
durchgefuhrt. Der Cholesterolmittelwert lag hier bei 765 mg/dl + 14 mg/dI
(siehe Abbildung 11). Bei der HDL-Bestimmung war der Mittelwert 19 mg/dI
+ 2 mg/dl und bei der LDL-Bestimmung lag der Wert bei 529 mg/dl + 32
mg/dIl. Der gefundene Triglyceridwert betrug 445 mg/dl + 93 mg/dl.

Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic

Kaninchen

In diesem Kollektiv wurde im Vergleich zu den nicht mit Fluvastatin
behandelten WHHL Kaninchen bei zehn Messungen ein im Mittel
niedrigerer Cholesterolwert von 588 mg/dl + 42 mg/dl bestimmt (siehe
Abbildung 11). Sowohl der HDL-Wert mit 18 mg/dl + 1 mg/dl (n=8) als auch
der LDL-Wert mit 557 mg/dl £ 99 mg/dl (n=5) blieben unbeeinflusst. Der
Triglyceridmittelwert war mit 283 mg/dl £ 54 mg/dl (n=10) niedriger als der

Triglyceridmittelwert bei den alten, unbehandelten WHHL Kaninchen .
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Abbildung 11: Cholesterol: Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der unterschiedlichen Kaninchenkollektive

* signifikanter Unterschied NZW jung vs. WHHL jung

1t signifikanter Unterschied NZW jung vs. WHHL alt

1 signifikanter Unterschied NZW jung vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt

§ signifikanter Unterschied NZW alt vs. WHHL jung

Il signifikanter Unterschied NZW alt vs. WHHL alt

** signifikanter Unterschied NZW alt vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt

1t signifikanter Unterschied WHHL jung vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt

1t signifikanter Unterschied WHHL alt vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt

4.1.2 Elektrolyte

Die Ergebnisse der Bestimmung der Elektrolytwerte werden in Tabelle 9
dargestellt. Es wird ersichtlich, dass es keine signifikanten Unterschiede bei

den einzelnen Kaninchenkollektiven gab.
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Tabelle 9: Blutelektrolyte der unterschiedlichen Kaninchenkollektive

Na" K gesamt Calcium
[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]
: 140 £ 1 47+01 36101
Jurm NZVV n=18) (n=18) (n=18)
alte N2ZW 140 £ 1 47+01 36101
(n=18) (n=16) (n=18)
: 138+ 1 46+01 35+0/1
Jings WHHL (n=16) (n=16) (n=16)
alte WHHL 140 +1 46+02 36+0,1
n=7) (n=7) (n=7)
alte, mit Fluvastatin 140 + 1 43+0,1 37+0/1
behandelte VWWHHL (n=10) (n=10) (n=10)
4.1.3 Transaminasen

Die Blutwerte sind in Tabelle 10 wiedergegeben. Man erkennt nur
geringfugige Unterschiede bei den einzelnen Kaninchenkollektiven.
Allerdings waren die GOT- und GPT-Werte bei den mit Fluvastatin

behandelten WHHL Kaninchen erhoht.

Tabelle 10: Transaminasen der unterschiedlichen Kaninchenkollektiven

GOT GPT
[u/1 [un
junge NZW 8,4+0,9 25,1+4,3
(n=19) (n=19)
alte NZW 6,3+0,5 19,7 2,6
(n =16) (n=18)
junge WHHL 7,5+0,6 30,6 +1,0
(n=16) (n=16)
alte WHHL 6,1+04 =« | 250+£3,4 =«
(n=7) (n=7)
alte, mit Fluvastatin 228+53 65,6 £ 6,4
behandelte WHHL (n = 10) (n = 10)

* signifikanter Unterschied WHHL alt vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt
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4.1.4 Kreatinkinase

Junge New Zealand White Kaninchen

Bei den jungen Kontrolltieren (n=22) lag der CK-Wert im Mittel bei 203 U/l +
37 U/l. Wie aus Abbildung 12 ersichtlich wird, wurden in diesem Kollektiv
zwei Werte (470 U/l und 855 U/l) gemessen, die um mehr als das Doppelte
bzw. Vierfache vom Mittelwert abweichen. Berechnet man einen Mittelwert
ohne diese beiden Ausreil3er, so ergibt sich ein Mittelwert von 157 U/l + 14
U/l

Alte New Zealand White Kaninchen

Die Kreatinkinasewerte der Blutbestimmungen bei den alten NZW
Kaninchen (n=18) lagen niedriger, im Mittel bei 112 U/l £ 12 U/l (siehe
Abbildung 12).

Junge Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Der CK-Wert von 233 U/l £ 33 U/l der jungen, genetisch veranderten WHHL
Kaninchen (n=16) war mit dem CK-Wert der gesunden NZW Kaninchen im
selben Alter vergleichbar (siehe Abbildung 12).

Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Analog dazu lag auch der Mittelwert der Kreatinkinase von 114 U/l £ 22 U/
der alten WHHL Kaninchen (n=7) im gleichen Bereich wie der Mittelwert der
alten NZW Kaninchen (siehe Abbildung 12).
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Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic

Kaninchen

Bei der Behandlung der hyperlipidamischen Kaninchen mit Fluvastatin
(n=10) stieg der CK-Wert im Mittel auf 435 U/l £+ 208 U/l an (siehe
Abbildung 12). Auffallig sind zwei Messwerte, die um mehr als das
Doppelte (975 U/l) bzw. fast Funffache (2153 U/l) vom berechneten
Mittelwert abweichen. Aufgrund der geringen Probenzahl von nur n=10
fallen diese beiden Werte stark ins Gewicht. Ein Mittelwert ohne die beiden
Ausreil3er kann bei 153 U/l £ 17 U/l berechnet werden.
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Abbildung 12: Kreatinkinase: Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der unterschiedlichen Kaninchenkollektive

* signifikanter Unterschied NZW jung vs. NZW alt

t signifikanter Unterschied NZW alt vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt

1 signifikanter Unterschied WHHL jung vs. WHHL alt

§ signifikanter Unterschied WHHL alt vs. WHHL alt und mit Fluvastatin behandelt



62 4 Ergebnisse

4.2 Auswertungen der Untersuchungen der

isolierten Aortenringe

Bei den Untersuchungen von isolierten Aortenringen wurden Dosis-
Antwortkurven unter Zugabe aufsteigender Mengen an Acetylcholin (ACh)
und Glyceroltrinitrat (GTN) aufgezeichnet. Dabei wurden bei den
verschiedenen untersuchten Kaninchen unterschiedlich viele Aortenringe
vermessen. Die folgenden Abbildungen zeigen zum einen die Einzelkurven,
wobei jeweils ein Symbol einem Kaninchen zugeordnet ist, als auch die

Durchschnittskurve mit dem dazugehdrigen Standardfehler.
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4.2.1 Endothelabhéangiger Vasodilatator Acetylcholin
Junge New Zealand White Kaninchen

Bei den untersuchten jungen NZW Kaninchen (6 Kaninchen, 12
Aortenringe) fuhrte die Gabe des endothelabhangigen Vasodilatators ACh
zu einer Dilatation der Aorta, die im Mittel bei 3*10° mol/l ACh mit 58 % + 8
% ihr Maximum erreichte. Bei einer weiteren Dosiserhdhung kam es zu
einer Vasokonstriktion. Bei 3*10™° mol/l ACh betrug die Dilatation nur noch
45 % + 4 %. Die ECs lag im Mittel bei 2,4*107 mol/l + 7,710 mol/l ACh
(siehe Abbildung 13).
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Dilatation [%)]

Abbildung 13: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groBe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 moll/l Phenylephrin
vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Acetylcholin dilatierenden Aortenringe der

jungen NZW Kaninchen
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Alte New Zealand White Kaninchen

Die Aorten der alten NZW Kaninchen (11 Kaninchen, 18 Aortenringe)
zeigten unter dem endothelabhangigen Vasodilatator ACh ebenfalls eine
Dilatation, die bei 3*10° mol/l ACh im Mittel 41 % + 5 % betrug und bei
héheren Konzentrationen ACh ebenfalls wieder abnahm. Bei 3*10° mol/l
ACh war die Dilatation nur noch 33 % + 4 %. Die ECsy lag im Mittel bei
2,110 mol/l + 4,4*10” mol/l ACh (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groRe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 mol/l Phenylephrin
vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Acetylcholin dilatierenden Aortenringe der
alten NZW Kaninchen
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Junge Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Bei den hypercholesterolamischen WHHL Kaninchen (8 Kaninchen, 20
Aortenringe) zeigte sich schon im jungen Alter eine eingeschrankte
dilatatorische Kapazitat der Aorta. Im Mittel wurde bereits bei einer
Konzentration von 1*10° mol/l ACh die stérkste Dilatation erzielt. Sie betrug
30 % + 4 %. Bei Applikation hoherer Dosen kam es genau wie bei den
NZW Kaninchen zu einer Konstriktion. Bei 3*10° mol/l ACh betrug die
Dilatation im Mittel nur noch 2 % + 5 %. Die ECs lag im Mittel bei 1,410

mol/l £ 4,1*10°® mol/l ACh (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groBe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 moll/l Phenylephrin
vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Acetylcholin dilatierenden Aortenringe der

jungen WHHL Kaninchen
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Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Bei den alten, hypercholesterolamischen Tieren (4 Kaninchen, 8
Aortenringe) war nur eine geringe Progression der eingeschrankten
dilatatorischen Kapazitat der Aorta im Vergleich zu den jungen WHHL
Kaninchen zu beobachten. Die maximale Dilatation bei einer Konzentration
von 1*10°® mol/l ACh betrug 26 % * 4 %. Bei weiterer Dosiserhdhung des
ACh kam es wiederum zu einer pathologischen Konstriktion. Bei der
Maximalkonzentration von 3*10™ mol/l ACh betrug die Dilatation nur noch
10 % + 4 %. Die ECs lag im Mittel bei 2,3*107 mol/l + 8,010 mol/l ACh
(siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groBe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 molll Phenylephrin
vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Acetylcholin dilatierenden Aortenringe der
alten WHHL Kaninchen
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Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic

Kaninchen

Nach der Behandlung der hyperlipidamischen Tiere mit Fluvastatin (5
Kaninchen, 13 Aortenringe) zeigte sich eine Verbesserung der
endothelabhangigen dilatatorischen Kapazitat der Aorta im Vergleich zu
den hyperlipidamischen Kaninchen ohne Behandlung mit Fluvastatin. Die
maximale Dilatation bei einer Konzentration von 3* 10" mol/l ACh betrug im
Mittel 83 % + 26 %. Bei einer Erhéhung der Dosis auf 3*10™ mol/l ACh
verminderte sich die Dilatation auf 57 % + 34 %. Die ECso lag im Mittel bei
2,1*107 mol/l + 5,810 mol/l ACh (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groRe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 mol/l Phenylephrin
vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Acetyicholin dilatierenden Aortenringe der
alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen
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4.2.1.1 Acetylcholin: Vergleiche der dilatatorischen Kapazitat

der isolierten Aorta

Im folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen der ACh Dosis-

Antwortkurven der isolierten Aortenringe miteinander verglichen.
Altersabhangigkeit

Im ersten Vergleich wurde die Dilatation der Aorten von jungen New
Zealand White Kaninchen der Dilatation der Aorten von alten NZW
Kaninchen  gegenubergestellt (siehe Abbildung 18). Dazu wurden
aufsteigende Dosen von ACh appliziert. Die maximale Dilatation wurde bei
einer Konzentration von etwa 3*10° mol/l ACh erreicht. Die Aorten der
jungen Tiere weisen gegenuber den Aorten der alten Tiere kein signifikant
groRReres Potential zur Dilatation durch den endothelabhangigen Dilatator
auf. Bei beiden Kollektiven kam es bei Gabe hoherer Dosen von ACh zu

einer Vasokonstriktion.
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Abbildung 18: Vergleich der Mittelwert-Dosis-Antwort-Kurve mit Standardfehler der mit 2107

mol/l

Phenylephrin vorkonstringierten

und mit aufsteigenden

Dosen Acetyicholin

dilatierenden Aortenringe der jungen (6 Kaninchen, 12 Aortenringe) versus der alten (11

Kaninchen, 18 Aortenringe) NZW Kaninchen

*

signifikanter Unterschied zur Grundlinie (p<0,05)
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Altersabhangigkeit bei Hypercholesterolamie

Bei den Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen war unter ACh
bereits bei den jungen Tieren nur eine eingeschrankte Gefallerweiterung zu
sehen. Es kam nicht zu einer wesentlichen altersabhangigen
Verschlechterung (siehe Abbildung 19). Zu erkennen ist, dass bei den alten
WHHL Kaninchen die Dilatation erst bei geringfugig hoheren Dosen des
Dilatators einsetzt und insgesamt etwas schwacher ausgepragt ist.
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Abbildung 19: Vergleich der Mittelwert-Dosis-Antwort-Kurve mit Standardfehler der mit 2*1 07
mol/l Phenylephrin vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Acetylcholin
dilatierenden Aortenringe der jungen (8 Kaninchen, 20 Aortenringe) versus der alten (4
Kaninchen, 8 Aortenringe) WHHL Kaninchen

*

signifikanter Unterschied zur Grundlinie (p<0,05)
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Normo- versus Hypercholesteroldmie

Der Vergleich alter NZW Kaninchen mit alten WHHL Kaninchen (siehe
Abbildung 20) unterstreicht noch einmal, dass die Hyperlipidamie zu einer

Einschrankung der dilatatorischen Kapazitat fuhrt.
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Abbildung 20: Vergleich der Mittelwert-Dosis-Antwort-Kurve mit Standardfehler der mit 2107
mol/l Phenylephrin vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Acetylcholin
dilatierenden Aortenringe der alten NZW Kaninchen (11 Kaninchen, 18 Aortenringe) versus
der alten WHHL Kaninchen (4 Kaninchen, 8 Aortenringe)

*

signifikanter Unterschied zur Grundlinie (p<0,05)
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Behandlung mit Fluvastatin

Bei der Gegenuberstellung der alten WHHL Kaninchen mit den
altersgleichen, mit Fluvastatin behandelten Tieren (siehe Abbildung 21)
wurde die Verbesserung der endothelabhangigen dilatatorischen Kapazitat

der Aorta unter dem CSE-Hemmer-Einfluss deutlich.
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Abbildung 21: Vergleich der Mittelwert-Dosis-Antwort-Kurve mit Standardfehler der mit 2107
mol/l Phenylephrin vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Acetylcholin
dilatierenden Aortenringe der alten (4 Kaninchen, 8 Aortenringe) versus der alten, mit
Fluvastatin behandelten (5 Kaninchen, 13 Aortenringe) WHHL Kaninchen

signifikanter Unterschied zur Grundlinie (p<0,05)

t signifikanter Unterschied in der maximalen Dilatation (p<0,05)
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4.2.2 Endothelunabhangiger Vasodilatator
Glyceroltrinitrat

Parallel zu den Untersuchungen mit dem endothelabhangigen Vasodilatator
ACh konnte man beim endothelunabhangig wirkenden Glyceroltrinitrat
(GTN) ebenfalls eine Vasodilatation , sowohl bei den New Zealand White
Kaninchen als auch bei den WHHL Kaninchen, beobachten. Die maximale
Dilatation zeigte sich jeweils bei der hochsten gegebenen Dosis, namlich
3*10"° mol/l GTN.

Junge New Zealand White Kaninchen

Bei den jungen NZW Kaninchen (7 Kaninchen mit 20 Ringen) betrug der
Wert der maximalen Dilatation der Aorta 86 % + 13 %. Die ECsp lag im
Mittel bei 2,210 mol/l + 1,010 mol/l GTN (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groBe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 mol/l Phenylephrin
vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Glyceroltrinitrat dilatierenden Aortenringe

der jungen NZW Kaninchen
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Alte New Zealand White Kaninchen

Die alten NZW Kaninchen (10 Kaninchen mit 20 Ringen) zeigten im Mittel
eine maximale Dilatation der Aorta von 80 % = 10 %. Die ECso lag im Mittel
bei 1,910 mol/l £ 1,1*107 mol/l GTN (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groBe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 molll Phenylephrin
vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Glyceroltrinitrat dilatierenden Aortenringe
der alten NZW Kaninchen
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Junge Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Die isolierten Gefalistreifen der untersuchten hypercholesterolamischen
Tiere (6 Kaninchen mit 11 Ringen) dilatierten auf maximal 74 % + 5 %. Die

ECso lag im Mittel bei 7,610 mol/l + 1,6*10° mol/l GTN (siehe Abbildung
24).
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Abbildung 24: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groBe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 mol/l Phenylephrin

vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Glyceroltrinitrat dilatierenden Aortenringe
der jungen WHHL Kaninchen
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Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Die Aorten der alten WHHL Kaninchen (4 Kaninchen mit 8 Ringen) zeigten
eine maximale Dilatation von 57 % = 10 %. Die ECsy lag im Mittel bei
6,2*10" mol/l + 3,910 mol/l GTN (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groRe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 mol/l Phenylephrin
vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Glyceroltrinitrat dilatierenden Aortenringe
der alten WHHL Kaninchen
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Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic

Kaninchen

Durch die Behandlung der hypercholesterolamischen WHHL Kaninchen (7
Kaninchen mit 14 Ringen) mit Fluvastatin verstarkte sich die maximale
Dilatation der Aorta auf 128 % * 21 %. Die ECsp lag im Mittel bei 2,510
mol/l + 1,5*107 mol/l GTN (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Einzelwert-Dosis-Antwort-Kurven (kleine Symbole) und Mittelwert-Dosis-
Antwort-Kurve (groRe Symbole mit Standardfehler) der mit 2*107 mol/l Phenylephrin
vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Glyceroltrinitrat dilatierenden Aortenringe

der alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen
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4.2.2.1 Glyceroltrinitrat: Vergleiche der dilatatorischen Kapazitat
der isolierten Aorta

Im folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen der GTN Dosis-

Antwortkurven der isolierten Aortenringe miteinander verglichen.

Altersabhangigkeit

Beim Vergleich der dilatatorischen Kapazitat der Aorta unter dem
endothelunabhangigen Glyceroltrinitrat wurde bei den jungen New Zealand
White Kaninchen gegenuber den alten NZW Kaninchen keine Differenz
gefunden (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: Vergleich der Mittelwert-Dosis-Antwort-Kurve mit Standardfehler der mit 2*1 0’
mol/l Phenylephrin vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Glyceroltrinitrat
dilatierenden Aortenringe der jungen (7 Kaninchen, 20 Aortenringe) versus der alten (10
Kaninchen, 20 Aortenringe) NZW Kaninchen

* signifikanter Unterschied zur Grundlinie (p<0,05)
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Altersabhangigkeit bei Hypercholesterolamie

Analog dazu wurden die jungen WHHL Kaninchen den alten WHHL
Kaninchen gegenubergestellt (siehe Abbildung 28). Es ergab sich kein
Unterschied in der maximalen dilatatorischen Kapazitat, allerdings war die

ECso bei den jungen signifikant (p=0,0048) niedriger als bei den alten
WHHL Kaninchen.
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Abbildung 28: Vergleich der Mittelwert-Dosis-Antwort-Kurve mit Standardfehler der mit 2*107
mol/l Phenylephrin vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Glyceroltrinitrat
dilatierenden Aortenringe der jungen (6 Kaninchen, 11 Aortenringe) versus der alten (4
Kaninchen, 8 Aortenringe) WHHL Kaninchen

*

signifikanter Unterschied zur Grundlinie (p<0,05)

1 signifikanter Unterschied in der ECs (p<0,05)



80 4 Ergebnisse

Normo- versus Hypercholesterolamie

Die isolierten Aortenringe der alten WHHL Kaninchen zeigten gegenuber
den Aortenringen der alten NZW Kaninchen eine signifikant (p=0,0103)
reduzierte ECsp. Die maximale Dilatation war bei den beiden

Kaninchenkollektiven nicht signifikant unterschiedlich (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Vergleich der Mittelwert-Dosis-Antwort-Kurve mit Standardfehler der mit 2*107
mol/l Phenylephrin vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Glyceroltrinitrat
dilatierenden Aortenringe der alten NZW Kaninchen (10 Kaninchen, 20 Aortenringe) versus
der alten WHHL Kaninchen (4 Kaninchen, 8 Aortenringe)

signifikanter Unterschied zur Grundlinie (p<0,05)

1t signifikanter Unterschied in der ECs (p<0,05)
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Behandlung mit Fluvastatin

Bei den alten WHHL Kaninchen war unter GTN Gabe die maximale
Dilatation Uber 120 % starker ausgepragt als bei den altersgleichen, mit
Fluvastatin behandelten Tieren (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Vergleich der Mittelwert-Dosis-Antwort-Kurve mit Standardfehler der mit 2107
mol/l Phenylephrin vorkonstringierten und mit aufsteigenden Dosen Glyceroltrinitrat
dilatierenden Aortenringe der alten (4 Kaninchen, 8 Aortenringe) versus der alten, mit
Fluvastatin behandelten (7 Kaninchen, 14 Aortenringe) WHHL Kaninchen

* signifikanter Unterschied zur Grundlinie (p<0,05)

1 signifikanter Unterschied in der maximalen Dilatation (p<0,05)
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4.3 Histopathologie

Fir die histopathologischen Untersuchungen wurde folgendes

Untersuchungsschema verwendet:

Plaque ?
Ja Nein
Bestimmung der relativen Bestimmung der Intima-Media-
Plaqueausdehnung im Dicke in [mm] (siehe 4.3.2)

Verhaltnis zum Plaqueumfang
Aorteninnenumfang in [%] (siehe

4.3.1)

Vergleich der Plaquedicke bei Vergleich der Intima-Media-
den unterschiedlichen Dicke bei den unterschiedlichen
Kaninchenkollektiven (siehe Kaninchenkollektiven (siehe
4.3.1.1) 4.3.21)

Bei keinem der New Zealand White Kaninchen wurden atherosklerotische
Lasionen detektiert. Bei den alten WHHL Kaninchen und auch bei den
alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen konnte dagegen

Plaque beobachtet werden.
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4.3.1 Plaquequantifizierung

Im ersten Schritt wurde die Ausdehnung der Plaque bestimmt. Dazu wurde
eine Ja/Nein-Entscheidung getroffen, ob Plaque vorhanden ist oder nicht.
In Abbildung 31 ist eine Aorta schematisiert dargestellt. In dieser
Darstellung ist die Aorta in ihrer Zirkumferenz zu 50 % atherosklerotisch
verandert. Die anderen 50 % des Aortenumfangs sind frei von

Ablagerungen.

Aortenring

e

atherosklerotische
Verénderung

Abbildung 31: Aorta- schematisiert- Messung der Plaqueausdehnung. 50 % der Zirkumferenz

sind atherosklerotisch verandert, die anderen 50 % sind frei von Ablagerungen.

Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Bei den alten WHHL Kaninchen wurden vier Aorten mit einer

Plaqueausdehnung von 95,0 % * 4,8 % vermessen (siehe Abbildung 32).

Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic

Kaninchen

In  dem  Kollektiv der alten, mit Fluvastatin  behandelten
hyperlipoproteinamischen Tiere (n=6) betrug die Plaqueausdehnung nur
76,9 % * 4,2 % (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit Standardfehler)
der Plaqueausdehnung an den Aorten der alten WHHL Kaninchen (4 Kaninchen, 10 Ringe)
und der alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen (6 Kaninchen, 18 Ringe)
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4.3.1.1 Vergleiche der Plagueausdehnung

Im folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen der Ausdehnung

der Plaque miteinander verglichen.
Behandlung mit Fluvastatin

Die mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen zeigten eine geringere
Plaqueausdehnung als die nicht mit Fluvastatin behandelten WHHL
Kaninchen (siehe Abbildung 33).
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Abbildung 33: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groRe Symbole mit
Standardfehler) der Plaqueausdehnung an der Aorta bei den alten versus den alten, mit
Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen
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4.3.2 Intima-Media-Dicke

Ferner wurde eine Aussage die Intima-Media-Dicke untersucht. Dazu
wurden Messungen an verschieden Schnittstellen sowie an verschiedenen
Ringen desselben Tieres gemittelt. Dies wird analog zur Abbildung 31 in
Abbildung 34 gezeigt.

Aortenring

e

atherosklerotische
Veranderung

Abbildung 34: Aorta- schematisiert- Messung der Intima-Media-Dicke. An verschiedenen

Schnittstellen wird die Intima-Media-Dicke bestimmt.

Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Bei der Untersuchung der alten WHHL Kaninchen ohne Behandlung mit
Fluvastatin betrug bei 4 unterschiedlichen Aortenringen die mittlere Intima-
Media-Dicke 0,81 + 0,08 mm (siehe Abbildung 35).

Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic
Kaninchen

Entsprechend der Untersuchung der Plaqueausdehnung wurden auch bei
der Vermessung der Intima-Media-Dicke sechs Aortenringe betrachtet. Der
Mittelwert lag bei 0,57 £ 0,07 mm (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35: Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groRe Symbole mit Standardfehler)
der Intima-Media-Dicke der Aorten der alten WHHL Kaninchen (4 Kaninchen, 10 Ringe) und

der alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen (6 Kaninchen, 18 Ringe)
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4.3.2.1 Vergleich der Intima-Media-Dicke

Im folgenden werden die Ergebnisse der Messungen der Intima-Media-

Dicke miteinander verglichen.
Behandlung mit Fluvastatin

Analog zu den Ergebnissen bei der Plaqueausdehnung erkennt man auch
beim Vergleich der Intima-Media-Dicke der alten WHHL Kaninchen mit den
mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen (siehe Abbildung 36) eine

Abnahme. Diese ist allerdings nicht signifikant.
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Abbildung 36: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Intima-Media-Dicke der Aorten bei den alten versus den alten, mit
Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen
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4.4 Auswertungen der Untersuchungen der

isoliert perfundierten Herzen

Bei der Untersuchung am isoliert perfundierten Herzen wurden dem
Perfusat (Hepes-Puffer) nach der 30 minitigen Aquilibrierungszeit das
endothelabhangige Pharmakon Acetylcholin (ACh), das
endothelunabhangige Pharmakon Glyceroltrinitrat (GTN) und der HMG-
CoA Reduktasehemmer Fluvastatin in alternierender Reihenfolge
beigegeben.

Analysiert wurde die Anderung des koronaren Perfusionsdrucks (CPP in
[mmHg]). Daneben fand zur Kontrolle der linksventrikularen Funktion eine
Messung des linksventrikularen Drucks (LVP in [mmHg]) und des Drucks
gegen die Zeit integriert (dp/dt in [mmHg/s]) statt. Tendenziell fiel der CPP
bei jedem der drei Interventionen. Die Starke und Dauer der
vasorelaxierenden Wirkung war allerdings abhangig vom Pharmakon sowie
der Stammeszugehdorigkeit und dem Alter des Tieres.

Zum Vergleich der Kollektive untereinander wurde der koronarvaskulare
Widerstand (CVR) herangezogen, da bei diesem Wert der koronare Fluss
(CF in [ml/min]) mit in die Beurteilung des koronaren Perfusionsdrucks
einbezogen wird. Der koronarvaskulare Widerstand errechnet sich aus der
Division des koronaren Perfusionsdrucks und dem koronaren Fluss: CVR =
CPP/CF [mmHg*min/ml].

Die Differenz des CVR bevor und nachdem ein Pharmakon in den
Perfusionspuffer injiziert wurde, wird als A CVR bezeichnet. Die relative
Darstellung A CVR [%] wird fur die graphische Verdeutlichung gewahlt.
Dabei wird jeweils der koronarvaskulare Widerstand ohne Intervention
gleich 100 % gesetzt. Da sich bei den beiden Kaninchenrassen die
koronarvaskularen Widerstande in unterschiedlichen Messbereichen

befinden, lassen sich so die verschiedenen Kollektive besser vergleichen.



920 4 Ergebnisse

4.4.1 Endothelabhangiger Vasodilatator Acetylcholin

Acetylcholin  fuhrt unter physiologischen Bedingungen zu einer
Vasodilatation. Kommt es zu einer Konstriktion wird diese im Folgenden als

pathologische Konstriktion bezeichnet.

Junge New Zealand White Kaninchen

Bei retrograder Infusion von 1 ymol/l ACh in die Koronargefal’e junger
NZW Kaninchen (n=10) fiel der koronarvaskulare Widerstand um 24,0 % *
4,0 %. Es wurde keine pathologische Konstriktion beobachtet (siehe
Abbildung 37).

Alte New Zealand White Kaninchen

Bei den alten NZW Kaninchen (n=17) nahm der koronare Widerstand um
11,1 % £ 3,6 % ab. Ein Anteil von 24 % dieses Kaninchenkollektivs zeigte

pathologische Konstriktionen (siehe Abbildung 37).

Junge Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Ahnliches konnte bei den WHHL Kaninchen beobachtet werden. Die jungen
Kaninchen (n=10) zeigten einen Abfall des koronarvaskularen Widerstands
von 24,8 % = 6,9 %. Bereits im jungen Alter zeigte sich bei einem der
Kaninchen eine pathologische Konstriktion anstelle einer Dilatation nach
Gabe von ACh (siehe Abbildung 37).

Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Bei den alten hypercholesterolamischen Kaninchen (n=9) wurde eine
Abnahme des Widerstands von 7,6 % + 8,1 % nachgewiesen. Der Anteil an
pathologischen Konstriktionen stieg bei den alten WHHL Kaninchen auf 44

% und lag somit am hdchsten (siehe Abbildung 37).



4 Ergebnisse 91

Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic

Kaninchen

Bei der Untersuchung der alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL
Kaninchen (n=10) zeigte sich eine Abnahme des Widerstands von 6,9 % %
9,3 %. Der Anteil an pathologischen Konstriktionen war gegentber den
Tieren ohne Behandlung mit Fluvastatin um 14 % niedriger und lag bei 30%
(siehe Abbildung 37).
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Abbildung 37: Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit Standardfehler)
der Abnahme des koronarvaskuldren Widerstands der unterschiedlichen Kaninchenkollektive

bei Infusion von 1*10°° mol/l Acetyicholin

4.41.1 Acetylcholin: Vergleiche der dilatatorischen Kapazitat
des isoliert perfundierten Herzens
Im folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen der

koronarvaskularen Widerstande (CVR) unter Infusion von ACh in die

isolierten Herzen miteinander verglichen.
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Altersabhangigkeit

Bei der Gegenuberstellung von den isolierten Herzen der jungen NZW
Kaninchen mit isolierten Herzen der alten NZW Kaninchen ist zu sehen,
dass die Abnahme des koronarvaskularen Widerstands der jungen Tiere
gegenuber Abnahme des Widerstands der alten Tiere deutlich hoher ist
(siehe Abbildung 38). Von Bedeutung ist aulerdem, dass man bei den
alten im Gegensatz zu den jungen Kaninchen einen Anteil an
pathologischen Konstriktionen findet. Bei den alten Tieren ist in 24 % der
Falle nach ACh Gabe eine Konstriktion anstelle einer Dilatation zu

beobachten.

60 4
50 4
o
40 - °
° °
304
o
20 ° p=ns s
o .
10 o °
S . s
g :
(@] .
< -104
'
-20 - °
-30
-40 4
-50
-60 4
NzwW NzZwW
Anteil jung alt
"pathologische o o,
Konstriktion" 0% 2%

Abbildung 38: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuldren Widerstands bei Infusion von 1*10°®

mol/l Acetylcholin bei den jungen versus den alten NZW Kaninchen
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Altersabhangigkeit bei Hypercholesterolamie

Analog dazu wurden die jungen WHHL Kaninchen den alten WHHL
Kaninchen gegenubergestellt (siehe Abbildung 39). Bei den
hyperlipoproteinamischen Tieren war die Abnahme des Widerstands bei
den jungen Kaninchen gegenuber der Abnahme des Widerstands bei den
alten Kaninchen um mehr als %5 geringer. Hinzu kam eine erhebliche
Zunahme des Anteils an pathologischen Konstriktionen von 10 % bei den

jungen Tieren gegenuber 44 % bei den alten Tieren.
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Abbildung 39: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuliren Widerstands bei Infusion von 1*10®

mol/l Acetylcholin bei den jungen versus den alten WHHL Kaninchen
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Normo- versus Hypercholesterolamie

Beim Vergleich der alten NZW Kaninchen mit den alten WHHL Kaninchen
(siehe Abbildung 40) zeigte sich kein deutlicher Unterschied bei der
Abnahme des Widerstands. Dennoch lie3 sich aber ungefahr eine
Verdopplung des Anteils an Kaninchen mit pathologischer Konstriktion

nachweisen.
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Abbildung 40: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuliren Widerstands bei Infusion von 1*10°

mol/l Acetylcholin bei den jungen NZW Kaninchen versus den alten WHHL Kaninchen
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Behandlung mit Fluvastatin

Bei der Gegenuberstellung der alten WHHL Kaninchen mit den
altersgleichen, mit Fluvastatin behandelten Tieren (siehe Abbildung 41)
wurde keine Verbesserung der Abnahme des Widerstands deutlich.
Allerdings war der Anteil an pathologischen Konstriktionen bei den mit
Fluvastatin behandelten Tieren gegenuber den nicht behandelten Tieren

um etwa ein Drittel niedriger.
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Abbildung 41: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groRe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuldaren Widerstands bei Infusion von 1*10°®

mol/l Acetylcholin bei alten versus den alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen
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4.4.2 Endothelunabhangiger Vasodilatator

Glyceroltrinitrat

Junge New Zealand White Kaninchen

Bei retrograder Infusion von 1*10° mol/l GTN lag die Abnahme des
koronarvaskularen Widerstands bei den jungen NZW Kaninchen (n=10) bei
17,7 % = 4,0 % (siehe Abbildung 42).

Alte New Zealand White Kaninchen

Bei den alten NZW Kaninchen (n=17) betrug die Abnahme des
koronarvaskuldre Widerstands bei Gabe von 1*10° mol/l GTN 19,3 % + 4,4
% (siehe Abbildung 42).

Junge Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Bei den jungen WHHL Kaninchen (n=10) wurde eine Abnahme des
Widerstands von 30,7 % % 3,5 % beobachtet (siehe Abbildung 42).

Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Der Widerstandswert der jungen hypercholesterolamischen Tiere (n=9) lag
bei 24,9 % * 4,8 % (siehe Abbildung 42)

Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic

Kaninchen

Nach der Behandlung mit Fluvastatin (n=9) nahm der koronarvaskulare
Widerstand um 26,8 % + 3,5 % ab (siehe Abbildung 42).
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Abbildung 42: Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit Standardfehler)
der Abnahme des koronarvaskularen Widerstands der unterschiedlichen Kaninchenkollektive

bei Infusion von 1*10°® mol/l Glyceroltrinitrat
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4.4.2.1 Glyceroltrinitrat: Vergleiche der dilatatorischen Kapazitat
des isoliert perfundierten Herzens

Im folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen der

koronarvaskularen Widerstande (CVR) unter Infusion von GTN in die

isolierten Herzen miteinander verglichen.
Altersabhangigkeit

Bei der Gegenuberstellung der jungen mit den alten NZW Kaninchen (siehe
Abbildung 43) wird ersichtlich, dass die Abnahme des koronarvaskularen
Widerstands bei Gabe des endothelunabhangigen Vasodilatators

Glyceroltrinitrat nicht vom Alter abhangig ist.
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Abbildung 43: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuldren Widerstands bei Infusion von 1*10°®

mol/l Glyceroltrinitrat bei den jungen versus den alten NZW Kaninchen
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Altersabhangigkeit bei Hypercholesterolamie

Die gleiche Aussage, die fur die Altersabhangigkeit bei den NZW
Kaninchen gilt, ist auch bei dem Vergleich der jungen mit den alten WHHL
Kaninchen (siehe Abbildung 44) richtig: Es ergibt sich keine signifikante

Verschiebung des koronarvaskularen Widerstands.
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Abbildung 44: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groRe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuldren Widerstands bei Infusion von 1*10°®

mol/l Glyceroltrinitrat bei den jungen versus den alten WHHL Kaninchen
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Normo- versus Hypercholesterolamie

Die Gegenuberstellung der NZW Kontrolltiere gegenuber den
hyperlipoproteinamischen WHHL Kaninchen (siehe Abbildung 45) liel3

keine signifikanten Unterschiede deutlich werden.
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Abbildung 45: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuldren Widerstands bei Infusion von 1*10°

mol/l Glyceroltrinitrat bei den alten NZW Kaninchen versus den alten WHHL Kaninchen
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Behandlung mit Fluvastatin

Beim Vergleich der unbehandelten gegeniber den mit Fluvastatin
behandelten WHHL Kaninchen (siehe Abbildung 46) zeigte sich unter GTN
Gabe ebenso wenig, wie bei der ACh Gabe (siehe 4.4.1.1), kein

signifikanter Unterschied in der Abnahme des Widerstands.
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Abbildung 46: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuldaren Widerstands bei Infusion von 1*10°®
mol/l Glyceroltrinitrat bei alten versus den alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL

Kaninchen
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4.4.3 HMG-CoA Reduktasehemmer Fluvastatin

Im folgenden Kapitel wird die Dilatation der Aorten bei akuter Infusion von
Fluvastatin in das jeweilige Kaninchenherz untersucht. Diese akute Gabe
ist getrennt von der chronischen Gabe uUber 17 Wochen von dem in Futter

gepressten Fluvastatin zu betrachten.
Junge New Zealand White Kaninchen

Bei retrograder Infusion von 10 g/ml Fluvastatin lag die Abnahme des
koronarvaskularen Widerstands bei den jungen NZW Kaninchen (n=10) bei
26,0 % % 3,0 % (siehe Abbildung 47).

Alte New Zealand White Kaninchen

Bei den alten NZW Kaninchen (n=18) betrug die Abnahme des
koronarvaskulare Widerstands bei Gabe von 10 yg/ml Fluvastatin 21,2 % *
3,0 % (siehe Abbildung 47).

Junge Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Bei den jungen WHHL Kaninchen (n=10) wurde eine Abnahme des
Widerstands von 28,5 % + 5,1 % unter Infusion von 107 g/ml Fluvastatin
beobachtet (siehe Abbildung 47).

Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

Der Widerstandswert der alten WHHL Kaninchen (n=9) nahm unter akuter
Gabe von Fluvastatin um 18,8 % * 3,4 % ab (siehe Abbildung 47).
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Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic

Kaninchen

Bei den chronisch mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen (n=9)
fuhrte die akute Infusion von Fluvastatin zu eine Abnahme des
koronarvaskularen Widerstands von 29,7 % £ 5,7 % (siehe Abbildung 47).
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Abbildung 47: Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groRe Symbole mit Standardfehler)
der Abnahme des koronarvaskuldren Widerstands der unterschiedlichen Kaninchenkollektive

bei Infusion von 1*10° g/ml Fluvastatin
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4.4.3.1 Fluvastatin: Vergleiche der dilatatorischen Kapazitat des
isoliert perfundierten Herzens
Im folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen der

koronarvaskularen Widerstande (CVR) unter Infusion von Fluvastatin in die

isolierten Herzen miteinander verglichen.
Altersabhangigkeit

Bei der Gegenuberstellung der jungen und alten Kontrolltiere (siehe
Abbildung 48) ist keine altersabhangige Veranderung der Abnahme des

koronarvaskularen Widerstands ersichtlich.
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Abbildung 48: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuliren Widerstands bei Infusion von 1*10°

g/ml Fluvastatin bei den jungen versus den alten NZW Kaninchen
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Altersabhangigkeit bei Hypercholesterolamie

Bei der Gegenuberstellung der jungen mit den  alten
hyperlipoproteinamischen Tieren (siehe Abbildung 49) ist keine signifikante

Abnahme des koronarvaskularen Widerstands zu erkennen.
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Abbildung 49: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groRe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuliren Widerstands bei Infusion von 1*10°

g/ml Fluvastatin bei den jungen versus den alten WHHL Kaninchen



106 4 Ergebnisse

Normo- versus Hypercholesterolamie

Betrachtet man den Vergleich der NZW Kaninchen mit den WHHL
Kaninchen (siehe Abbildung 50) werden keine Unterschiede zwischen den

gleich alten Kaninchenkollektiven sichtbar.
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Abbildung 50: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuldren Widerstands bei Infusion von 1*107°

g/ml Fluvastatin bei den alten NZW Kaninchen versus den alten WHHL Kaninchen
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Behandlung mit Fluvastatin

Stellt man die hypercholesterolamischen Tiere ohne (-A CVR = 18,8 % +
3,4 %) und mit (-A CVR = 29,7 % = 5,7 %) Behandlung mit Fluvastatin
gegenuber (siehe Abbildung 51) wird eine Tendenz (p=0,0539) zu einer
signifikant verstarkten Abnahme des koronarvaskularen Widerstands durch

die Behandlung der Tiere mit dem CSE-Hemmer sichtbar.
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Abbildung 51: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Abnahme des koronarvaskuldaren Widerstands bei Infusion von 1*107°

g/ml Fluvastatin bei den alten versus den alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen
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4.5 Biochemische Analysen des NO-

Stoffwechsels

Im folgenden werden die Ergebnisse der Messungen des Nitrits im Plasma

vorgestellt.
4.5.1 Konzentration an Nitrit im Plasma

Junge New Zealand White Kaninchen

Bei den jungen, gesunden Tieren wurden 11 Blutabnahmen vorgenommen.
Die Konzentration des Nitrits im Plasma lag im Mittel bei 1088 nmol/l £ 213
nmol/l (siehe Abbildung 52).

Alte, New Zealand White Kaninchen

Die Untersuchung des Nitritspiegels im Plasma der alten NZW Kaninchen
umfasste 16 Blutbestimmungen. Die mittlere Nitritkonzentration lag bei
1002 nmol/l £ 196 nmol/l (siehe Abbildung 52).

Junge Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

In die Plasmanitrituntersuchung der jungen WHHL Kaninchen gingen 25
Blutuntersuchungen ein. Der Mittelwert lag bei 938 nmol/l £ 90 nmol/Il
(siehe Abbildung 52).

Alte Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen

In die Plasmanitrituntersuchung der alten, hypercholesterolamischen Tiere
wurden 4 Untersuchungen des Bluts mit eingeschlossen. Der Mittelwert lag
bei 447 nmol/l £ 115 nmol/l (siehe Abbildung 52).
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Alte, mit Fluvastatin behandelte Watanabe Heritable Hyperlipidemic

Kaninchen

Der mittlere Nitritspiegel im Plasma der 9 untersuchten Blutproben lag bei
den alten, mit Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen bei 917 nmol/l +
105 nmol/l (siehe Abbildung 52).
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Abbildung 52: Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groRe Symbole mit Standardfehler)
der Nitrit-Konzentration im Plasma der unterschiedlichen Kaninchenkollektive
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4.5.1.1 Vergleiche der Konzentration von Nitrit im Plasma

Im folgenden werden die in Abbildung 52 dargestellten Ergebnisse der

Untersuchungen des Nitrits paarweise gegenubergestellt.

Altersabhangigkeit

Bei der Gegenuberstellung der jungen NZW Kaninchen (1088 nmol/l £ 213
nmol/l) mit den alten NZW Kaninchen (1002 nmol/l £ 192 nmol/l) ergab
sich kein Unterschied in der Konzentration von Nitrit im Plasma (siehe
Abbildung 53).
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Abbildung 53: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Nitrit-Konzentration im Plasma bei den jungen versus den alten NZW

Kaninchen
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Altersabhangigkeit bei Hypercholesterolamie

Beim Vergleich der jungen WHHL Kaninchen (938 nmol/l £ 90 nmol/l) mit
den alten WHHL Kaninchen (447 nmol/l £ 115 nmol/l) zeigte sich dagegen
eine signifikante Verringerung (p=0,0119) der Konzentration von Nitrit im
Plasma (siehe Abbildung 54).
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Abbildung 54: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groRe Symbole mit
Standardfehler) der Nitrit-Konzentration im Plasma bei den jungen versus den alten WHHL
Kaninchen

* signifikanter Unterschied in der Plasmanitritkonzentration (p<0,05)
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Normo- versus Hypercholesterolamie

Bestatigt wird diese Beobachtung bei der Betrachtung des Vergleichs in
Abbildung 55. Hier sind die alten NZW Kaninchen (1002 nmol/l £ 196
nmol/l) den alten WHHL Kaninchen (447 nmol/l + 115 nmoll/l)
gegenubergestellt. Die hyperlipoproteinamischen Tiere weisen im Alter eine

um mehr als die Halfte erniedrigte Konzentration an Nitrit im Plasma auf.
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Abbildung 55: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Nitrit-Konzentration im Plasma bei den alten NZW Kaninchen versus den
alten WHHL Kaninchen
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Behandlung mit Fluvastatin

Behandelt man die Kaninchen mit Fluvastatin lasst sich der Verminderung
des Nitritspiegels im Plasma entgegenwirken. Die Konzentration von Nitrit
im Plasma, der mit Fluvastatin behandelten Tiere, liegt mit einem Wert von
917 nmol/l £ 105 nmol/l im vergleichbarem Bereich, wie der Nitritspiegel im
Plasma der altersgleichen NZW Kaninchen (1002 nmol/l £ 196 nmol/l)
(siehe Abbildung 56).
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Abbildung 56: Vergleich der Einzel- (kleine Symbole) und Mittelwerte (groBe Symbole mit
Standardfehler) der Nitrit-Konzentration im Plasma bei den alten versus den alten, mit
Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen

o signifikanter Unterschied in der Plasmanitritkonzentration (p<0,05)
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4.6 Zusammenfassung

Insgesamt  wurden die  Auswirkungen von  Alterung und
Hypercholesterolamie auf die Hamodynamik der Mikrostrombahn und
Makrostrombahn untersucht. Diese korrelieren mit den Veranderungen der
Nitritkonzentration im Plasma bedingt durch Hypercholesterolamie. Des
weiterten wurden die Auswirkungen von einer Behandlung der

Hypercholesterolamie mit Fluvastatin gepruft.
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Ziel der Arbeit war es den Zusammenhang zwischen der veranderten
Gefalfunktion bei der Hyperlipoproteinamie und die Einflussnahme auf
diese bei akuter bzw. chronischer Gabe von Fluvastatin zu beurteilen.

Im den folgenden Abschnitten wird Gber die Ursache der Verbesserung der
endothelialen  Funktion durch den Einsatz des HMG-CoA
Reduktasehemmers diskutiert. Der Abschnitt 5.1 geht auf die
vorgenommenen Untersuchungen des Bluts zur Uberprifung des
angewandten Kaninchenmodells ein. Die Abschnitte 5.2 und 5.4 behandeln
die Ergebnisse der hamodynamischen Untersuchungen an isolierten
Aortensegmenten (Abschnitt 5.2) und am isoliert perfundierten Herzen
(Abschnitt 5.4). Eine Beurteilung der pathologischen Veranderungen der
Aorten erfolgt in Abschnitt 5.3. Im abschlieRenden Abschnitt 5.5 werden die
Ergebnisse der biochemischen Untersuchungen der Konzentration des
Nitrits im Plasma als Parameter flr Reaktivitatsveranderungen der

endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase diskutiert.

5.1 Stoffwechseluntersuchungen

Auf Grund der Tatsache, dass die Angaben zu den Untersuchungen des
Bluts bei NZW und WHHL Kaninchen in der Literatur sehr inhomogen sind,
ist eine Beurteilung der Werte schwierig. Daher war die
Blutwertbestimmung jeweils mit internem Referenzkollektiv erforderlich.
Auffallig bei der Auswertung der Serumlipide sind die Unterschiede
zwischen den NZW und den WHHL Kaninchen. Hier findet man signifikant
unterschiedliche Werte. Dies bestatigt die auch in der Literatur [120]
beschriebene Erwartung, dass die WHHL Kaninchen ein geeignetes Modell
fur die Untersuchung der Hypercholesterolamie sind.

Bei den Natrium-, Kalium- und Calcium-Werten (Elektrolyte) gab es keine
signifikanten Unterschiede, so dass eine Stérung des Wasserhaushalts
ausgeschlossen werden konnte.

Eine Erhdhung der Transaminasen ist assoziiert mit typischen
Krankheitserscheinungen, wie Benommenbheit, Fressunlust,

Futterverweigerung, = Atmungsbeschwerden, harte  Kotballen und
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Gewichtsverlust mit Abmagerung [135;136]. Trotz hdherer Leberwerte bei
den mit Fluvastatin behandelten Tieren, war das Verhalten aller Kaninchen
unauffallig. Daher war kein Therapieabbruch notwendig. Fur die
Anwendung am Menschen gilt, dass die Fortsetzung der Therapie bei
einem Transaminasenanstieg um das dreifache nicht mehr gerechtfertigt ist
[47].

Die Angaben Uber die Kreatinkinasewerte in der Literatur sind sehr
inhomogen, wodurch eine abschlieRende Bewertung erschwert wird. Bei
den CK-Werten wurden Ausreiller gefunden. Insgesamt waren die
betroffenen Kaninchen unauffallig. Sie hatten ein normales Aussehen und
Verhalten. Aus diesem Grund wurden sie mit in die weitere Bewertung
aufgenommen.

Zusammenfassend kann fur alle Kaninchen ein guter Allgemeinzustand
(beobachtet wurden unter anderem ein normales Verhalten, keine
Veranderungen in der Haufigkeit und Beschaffenheit der Ausscheidungen
sowie eine normale Futteraufnahme und ein glanzendes Fell) bestatigt
werden. Aullerdem waren die Streuungen der Untersuchungsergebnisse
bei den unterschiedlichen Tierkollektiven innerhalb des Versuchszeitraums
gering. Die in dieser Versuchsreihe gefundenen Ergebnisse liegen im
physiologischen Bereich. Erkrankungen der Tiere konnen weitgehend

ausgeschlossen werden.
5.2 Aorta

Altersabhangigkeit

Bei den untersuchten New Zealand White (NZW) Kaninchen kommt es bei
Gabe des endothelabhangigen Vasodilatator Acetylcholin (ACh) im Alter zu
einer Einschrankung der dilatatorischen Kapazitat (siehe Abbildung 18). In
Ubereinstimmung mit der Literatur [16;19] wird bei der Gabe héherer Dosen
von ACh eine Vasokonstriktion (Rekonstriktion) beobachtet.

Beim endothelunabhangigen Glyceroltrinitrat (GTN) ist das, wie zu erwarten
war [9], nicht der Fall (siehe Abbildung 27).
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Es kann geschlussfolgert werden, dass es sich um eine altersabhangige

Verschlechterung der Endothelfunktion handelt.

Altersabhangigkeit bei Hypercholesterolamie

Analog dazu wurden die jungen WHHL Kaninchen den alten WHHL
Kaninchen gegenubergestellt (siehe Abbildung 19). In der Literatur wurde
beschrieben, dass schon bei neugeborenen WHHL Kaninchen eine
vermehrte Adhasion von Leukozyten und Schaumzellen festgestellt werden
konnte. In Bereichen der Aorta sind vermehrt glatte Muskelzellen in der
Intima zu finden [117].

Bei der Auswertung der Ergebnisse zeigte sich, dass schon bei den jungen
Tieren eine eingeschrankte Dilatation der Aorta zu beobachten war. Es
konnte folglich angenommen werden, dass sich schon bei den jungen
WHHL Kaninchen die Folgen der Hyperlipoproteinamie auswirken.

Auf Grund der Tatsache, dass schon die Aorten der jungen Tiere nur wenig
auf den Dilatator Acetylcholin reagierten, war auch im Alter keine vermehrte
Dilatation durch ACh zu erwarten. Die im Vergleich zu den NZW Kaninchen
beobachtete nur geringe altersabhangige Verschlechterung der
endothelialen Funktion bei den Tieren mit Hypercholesterolamie stitzt
diese Interpretation.

Bei der Betrachtung der glatten Gefaldmuskelzellen der Leitungsarterien
wird in den meisten Studien eine unverminderte Antwort auf hohe Dosen
endothelunabhangiger Dilatatoren beobachtet [137;138]. Allerdings konnte
auch, zumindest bei mit Cholesterol gefutterten Kaninchen, eine
Beeintrachtigung der Dilatation nachgewiesen werden [139]. Diese
Aussage von Verbeuren et al. wird jedoch in der gleichen Arbeit relativiert,
indem gesagt wird, dass eine komplette Relaxation unter GTN bei einer
entsprechend hohen Konzentration doch erreicht werden kann. Wie aus
Abbildung 28 ersichtlich wird, kann hier bestatigt werden, dass es nicht zu
einer signifikanten altersabhangigen Verringerung der
endothelunabhangigen Antwort kommt. Die leichte, nicht signifikante

Verschiebung der Dilatationskurve der alten Kaninchen deutet darauf hin,
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dass bei einem entsprechenden Schweregrad der Plaqueansammlung die
physiologische Funktionsfahigkeit der Aorta, d.h. die Fahigkeit zur

Dilatation, gestort sein kann.

Normo- versus Hypercholesteroldmie

Obwonhl in dieser Studie die Dilatation der Aorten der WHHL Kaninchen
durch das GTN (siehe Abbildung 29) eher als die durch ACh (siehe
Abbildung 20) hervorgerufene Dilatation den Dilatationskurven der
gesunden Tiere entsprach, wurde dennoch nicht- auch nicht bei den
héchsten Dosen von 3*10° mol/l- das Level der NZW Kaninchen erreicht.

Erklart werden konnen diese eingeschrankten Antworten durch die massive
atherosklerotische Beeintrachtigung der Aorten der
hyperlipoproteinamischen Tiere. Die massive Plaqueansammlung konnte

eine komplette Relaxation verhindern.

Behandlung mit Fluvastatin

FriGhere Studien, sowohl am Menschen [137] wie auch am WHHL
Kaninchen [125;140;141], haben einen positiven Effekt der HMG-CoA
Reduktasehemmer auf die endothelabhangige Vasodilatation gezeigt.

Bei der Gegenuberstellung der hypercholesterolamischen Tieren mit und
ohne Behandlung mit dem CSE-Hemmer Fluvastatin wurde, in
Ubereinstimmung mit diesen Studien, eine wesentliche Verbesserung der
dilatatorischen Kapazitat sichtbar (siehe Abbildung 21). Eine denkbare
Begrundung konnte der positive Einfluss des Statins auf die Regulierung
des durch das Endothel freigesetzten Stickstoffmonoxids sein. Es erscheint
wahrscheinlich, dass Fluvastatin der Beeintrachtigung der NO-Synthese
entgegenwirkt. Damit ist es wahrscheinlich, dass Fluvastatin einen
positiven Einfluss auf die Regulierung des durch das Endothel freigesetzten
Stickstoffmonoxids hat. Die Reduzierung des EDRF bei pathologischen
Veranderungen wird korrigiert. Die Vermutung der antiatherosklerotischen

Wirkung des Fluvastatins wurde damit bestatigt.
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Eine weitere mdgliche Erklarung kénnte der Einfluss des Fluvastatins auf
die bei der Hyperlipoproteinamie gestorte Fibrinolyse sein. Die Steigerung
der fibrinolytischen Aktivitat der Endothelzellen bei Behandlung mit
Fluvastatin verlangsamt die Progression der Atherosklerose. Infolgedessen
lieRe sich die verbesserte dilatatorische Kapazitat unter Einfluss des CSE-
Hemmers erklaren.

Zum ersten Mal konnte in dieser Arbeit eine ausgepragt starkere Relaxation
unter dem endothelunabhangigen GTN gezeigt werden (siehe Abbildung
30). Die maximale Dilatation bei den mit Fluvastatin behandelten Tieren
war doppelt so stark ausgepragt als bei den Tieren ohne Behandlung.
Dieser Effekt konnte moglicherweise mit einer Verminderung von
atherosklerotischer Plaque, welche die Aortendilatation stark behindert, in
Zusammenhang stehen.

Daneben koénnte eine durch die Statine vorgerufene Hemmung von
Entzindungsmediatoren eine wichtige Rolle fur die Wiederherstellung der
Funktion sowohl der endothelabhangigen als auch der glattmuskularen
Dilatation spielen.

Aulerdem ist bekannt, dass NO die lésliche Guanylatcyclase (sGC)
aktiviert, die cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) als sekundaren
Botenstoff synthetisiert. Das c¢GMP  stimuliert wiederum zwei
Proteinkinasen (PK |, PK Il) von denen hauptsachlich die PK | fur die
nachfolgende Phosphorylierung verschiedener Membranproteine des
sarkoplasmatischen Retikulums verantwortlich ist. Die Phosphorylierung
fuhrt letztendlich zur  Senkung der freien intrazellularen
Calciumkonzentration. Dadurch wird die Relaxation der glatten
Muskelzellen und eine Hemmung der Plattchenaggregation vermittelt [142].
Moglicherweise ist es so, dass das Fluvastatin in der Lage ist, den
konstriktorischen Effekt von Phenylephrin, welcher durch Erhdhung des
freien intrazellularen Calciums gekennzeichnet ist, aufzuheben. Es ist somit
wahrscheinlich, dass Fluvastatin das cGMP anregt. Es kommt zu einer
Verminderung des freien Calciums und infolgedessen zu einer Relaxation

der glatten Muskelzellen.
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Einen weiteren Erklarungsansatz diskutieren Brandes et al. [143]. Sie
beschreiben, dass durch ein chronisches Defizit von NO, wie es bei NO-
Synthase eNOS™ knock-out-Mausen der Fall ist, oder auch ein akutes NO-
Defizit durch Blockade der NO-Bildung bei Wildtypmausen zu einer
veranderten NO-Sensitivitat kommt. Es kommt zu einer Hypersensitivitat
der sGC, was wiederum mit einer verstarkten Relaxation der glatten
Muskelzellen als Antwort auf NO-Vasodilatatoren einhergeht. Es ware
moglich, dass die in den Versuchen dieser Arbeit beobachtete verstarkte

Dilatation mit dieser Hypersensitivitat erklart werden konnte.

5.3 Histopathologie

Behandlung mit Fluvastatin

Bei der Beurteilung der Plagqueausdehnung und der Intima-Media-Dicke
(IMT) spielt die Hohe der Cholesterolsenkung eine entscheidende Rolle.
Der Grad der Plagqueminderung hangt mafgeblich von der Hohe der
Cholesterolsenkung ab [144].

Obwohl die Cholesterolreduktion bei den WHHL durch die Behandlung mit
Fluvastatin 23 % betrug, war der absolute Cholesterolspiegel immer noch
fast 15 mal so hoch wie bei den NZW Kaninchen (siehe Tabelle 8).

Es ist daher nicht verwunderlich, dass sowohl bei der Plaquequantifizierung
als auch bei der Bestimmung der Intima-Media-Dicke nur eine positive
Tendenz nicht aber ein signifikanter Unterschied bei der Gegenuberstellung
der mit Fluvastatin behandelten versus der nicht mit Fluvastatin
behandelten WHHL Kaninchen nachgewiesen werden konnte.

Analog zu den hier gefundenen Ergebnissen stellten auch Watanabe et al
[140] keine signifikante Reduzierung des atherosklerotischen Plaques
durch Behandlung mit Pravastatin in der Aorta bei WHHL Kaninchen fest.
Sie nehmen an, dass sich die Atherosklerose in Aorten bei niedrigeren
Serumcholesterolspiegeln entwickelt.

Vermuten lasst sich, dass sich die Zusammensetzung der

atherosklerotischen Plaque verandert hat. Es sind jedoch weitere
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Untersuchungen zu den pathologischen Veranderungen der Aorten fir das

Verstandnis dieser Vorgange notwendig.

5.4 Herz

Altersabhangigkeit

In der Literatur wird sowohl fir den Menschen[145] als auch flr andere
Spezies, wie Nager [146], eine Beeintrachtigung der dilatatorischen
Kapazitat der Mikrostrombahn durch Acetylcholin mit zunehmendem Alter
beschrieben. In dieser Arbeit konnte in Ubereinstimmung dazu gezeigt
werden, dass bei Gabe von ACh der koronarvaskulare Widerstand (CVR)
sinkt. Bei alteren Tieren ist die CVR Abnahme geringer als bei jungen
Tieren (siehe Abbildung 38).

Bei den vorliegenden Versuchen erkennt man eine deutliche Zunahme der
pathologischen Konstriktionen mit dem Alter. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die meisten Koronararterien der alteren Versuchstiere ein
geschadigtes Endothel haben. Die Tatsache, dass die Antwort auf
Glyceroltrinitrat (GTN) unverandert war (siehe Abbildung 43) unterstitzt die
Hypothese des Zusammenspiels zwischen direkter Vasokonstriktion und
vom EDRF vermittelter Vasodilatation. Erklarungsmoglichkeiten fur die
verminderte Abnahme des CVR bei Infusion vom endothelabhangigen ACh
sind eine eingeschrankten Freisetzung des Stickstoffmonoxids (EDRF)
sowie eine erhohte Sensitivitat der glatten Muskelzellen im
atherosklerotisch veranderten Bereich auf den kontraktilen Effekt des
AChs.

Bei allen akuten interkoronaren Infusionen von Fluvastatin war die
Endkonzentration der Perfusionsldsung im Herzlumen 10 g/ml, was der
hundertfachen Plasmakonzentration beim Menschen unter
Standardbehandlung (40mg Fluvastatin, oral) entspricht [133]. Es kann bei
den Kaninchen bei der dilatatorischen Kapazitat keine Altersabhangigkeit
(siehe Abbildung 48) signifikant nachgewiesen werden. Es kommt auch

nicht zu einer pathologischen Konstriktion. Offensichtlich ist es so, dass
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Fluvastatin zumindest bei akuter Infusion keinen Einfluss auf die

Endothelfunktion ausubt.

Altersabhangigkeit bei Hypercholesterolamie

Bei der Erfassung der hamodynamischen Veranderungen der isolierten
Aortensegmente der hyperlipoproteinamischen Tiere konnte gezeigt
werden, dass bereits bei den jungen Tieren nur eine eingeschrankte
endothelabhangige GefalRerweiterung erfolgt (siehe 5.2). Damit einher geht
bei den WHHL Kaninchen die Beobachtung von pathologischen
Konstriktionen am Herzen bereits im jungen Alter (siehe Abbildung 39).
Daruber hinaus nimmt mit fortschreitendem Alter der Anteil an
pathologischen Konstriktionen deutlich zu.

Im Bereich der endothelunabhangigen Dilatation wurde auch im Alter bei
den WHHL Kaninchen keine signifikante Verschlechterung des
koronarvaskularen Widerstands gemessen (siehe Abbildung 44).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass auch fur die
Einschrankung der dilatatorischen Kapazitat des Herzens bei der
Hypercholesterolamie die Veranderung der Endothelfunktion von
Bedeutung ist. Analog zu den Schlussfolgerungen der altersabhangigen
Verminderung der Abnahme des CVR bei den Kontrolltieren legen die hier
gefundenen Ergebnisse nahe, dass atherosklerotische Veranderungen zu
einer verminderten endothelialen Produktion und/oder verstarkter
Inaktivierung des NO fuhren.

Die Tatsache, dass selbst bei den alten hyperlipoproteindmischen WHHL
Kaninchen bei akuter Infusion von Fluvastatin (siehe Abbildung 49) keine
pathologische Konstriktion zu erkennen war, bestatigt die oben aufgestellte
Vermutung, dass die Vasodilatation durch akut infundiertes Fluvastatin
endothelunabhangig erfolgt.

Diese Beobachtung geht mit dem konform, was Obata et al. [147] berichtet

haben. lhrer Aussage zufolge reduziert sowohl akut wie auch chronische

gegebenes Fluvastatin die Bildung von 'OH-Radikalen. Dabei soll die LDL-

Oxidation nicht durch die NOS-Aktivierung vermittelt werden. Es wird
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vielmehr vermutet, dass die LDL-Oxidation mit einer Noradrenalin

induzierten Bildung von ‘OH in Verbindung steht.

Normo- versus Hypercholesteroldmie

Der Anteil der pathologischen Konstriktion unter Gabe von ACh ist bei den
WHHL Kaninchen im Alter fast doppelt so hoch wie der der gleichaltrigen
Kontrolltiere (siehe Abbildung 40).

Es zeigte sich kein Unterschied in der Abnahme des koronarvaskularen
Widerstands der beiden Kaninchenkollektive bei der Bewertung der
endothelunabhangigen Dilatation unter Glyceroltrinitrat (siehe Abbildung
45). Weder bei den alten NZW noch bei den alten WHHL Kaninchen war
eine signifikante Verschlechterung des CVR im Alter zu beobachten.

Es konnte gezeigt werden, dass es bei Hyperlipoproteinamie im Bereich
der Mikrostrombahn zu endothelial bedingten Einschrankungen der
hamodynamischen Kapazitat kommt.

Auch bei der Gegenuberstellung der beiden Tierkollektive unter akuter
Infusion von Fluvastatin ergab sich kein signifikanter Unterschied (siehe
Abbildung 50). Auch dies spricht fur eine endothelunabhangig erfolgende
Dilatation bei akuter Infusion von Fluvastatin. Dennoch kann Uber den
Mechanismus nur gemutmal3t werden, da die akut infundierte
Konzentrationen von Fluvastatin sehr hoch war. Weitere Studien sind

notwendig, um Uber die Signifikanz dieses Endergebnisses zu entscheiden.

Behandlung mit Fluvastatin

Stellt man die mit Fluvastatin behandelten den nicht behandelten
Kaninchen gegenulber, lasst sich keine wesentliche Verbesserung der
dilatatorischen Kapazitat unter Infusion von ACh bzw. GTN in der
Mikrostrombahn nachweisen (siehe Abbildung 41 und Abbildung 46). In
friheren Studien konnte gezeigt werden, dass mit der Behandlung durch
HMG-CoA Reduktasehemmer eine verbesserte Antwort auf ACh

nachweisbar war [144;148].
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Wichtig ist allerdings, dass Veranderungen in der Plaguegeometrie, der
Lipidzusammensetzung und der Thrombenbildungsfahigkeit eine langere
Therapiedauer voraussetzen [149]. Dadurch wird deutlich, dass das
sichtbare Ergebnis stark von den Versuchsbedingungen und der
Versuchsdauer abhangig ist.

Im vorliegenden Fall (siehe Abbildung 41) war der Anteil der
pathologischen Konstriktion bei den mit dem Statin behandelten Tieren um
fast 15 % geringer. Diese Reduzierung beweist den gunstigen Effekt des
Fluvastatins auf das Endothel. Die Verringerung von atherosklerotischen
Ablagerungen durch die Behandlung mit Fluvastatin fuhrt zu einer
Verbesserung der Antwort der Mikrostrombahn auf endotheliale Reize.

Bei der Beobachtung der chronischen Applikation und zusatzlich akuter
Infusion von Fluvastatin fallt im Vergleich zu den Tieren ohne Behandlung
eine Verstarkung der Abnahme des koronarvaskularen Widerstands auf
(siehe Abbildung 51). Die gefundenen Ergebnisse untermauern die

Auffassung des wichtigen Einflusses von Fluvastatin auf die LDL-Oxidation.

5.5 NO-Stoffwechsel

Die Autoren fruherer Publikationen haben versucht die in vivo NO-
Bioverfugbarkeit abzuschatzen. Dazu wurde der NO4-Gehalt, das bedeutet
die Summe von Nitrit (NO2) und Nitrat (NOj3’), herangezogen. Allerdings
fehlten den Autoren der Nachweis uber die Kinetik der Metabolisierung des
Stickstoffmonoxids unter physiologischen Bedingungen. In dieser Studie
wurde das Nitrit als Hauptabbauprodukt von NO im Kaninchenblut
bestimmt. Das Plasmanitrit wurde als Ubertrager von intravaskularem NO
identifiziert. Entgegen der fruheren Auffassung, dass die Nitrat-
Konzentration und/oder die NOy-Konzentration sinnvolle Marker fur die
endogene NO-Produktion sind, konnte nachgewiesen werden, dass nur die
Nitritplasmakonzentration der adaquate Parameter ist, um endotheliale NO-
Synthase-Reaktivitatsveranderungen aufzuzeigen [134]. Durch Inhibition
der NOS wurde dosisabhangig das Nitrit und die durch ACh induzierte
Vasodilatation reduziert. Der Nitratgehalt dagegen blieb unbeeinflusst.

Daraus folgt fur diese Studie, dass es korrekt ist, den NO,-Gehalt und nicht
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den NO4-Gehalt mit den hamodynamischen Gefallveranderungen zu

assoziieren.

Altersabhangigkeit

Es konnte keine altersabhangige Veranderung bei den New Zealand White
(NZW) Kaninchen dokumentiert werden (siehe Abbildung 53). Es kann
gefolgert werden, dass sich die Aktivitat der endothelialen NOS bei den
untersuchten Kontrollkaninchen im Alter nur minimal oder gar nicht

verringerte.

Altersabhangigkeit bei Hypercholesterolamie

Die Hyperlipoproteinamie fuhrt zu einer Minderung der Endothelfunktion
[16]. Es ist bekannt, dass ein hoher LDL-Spiegel ein Risikofaktor fur die
Entwicklung der Atherosklerose ist. Die Mechanismen, wie sich LDL zu der
NOS-Regulation verhalt sind jedoch noch nicht genau aufgeklart.

Eine Vermutung ist, dass das LDL die Stickstoffmonoxid-Produktion tuber
eine Veranderung bei der NOS Expression moduliert. Natives LDL spielt
dabei keine Rolle. Dagegen soll oxidiertes LDL die endotheliale NOS-
Expression hemmen. Dies geschieht uber eine Kombination aus einer
frihen transkriptionalen Inhibition und noch wichtiger aus einer post-
transkriptionalen m-RNA-Destabilisierung. Dadurch kommt es
konzentrationsabhangig zu einer Herunter-Regulation der endothelialen
NOS mRNA- und Protein-Spiegel [150;151].

Die oben  aufgefuhrten  Vermutungen konnten  durch  die
Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit experimentell bestatigt werden: Bei
den hyperlipoproteinamischen Tieren fiel der Nitritspiegel im Plasma
signifikant mit dem Alter (von 938 nmol/l £ 90 nmol/l auf 447 nmol/l + 115
nmol/l, p<0,05) (siehe Abbildung 54). Das deutet darauf hin, dass zumindest
bei langer Exposition zum oxidierten LDL der Stickstoffmonoxid-Spiegel

abfallt. Das bei der Hyperlipoproteinamie vermehrt vorhandene oxidierte



128 5 Diskussion

LDL beeintrachtigt wahrscheinlich die eNOS mRNA und den Proteinspiegel
stark.

Normo- versus Hypercholesterolamie

Auch bei der Gegenuberstellung gleichaltriger Kontrolltiere (1002 nmol/l
192 nmol/l) mit den WHHL Kaninchen (447 nmol/l £ 115 nmol/l) wurde eine
Verminderung der Plasmanitritkonzentration durch die
Hyperlipoproteinamie deutlich (siehe Abbildung 55). Setzt man die
Nitritwerte mit den bei den Aorten gefundenen Dilatationskurven des AChs
in Beziehung, erkennt man den Zusammenhang zwischen der
endothelabhangigen Hamodynamik und dem Nitritgehalt. Die durch die
Hypercholesterolamie hervorgerufene Beeintrachtigung der Freisetzung
von Stickstoffmonoxid durch das Endothel hat eine Verminderung der

Dilatation zur Folge.

Behandlung mit Fluvastatin

Es wurde ein mdglicher positiver Einfluss durch eine Behandlung mit dem
HMG-CoA  Reduktaseinhibitor auf die  Wiederherstellung  der
Bioverfugbarkeit von NO untersucht.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Plasmanitrit unter
Statinbehandlung von hyperlipoproteinamischen Tieren zunimmt (447
nmol/l £ 115 nmol/l vs. 917 nmol/l £ 105 nmol/l) (siehe Abbildung 56). Diese
Ergebnisse passen zu den oben dargestellten Ergebnissen der
Hamodynamik und Pathophysiologie: Die Verbesserung der endothelialen
Antworten auf Acetylcholin nach Behandlung der Hyperlipoproteinamie mit
Fluvastatin gehen mit einer héheren endothelialen NOS-Reaktivitat einher.
Es konnte hier der Beweis geliefert werden, dass die NO-Bioverflugbarkeit
unter HMG-CoA Reduktasehemmerbehandlung wiederhergestellt werden
kann.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung der

hyperlipoproteindmischen Kaninchen mit dem HMG-CoA
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Reduktasehemmer Fluvastatin der Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen und endotheliale Dysfunktion vorgebeugt werden kann. Die
verbesserte dilatatorische Kapazitat der Gefalle und die Erhdhung der
Nitrit-Konzentration belegen den protektiven Effekt, den der CSE-Hemmer

auf die endotheliale Funktion hat.

5.6 Studienlimitation

Gearbeitet wurde mit einem Tiermodell, welches immer nur bedingt auf
Menschen Ubertragbar ist. Trotzdem war die Arbeit am Tier unerlasslich, da
Organentnahmen, wie hier durchgefuhrt, am Menschen schon aus
ethischen Grinden undenkbar waren. Gewahlt wurde ein Kaninchenmodell
mit WHHL Kaninchen. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Pathologie und Pathogenese der Atherosklerose beim Kaninchen der
Pathologie und Pathogenese des Menschen sehr ahnlich ist [115] und die
morphologische Ahnlichkeit zu atherosklerotischem Plaque beim Menschen
bei den WHHL Kaninchen sehr ahnlich ist [117].

WHHL Kaninchen weisen sehr stark erhohte Cholesterinspiegel auf. Die
Cholesterolsenkung um 23% war durchaus deutlich. Dennoch war der
Cholesterolspiegel immer noch fast 15 fach hoher als bei den NZW
Kaninchen. Dies kdnnte ein Grund daflr sein, warum nur im Trend gezeigt
werden konnte, dass die vermehrte Plaquebildung bei
Hypercholesterolamie durch Behandlung mit Fluvastatin abgeschwacht
werden kann. Trotzdem konnten mit dem angewendeten Modell positive
Effekte statistisch signifikant nachgewiesen werden, was flr die Potenz des
Fluvastatins als HMG Co-A Reduktasehemmer spricht.

Auf Grund des Radikalcharakters von NO ist die Nachweisbarkeit in
Blutproben schwierig. Bestimmt wurde Nitrit als Marker flr
hamodynamische GefalRveranderungen. Die Proben wurden mit kalter
Stopp-Losung versetzt. So konnte das Nitrit stabilisiert und die Koagulation

verhindert werden.
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5.7 Ausblick

In dieser  Arbeit konnte der Zusammenhang zwischen
Hypercholesterolamie, eingeschrankter hamodynamischer Antwort auf
Endothel abhangige und Endothel unabhangige Vasodilatatoren und
verminderter Bildung von NO aufgezeigt werden. Die Behandlung mit
Fluvastatin  fiuhrte zu einer  Verbesserung der verringerten
hamodynamischen Antwort.

Es sind weitere Versuche notwendig, um den Mechanismus der
endothelunabhangigen Dilatation bei kurzfristiger Infusion von Fluvastatin
abzusichern. Des weiteren ist es notwendig die Vermutung abzusichern,
dass die Behandlung mit Fluvastatin pathologischen Veranderungen, wie
die atherosklerotische Plaquebildung und -Zusammensetzung, bei
Hypercholesterolamie entgegenwirkt.

Diese Ergebnisse haben eine therapeutische Relevanz fur die
kardiovaskulare Pathologie und den Einsatz von Statinen bei der

endothelialen Dysfunktion.
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An der Makrostrombahn konnte gezeigt werden, dass Fluvastatin
tatsachlich zu einer Verbesserung der endothelialen Dysfunktion bei der
Hyperlipoproteinamie fuhrt. Dies wird durch die signifikante Verbesserung
der endothelabhangigen Vasodilatation durch Acetylcholin bei Behandlung
der hyperlipoproteinamischen Kaninchen mit Fluvastatin deutlich.
AuBerdem wurde dargelegt, dass Fluvastatin die glattmuskular vermittelte
Vasodilatation verbessert.

Ursachen fur diese Effekte kdnnen die Verminderung von Plaque, die
Hemmung von Entzindungsmediatoren und die Abschwachung der
Zellproliferation und Migration sein. Aulderdem kdnnte eine Aktivierung der
I6slichen Guanylatcyclase, die letztendlich zu einer Relaxation der glatten
Muskelzellen und einer Hemmung der Plattchenaggregation fuhrt, von
Bedeutung sein.

Es konnte keine Verbesserung der Hamodynamik der Mikrostrombahn
nachgewiesen werden. Der Anteil an pathologischen Konstriktionen
verringerte sich.

Die Ergebnisse zeigten weiterhin, dass Fluvastatin einen Abfall der
Konzentration an bioaktivem NO verhindert. Die Nitritplasmakonzentration,
als Marker fur eNOS-Reaktivitatsveranderungen, war bei den mit
Fluvastatin behandelten WHHL Kaninchen gegeniber den nicht
behandelten Tieren signifikant erhoht.

Eine signifikante Verminderung der Plaqueausdehnung und der Intima-
Media-Dicke war unter Fluvastatin-Behandlung nicht nachweisbar. Eine
mogliche Erklarung ist, dass bei den WHHL Kaninchen trotz
Cholesterolsenkung der Cholesterolspiegel immer noch um das 15fache
erhoht war.

Diese Arbeit veranschaulicht die wichtigsten hamodynamischen,
biochemischen und histopathologischen Veranderungen durch die
Hypercholesterolamie sowie die gunstigen Effekte des CSE-Hemmers
Fluvastatin auf diese Veranderungen . Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass eine Behandlung mit dem potenten HMG-CoA Reduktasehemmer
Fluvastatin einen protektiven Effekt gegen das Fortschreiten der

vaskulareren Dysfunktion im Rahmen der Atherosklerose hat.
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