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1. Einleitung

Ubergewicht (Praadipositas) und Adipositas (ab einem BMI von 30kg/m2) sind ein groRes
Problem der heutigen Gesellschaft und werden auch zukiinftig eine wichtige Rolle in der
gesundheitlichen Entwicklung unserer Gesellschaft spielen. Die WHO spricht bereits von
einer Ubergewichtskrise. 2010 waren laut WHO in Deutschland 44% der Frauen und 62%
der Ménner Gbergewichtig (BMI > 25kg/m?), Giber 15% der Menschen sogar fettleibig (BMI
> 30kg/m2). In den USA sind laut einer Studie der American Heart Association (2009) zwei
Drittel aller Menschen Ubergewichtig, ein Drittel ist fettleibig.

Ubergewicht entsteht durch eine erhohte Energiezufuhr bei einem verringerten
Energiebedarf. Uberschiissige Energie wird dann als Fett im Kérper eingelagert. Ein
Zusammenspiel aus genetischen Faktoren, korperlicher Aktivitéat, Essgewohnheit,
psychischen Faktoren und Umweltbedingungen beeinflusst das Korpergewicht eines jeden
Einzelnen. Auch Folgen einer Erkrankung oder Medikamente kénnen Einfluss nehmen. In
der heutigen Gesellschaft spielen vor allem die modernen Umweltfaktoren Stress,
Zeitmangel und Burojob, sowie der Trend des Fastfoods eine entscheidende Rolle.

Studien der letzten Jahrzehnte beobachteten einen Zuwachs der kardiovaskuléren,
metabolischen und muskuloskeletalen Erkrankungen, sowie eine steigende Inzidenz von
Tumorerkrankungen. Vor allem Tumorerkrankungen und kardiovaskuléare Erkrankungen
flhren zu einer erhdhten Mortalitat der Betroffenen. Neben den gesundheitlichen Folgen fur
die Betroffenen spielt auch die volkswirtschaftliche Bedeutung eine gro3e Rolle. In
Deutschland entfallen mindestens 10% der Behandlungskosten auf die Folgekrankheiten von
Ubergewicht. In den USA lagen die Behandlungskosten fiir Ubergewicht und damit
assoziierte Erkrankungen allein 2008 bei 148 Milliarden Dollar.

Nach neuesten Studien sind allein 75% der Inzidenz flr Bluthochdruck auch direkt auf
Ubergewicht zurtick zufiihren.

Deshalb sind Konzepte zur Prévention des Adipositas assoziiertem Bluthochdruck
notwendig.

Firstline Therapie des arteriellen Hypertonus sind Lifestylednderungen mit
Gewichtsreduktion und Umstellung von Erndhrungsgewohnheiten und Lebensstil. Dies fuhrt
bei Ubergewicht meist schon zur Blutdrucksenkung. Ein Korpergewicht mit einem

BMI < 25kg/m? gilt als effektiv in der Primérprévention. Zusatzlich ware die
medikamenttse Unterstiitzung eine weitere Malinahme.

Hier setzt auch die Forschung zu Statinen und ihrem Nutzten in der Adipositas Therapie und

Prévention an und konzentriert sich dabei vornehmlich auf den Cholesterin unabhangigen



Effekt von Statinen auf die glatte GefaBmuskulatur. Denn es gibt noch kein konkretes

Medikament zur Senkung des Blutdrucks bei Adipositas.

In dieser Arbeit sollen die Zusammenhange von Ubergewicht, arteriellem Hypertonus und
GeféaRkontraktilitat erlautert werden. Ldsst sich innerhalb eines kurzen Zeitraums bereits die
GefaRkontraktilitat durch Pravastatin beeinflussen?

1.1 Adipositas und arterieller Hypertonus

Einer der wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entwicklung von arteriellem Hypertonus ist
Adipositas, wie sich erstmalige klar in der Framingham- Heart Studie (Gordon et al.) 1960
zeigte. Internationale epidemiologische Studien stimmen darin Uberein, dass die
altersbezogene Pravalenz von arterieller Hypertonie eng mit dem BMI korreliert. Schon bei
Jugendlichen ist ein enger Zusammenhang von Adipositas und Bluthochdruck erkennbar.
Eine Bauchumfangszunahme von 4,5 cm bei Mannern und 2,5 cm bei Frauen geht mit einem
systolischen Blutdruckanstieg von 1 mmHg einher (NHANES- Studie, Guo 2016). Dabei
eignet sich vor allem das viszerale oder retroperitoneale Fett besser als Pradiktor, als der
BMI (subkutanes Fett, Tchernof 2013). Als weiterer kardiovaskularer Risikofaktor kommt
es im weiteren Verlauf oft zur Entwicklung eines metabolischen Syndroms, ab einem

BMI > 30kg/m2 betragt das Risiko 60% (Slany 2008). Durch die steigende Inzidenz von
Ubergewicht bereits bei Kindern im Vorschulalter wird eine Zunahme von
Herzkreislauferkrankungen und auch Malignomen befiirchtet (Calle 2013).

Die zugrunde liegenden Pathomechanismen des Adipositas assoziierten Hypertonus sind
komplex und noch nicht komplett geklart. In einem Punkt stimmen die meisten Studien
uberein: eine Schlisselrolle nimmt die Aktivierung des Sympathischen Nervensystems und
des Renin-Angiotensin-Aldosteron- Systems ein. Eine hohe Zufuhr fettreicher und
kohlenhydratreicher N&hrstoffe steigert den Umsatz von Noradrenalin im peripheren
Gewebe und geht einher mit einer erhdhten Noradrenalin-Plasmakonzentration und einer
uberschielRenden Noradrenalin-Ausschuttung durch einfache Stimulation, wie zum Beispiel
der Wechsel in eine aufrechte Koéperposition. Bei Hypercholesterindmie I&sst sich eine
Uberexpression von Angiotensin 1-Rezeptoren nachweisen.

Zusatzlich dazu erhoht eine Hypercholesterindmie die kontraktile Antwort und Sensitivitat
gegenuber Vasokonstriktoren an isolierten grof3en Arterien, wie experimentelle Studien
zeigen (Fronhoffs 1999, O’Rourke 1998, Merkel 1990). Eine abnorme Verteilung von freien



Fettsauren verstérkt die vaskuldre Sensibilitdt der al-Adrenorezeptoren (Stepniakowski
1995) und hemmt die Funktion der Natrium/Kalium-ATPase (Oishi 1990) was zu einer
Erhéhung des Vasotonus flihrt. Die pharmakologische Blockierung von al- und B-
Adrenorezeptoren senkt den durch hochkalorische Diét (High fat diet HFD) hervorgerufenen
erhdhten Blutdruck im Tiermodell (Hall et al. 2001, Antic 2000). Zudem kommt es zu einer
direkten Interaktion von Freien Fettsauren an lonenkanélen der Zellmembran von glatten
GefaBmuskelzellen (Ordway 1991). Arterielle Barorezeptoren der groRen Gefale reagieren
auf den erhdhten Blutdruck und inhibieren unter physiologischen Umstanden die
Sympathikusaktivitat. Mit Zunahme der Gefalsteifigkeit oder bei abdominaler Adipositas
reduziert sich ihre Sensitivitat bis zur Dysfunktion, was eine mangelnde Inhibition des
Sympathischen Nervensystems zur Folge hat (Grassi 2004).

Mechanische Faktoren wie die zunehmende Kompression der Organe und Gefél3e durch
viszerales Fettgewebe bedingen die zunehmende Gefaspannung durch Kontraktion der
glatten Gefalmuskulatur, um den systemischen Blutfluss entgegen des extravasalen
Widerstandes aufrecht zu erhalten.

Eine zunehmende Sekretion von Leptin, welches auch von Adipozyten vermehrt
synthetisiert wird (Wynne 1998, Hall 2001), wirkt ebenfalls aktivierend auf das
Sympathische Nervensystem und bietet einen weiteren Anknlpfpunkt zwischen Adipositas
und arteriellem Hypertonus.

Mit zunehmender Dauer entstehen Endorganschéden und die Adipositas assoziierte arterielle
Hypertonie ist nur noch schwer kontrollierbar. Die Folge sind der Bedarf von mehreren
Antihypertonika in Kombination plus eine Behandlung der Risikofaktoren wie

Dyslipidamie, Insulin Resistenz, Diabetes sowie systemische und vaskulare Entziindung.
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1.2 Kontraktion glatter GefalRmuskulatur

Der arterielle Blutdruck gewéhrleistet die Versorgung des Korpers mit lebenswichtigen
Néhrstoffen und Sauerstoff. Entsprechend des Bedarfs der einzelnen Organe wird Uber den
arteriellen GefalRdurchmesser der lokale Blutfluss reguliert. Entscheidend ist dabei der
Tonus der glatten Muskelzellen in der Media der Gefawand. Durch Kontraktion oder
Relaxation der glatten Muskelzellen passt sich der arterielle GefaRdurchmesser an.
Herzminutenvolumen und Nierenfunktion spielen zudem eine wichtige Rolle. Neuronale
(Noradrenalin) und endotheliale Mediatoren (Nitritoxid, Endothelin-1, Thromboxan A2),
neurohumorale Mechanismen (Angiotensin I, Adrenalin) und der Depolarisationsgrad der
glatten Muskelzellen (Membrandepolarisation durch Dehnung aktiviert spannungsabhéngige
L-Typ Kalzium-lonkanéle) beeinflussen lokal den GeféaRtonus. Tonuserhéhend sind diese
Einflisse, wenn sie direkt oder indirekt zu einem Anstieg der zytosolischen Kalzium
Konzentration >10° mol/l fihren. Das Kalzium strémt vor allem von extrazellular in die
Zelle ein, ein kleiner Teil stammt aus den intrazellularen Speichern. Das Kalzium bindet an
Calmodulin und aktiviert die Myosinleichtkettenkinase (MLCK). Diese phosphoryliert die
20kDa Myosinleichtkette, die glatte Muskelzelle kontrahiert. Eine Dephosphorylierung
durch eine Kalzium-unabh&ngige Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP) relaxiert die
glatte Muskelzelle. Unabhéngig von der intrazelluldren Kalziumkonzentration gibt es einen
zweiten Regulationsmechanismus des Muskeltonus. Dieser wird tber die GTPase RhoA und

die nachgeschaltete Kinase gesteuert.
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Abb. 2 Kontraktion glatter Gefalimuskulatur, direkt Gber die Depolarisation der
Zellmembran oder RhoA vermittelt und unabhéngig von der intrazellularen
Kalziumkonzentration (Satoh 2011).

1.3 RhoA und Rho-assoziierte Kinasen (ROCK)

RhoA gehdrt zur Familie der Ras homologen Genfamilie, eine Gruppe kleiner GTP-
bindender Proteine, zu der auch Ras und Cdc42 gehdren. Als molekularer Schalter steuern
sie den Aufbau und die Organisation des Zytoskeletts und die Genexpression.
Wachstumsfaktoren, Integrine, Zytokine und Hormone wie Bradykinin aktivieren Rho.
Essentiell fur die Aktivierung von Rho ist eine posttranslationale Modifikation mit
Geranylgeraniol, ein Zwischenprodukt der Cholesterin Biosynthese, welches die
Translokation und Bindung des inaktiven Rho an die Zellmembran erméglicht. In glatten
GefalBmuskelzellen reguliert RhoA (Member A) direkt oder ber die Rho-assoziierte
Proteinkinase (ROCK) eine Vielzahl physiologischer Prozesse, wie die Kontraktion glatter
Muskelzellen, Organisation des Aktin-Zytoskeletts , Zell-Zell-Interaktion und Zellmigration,
Proliferation, Apoptose und Genexpression. ROCK wird eine Schlusselrolle in der
Pathogenese vieler kardiovaskulérer Krankheiten zugeschrieben. Studien beweisen eine
erhdhte ROCK Aktivitéat bei Endothelialer Dysfunktion, vaskuldren Entziindungsprozessen

und in der Regulation des GefaRtonus.



Die Rho-assoziierte Proteinkinase bildet eine eigene Gruppe in der Familie der AGC-
Kinasen. Bekannt sind zwei Isoformen: ROCK 1 (ROKI/ p160ROK) mRNA wird
hauptsichlich in Lunge, Leber, Milz, Niere und Testis exprimiert, ROCK 2 (ROKa) mRNA
besonders reichlich im Gehirn und Herz (Morgan-Fisher et al 2013, Nakagawa 1996). Beide
Isoformen gleichen sich zu 65% in ihrer Aminosauresequenz und besitzen zu 92% die
gleiche Kinasedomane. ROCK1 und ROCK2 werden ab der Embryonalperiode bis ins
Erwachsenenalter ubiquitar exprimiert (Nakagawa 1996). Die Kinaseaktivitat beider
Isoformen wird iber RhoA reguliert, ROCK1 wird zusétzlich noch Giber RhoE gesteuert. ES
gibt funktionelle Unterschiede zwischen den beiden Isoformen. Beide Kinasen beteiligen
sich an gleichen wie auch unterschiedlichen Signalkaskaden. Mit Hilfe von ROCK1 und
ROCK?2 defizienten Mé&usen werden die funktionellen Unterschiede der beiden Isoformen
untersucht. So stellte sich an ROCK 1 defizienten Méausen heraus, dass die regulatorische
Untereinheit der Myosin Phosphatase nur an ROCK 2 bindet und diese somit hauptséchlich
an der Kontraktion der glatten Muskelzellen beteiligt ist (Wang et al. 2009).

Mittels Immunolokalisation und Zellfraktionierung l&sst sich eine Verteilung von ROCK 2
in inaktiver GDP gebundener Form im Zytoplasma nachweisen (Leung T. 1995, Matsui
1996). Durch die Bindung von GTP wird die aktivierte Form an die Zellmembran gebunden.
Im Gegensatz dazu ist Uber die Verteilung von ROCK 1 wenig bekannt, berichtet wird von
einer zytoplasmatischen Lokalisation verknlpft mit Zell-Zell Kontakten, Zentromeren, der
Zellmembran oder Vesikeln (Chevrier 2002).

ROCK steuert die Kontraktion der glatten Muskelzellen tiber einen dualen
Regulationsmechanismus. Ersterer aktiviert die Myosinleichtkette direkt tber eine
Phosphorylierung (Kureishi et al., 1997). Zweiterer hemmt die Deaktivierung der
Myosinleichtkette durch eine inaktivierende Phosphatgruppe am Myosin-binding Subunit
(MBS)der Myosinleichtketten Phosphatase. Der Phosphorylierung des MBS kommt aktuell
das grofite wissenschaftliche Interesse aller ROCK Funktion zuteil (Kimura 1996; Somlyo
and Somlyo, 2003; Loirand 2006). Uber Alphal-Adrenorezeptoren wird ROCK aktiviert
und l6st eine Kontraktion der glatten Muskelzellen unabhéngig von der intrazelluldren
Kalziumkonzentration aus. Dieser VVorgang wird als Kalzium Sensibilisierung beschrieben
und resultiert in einem erhdhten vasopressorischen Effekt von Noradrenalin und Angiotensin
I1 (Dong 2009). Bei normotensiven Zustanden wird der basale Gefalitonus tber den
Rho/ROCK-Signalweg durch eine erhdhte Sensibilitat gegeniiber Kalzium aufrechterhalten
(Uehata et al. 1997, Jarajapu 2004). Die Studie von Kureishi et al. (1997) beschrieb erstmals
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den direkten Einfluss der Rho-Kinase auf die GefalRkontraktilitat der glatten Muskulatur
unabhangig vom Kalzium-Calmodulin abh&ngigen Signalweg.

Eine erhohte ROCK Aktivitat verstarkt die Phosphorylierung der Myosinphosphatase und
Myosinleichtketten und resultiert in einer dauerhaften VVasokonstriktion der glatten
GefalBmuskelzellen ohne erhohtes intrazellulares Kalzium (Somlyo et al. 2003). Dies ist
eines der Kennzeichen von arteriellem Hypertonus und anderer Kardiovaskularer
Erkrankungen.

Der Prozess der Geféal3dilatation ist zum groRten Teil endothelial gesteuert. Hier sei nur am
Rande ein weiterer Rho/ROCK-gekoppelter Signalweg erwahnt, bei dem die Rho-Kinase die
endotheliale Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) auf molekularer Ebene inhibiert und so

die NO-vermittelte VVasodilatation hemmt.

Eine Storung der Aktivitat der glatten Muskelzellen wird als urséchlich fir kardiovaskulére
Erkrankungen wie arterielle und pulmonale Hypertonie, Angina Pectoris, Herzinsuffizienz
und ischdamischen Apoplex angesehen und bietet vielen Studien einen Ansatzpunkt fir die
pharmakologische Behandlung. Uehata et al brachten 1997 erstmalig die RhoA-assoziierte
Kinase in Zusammenhang mit arteriellem Hypertonus, Mukai et al. (2001) bestatigten die
Schlisselrolle des Rho/ROCK-Signalwegs und eine Hochregulation von ROCK bei
arteriellem Hypertonus.

Mittlerweile wird eine Hyperkonstriktion der glatten Gefalmuskelzellen, ausgeldst durch
eine Uberaktivitat der Rho-Kinase, als Ausloser fir die essentielle Hypertonie
verantwortlich gemacht.

Studien gehen soweit, dass sie den prognostischen Wert der ROCK-Aktivitét bezlglich
kardiovaskularer Ereignisse untersuchen (Kajikawa 2014). Daten zeigen exemplarisch, dass
eine Korrelation zwischen leukozytarer und vaskuldrer ROCK-Aktivitéat besteht. Die ROCK-
Aktivitat aus Leukozyten korreliert mit kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Hypertonus,
Dyslipidamie, Diabetes, Alter, Nikotinabusus und Ubergewicht.

Patienten mit einer hoheren Aktivitat zeigten dabei eine verstarkte kardiovaskulére
Morbiditat und Mortalitat.

Die ROCK-AKktivitat aus Leukozyten konnte also ein neuer Biomarker fiir kardiovaskulare
Ereignisse sein. Somit ware eine Inhibition der Rho-assoziierten Kinase ein therapeutischer
Ansatz zur Pravention. Leider l&sst sich anhand der Aktivitat noch keine Aussage bezuglich

der Prognose machen.
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1.4 Rho-Kinase Inhibitoren

Es gibt direkte Rho-Kinase Inhibitoren wie Fasudil und Y-27632 und indirekte Inhibitoren
wie die Gruppe der Statine.

Die Wirkung von Statinen beruht auf der kompetitiven Hemmung der HMG-CoA-
Reduktase, welche die hepatische Biosynthese von Cholesterin und dessen
Zwischenprodukten vermindert. Durch einen relativen Cholesterinmangel steigt die LDL-
Rezeptor Dichte im Organismus und durch intrazelluldre Aufnahme mittels Endozytose wird
zirkulierendes LDL aus dem Blut beseitigt.

Als Primar- und Sekundarprévention hat sich der klinische Nutzen von Statinen zur
Lipidsenkung etabliert. Internationale groRe Studien wie West of Scotland Coronary
Prevention Study (WOSCOP, 1995), Scandinavian Simvastatin Survival Study (SSSS,
1990) oder Long-Term Intervention with Pravastatin in Ischaemic Disease (LIPDS, 1998)
dokumentieren einen positiven Effekt auf kardiovaskulare Ereignisse bei Risikopatienten,
mit einer durchschnittlichen Risikoreduktion von 30% flr Herzinfarkte und kardiovaskul&r
bedingte Todesfélle im Vergleich zur Placebogruppe. Auch zehn bis zwanzig Jahre nach
Studienende profitieren die Patienten weiterhin von der Statinbehandlung (Hague et al.
2016).

Neben der Cholesterin senkenden Wirkung finden sich lipidunabhéngige Effekte wie die
Stabilisation arteriosklerotischer Plaques, die Verbesserung der endothelialen Funktion,
Senkung von pulmonalem und arteriellem Hypertonus und die Hemmung der
Intimaprolieferation, die zu Restenosen nach arteriellem Bypass fiihrt (Kassan 2013). Ein
groRRer Teil der pleiotrophen Wirkung entsteht durch die Hemmung von RhoA (Igel 2004).
Durch eine verminderte Synthese der Cholesterinzwischenprodukte fehlen die
Isoprenylderivate Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und Farnesylpyrophosphat (FPP)
(Goldstein 1990). Eine fehlende Isoprenylation von RhoA verhindert die
Zellmembranbindung und hemmt dadurch die Aktivierung von RhoA durch GTP.
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Abb. 3 Inhibition von Rho durch Statine (Laufs et al 2000)

Uber mehrere Mechanismen greifen Statine in die Regulation des arteriellen Blutdrucks ein.
In experimentellen Studien verbessern Statine die Endothelfunktion durch eine Reduktion
von oxidativem Stress (Wassmann 2001) und einer gesteigerten Bioverfligbarkeit von
endothelialem Stickstoffmonoxid durch eine Hochregulation der Stickstoffmonoxid-
Synthease (eNOS) Aktivitat und Expression von eNOS-mRNA (Laufs 2000), reduzieren die
Freisetzung von Endothelin-1 (Hernandez et al. 1998) und verringern die Expression von
Angiotensinll-Rezeptoren (Nickenig 1999). Zusétzlich reduzieren Statine signifikant die
arterielle GefaRsteifigkeit (Shige 2001) und verbessern die arterielle Elastizitat (Saliashvili
2004).
Statine unterscheiden sich untereinander in ihrer Lipophilie, Halbzeit und Potenz der LDL-
Senkung. Lipophile Statine wie Simvastatin und Fluvastatin diffundieren in die Zellen,
wahrend hydrophile Statine wie Pravastatin oder Rosuvastatin Uber spezielle Transporter in
die Zelle gelangen. Der Vorteil von Pravastatin ist, dass es im Gegenteil zu den lipophilen
Statinen nicht ins Fettgewebe aufgenommen und dort gespeichert wird. AuBerdem erhoht
Pravastatin im Vergleich zu Rosuvastatin die Insulin Sensitivitat und den
Adiponectinspiegel, welcher wiederum das Risiko fiir Diabete mellitus senkt und
gefaliprotektiv wirkt (Koh et al. 2013).
Mehrere klinischen Studien (Shepherd et al. 1995, Yamagashi 2006, Guclu 2004, Araki et
al. 2008) kommen zu dem Ergebnis, dass Pravastatin einen protektiven Einfluss auf die

Entwicklung von Adipositas und den damit assoziierten Erkrankungen hat. Im Mausmodel
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verbesserte Pravastatin die Insulinsensitivitat im Rahmen eines metabolischen Syndroms
(Araki et al. 2008).

Fasudil (HA-1077), der einzige zugelassene Rho-Kinase Inhibitor, wird in Japan (seit 1997)
und China zur Pravention und Behandlung von zerebralen VVasospasmen insbesondere nach
Subarachnoidalblutungen eingesetzt. Fasudil inhibiert die ATP-abhangige Kinase Doméne
von ROCK. Nach neuesten Erkenntnissen ist Fasudil auch in der Alzheimertherapie
wirkungsvoll (Song et al. 2013) und bei pulmonalem Hypertonus (Fukumoto et al. 2005).
Ein neuer Rho-Kinase Inhibitor, 2013 von Oh et al. publiziert, DW 1865, inhibiert die
Kinase Aktivitdt von ROCK 1 und ROCK 2 in vitro mit einer 10 fach stérkeren Potenz als
Fasudil. In vivo zeigte sich im Rattenmodel sogar eine antihypertensive Wirkung.

Uehata et al. demonstrierten als erste die Rolle der Rho Kinase in der Pathophysiologie des
arteriellen Hypertonus. Y-27623 senkt den Blutdruck spontan in hypertonen, nicht aber in

normotonen Ratten.

Der Rho/ROCK-Signalweg erfreut sich groRen Interesses, da seine abnormale Aktivierung
in vielen verschiedenen Erkrankungen eine scheinbar wichtige Rolle spielt. Angefangen von
kardiovaskuldaren Erkrankungen wie Hypertonie, koronaren Vasospasmen, Arteriosklerose,
bis zur Tumorinvasion und Metastasierung ermdglicht die Inhibition des Rho/ROCK-

Signalweges neue therapeutischer Angriffspunkte.

1.5 Fragestellung
Nach dem positive Effekte von Pravastatin auf die Entwicklung von Ubergewicht und
Diabetes im Adipositasmodel beobachtet wurden, stellt sich die Frage, ob sich diese
positiven Effekte von Pravastatin auch in Bezug auf die GefalRfunktion beobachten lassen.
1. Beeinflusst Pravastatin die Gefal3funktion bei didtinduzierter Adipositas?
2. Nach welcher Behandlungsdauer ist Pravastatin effektiv wirkungsvoll?
3. Gibt es einen Unterschied in der Reaktion auf verschiedene Vasokonstriktoren wie
Noradrenalin oder Kaliumchlorid (KPSS)?

4. Lassen sich andere positive Effekt beobachten?
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2. Material

2.1 Chemikalien und Geréate

Die im Rahmen der Arbeit verwendeten Chemikalien stammten von folgenden Herstellern:
Biochromchrom (Berlin), Sigma-Aldrich (Steinheim), Gibco (Darmstadt), Merck
(Darmstadt), Apotheke Klinikum rechts der Isar (Miinchen), Carl Roth (Karlsruhe), Baxter
(Unterschleif3heim), Braun (Melsungen), Pierce (Thermo Fisher Scientific) (Schwerte),
Ssniff (Soest).

Fur die durchgefihrten Laborarbeiten fanden folgende Gerate Anwendung:

Brutschrank Heraeus, Osterode

Mikroskop, Leica MZ 16; Olympus BX 20  Leica, Wetzlar, Olympus Hamburg

pH-Meter Sartorius, Gottingen

Photometer, Multiscan FC Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Tissuelyser, TissueLyser Quiagen, Hilden

Waagen Sartorius, Gottingen

Wasserbad mit Thermostat, SW 21 Julabo, Seelbach

Wire-Myograph, Model 410 A Danish Myograph Technology, Aarhus Dénemark
Zentrifugen, Biofuge/Multifuge 3 L-R Thermo Fisher Scientific, Schwerte

2.2 Medikamente
Fur die Statinbehandlung der Tiere wurden Pravastatin Tabletten 200 mg der Firma Hexal
zermdorsert und in Trinkwasser gelost. Die ex vivo Inkubation erfolgte mit Pravastatin

Natriumhydrat von Sigma Aldrich.
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2.3 Stammlosungen und Puffer
10 x PBS:
(pPH 7,4)

RIPA-Puffer
(pH 7,4)

2.4 Medien fur die Zellkultur
Medium fir die Kultivierung

glatter Muskelzellen

2.5 Puffer fur die Messungen
Konzentrationsangaben in [mM]

80g NaCl
29 KCI
14,49 Na,HPO,4 2 H,0, dd H,0 ad 1l

50 mM Tris

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1% (w/v) NP-40

0.25 % (w/v) Na-Deoxycholat

RPMI 1640 mit Glucose und Glutamin
10% FBS

50 U/ml Penicillin-Streptomycin

1 mM Natriumpyruvat

0.1 mM nichtessentielle Aminosauren

Standard PSS: NaCl 3250, KCI 117.5, KH,P0,429.5, MgSO,4 7H,0 29.25, NaHCOs3 14.9,

Glucose 5.5, EDTA 0.65

Standard KPSS: NaCl 74.7, KCI 60, KH,PO,41.18, MgSO, 7H,0 1.17, NaHCO; 14.9,

Glucose 5.5, EDTA 0.026, CaCl, 1.6

Die entsprechend eingewogenen Substanzmengen wurden mit dem vorgesehenen VVolumen

dd H,O gel6st. Die Losungen wurden bei 4°C gelagert.
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2.6 Stammldsung fur die Messung der GefalRfunktion
Noradrenalin 10mM 0,041g Noradrenalin

20 ml H,0 dd

Aligouts: -30°C

Acetylcholin 10mM 0,0364g Acetylcholin
20 ml H,0 dd
Aligouts: -30°C

2.7 Verdunnungsreihen
Zur Bestimmung der GefaRkontraktilitat und —relaxation wurde eine Verdinnungsreihe fir

Noradrenalin und Acetylcholin vorbereitet.

L3 TIIRIDIDIDIND

Stamm 30u 30ut 50ut

102 mol1 103 moll 10%moll 105 mol1 10%mol1 107 mol1 10¥mol1 10F mold

Abb. 4 Verdunnungsreihen fir die Noradrenalin- Dosis-Antwort-Kurve zur

Bestimmung der Gefalikontraktilitat.

2.8 Versuchstiere

Bei allen Versuchen wurden die geltenden Tierschutzrichtlinien beachtet. Es lag eine
Genehmigung der Regierung von Oberbayern vor.

Fir die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden mannliche Mause vom Wildtyp
(C57/BL6) von Charles River (Sulzfeld) im Alter von 10-12 Wochen verwendet. \Wasser
und Futter standen unbegrenzt zur Verfugung. Die Haltung der Tiere entsprach
Standardlaborbedingungen mit einer Raumtemperatur von 20°C, relativer Luftfeuchtigkeit
von 40-50% und einem 12-stiindigem Tag-Nacht-Rhythmus.
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Zweimal wochentlich wurde der Blutdruck tiber die SchwanzgefaRe gemessen. Das Gewicht
wurde vor Diétbeginn und am Operationstag bestimmt.

2.9 Spezielle Software
LabChart
GraphPad Prism ® 5.0

3. Methoden

3.1 Behandlung der Versuchstiere

Alle Tiere wurden mit einer hochkalorischen Diat gefuttert (E15126-34 Ssniff, Soest) mit
20.1 MJ/kg und einem Fettgehalt von 51%.

Eine Gruppe von acht Tieren bekam Pravastatin (50mg/kg/d) in Trinkwasser geldst, die

anderen Tiere bekamen normales Trinkwasser.

3.2 Das Aortenringmodell

3.2.1 Myograph
Mit dem Mulvany-Myographen kann man isometrisch die VVasodilatation und

Vasokonstriktion von Gefalten mit einem Durchmesser von 60-3000 pum messen.

3.2.2 Préaparation der Aortenringe

Vor der OP wurde das ganze Tier gewogen. Die Euthanasie der Maus erfolgte unter tiefer
Isofluran-Andésthesie. Nach Fixierung auf dem Operationstisch wurde die Bauchhaut
vorsichtig mit Pinzette und Schere durchtrennt. Darm, Nieren, Milz, Fatpads und Leber
wurden entnommen. Die Organe wurden gewogen, geteilt und mit flissigem Stickstoff
schockgefroren. Bei -80°C wurden sie gelagert bzw. 48 Stunden in 4% Paraformaldehyd
fixiert und danach in 70 % Ethanol umgebettet

Danach wurde die Aorta frei prapariert. Die Excision erfolgte durch vorsichtiges Schneiden

entlang der Wirbelkdrper mit einer feinen Préparationsschere von cranial nach caudal. Dabei
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wurde die gesamte Aorta vom Aortenbogen bis zur Bifurcatio entnommen und unnotige
Quetschungen und Dehnung vermieden, um das Endothel nicht zu verletzen. AnschlieRend
wurde die Aorta in eine Kulturschale mit PSS Uberfiihrt und sofort mit der weiteren
Organpréparation fortgefahren.

Die Praparation erfolgte unter dem Binokularen Praparationsmikroskop in Silikon
beschichteten Petrischalen. Die beiden Enden der Aorta wurden spannungsfrei mit feinen
Nadeln fixiert. Mit Mikrofederschere und feiner Pinzette wurde das umgebende
Bindegewebe und Fett entfernt. Aus der thorakalen Aorta wurden Ringe mit 2-3 mm Lénge
geschnitten. Somit wurden vier Ringe aus einer Aorta gewonnen.

Danach folgte entweder die sofortige Einspannung in den Myographen oder die Inkubation

mit Pravastatin.

3.2.3 Kurzzeitinkubation von Gefaliringen

Nach Einspannung in den Myographen und Normalisierung wurden die Aortenringe fir eine
Stunde mit 5 pl Pravastatin im GefaRbad inkubiert. Wéhrend des Experiments wurde nach
jedem Austausch des Puffers Pravastatin hinzugefiigt, da durch die wiederholten

Auswaschungen das Pravastatin aus den Zellen gewaschen wird.

3.2.4 Langzeitinkubation von Gefaf3ringen

Eine Gruppe von Geféliringen wurde 24 Stunden im Brutschrank bei 36°C inkubiert. Dazu
wurden 1,5 ml Eppendorftubes mit 1ml Dulbecos Modified Medium (versetzt mit
Penicillin/Streptomycin und 10 % FPS) verwendet. Ein Ring wurde als Negativkontrolle nur
in Medium inkubiert, zwei Ringe einer Aorta wurden zusatzlich mit 1pl Pravastatin
behandelt.

19



3.2.5 Methode

Die Mulvany-Myographie wurde erstmals 1977 von Mulvany und Halpern zu
wissenschaftlichen Untersuchungen vorgestellt.

Auf zwei kleine Metallstifte wird der Aortenring aufgespannt. Ein Stift ist mit einer
Mikrometerschraube verbunden, der andere mit einem mechanoelektrischem Signalwandler.
Die Mikrometerschraube ermdglicht die Anndherung/Entfernung beider Trager in um
Schritten. Der Gefalinnendurchmesser l&sst sich durch den Abstand der beiden Stifte
bestimmen. Der Kraftmesser besteht aus einem Piezo gesteuerten Widerstandssensor, der
mit dem Computer verbunden ist. Alle Messungen erfolgten unter isometrischen
Bedingungen, d.h. es wurden Kraftdnderungen bei konstantem Gefaldurchmesser registriert.
Das Organbad wurde mit 5 ml PSS Puffer beflllt und langsam auf 37°C aufgeheizt.
Wahrend des Versuches wurde die Temperatur konstant gehalten. Es wurden jeweils vier
GefaRringe gleichzeitig untersucht. Um alle GefaRe spéter miteinander vergleichen zu
konnen, wurden die Ringe zu Beginn normalisiert. Durch stiickweise Drehung der
Mikrometerschraube wurde die Aorta auf eine Vorspannung von 90 % ihres maximalen
Durchmessers gebracht. Der PSS-Puffer wurde anschlieRend ausgetauscht, um durch die
Dehnung freigesetzten vasoaktive Substanzen auszuwaschen. Nach einer kurzen Ruhepause
wurde die Vorspannung auf 90 % nachjustiert.

Durch kontinuierliche Begasung des Puffers mit Carbogen (Gasgemisch aus 95 % O, und

5 % CO,) wurde ein physiologischer PH-Wert von 7,4 gewahrleistet.

Micro-
meter

Force
transducer |——
|

Abb. 5 Aufbau des Mulvany Myographen (Grahame 1997)
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3.2.6 Versuchsprotokoll

Zu Beginn des Experiments wurde die Vitalitat der GefaRe uberprift. Dies lasst sich
rezeptorabhangig und —unabhéngig durchfuhren. Mit KPSS (high potassium saline solution)
lasst sich die Kontraktionsfahigkeit rezeptorunabhangig tberpriifen. KPSS fihrt zu einer
Depolarisation der glatten Muskelzellen und einer Offnung der spannungsabhéngigen
Kalziumkanale, es kommt zu einer Kontraktion. AnschlieBend erfolgte eine vollstandige
Relaxation durch zweimaliges Auswaschen mit PSS Puffer und einer Ruhephase von 15
Minuten. Daraufhin folgte die rezeptorabhéngige Kontraktion mit einer Noradrenalin-Dosis
von 5 pl 10”°mol/l. Eine anschlieBende Acetylcholin Dosis von 5 pl 10 mol/I tberpriifte die
endothelabh&ngige Dilatation. Es wurden nur Gefa3e verwendet, die mit einer Dilatation
von 50 % reagierten. Es erfolgte eine erneute Auswaschung mit PSS (ber einen Zeitraum
von 30-45 Minuten, bis das GefaR wieder vollstandig relaxiert war.

Nun folgte die Messung der GefaRfunktion und Kontraktilitdt mit Hilfe einer Noradrenalin-
Dosis-Wirkungskurve sowie einer Acetylcholin-Dosis-Wirkungskurve. Dabei wurden die
GefaRe durch eine aufsteigende Noradrenalin-Dosis kontrahiert und gleich danach mit einer
aufsteigenden Acetylcholin-Dosis dilatiert. Hierfir wurde nach unten stehendem Schema
vorgegangen (s. Abb.6). Die Zugabe der nachst hoheren Dosis erfolgte erst, wenn die vom
GefaR erzeugte Spannung konstant war.

10° mol/l 10° mol/I 10" mol/l 10° mol/l 10° mol/l

N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9

5ul ul 5Spl 1ul Sl 1ul  5pl 1ul  5pl
10™ mol/I 10 mol/l 10 mol/l 10" mol/l 10° mol/l 10° mol/l
Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All
5ul 1pl 5yl lul 5ul lul Sul 1pl Sul 1ul Sl

Abb. 6 Uberblick der applizierten Dosen fiir die Noradrenalin- und Acetylcholin-Dosis-
Wirkungskurve.
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3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Isolation glatter Muskelzellen

Glatte Muskelzellen wurden aus der Mduseaorta isoliert (Kobayashi et al. 2005). Dazu
wurde die freipréparierte Aorta mit einer Kollagenase Il behandelt, um die aortalen
Endothelzellen zu entfernen. AnschlieRend wurde die Aorta in 2 mm lange Ringe
geschnitten und in eine mit Gelatine ausgekleidete Petrischale zur Kultivierung der glatten
Muskelzellen tberfiihrt. Die Kultivierung dauerte drei bis vier Wochen und erfolgte in
DMEM Medium mit 10 % BSA. War eine ausreichende Zelldichte erreicht, wurden die
glatten Muskelzellen mit 0.25 % Trypsin/EDTA abgel6st und auf ihr Homogenitat
untersucht (Spindelmorphologie, Expression von a-Smooth Muscle Actin, Smoothelin und

Calponin).

3.3.2  Zellkultur

Die Haltung der Zellkulturen erfolgte in einem offenen System im CO,. auto-zero-
Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 80% Luftfeuchtigkeit.

Die glatten GefaBmuskelzellen wurden in einer mit Gelatine beschichteten Zellkulturflasche
(Flask) in 12 ml DME Medium mit 10% FPS und 5% Penicillin und Streptomycin kultiviert.
Zweimal wochentlich wurde das Medium unter sterilen Bedingungen gewechselt. Nach 5-7
Tagen hatten sich die Zellen vermehrt und eine spindelférmige Gestalt angenommen. Nun
wurde die Zellkultur geteilt (Splittung).

Dazu wurden die abzulésenden Zellen zuerst mit 5 ml Dulbeco abgespult, dann mit 3 ml
Trypsin (einminutige Inkubation bei 37°C) vom Nahrboden geldst. Mit 9 ml Medium wurde
die Wirkung von Trypsin aufgehoben. Anschlielen wurden die Zellen auf neue Flask
aufgeteilt.

Nach erreichen einer bestimmten Zelldichte wurden die glatten Gefa3muskelzellen in
Gelatine beschichtete Petrischalen Gberfuhrt. Vier bis flnf Tagen spater waren die Zellen

spindelférmig (konfluent) und reif fir die Behandlung.
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3.3.3 Behandlung mit Pravastatin

Ziel der Behandlung war es, auf zellularer Ebene die Inhibition der Rho-assoziierten
Proteinkinase (ROCK) durch Pravastatin zu quantifizieren.

Zur Aktivierung von ROCK wurde LPS eingesetzt, ein Lipopolysaccharid, das Bestandteil
der duBeren Membran von Bakterien ist. Es wird auch als Endotoxin bezeichnet und
aktiviert die Rho-Kinase abhangige Stickstoffmonoxid-Synthase.

Als Rock-Inhibitor wurde Y-27632 verwendet.

Fur die Behandlung wurden die Zellen vier Stunden vorher mit 2 % Medium versetzt. Es
wurden 16 ml Petrischalen mit 10 ml Medium und 100 000 bis 150 000 Zellen/ml
verwendet. Wahrend der Behandlungsdauer von 24 Stunden wurden die Zellen im
Brutschrank gelagert.
Die Gruppen waren folgende:
1. Blindkontrolle
2. LPS
3. LPS+Y-27632
4. LPS + Pravastatin 24 Stunden

5. LPS + Pravastatin 1 Stunde
Die erste Gruppe diente unbehandelt als Kontrolle, Gruppe 4 wurde 24 Stunden, Gruppe 5
nur eine Stunde lang mit Pravastatin (10 ul, 10 uM) behandelt. Gruppe 2-5 wurden vier
Stunden vor Behandlungsende mit 10 pl LPS behandelt. Gruppe 3 wurde zuséatzlich mit
10 pl Y-27632 in den letzten 30 Minuten behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen
geerntet.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen unverziglich mit 5 ml Dulbeco gewaschen und mit
jeweils 300 pl RIPA-Puffer, dem Protease- und Phosphataseinhibitoren zugesetzt waren,
bedeckt. Die Zellen wurden vom Schalenboden abgekratzt und sofort mit dem Puffer in
Eppendorf Tubes auf Eis pipettiert. AnschlieBend wurde bei 4°C und 13 000 rpm fir
5 Minuten zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde abpipettiert und bis zur

weiteren Verwendung auf Eis gekuhlt. Das Pellet wurde verworfen.
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3.4 Biochemische Methoden

Fur die biochemischen Analysen wurden sowohl isolierte glatten Gefalmuskelzellen als
auch frische Zellen aus den Aorten der Méuse verwendet. Die Aorten wurden wie in Kapitel
3.2.2 beschrieben enthnommen und inkubiert. Es gab drei Gruppen. Die erste Gruppe wurde
eine Stunde, die Zweite 24 Stunden mit Pravastatin inkubiert. Eine dritte Gruppe diente als
Kontrolle und blieb unbehandelt. Die Aorten wurden nach Inkubation bis zu ihrer
Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4.1Proteinisolation aus Zellgewebe

Zur Proteinisolation aus Gewebe wurden die gefrorenen Aorten mit der zehnfachen Menge
RIPA-Puffer (mit Protease- und Phosphataseinhibitoren) versetzt und im Tissuelyser
homogenisiert (f=30/s, 3 min). Anschlieend wurde bei 4°C und 13 000 rpm fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde abpipettiert und bis zur weiteren

Verwendung auf Eis gekihlt. Das Pellet wurde verworfen.

3.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Messung der Proteinkonzentration wurde mit dem BCA Protein Assay Reagent Kit von
Pierce durchgefiihrt. Als Standard diente eine BSA-Verdinnungsreihe (2000; 1000; 500;
250; 125; 62,5; 31,25 und 0 pg/ml). Auf eine 96-Well-Platte wurden in Doppelbestimmung
jeweils 10 ul Standardlésung oder Proteinldsung aufgetragen und mit 200 pl Substratlésung
(Reagenz A: Reagenz B= 50:1) versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten (37°C)

wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 565 nm gemessen.

3.4.3 ROCK-Assay

Die Messung der Rho-assoziierten Kinase Aktivitat wurde mittels eines Enzym
Immunoassays bestimmt. Nach erfolgter Proteinkonzentrationsbestimmung wurde weiter
nach dem Versuchsprotokoll des Assaykits vorgegangen. Die Messung erfolgte mit 10 ug
Proteinlysat.
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3.5 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert + der Standardabweichung (SEM) angegeben. Fir die
Ergebnisse der Experimente am Myographen wurde der logeEC50 Wert berechnet. Um
statistische Signifikanzen zu ermitteln, wurde die nicht-lineare Regressionsanalyse
eingesetzt. Zum Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde der Students-t-Test verwendet.
Ein P<0.05 wurde als signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Veranderung der Geféalieigenschaften der adipdsen Tiere

beziglich der Reaktion auf die Vasokonstriktoren Kaliumchlorid und Noradrenalin sowie

den Vasodilatator Acethylcholin untersucht werden.

Im zweiten Teil wurde die RhoA-Kinase Aktivitét in glatten Muskelzellen bestimmt und der

Einfluss von Pravastatin auf die Kinase Aktivitat.

4.1 Gewichtszunahme

Fir das ideale Mausmodell zur Untersuchung von Ubergewicht ist eine leichte Zunahme des

Korpergewichts und der kardiovaskularen Risikofaktoren nétig. Die zweiwdchige Diét mit

hochkalorischer Nahrung erfullte diese Kriterien.

Durch die Ernahrung mit hochkalorischer Diét der Mduse kam es innerhalb von zwei
Wochen zu einem erhéhten Korpergewicht.

Bereits hier zeigte sich ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen: das Korpergewicht
der Kontrolltiere erhohte sich um 10% + 1.1, wahrend die mit Pravastatin behandelten
Mause 4% + 2.2 ihres Korpergewichtes zunahmen.

Die Méuse, die zusatzlich mit Pravastatin behandelt wurden, nahmen im Vergleich zu den
Kontrolltieren deutlich weniger an Gewicht zu. Im Vergleich nahm die Kontrollgruppe
durchschnittlich 2.7g zu, wohingegen Mé&use mit einer Kombination von hochkalorischer
Diét und Pravastatin im Trinkwasser durchschnittlich 1.1g zunahmen.

Die Behandlung mit Pravastatin verringert signifikant die Gewichtszunahme bei gleicher
Diat.
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normales Futter
* Hochkalorische Diat (HFD)
E3 HFD + Pravastatin 2 Wochen

Gewichtszunahme [g]
N

Futter

Abb. 7 Gewichtszunahme nach 2 Wochen, Vergleich von normalem Futter,
hochkalorischem Futter und zusatzlicher Behandlung mit Pravastatin fir zwei
Wochen, Darstellung des Mittelwerts £ SEM, n=8, *P<0.05

4.2 Veranderung des Blutdrucks

In Erwartung, dass eine starke Gewichtszunahme zu erhéhtem Blutdruck fuhrt, wurden im
Verlauf regelméfig die Blutdruckwerte bestimmt.

Hier liel? sich ein deutlicher Unterschied zwischen den systolischen und diastolischen
Blutdruckwerten der Pravastatinmause im Vergleich zur unbehandelten Gruppe feststellen.
Die mit Pravastatin behandelten Tiere hatten tendenziell einen geringeren Blutdruck als
Tiere aus der Vergleichsgruppe. Dabei war die Variabilitat der systolischen Blutdriicke in
der behandelten Gruppe relativ groR3.

Die mit Pravastatin behandelte Gruppe zeigte nach zwei Wochen Behandlung ein signifikant
niedrigeren Blutdruck als die Kontrollgruppe (systolischer Blutdruck der Kontrollgruppe:
142.2 + 1.9 mmHg, 2 Wochen Pravastatin: 118.7 + 8.1 mmHg).
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Kontrollgruppe Pravastatin 2Wochen
Gewichtszunahme (g) 27+03 1,1+0,6
Systolischer Blutdruck (mmHG) 1427 +33 1244 +48
Diastolischer Blutdruck (mmHG) 754+49 583+ 52
Mittlerer art. Blutdruck (mmHG) 97.8+3,9 78.0+48

Tabelle 1 Gewichtszunahme und Blutdruck, jeweils n=8, Signifikant (P < 0.05)

Systolischer Blutdruck Mittlerer arterieller Druck
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Kontrollgruppe Pravastatin 2 Wochen Kontrollgruppe Pravastatin 2 Wochen

Abb. 8 Darstellung Systolischer Blutdruck und mittlerer arterieller Blutdruck der
Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe.

4.3 GefalRkontraktilitat der Aorta

Die Untersuchung der GefaRkontraktilitat wurde mittels eines Mulvany Myographen
untersucht. Die Vasokonstriktion wurde mit Noradrenalin und Kaliumchlorid (KPSS)
untersucht, die Vasodilatation mit Acetylcholin.

Bereits bei der Vitalitatspriifung zu Beginn der Untersuchung zeigte sich ein Unterschied in
den behandelten Gruppen.

Die durch KPSS ausgeltste VVasokonstriktion erzielte sowohl in der unbehandelten als auch

in der mit Pravastatin behandelten Gruppe eine gleich hohe GefélRspannung.

28



Die Vasokonstriktion ausgeldst durch eine hohe Dosis Noradrenalin (1uM) lie3 bereits
Unterschiede in den behandelten Gruppen erkennen.

Wahrend eine Pravastatinbehandlung fur eine Stunde die kontraktile Antwort auf
Noradrenalin nur wenig beeinflusste, war die Vasokontraktion nach 24 Stunden bereits
leicht abgeschwécht. Nach zweiwdchiger Behandlung war eine deutliche Tendenz
erkennbar: im Gegensatz zur unbehandelten Gruppe war die kontraktile Antwort auf eine
hohe Dosis Noradrenalin deutlich abgeschwécht (Abb. 8 und 9).

Im né&chsten Untersuchungsschritt wurde mit Noradrenalin und Acetylcholin in
aufsteigender Dosierung die Reagibilitat der glatten Muskelzellen untersucht.

Die Untersuchung der Gefaltfunktion an isolierten Aortenringen zeigte eine zunehmende
Reduktion der Kontraktilitat in Abhangigkeit von der Dauer der Statinbehandlung.

Nach einstindiger Behandlung mit Pravastatin lieR sich kaum ein Unterschied zwischen den
beiden Gruppen hinsichtlich des Verlaufs der Dosis-Wirkungs-Kurve feststellen.

Nach 24 Stunden Pravastatin Behandlung zeigten sich bereits erste Unterschiede.

Nach dieser kurzen Inkubation reagierten die GefaRe signifikant schwécher auf eine
bestimmte Konzentration von Noradrenalin.

Die Sensitivitat gegentiber dem Vasokonstriktor Noradrenalin war fur die mittleren
Konzentrationen (N5- N8) signifikant (P<0.05) herabgesetzt. Es zeigt sich eine
Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve.

Besonders deutlich zeigte sich eine abgeschwéchte VVasokonstriktion nach der zweiwdchigen
Pravastatin Behandlung.

Nach Gabe der Maximalkonzentration von Noradrenalin kam es zu einer maximalen
GefaBkontraktion. Diese wurde zum Ende des Experimentes von allen Gruppen erreicht und
lied sich auch nicht durch die Zugabe von geringen Dosen des Vasodilatators Acetylcholin
antagonisieren.

Die mit Acetylcholin tberprifte Dilatationsféahigkeit des Endothels war stets intakt. Eine
endotheliale Dysfunktion entwickelte sich wéhrend der zweiwdchigen hochkalorischen Diat
nicht. Auch hatte die unterschiedliche Pravastatinbehandlung keinen Einfluss auf das
Dilatationsverhalten der vorkontrahierten Gefaringe. Es zeigten sich keine Unterschiede in
der Acetylcholin Dosis-Wirkungskurve der verschieden Gruppen (Exemplarisch dargestellt
in Abb. 8 fur die 24 Stunden Pravastatinbehandlung).
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Abb. 9 KPSS induzierte Vasokonstriktion zu Beginn als erster Schritt der
Vitalitatsprufung der Gefallringe nach einer Pravastatin Inkubation von 24 Stunden

und nach einer in vivo Behandlung fir 2Wochen im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
Darstellung des Mittelwerts £ SEM, n=7
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Abb. 10 Noradrenalin (1uM) induzierte Vasokontraktion als zweiter Schritt der
Vitalitatsprufung der Gefaliringe nach einer Pravastatin Inkubation von 24 Stunden

und nach einer in vivo Behandlung fiir 2Wochen im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
Darstellung des Mittelwerts + SEM, n=7
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Abb. 11 Dosis-Antwortkurve fir Noradrenalin induzierte VVasokonstriktion nach

einsttindiger in vitro Inkubation mit Pravastatin (10uM), Kontraktilitat bezogen auf

die maximale Vasokonstriktion mit (A) KPSS und (B) Noradrenalin 1M, Darstellung

des Mittelwerts + SEM, n=7, *signifikant, P<0.05

Nach einstundiger Inkubation mit Pravastatin zeigte sich kein Unterschied in der durch

Noradrenalin induzierten Kontraktion der Aortenringe in beiden Gruppen (n=7).
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Abb. 12 Dosis-Antwortkurve fr Noradrenalin induzierte Vasokontraktion nach 24
Stunden in vitro Inkubation mit Pravastatin (10uM), Kontraktilitat bezogen auf die
maximale Vasokonstriktion mit (A) KPSS und (B) Noradrenalin 1uM,
Kontrollgruppe logeC50: -7.7 vs. Pravastatin 24h logeC50: -7.3, Darstellung des
Mittelwerts + SEM, n=7, *P<0.05



Ein signifikanter Unterschied zeigte sich bei einer mittleren bis hohen Konzentration
Noradrenalin (N5-N8)

Vasokonstriktion in %
Noradrenalin-Konzentration Kontrollgruppe Pravastatin 24 Stunden
N5 34,8+8,2 153+2,3
N6 56,0 + 5,8 40,6 + 2,7
N7 79,2+35 68,0+ 1,7
N8 90,7+ 1,2 83,9+1,3

Tabelle 2 VVasokonstriktion in % der signifikanten Noradrenalin-Konzentration N5-
N8, bezogen auf die maximale Vasokonstriktion mit Noradrenalin 1uM im Vergleich
von Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe mit Pravastatin flr 24 Stunden.
Darstellung des Mittelwerts £ SEM, n=7.
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Abb. 13 Dosis-Antwortkurve fir Noradrenalin induzierte Vasokontraktion nach 2
Wochen in vivo Behandlung mit Pravastatin (50mg/kg/d), Kontraktilitat bezogen auf
die maximale Vasokonstriktion mit (A) KPSS und (B) Noradrenalin 1uM,
Kontrollgruppe logeC50: -6.9 vs. Pravastatin 2 Wochen logeEC50: -6.6, Darstellung des
Mittelwerts + SEM, n=7, *P<0.05

Waurden die Mé&use zwei Wochen mit Pravastatin (p.o.) behandelt, zeigte sich eine deutlich

abgeschwaéchte kontraktile Reaktion auf Noradrenalin (B) im Vergleich zu der
unbehandelten Gruppe (n=7). * P<0.05
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Abb. 14 Acetylcholin induzierte Vasodilatation von Aortenringen aus M&usen der
Kontrollgruppe im Vergleich zu Gefaliringen nach Pravastatin Inkubation fir 24

Stunden. Darstellung der Relaxation in %, Darstellung des Mittelwerts £ SEM, n=7

Es zeigten sich kein Unterschied in der Acetylcholin Dosis-Wirkungskurve der beiden

Gruppen, (n=7).
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4.4 ROCK- Aktivitat

Im zweiten Teil sollte der Zusammenhang zwischen der verminderten Kontraktilitat der
Aorta und der Rho-A Protein assoziierten Kinase Aktivitat dargestellt werden.

Glatte Muskelzellen aus der Aorta wurden fiir 4 Stunden mit LPS behandelt plus zuséatzlich
entweder eine Stunde oder 24 Stunden lang mit Pravastatin. Dazu kam eine Gruppe, die mit
dem spezifischen Rho-A Kinase Inhibitor Y-27632 fur 30 Minuten behandelt wurde.

Im Anschluss wurde die Rho-A Kinase Aktivitat gemessen.

Die LPS Behandlung der Zellen zeigte eine gesteigerte Aktivitat der Rho-A Kinase.
Y-27632 dampfte die Aktivitat. Mit zunehmender Dauer der Pravastatininkubation zeigte
sich eine Tendenz zur verringerten Aktivitat der Rho-A Kinase, die initial durch LPS
gesteigert worden war. Die Ergebnisse waren nicht signifikant. Abhéngig von der Zeitdauer
der Pravastatininkubation zeigte sich eine tendenzielle Verringerung der Aktivitat mit
zunehmender Behandlungsdauer.

Eine Isolierung beziehungsweise ein Nachweis der Rock-Aktivitat aus den Gefélien der
behandelten Gruppe gelang nicht.

ROCK-Aktivitat
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Abb. 15 ROCK-AKktivitat in % bezogen auf die ROCK- Aktivitat der unbehandelten
Gruppe (UN), nach Behandlung mit LPS und zuséatzlich Y-27632, Pravastatin fur eine
Stunde oder 24 Stunden. Darstellung des Mittelwerts £ SEM, n=4
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5. Diskussion

Eine Vielzahl von Studien konnte den positiven Effekt von Statinen auf die GefaRfunktion
beweisen, sowohl im physiologisch gesunden Modell als auch im Bezug auf arteriellen
Hypertonus und Diabetes. Das Augenmerk dieser Arbeit richtet sich auf die Wirkung von
Pravastatin im Adipositasmodel.

Die durchgefuhrte experimentelle Studie stellt anhand eines Mausmodells den Mechanismus
dar, der durch eine hohe Zufuhr von Kalorien innerhalb kurzer Zeit Veranderungen der
GefaRe hervorruft. Es kommt zur Entwicklung von Ubergewicht mit einer Steigerung des
arteriellen Blutdrucks und einem erhéhten kardiovaskularen Risiko.

Untersucht wurde, wie Pravastatin die durch Ubergewicht verursachte vaskulare
Veranderung beeinflusst.

Die Arbeit kommt zu folgenden Ergebnissen:

1) Pravastatin beeinflusst die Kontraktilitat der GefaRringe nach hochkalorischer Diét in
Abhangigkeit von der Behandlungsdauer. Eine abgeschwachte Reaktion wird vor allem bei
der durch Noradrenalin-ausgeldsten Vasokonstriktion beobachtet, wohingegen die
Depolarisation mit Kaliumchlorid (KPSS) in allen Gruppen zu einer dhnlich starken
Vasokonstriktion fiihrt. Die Vasokonstriktion durch Noradrenalin unterscheidet sich
besonders fur die mittleren Konzentrationen von Noradrenalin.

2) Pravastatin beeinflusst in vivo die Entwicklung des Kérpergewichts unter hochkalorischer
Diat.

3) Pravastatin beeinflusst die VVerédnderung des Blutdrucks unter hochkalorischer Diat.

4) Auf zelluldrer Ebene hemmt Pravastatin die ROCK-Aktivitat mit zunehmender
Inkubationszeit.

Ausfuhrlich wird dazu im Weiteren diskutiert.
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5.1 Diskussion der Methodik

Es existieren viele Studien, die die Beeinflussung der GefalRkontraktilitat und die Entstehung
von Bluthochdruck im Zusammenhang mit Statinen untersuchen. Es gibt aber nur wenige
Studien die den Faktor Ubergewicht mit einbeziehen.

Es ist bekannt, dass Ubergewicht ein wichtiger Risikofaktor fiir die Entstehung von
kardiovaskularen Erkrankungen ist. Zahlreiche Studien befassen sich mit der Analyse von
Adipositas und Ubergewicht als bedeutsamer Faktor in der Atiologie kardiovaskularer
Erkrankungen.

Auch zu Statinen existieren vielféltige Studien. Als Inhibitoren der Rho-Kinase spielen sie
eine bedeutende Rolle und kénnen verschiedenste biologische Prozesse beeinflussen.

Fur diese Arbeit wurden die Méuse mit einer Pravastatin Tagesdosis von 50 mg/kg/d tber
14 Tage lang behandelt. Diese Dosierung wurde bereits in vorangegangenen Experimenten
des Instituts verwendet.

In vorherigen klinischen Langzeitstudien wie der West of Scotland Coronary Prevention
Study von Shepherd et al. (1995) wurden Patienten mit einer Tagesdosierungen von

40 mg/Tag Simvastatin behandelt. Im Mausmodell dosierten Araki et al. (2008) Pravastatin
mit 100 mg/kg/Tag, um den Zusammenhang von Ubergewicht, Diabetes und Adiponectin zu
untersuchen.

Basierend auf der Studie von Kassan et al. (2013) wurde zur Behandlung der Aortenringe
fur die myographische Untersuchung eine Pravastatin Dosierung von 10 pM/I verwendet.
Dies gilt auch fir die Zellexperimente.

5.2 Gewichtszunahme

Interessanterweise zeigte sich nach der zweiwdchigen Behandlung mit Pravastatin ein
Unterschied in der Gewichtszunahme der beiden Gruppen. Die Tiere wurden unter den
gleichen Lebensbedingungen gehalten und bekamen exakt das gleiche Futter. Pravastatin
wurde nur dem Trinkwasser der einen Gruppe zugesetzt. Mause, die nur mit hochkalorischer
Diét ernahrt wurden, nahmen im Vergleich zu der mit Pravastatin behandelten Gruppe im
Durchschnitt das Doppelte an Korpergewicht zu (Gewichtszunahme: Kontrollgruppe mit
hochkalorischer Diét 2,7 g vs. zweiwdchige Pravastatinbehandlung 1,1 g).

Diese Beobachtung steht im Einklang mit Ergebnissen von Araki et al. (2008). Nach

achtwdchiger hochkalorischer Diat plus einer Pravastatin Behandlung in den letzten vier
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Wochen (100 mg/kg/d) zeigte sich bei gleicher Menge an Nahrungsaufnahme eine deutlich
geringere Gewichtszunahme in der behandelten Gruppe.

Die Konzentration von Serum Glukose, Triglyceriden und freien Fettsauren war in beiden
Gruppen gleich. Daflir wies die behandelte Gruppe niedrigere Werte im Glukosetoleranztest
auf, sowie ein reduziertes Volumen der Adipozyten und einen erh6hten Serum
Adiponectinspiegel. Erklart wird dieser Unterschied von Araki et al. damit, dass der
Energiebedarf vermehrt durch die konsumierten Fette statt der Kohlenhydrate gedeckt wird.
Dies fuhrt zu einem erhéhten Sauerstoffverbrauch und dadurch zu einem erniedrigten
Respiratorischen Quotienten (RQ= CO, Produktion/ O, Verbrauch). Die Ergebnisse einer
japanischen Studie (Yu et al., 2004) zeigen, dass Ratten mit Diabetes unter
Pravastatinbehandlung (100 mg/kg/d fir 30 Wochen) weniger Kérpergewicht zunehmen, als
Ratten mit Diabetes ohne Pravastatinbehandlung. Eine Vergleichsgruppe von Tieren ohne
Diabetes mit oder ohne Pravastatinbehandlung unterschied sich beziglich der
Gewichtszunahme nicht voneinander. Tatsachlich beobachtete die Gruppe um Yu, dass die
Ratten der Diabetesgruppe sogar mehr Futter zu sich nahmen.

Wie genau Pravastatin das Korpergewicht reguliert, bleibt zunéchst noch unklar.

5.3 Veranderung des Blutdrucks

Wahrend der zweiwdchigen Behandlungszeit wurde regelmaRig der Blutdruck mittels einer
Blutdruckmanschette am Schwanz gemessen. Im Verlauf stieg der Blutdruck der
unbehandelten Gruppe an. Im Vergleich dazu zeigten die Mause unter Pravastatintherapie
eine starke Varianz des Blutdrucks mit einem Trend zu niedrigeren Blutdruckwerten.
Klinisch konnte bereits in mehreren Studien eine signifikante Senkung des Blutdrucks unter
Statintherapie beobachtet werden.

Die klinische Studie von Glorioso et al. (1999) berichtet von einer signifikanten
Blutdrucksenkung nach 16 Wochen Behandlung mit 20 mg/d Pravastatin. Interessanterweise
wird ein signifikanter Unterschied des diastolischen Blutdrucks bereits nach 4 Wochen
Behandlung erreicht, hingegen verringerte sich der systolische Druck erst nach 12 Wochen
signifikant. Eine Beeinflussung des Blutdrucks durch Kérpergewicht (BMI), Natrium-
Ausscheidung oder Plasma Renin Aktivitét lieR sich ausschlieRen, regelméaiige Kontrollen
ergaben keine wesentliche Veranderung wahrend der Behandlungsdauer. Eine Senkung der

Serum Lipide wurde dagegen beobachtet.
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In vorangegangenen Studien zeigt sich immer wieder, dass Statine erhohten Blutdruck
senken konnen, aber einen normotensiven Blutdruck nicht beeinflussen (WOSCOP, 4S).
Eine Beteiligung der Rho-Kinase an der Pathogenese des essentiellen Hypertonus wurde
erstmals von Masumoto et al. (2001) nachgewiesen. Masumoto et al. verglichen in ihrer
Studie zwei Patientengruppen, eine normotensiv, die andere mit arteriellem Hypertonus, die
sie mit Fasudil (ein ROCK-Inhibitor) in verschiedenen Konzentrationen behandelten.
Blutdruck, Puls und Unterarm-Blutfluss wurden vor und nach jeder Fasudil-Aplikation
gemessen. Hierbei zeigte sich ein vasodilatorischer Effekt in der Gruppe der Hypertoniker.
Der Grad der Vasodilatation nahm mit steigender Fasudil Dosis zu. Der vaskulére
Widerstand war signifikant verringert in der Gruppe der Hypertoniker. In der normotensiven
Gruppe zeigte sich keine Anderung des Vasotonus. Eine Veranderung des systemischen
Blutdrucks und Puls wurden wahrend der Infusion nicht beobachtet. Nitroprussidnatrium
I6ste in beiden Gruppen eine &hnlich starke Vasodilatation aus, die Fasudilwirkung kam also
nicht durch eine strukturelle Anderung der GefaRe zustande.

Eine Metaanalyse (Strazzullo et al. 2007) von 20 randomisierten placebokontrollierten
klinischen Studien mit 828 Patienten kommt zu dem Ergebnis, dass eine Langzeittherapie
mit Statinen signifikant den systolischen Blutdruck senkt, mit einem Trend zu verminderten
diastolischen Blutdruckwerten. Die Statintherapie zeigte eine deutlich effektivere Wirkung
bei Patienten mit hoheren Blutdruck Ausgangswerten (Systolisch >130 mmHg, diastolisch
>80 mmHg).

Die blutdrucksenkenden Effekte durch Statine, wirklich signifikant nur fiir die systolischen
Werte, sind im Vergleich zu Antihypertonika zwar gering, jedoch als Teil einer
Kombinationstherapie nicht zu verachten.

Erwéhnenswert ist, dass die meisten Patienten der verschiedenen Statin Studien zu Beginn
meist niedrigere Blutdruckwerte hatten als Patientenkollektive von Studien zu klassischen
Antihypertensiva.

Patienten der San Diego Statin Study (Golomb 2004), die mit Simvastatin oder Pravastatin
behandelt wurden, zeigten eine signifikante Blutdrucksenkung mit einer maximalen
Differenz von 2,8/2,7 mmHg. Bereits eine Senkung von 2 mmHg des systolischen
Blutdrucks ist mit einer 15 % verringerten Rate an Schlaganfallen und einer 19 %
verringerten Rate an Herzinsuffizienz assoziiert.

Interessant wére, wie sich der Blutdruck der Mduse &ndert, wenn man sie erst fir einige

Wochen mit hochkalorischer Diat flttert und dann im Anschluss eine Behandlung mit
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Pravastatin beginnt. Steigt der Blutdruck unter hochkalorischer Diat und ist eine signifikante
Senkung unter Pravastatin messbar? Lasst sich die Statinkonzentration im Blut messen? Wie

hoch ist die ROCK Aktivitat? Dies sollte in weiterfihrenden Studien untersucht werden.

5.4 GefalRkontraktion und ROCK-Aktivitat

Die vorliegenden Ergebnisse bestéatigen die Hypothese, dass im Adipositasmodel die
Kontraktilitdt und Sensibilitat auf VVasokonstriktoren in Abhangigkeit von der
Behandlungszeit durch Pravastatin abgeschwacht werden. Eine signifikante VVerringerung
der durch Noradrenalin induzierten Kontraktilitat wird bereits nach 24 Stunden
Pravastatinbehandlung erreicht. Nach zwei Wochen in vivo Behandlung sind die Ergebnisse
noch deutlicher. Signifikante Unterschiede zeigen sich vor allem fir die mittelhohen
Noradrenalin-Konzentrationen von N5-N8. Die KPSS-induzierte Kontraktilitt war in allen
Gruppen identisch. Ebenso zeigte sich bei der endothelabhangigen Vasodilatation auf

Acetylcholin kein Unterschied.

Ergebnisse von vorangegangenen Studien (Ghaffari et al. 2011) belegen, dass Pravastatin
(112 nmol/l) bereits nach 60 Minuten in vitro Inkubation die Vasokonstriktion in kleinen
Mesenterialarterien von gesunden Kaninchen hemmt. Eine kirzere Inkubation von 15
Minuten ist nicht effektiv. Inkubation mit Atorvastatin zeigt bereits nach 30 Minuten an
GeféaRringen der Aorta einen sofortigen Effekt (Alp et al. 2015) und auch in vivo beeinflusst
eine Einzeldosis Atorvastatin- wenn auch an einer relativ niedrigen Patientenzahl

(13 Manner mit Hypertension)- den Vasotonus (Saluveer et al.2013).

Um in grolRen GeféalRen wie der Aorta einen Effekt mit Pravastatin erzielen zu kénnen, ist
wahrscheinlich eine langere Inkubationszeit notig, wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen.
Zudem fihrt die hochkalorische Diét zu einer erhohten Rho-Kinase Aktivitat (Liu 2007,
Ross 2013), die in einer erhohten Vasokonstriktion gegeniiber Noradrenalin resultiert.
Fraglich ist, ob die Unterschiede im Wirkungseintritt der verschiedenen Statine im
Zusammenhang mit ihrer unterschiedlich starken Potenz oder Lipophilie stehen.

Sonmez et al. (2005) untersuchten im Gegensatz dazu die unmittelbare relaxierende
Wirkung von Statinen. Nach ahnlichem Versuchprotokoll wurden Gefaliringe der Aorta
maximal mittels Noradrenalin vorkontrahiert und dann in aufsteigenden Dosierungen mit
Ceriva-, Atorva- oder Pravastatin inkubiert. Alle drei Statine haben einen positiven Effekt,

am starksten vasorelaxierend wirkt Cerivastatin.
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Tesfamariam (1999), Bergdahl (2003) und Mraiche (2005) kommen zu dem Ergebnis, dass
Pravastatin im Vergleich zu Simvastatin und Atorvastatin in vitro keinen Effekt auf die mit
Noradrenalin induzierte Vasokonstriktion hat. Einschrankend sei die hydrophile Eigenschaft
von Pravastatin, die eine intrazellulare Aufnahme aulRerhalb der Leber erschwere.
Ergebnisse der Zellkultur aus der vorliegenden Arbeit lassen darauf schlieRen, dass
Pravastatin auch in vitro in glatten Gefal3muskelzellen wirkt. Eine durch LPS gesteigerte
ROCK-AKktivitat konnte durch die Inkubation mit Pravastatin vermindert werden. Diese
Studie kann daher als Hinweis fiir eine intrazelluldre extrahepatische Wirkung von

Pravastatin dienen.

Im Bezug auf die Wirkung von Pravastatin im lebenden Organismus zeigen die Ergebnisse
der zweiwdchigen Behandlung mit Pravastatin exemplarisch, dass Pravastatin einen
klinischen Nutzen in der Behandlung von Adipositas und damit assoziiertem arteriellen
Hypertonus haben kdnnte. Der Effekt der abgeschwachten Vasokonstriktion kann auf einem
Mangel an Isopreniden beruhen, der durch eine Stérung der hepatischen
Cholesterinbiosynthese durch Pravastatin entsteht und eine verminderte Aktivitat von Rho
zur Folge hat. Bereits eine niedrige Statindosis von 10 mg/kg/Tag (Atorvastatin, Simvastatin
und Pravastatin) verbessert im Diabetes induzierten Rattenmodel effektiv und lipid-
unabhéngig die Herz-Kreislauffunktion (Crespo et al. 2015) und vermindert die Media-
Dicke der Aorta sowie eine perivaskular Fibrosierung.

Ghaffari et al. (2011) und S6nmez et al. (2005) kommen zu dem Ergebnis, dass der positive
Effekt von Pravastatin Endothel-abhéngig ist. Ghaffari schlie3t eine Endothel-unabhéngige
Wirkung von Pravastatin auf Noradrenalin -induzierte VVasokonstriktion komplett aus.
Hingegen flhrt eine Entfernung des Endothels nach Beobachtung von S6nmez et al zu einer
signifikanten Abschwéchung der VVasorelaxation durch Statine, hebt sie aber nicht komplett
auf. Simvastatin, Atorvastatin, Cerivastatin und Fluvastatin wirken direkt vasorelaxierend
und Endothel-unabhdngig tiber die Hyperpolarisation der Zellmembran (Mukai et al. 2003,
Alvarez de Sotomayor 2001). Der Kalzium-Einstrom tber spannungsabhangige Kalzium-
Kanale sowie die Freisetzung aus intrazellulareren Speichern wird gehemmt, die glatte
Gefalmuskulatur relaxiert.

In Abwesenheit des Endothels wird eine héhere Statindosis bendtigt, um einen positiven
Effekt zu erzielen, wie Shiga et al. (2005) fiir Simvastatin (1x10~“*mol/l) und Mukai fiir
Cerivastatin zeigen. Auch Saluveer und Alp bestatigten die Endothel-unabhéngige Wirkung

von Atorvastatin.
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Ob die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf einen endothelabhangigen oder
unabhéngigen Effekt zuriickzufiihren sind bleibt offen und bedarf weiterer Untersuchungen.
Bestimmung der ROCK Aktivitéat aus den Geféalringen der adipdsen Mausen waren nicht

auswertbar.

In der vorliegenden Arbeit war die KPSS-induzierte Kontraktilitat in allen Gruppen
identisch und nicht wesentlich beeinflussbar durch Pravastatin. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von Tesfamariam (1999) und lasst darauf schlieBen, dass ROCK nicht in diesen
durch Depolarisation ausgeldsten Kontraktionsmechanismus involviert ist. Im Gegensatz
dazu stehen Beobachtungen von Urban et al. (2003), die eine Kalzium-Sensibilisierung und
ROCK Aktivierung auch durch die Depolarisation mittels Kaliumchlorid nachweisen
konnten. Mittels ROCK- Inhibitor Y-27632 oder Fasudil l&sst sich die mit Kalium (60mM)
induzierte Kontraktion der glatten Muskelzellen aufheben (Mita et al. 2002).

Auffallig waren in der vorliegenden Arbeit, dass sich das Ausmal der Kontraktilitat auf
KPSS und Noradrenalin in den Kontrollgruppen unterschied, abhéngig davon ob die
Gefaliringe sofort nach der Entnahme untersucht wurden oder erst am nachsten Tag. Man
wirde eine identische Reaktion auf die maximale Konzentration von Noradrenalin bei allen
GefaBringen der Kontrollgruppen erwarten. Interessanterweise scheint die Inkubation der
GefaRe die Kontraktilitat doch zu beeinflussen. Ein direkter Vergleich der behandelten

Gruppen untereinander ist dadurch nicht sinnvoll.

Eine vasokonstriktorische Hyperreaktivitat der glatten GefaRmuskelzellen bei Diabetes ist
bekannt, Xie et al. (2006) stellen eine erhdhte ROCK-Aktivitét in direkten Zusammenhang
mit einer erhohten Blutglukosekonzentration. Eine Inkubation von glatten
Gefalmuskelzellen in einer Nahrlosung mit erhdhter Glukose fiihrte zeitabhéangig zu einer
zunehmenden durch ROCK induzierten Phosphorylierung der Myosinphosphatase,
reversibel durch Y-26732. Ein erhohter Glukosespiegel fiihrt demnach zu einer
zunehmenden Aktivierung von RhoA und ROCK.

Mehrere klinische Studien kommen zu der Erkenntnis, dass das Ansprechen von ROCK-
Inhibitoren von der Aktivitat der Rho-Kinase abhangig ist. Erst eine vermehrte Aktivitat von
ROCK ermdglicht das Ansprechen auf den Inhibitor (Masumoto et al. 2001, Nohria et al.
2006). In einer japanischen Studie reduzierte Pravastatin (Therapie tiber 3 Monate)
signifikant den arteriellen Blutdruck von Hypertonikern, wohingegen die Behandlung der
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Kontrollgruppe mit normotensiven Blutdruckwerten keine Veranderung erfuhr (Kawano et
al. 2006).

Wie bei allen Medikamenten gilt es, Nutzen und Risiko abzuwégen. Auf die Myotoxizitét
von Statinen richtet sich das Hauptaugenmerk der Untersuchung von Kang et al. (2014).
Bereits eine niedrige Dosierung von Simvastatin mit 1 M hat einen signifikanten Effekt auf
die Vasokonstriktion, 10 uM verringern die durch Noradrenalin induzierte VVasokonstriktion
um mehr als 50 % im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine erh6hte Apoptoserate von glatten
Muskelzellen wurde bereits nach 24 Stunden Simvastatin Inkubation (10 pM) registriert.
Kang et al. liefern damit einen weiteren Beweis fur eine der wichtigsten Nebenwirkungen
der Statintherapie, die nicht nur Skelett- und Herzmuskulatur, sondern auch glatte
Gefallmuskelzellen betrifft.

Es fallt der Begriff der Simvastatin induzierten glatten GefaBmuskel Dysfunktion.
Zusétzlich beobachteten sie strukturelle Veranderungen der Aorta bei Ratten, die

80 mg/kg/d Simvastatin fur sieben Tage erhalten hatten. Sowohl das Gefalumen als auch
die Media Dicke waren im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich reduziert. Eine
kombinierte Behandlung mit Geranylgeraniol konnte die Wirkung von Simvastatin
abschwachen. Auch Endothelzellen reagieren mit einer erhdhten Apoptoserate nach langerer
Lovastatin Inkubation (Li et al. 2002).

Als molekularere Schalter spielt Rho eine wichtige Rolle im Zellzyklus und greift
dementsprechend auch in die Regulation der Apoptose ein (Shi et al. 2007). Diese
Eigenschaft lasst sich klinisch ausnutzen, zum Beispiel in der Therapie maligner
Tumorerkrankungen (Kato et al. 2010) oder auch postinterventionell zur Prophylaxe von
Restenosen nach Angioplastien (Erl et al. 2005).

Fir Pravastatin spricht die hydrophile Eigenschaft, welche die systemische Wirkung positiv
beeinflusst und im Vergleich zu Atorvastatin ein geringeres Auftreten von Nebenwirkungen
aufweist (Pfeffer et al. 2002). Eine japanische Kohortenstudie Uber sechs Jahre (Chang et al.
2013) zur Untersuchung der muskul&ren Nebenwirkungen von Statinen wertete
Patientendaten von 18 036 Patienten aus. Pravastatin wies, im Vergleich mit anderen
Statinen (Atorvastatin, Rosuvastatin, Pitavastatin, Simvastatin und Fluvastatin), die
geringste Inzidenz (0,45 pro 1000 Personen-Jahre) fir muskulare Nebenwirkungen auf.
Auch scheint eine geringe Tagesdosis von 10-20 mg Pravastatin plus eine lipidarme Diét

ausreichend zu sein, um das kardiovaskulére Risiko zu senken (Sirtori et al. 2006).
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Es stellt sich die Frage, welche Auswirkungen eine Langzeittherapie mit Pravastatin auf die
Muskulatur hat. Hier sind weitere Untersuchungen notwendig.

Wichtig ist die Dosierung, wie sich in vielen Studien zeigt. Bereits eine geringe Dosierung
reicht aus, um den wiinschenswerten Effekt auf die GefaBmuskulatur zu erzielen. Besonders
in Kombination wurden bereits Empfehlungen fiir eine kombinierte Statintherapie
ausgesprochen. So empfehlen Lee et al. (2012) eine Kombinationstherapie von Statinen und
Renin-Angiotensin- Inhibitoren (Simvastatin-Losartan), um eine steigende Insulinresistenz
zu verhindern. Eine Kombinationstherapie ware eine gute Ldsung fur Patienten mit
arteriellem Hypertonus, Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus, metabolischem Syndrom

oder Ubergewicht zum Schutz vor kardiovaskularen Erkrankungen.

Die Suche nach dem optimalen Mittel zur Blutdruckkontrolle bei Ubergewichtigen lauft
weiter und die Rolle der Rho-Kinase gewinnt an Bedeutung, da sich die Therapie deutlich
adressieren lasst. Derzeit fehlt es noch an Langzeitstudien zu ROCK-Inhibitoren und deren
langerfristigen Einfluss auf Mortalitat und Morbiditéat.

Auch besteht weiterhin die Frage nach der Differenzierung und genaueren Identifizierung
der beiden Subtypen ROCK 1 und ROCK 2. In welchem Signalweg spielt welche Subklasse
eine Rolle?

Auch stellt sich die Frage des Nutzen/Nebenwirkungs Profils. Welche Dosierung ist notig
um einen positiven Einfluss auf die Vasokonstriktion zu erreichen ohne Nebenwirkungen
wie Myopathie und Creatinkinase Erhéhung herbei zu fiihren?

Ab welchem Lebensalter empfiehlt sich eine Behandlung beziehungsweise welche
Risikofaktoren sind ausschlaggebend?

Und ware ein ROCK selektiver Inhibitor wie beispielsweise Fasudil oder Y-27632 eine gute
Alternative zu Statinen?

Deshalb sollte die ROCK-Inhibition in klinischen Studien weiter evaluiert werden.
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6. Zusammenfassung

Weltweit steigt die Zahl der tbergewichtigen Menschen, in den entwickelten
Industrienationen ist Ubergewicht bereits im Kindesalter schon stark ausgepragt. Damit
einher geht eine zunehmende Pravalenz kardiovaskulérer Risikofaktoren, unter denen die
arterielle Hypertonie mit 45% in Europa vertreten ist. Friiherkennung und Prévention
bekommen daher eine immer groRere Bedeutung.

Im Fokus internationaler Studien stehen Statine und die lipidunabhéngigen Effekte, die
bereits nach kurzer Therapie einen positiven Einfluss auf das Herzkreislaufsystem haben.
Die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase vermindert auch die Synthese von
Cholesterinzwischenprodukten (Isoprenylderivaten), die eine wichtige Rolle in der
Regulation zahlreicher Zellfunktionen spielen. Sie sind essentiell flr die Aktivierung GTP-
bindender Proteine wie RhoA, welches unter anderem den Muskeltonus glatter
Gefalmuskulatur reguliert.

Eine Storung der Aktivitit der glatten Muskelzellen, ausgel6st durch eine Uberaktivitat der
Rho-Kinase bei Adipositas, wird als Ausldser fur die essentielle Hypertonie verantwortlich
gemacht. Studien zeigen, dass Statine die GefalRfunktion beeinflussen und dass Pravastatin
zudem einen protektiven Einfluss auf die Entwicklung von Adipositas und den damit
assoziierten Erkrankungen hat. So ergibt sich fiir diese Arbeit die Fragestellung, ob
Pravastatin bei diatinduzierter Adipositas die GefaRfunktion beeinflusst.

Der Einfluss von Pravastatin auf die Gefalfunktion wurde an Aortenringen von Mausen
untersucht, die fir zwei Wochen eine hochkalorische Didt erhalten hatten. Eine Gruppe
wurde zusatzlich mit Pravastatin (50 mg/kg/d) im Trinkwasser behandelt. Zusétzlich zu der
in vivo Behandlung gab es zwei weitere Behandlungsgruppen, fur die Aortenringe ex vivo
jeweils eine Stunde oder 24 Stunden mit Pravastatin inkubiert wurden. Mit einem
Myographen wurde die Geféalikontraktilitdt nach einem standardisierten Protokoll
untersucht. Auf molekularer Ebene wurde die Rho-Kinase Aktivitit von glatten
Gefalimuskelzellen nach Inkubation mit Pravastatin bestimmt.

Interessanterweise zeigte sich, dass Pravastatin in vivo die Entwicklung des Korpergewichts
unter hochkalorischer Diét beeinflusst und auch positiv auf den Blutdruck wirkt. Die
Kontrolltiere nahmen im Vergleich zu der mit Pravastatin behandelten Gruppe im
Durchschnitt das Doppelte an Kérpergewicht zu. Zudem hatten die mit Pravastatin
behandelten Tiere tendenziell einen geringeren Blutdruck als die Tiere der
Vergleichsgruppe, wobei die Variabilitat der systolischen Blutdriicke in der behandelten

Gruppe relativ grol’ war.
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Im Hinblick auf die GefaRfunktion zeigte sich, dass Pravastatin die Kontraktilitat der
Gefaliringe in Abhangigkeit von der Behandlungsdauer beeinflusst. Eine abgeschwéchte
Reaktion wird vor allem bei der durch Noradrenalin-ausgeldsten VVasokonstriktion
beobachtet, hier besonders fiir die mittleren Konzentrationen, wohingegen die
Depolarisation mit Kaliumchlorid in allen Gruppen zu einer ahnlich starken
Vasokonstriktion fiihrt. Auf zelluldarer Ebene bestatigte sich, dass Pravastatin die ROCK-
Aktivitdt mit zunehmender Inkubationszeit starker hemmt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Pravastatin die Gefalfunktion bei
diatinduzierter Adipositas positiv beeinflusst.

Weitere Untersuchungen bezuglich der Dosierung und der Auswirkung einer

Langzeittherapie sind notwendig und Gegenstand aktueller Forschung.
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