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1. Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen werden von der WHO als Erkrankungen des
Herzens und der Blutgefifde definiert und stellen weltweit die fiihrende
Todesursache dar. So verstarben im Jahr 2008 17,3 Millionen Menschen an
kardiovaskularen Erkrankungen und ihren Folgen [9]. Diese Zahl wird
voraussichtlich bis zum Jahr 2030 auf liber 23 Millionen steigen [9]. Zu den
kardiovaskuldren Erkrankungen werden die koronare Herzkrankheit (KHK),
zerebrovaskulare Erkrankungen, die periphere arterielle Verschlusskrankheit,
rheumatische Herzerkrankungen, kongenitale Herzvitien sowie die tiefe
Beinvenenthrombose mit moglicher pulmonaler Embolisation gezahlt. Den
Grofdteil der Mortalitdt verursacht die KHK [9, 10]. Sofern diese nicht zum Tode

fiihrt, kann sie eine Ursache fiir die Entwicklung einer Herzinsuffizienz sein [11].

Herzinsuffizienz wird definiert als ,myokardiale Dysfunktion mit der
kardialen Unfdhigkeit, eine den Anforderungen entsprechende Forderleistung zu
erbringen“ [12]. Patienten mit einer Herzinsuffizienz ,entwickeln eine
Konstellation Klinischer Symptome (Dyspnoe, Erschoépfung) und
Krankheitszeichen (Odeme, Rasselgerdusche) [11]. Aktuell liegt die Privalenz in
Deutschland bei 1,8 Millionen beziehungsweise bei >10% der liber 70-]Jahrigen, die
Inzidenz belduft sich auf rund 300.000 [1, 13]. Die Wahrscheinlichkeit, an den
Folgen einer Herzinsuffizienz zu sterben, ist sehr hoch. Unabhdngig vom
Schweregrad der Herzinsuffizienz liegt die 5-Jahres-Sterblichkeit laut Goldberg et
al. bei 62,5% [14].

Herzinsuffizienz ist ein Symptomkomplex der nach verschiedenen
Konzepten charakterisiert werden kann: So werden nach der Auswurfleistung des
Herzens ein Low-output-failure und ein High-output-failure, nach dem
beeintrachtigten Ventrikel eine Rechts-, Links- beziehungsweise
Globalherzinsuffizienz, nach der zeitlichen Entwicklung eine akute oder chronische

Herzinsuffizienz und nach der betroffenen Herzaktionsphase eine systolische, eine



diastolische oder eine kombiniert systolisch-diastolische Herzinsuffizienz
unterschieden. Auch kann zwischen einer asymptomatischen, kompensierten und
einer symptomatischen, dekompensierten Herzinsuffizienz differenziert werden.
Nach der Klassifikation der New York Heart Association (NYHA) ist eine Einteilung
nach Intensitdt der Belastung die zu Dyspnoe, Ermiidung und Palpitationen fiihrt,

moglich [12, 15].

Zum Symptomkomplex einer Herzinsuffizienz zdhlen unter anderem
Dyspnoe, Leistungsminderung beziehungsweise schnelle Ermiidung und periphere
Odeme. Aber auch Nykt- und Proteinurie sowie Stauungshepatitiden oder -
gastritiden, werden je nach Art der im Vordergrund stehenden Insuffizienz

beschrieben [16, 17].

Herzinsuffizienz kann als progressive Erkrankung nach einem
Indexereignis angesehen werden. Ein derartiges Indexereignis kann eine
Verletzung oder ein Stressereignis des Myokards sein, das zu einem strukturellen
Umbau des Myokards, dem Remodeling, fiihrt [11, 18, 19]. Ursachen der
Herzinsuffizienz kénnen Funktionsstorungen des Perikards, des Endokards, der
groflen Blutgefifde und vor allem des Myokards sein. So zdhlen zu den haufig
koexistierenden Erkrankungen, die eine Herzinsuffizienz atiologisch bedingen
konnen, die arterielle Hypertonie, die dilatative Kardiomyopathie und Herzvitien
[20, 21]. Die bei weitem haufigste Ursache einer systolischen Herzinsuffizienz ist
die koronare Herzkrankheit, die in iber zwei Drittel der Fille die
Grunderkrankung fiir die Ausbildung einer systolischen Herzinsuffizienz darstellt,
wenn auch die arterielle Hypertonie und der Diabetes mellitus in vielen Fallen die

Entwicklung begiinstigen [1].

Fortschritte in der Akutbehandlung des Herzinfarktes durch perkutane
Intervention mit Ballondilatation und Stentimplantationen sowie Verbesserungen
in der pharmakologischen Therapie, haben die Zahl der Patienten, die einen
Herzinfarkt iiberleben steigen lassen. In Folge hat sich aber auch die Zahl der an

einer Herzinsuffizienz leidenden Patienten erhoht [22].



Ziele der Therapie herzinsuffizienter Patienten sind die Abmilderung der
Symptome, die Verminderung von Krankenhausaufenthalten sowie eine
Lebensverlangerung. Eingesetzt werden neurohumorale Antagonisten wie ACE-
Hemmer oder Angiotensin-1-Rezeptor-Blocker, [(-Rezeptoren-Blocker und
Mineralkortikoid-Rezeptor-Antagonisten, denen eine Kkrankheitsmodifizierende
Bedeutung zukommt. Kombiniert werden sie mit Diuretika zur Linderung der
Symptome. Des Weiteren finden Ivabradin, Herzglykoside und linksventrikuladre
Assistenzsysteme Verwendung [1]. Abbildung 1 zeigt die Therapieempfehlungen

der European Society of Cardiology in einem Flussdiagramm.
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Abbildung 1 - Flussdiagramm der aktuelle Empfehlungen der European Society of
Cardiologv zur Behandlune der Herzinsuffizienz [11



Der Herzinfarkt ist eine ,Nekrose eines umschriebenen Herzmuskelbezirks
() durch anhaltende kritische myokardiale Minderperfusion bei
Koronarinsuffizienz“ [12]. Das Auftreten eines Infarktes geht mit einer hohen
Gefahr des Verlustes der Kontraktilitat einher. Laut einer Studie von Ezkowitz et al.
entwickeln rund drei Viertel aller Patienten innerhalb von 5 Jahren nach dem
ersten Herzinfarkt, eine Herzinsuffizienz [23]. Andere Faktoren, die eine Rolle in
der Entwicklung einer Herzinsuffizienz auf Basis einer KHK spielen, sind Stunning
und Hibernation. Eine Einschrankung des Kontraktionsvermégens durch
wiederkehrende kurze Ischamien wird als Stunning bezeichnet. Hibernation
wiederum nennt man den hypokontraktile Zustand des Myokards, bei dem durch
Anpassung an eine Minderversorgung zwar die Zellvitalitat gesichert wird, jedoch

keine suffiziente Kontraktion moéglich ist [24].

Neben dem physiologischen Remodeling, das eine Anpassung des Herzens
im Rahmen des korperlichen Wachstums darstellt, kann es auf dem Boden eines
Myokardinfarkts, einer Hypertonie, einer Myokarditis, einer Myopathie oder eines
Klappenvitiums zum pathologischen Remodeling kommen. Gehen zum Beispiel
nach einem Infarkt des Myokardiums kontraktile Anteile des Myokards verloren
und die Belastung des tibrigen Myokards steigt an, so werden sowohl das
Infarktareal und dessen Randbezirk als auch das iibrige Myokard Umbauprozessen
unterworfen [21, 25]. Diese Prozesse umfassen eine ,myozytdre Hypertrophie,
Verdanderungen der kontraktilen Eigenschaften der Myozyten, einen progressiven
Verlust von Myozyten durch Nekrose, Apoptose und Zelltod durch
Autophagozytose, eine [-adrenerge Desensitivierung, gestorte myokardiale
Vitalitdit und Stoffwechsel und Reorganisation der extrazelluliren Matrix mit
Auflésung der organisierten strukturellen Kollagenmatrix, welche die Myozyten
umgibt, und Ersatz durch eine interstitielle Kollagenmatrix, die den Myozyten

nicht als strukturelle Unterstilitzung dient“ [11].

Zu den biologischen Stimuli, welche die Prozesse des Remodelings nach sich
ziehen, zdhlt die mechanische Dehnung der Myozyten [11]. Bei Verlust

kontraktilen Myokards und Dilatation des verbliebenen Gewebes erhoht sich der



Wandstress. Dieser Zusammenhang ist im Laplace-Gesetz festgehalten und mittels
Formel 1 und Abbildung 2 nachvollziehbar. Das Laplace-Gesetz besagt auch, dass
einer erhohten Wandspannung durch Vergrofierung der Wandstarke

entgegengewirkt werden kann [26].

Formel 1 — Laplace-Gesetz; K = Wandspannung [N/m?],
Pm = transmuraler Druck [Pa], r = Innenradius [m], d = Wanddicke[m]

Abbildung 2 — Schema des Laplace-Gesetzes zur Darstellung der
Auswirkung einer Ventrikeldilatation auf den Wandstress [7]

Weitere Stimuli sind ,zirkulierende Neurohormone, inflammatorische
Zytokine, andere Peptide und Wachstumsfaktoren sowie reaktive

Sauerstoffspezies“ [11].

Unterschieden werden ein frithes Remodeling des infarzierten Areals, das
sich dem Infarktereignis anschliefdt und innerhalb der ersten Tage stattfindet, und
ein spates Remodeling. Beim friithen Remodeling kommt es zur Nekrose der
Myozyten und zu einer Beeintrachtigung des myokardialen Kollagennetzwerks,
was zu einer Infarktexpansion, einer Ausdiinnung der Ventrikelwand, sowie einer
regionalen Dilatation fiihrt [22, 27, 28]. Dabei sind die Lokalisation, die
urspriingliche Groéfle sowie die transmurale Ausdehnung des Infarkts
entscheidend fiir das Ausmaf$ der ventrikuldaren Dilatation [7, 29]. Unabhangig von

den negativen Folgen der Dilatation stellt diese eine Mafdinahme zur initialen



Wiederherstellung des Schlagvolumens bei bleibend reduzierter Ejektionsfraktion

dar [29].

Die zweite Phase des Remodeling erstreckt sich tiber Wochen und Monate
und betrifft das gesamte Ventrikelmyokard [22, 25]. Eine weitere Dilatation des
Ventrikels basiert nicht auf einer Infarktausdehnung, sondern geht auf
Verlangerung der kontraktilen Segmente und Anderungen der Ventrikelgeometrie
von ellipsoid zu zylindrisch zuriick [30, 31]. Die initiale Dilatation zum Erhalt des
Schlagvolumens wirkt sich im weiteren Verlauf negativ auf die Pumpfunktion aus.
Waiahrend im gesunden Ventrikel der steigende transmurale Druck in der
isovolumetrischen Anspannungsphase mit einer Zunahme der
Ventrikelwandstiarke und einer Reduktion des Innenradius kompensiert wird,
kommt es im Ventrikel nach Myokardinfarkt zu steigendem Wandstress [31, 32].
Vorgange wie Hypertrophie der Myozyten, Ablagerung von Kollagen und
Veranderungen der Ventrikelarchitektur haben zum Ziel, den Wandstress besser
auf das verbliebene Myokard zu verteilen [25, 33]. Vermittelt durch
Myofibroblasten im Infarktareal und durch Fibroblasten im {ibrigen Myokard
erhoht sich die Expression von Kollagen I und III nach Myokardinfarkt [34].
Wenngleich die Ablagerung von Kollagen in der Infarktzone unablassig fiir den
Erhalt der Ventrikelarchitektur ist, fiihrt eine Fibrosierung des iiberlebenden
Myokards zu einer Einschrankung der Funktionalitat [35]. Kann der erhohte
Wandstress jedoch durch oben genannte Mechanismen nicht ausreichend
kompensiert werden, kommt es im Verlauf zur fortschreitenden Dilatation des
Ventrikels sowie zu einer weiteren Beeintrachtigung der Kontraktilitit [25]. Die

geschilderten Vorgange sind in Abbildung 3 schematisch erfasst.
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Abbildung 3 - Graphische Abbildung der kardialen Umbauvorgange in der Folge eines
Myokardinfarktes. Nach ischdmisch bedingter Nekrose kommt es zundchst zur
Infarktausdehnung, gefolgt von einer Phase der Wundheilung, welche schliellich in einem
progressiven Remodeling endet [5]

Zwar ist die Limitierung der Infarktausdehnung mittels friihzeitiger
Katheterintervention von unbestrittener Bedeutung, dennoch zeigen die
beschriebenen Remodeling-Veranderungen den Stellenwert einer das Remodeling

modifizierenden Therapie.

Das Endothel der Koronararterien spielt eine wichtige Rolle in der
Progression der Herzinsuffizienz[36]. Bei der endothelialen Dysfunktion, der
Kernursache der KHK, geht die Balance von vasokontraktilen und -relaxierenden
Faktoren verloren. So kommt es zu einer Abnahme von relaxierenden Faktoren
wie Stickstoffmonoxid (NO), Prostacyclin und den Endothelium-derived
Hyperpolarizing Factors, wahrend kontrahierende Faktoren wie Endothelin,

Thromboxan Az, Prostaglandin Hz und auch Superoxidanionen zunehmen [37].

Neben der Regulation des Blutflusses und der Permeabilitdt beeinflusst
das Endothel auf verschiedenen Wegen auch die Funktion und Struktur des
Myokards [38]. NO hat dabei eine zentrale Rolle in den Signalwegen inne und
wirkt sowohl auf autokrinem als auch auf parakrinem Weg auf die Funktionen des
kardiovaskuldren Systems. Vor der strukturellen Identifizierung wurde NO als

»Endothelium Derived Relaxing Factor” bezeichnet [39]. NO reguliert neben der



Vasomotorik, der  Inhibition  der  Plattchenaggregation  und der
Neutrophilenadhdsion und -aktivierung auch die kontraktile Funktion der

Myozyten [8, 40].

Adaquate Stimuli fiir die Freisetzung von NO aus intaktem Endothel sind
vor allem die mechanische Reizung durch Scherkrifte oder pulsatile Dehnung,
aber auch eine Acetylcholin-, Serotonin-, Bradykinin- oder Histamin-
Rezeptoraktivierung [39-41]. Abgesehen von den bereits genannten Wirkungen
hat NO in vielen Organsystemen eine Funktion in der intra- und interzellularen
Kommunikation. Es fungiert als Bronchodilatator, spielt eine Rolle in der
unspezifischen Immunabwehr, in der Neurotransmission, in der
posttranslationalen Modifikation und wirkt auch auf die Expression,
beispielsweise = mindernd auf die Expression des interzelluldaren

Adhasionsmolekiils 1 (ICAM-1) [41-43].

NO wird durch das Hamprotein NO-Synthase (NOS) gebildet, von dem
drei Isoformen beschrieben werden. Neben der neuronalen (nNOS) und der
induzierbaren (iNOS) existiert die endotheliale NO-Synthase (eNOS), welche in
zahlreichen kardiovaskularen Geweben exprimiert wird [40, 44]. Allen dreien ist
gemeinsam, dass sie NO aus der Guanidino-Gruppe des L-Arginins und
molekularem Sauerstoff unter Zuhilfenahme der Kofaktoren
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH), Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD), Flavin-Mononukleotid (FM) und 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4)
synthetisieren [39, 42].

NO ist in der Lage, die Kontraktilitit der Myozyten sowie deren
Metabolismus, Wachstum und Rhythmus positiv zu beeinflussen. Fraccarollo et al.
konnten zeigen, dass eine Stimulierung der eNOS bei durch experimentellen
Infarkt  verursachter  Herzinsuffizienz mit einer Verbesserung des
linksventrikularen Remodelings und der Kontraktilitiat einhergeht [38, 45, 46]. Des
Weiteren ist die Unterbindung der kardialen Fibrose beziehungsweise der

myozytaren Hypertrophie nach Myokardinfarkt von NO abhangig [47, 48]. Auch



scheint NO ein Mediator der Angiogenese zu sein, sodass zu geringe NO-Spiegel die

Neovaskularisation limitieren beziehungsweise hohe Spiegel diese fordern [49].

Seine Wirkung entfaltet NO auf verschiedenen Wegen. Einerseits aktiviert
es die losliche Guanylatcyclase (sGC), die daraufhin die Umwandlung von
Guanosintriphosphat  (GTP) in den second messenger zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) katalysiert, der wiederum zur Aktivierung der
cGMP-abhiangigen Protein-Kinase G (PKG1) fiihrt [50]. Andererseits werden
zahlreiche Vorgiange und Grofien wie Gefdfdtonus, Apoptose, Inflammation,
elektro-mechanische Kopplung und Angiogenese im kardiovaskularen Gewebe
durch S-Proteinnitrosylierung moduliert [44]. Im Falle der Regulation des stress-
induzierten kardialen Remodelings scheint die Wirkung von NO sowohl iiber die

NO-cGMP-PKG1-Achse als auch tiber S-Nitrosylierungen vermittelt zu werden [44].

Eine Verminderung der Bioverfligbarkeit von NO kann verschiedene
Ursachen haben: eine verringerte Expression der NOS, fehlende Substrate oder
Kofaktoren oder eine fehlerhafte Signallibertragung, welche in einer zu geringen
Aktivierung der eNOS endet. Dariiber hinaus spielen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) eine wichtige Rolle [51, 52]. So reagieren Superoxidanionen (02-) dreimal
schneller mit NO zu Peroxynitrit (ONOO-) als beispielsweise mit der sie
inaktivierenden Superoxiddismutase [53, 54]. ONOO- kann oxidative Schaden in
der Zelle sowie Nitrierung und S-Nitrosylation von DNA, Proteinen und Fetten

verursachen [42].

Die Gruppe der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) umfasst Produkte des
normalen Zellmetabolismus, die sich vom Sauerstoff ableiten und eine hohe
Reaktivitat aufweisen. Zu diesen ROS gehoren unter anderem 027, das Hydroxyl-
Radikal (OH) und Wasserstoffperoxid (H202), wobei das O;- das Primarradikal ist,
aus dem die anderen ROS in Reaktionen wie der Haber-Weiss- oder der Fenton-
Reaktion geformt werden [21]. ROS haben in der Zellabwehr und inter- wie
intrazelluliren Kommunikation durchaus physiologische Funktionen. Oxidation

beziehungsweise Reduktion von Zielmolekiilen konnen auch als Redox-Signaling



und ROS als second messenger verstanden werden. Die Spezifitit der Oxidation
wird durch die Reaktionsfiahigkeit der ROS mit den Zielmolekiilen, durch die
zellulare Kompartimentierung beziehungsweise durch den Produktionsort und
nicht zuletzt durch die Konzentration der ROS gewdhrleistet [55, 56].
Physiologisches Redox-Signaling kommt im Herzen im Rahmen der
elektromechanischen Kopplung, der Zelldifferenzierung, der Homdéostase und der
Stressanpassung zur Anwendung. Aber auch bei pathologischen Mechanismen, die
im Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz stehen, wie die kontraktile
Dysfunktion, die Calciumdysfunktion, Hypertrophie, Zelltod,
Herzrhythmusstérungen, Fibrose und Dilatation, ist das Redox-Signaling involviert

[56].

Kommt es zu einer pathologischen Akkumulation der ROS, zum Beispiel
bei der schweren Herzinsuffizienz, entweder durch erhohte Produktion oder
verminderte antioxidative Abwehr der Zelle, spricht man vom oxidativen Stress,
welcher eine oxidative Dysbalance darstellt [21]. In diesem Zusammenhang
nehmen die unspezifischen Effekte der ROS zu, und Zellbestandteile wie DNA,
Lipide und Proteine kdnnen beschadigt werden [21, 56, 57]. Zu den Folgen
erhohter ROS-Spiegel zahlen Zelltod, aber auch Anpassungsreaktionen wie

Hypertrophie, Migration und Proliferation [58].

Zu den wichtigsten der zahlreichen ROS-bildenden Enzymen
beziehungsweise Zellstrukturen gehoren die mitochondriale
Elektronentransportkette, die NAD(P)H-Oxidase, die Xanthine-Oxidase und die
NO-Synthase (NOS) [21, 36]. Hierunter stellt die mitochondriale Atmungskette
eine bedeutende ROS-Quelle dar, da sie von den 85% des vom Korper insgesamt
aufgenommenen  Sauerstoffs mindestens 0,1% zu Superoxidanionen

verstoffwechselt [59, 60].
Um schadigende Einfliisse abzuwenden, haben die Zellen des Myokards

nicht-enzymatische wie auch enzymatische Abwehrmechanismen. Unter Ersteren

werden endogene Antioxidantien wie Glutathion, Vitamin E und Ascorbinsaure
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genannt [21]. Zu letzteren zdhlen unter anderem die Magnesium- beziehungsweise
Kupfer-Zink-Superoxiddismutase  (MnSOD, CuZnSOD), die Katalase, die
Gluthationperoxidase beziehungsweise -reduktase und die Ham-Oxygenase [21,
61-65]. Nach Myokardinfarkt scheint dabei vor allem die in den Mitochondrien
lokalisierte MnSOD eine flihrende Rolle in der ROS-Abwehr einzunehmen [66].
Allerdings kann eine verstarkte Degradierung von Oz durch die SOD zu

vermehrter Produktion von H20; fithren [21].

Im Rahmen der Herzinsuffizienz kommt es sowohl im betroffenen Areal
als auch im tubrigen vitalen Myokard durch Aktivierung ROS-produzierender
Enzyme und Minderung der antioxidativen Abwehr zum oxidativen Stress mit
erhohten ROS-Spiegeln, wobei vor allem die Zunahme der ROS-Produktion ins
Gewicht zu fallen scheint [21, 35, 67-70]. Diese Prozesse finden in den Myozyten,
den Endothelzellen und auch in eingewanderten Neutrophilen statt [21]. Die
Ursachen fiir eine vermehrte ROS-Produktion sind nicht abschlieféend geklart,
jedoch stellen mechanische Uberdehnung sowie Katecholamine, der Tumor-
Nekrose-Faktor a (TNFa), Angiotensin II und Endothelin 1 addquate Stimuli dar
[71-75]. Ide et al. konnten zeigen, dass es im Zuge der Herzinsuffizienz zu einer
vermehrten ROS-Produktion durch eine Aktivititsminderung des NADH-
Ubiquinon-Reduktase-Komplexes (Komplex I der Atmungskette) kommt [76, 77].
Diese Ergebnisse lassen eine Regulation der Atmungskette durch die oben
genannten Stimuli vermuten [73]. Da die Konzentration an ROS in den
Mitochondrien konsequenterweise besonders hoch ist, stellen die Mitochondrien
auch ein besonders gefihrdetes Ziel fiir oxidative Schiden dar. Diese Schiden
kénnen wiederum zu einer weiteren Dysfunktion der Mitochondrien fiithren [76].
Neben den genannten Einfliissen auf die Atmungskette steigern die oben
genannten Stimuli durch posttranslationale Modifikation regulierender
Untereinheiten und translationale Signalwege auch die Aktivitit der NAD(P)H-
Oxidase, was in der Folge eine vermehrte Oz-Produktion nach sich zieht [21, 78-
80]. Es ist anzunehmen, dass die ROS eines ROS-produzierenden Systems andere
ROS-produzierende Systeme schadigen und somit zur vermehrten ROS-

Generierung im Sinne eines circulus vitiosus fithren kénnen.
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Vielfach wurde eine Dysbalance im oxidativen Stoffwechsel in
Zusammenhang mit Remodelingvorgangen wie Fibrose, Hypertrophie und
Inflammation gebracht [21, 35, 56, 63, 72, 73]. Dies kann auch als fehlgeleitetes
Redox-Signaling verstanden werden. Die Remodelingvorgange werden durch ROS
auf verschiedenen Wegen beeinflusst und koénnen zur Entwicklung und
Progression der Herzinsuffizienz beitragen [8, 21]. Neben der Aktivierung von
Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren, die eine Hypertrophie nach sich
ziehen, kommt es ebenfalls zur Oxidation wesentlicher Bestandteile der an der
elektromechanischen Kopplung beteiligten Proteine [21]. Die Bioaktivitat von NO
an Proteinbindungsstellen kann, mittels direkter Inaktivierung oder kompetitiver
Verdrangung durch ROS, gemindert werden [81]. Des Weiteren konnten
Beeintrachtigungen der myozytdaren Zellfunktion durch Modifikation der am
intrazelluldaren Kalziumhaushalt beteiligten Proteine nachgewiesen werden [82].
Aber auch die extrazelluldre Matrix steht unter dem Einfluss erhohter ROS-Spiegel,
was sich durch Anregung der Proliferation kardialer Fibroblasten
beziehungsweise durch Aktivierung von Matrix-Metallo-Proteasen (MMPs) zeigt
[21, 58, 83, 84]. Abbildung 4 zeigt die beschriebenen und weitere intrazellulare

Signalwege, welche durch ROS beeinflusst werden, graphisch auf.
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Abbildung 4 — Graphische Darstellung der vielfaltigen Beeinflussung intrazellularer
Signalwege durch ROS [8]
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Organische Nitrate wie Glycerintrinitrat (GTN), Pentaerythrithyltetranitrat
(PETN) oder Isosorbidmononitrat (ISNM) und Isosorbiddinitrat (ISDN) sowie
Molsidomin werden vor allem als Antianginosa in der Therapie der koronaren
Herzkrankheit verwendet [39, 41]. Ziel der Therapie ist eine verbesserte
myokardiale Sauerstoffbilanz mit erhohtem Sauerstoffangebot durch intensivierte
Koronarperfusion bei gleichzeitig vermindertem Sauerstoffbedarf durch gesenkte
Vor- und Nachlast [39, 40]. Diese Wirkungen entstehen auf Basis einer
Vasodilatation der Koronarien und der arteriellen und venésen Kapazitatsgefafie.
Nur in hoheren Dosen wird auch eine Dilatation von Widerstandsgefaf3en in Form
von Arteriolen bewirkt [85]. Die Wirkselektivitdt ist auf eine unterschiedliche
Enzymausstattung zuriickzufiihren [39]. Es ist davon auszugehen, dass die
Vasodilatation tliber eine NO-abhidngige Aktivierung der sGC vermittelt wird,
welche eine Steigerung der intrazellularen Konzentration von cGMP zu Folge hat.
Eine erhohte cGMP-Konzentration wiederum fithrt zu einem Absinken des
zytoplasmatischen Kalziumspiegels und auf diesem Wege zu einer Relaxation der
glatten Muskulatur [40, 41, 86, 87]. Neuere Erkenntnisse lassen dartiber hinaus
vermuten, dass zumindest im Fall von GTN eine NO-unabhangige Wirkung maoglich
scheint, da der Anstieg der NO-Konzentration bei therapeutischen Dosen in

mehreren Studien nicht mit dem vasodilatativen Effekt korrelierte [88, 89].

Die organischen Nitrate werden als sogenannte Prodrugs appliziert und
miissen somit im Korper durch eine Metabolisation aktiviert werden, um ihre
Wirkung entfalten zu konnen [41]. Im Hinblick auf die Bioaktivierung wurden zwei
Wege beschrieben: ein hochaffiner Reaktionsweg unter Einbeziehung der Aldehyd-
Dehydrogenase-2 (ALDH-2) sowie ein niedrigaffiner, weniger potenter
Mechanismus, der auch nicht-enzymatisch katalysierte Reaktionen beinhaltet [87,
90]. Letzterer ist vor allem fiir die Aktivierung der Isosorbitnitrate ISMN und ISDN

verantwortlich [87].
Ein bekanntes Problem bei der Therapie mit organischen Nitraten ist die

Toleranzentwicklung [40, 41, 86]. Bereits innerhalb von 24 Stunden kénnen sich

die hdmodynamischen Effekte unter fortgesetzter GTN-Therapie abschwéachen [40,
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91]. Dies scheint zum Teil mit der Bioaktivierung verkniipft zu sein: Chen et al.
konnten zeigen, dass die Reaktion von GTN zu Nitrit und Glycerindinitrat durch die
Esteraseaktivitit der ALDH-2 katalysiert wird, und eine Toleranz gegeniiber GTN
in Blutgefafien mit einer Inhibition der ALDH-2 einhergeht [92, 93]. Eine mdogliche
Ursache der ALDH-2-Hemmung stellt die durch die Nitrat-Therapie induzierte
Produktion von ROS dar [40, 41, 94]. Neben den bereits erwahnten negativen
Effekten von ROS kann es durch Stoffe wie ONOO- oder H20: zu einer oxidativen
Inaktivierung von Cysteinresten im aktiven Zentrum der ALDH-2 kommen [95].
Weitere Theorien der Nitrattoleranzentwicklung umfassen die Neutralisation von
NO durch ROS, eine reaktiv erhohte Angiotensin-II-Bildung mit verstarkter
Freisetzung von Endothelin und einen Mangel an SH-Gruppen, welche fiir die

Bioaktivierung benotigt werden [39, 40, 96].

Ein weiterer unerwiinschter Effekt der dauerhaften Therapie mit
organischen Nitraten ist die endotheliale Dysfunktion, die sich unter anderem in
einer erhohten Sensibilitit auf vasokonstriktorische Faktoren sowie einer
Verschiebung des Verhaltnisses von Matrix-Metallo-Proteasen (MMPS) und ihren

Gewebe-Inhibitoren (TIMPs) zu Gunsten der TIMPs dufdert [41, 97, 98].

Im Gegensatz zur hamodynamischen Toleranzentwicklung lassen sich die
Induktion der ROS-Bildung und die damit verbundene Endothelschadigung durch

Nitrat-freie Intervalle nicht vermeiden [40].

PETN findet als Koronartherapeutikum ausschliefdlich als Langzeitnitrat
Verwendung. Die Ausgangssubstanz PETN wird zum Grofdteil bereits im
Verdauungstrakt durch unspezifische Esterasen in den aktiven Metaboliten
Pentaerythrityltrinitrat (PETriN) gespalten. Im Anschluss an die intestinale
Resorption wird PETriN zu den ebenfalls aktiven Metaboliten Pentaerythrityldi-
und -mononitrat weiter verstoffwechselt [40]. Die wichtigste
Bioaktivierungsreaktion wird bei organischen Nitraten mit mindestens drei Nitro-
Gruppen (GTN, PETN, PETriN) auf gleichem Weg durch die Katalyse der ALDH-2

vermittelt [95, 99]. In ALDH-2-defizienten Tieren oder bei medikamentdser
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Inhibierung der ALDH-2 zeigten sich Effekte von PETN und GTN deutlich reduziert
[95, 99]. Dabei ist die Bioaktivierung von PETN vom Kofaktor der ALDH-2
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) und der Superoxid-Dismutase (SOD)
abhangig [87].

Wie bereits erwdhnt, ist ein Nebeneffekt der Aktivierung von PETN und
GTN die Induktion von oxidativem Stress, wobei eine mitochondriale Dysfunktion
von Bedeutung zu sein scheint [100, 101]. PETN ist jedoch in der Lage, die
Aktivitat beziehungsweise die Spiegel der Ham-Oxigenase-I (HO-I) sowie von
Bilirubin und Ferritin zu erhéhen [99, 101-103]. Wenn somit die Aktivierung von
PETN im Gegensatz zu GTN weniger oxidativen Stress induziert, fithrt dies
wiederum zu einer verringerten Inaktivierung der ALDH-2 und wirkt somit einer
Toleranzentwicklung entgegen [95]. Dartiber hinaus treten als Folge der
verminderten ROS-Produktion endotheliale Dysfunktionen inklusive der
Entkopplung der eNOS und die Aktivierung anderer ROS-generierender Enzyme

vermindert auf [65].

Ziel dieser Arbeit ist es, Erkenntnisse uber die Effekte der PETN-
Langzeittherapie bei Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt zu gewinnen. Um eine
groftmogliche Ubertragbarkeit in den klinischen Alltag zu gewihrleisten, wurde
ein Tiermodell mit Herzinsuffizienz nach experimentellem Infarkt verwendet.
Ermittelt wurden neben hamodynamischen Parametern die Ventrikelmorphologie
und das Ausmaf des oxidativen Stress in Gefafden und im Herzen. Dariiber hinaus
wurde die Expression ausgewahlter in den Reduktions-Oxidations-Stoffwechsel

eingebundener Enzyme erforscht.
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2. Material und Methoden

2.1  Studienprotokoll

Es wurden erwachsene, mannliche Wistar-Ratten (Harlan-Winkelmann,
Kirchborchen, Deutschland) mit einem Gewicht von 200 bis 240g verwendet. Sie
wurden in Kifigen mit maximal fiinf Tieren bei einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-
Rhythmus, einer Temperatur von 23+1°C und einer Luftfeuchtigkeit von 55+5%

gehalten, wobei jederzeit Wasser und Standardfutter zur Verfligung standen.

Zwei Drittel der Tiere wurden mittels Ligatur des Ramus interventricularis
anterior (RIVA) experimentell infarziert und anschliefend in zwei Gruppen
randomisiert. Den Tieren der PETN-Therapiegruppe wurde zwei Mal taglich das
organische Nitrat PETN (Actavis, Langenfeld, NRW, Deutschland) in der Dosierung
90mg/kg Korpergewicht enteral appliziert, wahrend die zweite Gruppe Wasser als
Placebo erhielt. Zusatzlich wurde eine dritte Gruppe mit scheinoperierten (sham)
Tieren gefiihrt, welche ebenfalls Wasser als Placebo bekamen. Als Startpunkt der
Therapie wurde der siebte Tag nach Myokardinfarktoperation ausgewdahlt, um
Einfliisse auf die erste, frithe Phase zu vermeiden und die Wirkungen des PETNs
auf die zweite Phase des Remodeling zu untersuchen. Nach neun Wochen Therapie
wurden die Tiere nach Himodynamik-Messungen getotet und Gewebeproben von
Herz und Lunge entnommen. Mit diesem Material wurden Untersuchungen zum

Redox-Stoffwechsel sowie molekularbiologische Analysen durchgefiihrt

2.2 Myokardinfarktoperation

Der experimentelle Herzinfarkt wurde nach der Methode von Pfeffer et al.
an der linken Koronararterie durchgefiihrt [104]. Als volatiles Andsthetikum
wurde Isofluran (Baxter, Hochstadt, Bayern, Deutschland) verwendet. Die

narkotisierten Tiere wurden gewogen, nach Fixierung der Extremitiaten auf einer
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beheizten Unterlage endotracheal intubiert und mittels Respirator (Rodent
Ventilator 7025; Ugo Basile, Comerio VA, Italien) volumenkontrolliert beatmet.
Dabei wurde ein Atemzugsvolumen von 2,5ml bei einer Frequenz von 90/min

gewahlt.

Der Zugang zum Herzen wurde nach alkoholischer Desinfektion
linksthorakal geschaffen. Hierfiir mussten das Fell, der Musculus pectoralis sowie
die Interkostalmuskulatur und das Perikard durchtrennt werden. Der
Operationssitus wurde mittels eines Wundspreizers offengehalten. Nach
Dislokation des Herzen aus dem Thorax konnte die linke Koronararterie
dargestellt, der Ramus interventricularis anterior mit einem Prolene monofil 5-0-
Faden (Ethicon, Norderstedt, Schleswig-Holstein, Deutschland) proximal
umstochen und ligiert werden. Nach Reponation des Herzens und Verschluss der
Pectoralismuskulatur mittels Tabaksbeutelnaht wurden die Tiere kurzfristig mit
hohem positiven endexpiratorischen Druck beatmet, um eine vollstindige
Entfaltung der Lunge zu gewadhrleisten. Nach erneuter Desinfektion mit Alkohol
wurde der operative Zugang qua Klammernahten geschlossen. Bevor die Tiere bei
ausreichender Spontanatmung extubiert werden konnten, wurde zunéachst die
Inhalationsnarkose beendet und fiir den Zeitraum von 5-10min eine Beatmung mit
Carbogen, einem Sauerstoff(95%)-Kohlendioxid(5%)-Gemisch durchgefiihrt. Zur
Identifikation wurde der proximale Schwanz mittels eines Permanentmarkers
nummerisch markiert. Fiir die anschliefSenden fiinf Stunden wurden die Tiere
engmaschig beobachtet und gegebenenfalls mit einer Herzdruckmassage

wiederbelebt.
Das Procedere der Scheinoperation glich dem der experimentellen

Infarktion, bis auf die nicht durchgefiihrte Ligatur des Ramus interventrikularis

anterior.
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2.3  Hamodynamik-Messungen

Nach neunwochiger Therapie wurden die Hamodynamik-Messungen
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Tiere erneut mit Isofluran narkotisiert,
anschlieflend gewogen und, nach Fixierung der Extremitdten auf einer beheizten
Unterlage, endotracheal intubiert. Samtliche Messungen wurden unter leichter

[soflurannarkose bei Spontanatmung durchgefiihrt.

Zur Platzierung eines mit isotonischer Kochsalzlosung gefiillten Katheters
(PE 50; Portex, Kent, England) im linken Ventrikel wurde die Arteria carotis
punktiert. Hierfiir musste diese dargestellt und distal wie proximal mit
Permaseidenfiden 4-0 (Ethicon, Norderstedt, Schleswig-Holstein, Deutschland)
ligiert werden. Nach Arteriotomie zwischen den Ligaturen konnte tiber eine PE-50-
Schleuse der Katheter vorgeschoben werden, wobei die Lage der Katheterspitze
anhand der Druckkurven iiberpriift wurde. Die Impulsaufnahme wurde mittels
eines Mikromanometers (Millar Instruments, Houston, TX, USA) und eines
Druckwandlers (Modell P-50, Statham, Gould, Cleveland, OH, USA) gewahrleistet,
die Uber einen Dreiwegehahn mit dem Katheter verbunden wurden. In diesem
Versuchsaufbau konnten der linksventrikuldre systolische Druck (LVSP), der
linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDP) sowie die Druckdifferenz in
Abhangigkeit der Zeit (dP/dt) ermittelt werden. Anhand letzterer ldsst sich auf die

Kontraktilitit des myokardialen Gewebes schliefen.

Uber die PE-50-Schleuse konnte nach Abschluss der oben genannten
Messungen ein Conductance-Katheter (SPR-774, Millar Instruments, Houston, TX,
USA) in den linken Ventrikel vorgeschoben werden. Mit Hilfe dieses Katheters und
der PVAN 2.8 Software (Millar Instruments, Houston, TX, USA) konnten das
linksventrikuldre endsystolische sowie enddiastolische Volumen (LVESV
beziehungsweise LVEDV) mittels Messung der elektrischen Impedanz bestimmt
werden. Diese Methode basiert auf abweichenden elektrischen Leitfahigkeiten
unterschiedlich grofder Volumina. Zur Darstellung der Druck beziehungsweise

Druck-Volumen-Diagramme wurde die Software BioBench (National Instrument,
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Austin, Tx, USA) verwendet. Aufgrund der Leitfahigkeit des das Ventrikelvolumen
umschliefenden Herzgewebes werden bei der Messung mit dem Conductance-
Katheter falsch hohe Werte ermittelt. Zur Korrektur wurde von den gemessenen
Volumina das Parallel-Volumen (Vp) subtrahiert. Die Bestimmung des Vp gelang
mit Hilfe einer kurzfristigen Anderung der Leitfihigkeit des Blutes durch Injektion
von 15-20ul hypertoner Kochsalzlosung in die Vena jugularis ohne signifikante

Folgen auf die Druck- beziehungsweise Volumenverhaltnisse.

Wie in Formel 2 dargestellt ist, bildet die Differenz der gemessenen

Volumina in Relation zur EDV die linksventrikuldre Ejektionsfraktion (EF) ab.

EDV—-ESV
EDV

EF[%] = =100

Formel 2 - Berechnung Ejektionsfraktion [EF] aus Enddiastolisches Volumen [EDV] und
endsystolisches Volumen [ESV]

2.4  Organentnahme

Mit Ende der Himodynamik-Messungen wurde die Inhalationsnarkose
vertieft, um nach Eréffnung des Thorax das Herz und die Lunge zu entnehmen.
Hierzu wurde den Tieren eine kardioplege Kaliumchlorid(KCl)-Losung injiziert
und das Herz fiir zwei Minuten in 4°C temperierter KCl-Losung gebadet. Nach
Abtrennung der Vorhofe und des rechten Ventrikel wurde der linke Ventrikel fiir
die weiteren Untersuchungen aufgeteilt: Mittlere Ringe von ca. 3 mm Dicke
wurden zur Bestimmung der Infarktgrofle sowie flir immunhistochemische
Untersuchungen verwendet. Teile der Apicum wie der Herzbasis wurden fiir
Untersuchungen beziiglich des oxido-reduktiven Haushalts und fiir
molekularbiologische Analysen bei -80°C aufbewahrt. Biopsien der Septum im
Bereich der Apicum in unmittelbarer Nahe zu den mittleren Ringen wurden fiir
Kollagenbestimmungen {ber 48 Stunden in Formalin (Merck, Darmstadyt,

Deutschland) fixiert.
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Die Lungen wurden nach der Entnahme zunachst feucht gewogen und nach
Trocknung bei Raumtemperatur erneut. Durch Subtraktion der Trockenmasse von
der Feuchtmasse konnte der Flissigkeitsgehalt im Lungengewebe ermittelt

werden.

2.5 InfarktgréfRenbestimmung

Zur Bestimmung der Infarktgrofle wurden aus dem mittleren Anteil des
linken Ventrikels mit Hilfe eines Schlitten-Mikrotoms (Leica CM 1850, Bensheim,
Hessen, Deutschland) in 100um grof3en Abschnitten 7um dicke Ringe geschnitten.
Nach Ubertragung auf einen Objekttriger wurden diese mit einer Picriosus-Red-
Farbung (1g Direct Red 80 pro 11 gesattigter Picrinsaure, Fluka, Sigma-Adrich,
Steinheim, BW, Deutschland) gefarbt. Mittels dieser Farbung konnte dunkelrotes,
nekrotisches Gewebe von vitalem, ockergelb gefirbtem unterschieden werden.
Nach Waschung der Schnitte wurden diese mit Ekuitt® (Fluka, Sigma-Aldrich,
Steinheim, BW, Deutschland) fixiert.

Zur Digitalisierung wurde eine auf einem Mikroskop bei 25-facher
Vergroflerung (Axioskop 2, Zeiss, Jena, Thiiringen, Germany) angebrachte Kamera

(DLX-930, Sony, Tokio, Japan) verwendet.

Die planimetrische Vermessung wurde mittels der SigmaScan Pro Software
(Sigma Scan Pro 5.0, Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) durchgefiihrt. Hierfiir
wurden die epi- und endokardiale Infarktnarbenldnge nebst linksventrikuldrem
epi- und endokardialem Gesamtumfang vermessen. Unter Zuhilfenahme dieser
Werte konnte das Infarktareal als prozentualer Anteil des Gesamtumfangs
errechnet und im Anschluss der Mittelwert aller Schnitte nach Formel 3 fiir jedes

der Tiere bestimmt werden.
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InfarktgrofRe[%] = = ?:1(

1 epikard.Narbenlinge endokard.Narbenlange )
n i

epikard.Gesamtumfang endokard.Gesamtumfang

Formel 3 - Mittelwertberechnung der relativen Infarktgrofle in Prozent, n= Anzahl der
ausgewerteten Ventrikelschnitte

Fiir alle weiteren Untersuchungen wurde lediglich Gewebe von Ratten mit
extensivem Infarkt des linken Ventrikels von mindestens 40% bis maximal 60%

eingesetzt.

2.6 Myozytengrofdenbestimmung

Die Myozytengrofienbestimmung erfolgte via Epifluoreszenzmikroskopie.
Geachtet wurde hierbei auf eine gute Sichtbarkeit der Zellgrenzen und des
Zellkerns, um eine klare Unterscheidung von Blutgefiafien oder Artefakten zu

gewahrleisten.

Zur Vorbereitung der Gefrierschnitte flir die Firbung mussten diese im
Warmeschrank bei 37°C langsam aufgetaut werden, nach dreiminiitiger Fixierung
in reinem Aceton (Sigma-Aldrich, Steinheim, BW, Deutschland) fiinf Minuten
luftgetrocknet und anschliefRend dreimal in PBS-Puffer (0,01M) (P3813 PBS Puder,
Sigma-Aldrich, Steinheim, BW, Deutschland) gewaschen werden. Die Darstellung
der Zellgrenzen erfolgte mit Alexa Fluor® 594 (1mg/ml) (Alexa Fluor® 594 wheat
germ agglutinin, Invitrogen, Karlsruhe, BW, Deutschland), dessen Anregungs-
beziehungsweise Emissionsmaximum bei 591 beziehungsweise 618nm liegt. Der
DNA-spezifische Farbstoff Hoechst 33342 (Invitrogen, Karlsruhe, BW,
Deutschland), der ein Anregungs- beziehungsweise Emissionsmaximum von 350
beziehungsweise 461 aufweist, fand zur Markierung der Zellkerne Verwendung.
Die Farbung der Schnitte mit beiden Farbstoffen konnte zeitgleich erfolgen. Die in
PBS-Puffer (0,01M) gelosten Farbstoffe wurden hierfiir in Konzentrationen von
4uM Hoechst 33342 beziehungsweise 10pug/ml Alexa Fluor® fiir 15 Minuten auf
die Praparate gegeben. Nach viermaligem Waschen mit PBS-Puffer (0,01M)
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wurden die Schnitte mit Vectashield® Mounting Medium (Vector Laboratories,

Burlingame, CA, USA) fixiert.

Die Digitalisierung erfolgte bei 200-facher Vergrofierung mittels einer auf
einem Fluoreszenzmikroskop (Eclipse TE 2000-S, Nikon, Tokio, Japan)
angebrachten Kamera (DLX-390, Sony, Tokio, Japan). Dabei wurden jeweils drei
bis vier Aufnahmen von Myozytengruppen aus epikardial beziehungsweise
endokardial gelegenen Anteilen des Myokards gemacht, um die Errechnung eines

reprasentativen Mittelwertes zu erméglichen.

Die weitere Verarbeitung am Computer erfolgte mit der SigmaScan Pro
beziehungsweise Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems Inc. San Jose, CA, USA)
Software. Pro Aufnahme wurden die Zellgrenzen von mindestens 20 Myozyten
mittels des Photoshop-Tools ,Magnetisches Lasso“ markiert. Des Weiteren wurden
die Zellkerne der markierten Zellen gezahlt und die Pixelzahl der markierten
Flachen ausgelesen. Zur Berechnung der durchschnittlichen Myozytengrofie
wurden, wie in Formel 4 festgehalten, die Pixel aller markierten Flachen durch die

Anzahl der Zellkerne dividiert.

. ] 1 = Markierte Flachen
Myozytenflache A[Pixel] = EZ (Anzahl der Z ellkerne)-
L

i=1

Formel 4 - Durchschnittliche Myozytengrofie in Pixel, n= Anzahl der ausgewerteten Aufnahmen

2.7  Kollagengehaltbestimmung

Unter Einsatz der Hellfeldmikroskopie wurde der quantitative
Kollagengehalt im tliberlebenden Myokard ermittelt. Die in Formalin fixierten
Gewebeproben wurden mit Picriosus-Red-Farbung (1g Direct Red 80 pro 1l
gesadttigter Picrinsdure, Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim, BW, Deutschland) gefarbt

und anschlief3end in Paraffin eingebettet.
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Drei zufillig ausgewdhlte Ausschnitte der gefarbten Schnitte wurden bei
10-facher Vergrofderung mittels einer auf einem Mikroskop (Axioskop 2, Zeiss,
Jena, Thiiringen, Germany) angebrachten Kamera (DLX-930, Sony, Tokio, Japan)
zwei Mal digital abfotografiert. Das erste Mal durch einen, das rote Farbspektrum
absorbierenden Blaufilter (Schott BG23 3.0, Itos, Mainz, Rheinland-Pfalz,
Deutschland), wodurch die rot gefarbten Kollagenfasern im Vergleich zu den
hellen Myozyten dunkel abgebildet wurden. Die zweite Aufnahme wurde in
polarisierendem Licht gemacht, welches die Kollagenfasern hell und das iibrige
Gewebe dunkel erscheinen lief3. Durch Subtraktion der Helligkeitswerte jedes
einzelnen Pixels konnten diejenigen Pixel identifiziert werden, welche in ihrem
Graustufenwert vom Schwarzcode 0 abwichen. Diese wurden in einer
Bindarumwandlung auf den Weificode 1 gesetzt. Somit entstand ein Schwarz-Weif3
Bild mit weifden, dem Kollagen entsprechenden Flichen. Die Pixelzahl dieser
Flachen konnte mit Hilfe der Software Scion Image (Scion Image for Windows
Version Beta 4.0.2, Scion Corporation, Frederick, MD, USA) bestimmt werden.
Anschliefend wurden, wie aus Formel 5 ersichtlich, die ermittelte Pixelzahl ins

Verhaltnis zur Gesamtpixelzahl gesetzt und der Mittelwert generiert.

0 = —
Kollagengehalt [%] n Gesamtpixelzahl

i=1

1 Zn: (Anzahl weifle Pixel)
i

Formel 5 - Durchschnittliche Kollagengehaltbestimmung; n= Anzahl der ausgewerteten Aufnahmen

2.8  Bestimmung der Angiogenese

Zur Bestimmung der Angiogenese wurde eine immunhistochemische
Farbung mit einem CD31-Antikérper (MCA 2388, ABD Serotec, Diisseldorf, NRW,

Deutschland) eingesetzt.

Die gefrorenen, in Tissue Tek® (Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn,
Niederlande) fixierten Schnitte wurden im Warmeschrank bei 37°C langsam
aufgetaut. Zur Blockierung unspezifischer Antikérperbindungsstellen wurden die

Schnitte mit 2%igem Pferdeserum (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) fiir
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30min geblockt. Im Anschluss daran fand die Inkubation mit dem primaren
Antikorper fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur statt. Nach Waschung mit PBS-
Puffer (0,01M) (P3813 PBS Puder, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurde
der sekundare biotinylierte Antikorper fiir 30min bei Raumtemperatur auf die
Schnitte gegeben. Als Detektionsreagenz fand Fluorescin Avidid DCS (M.0.M

Immundetection Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) Verwendung.

Zur digitalen Aufnahme der Schnitte wurde auch hier die Kombination aus
einem Mikroskop bei 10-facher Vergrofierung (Axioskop 2, Zeiss, Jena, Thiiringen

Germany) und einer Kamera (DLX-930, Sony, Tokio, Japan) verwendet.

Die Auswertung am Computer wurde mithilfe der Software SigmaScan Pro
beziehungsweise Adobe Photoshop 6.0 durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden

die CD31-positiven Zellen pro Mikroskopfeld ausgezahlt.

2.9 Proteinextraktion

Um Analysen des Expressionsmusters verschiedener Gewebe mittels
Western Blotting durchfiihren zu kénnen, mussten die Proteine aus dem Gewebe

in Suspension gebracht werden.

Zundchst wurde hierfiir das Gewebe mittels Morser und Stéfiel unter
Verwendung von fliissigem Stickstoff zu einem Pulver zerrieben. Zum Erreichen
des Zellaufschlusses wurde dem Pulver ein Disruption-Puffer (Tris-
Chlorwasserstoff (HCI) 30mmol/l, pH 7,6; MgCl, 5mmol/l; Dithiothreitol 1mmol/I;
Natriumcholat 1%; Triton-X-100 1%; Natriumdodecylsulfat 0,025%; Saccharose
250mmol/l; PMSF 1mM + Complete, Mini, Ethylendiamintetraessigsdaurefrei
(EDTA-free) mit Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche Applied Science, Basel,
Schweiz)) beigemischt. Von dieser Suspension wurde ein Teil in ein
Reaktionsgefafd (2ml Safe-Lock Reaktionsgefafs, Eppendorf, Hamburg,

Deutschland) abpipettiert, um eine Trennung in Membran- und Zytosolfraktion zu
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erzielen. Der Rest wurde mit einem Tensid-haltigen Disruption-Puffer vermengt,
um so die Membranen der Zellen zu zerstoren, und anschliefdend ebenfalls in ein

Reaktionsgefaf3 libertragen.

Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 8000 x g und 4°C (Hettig Universal
320R) wurde der das Gesamtprotein enthaltende Uberstand abpipettiert und bei -
80°C in Reaktionsgefafien eingefroren. Das aus Kollagen und anderen, nicht in eine
homogene Suspension zu bringenden Gewebebestandteilen bestehende Pellet

wurde verworfen.

2.10 Isolation der myozytdren Mitochondrien

Wie erwdhnt, stellen die Mitochondrien die grofite Quelle der reaktiven
Sauerstoffspezies dar. Die Isolation der Mitochondrien aus dem Gewebe des linken
Ventrikels ermoglichte genauere Analysen beziiglich der Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies sowie der Verdnderungen im Proteinexpressionsmuster der

Mitochondrien.

Flir die Isolation fand das Qproteome Mitochondria Isolation Kit (QIAGEN,
Hilden, NRW, Deutschland) Verwendung. Alle im beigefiigten Protokoll
beschriebenen  Arbeitsschritte  wurden bei 4°C  durchgefiihrt. Nach
Massenbestimmung mittels Analysenwaage wurde das Gewebe mit Skalpell und
Tissue Ruptors (QIAGEN, Hilden, NRW, Deutschland) in einem Reaktionsgefaf3
(2ml Safe-Lock Reaktionsgefaf3, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zerkleinert
und mit Lysis Buffer (0.033ml/mg Gewebemasse) homogenisiert. Hierdurch
wurde eine Kontinuitdatsunterbrechung der Zellmembran ohne Auflésung selbiger
erreicht. Dies ermoglichte die Extraktion zytosolischer Proteine bei intakten
Zellkompartimenten und Zytomembranen. Nach zehnminttiger Inkubation sowie
Zentrifugation fiir 10min bei 1000 x g und 4°C (Hettich Universal 320R, Tuttlingen,
BW, Deutschland), konnten der Uberstand mit iiberwiegend zytosolischen

Proteinen verworfen und das Pellet in Disruption Buffer (0,025 ml/mg
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Gewebemasse) suspendiert werden. Zum Schutz der in Losung gebrachten
Proteine wurde jeweils kurzfristig vor Verwendung sowohl dem Lysis Buffer als
auch dem Disruption Buffer eine Protease Inhibitor Solution zugegeben. Zur
Unterstiitzung der Zellzersetzung durch den Disruption Buffer wurde die Losung
in einem Glasmorser (Kimble Chase Life Science, Vineland, NJ, USA) homogenisiert.
Nach zentrifugaler Auftrennung in Reaktionsgefdflen fiir 10min bei 1000 x g
wurde der Ttlberwiegend aus Mitochondrien und Mikrosomen bestehende
Uberstand abgenommen. Durch erneute Zentrifugation fiir 10min bei 6000 x g
konnte die Suspension in einen die Mikrosomen enthaltenden Uberstand und ein
Mitochondrien-Pellet getrennt werden. Zur Purifikation der Mitochondrien wurde
das Pellet mit Mitochondria Storage Buffer (0,017 ml/mg Gewebemasse)
resuspendiert und erneut fiir 20min bei 6000 x g zentrifugiert. Die isolierten
Mitochondrien wurden in 2 ul Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsdure-
(HEPES)-Puffer pro mg urspriinglicher Gewebemasse resuspendiert und in

Reaktionsgefafden bei -80°C eingefroren.

Um Konzentrationsunterschiede in den Mitochondriensuspensionen
verschiedener Proben auszugleichen, wurden eine Proteinmengenbestimmung mit
Hilfe der Bradford-Methode (s.u.) durchgefiihrt und die Konzentrationen mit
HEPES-Puffer angepasst.

Die Reinheit der isolierten Mitochondrien wurde mithilfe eines Western
Blots liberpriift. Hierfiir wurden Antikérper gegen BiP (Cell Signaling, Beverly, MA,
USA), welches als Chaperone-Protein die korrekte Faltung von Proteinen innerhalb
des endoplasmatischen Retikulum unterstiitzt, sowie gegen Histon H3 (Cell
Signaling, Beverly, MA, USA), einem Proteinbestandteil der Nukleosomen,

verwendet.
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2.11 Bestimmung der Superoxidanionen

Zur Quantifikation der Superoxidanionen in vitalem Myokardium wurde
nach der von Fraccarollo et al. modifizierten Dihydroethidium-basierten HPLC-
Methode verfahren [105]. Die Menge der oxidativen Metaboliten in der gesamten
Zelle wurde mittels des Superoxidindikators Dihydroethidium (DHE, Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) detektiert. Um eine genauere Differenzierung
des Produktionsortes zu erreichen, wurde MitoSOX™ Red (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) verwendet, welches sich durch Kopplung eines
lipophilen, positiv geladenen Benzolrestes an das DHE in Membranen der
Mitochondrien einlagert und so einen Riickschluss auf die mitochondriale reaktive

Superoxidanionen-Menge ermoglicht [106].

Abbildung 5 — Strukturformel des Mitosox Red'". Durch Kopplung des
Benzolrestes an das DHE-Molekil Uber eine Phosphatbindung lagert sich
Mitosox-Molekiil in Doppellipidmembranen ein [3]

Bei einer Reaktion mit dem Superoxidanion (02-) entsteht aus DHE der
Metabolit 2-Hydroxethidium (2-OH-E*), wahrend die Reaktion mit anderen ROS
sowie durch Licht den Metaboliten Ethidium (E*) hervorbringt [2, 107]. Abbildung
6 zeigt die Oxidation von DHE durch O2- als Strukturformeln, Abbildung 7 die

Strukturformeln der durch Oxidation entstehenden Metabolite von DHE.

Dihydroethidium (DHE) DHE radical 2-Hydroxyethidium (2-OH-E*)
Abbildung 6 — Strukturformeln der Oxidation von DHE zu 2-OH-E* durch O, [6]
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Hydroethidine (HE) Ethidium (E*) 2-Hydroxyethidium (2-OH-E*)

Abbildung 7 — Dihydroethidium mit seinem durch 0,- oxidierten Metaboliten 2-Hydroxyethidum
sowie dem zum Beispiel bei Lichtexposition entstehenden Metaboliten Ethidium [2]

Durch die unterschiedliche molekulare Masse der Metabolite ist eine
Trennung in der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) mit

anschlief3ender Quantifizierung durch elektrochemische Detektion moglich [108].

Die von Bindegewebe freipraparierten, einen Millimeter langen Aortenringe
wurden fiir 30min bei 37°C in 0,5 ml einer DHE-HEPES-Losung (1,58mol/l)
beziehungsweise MitoSOX™-HEPES-L6sung (6,33mol/1) in einem
Thermoschiittelblock (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
inkubiert. Um einer Oxidation durch Licht vorzubeugen, wurden Reaktionsgefidfie
mit Lichtschutz (1,5 ml Safe-Lock Reaktionsgefifl, ambra, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) verwendet und, um weitere Reaktionen des DHE zu unterbinden, alle
folgenden Schritte bei 4°C durchgefiihrt. Nach zweimaliger Waschung in Hepes-
Puffer, um nicht oxidiertes DHE zu entfernen wurden die Aortenringe in einem
Glasmorser (Kimble Chase Life Science, Vineland, NJ, USA) mit 80ul einer
Methanol-Losung homogenisiert. Nach Zentrifugation fiir 12min bei 14000 x g
wurde dem Homogenisat als internem Standard 1ng/ml konzentrierte Kaffeesdaure
in Methanol zugegeben. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif3
transferiert und fiir die Auftrennung und Analyse via HPLC beziehungsweise
elektrochemischer Detektion bei -80°C gelagert. Riickstdnde im Glasmorser sowie
das Pellet wurden mit 200 pl einer 1 M NaOH-L6sung resuspendiert und fiir eine
Proteinbestimmung nach der Bradford-Methode fiir 24h in einem End-Over-

Shaker inkubiert.

Ebenso wurden 80ul der in HEPES-Puffer suspendierten, isolierten

Mitochondrien des linken Ventrikels in einem Reaktionsgefafd mit Lichtschutz in
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0,5 ml MitoSOX™-HEPES-Loésung (6,33mol/1) fiir 20min bei 37°C inkubiert und
anschlieffend fiir 10min bei 6000 x g zentrifugiert. Nach Waschung des
Mitochondrien-Pellets mit 200 ul HEPES-Puffer und erneuter Zentrifugation bei
gleichen Vorgaben wurden die Mitochondrien in 80 pl einer Methanol-Losung
resuspendiert und bei -20°C eingefroren. Auch hier enthielt die Methanollésung als
internen Standard 1ng/ml Kaffeesdure. Nach 24 Stunden wurden die isolierten
Mitochondrien mit kleinen Plastikpastillen zerstofden und fiir 12min bei 14000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefifd mit Lichtschutz
transferiert und fiir die Analyse mittels HPLC und elektrochemischer Detektion bei

-80°C gelagert.

Zur Auftrennung des DHE beziehungsweise MitoSOX™-DHE, des durch
Superoxidanionen oxidierten 2-OH-E* beziehungsweise MitoSOX™-2-OH-E* und
des durch andere ROS und Licht oxidierten E* beziehungsweise MitoSOX™-E*
wurde eine HPLC angewendet. Die stationdre Phase stellte eine LC-Saule (Synergi
4p Polar- FP 804, 250 x 460 mm, 00G-4336-E0, Phenomenex, Aschaffenburg,
Bayern, Deutschland) dar. Als mobile Phase wurde ein Puffer auf Wasserbasis
(Octansulfonsaure (30mg/1), NaH2PO4 (7g/1) und 35 % Acetonitril) verwendet,
welcher mit Phosphorsaure (85 %) auf pH 2,7 titriert wurde. Fiir die Separation
des MitoSOX™ und seiner Oxidationsprodukte wurde der Acetonitrilanteil auf
40% erhoht. Der HPLC-Puffer als mobile Phase wurde filtriert (0.45um, Millipore,
Merk Group, Billerica, MA, USA) und mit einer Flussrate von 0,9ml/min durch die
stationdre Phase gepumpt (Pharmacia LKB HPLC-Pump 2248, Uppsala, Schweden).

Zur Detektion wurde ein ESA Coulchem II Detektor (Thermo Scientific,
Sunnyvale, USA) mit einer analytischen Zelle (ESA Modell 5011, Thermo Scientific,
Sunnyvale, USA) verwendet. In der Zelle werden vorbeifliefiende Metabolite
reduziert. Die entstehende Stromstarke ist zur Metabolitenmenge proportional.
Wahrend der Analysen war die erste Elektrode auf 0,00 V, die zweite auf 0,35 V
eingestellt. Die Darstellung und Auswertung der Kurven wurden mittels der

Software Pharmacia (Pharmacia, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt.
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Die Bildung des Quotienten der Flachen unterhalb der Kurven von 2-OH-
DHE* beziehungsweise MitoSOX™-2-OH-DHE* und der Kaffeesdure ermoglichte
eine Fehlerkorrektur beziiglich moglicherweise variierender Injektionsmengen in
das HPLC-EC-System. Wie aus Formel 6 ersichtlich, wurden die oxidierten Mengen

in willkiirlichen Einheiten (arbitrary units, a.u.) angegeben

2 — OH — DHE*[A]
Kaf fesaure [A]

Formel 6 - Berechnung der 2-OH-DHE*+ Menge als arbitrary units. Durch Bildung eines Quotienten
der Flachen unterhalb der Kurve von 2-OH-DHE+ und der Kaffesdure konnten variierende
Injektionsmengen Kkorrigiert werden

Menge 2 — OH — DHE™* [a.u.] =

2.12 Proteinmengenbestimmung

Um Auswertungsfehler durch unterschiedliche Proteinkonzentrationen in
den verschiedenen Proben zu korrigieren, wurde die Proteinmenge mittels
Photospektrometrie bestimmt. Im Anschluss wurden Konzentrationsunterschiede
fiir die elektrophoretische Auftrennung und das Western Blotting durch Addition
von HEPES-Puffer angeglichen.

Es fand der Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) auf Basis des
Bradford-Tests Verwendung. Diesem Test liegt eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums von A= 465nm auf A= 595nm des sauren Farbstoffes
Coomasie® Brilliant Blue (Protein Standard I, Bio-Rad, Hercules, USA) durch
Proteinbindung zu Grunde. Mit Hilfe von bovinem y-Globulin (Protein Standard I,
Bio-Rad, Hercules, USA) wurde eine Standard-Kurve erstellt. Die Standardreihe

sowie die zu analysierenden Proben wurden in 5 ml Protein Assay Dye Ragent

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) suspendiert.

Die Extinktion wurde mit Hilfe eines Spektrophotometers (Urospec 3100
pro, GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB) bei A = 595nm gemessen.
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2.13 Gelelektrophorese

Um Verdanderungen im Proteinexpressionsmuster mittels Western Blotting
feststellen zu konnen, wurden die Proteine der Proben zunichst via

Gelelektrophorese ihrer Grofde nach aufgetrennt.

In einem elektrischen Feld wirken verschiedene Krafte auf geladene
Molekiile. Hierzu zahlen unter anderem die Beschleunigungskraft (Fe = Ladung q x
elektrische Feldstirke E) und die Reibungskraft (Fr. = Reibungskoeffizient f. x
Wanderungsgeschwindigkeit v). Beeinflusst von molekularer Grofie, Ladung und
Gestalt bewegen sich Molekiile im elektrischen Feld unterschiedlich schnell. Dieser

Vorgang wird auch als zonenelektrophoretisches Trennprinzip bezeichnet.

Um eine Auftrennung ausschlieflich nach der molekularen Masse zu
erreichen, wurde den Proben das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat
(SDS) zugegeben. Es bricht bei Erwarmung auf 95°C die Sekundar- und
Tertidrstruktur der Peptidketten auf und iiberlagert durch seine negative Ladung
die Eigenladung der Proteine. Da kleinmolekulare Proteine schneller durch die
Poren eines Polyacrylamidgels zur Anode wandern als groffmolekulare, legen sie
im gleichen Zeitintervall eine groflere Strecke zuriick. Um eine optimale
Auftrennung der Proteine zu erreichen, wurde die Dichte des Polyacrylamidgels
durch Variation des Polyacrylamidanteils angepasst. Je dichter die Matrix des Gels,
desto langsamer die Auftrennung, was vor allem bei kleinmolekularen

Peptidketten von Vorteil ist.

Die Bandenschirfe wurde unter Verwendung der diskontinuierlichen
Gelelektrophorese erhoht. Dieses Verfahren basiert auf dem Prinzip der
Anordnung eines grofdporigen Sammelgels mit pH 6,8 vor einem kleinporigen
Trenngel mit pH 8,8 sowie dem Einsatz eines Trishydroxymethylaminomethan
(TRIS)-Chlorid/TRIS-Glycin-Puffers. Der isoelektrische Punkt des Glycins liegt bei
pH 5,97, sodass das Glycin im Sammelgel zum Teil als Zwitterion vorliegt und als

sogenanntes ,Folge-Ion“ langsam wandert. Die negativ geladenen Chlorid-lonen
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besitzen indes eine sehr hohe elektrophoretische Mobilitit und werden
infolgedessen auch ,Leit-Ion“ genannt. Die elektrophoretische Mobilitit der
Proteine liegt zwischen denen des Folge- beziehungsweise des Leit-lons. Bei
Anlage eines elektrischen Feldes kommt es durch Ausbildung eines
Feldstarkegradienten zur Isotachophorese. Schnell wandernde Proteine befinden
sich in einem schwachen elektrischen Feld und folgen direkt auf das Leit-lon,
wohingegen sich im Bereich der langsam wandernden Proteine beziehungsweise
des Folge-lons eine starke Feldstarke einstellt. Demzufolge werden langsam
wandernde, grofée Proteine durch das Folge-lon vor sich hergeschoben. Dadurch
bewegen sich alle Proteine unabhangig von ihrer eigenen elektrophoretischen
Mobilitdt gleich schnell. Wahrend des Laufs durch das Sammelgel kommt es zum
»Stacking“-Effekt, einer stapelhaften Anordnung der Protein-lonen nach ihrer
elektrophoretischen Mobilitdat. Einerseits gelingt so eine Vorsortierung und
Konzentration der Proteine, andererseits wird die Aggregation verhindert. Nach
dem Ubergang der Ionen in das kleinporige Trenngel wirken Reibungskrifte auf
die Proteine, wodurch diese aufgehalten werden. Dies trifft nicht auf das
niedermolekulare Glycin zu, das zudem nun nicht mehr als Zwitterion vorliegt und
an den iibrigen Proteinen vorbeiziehen kann. Dadurch sind diese von einem
homogenen Puffer umgeben und trennen sich nach dem zonenelektrophoretischen

Prinzip auf [109].

2.14 Western Blotting

Zur qualitativen und quantitativen Auswertung der aufgetrennten Proteine
wurde sich des Western Blotting Verfahrens mit einer lumineszierenden

Darstellung der Proteinbanden bedient.

Die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden unter
Verwendung eines Tankblottingsystems (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) auf eine
Polyvinylidenfluoridmembran (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) transferiert. In

Transferkassetten wurden das Gel und die Membran zwischen jeweils zwei
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Filterpapiere und Schwiamme gelegt und senkrecht in einen Tank mit Puffer
geklemmt. Wahrend des Transfers wurde fiir eine ausreichende Kiihlung und
Durchmischung des Puffers gesorgt, wobei die angelegte Spannung die
Transferdauer beeinflusste. Durch ein senkrecht zum Gel und der Membran
stehendes elektrisches Feld wurden die Proteine auf die Membran transferiert und
vom schneller wandernden SDS getrennt. Nur durch diese Trennung ist eine
Wechselwirkung der Proteine mit der Transfermembran méglich. Das dem Puffer
zugesetzte Methanol verstirkt diesen Trennvorgang, indem es die
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und SDS verringert und gleichzeitig die
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Membranoberflache verstarkt [109].

Im Anschluss an den Transfer der Proteine wurde die Membran fiir eine Stunde
mit einem , Blocking Agent“ (ECL Blocking Agent, GE Healthcare, Chalfont St Giles,

GB) inkubiert, um unspezifische Antikoérperbindungsstellen zu eliminieren.

Die Inkubation mit dem in TBS-Tween-Puffer gelosten primaren Antikorper
erfolgte bei 4°C iliber 24 Stunden. Die Antigen-Antikoérper-Reaktion beruht auf
sterischer Komplementaritiat, Wasserstoffbriicken- sowie lonenbindungen, Van-
der-Waals-Kriften und hydrophoben Wechselwirkungen. Tabelle 1 zeigt die als

primdre Antikorper verwendeten Immunglobuline sowie deren Verdiinnung.

Bip 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
eNOS 1:2500 BD, Franklin Lakes, NJ, USA
GAPDH 1:100000 Abcam, Cambridge, MA, USA
Histon H3 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
HO-1 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
MnSOD 1:10000 Abcam, Cambridge, MA, USA

Tabelle 1 - Verwendete Antikérper mit Angabe der angewandten Verdiinnung sowie der Hersteller

Nach der Inkubation wurden die Membranen auf Raumtemperatur erwarmt
und zur Elimination ungebundener Antikorper fiinf Mal mit TBS-Tween-Puffer
gewaschen. Die Inkubation mit dem sekundiren Antikérper wurde iliber eine

Stunde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Als sekundire Antikorper kamen, je
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nach Quelle des primdren Antikérpers, ein monoklonaler (Anti-mouse IgG, HRP-
linked Antibody, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) beziehungsweise ein
polyklonaler (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody, Cell Signaling, MA, Danvers,
USA) Antikérper zum Einsatz. Das an die sekundiren Antikorper gebundene
Marker-Enzym  Meerrettichperoxidase  katalysiert die  Oxidation von
chemilumineszierenden Substraten wie z.B. Luminol. Um nicht gebundene
sekunddre Antikorper zu entfernen, wurde die Membran im Anschluss an die

Inkubation erneut 5 Mal mit TBS-Tween-Puffer gewaschen.

Als Detektionsreagenz wurde Amersham™ ECL™ beziehungsweise
Amersham™ ECL™ Plus Western Blotting Detection Reagents Amersham (GE
Healthcare, Chalfont St Giles, GB) verwendet. Die Membranen wurden bei

Verwendung von ECL™ 1min beziehungsweise von ECL™ Plus 5min inkubiert.

Die Lumineszenz wurde, nach Absaugen des Detektionsreagenz, mithilfe
von Filmen (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB)
detektiert [109]. Abbildung 8 zeigt das Prinzip der Bandendetektion.

ALl LLLLLLY

Abbildung 8 — Schematische Darstellung des Prinzips der Bandendetektion mittels primarem
und sekunddrem Antikorper. Das an den sekundaren Antikdrper gekoppelte Enzym
Meerrettichperoxidase katalysiert die Oxidation eines chemilumineszierenden Reagenz. Das
entstehende lumineszierende Licht kann mit Filmen detektiert werden. [4]

Nach Digitalisierung mittels eines Durchlichtscanners (JX 330, Sharp, Osaka,
Japan) erfolgte die Auswertung am Computer mithilfe der Software Scion Image

(Scion Image for Windows Version Beta 4.0.2, Scion Cooperation, Maryland, USA).
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Dabei wurde die ermittelte Signalstarke eines detektierten Proteins stets durch ein
konstant und ubiquitar exprimiertes Protein wie beispielsweise Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) dividiert, um mogliche Unterschiede in der

Ladungsmenge der Gelelektrophoresetaschen auszugleichen.

2.15 Statistische Auswertung

Die Angabe samtlicher Ergebnisse erfolgt als Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwerts (mean+SEM). Zur Priifung der Nullhypothese Hp - , es besteht kein
Unterschied in den Ergebnissen der verschiedenen Gruppen“ - wurde eine
einfaktorielle Varianzanalyse herangezogen. Paarweise Mittelwertvergleiche
erfolgten mit dem Fisher’s Protected Least Significant Difference Test. Als
statistisch  signifikant beziehungsweise hochst signifikant wurde eine
Wahrscheinlichkeit p fiir Ho von p < 0,05 beziehungsweise p < 0,01 gewertet. Als
Statistiksoftware fiir alle Auswertungen wurde StatView (StatView for Windows

5.0.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) verwendet.

35



3. Ergebnisse

3.1 Infarktgrofle, myokardiale Hypertrophie und Lungenédem

Zwischen den Gruppen infarktoperierter Tiere konnte kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der endo- beziehungsweise epikardialen Ausbreitung des
Infarkts im Verhéltnis zum Gesamtumfang festgestellt werden (Pla 0,527+0,012,
PETN 0,511+0,011). Aus Abbildung 9 ist ersichtlich, dass die Herzen

scheinoperierter Tiere erwartungsgemafs keinen Infarkt aufwiesen.

0,6

0,5 —

0,4 ——

0,2 —

0,1
| . | r Sham MI-Pla MI-PETN

a Sham MI-Pla MI-PETN b

Abbildung 9 - a Anteil des linksventrikuldren Infarktareals am Gesamtumfang plus Standard-
abweichung. b Exemplarische Schnitte des linken Ventrikels aus den Studiengruppen. Jeweils 10
Wochen nach Operation - Scheinoperierte Tiere (Sham), Tiere mit Infarkt und 9-wéchiger Placebogabe
(MI-Pla), Tiere mit Infarkt und 9-wdéchiger Therapie mit PETN (MI-PETN); n=11-14.

Abbildung 10 ist zu entnehmen, dass die Ratio aus Gewicht des
linksventrikuldiren Myokards und des Korpergewichtes keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen vorwies. Die Betrachtung der
absoluten Myozytengrofde zeigte jedoch einen signifikanten Unterschied zwischen
scheinoperierten Tieren (5823,0+210,033 Pixel) und herzinsuffizienten Tieren
unter Placebogabe (6651,769+151,250 Pixel). Die Nitrat-Therapie konnte eine
Hypertrophie nicht signifikant verhindern, es kam jedoch unter der Therapie im
Vergleich mit scheinoperierten Tieren zu keiner signifikant verstiarkten

Hypertrophie (6383,273+226,504 Pixel).
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Abbildung 10 - a Mittelwerte des Verhéltnisses der linksventrikuldren Masse zur Kérpermasse plus
Standardabweichung bei n=11-15. b Mittelwert der Myozytengréfde in Pixel plus Standard-
abweichung; n=11-13, ** = p < 0,01. Jeweils 10 Wochen nach Operation - Scheinoperierte Tiere
(Sham), Tiere mit Infarkt und 9-wdchiger Placebogabe (MI-Pla), Tiere mit Infarkt und 9-wéchiger
Therapie mit PETN (MI-PETN).

Ein Lungenddem entsteht durch pulmonalvendse Stauung im Sinne eines
Riickwartsversagens und spiegelt dann die linksventrikuldre Insuffizienz klinisch
in Form einer Dyspnoe wieder [110]. Die Gewichtsdifferenzen zwischen frisch
entnommenem und getrocknetem Lungengewebe lassen einen Riickschluss auf
das Ausmafd des Lungenddems zu. Wie Abbildung 11 zu entnehmen, zog ein
Myokardinfarkt in signifikantem Mafle ein Lungenddem nach sich (Sham
1,066+0,028 mg, MI-Pla 2,278+0,342 mg). Die Therapie mit PETN hatte keinen
Einfluss auf die Ausbildung eines Lungenddems (MI-PETN 2,388+0,436 mg).
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Abbildung 11 - Mittelwerte der Differenz des feuchten und getrockneten Lungengewebes in mg
plus Standardabweichung; 10 Wochen nach Operation - Scheinoperierte Tiere (Sham), Tiere mit
Infarkt und 9-woéchiger Placebogabe (MI-Pla), Tiere mit Infarkt und 9-wdéchiger Therapie mit PETN
(MI-PETN); n=11-15; ** = p<0,01.
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3.2  Hamodynamische Messungen

Die Messungen der Himodynamik zeigten ein diverses Bild, wie aus Tabelle

2 ersichtlich ist.

Sham MI-Pla MI-PETN

MAP [mmHg] 101,650£4,568 92,329+2,860 89,418+4,568
LVSP [mmHg] 159,875+7,076 117,907+5,1202 126,391£6,234P
LVEDP [mmHg] 4,567+0,366 25,793+3,1232 27,173+4,836"
RAP [mmHg] 6,254+0,604 11,038+1,996 2 6,092+0,707 ¢
dP/dt max 11191,727+381,373 5372,600+£313,6732 7268,000£902,186 bc
EF [%] 52,527%2,826 38,551+1,9002 50,272+4,349 ¢
LVESV [ul] 32,285%0,132 49,827+2,468 2 37,879%3,383 ¢
LVEDV [ul] 49,930£1,524 70,911+3,4702 61,770%3,319

Tabelle 2 - Haimodynamische Messungen, Mittelwerte plus Standardabweichung; mittlerer Druck
in der Aorta (MAP), linksventrikuldrer systolischer Druck (LVSP), linksventrikuldrer
enddiastolischer Druck (LVEDP), Vorlast (RAP), Kontraktilitat (dP/dt max), Ejektionsfraktion (EF),
linksventrikuldres endsystolisches Volumen (LVESV), linksventrikuldres enddiastolisches Volumen;
n=11-15, a = p<0,05 Sham - MI-Pla, b = p<0,05 Sham - MI-PETN, c = p<0,05 MI-Pla - MI-PETN; 10
Wochen nach Operation - Scheinoperierte Tiere (Sham), Tiere mit Infarkt und 9-wochiger
Placebogabe (MI-Pla), Tiere mit Infarkt und 9-woéchiger Therapie mit PETN (MI-PETN).

So wurde der arterielle Mitteldruck (MAP) durch die PETN-Therapie im

Vergleich zu scheinoperierten Tieren unter Placebogabe signifikant erniedrigt.

Auch hinsichtlich der linksventrikuldren Driicke ergaben sich signifikante
Unterschiede im Vergleich der scheinoperierten zu den Tieren mit Myokardinfarkt.
Scheinoperierte Tiere erreichten hohere linksventrikuldre systolische Driicke, bei
gleichzeitig niedrigeren enddiastolischen Driicken. In den Gruppen der

infarzierten Tiere zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede.

Der rechtsatriale Druck, als Parameter der Vorlast, konnte durch PETN-
Therapie unterhalb jenes Drucks in den scheinoperierten Tieren gehalten werden.
Im Unterschied dazu kam es bei infarzierten Tieren unter Placebo zu einer

signifikanten Erhohung der Vorlast.

38




Die Messungen der Kontraktilitdt ergaben eine signifikant bessere Leistung
der scheinoperierten Tiere. Innerhalb der Gruppe der infarzierten Tiere konnte die
PETN-Therapie eine signifikant verbesserte Kontraktilitit bewirken. Die
verbesserte  Kontraktilitit offenbarte sich auch in der gemessenen
Ejektionsfraktion (EF), die zur Quantifizierung einer Herzinsuffizienz

herangezogen werden kann [15].

Beziiglich der linksventrikularen Volumina konnte die Gabe von PETN-
Therapie die Steigerung des endsystolischen Volumens nach Myokardinfarkt im
Vergleich zur Placebogabe signifikant abschwdchen. Dies ldsst sich mit der
erhaltenen Auswurffraktion in Verbindung bringen. Nach Myokardinfarkt kam es
unabhdngig von der Substratgabe zu einer Dilatation, welche sich in einem

vergrofderten enddiastolischen Volumen zeigte.

3.3  Kollagen im Myokard

Die Untersuchung des Kollagengehalts innerhalb des Myokards zeigte unter
Placebogabe eine deutlich erhohte Kollagenablagerung in den Herzen der
infarzierten Tiere. Die PETN-Behandlung konnte eine Fibrosierung -effektiv
unterbinden, sodass der Kollagengehalt der therapierten Tiere nahezu auf dem
Niveau der scheinoperierten lag. Abbildung 12 zeigt exemplarische Beispiele aus

den Studiengruppen.

Sham MI-Pla MI-PETN
Abbildung 12 - Exemplarische Schnitte in der Hellfeldmikroskopie zeigen den Kollagengehalt 10
Wochen nach Operation - Scheinoperierte Tiere (Sham), Tiere mit Infarkt und 9-wochiger
Placebo-Gabe (MI-Pla), Tiere mit Infarkt und 9-wdéchiger Therapie mit PETN (MI-PETN).
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3.4  Angiogenese

Das Ausmafd der Angiogenese zeigte in der Folge eines Myokardinfarktes
einen signifikanten Abfall (Sham 12,086+0,837 CD31/Feld, MI-Pla 10,046+0,474
CD31/Feld). Die Therapie mit PETN konnte diesen Abfall vollstiandig unterbinden,
sodass die Angiogenese auf Niveau der scheinoperierten Tiere (12,096+0,713

CD31/Feld) lag, was aus Abbildung 13 hervorgeht.
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Abbildung 13 - Mittelwert der CD31-positiven Zellen pro Mikroskopfeld plus Standard-
abweichung zur Quantifizierung Angiogenese [CD31/Feld]; 10 Wochen nach Operation -
Scheinoperierte Tiere (Sham), Tiere mit Infarkt und 9-wdchiger Placebogabe (MI-Pla), Tiere mit
Infarkt und 9-wdchiger Therapie mit PETN (MI-PETN); n=8-11; * = p<0,05

3.4  Reaktive Sauerstoffspezies

Die Konzentration von Superoxidanionen wurde sowohl im Gewebe der
Aorta als auch direkt im Myokard ermittelt. Die Messungen im Aortengewebe
ergaben hochst signifikant erhéhte Superoxidspiegel bei Tieren mit
Myokardinfarkt unter Placebogabe (0,07+0,012 a.u. (arbitrary unit)) im Verhaltnis
zu scheinoperierten Tieren (0,041+0,003 a.u.). Unter dem Einfluss von PETN
(0,045+0,005 a.u.) konnte dieser Anstieg nach Myokardinfarkt signifikant
unterbunden werden, wie Abbildung 14 darstellt. Ein vergleichbares Ergebnis

konnte fiir die mitochondriale Superoxidanionkonzentrationen gezeigt werden.
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Abbildung 14 - a Mittelwert der ROS im Gewebe der Aorta in a.u. plus Standardabweichung; n=6-
14. b Mittelwert der mitochondrialen ROS im Gewebe der Aorta korrigiert in a.u. plus
Standardabweichung n= 12-16. * = p<0,05, ** = p<0,01; Jeweils 10 Wochen nach Operation -
Scheinoperierte Tiere (Sham), Tiere mit Infarkt und 9-wdéchiger Placebogabe (MI-Pla), Tiere mit
Infarkt und 9-woéchiger Therapie mit PETN (MI-PETN).

Auch bei Messungen der Menge mitochondrialer reaktiver
Sauerstoffspezies im Myokard prasentierte sich ein vergleichbares Bild. Abbildung
15 beschreibt, dass die scheinoperierten (0,021+0,002 au.) und PETN-
therapierten, infarzierten Tiere (0,023+0,003 a.u.) &dhnlich niedrige
Konzentrationen aufwiesen, die Spiegel bei Tieren mit Myokardinfarkt unter

Placebogabe (0,033+0,003 a.u.) aber signifikant erhoht waren.
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Abbildung 15 - Mittelwert der mitochondrialen ROS im linksventrikuldaren Myokard in a.u.
plus Standardabweichung 10 Wochen nach Operation - Scheinoperierte Tiere (Sham), Tiere
mit Infarkt und 9-woéchiger Placebogabe (MI-Pla), Tiere mit Infarkt und 9-wéchiger Therapie
mit PETN (MI-PETN); n=8-10; * = p<0,05, ** = p<0,01.
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3.5 Proteinexpressionsmuster

Ergianzend zu den Untersuchungen der Superoxidspiegel wurden
verschiedene Proteine mit Einfluss auf die Redox-Homoostase im Gewebe der

Aorta untersucht.

So zeigten sich beispielsweise Unterschiede in der Expression des Enzyms
MnSOD im Gewebe der Aorta, welche in Abbildung 16 zu sehen sind. Der
Myokardinfarkt flihrte in Tieren unter Placebogabe (0,284+0,046 a.u.) zu einer
erniedrigten Expression der MnSOD im Vergleich zu scheinoperierten Tieren
(0,391+0,034 a.u.), wahrend die Therapie mit PETN die Expression der MnSOD im
aortalen Gewebe aufrecht erhielt (0,514+0,031 a.u).
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Abbildung 16 - a Mittelwert der Expression von MnSOD normalisiert durch die ubiquitar konstant
exprimierte GAPDH plus Standardabweichung 10 Wochen nach Operation - Scheinoperierte Tiere
(Sham), Tiere mit Infarkt und 9-wdéchiger Placebogabe (MI-Pla), Tiere mit Infarkt und 9-wéchiger
Therapie mit PETN (MI-PETN); , n=8-9, * = p<0,05. b Exemplarischer Western Blot.

Ahnliches konnte auch fiir die HO-1 beobachtet werden, was aus Abbildung
17 zu ersehen ist. Im Vergleich mit den scheinoperierten Tieren (1,063+£0,101 a.u.)
kam es unter der Nitratgabe (1,116+0,163 a.u.) zu einer Induktion der Expression
im Gewebe der Aorta. Im Gegensatz dazu fiihrte der Myokardinfarkt unter Placebo

(0,591+0,116 a.u.) zu einer signifikant verminderten Expression.
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Abbildung 17 - a Mittelwerte der Expression von HO-1 normalisiert durch die ubiquitar konstant
exprimierte GAPDH plus Standardabweichung 10 Wochen nach Operation - Scheinoperierte Tiere
(Sham), Tiere mit Infarkt und 9-wdchiger Placebogabe (MI-Pla), Tiere mit Infarkt und 9-wéchiger
Therapie mit PETN (MI-PETN); , n=5, * = p<0,05. b Exemplarischer Western Blot.

Die Therapie mit PETN hielt die Expression der eNOS auch nach
Myokardinfarkt (0,181+0,017 a.u.) anndhernd auf dem Niveau von
scheinoperierten Tieren (0,196+0,012 a.u.), wohingegen es zu einem Abfall unter

der Placebogabe kam (0,131+0,019 a.u.). Dies ist anhand der Abbildung 18 zu

erkennen.
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Abbildung 18 - a Mittelwerte der Expression von eNOS normalisiert durch die ubiquitar
konstant exprimierte GAPDH plus Standardabweichung 10 Wochen nach Operation -
Scheinoperierte Tiere (Sham), Tiere mit Infarkt und 9-wochiger Placebogabe (MI-Pla), Tiere mit
Infarkt und 9-woéchiger Therapie mit PETN (MI-PETN); , n=8-9, * = p<0,05. b Exemplarischer
Western Blot.
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4, Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte der Pharmakotherapie mit
dem organischen Nitrat PETN bei chronischem experimentellem Herzinfarkt in
Ratten untersucht. Es konnten neben einer Beeinflussung der Himodynamik auch
positive Effekte auf Fibrose und Angiogenese des vitalen Myokards festgestellt
werden. Des Weiteren konnten im Myokard und im Gewebe der Aorta durch die
PETN-Therapie Veranderungen der Redox-Homoostase und der an ihr beteiligten

Enzyme beobachtet werden.

Abgesehen von der in dieser Arbeit gewadhlten Methode gibt es eine Vielzahl
anderer Tiermodelle zur Erforschung der Herzinsuffizienz. Eine Herzinsuffizienz
kann durch eine Koronararterienembolisation, durch eine tachykardie-induzierte
Kardiomyopathie sowie durch Druck- und Volumeniiberladung ausgelost werden
[111]. Da die systolische Herzinsuffizienz in etwa zwei Drittel dtiologisch auf die
KHK zurilickzufiihren ist, spricht vieles fiir den Einsatz eines Modells mit
Simulation einer KHK zur Erforschung der Herzinsuffizienz [1]. Im Modell der
Koronararterienligatur fithren die morphologischen Veranderungen des vitalen
Myokards zu Dilatation und kompensatorischer Hypertrophie, welche wiederum
eine Verminderung der linksventrikuldren Funktion zur Folge haben [111].

Natiirlich muss beachtet werden, dass die Koronararterienligatur in der
Ratte die Pathogenese einer koronaren Herzerkrankung beziehungsweise einer
Myokardischamie im Menschen nicht getreu widerspiegelt. Des Weiteren
unterscheidet sich das kardiovaskuldre System der Ratte in der Elektrophysiologie
ihres Myokards, der Koronardurchblutung und der kardialen Proteinexpression
vom Menschen [111]. Dennoch konnten Fishbein et al. bereits 1978 eine
ausreichende Vergleichbarkeit der histologischen Befunde belegen, wenn auch die
Veranderungen des Myokards in der Ratte schneller vonstatten gehen [104, 112].
Im Umkehrschluss ist zu vermuten, dass somit die Dauer der Therapie im
Tiermodell einem langeren Therapiezeitraum beim Menschen entspricht.

Ein filhrendes Argument gegen den Einsatz der Koronarligatur in der

Erforschung der Herzinsuffizienz ist die hohe Letalitit in den ersten

44



postoperativen Stunden. Vorbeschrieben sind Letalitatsraten von 35 bis 50%
[111]. Durch eine schonende Operationsweise sowie eine engmaschige
Uberwachung in den ersten postoperativen Stunden und bedarfsgerechter
Herzdruckreanimation wurde eine derartig hohe Letalitat in der vorliegenden
Arbeit vermieden.

Neben den morphologischen Veranderungen im Myokard wurden in dieser
Arbeit auch die Auswirkungen der Herzinsuffizienz beziehungsweise der Therapie
mit PETN auf das Gewebe der Aorta untersucht. Bekannt ist, dass die
Koronararterienligatur Verdnderungen in den Gefdflen, wie ein vermindertes
Ansprechen auf vasodilatierende Faktoren, verursacht [113, 114].

Zusammenfassend scheint das Modell der Koronararterienligatur in der
Ratte durchaus geeignet fiir die Erforschung der ischamisch bedingten

chronischen Herzinsuffizienz und ihrer Therapiemdoglichkeiten.

Erwartungsgemafi gab es hinsichtlich der Infarktgrofie keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der Gruppe der Tiere mit experimentellem
Myokardinfarkt. Der Therapiebeginn sieben Tage nach der
Myokardinfarktoperation war ausreichend spidt gewahlt, um einen moglichen
Einfluss des PETNs auf die erste Phase des Remodelings nach Myokardinfarkt, die
vorzugsweise das Infarktareal involviert, zu verhindern. Anhand der gewonnenen
Resultate lassen sich demnach die Wirkungen des PETNs auf die zweite, sich liber
Wochen bis Monate erstreckende und das gesamte linksventrikulare Myokard
betreffende Phase des Remodelings erfassen [22, 25].

Pfeffer et al. belegten, dass Infarkte, die weniger als 30% des
linksventrikuldren Myokards umfassen, in der Ratte zu keinerlei Beeintrachtigung
der linksventrikuldren Funktion fiihren, wahrend grofRere Infarkte innerhalb von
drei Wochen die Entwicklung einer Herzinsuffizienz nach sich ziehen [104]. Vor
diesem Hintergrund wurden die weiteren Untersuchungen ausschliefslich auf Tiere
mit einer Infarktausdehnung von mindestens 40% bis maximal 60% des
linksventrikularen Myokards beschrankt und damit gewahrleistet, dass das Ziel,

die Induktion einer Herzininsuffizienz, sicher erreicht wurde.
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Das Verhiltnis der Masse des linken Ventrikels zum Korpergewicht zeigte
keine signifikanten Abweichungen zwischen den Gruppen. Jedoch konnten
signifikant hypertrophierte Myozyten in der Gruppe der Placebo-behandelten,
infarzierten Tiere im Vergleich zur Gruppe der scheinoperierten Tiere
nachgewiesen werden. Da die Organentnahme nach der initialen postischamischen
Inflammation durchgefiihrt wurde, stehen die Ergebnisse im Einklang mit dlteren
Veroffentlichungen. Pfeffer et al. beschrieben eine initiale Zunahme des
linksventrikuldren Gewichts nach Myokardinfarkt durch Inflammation und Odem
und nach Abklingen der Inflammation eine Normalisierung der linksventrikuldren
Masse bei kompensatorischer Hypertrophie der verbliebenen Myozyten [115].

Der Verlust kontraktilen Myokards fiihrt zur Dilatation durch Ausdiinnung
der Ventrikelwand [110]. Diese Vergrofserung des linksventrikuldren Innenradius
fiihrt, dem Laplace-Gesetz zur Folge, zu einer Steigerung der Wandspannung. Das
Gesetz beschreibt jedoch auch den Ausgleich des erhohten Wandstresses infolge
einer Vergrofierung des transmuralen Drucks und/oder Innendurchmessers,
durch eine Zunahme der Wandstarke [26]. Eine solche Zunahme der Wandstarke
als Folge einer ventrikuliren Volumensteigerung spiegelt sich in der
Myozytenhypertrophie im Myokard der herzinsuffizienten Tiere unter
Placebogabe wieder. Unter der Therapie mit PETN konnte die Herzinsuffizienz
weder eine signifikante Vergréfierung des linksventrikularen Volumens noch eine
signifikante Hypertrophie der Myozyten hervorrufen. Die PETN-Gabe scheint
somit einer Dilatation im Rahmen des myozytiren Herzinsuffizenz-Remodelings
entgegenzuwirken.

Als Konsegenz der eingeschrankten Pumpfunktion des Herzens kommt es
im Zuge der neurohumoralen Aktivierung zu einer vermehrten Sekretion von
Renin und dadurch zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS). Der in der Folge erhohte Aldosteronspiegel fiihrt in der Niere zu
einer Salz- und Fliissigkeitsretention und so zu einer Vergrofierung des
intravasalen Volumens. Damit erhoht sich vor allem der Druck im
Niederdrucksystem, woraus sich eine Vorlaststeigerung ergibt [26]. Diese erhohte
Vorlast konnte bei herzinsuffizienten Tieren nach Myokardinfarkt an Hand

erhohter rechtsatrialer Driicke beobachtet werden. Unter der Therapie mit PETN
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kam es in der Folge des Myokardinfarktes zu keiner Steigerung des Druckes im
rechten Vorhof. Dies steht im Einklang mit der vorbeschriebenen
vasodilatierenden Wirkung von PETN auf grof3e venose Gefafde [39, 40, 85].

Die Herzinsuffizienz wirkt sich auch auf den aortalen Mitteldruck und damit
auf die Nachlast aus [1, 12]. Der MAP war in den herzinsuffizienten Tieren
vermindert, wobei die PETN-Therapie im Vergleich mit der Placebogabe eine
weitere, signifikante Senkung verursachte. Der Druck in der Aorta ist ein Produkt
aus dem Schlagvolumen des linken Ventrikels und dem totalen peripheren
Widerstand [26]. Im Fall der placebo-behandelten Gruppe, deren Tiere eine
eingeschrankte Pumpfunktion aufwiesen, mag die
Ejektionsfraktionseinschrankung ursachlich fiir die niedrigeren MAPs sein. Die
Tiere der PETN-behandelten Gruppe wiesen jedoch lediglich einen minimalen,
nicht signifikanten Ejektionsfraktionsverlust auf. Somit mag die MAP-Suppression
Folge der dilatorischen Wirkung von PETN auf grof3e arterielle Gefdf3e sein, konnte
jedoch auch ein Zeichen hoher Nitrat-Wirkstoffspiegel sein, bei denen auch
Widerstandsgefafde dilatiert werden [39, 40, 85].

Neben der Zunahme des linksventrikularen enddiastolischen
Flllungsdrucks in infarzierten Tieren konnte auch die Entwicklung eines
Lungenddems erfasst werden. Eine verminderte Compliance des Ventrikels durch
Hypertrophie oder Fibrose sowie ein erniedrigtes systolisches Schlagvolumen
bedingen eine Erhohung des enddiastolischen Fullungsdrucks, wodurch es zum
Riickstau in die Lunge mit der Folge erhohter Kapillardriicke kommt [11, 116].
Diese Erhohung des hydrostatischen Drucks fithrt im Interstitium des
Lungengewebes zur Ansammlung serdser Fliissigkeit und bedingt das Symptom
der Dyspnoe [11]. Da das Lungendédem ein typisches Symptom der
Herzinsuffizienz ist, fligt sich die vermehrte Fliissigkeitsablagerung in den Lungen
der infarzierten Tiere in das Bild einer erfolgreich induzierten Herzinsuffizienz ein.
Obwohl PETN die Pumpfunktion erhalten konnte, hatte es keine Wirkung auf den
enddiastolischen Druck und beeinflusste auch nicht das Ausmafd des
Lungenddems. Allerdings wurde dieses nur mittels einer Methode bestimmt.

Atiologisch lasst sich die verminderte linksventrikulire Compliance unter

anderem auf eine erhohte Fibrosierung durch interstitielle Kollagenablagerungen
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im Myokard herzinsuffizenter Tiere unter Placebogabe zuriickfiihren. In den Tagen
und Wochen nach einem Myokardinfarkt entwickelt sich im verbliebenen Myokard
eine Fibrose, welche zu einer weiteren Verschlechterung der linksventrikuldren
Funktion fiihrt [35, 117]. Unter der Therapie mit PETN konnte eine signifikant
erniedrigte Kollagenablagerung im Interstitium des vitalen Myokardiums
beobachtet werden. Fraccarollo et al. konnten zeigen, dass eine Induktion der
eNOS zu signifikant verminderter Kollagendisposition im verbliebenen vitalen
Myokard sowie zu einem erniedrigten enddiastolischen linksventrikularen Druck
fiihrt [45]. Im Einklang mit dieser Beobachtung besteht Evidenz dafiir, dass die
verringerte Kollagenablagerung auf erh6hten NO- beziehungsweise cGMP-Spiegeln
basiert. So wird vermutet, dass der Einfluss von NO auf das Remodeling liber eine
Modulierung der Funktionalitit verschiedener an der elektro-mechanischen
Kopplung beteiligter Proteine durch die PKG1 und damit verbundenen
Anderungen des Ca?*-Haushalts und der Kontraktilitit vermittelt wird. [44]. Ein
Zusammenhang der verminderten Fibrose mit unter PETN-Therapie erh6hten NO-
Spiegeln liegt somit nahe. Fraglich bleibt, weshalb die verminderte Fibrose sich
nicht in einer erhaltenen Compliance mit niedrigem enddiastolischem
Fiillungsdruck wiederspiegelt.

Als Zeichen einer linksventrikuldren systolischen Dysfunktion ldsst sich
eine verminderte linksventrikulare Kontraktilitit (dp/dt max) sowie eine
reduzierte Ejektionsfraktion herzinsuffizienter Tiere nachweisen. Diese
Einschrankungen der Herzfunktion als Folge des Myokardinfarkts sind
vorbeschrieben [45]. Im gesunden Herzen fiihrt eine Erhéhung der Vorlast, also
eine Vergrofderung des enddiastolischen Volumens in physiologischen Grenzen, zu
einem vergrofierten Schlagvolumen. Dies hdngt mit der als Frank-Starling-
Mechanismus bezeichneten Kraft-Spannungs-Beziehung zusammen. Die erhohte
Vorspannung fiihrt zu einer héheren Kalziumempfindlichkeit der kontraktilen
Elemente des Myozyten, welche eine gesteigerte Kontraktilitit im Verlauf der
isovolumetrischen Anspannungsphase mit sich bringt [118]. Im Falle des Verlusts
kontraktilen Gewebes und eines folglich erniedrigten Schlagvolumens kommt es zu
einem gesteigerten enddiastolischen Volumen. Dieses kann jedoch aufgrund der

eingeschrankten Pumpfunktion nicht addquat ausgeworfen werden, was zu einem
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vergrofderten endsystolischen Volumen und einer verminderten Ejektionsfraktion
fiihrt [118]. Eine erniedrigte Kontraktilitit und eine verminderte Ejektionsfraktion
konnten bei herzinsuffizienten Tieren unter Placebogabe beobachtet werden. Auch
spiegelt sich die eingeschrankte myokardiale Funktion der infarzierten Tiere im
erniedrigten linksventrikuldren systolischen Druck wider. Die Therapie mit PETN
vermochte zwar kaum den LVSP, jedoch die Kontraktilitat eingeschrankt und die
Ejektionsfraktion nahezu vollstindig zu erhalten. Ursachen hierfiir konnten eine
verminderte Nachlast oder eine erhaltene myozytare Funktion mit in Grenzen

erhaltenem Frank-Starling-Mechanismus sein.

Der Begriff Angiogenese beschreibt den Prozess der ,Neovaskularisation
aus bereits bestehenden Blutgefiafsen“ [12]. Zellproliferation, Migration und
Kapillarbildung gehéren zu den notwendigen Mechanismen der Angiogenese
[119]. Eine vermehrte Angiogenese wird iliber eine bessere Versorgung des
Gewebes mit einer verbesserten myokardialen Funktion in Verbindung gebracht.
Da die Oz-Extraktion des Myokards in Ruhe bereits bei 60% liegt, wird die
Kapazitit der myokardialen Sauerstoffversorgung tiberwiegend durch die
Kapillardichte bestimmt [120-122]. Mittels immunhistochemischer Farbung
konnte gezeigt werden, dass die Angiogenese im vitalen Myokard
herzinsuffizienter Tiere unter Placebogabe signifikant vermindert war. Ein solches
Anpassungsdefizit des Kapillarnetzes an die Hypertrophie der Myozyten ist
vorbeschrieben und scheint auf einer gleichbleibenden Kapillaranzahl bei
steigendem myozytarem Zellvolumen zu basieren [121, 123, 124]. Die Funktion
hypertrophierter Myozyten ist jedoch von einer ausreichend gesteigerten
Angiogenese abhdngig. Das Aufimafd der Neovaskularisation unterscheidet die
physiologische, durch Training induzierte von der pathologischen Hypertrophie.
Letztere, durch Herzinfarkt, Klappenerkrankungen oder arterielle Hypertonie
hervorgerufene Hypertrophie geht mit einer beeintrachtigten koronaren
Angiogenese einher [125]. Die ungeniigende Neovaskularisation im Verlauf der
Herzinsuffizienz konnte durch die Therapie mit PETN nahezu vollstindig
unterbunden werden. Moglicherweise tragt dies zu der erhaltenen Kontraktilitat

und Ejektionsfraktion bei.
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Unabhdngig von den Auswirkungen stellt sich die Frage, durch welchen
Mechanismus die Therapie mit PETN die Kapillardichte erhalt. Der Prozess der
Angiogenese hadngt von einer Aktivierung des Endothels von ruhenden,
differenzierten Zellen zu proliferierenden, migrierenden Zellen ab [126, 127]. Ein
Mediator der Prozesse von Proliferation und Migration ist NO, welches in
Abhédngigkeit seines Spiegels angiogen wirkt. [49, 128, 129]. Mehrere die
Angiogenese induzierende Zytokine benutzen NO als second messenger. Hierzu
zahlen der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Angiotensin II und
Prostaglandin E» [49, 130-132]. Auf molekularer Ebene scheint NO die
Zellprozesse wie auch die Angiogenese zum Teil durch S-Nitrosylierung
verschiedener Proteine zu steuern, zum anderen konnte die Abhdngigkeit der
Angiogenese vom NO/cGMP-Signalweg aufgezeigt werden [133, 134]. cGMP
aktiviert Kinase-Kaskaden, die neben PKG-1 auch Mitogen Activated Protein
Kinasen (MAPK) wie ERK, Rafl und Ras beinhalten, und zeigt so eine Mitose-
fordernde Wirkung [135].

Es lasst sich deshalb vermuten, dass die erhaltene Kapillardichte ein Effekt
erhohter myokardialer NO-Spiegel in Folge der PETN-Therapie ist. Jedoch ist es
ebenfalls moglich, dass auch andere an der Angiogenese beteiligte Signalwege
durch die Therpie mit PETN beeinflusst werden. So konnten Conner et al.
aufzeigen, dass es in der Folge einer Uberexpression der MnSOD zur Steigerung
der Expression des VEGF und somit zur vermehrten Angiogenese kommt. Die
Signalkette scheint dabei eine vermehrte Oxidation des Phosphatase-and-Tensin-
Homologon (PTEN) durch erhéhte H;02-Spiegel zu involvieren [119, 136]. Die
Untersuchungen der Expressionsmuster auf Ebene der Proteine wies in dieser
Arbeit eine erhohte Konzentration der MnSOD in den Tieren unter der Therapie
mit PETN auf. Dies lasst auf eine erhohte Produktion von H20:; durch die SOD

schliefRen und damit auf die oben beschriebene Hypothese.
Die Messung der Superoxidanionen wurde mittels DHE beziehungsweise

Mitosox-DHE sowohl im Gewebe der Aorta als auch mittels Mitosox-DHE im

linksventrikuldren Myokard durchgefiihrt. Somit konnten einerseits Effekte der
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PETN-Therapie auf das Gefafdsystem, andererseits auf das Myokard nachgewiesen
werden.

Die Ergebnisse ergaben signifikant erhohte ROS-Spiegel sowohl im Gewebe
der Aorta als auch im linksventrikuldren Myokard der herzinsuffizienten Tiere,
sofern keine Therapie mit PETN erfolgt war. Eine derartige oxidative Dysbalance
ist kennzeichnend fiir eine Vielzahl kardiovaskuldrer Erkrankungen und auch
Folge eines Myokardinfarkts [35, 67, 137].

Die erhohten ROS-Spiegel in der Aorta weisen darauf hin, dass es im
Rahmen der Folgeprozesse nach Myokardinfarkt mit Ausbildung der
Herzinsuffizienz zu einer nicht auf das Myokard begrenzten systemischen
Reaktion kommt. Dementsprechende Beobachtungen sind vorbeschrieben, wobei
gezeigt werden konnte, dass vor allem die glatten Muskelzellen der Gefafdwand auf
erhOohte Angiotensin-II-Spiegel mit einer Induktion der Expression der NAD(P)H-
Oxidase reagieren [78, 138].

Um den Ort der Produktion der Superoxidanionen genauer einzugrenzen,
wurde die Messung sowohl mit DHE, einem Indikator fiir Superoxidanionen in der
ganzen Zelle, als auch mit Mitosox-DHE, das sich spezifisch in die Membranen der
Mitochondrien einlagert, durchgefiihrt. Durch das negative Membranpotential,
dass durch die Reaktionen der Atmungskette entsteht, lagert sich der positiv
geladene Mitosox-Komplex tiberwiegend in die mitochondrialen Membranen ein,
sodass dort 100- bis 1000-fach hohere Konzentrationen erreicht werden [106]. Es
ist moglich, dass die ortliche Spezifitit des Mitosox sowohl durch Oxidation auf
dem Weg zu den Mitochondrien im Zytosol als auch durch Diffusion der
mitochondrial generierten Superioxidanionen ins Zytosol negativ beeinflusst wird.
Jedoch lasst sich die auf diesem Weg oxidierte Mitosox-Menge im Vergleich zu der
Oxidation im Mitochondrium auf Grund der starken Anreicherung laut
Mukhopadhyay et al. vernachlassigen [139]. Demnach ist eine ausreichende
ortliche Spezifitat des Mitosox anzunehmen.

Vergleicht man nun den Anstieg der mitochondrialen ROS-Spiegel nach
Myokardinfarkt mit dem Anstieg der ROS-Spiegel in der gesamten Zelle, so fallt auf,

dass sich diese stark dhneln. Prinzipiell ist folglich zumindest im Gewebe der Aorta
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eine Uberwiegend im Mitochondrium generierte Dysbalance des Redox-
Stoffwechsels anzunehmen.

Unabhingig von der Ortlichkeit der Superoxidproduktion innerhalb der
Zelle fallt auf, dass die Therapie mit PETN einen signifikaten Anstieg der
Superoxidanionenkonzentration bei Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt
unterbindet. Beobachtungen iiber antioxidative Effekte des PETN sind, meist im
Vergleich mit einer Nitroglycerintherapie, vorbeschrieben. So erklarten Wenzel et
al. die ausbleibende Toleranzentwicklung bei der Therapie mit PETN durch
fehlende Induktion der Sauerstoffmetabolitenproduktion beziehungsweise durch
Induktion antioxidativer =~ Mechanismen [102]. Ein dementsprechender
antioxidativer Effekt des PETN kann mit den vorliegenden Daten auch fiir eine

Gabe bei Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt belegt werden.

Welchen Einfluss genau die Therapie mit PETN auf welche antioxidativen
Mechanismen hat, ist aktuell unzureichend geklart. Daiber et al. konnten eine
Induktion der Expression von HO-1 durch PETN beobachten [65, 140]. Die
Steigerung der HO-1-Expression scheint ein Schutzmechanismus der Zelle gegen
oxidativen Stress zu sein [141, 142]. So fiihren beispielsweise erhohte
Angiotensin-II-Spiegel zu einer Induktion der HO-1. Wahrend organische Nitrate
wie ISMN eine Angiotensin-II-verursachte HO-1-Zunahme verhindern, kommt es
im Rahmen einer PETN-Therapie zu einer dariiber hinausgehenden Steigerung der
HO-1-Expression, die liber den Transkriptionsfaktor Nfr2 vermittelt zu werden
scheint [143-145]. Zu den Produkten der HO-1 gehoren Ferritin, Bilirubin und
Kohlenmonoxid [145]. Die beiden letzteren sind Induktoren der GTP-
Cyclohydrolase (GCH-1), die an der Synthese des Kofaktors der eNOS, BH4, beteiligt
ist. Ublicherweise kommt es bei Herzinsuffizienz im Rahmen der neurohumoralen
Aktivierung Uber das RAAS durch Angiotensin-II zu einer Verminderung der
Expression der GCH-1 und der Dihydrofolatreduktase (DHFR). Letztere ist auch ein
Enzym der BH4-Synthese [143]. Es gibt Hinweise, dass es im Zuge verminderter
BH4-Spiegel, als Folge der Oxidation zu Trihydrobiopterin (BH3) durch Peroxynitrit

oder der verringertern Synthese, leichter zu einer Entkopplung der eNOS mit
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Superoxidanionenproduktion kommt [143, 145-147]. Darliber hinaus besitzen
Bilirubin und Ferritin selbst antioxidative Eigenschaften [103, 143, 148-150].

Analog zu den oben beschriebenen Beobachtungen, welche tiberwiegend im
Myokard diabetischer beziehungsweise hypertensiver herzinsuffizienter Ratten
gemacht wurden, zeigte sich auch in dieser Arbeit in der Aorta von ischamisch
bedingt herzinsuffizienten Tieren eine erhohte Expression von HO-1 unter PETN-
Therapie. Diese lbertraf diejenige in scheinoperierten Tieren, wahrend die
Expression in Placebo-behandelten herzinsuffizienten Tieren supprimiert wurde.
Beziiglich der antioxidativen Wirkungen durch die HO-1-Induktion kann von
ahnlichen Vorgingen wie in den oben beschriebenen Modellen ausgegangen
werden.

Neben der HO-1 wurden auch weitere antioxidativ wirkende Enzyme
untersucht. Die drei unterschiedlichen Superoxiddismutasen wirken durch
Umwandlung von Oz  zu H202, das wiederum durch die Katalase in H,0 und O:
gespalten wird, antioxidativ [119]. Es zeigte sich, dass es im Rahmen der
Herzinsuffizienz zu einer Supprimierung der MnSOD kam und die Therapie mit
PETN dies verhindern konnte. Miller et al. konnten die zentrale Rolle der MnSOD
im Zusammenhang mit der endothelialen Dysfunktion bei Herzinsuffizienz
beschreiben: In MnSOD-defizienten Mausen kam es zu einer verminderten
Expression zahlreicher antioxidativ wirkender Enzyme [151]. Daraus lasst sich
schlieRen, dass es im Rahmen verminderter MnSOD-Spiegel zu einem Uberwiegen
der oxidativ wirkenden Enzyme kommt, was durch die Therapie mit PETN via
Induktion der MnSOD verhindert werden kann. Dariiber hinaus konnte, wie bereits
erwahnt, ein Zusammenhang zwischen erhohtem MnSOD-Spiegel und einer
Induktion der Angiogenese gefunden werden [119, 136]. Wie diese Steigerung der
MnSOD-Expression vermittelt wird, bleibt unklar. Ein weiterer interessanter
Aspekt ergibt sich beim Blick auf die zelluldre Lokalisation der MnSOD. Diese ist in
der mitochondrialen Matrix zu finden und somit an dem Ort, wo die vorliegenden
Daten die starkste ROS-Generierung vermuten lassen [119].

Ein Enzym, das einerseits liber die Synthese von NO an zahlreichen
vasoprotektiven und anti-atherosklerotischen Mechanismen beteiligt ist,

andererseits jedoch liber eine Entkopplung auch haufig als Mitverursacher einer
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oxidativen Dysbalance genannt wird, ist die eNOS [42]. Wie bereits beschrieben,
kann es im Rahmen einer oxidativen Dysbalance durch Oxidation des Kofaktors
BH4 durch ONOO- erleichtert zur Entkopplung der eNOS kommen [147]. Die eNOS
ist nur als Dimer in der Lage, ihre physiologische Funktion, die Oxidation von L-
Arginin zu L-Citrullin und NO, zu gewahrleisten. Statt der Synthese von NO kommt
es bei fehlender Dimerbildung zur Produktion von O2- durch die Monomere der
eNOS [152].

Nun hat die Therapie mit PETN eine Induktion der eNOS zur Folge, was
unter Umstdnden auch nachteilige Effekte, wie eine groflere Zahl an eNOS-
Monomeren durch Entkopplung, nach sich ziehen kénnte. Vor dem Hintergrund
der verminderten Superoxidanionenspiegel unter PETN ist eher nicht von einer
Entkopplung der eNOS, sondern vielmehr von der physiologischen Funktion
auszugehen. Schuhmacher et al. konnten eine Pravention der eNOS-Entkopplung
beziehungsweise eine Rekopplung durch Regulierung der Expression der GCH-1,
der DHFR, der extrazellularen SOD sowie durch S-Glutathionylierung der eNOS
durch die Therapie mit PETN aufzeigen [143, 145].

Zusammenfassend lasst sich also eine Expressionsinduktion der PETN-
Therapie auf mindestens drei an der antioxidativen Abwehr beziehungsweise an
der Gefafdprotektion beteiligten Enzyme erkennen. Interessanterweise scheinen
eine Vielzahl der PETN-Wirkungen von der HO-1 abhingig. So konnten die
Nitrattoleranz, die endotheliale Dysfunktion wie auch der kardiale oxidative Stress

durch PETN in partial-HO-1-defizienten Mausen nicht verhindert werden [143].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben einen Einblick in die
Wirkungen einer Therapie mit dem organischen Nitrat PETN bei Myokardinfarkt-
induzierter Herzinsuffizienz.

Es konnte gezeigt werden, dass die PETN-Therapie nicht nur
symptomlindernde Effekte wie eine Senkung der Vorlast mit vermutlich
verminderten peripheren Odemen oder einer verbesserten Ejektionsfraktion mit
vermutlich verbesserter Belastbarkeit, sondern auch strukturelle Auswirkungen
wie eine erhaltene Angiogenese, eine verminderte myozytare Hypertrophie oder

eine verminderte Fibrose hat. Ursachlich fiir diese liber die himodynamischen
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Wirkungen hinausgehenden Effekte mag das verminderte Auftreten oxidativen
Stresses sein.

In dieser Arbeit wurde PETN als Monotherapie appliziert, sodass sich
zwangslaufig die Frage nach einem additiven Nutzen zusatzlich zu der aktuell
etablierten Herzinsuffizienztherapie mit ACE-Hemmern, B-Blockern, Diuretika,
Aldosteronantagonisten, Herzglykosiden und Ivabradin stellt [1]. Mullens et al.
zeigten in ihrer non-randomized, single-center, case-control Study mit Patienten
mit fortgeschrittener dekompensierter Herzinsuffizienz einen positiven Effekt
hinsichtlich Re-Hospitalisierung und Mortalitat durch eine ISDN-Hydralazin-Gabe
zusatzlich zur etablierten Herzinsuffizienztherapie mit ACE-Hemmern oder
Angiotensin-I-Rezeptor-Blockern, 3-Blockern und Aldosteron-Antagonisten [153].
Hydralazin, dem neben den vasodilatorischen Effekten auch antioxidative Effekte
nachgesagt werden, wird mit einer Verhinderung der Nitrattoleranz-Entwicklung
sowie mit weiteren positiven Effekten bezliglich Belastbarkeit, linksventrikuldrer
Dilatation, systolischer Funktion, Ischidmie und Remodeling in Verbindung
gebracht [154, 155]. Gori et Miinzel schildern in ihrem Single-Case-Report beim
Einsatz einer Kombination von PETN und Hydralazin dhnliche Effekte wie Mullens
et al, dabei postulieren sie, dass die Wirkungen mutmafilich durch die
Kombination der antioxidativen Effekte beider Substanzen zustande kommen
[156]. Moglicherweise konnte aufgrund der intrinsischen antioxidativen
Eigenschaften von PETN auf eine zusatzliche Gabe von Hydralazin verzichtet
werden.

Eine weitere Frage, ob sich die Wirkungen der Therapie auf andere
Atiologien der Herzinsuffizienz {ibertragen lassen, bleibt in dieser Arbeit
unbeantwortet. Da eine Vielzahl der Erkenntnisse tiber die Wirkungen von PETN
in anderen Modellen gewonnen wurden, lassen sich entsprechende positive

Effekte auch auf Herzinsuffizienzen anderer Atiologie annehmen.

Wenn auch mit dieser Arbeit einige Erkenntnisse zur Therapie der
ischamisch verursachten Herzinsuffizienz mit PETN geklart werden konnten, so
wurden dennoch mindestens ebenso viele neue Fragen aufgeworfen. Weitere

Untersuchungen sollten sich mit der Aufklarung von Zusammenhingen wie der
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Induktion von HO-1, MnSOD und eNOS durch PETN beschaftigen. Auch zeigten die
hdmodynamischen Untersuchungen zum einen erwartete Befunde wie eine
erniedrigte Vor- und Nachlast, die im direkten Zusammenhang mit der
vasodilatierenden Wirkung von organischen Nitraten stehen. Zum anderen
scheinen Ergebnisse wie eine verminderte linksventrikuldre Compliance trotz
verminderter Fibrose unter der PETN-Therapie widerspriichlich. Des Weiteren
sollten Analysen zur Verifizierung der ortlichen Spezifitit der Detektion von
Superoxidanionen durch Mitosox, beispielsweise durch Analysen der
Superoxidanionen nach Mitochondrienextraktion, erfolgen, um Gewissheit iliber
den Ursprung der Superoxidanionen geben zu konnen. Ferner suggerieren die hier
erhobenen Daten, dass zumindest in der Aorta der Grofdteil der
Sauerstoffmetabolite im Mitochondrium generiert wurde. Diese Annahme kann
zum Teil auf das linksventrikuldre Myokard tibertragen werden, sollte jedoch
durch Messung der ROS im Myokard weiter gepriift werden. Dariiber hinaus ware
es interessant, die Entwicklung der oxidativen Dysbalance unter Inhibitoren der
mitochondrialen beziehungsweise zytosolischen ROS-generierenden Enzyme zu
untersuchen.

Nicht zuletzt muss beachtet werden, dass es sich bei der vorliegenden
Arbeit um ein Tiermodell der Herzinsuffizienz handelt. Wie bereits geschildert,
lasst sich eine Vielzahl der gewonnenen Erkenntnisse auf die menschliche
Physiologie tibertragen. Einschrankungen, besonders beziiglich maoglicher
unerwunschter Arzneimittelwirkungen durch die Therapie mit PETN, vor allem
auch in Kombination zur etablierten Herzinsuffizienztherapie, bleiben jedoch
bestehen und lassen sich nur mittels klinischer Studien analysieren. Ausreichende
Sicherheit fiir den Einsatz der Substanz PETN sollte vor dem Hintergrund des
jahrelangen Einsatzes vor allem in der ehemaligen DDR gegeben sein, wenn auch

aktuell keine Zulassung des Praparats in Deutschland vorliegt [87, 157].
So lasst sich zusammenfassen, dass PETN mit seinen himodynamischen

und antioxidativen Wirkungen als zusatzliche Option in der Therapie der

Herzinsuffizienz gesehen werden konnte. Um genauere Aussagen zur
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Wirkungsweise sowie den Vorteilen der Therapie treffen zu kdnnen, sind weitere

praklinische und klinische Untersuchungen notig.
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5. Zusammenfassung

Obwohl die Herzinsuffizienz eine sehr hdufige Erkrankung darstellt, ist
deren Entwicklung nicht vollstdndig verstanden und die Notwendigkeit fiir weitere
Therapieoptionen gegeben. Die Forschungen der letzten Jahre haben dem Redox-
Stoffwechsel eine fithrende Rolle zugeschrieben. Ziel dieser Arbeit war es, das
kardiale Remodeling bei Herzinsuffizienz sowie die Maoglichkeit der
therapeutischen Beeinflussung mit dem organischen Nitrat
Pentaerythrityltetranitrat zu untersuchen. Hierfiir wurde bei Ratten ein Infarkt
induziert und ab dem achten Tag nach der Infarzierung ein Placebo
beziehungsweise das Verum Pentaerythrityltetranitrat verabreicht. Nach neun
Wochen wurden hdmodynamische Messungen durchgefiihrt, in einem
Aortensegment die Superoxidanionenspiegel erfasst, Immunhistologische Studien
des Myokards angefertigt und Aortengewebe mittels Gelelektrophorese und
Western Blotting molekulargenetisch untersucht. Bei letzterem lag ein
Schwerpunkt auf am Redox-Stoffwechsel beteiligten Enzymen. Bei den
Ergebnissen der himodynamischen Messungen wiesen die scheinoperierten Tiere
in nahezu allen Parametern signifikant bessere Werte als die infarzierten Tiere auf.
Jedoch zeigte sich, dass unter Verum Kontraktilitat, Ejektionsfraktion sowie das
LVESV der infarzierten Tiere signifikant besser waren als unter Placebo. Die
Kollagenablagerung war durch die Pentaerythrityltetranitrattherapie vermindert,
die Angiogenese erhoht. Die Superoxidanionenspiegel im Herzen und der Aorta
lagen bei Verumgabe nahezu auf dem Niveau der scheinoperierten Tiere. Die
Expression der antioxidativ wirkenden Enzyme HO-1, MnSOD und eNOS war durch
Pentaerythrityltetranitrat signifikant gesteigert. Die erhobenen Daten lassen somit
einen erginzenden therapeutischen Effekt von Pentaerythrityltetranitrat in der

Herzinsuffizienztherapie vermuten.
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6. Abkitirzungen

ALDH-2
a.u.
BH3
BH4
cGMP
Cl
CuZnSOD
DHE
DNA
EDTA
EF
eNOS
FAD
FM
GAPDH
GCH-1
GTN
GTP
HCl
HEPES
HO-1
HPLC
iNOS
ISDN
ISNM

K

KHK
LVEDP
LVEDV
LVESV
LVSP
MAP
MAPK
MI

min
MMP
MnSOD
NAD

Aldehyd-Dehydrogenase 2

Arbitrary units - willkiirliche Einheiten
Trihydrobiopterin

Tetrahydrobiopterin

zyklisches Guanosinmonophosphat
Chlorid

Kupfer-Zink-Superoxiddismutase
Dihydroethidium

Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraessigsaure
Ejektionsfraktion

endotheliale Stickstoff-Monoxid-Synthase
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Flavin-Mononukleotid
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GTP-Cyclohydrolase

Glycerintrinitrat

Guanosintriphosphat

Chlorwasserstoff
Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsaure
Ham-Oxigenase 1
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
induzierbare Stickstoff-Monoxid-Synthase
[sosorbiddinitrat

[sosorbidmononitrat

Kalium

Koronare Herzkrankheit
Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck
Linksventrikuldres enddiastolisches Volumen
Linksventrikuldres endsystolisches Volumen
Linksventrikuldrer systolischer Druck
aortaler Mitteldruck

Mitogen Activated Protein Kinase
Myocardinfarkt

Minuten

Matrix-Metallo-Protease
Magnesium-Superoxiddismutase
Nicotinamidadenindinucleotid
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NAD(P)H
nNOS
NO
NOS
NYHA
ONOO-
PETN
PETriN
PKG-1
Pla
PTEN
RAAS
RAD
RIVA
ROS
SDS
sGC
sham
SOD
TRIS
VEGF
WHO

Nicotinamidadenindinucleotid(phosphat)
neuronale Stickstoff-Monoxid-Synthase
Stickstoff-Monoxid
Stickstoff-Monoxidsynthase

New York Heart Association
Peroxynitrit
Pentaerythrityltetranitrat
Pentaerythrityltrinitrat
cGMP-abhangige Protein-Kinase G
Placebo

Phosphatase und Tensin Homologon
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
rechtsatrialer Druck

Ramus interventricularis anterior
reaktive Sauerstoffspezies
Natriumdodecylsulfat

Guanylatcyclase

scheinoperiert

Superoxiddismutase
Trishydroxymethylaminomethan
Vascular Endothelial Growth Factor
World Health Organisation
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