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| EINLEITUNG

Im Jahre 1999 konnte in der RALE-Studie (Randomized Aldactone Evaluation
Study) gezeigt werden, dass bei herzinsuffizienten Patienten durch die additive
Gabe des Aldosteron-Antagonisten Spironolacton zur Basistherapie mit einem
ACE-Hemmer, Digitalis und Diuretikum nicht nur eine Mortalitdtssenkung um
30%, sondern auch eine Verbesserung der linksventrikularen Auswurfleistung

und der Belastbarkeit erzielt werden konnte (105).
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Abbildung 1: Kaplan-Meier Analyse der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten
aus der Placebo (grau) und aus der mit Spironolacton (schwarz) behandelten
Gruppe. Das Mortalitétsrisiko unter den mit Spironolacton behandelten Patienten
war um 30 % geringer als in der Placebogruppe. (P<0.001). Aus Pitt (105).

Bemerkenswert war, dass die benutzte Spironolactondosis von 25mg/d keine

blutdrucksenkende Wirkung hervorrief, was auf einen eigenen, blutdruckunab-



hangigen, kardioprotektiven Effekt hindeutete. Auch in der nachfolgenden
EPHESUS-Studie (Eplerenone Post acute myocardial infarction Heart failure
Efficacy and SUrvival Study) zeigte sich eine signifikante Senkung der Gesamt-
mortalitat und der Todesrate bzw. Hospitalisierungshaufigkeit kardialer Genese
bei den mit dem selektiven Aldosteron-Antagonisten Eplerenon behandelten
Patienten nach akuten Myokardinfarkt (107, 108).

Wie kommt dieser Effekt zustande? Der Haupteffekt von Aldosteron, dem
physiologisch bedeutsamsten Mineralokortikoid, ist der Elektrolyttransport Gber
Epithelien, hauptsachlich in der Niere, aber auch in anderen Geweben wie
Speicheldrisen oder Dickdarm. Aldosteron erhoht durch direkte und indirekte
Mechanismen die Ruckresorption von Natrium (und damit Wasser) bzw. die
Sekretion von Kalium. Somit kann eine Aldosteronuberproduktion zu arteriellem
Hypertonus und schlie3lich auch zu unerwinschten Effekten auf das kardio-
vaskulare System fihren. Die Aldosteronproduktion im Herzen (92, 122, 145),
sowie die Aldosteronspiegel im Plasma (40) sind nach Myokardinfarkt (Ml) so-
wie bei chronischer Herzinsuffizienz erhoht. Man konnte aullerdem zeigen,
dass ein erhdhter Aldosteronplasmaspiegel ein Indikator fur eine schlechte
Prognose bei Herzinsuffizienz ist (132). Die in RALES oder EPHESUS
beobachteten Effekte waren allerdings blutdruckunabhangig, d.h. nicht Uber
eine gesteigerte Diurese vermittelt. Folglich liegt ein Einfluld anderer, direkter
Aldosteronwirkungen am kardiovaskularen System nahe. Diese sind z.B. eine
endotheliale Dysfunktion sowie myokardiale Hypertrophie und Fibrose.
Veranderungen in der Zusammensetzung von extrazellularer Kollagenmatrix
und Kardiomyozyten im Herzen begunstigen eine kontraktile Dysfunktion, eine
VergrofRerung der Ventrikel und letztlich die Herzinsuffizienz (130, 143). Diese
Umbauvorgange, auch ,Remodeling“ genannt finden im Herzen unter den ver-
schiedensten pathologischen Bedingungen wie z.B. Hypertonie, Kardiomyo-
pathie, Klappenfehlern oder nach Myokardinfarkt statt (130) und manifestieren
sich in genomischen, molekularen, zellularen und interstitiellen Veranderungen
des Herzens, die dann klinisch in Veranderung der Form, Grof3e und Funktion

des Herzens resultieren.



Kardiales Remodeling nach Myokardinfarkt

Die koronare Herzkrankheit inklusive Myokardinfarkt ist heute fur ca. Zweidrittel
aller Patienten mit systolischer ventrikularer Dysfunktion verantwortlich (63).
Nach Myokardinfarkt findet man sowohl im Infarktgebiet als auch im Ubrigen
Herzen regelmallig umfangreiche kardiale Umbauvorgange, die samtliche Zell-
typen des Herzens betreffen, und die Herzfunktion Uber eine asymptomatische
kardiale Dysfunktion bis hin zur klinisch manifesten Herzinsuffizienz
beeintrachtigen kénnen. So kann man neben der Nekrose im Infarktareal

Veranderungen an Kardiomyozten, Fibroblasten, aber auch an glatten

Muskelzellen oder Endothelzellen im Uberlebenden Myokard nachweisen.

Diese Umbauvorgange werden durch eine Vielzahl verschiedener Faktoren,
u. a. direkten Myokardschaden, mechanische oder hamodynamische Be-
lastung, sowie neurohumorale Aktivierung induziert (28). Schon kurz nach In-
farkt kann man eine globale, kardiale Dysfunktion anhand hamodynamischer
Parameter feststellen, die mit einer Aktivierung neurohumoraler Systeme
einhergeht und schliel3lich in chronischer Herzinsuffizienz mit kontraktiler Dys-
funktion des Uberlebenden Myokards, Hypertrophie und Dilatation enden kann
(30, 43, 79). Nach Myokardinfarkt wird so z.B. die Pumpfunktion des Restmyo-
kards durch Hypertrophie der uberlebenden Kardiomyozyten aufrecht erhalten:
Hypertrophie erhdht die zur Verfugung stehenden kontraktilen Filamente und
reduziert die Wandspannung durch Wandverdickung. Dieser zunachst sinnvol-
len Anpassung folgt ab Uberschreitung einer kritischen Grenze jedoch eine er-
niedrigte Sauerstoffversorgung (Ischamie) der Einzelzelle, eine reduzierte
ventrikulare Compliance und diastolische Relaxationsstorung.

Neben der Hypertrophie der Uberlebenden Kardiomyozyten findet sich aller-
dings auch ein Uber die Infarktzone hinausgehender Zelluntergang, sei es durch
Nekrose, Apoptose (83), Anoikis (Zelltod durch Verlust der Zell-Matrix-Be-
ziehung) (34) oder durch kaspaseunabhangige Autophagie (71) der
Herzmuskelzellen. Aul’er dem gesteigerten Zelluntergang findet sich aber auch
eine intensive Zellerneuerung: Ein Teil der postnatalen Kardiomyozyten muss

deshalb moglicherweise doch teilungsfahig bzw. noch nicht terminal differen-



ziert sein (14, 15). Auch eine Einwanderung extrakardialer Stammzellen in das
Myokard steht zur Diskussion (111). Auffallig sind auch Veranderungen, die den
kontraktilen Apparat und die Zellform betreffen: So kdonnen Metabolismus,
Membran- und Kontraktionsproteine sowie elektromechanische Koppelung ver-
andert sein (62). In der Frihphase der Hypertrophie kommt es beispielsweise
durch eine Zunahme des Myofibrillenquerschnitts zu einem erhdhten Zellquer-
schnitt, wahrend es bei fortschreitender Hypertrophie zu einer deletaren Langs-
zunahme der Myofibrillen durch Sarkomerreihung ohne weitere Zunahme des
Querdurchmessers kommt (48, 98). Eine Dilatation des Ventrikels ist die Folge.
Anand et al. (4) konnten allerdings zeigen, dass die Funktion isolierter Kardio-
myozyten bei systolischer Dysfunktion nach Herzinfarkt bei Ratten normal war.
Dies berechtigt zu der Annahme, dass weitere, vor allem extrazellulare Fak-
toren, den grofRten Einfluss auf die Dyfunktion bei ischamischer Herzinsuffizienz
haben. Hier spielt insbesondere die Extrazellularmatrix eine wichtige Rolle.

Die Extrazellularmatrix (ECM) ist ein dynamisches Gewebe, das einem konti-
nuierlichen Turnover unterworfen ist und seine Zusammensetzung und Organi-
sation je nach Umwelteinflissen und Gewebsverletzungen verandern kann. Im
Umkehrschluss konnen Stoérungen in der Extrazellularmatrix aber auch die
Organfunktion beeinflussen: So kann die ECM direkt auf die Regulation zellu-
larer Funktionen Einfluss nehmen, z.B. auf Proliferation und Wachstum, Hyper-
trophie (115), Zell-Uberleben und Apoptose (18, 25), oder die Differenzierung
von Kardiomyozyten. Die ECM besteht aus einem komplex organisierten, drei-
dimensionalen Geflecht aus Elastinen, Proteoglykanen und Kollagen, haupt-
sachlich vom fibrillaren Typ.

Die fur die Synthese der kardialen Stltzmatrix zustandigen Fibroblasten
machen so auch den Groliteil aller Zellen im Herzen aus, wahrend die eigent-
lich kontraktilen Kardiomyozyten nur fur ein Drittel der Gesamtzellen verant-
wortlich sind (154). Dies unterstreicht die enorme Bedeutung der Extrazellular-
matrix, deren Veranderung so auch die zentrale Rolle im Umbau des herzinsuf-
fizienten Herzens und dem Ubergang zur kardialen Dekompensation spielt.
Insbesondere Veranderungen, die das Kollagen betreffen, sind hierbei hervor-

zuheben: Eine vermehrte Kollagenablagerung ist die klassische Reaktion des



Korpers auf eine Gewebsverletzung. Sie ist per se ein sinnvoller, adaptiver
Mechanismus, da Kollagen das verletzte oder untergegangene Areal stitzt und
strukturell verstarkt. Im Rahmen eines Myokardinfarktes findet sich im Bereich
des zugrundegegangenen Myokards nach einer anfanglichen Phase des ver-
mehrten Kollagenabbaus ab Tag 7 eine Vermehrung des fibrillaren Kollagens
(129), die in einer Narbenbildung endet und das Herz auf diese Weise vor einer
moglichen Ruptur schitzen soll (128).

Allerdings findet man bei Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt auch eine diffuse
Fibrose fern der eigentlich Infarktnarbe (129). Diese globale Kollagenan-
sammlung, die sich insbesondere bei Druckuberlastung des Herzens zu mani-
festieren scheint, verursacht eine ganze Reihe von Problemen: Zum einen ver-
andern sich die mechanischen Eigenschaften des Herzens mit dem Resultat
eines steiferen Ventrikels mit geringerer Compliance (141). Auch wird die Ful-
lung des linken Ventrikels und die diastolische Relaxation behindert. Selbst auf
die Reizleitung hat die Fibrosierung eine Auswirkung, insofern als sie ein
erhohtes Potential von Arrhythmien mit sich bringt (126). Die Kollagen-
vermehrung kann auferdem mit einer Hypertrophie der Kardiomyozyten ein-
hergehen. Es wurde angenommen, dass die Umbauvorgange im Infarktareal
selbst (Infarktnarbe) nach ca. 6 -8 Wochen abgeschlossen sind, und das Areal
dann nur noch aus azellularem, statischen Kollagen besteht. Tatsachlich ist die
Narbe allerdings ein zellulares, vaskularisiertes, metabolisch aktives Gewebe,
das einem dynamischen Turnover unterliegt, somit aber auch beeinflussbar ist
(128). Selbiges gilt naturlich umso mehr fur das vom eigentlichen Myokardin-
farkt verschonte, aber ebenso von den Folgen der Umbauvorgange betroffene
Restmyokard.

Weiterhin verandert sich nicht nur die Kollagenmenge, sondern auch die Ver-
teilung der Kollagenisoformen, die Kollagenarchitektur, sowie die Querver-
netzung der Kollagenfasern. Kollagen Typ | macht ca. 85 % des Kollagen im
menschlichen Herzen aus. Der andere vorherrschende Isotyp ist Typ Ill, der
elastischere Eigenschaften hat. Eine Veranderung der Typenverhaltnisse kann
so die myokardiale Compliance, die diastolische Relaxation und somit die

kardiale Funktion beeinflussen. Wahrend die rdumliche Anordnung der die



Myozyten umspannenden Kollagenfasern im gesunden Herz hochorganisiert
ist, ist dieses Netz im kranken Herz unregelmassig und teilweise unterbrochen,
die Dicke der perimysialen Fasern geringer (140). Wichtiger fur die
mechanischen Eigenschaften des Ventrikels scheint aber eine veranderte
Quervernetzung der Kollagenfasern zu sein (148): So fuhrt z.B. eine pharmako-
logische Verhinderung der biochemischen Quervernetzung der Kollagenfasern
zu einer vergroflerten myokardialen Compliance und schliel3lich zur links-
ventrikularen Dilatation (69).

Die Progression der kardialen Dysfunktion bis zur terminalen Herzinsuffizienz
ist anhand Kklinischer, physiologischer und anatomischer Parameter gut be-
schreibbar, allerdings sind die zu Grunde liegenden, kausalen Mechanismen
auf zellularer, molekularer und genetischer Ebene bisher nicht ausreichend ver-
standen. Ein besseres Verstandnis dieser Umbauvorgange, ihrer Ausléser und
Signalkaskaden ware allerdings von Nutzen, um potentielle Angriffspunkte zur
Verhinderung der Progression der durch Myokardinfarkt bedingten Herzinsuf-
fizienz zu finden, denn insbesondere nach grof3en Infarkten kommt es im Ver-
lauf meist nicht mehr zu einer spontanen Verbesserung der funktionalen
Kapazitat (13).

Adrenerges System und Remodeling

Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems bei kardialer Dysfunktion
und Herzinsuffizienz ist schon seit langem bekannt. Akut ist die adrenerge Akti-
vierung moglicherweise sogar von Vorteil, da sie einen Kompensations-
mechanismus darstellt, um die kardiale Funktion aufrechtzuerhalten. Eine an-
dauernde Aktivierung aber hat deletare Konsequenzen, so z.B. einen erhdhten
myokardialen Sauerstoffbedarf, eine Flussigkeits- und Salzretention sowie die
Erhdhung von Vor- und Nachlast (120). Katecholamine kénnen auch direkt
durch Induktion von Nekrose und Apoptose kardiotoxisch wirken (84). Bei an-
dauernder Katecholaminausschuttung kommt es schliel3lich zu einer Desensi-

tivierung des adrenergen Systems durch Downregulierung der (-Rezeptoren



und Entkoppelung ihrer Signalwege (23). So sind hohe Noradrenalinspiegel mit
einer schlechteren Prognose der Herzinsuffizienz assoziiert (27). In Studien
konnte gezeigt werden, dass eine Blockade der B-Rezeptoren bei Herzinsuf-
fizienz nicht nur eine verbesserte Prognose und eine geringere Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System  bewirkt, sondern auch negatives
Remodeling am Herzen verhindern kann (53, 54, 81). Die Therapie der Herz-
insuffizienz  mit Betablockern ist deshalb eine allgemein anerkannte
Therapieoption (134). Es ist auflerdem bekannt, dass das RAAS das
sympathische Nervensystem bei Herzinsuffizienz im Sinne eines positiven
Feedbacks aktiviert und so die negativen Konsequenzen einer vermehrten

Katecholaminausschuttung verstarkt (157).

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und Remodeling

Das RAAS kann durch Elektrolytverschiebungen (z.B. Natriumverlust), Wand-
stress, sowie Druck- und Volumenbelastung des Herz-Kreislaufsystems aktiviert
werden (31). Klassischerweise kommt es zu einer vermehrten Freisetzung von
Renin aus den juxtaglomerularen Zellen, das wiederum eine vermehrte Um-
wandlung von Angiotensinogen aus der Leber zu Angiotensin | bedingt. Angio-
tensin| (AT 1) wird vom Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) zu Angio-
tensin Il (AT Il) katalysiert. AT Il bewirkt schliel3lich an der Nebennierenrinde
eine vermehrte Aldosteronfreisetzung. Sowohl Angiotensin|ll als auch
Aldosteron haben dann vielfaltige Wirkungen an ihren Zielorganen.

Zusatzlich zu diesem klassischen Weg wurden auch eine vom RAAS unab-
hangige, lokale Angiotensinproduktion (143), sowie ACE-unabhangige
Produktionswege (z.B. Chymasen) zur AT llI-Formation (96, 138) beschrieben.
Eine schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System zeigt
Abbildung 2.

RALES zeigte, dass sich ein maximaler Benefit bei den Patienten erzielen liel3,
bei denen sich erhdhte Marker fur kardiales Remodeling fanden (155). Neuro-

humorale, genetische und mechanische Parameter beeinflussen diese Umbau-



vorgange, die wiederum durch eine Hemmung des RAAS positiv zu
beeinflussen sind: ACE-Inhibitoren und Angiotensin Il Typ 1 (ATy)-
Rezeptorantagonisten schwachen die Wirkungen von Angiotensin |l ab, ver-
hindern aber nicht die negativen Effekte von Aldosteron. Selbst bei komplett
durch ACE-Inhibitor gehemmten vaskularem RAAS (11, 65), und sogar bei
zusatzlicher AT -Rezeptorantagonisten-Gabe (86), finden sich bei Herzin-
suffizienz trotzdem noch erhdhte Aldosteron-Spiegel, was den potentiellen Zu-

gewinn einer zusatzlichen Hemmung der Aldosteronwirkung verdeutlicht.

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron System
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des RAAS mit pharmakologischen Interventions-
moglichkeiten und Wirkungen. Man beachte die ACE unabhéngie Bildung von Angiotensin Il
die méglicherweise positiven Effekte des Bradykinins sowie die differenzierten Wirkungen des
Angiotensin Il auf seine Rezeptoren. AT1= Angiotensin Il Typ1-Rezeptor; AT2= Angio-
tensin Il Typ2 -Rezeptor. Nach McMurray (88).



Aldosteron ist ein Mineralokortikoid, das Uber den zytosolischen Mineralo-
kortikoidrezeptor klassische genomische Wirkungen wie Stimulierung von
Transkription, Translation und Proteinexpression hat. Diese genomischen
Wirkungen fordern einen Zeitrahmen von wenigstens 1-2 Stunden, allerdings
sind auch schnelle, nicht genomische Wirkungen, z.B. auf das Gefallsystem
(45, 91) beschrieben. Trotz intensiver Forschung konnte jedoch noch kein alter-
nativer Membranrezeptor isoliert werden, so dass man annehmen muss, dass
auch diese schnellen, nicht genomischen Effekte zumindest teilweise Uber den
klassischen Mineralokortikoidrezeptor mediiert werden (45, 57). Tatsachlich
lassen sich durch den selektiven Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten
Eplerenon, aber nicht durch das unselektive Spironolacton, schnelle,
nichtgenomischen Aldosteronwirkungen hemmen (4, 90). Juingst konnten auch
Beweise fur eine lokale Aldosteronsynthese im insuffizientem Herzen gefunden
werden (121-123, 135): Nach Myokardinfarkt konnte im Herzen sowohl eine
erhohte Expression der Aldosteronsynthase CYP711B2 als auch eine
Hochregulation des Mineralokortikoidrezeptors festgestellt werden (151, 153).
Selbst in adrenalektomierten, spontan hypertensiven Ratten konnte man er-
hohte Aldosteronspiegel messen, was auf eine von der Nebenniere
unabhangige, lokale Mineralokortikoidproduktion hindeutete. Weiterhin
verhinderte der Aldosteronantagonist Spironolacton selbst bei diesen
adrenalektomierten Ratten eine kardiale Hypertrophe (135). Die Expression von
Aldosteronsyntase und die kardiale Aldosteronbildung ist zwar in einer Vielzahl
von Studien gezeigt worden (68, 121, 122, 135, 151), es soll trotzdem nicht
unerwahnt bleiben, dass ihre Existenz dank uneinheitlicher Ergebnisse bei
einigen Autoren nicht unumstritten ist, insbesondere was die Menge des
synthetisierten Aldosterons und seine Bedeutung anbetrifft (29, 44, 51, 153).

Die genauen Mechanismen, die zu den in EPHESUS gezeigten positiven Er-
gebnissen fuhrten, sind allerdings noch weitgehend unbekannt. Aus neueren
klinischen Studien geht jedoch hervor, dass sich eine Kombination aus AT1-
Antagonisten und ACE-Hemmern weniger positiv auf das Uberleben und
Remodeling nach Myokardinfarkt auswirkt als die Kombination mit einem
Aldosteron-Antagonisten: Erst kurzlich zeigte die VALIANT-Studie (VALsartan



In Acute myocardial iNfarcTion), dass der ATi-Antagonist Valsartan zwar
genauso gut in der Reduktion der Mortalitat und anderer kardiovaskularer
Ereignisse bei Hochrisikopatienten nach akutem Myokardinfarkt ist wie der
ACE-Hemmer Captopril;, die Kombination aus beiden aber erhohte
Nebenwirkungen und kein besseres Uberleben brachte (102). In der CHARM:-
Added (Candesartan in Heart failure Assessment of Reduction in Mortality and
Morbidity) Studie bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz hingegen fand
man durch Kombination des ATi-Antagonisten Candesartan mit einem ACE-
Hemmer eine signifikante Reduktion der kardiovaskularen Morbiditat und
Mortalitat (61, 87). Somit stellt sich die Frage, ob sich durch eine Tripletherapie
aus ACE-Hemmer, AT;-Antagonisten und Aldosteron-Antagonisten nochmals
eine Verbesserung bei chronisch herzinsuffizienten Patienten erzielen lasst,

oder ob man nur die unerwtinschten Nebenwirkungen potenziert.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt einer Langzeitbehandlung (9
Wochen) mit dem Aldosteron-Antagonisten Spironolacton alleine und in Kombi-
nation mit dem ACE-Inhibitor Trandolapril bzw. dem ATq-Antagonisten Irbe-
sartan auf Hamodynamik und linksventrikulares Remodeling (Dilatation, mole-
kulare Veranderungen) bei herzinsuffizienten Ratten im chronischen Infarkt-

modell untersucht.
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I MATERIAL UND METHODEN

.1 Studienprotokoll und Koronarligatur

11.1.1 Versuchstiere

Die Studie wurde mit erwachsenen, 8-10 Wochen alten, mannlichen Wistar-
Ratten (Charles River, Deutschland) durchgefuhrt. Die Tiere wurden in einem
klimatisierten Tierstall untergebracht und waren einem zwdlfstindigen Tag-
Nacht-Zyklus unterworfen. Das Gewicht zum Zeitpunkt der Infarzierung betrug
zwischen 200 und 250 Gramm (40).

11.1.2 Koronarligatur

Zur experimentellen Induktion eines Myokardinfarktes wurde der Ramus inter-
ventricularis anterior der linken Koronararterie (RIVA) operativ verschlossen.
Dazu wurden die Ratten mit Ather narkotisiert, intubiert und anschlieBend mit
einer Frequenz von 90/min und einem Atemhubvolumen von 2,5 ml kontrolliert
beatmet (Rodent Ventilator 7025, Ugo Basile, Italien). Eine Athertropf-Apparatur
war zur Aufrechterhaltung der Narkose zum Respirator in Reihe geschaltet.
Nach Rasur und Hautdesinfektion wurde die Cutis mit einer Schere eroffnet, der
Musculus pectoralis anschlielend stumpf abprapariert. Nach Vorlage einer
Tabaksbeutelnaht wurde mittels einer linkslateralen Thorakotomie durch den
Interkostalraum in den Thorax eingegangen, und das Herz nach Er6ffnung des
Perikards durch Spreizung der Rippen und seitlichen Druck herausluxiert. Der
Ramus interventrikularis anterior der linken Koronararterie wurde soweit mog-
lich dargestellt und mit einem 5-0 Prolene Monofilfaden (Ethicon, Deutschland)
moglichst proximal umstochen und ligiert. Das Herz wurde anschlie3end re-
poniert, der Thorax durch die vorgelegte Tabaksbeutelnaht wieder verschlos-
sen. Die Tiere wurden ab diesem Zeitpunkt mit Raumluft ohne Ather beatmet.
Die Haut wurde schlie3lich mit Metallclips verschlossen und die Tiere bei aus-

reichender Spontanatmung (ca. 5-10 Minuten postoperativ) extubiert. An-
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schliellend wurden die Tiere flr die nachsten 5 Stunden uUberwacht und ge-
gebenenfalls durch Thoraxkompressionen reanimiert. Insgesamt wurden
80 Tiere infarziert. Die Sterblichkeit der infarzierten Tiere vor dem zehnten post-
operativen Tag betrug 46 %.

Zur Kontrolle wurden 14 Tiere ohne Anziehen der RIVA-Ligatur bei sonst
gleicher operative Vorgehensweise scheinoperiert (Sham). Kein schein-
operiertes Tier starb vor dem zehnten postoperativen Tag. In die spatere Aus-
wertung gingen nur Tiere mit einem ausgedehnten Myokardinfarkt (Infarktnarbe
245%) und konsekutiver Herzinsuffizienz nach Ligatur der Koronararterie ein
(100).

11.1.3 Einteilung in die Versuchgruppen und Medikation

Am zehnten postoperativen Tag wurden alle infarzierten Tiere in eines der
folgenden funf Behandlungsregime randomisiert: Placebo (n=19), Monobe-
handlung mit dem Aldosteronantagonisten Spironolacton (S; 10mg / kg KG / d;
n=10), bzw. Kombinationstherapie aus Spironolacton und Trandolapril (S+T;
10mg S +0,3mg T /kg KG /d; n=9), Spironolacton und Irbesartan (S+l,
10mg S + 50mg | /lkg KG / d; n=14) oder der Dreifachtherapie aus Spirono-
lacton, Trandolapril  und Irbesartan (S+T+I; 100mgS+03mgT
+ 50mg | /kg KG / d; n=14). Die Dosierungen der Kombinationstherapien waren
analog zur Monotherapie. Alle Medikamente inklusive Placebo wurden einmal
taglich per Schlundsonde gegeben, um eine genaue Einhaltung der Dosierung
zu gewabhrleisten. Die verschiedenen Behandlungsschemen sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Wahrend der 9 wochigen Behandlung war die Sterblichkeit in allen Gruppen

vergleichbar gering.
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Tabelle 1. Ubersicht iiber die Randomisierung in die verschiedenen. Behandlungsarme des
Studienprotokolls am 10. postoperativen Tag. Dauer der Behandlung: 9 Wochen.

Sham (n=14)

alle Placebo

Infarkte (n=80)

Placebo | Spironolacton Kombination von:
(S) S+T S+l S+T+
n=19 n=10 n=9 n=14 n=14
10mg/kg 10mg S + 10mg S + 10mgS+0,3mg T +
KG/d 0,3mg T /kg 50mg | /kg 50mg | ’kg KG/d
KG/d KG/d

.2 Hamodynamik und linksventrikulares Volumen

Die hamdoynamischen Untersuchungen fanden 10 Wochen nach Infarzierung
statt. Die Messungen sowie die Probenentnahme fir die biochemischen
Studien erfolgte nach einem 36 stliindigen Intervall seit der letzten Medikamen-
tengabe.

Mittels eines Kochsalz-geflllten Katheters (PE50) wurden die Herzfrequenz, der
mittlere arterielle Druck (MAP), die Druckanderung Uber die Zeit (dP/dtynax bzw.
dP/dtnin), sowie der linksventrikulare systolische (LVSP) — bzw. enddiastolische
Druck (LVEDP) bestimmt. Der Katheter wurde unter Pentobarbitalnarkose
(30 mg / kg KG intraperitoneal) Uber die rechte A. carotis der Ratten in den
linken Ventrikel eingebracht und Uber einen Dreiwegehahn an ein Micromano-
meter (Millar Inc., Houston, TX) und einen Statham-Transducer (P23;Becton

Dickinson) angeschlossen.
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1.3 Probenentnahme und InfarktgroBenbestimmung

Nach Messung der Hdmodynamik wurden Blutproben entnommen, die Tiere

ausgeblutet, und anschlieBend die Herzen entnommen. In eiskalter isotoner

Kochsalzlésung wurden der rechte vom linken Ventrikel inklusive Septum ge-
trennt und beide Anteile gewogen.

Der linke Ventrikel (LV) wurde anschliel3end transversal in drei Teile geschnit-
ten: Herzspitze (Apex), Herzmitte (~3 mm) und Herzbasis.

Die InfarktgroRe des LV wurde aus queren Mittelringschnitten bestimmt: Von
der Herzmitte wurden 5um Schnitte in 100um Intervallen gefertigt und mit
Picrosirius-Rot gefarbt. Die Praparate wurden zur planimetrischen Unter-
suchung in einem Mikroskop (Laborlux S, Leitz, Deutschland) in 16-facher Ver-
grollerung eingestellt und Uber eine Videokamera mit Videoschnittstelle (DLX-
930 P, Sony, Japan) digitalisiert. Mit dem Programm Sigma Scan Pro (Jandel
Scientific, USA) zum Ausmessen digitalisierter Bilder wurde fur jeden Schnitt
die relative Infarktnarbenlange sowie der linksventrikulare Umfang der Ventrikel
innen- und aullenwand bestimmt. Die so gewonnenen Werte dienten zur Er-
mittlung der prozentualen Infarkigrofle errechnet aus dem Quotienten der
Summe von epi- und endokardialem Narbenumfang und der Summe der Ge-
samt-(endo- und epikardialen) Umfange. Die mittlere Infarkigro3e wurde als
Mittel aller Schnitte angegeben.

Tiere mit einer myokardiale Narbe <45% wurden ausgeschlossen, so dass nur

ausgedehnte Infarkte in die Auswertung eingingen.

.4 Probenaufbereitung

Da der Einfluss des linksventrikularen Remodeling im Uberlebenden linken
Ventrikel untersucht werden sollte, wurde die Narbe sorgfaltig vom uberleben-
den Myokard des linken Ventrikels (insbesondere Septum) abgetrennt, und nur
letzteres weiter untersucht. Das uUberlebende Myokard des linken Ventrikels

ohne Narbe wurde dafur in einem sterilen Morser unter flussigem Stickstoff
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homogenisiert und portioniert: Ein Teil wurde flr eine spatere RNA-Bestimmung
bei —80°C eingefroren, ein Teil flir Proteinuntersuchung gleich weiterverarbeitet.
Die Blutproben wurden abzentrifugiert, das Plasma aliquotiert und bei -80°C zur

weiteren Verwendung eingefroren.

.41 Probenaufbereitung auf Proteinebene

11.4.1.1 Homogenisierung u. Extraktion

Die Proben des Uberlebenden linken Ventrikels wurden unter flissigen Stick-
stoff zu einem feinen Pulver zermorsert und in eiskaltem RIPA-Buffer
(150 mmol/L NaCl, 50 mmol/L Tris-Cl, 5 mmol/L EDTA, 1%v/v Nonidet P-40,
0,5%w/v Deoxycholat, 10 mmol/L NaF, 10 mmol/L Natriumpyrophosphat,
100 mmol/L  Phenylmethylsulfonlyfluorid, 2 pyg/mL Aprotinin und 2 pg/mL
Leopeptin) lysiert. Anschliel’iend wurden die Proben 20 min bei 4°C und 8000 g
(RCF) zentrifugiert. Der Uberstand mit den geldsten Proteinen wurde aliquotiert
und zur spateren Verarbeitung bei —80°C eingefroren. Die entstandenen Pellets
wurden 30 min in 0,06N HCL angedaut und nochmals bei 8000 g zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Pellets fur mehrere Tage getrocknet und fur die

Hydroxprolinbestimmung verwendet.

11.4.2 Probenaufbereitung fiir die RNA-Extraktion

Die Gewebeproben wurden in sterilen Morsern unter flissigem Stickstoff zu
einem feinen Pulver zermahlen. Ca. 30 - 80mg Pulver wurde dann in 1 ml
TRIzol-Reagenz (Invitrogen Life Technologies) homogensiert, und die RNA
nach leicht modifizierten Herstellerangaben in einer Einschritt-Methode
extrahiert und aufgereinigt. Schlief3lich wurde die extrahierte RNA in RNase
freien DEPC-Wasser (ResGen Invitrogen Cooperation) geldst und in einer
Dreifachbestimmung photospektrometrisch (Ultrospec 3100 Pro, Amersham)
RNA-Gehalt und Reinheit der Extraktion bestimmt. Die ODyg0280 Ratio aller
Proben war grofier 1,8. Alle Proben wurden bei -80°C gelagert.
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11.4.3 Synthese der komplementaren DNA (cDNA)
Die RNA-Proben wurden mittels Superscript™ First-Strand Synthesis System

for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) nach Herstellerangaben in komple-
mentare DNA (cDNA) umgeschrieben. Es wurden jeweils 1ug RNA eingesetzt.
Mittels Superscript™ Il RNase H Reverser Transkriptase und Oligo(dT)12-1s-
Primern wurde die cDNA synthetisiert. Aus der cDNA wurde mittels E. coli
RNase H (Invitrogen Life Technologies) RNA-Reste entfernt, und das End-
produkt 1:5 mit Tris EDTA Puffer ph 8,0 (Fluka, Buchs) verdiinnt und aliquotiert.

1.5 Linksventrikuares Hydroxprolin u. Kollagen

Die getrockneten Pellets aus der Proteinextraktion wurden gewogen und an-
schlieBend 24h bei 110°C in 1 ml/ mg Trockengewicht 6 N Salzsaure verdaut.
AnschlieBend wurden alle Proben auf 1 ml HCL 6 N gebracht. 50 yl Probe
wurde mit der gleichen Menge NaOH 6 N neutralisiert, und mit Chloraminlésung
(7% Chloramin-T in Zitrat-Acetat-Puffer) oxidiert. Es wurde Ehrlich'sche Losung
(Dimethylamino-benzaldehyd) in 60%iger Perchlorsaure hinzugegeben, die
einen Komplex mit Hydroxyprolin bildet. Dieser Komplex wurde dann
spektrophotometrisch (Ultrospec 3100 Pro, Amersham) bei 558nm gemessen
(38, 125). Unter der Annahme, dass Kollagen im Schnitt 13,4% Hydroxyprolin
enthalt, wurde der Kollagengehalt in ug / mg Trockengewicht Gewebe angege-
ben (80).

Aulerdem wurde die Kollagen-Volumen-Fraktion in Prozent mittels Hellfeld-
mikroskopie wie vorbeschrieben (103, 146) mit geringen Modifikationen quanti-
fiziert (siehe Abbildung 3). Dazu wurden Formalin-fixierte, mit Picrosirus-Rot
gefarbte und in Paraffin eingebettete 7um Schnitte aus dem interventrikularen
Septum unter einem Video Analyse System (Mikroskop: Laborlux S, mit 10 x
Objektiv, Leitz; CCD Video Kamera: DLX-930 P, Sony; Software: Sigma Scan
Pro 2.0, Jandel Scientific) zunachst durch einen rot absorbierenden Blaufilter
(Schott BG23 3.0, Itos) aufgenommen. Der identische Bildausschnitt wurde
dann nochmals im polarisierten Licht in Graustufen eingelesen und die Hellig-

keitswerte der einzelnen Pixel digital subtrahiert. Alle Pixel mit einem Hellig-
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keitswert groRer O reprasentieren so Kollagen (103, 146). Nach einer Binarum-
wandlung (Grauwert 0= schwarz und Grauwert #0 = weil}) konnte der Kollagen-
gehalt mittels Scion Image for Windows Version Beta 4.0.2 (Scion Cooperation)
quantifiziert werden, wobei Kollagen als der Anteil der weillen Pixel erfasst
wurde. Der Kollagengehalt in Prozent wurde aus jeweils drei zufallig ausge-

wahlten Bereichen des Septum berechnet und gemittelt.

;: s fE 7% fi rf ¥
YES ‘_".;? CAATAS
A | /] #ﬁr{i"!f’ﬂf{“’? 3 -.rl"_ i

Abbildung 1: Mikroskopische Bestimmung der Kollagenvolumenfraktion: (A): Im blaugéfilterteten
Bild erscheinen die Kollagenfasern dunkel und die Myozyten hell. (B): Polarisiertes Bild des
identischen Ausschnittes. Nach Subtraktion der beiden Ausschnitte und bindrer Umwandlung
der Graustufen ergibt sich Bild (C), in dem die weilBen Bildpunkte das Kollagen widerspiegeln.

1.6 Western Blot

Der Proteingehalt der Proben wurde mittels Bradford Protein Assay (Bio-Rad
Protein Assay, Bio-Rad) bei 595 nm gegen einen Standard aus lyophilisierten
Rinder IgG (Protein Standard |, Bio-Rad) photometrisch (Ultrospec 3100 Pro,
Amersham) bestimmt. Alle Proben eines Blots wurden mit RIPA-Puffer auf den
selben Proteingehalt normalisiert. Bei jedem Blot wurde aul3erdem eine Probe
aus einem vorausgegangen Blot als Standard mit aufgetragen, um eine Ver-
gleichbarkeit der Blots untereinander zu gewahrleisten. 40ul Probe wurden mit
20ul Blue Loading Buffer (BioLabs) versetzt und 5min bei 95°C denaturiert. Je
15ul Probe wurden auf einem 12%igen SDS-Gel aufgetragen und unter redu-
zierenden Bedingungen getrennt. Als Referenz dienten Precision Plus Protein
Standards (Bio-Rad). Die Proteine wurden auf eine PVDF Membran (Immun-
Blot® 0.2um, Bio-Rad) elektrotransferiert und Uber Nacht bei 4°C in Tris
buffered saline-Tween (TBS-T) mit 5% ECL Blocking Agent (Amersham)

blockiert. Mit dem jeweiligen Primarantikérper wurde bei Raumtemperatur fir 2h
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in TBS-T mit 0,5%igen Blocking Agent inkubiert. Die verwendeten

Primarantikorper mit Verdinnung sind Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2. Primérantikbrper

Antigen: Antikorper: Hersteller: | Verdunnung: |Isotyp:
Sarcoplasmatische Serca2 Affinity 1:2000 Maus

oder retikulare Calcium|ATPase, BioReagents IgG2a
ATPase MA3-919

Nach mehrmaligen Waschen in TBS-T wurde dann 1h bei Raumtemperatur mit
dem Sekundarantikorper in der Verdinnung 1:10000 inkubiert. Der Sekundar-
antikorper [Anti-mouse IgG (Amersham)] war mit Meerrettichperoxidase konju-
giert und ermoglichte so die Detektion der Banden mittels Chemilumineszenz
Assay (ECL Plus, Amersham). Die Blots wurden auf Autoradiographiefiimen
(Hyperfiim™ECL, Amersham) dokumentiert und densitometrisch mittels Scion
Image for Windows Version Beta 4.0.2 (Scion Cooperation) ausgewertet. Scion

Image basiert auf der Software National Institutes of Health Image.

1.7 Quantitative Realtime-PCR

.71 Quantifizierung kardialer mRNA-Expression mittels Realtime-
PCR

Die Genexpression von Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), des Atrialen Natriuretischen Faktors (ANF), Kollagen Typ | a(2)
(Coll 1) und des Angiotensin-Converting-Enzymes (ACE) wurden gegen einen
internen Standard quantifiziert.

Je 2yl der cDNA-Probe (bzw. des Plasmid-DNA-Standards) wurden in einem
iCycler iQ™ System (Bio-Rad) mittels TagMan-Sonde quantifiziert. Insgesamt
wurden je Probe noch 12,5ul iQ Supermix (Bio-Rad), 2ul MgCl, (5 mM), 5,54l
PCR-reinem H,O und je 1pl des genspezifischen Primers (400 nM) bzw. der

genspezifischen Sonde hinzugegeben (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Nukleotidsequenzen der genspezifischen Primer bzw. Sonden. (Abkirzungen:
GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; ANF = Atrialer Natriuretischer Faktor;
ACE = Angiotensin-Converting-Enzymes; BP = Basenpaare,; se = sense; as = antisense).

mRNA Oligo-Nukleotid-Sequenz BP | Lit. GenBank
Acc. Nr.
GAPDH Primer:
se. TATCGGACGCCTGGTTACCA
as. TTGACTGTGCCGTTGAACTTG 144 | (95) X02231
Probe CCATCAACGACCCCTTCATTGA
CCTC
ANF Primer:
se. AAATCCCGTATACAGTGCGG
as. GGAGGCATGACCTCATCTTC 105 | (149) | M25297
Probe | TCAAGAACCTGCTAGACCACCT
GGAGGAGA
Kollagen | Primer:
Typ la(2) | se. TGCTGCTTGCAGTAACGTCG
as. TCAACACCATCTCTGCCTCG 136 | (95) RMO53356
Probe | ACTGGAGACAGAGGACCGCGT ARIA217
GGAC
ACE Primer:
se. CAAGACATTTGACGTGAGCAAC
as. GTCAGATCAGGCTCCAGTGACA | 201 | (149) | U03734
Probe CAGTGCTGCCTCCCAACGAGTT

AGAAGA

Die spezifischen Sonden (T/B MolBiol) waren mit dem fluoreszierenden Farb-
stoff FAM (6-Carboxyfluorescein) am 5’-Ende, und mit dem Quencher TAMRA

(6-Carboxytetramethylrhodamin) am 3’-Ende markiert. Solange die Sonde intakt

ist, wird die kurzwellige Fluoreszenz des Reporters durch den Quencher in

langwellige umgewandelt (FRET: Fluorescence resonance energy transfer).

Sobald die Sonde aber gebunden hat wird sie durch die 5’-Exonuklease Aktivi-

tat der Tag-Polymerase hydrolysiert, und der Reporter vom Quencher getrennt

(siehe Abbildung 4). Es resultiert eine relativ hdhere kurzwellige Fluoreszenz,
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die direkt proportional zur Anzahl der DNA-Molekule zu Beginn des aktuellen
Zyklus ist (49, 50, 59).

P =iy —
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nﬁm il

—|—|—|—|—I—|—I—|—I—|—|—|—|—|—|—I—|—I—|—r i
Ll nrtl AN Anneaal

[y 1] Sl

AT N Ny, .

!lgﬁ"“ﬂ;

-~
||||||||||||||||||”|||||||||||5|||||||||| Extend

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Realtime PCR mittels TaqgMan-Sonde: In der in-
takten Sonde wird Energie (via FRET) von der kurzwelligen Fluorophobe auf die langwellige
Fluorophobe (Quencher) am anderen Ende (bertragen, die kurzwellige Fluoreszenz wird unter-
driickt. Nach Hybridisierung der Sonde wird der Energietransfer mittels FRET durch die Endo-
nukleaseaktivitdt der Taq-Polymerase durchbrochen, und die Sonde fluoresziert bei Anregung.
Quelle: Invitrogen.

Der Zyklus, in dem die Fluoreszenz das erste Mal statistisch signifikant Uber der
Hintergrundfluoreszsenz liegt, wird als ,threshold cycle® (C;) (Abbildung 5) be-
zeichnet. Aufgrund des linearen Zusammenhangs zwischen dem Logarithmus
der Konzentration und dem C; kann mit Hilfe der Standard-Verdiinnungsreihe
auf die urspringliche Anzahl der Genkopien zuruckgerechnet werden. Alle Er-
gebnisse wurden mangels besserer Alternativen auf das endogene ,House-
keeping Gen“ GAPDH normalisiert (70, 131, 139). Folgendes thermales Profil
wurde verwendet: 2 min bei 95°C (1 Startzyklus), 15 s bei 95°C und 1 min bei
60°C (40 Zyklen).
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Abbildung 3. Beispielhafter Report einer quantitativen Realtime PCR. Es ist die Fluoreszenz
gegen die Anzahl Zyklen aufgetragen. Je nach Ausgangsgehalt an cDNA-Kopien steigt die
Fluoreszenz der Proben und Standards nach einer bestimmten Anzahl Zyklen (iber die Hinter-
grundfluoreszenz an. Der Schnittpunkt der Kurven mit der waagrechten Linie gibt Zyklus an, an
dem die Proben erstmals signifikant liber der Hintergrundfluoreszenz liegen (Threshold Cycle,
Cy).

1.7.2 Herstellung der Plasmid-Standards fiir die Realtime-PCR
Die Plasmide wurden mittels TOPO TA Cloning®-Kit (Invitrogen) hergestellt. In

einem ersten Schritt wurde cDNA mittels spezifischer Primer (siehe Tabelle 3)
amplifiziert. Dazu wurde je 2ul cDNA mit einem Mastermix aus je 1ul Forward-
und Reverse-primer (20 pmol), Spl 10x PCR-Puffer (Pharmacia), 1ul dNTP-Mix
(Roche), 0,5ul Taq-DNA-Polymerase (Pharmacia) und 39,5ul destilliertem
Wasser angesetzt. Folgendes Thermoprofil wurde in einem Mastercycler
gradient (Eppendorf) benutzt: 3 min bei 95°C (ein Startzyklus), 30 sec bei 95°C,
30 sec bei 60°C, 30 sec bei 72°C (35 Zyklen) und abschlieend einmalig 10 min
bei 72°C. Die PCR-Produkte wurden anschliefend in einem 2%igen Agarosegel
aufgetrennt und unter UV-Licht isoliert. Die DNA wurde mittels QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN) aus dem Gel extrahiert und aufgereinigt.

Anschlie®end wurde die DNA in die Plasmidvektoren (pCR®2.1-TOPO 3.9kb)
eingefugt. Daftr wurden 3ul gereinigte DNA mit 3ul TOPO-Cloning-reaction-mix
(bestehend aus je 1ul Salzlésung, sterilem H,0 und TOPO-Vector) fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert, und dann 2pl der Losung in ein Gefald mit One

Shot® Competent E. coli gegeben.
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Abbildung 4: Insertation des Zielgens in den TOPO-Vector mittels Topoisomerase I. Quelle:
Invitrogen.

Nach 30 minutiger Inkubation auf Eis und 30 sec bei 42°C wurden 250pl raum-
warmes SOC-Medium dazugeben, und die Suspension fur 1 h bei 37°C unter
Durchmischung inkubiert. Danach wurden 50-75ul der Suspension auf vorge-
warmte, mit je 40ul IPTG (100 mM) und X-Gal (40 mg/ml) praparierte Agarplat-
ten geimpft. Die Platten wurden uUber Nacht bei 37°C inkubiert und am nachsten
Tag die Kolonien nach blauer bzw. weilder Farbe selektiert. Nur die weilden
Kolonien wurden auf neue Platten angeimpft. Die Transformation der positiven
Klone wurde durch PCR (mittels Forward und Reverser M13-Primer) und nach-
folgende Gelelektrophorese Uberpruft. Nur Klone die ein Genprodukt der er-
warteten Lange herstellten, wurden Uber Nacht in 4ml LB-Medium mit 50 ug/ml
Ampicillin bei 37°C weiterinkubiert.

Mittels QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) wurden die dann positiven
Plasmide extrahiert und aufgereinigt, die Insertion der zu amplifizierenden DNA
mittels Sequenzierung Uberpruft (T7 Promoter).

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde anschlieRend photospektrometrisch
bei OD2g bestimmt, und Standard-Verdiinnungsreiehen (10° — 10° Kopien/pl)
mittels TE-Puffer hergestellt. Die entsprechende Anzahl Plasmidkopien wurde
unter der Annahme, dass 1ug der 1000 bp DNA 9,1 x 10"" Molekiilen ent-

sprechen, errechnet.
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1.8 Bestimmung der Plasma-Aldosteronkonzentration mittels

Radio Immune Assay (RIA)

Zur Quantifizierung der Aldosteronkonzentration im Plasma wurde ein
ALDOCTK-2 Radio-Immune-Assay (DiaSorin, Dietzenbach) verwendet. Nach
Anweisungen des Herstellers wurden die Reagenzien in die mit Hasenanti-
korpern beschichteten Messrohrchen pipettiert und Uber Nacht bei Raum-
temperatur inkubiert. Es wurden jeweils 200ul Probe eingesetzt. Nach der Inku-
bation wurde der Uberstand aspiriert, und die Radioaktivitit des mit 1'*°
markierten Aldosterontracers mittels Multi-Kristall Gamma-Zahler (LB 2111,
Berthold) gemessen. Das Plasma-Aldosteron in pg/ ml wurde als Mittelwert

einer Doppelbestimmung angegeben.

1.9 Elektrolytbestimmung

Die Elektrolyte (Natrium, Kalium, Chlorid) der Plasmaproben wurden freund-
licherweise durch das Zentrallabor der Universitat Wirzburg mittels Potentio-
metrie an einer ionenselektiver Elektrode (Cobas Integra 800, Roche) aus ver-

dinntem Plasma (indirekte ISE) routinemalig bestimmt.

11.10 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mittels One-Way-ANOVA durchgeflihrt, ge-
folgt von multiplen Vergleichen mittels Fisher’s protected least-significant
difference test. Es wurde StatView 5.0 (Abacus Concepts) als Analysepro-
gramm benutzt. Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittel-

werts angegeben (meantSEM).
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Il ERGEBNISSE

1.1 Globale Parameter

Die experimentell erzielte Infarktgro3e mit durchschnittlich 53% sowie das
Korpergewicht waren in allen Versuchgruppen vergleichbar (Tabelle 4). Die
herzinsuffizienten Tiere wiesen in den Transversalschnitten des linken
Ventrikels eine Vergrollerung der Kammervolumen-Querschnittsflache auf
(Tabelle 4 und Abbildung 7), welche am besten signifikant durch die Dreifach-

hemmung des RAAS normalisiert werden konnte.

Sham Placebo S

S+l

S++T

Abbildung 1: Transversalschnitte des linken Ventrikels (Picrosirius-Rot-Férbung). Die Schnitte
stammen aus der Mitte des linken Ventrikels. Das Narbengewebe der Myokardinfarkte stellt sich
rot eingeférbt dar. In den beispielhaften Schnitten sieht man anteriore Myokardinfarkte, die sich
bis in die anterolaterale Wand ausdehnen. Folge ist eine VergréBerung des linksventrikuldarem
Ventrikeldurchmessers und der linksventrikuldren Ventrikelquerschnittsflache. Diese Ver-
dnderungen wurden am effizientesten durch die Dreifachblockade des Renin—-Angiotensin-
Aldosteronsystemes mittels ACE- Hemmer, AT;-Rezeptorantagonist und Aldosteron-
antagonisten normalisiert. (S=Spironolacton; I=Irbesartan; T=Trandolapril).
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Das Gewicht des rechten Ventrikels (RV) der Placebo-Tiere war deutlich héher
als das der scheinoperierten Tiere (Sham). Das RV-Gewicht wurde durch
Spironolacton-Monotherapie, sowie durch die Dualtherapie aus Spironolacton
und Trandolapril bzw. Irbesartan signifikant reduziert. Die Dreifachtherapie
fuhrte im Vergleich zu den Zweifachtherapien zu einer weiteren signifikanten

Abnahme des rechtsventrikularen Gewichtes (Tabelle. 4 und Abbildung 8).

RV /BW

12-
*4 *t
*
T T T
08- L_*11#§
o T
£
0,4
0,0
Sham P S S+l S+T S+IH+T
CHF

Abbildung 8: Verhéltnis des Gewichts des rechten Ventrikels (RV) zum Gesamtkérpergewicht
(Bodyweight, BW). Das RV-Gewicht der nur scheinoperierten Tiere (Sham) ist gegentliber den
infarzierten, herzinsuffizienten Tieren signifikant niedriger. Eine Hemmung des RAAS reduziert
das Gewicht des rechten Ventrikels, wobei die Dreifachkombination aus Spironolacton (S),
Irbesartan (S) und Trandolapril (T) signifikant besser als die Spironolacton-Monotherapie
(p<0,05) und Kombination aus Spironolacton und Irbesartan (p<0,05) abschneidet und den
Quotienten aus RV-Gewicht zu Koérpergewicht am effektivsten reduziert. Mittelwert+SEM.
*p<0,05 vs. Sham; 1 p<0,01, 11 p<0,001vs. Placebo; § p<0,05 vs. S+I; # p<0,05 vs. S.
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.2 Hamodynamik

.21 Linksventrikularer systolischer Druck (LVSP)

Bei allen herzinsuffizienten Tieren fand sich unabhangig von der Behandlung
ein erniedrigter linksventrikularer-systolischer Druck (LVSP, Abbildung 9). Alle

Hamodynamikdaten sind nochmals in Tabelle 5 zusammengefasst.

.2.2 Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP)

Der linksventrikulare enddiastolische Druck (LVEDP) hingegen war bei allen
infarzierten Tieren erhoht, die Behandlung mit Spironolacton alleine, bzw. in
Zweifachtherapie in Kombination mit ACE-Inhibitor oder ATi-Antagonisten
brachte eine gegenlber der Placebobehandlung signifikante Reduzierung
(p<0,05 vs. Placebo) des LVEDP, wobei die Dreifachtherapie aus Aldosteron-
antagonist, ACE-Hemmer und AT¢-Rezeptor-Antagonisten den LVEDP
nochmals starker senkte (p<0,01 vs. Placebo, Abbildung 9).

LVSP LVEDP

] C o
£ ? | R
E 754 E 144 T

=

0
Sham P S S+ S+T S+HT Sham P S S+l S+T S+IT
CHF CHF

Abbildung 9: Linksventrikulérer, systolischer Druck (LVSP) und linksventrikuldrer, end-
diastolischer Druck (LVEDP) 10 Wochen nach experimentellen Herzinfarkt. Gegeniiber den
scheinoperierten (Sham) Tieren ist der LVSP signifikant erniedrigt, wéhrend der LVEDP
signifikant erhéht ist. Die Dreifachkombination aus Aldosteronantagonist, ACE-Hemmer und
AT;-Rezeptorblocker hat den gréten Effekt auf den LVEDP. (P=Placebo; S=Spironolacton;
I=Irbesartan; T=Trandolapril). Alle Werte sind Mittelwertet<SEM. *p<0,05 vs. Sham; 1 p<0,05, 1
p<0,01 vs. Placebo.
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.2.3 Maximale linksventrikulare Druckanstiegs- bzw. Druckabfalls-
geschwindigkeit

Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) bzw. die maximale
Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dtmin) des linken Ventrikels (Abbildung 10) als
Mal der Kontraktilitdt war bei allen Gruppen gegenuber den scheinoperierten
Tieren vermindert. Spironolacton-Monotherapie verbesserte diese Parameter
tendenziell, eine signifikante Verbesserung wurde mittels Zweifachtherapie
(p<0,05 vs. Placebo) erzielt, wobei die Tripeltherapie wiederum nochmals die

Ergebnisse verbesserte (p<0,01 vs. Placebo).

dP/dt dP/dt

14000 12000

—L

*t
« *t *f — T

- « T L I _ *t
2 ) * xt *f =
g 7000 56000- * -

Sham P S SH SH S+ " Sram P S SH SH SHHT

CHF CHF

Abbildung 10: Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt..,) bzw. maximale
Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt,,) im linken Ventrikel. Gegeniliber den scheinoperierten
Tieren (Sham) steigt, bzw. féllt der Druck im linken Ventrikel bei den infarzierten Tieren weniger
schnell. Unter Behandlung steigen diese Werte wieder an, die Zweifach- und Dreifachtherapie
erzielen eine signifikante Verbesserung gegeniiber den scheinbehandelten Tieren, wobei die
Dreifachblockade des RAAS die besten Erfolge erzielt. (P=Placebo; S=Spironolacton;
I=lrbesartan; T=Trandolapril). Mittelwerte+SEM. *p<0,05 vs. Sham;  p<0,05, 1 p<0,01 vs.
Placebo.
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lll.3 Linksventrikulares Kollagen

.3.1 Linksventrikulares Kollagen und Kollagen-Volumenfraktion

Der linksventrikulare  Kollagenanteil ist sowohl ausgedruckt als
lichtmikroskopische  Kollagen-Volumenfraktion als auch Uber den
Hydroxyprolingehalt berechnetes Kollagen im Trockengewebe (Abbildung 11)
bei den herzinsuffizienten mit Placebo behandelten Ratten im Vergleich zu den
scheinoperierten Tieren deutlich erhdht (siehe auch Tabelle 6). Eine Therapie
mittels Hemmung des RAAS bringt eine signifikante Verringerung des
Kollagenanteils, wobei die Monotherapie mit Spironolacton mit der
Zweifachtherapie vergleichbare Ergebnisse erzielte. Die Dreifachkombination
brachte wiederum die besten Ergebnisse, insbesondere beim gemessenen Kol-

lagengewebeanteil (p<0,001 vs. Placebo).

LV Kollagen-Volumenfraktion LV Kollagen
* *
"’ I T
44 t t + _ *+
T £ 30 N
N T T T T § '|' -l-!- "
g T g Tt
2 g %7 -l-
.
1 104
Sham P S S+l S+T S+I+T ° Sham P S S+l S+T S+H+T
CHF CHF

Abbildung 11: Linksventrikuldre Kollagen-Volumenfraktion (%) und linksventrikuldres
Gewebekollagen (ug / mg Gewebe). Der Kollagenanteil im linken Ventrikel ist bei den
herzinsuffizienten Tieren deutlich erhéht. Eine Hemmung des RAAS normalisiert den
Kollagengehalt, wobei eine Dreifachblockade am effektivsten wirkt. (P=Placebo;
S=Spironolacton; I=irbesartan; T=Trandolapril). MittelwertezSEM. *p<0,05 vs. Sham; T p<0,05,
1 p<0,01, 11 p<0,001 vs. Placebo.
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11.3.2 Linksventrikulare Kollagenexpression

Die linksventrikulare Kollagen Typ | RNA — Expression (Abbildung 12) ist im
Vergleich zu den scheinoperierten Tieren deutlich erhoht. Nach 9-wochiger
Behandlung reduzierte sich die Expression durch Mono- und Zweifachtherapie
signifikant. Durch die vollstandige Ausschaltung des RAAS mittels
Dreifachkombination aus Aldosteronantagonisten, ACE-Hemmer und AT-Re-
zeptorantagonisten war gegenuber der Spironolacton-Monotherapie nochmals
eine statistisch signifikante Verminderung der Kollagen Typ | RNA — Expression

zu erreichen (p<0,05 vs. Spironolacton), siehe auch Tabelle 6.

Kollagen Typ | Expression

0,050

*

&

t

< 0,025 T *1 ¥

: T T tt#
T T

0,000
Sham P S S+l S+T S+I+T

CHF

Abbildung 12: RNA-Expression von Kollagen Typ | im linken Ventrikel. Im Vergleich zu den
scheinoperierten Tieren (Sham) sieht man 10 Wochen nach Myokardinfarkt eine deutliche
Mehrexpression von Kollagen Typ | bei den herzinsuffizienten Placebo-behandelten Tieren. Die
Dreifachkombination aus Spironolacton, ACE-Hemmer und AT;-Rezeptorantagonistem kann die
Expression gegeniiber der Spironolacton-Monotherapie nochmals signifikant verbessern.
(P=Placebo;, S=Spironolacton; I=Irbesartan;, T=Trandolapril). Mittelwerte+SEM. *p<0,05 vs.
Sham; 1 p<0,05, 1 p<0,01, 11 p<0,001 vs. Placebo; # p<0,05 vs S CHF.
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lll.4 Linksventrikulare ACE- und ANF-Genexpression

.4.1 mRNA-Expression des Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)

Die Genexpression des Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE, Abbildung 13)
im Uberlebendem Myokard war bei Placebo-behandelten Tieren mit
Herzinsuffizienz gegenuber den scheinoperierten Tieren erhdht. Die
Behandlung mit Spironolacton verminderte die ACE-Expression gegenuber den
Placebo-Tieren signifikant, wobei die Zwei- und Dreifachblockade des RAAS
unter Einschluss des AT -Antagonisten in der Hemmung der ACE-
Hochregulation der Monotherapie nur leicht Uberlegen war (p<0,01 vs.

Placebo), siehe auch Tabelle 7.

15,0 - %
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Abbildung 13: Linksventrikuldre mRNA-Expression des Angiotensin-Converting-Enzymes (ACE)
10 Wochen nach Myokardinfarkt. (P=Placebo; S= Spironolacton; I=Irbesartan; T=Trandolapril).
Mittelwerte £SEM. *p<0,05 vs. Sham; T p<0,05, 1 p<0,01 vs. Placebo.
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.4.2 mRNA-Expression des atrialen natriuretischen Faktors (ANF)

Die mRNA-Expression des atrialen natriuretischen Faktors (ANF, Abbildung
14), wurde als Marker der kardialen Hypertrophie im Rahmen des Remodeling
nach Myokardinfarkt untersucht (siehe auch Tabelle 7). Bei den Placebo-
behandelten Ratten fand sich deutlich vermehrt ANF-mRNA. Eine Behandlung
mit Spironolacton als Monotherapie verminderte die kardiale ANF-Expression,
eine weitere Reduktion konnte durch die Kombination mit einem ACE-Hemmer
oder einem AT-Antagonisten erzielt werden. Durch die Kombination aller drei
Wirkstoffe konnte die eindeutigste Reduktion der ANF-Expression erzielt

werden (p<0,001 vs. Placebo, p<0,05 vs. Spironolacton).

18 ANF
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Abbildung 14: Linksventrikuldre mRNA-Expression des atrialen natriuretischen Faktors (ANF)
10 Wochen nach Myokardinfarkt. Blockierung des RAAS vermindert die kardiale ANF-
Hochregulierung; der Effekt der Dreifachkombination aus Spironolacton, Irbesartan und
Trandolapril ist am gré3ten (p<0,05 vs. Spiro). (P=Placebo; S= Spironolacton; I=Irbesartan;
T=Trandolapril). Mittelwerte +SEM. *p<0,05 vs. Sham; t p<0,05, 1 p<0,01, 1 p<0,0071 vs.
Placebo; # p<0,05 vs S CHF.
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lll.5 Proteinexpression im linken Ventrikel

.5.1 Sarcoplasmatische retikulare Calcium-ATPase (Serca 2 ATPase)

Die Expression der sarcoplasmatischen retikularen Calcium-ATPase (Serca 2
ATPase) im linken Ventrikel war bei allen infarzierten Ratten gegenuber den
scheinoperierten Tieren (Sham) erniedrigt und wurde durch Zweifach- bzw.
Dreifachkombination gegenuber den Placebo-behandelten, herzinsuffizienten
Ratten signifikant erhoht. Unter Spironolacton-Monotherapie war die Serca 2
ATPase — Expression gegenuber Placebo allerdings nicht signifikant beeinflusst
(Abbildung 15).

Serca2 ATPase
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Abbildung 15: Expression der sarcoplasmatischen retikuldren Calcium-ATPase (Serca 2
ATPase) im linken Ventrikel 10 Wochen nach Myokardinfarkt. Durch Kombinationsbehandlung
wird die bei Placebo-behandelten Tieren supprimierte Serca2 ATPase wieder normalisiert.
(P=Placebo; S= Spironolacton; I=Irbesartan; T=Trandolapril). Mittelwerte +SEM. *p<0,05 vs.
Sham; 1 p<0,05, 1 p<0,01 vs. Placebo.
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lll.6 Plasma-Aldosteronspiegel

Die Plasma-Aldosteronbestimmung (Abbildung 16) erfolgte aus Blutproben, die
nach der unter Narkose erfolgten Hamodynamikmessung enthommen wurden.
Die Entnahme erfolgte 36 Stunden nach der letzten Medikamentengabe. Der
Aldosteronspiegel der nur Placebo-behandelten Tiere ist gegenuber den
scheinoperierten (Sham) Tieren signifikant (p<0,05) erhdht. In den anderen
Behandlungsgruppen findet man keine signifikanten Abnahme (siehe auch
Tabelle 8).

Plasma-Aldosteron
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Abbildung 16: Bestimmung des Plasma-Aldosterons aus Blutproben, die in Narkose nach
Hémodynamik entnommen wurden. Gegenliber den scheinoperierten Tieren ist der Plasma-
Aldosteronspiegel bei den Placebo-behandelten Tieren signifikant erhéht. Behandlung mit
Inhibitoren scheint den Plasma-Aldosteronspiegel tendenziell nur leicht zu vermindern.
(P=Placebo; S= Spironolacton; I=Irbesartan; T=Trandolapril). Mittelwerte +SEM. *p<0,05 vs.
Sham.
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lll.7 Plasmaelektrolyte

Die Elektrolyte (Natrium, Kalium) wurden aus Plasma bestimmt, das im
Rahmen der Hdmodynamik nach 9-wdchiger Behandlung abgenommen wurde.
Samtliche Medikamente wurden 36 Stunden vor der Probenentnahme
abgesetzt. Weder beim Natrium- noch beim Kaliumspiegel fand sich ein
statistisch  signifikanter  Unterschied zwischen den einzelnen Be-
handlungsgruppen (siehe Abbildung 17). Das Kalium war bei keiner Gruppe,
insbesondere auch nicht der Dreifachtherapie aus Spironolacton, AT;-
Rezeptorantagonist und ACE-Hemmer Uber den Normbereich erhoht (siehe
auch Tabelle 8).

Plasma Natrium Plasma Kalium
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Abbildung 17: Natrium- und Kaliumspiegel im Plasma 10 Wochen nach experimentellem
Myokardinfarkt. S&dmtliche Medikamente wurden 36 Stunden vor Probenentnahme abgesetzt.
Weder fiir den Natrium- noch den Kaliumspiegel besteht ein signifikanter Unterschied zwischen
den einzelnen Behandlungsgruppen. (P=Placebo; S= Spironolacton; I=Irbesartan;
T=Trandolapril). Mittelwerte +SEM.
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IV DISKUSSION

Ziel dieser Studie war es festzustellen, ob eine Dreifachinhibition des RAAS
mittels ACE-Hemmer, AT -Rezeptorantagonisten und Spironolacton das
kardiale Remodeling bei Ratten nach Herzinfarkt erfolgreicher verhindert als
eine Mono- oder Zweifachtherapie. Um kleinere Infarkte nach experimenteller
Koronarligation mit entsprechend geringer ausgepragter kardialer Dysfunktion

(101) auszuschlieBen, gingen nur Tiere mit planimetrisch ausgedehnten In-

farkten (>45%) in die Studie ein.

Die Rationale einer zusatzlichen Blockade der Aldosteronwirkung, dem End-
glied des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems, nach Myokardinfarkt beruht
auf zahlreichen klinischen und experimentellen Beobachtungen einer per-
sistierenden, durch Mineralokortikoidrezeptorblockade hemmbaren, Aldo-
steronwirkung trotz Blockade vorgeschalteter Stufen des RAAS. Auch fand
man, dass ein erhohtes Plasma-Aldosteron ein negativer Indikator fur die Prog-

nose einer Herzinsuffizienz ist (132). Erklarungsmodelle fur die persistierenden

Aldosteroneffekte trotz Hemmung des RAAS sind der ,Aldosteron-Escape® (105),
der ,Angiotensin—Aldosteron—Circulus vitiosus® (110) oder die AT Il unabhangige
de novo Aldosteronsynthese (98).

,2Aldosteron-Escape” wird das trotz Blockade des RAAS auftretende Phanomen
einer Wiederzunahme des Plasma-Aldosterons sogar uUber den Ausgangs-

spiegel hinaus nach initialer Abnahme genannt (26, 117). Selbst bei der Kombi-

nation aus hochdosiertem ACE-Hemmer und ATi-Antagonisten kam es in
klinischen Studien nach einem anfanglichen Abfall des Plasma-Aldosterons zu
einem Wiedererreichen des Ausgangsniveaus (86). Moglicherweise ist das
durch ACE-Hemmer und AT;-Blocker ansteigende Kalium der sekretogene Reiz
fur das vermehrte Plasma-Aldosteron. Insbesondere wird auflerdem vermutet,
dass auch eine lokale Gewebsproduktion am Aldosteron-Escape beteiligt ist,
und so den zusatzlichen Schutz des myokardialen Gewebes vor den
schadlichen Aldosteronwirkungen erforderlich macht. Die Gabe von

Mineralokortikoidantagonisten zusatzlich zur Blockade des RAAS hatte so also
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zusatzlichen potentiellen Benefit beim Remodeling nach Myokardinfarkt, was
sich auch in unseren Ergebnissen widerspiegelt.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Aldosteron im Sinne eines positiven
Feedbacks einen ,Angiotensin—Aldosteron—Teufelskreis“ unterhalten kann, was
eine Ausschaltung der deletaren Aldosteronwirkung noch bedeutender erschei-
nen lasst: Aldosteron kann eine Erhéhung der Gewebe-ACE-Aktivitat bewirken
(55, 126) und somit erhohte Angiotensinspiegel verursachen, sowie die an-
sonsten physiologische Angiotensin ll-induzierte Herunterregulation der ATj;-
Rezeptoren vermindern (137). Somit entsteht ein Circulus vitiosus: bei erhéhtem
Angiotensin |l -Spiegel steigt das Aldosteron, welches die Aktivitat des ACEs
verstarkt und die der AT-Rezeptor Downregulation verhindert. Schlie3lich wird
somit wiederum die AT Il -Produktion und -Wirkung verstarkt (siehe Ab-
bildung 18).

[ Angiotensin Il ]

Rezeptorantagonlsten |:||:||:| / \ ACE-Hemmer

%/

AT -Rezeptor ] D Mineralkortikoid [ ACE

Rezeptorantagonisten

Aldosteron ]

g

Abbildung 18: ,Angiotensin — Aldosteron — Teufelskreis”. Aldosteron kann sowohl! die Expres-
sion von ACE erhbhen, als auch die physiologische Downregulation der AT-Rezeptoren ver-
hindern. Somit sorgt Aldosteron fiir steigende Angiotensin Il —Wirkung, was wiederum eine
héhere Aldosteronproduktion zur folge hétte — ein Circulus vitiosus entsteht. Die Blockade der
Aldosteronwirkung nimmt die Schliisselstelle zur Unterbrechung dieses Teufelkreises ein. Nach
Pitt (109).
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Eine Mineralokortikoidrezeptorinhibiton kann so also neben der Blockierung der
Aldosteronwirkungen auch eine quasi ,zusatzliche® ACE-Hemmung durch
Durchbrechen der Selbstverstarkung bewirken.

Tatsachlich fanden wir auch in dieser Studie eine nach Infarkt signifikant er-
hdohte ACE-Genexpression. Dies steht in Einklang mit der Literatur, denn die
ACE-Expression nicht nur des GefalRgewebes, sondern auch der Myo-
fibroblasten, der Myozyten und einwandernder Makrophagen ist bei Herzinsuf-
fizienz erhoht und wird als eine der ersten Komponenten des lokalen RAAS
nach Myokardinfarkt hochreguliert (36). Zwar konnte die Therapie mittels ACE-
Hemmer oder ATq-Blocker die ACE-Expression wieder vermindern, am hochs-
ten signifikant gelang dies jedoch mittels Dreifachinhibition des RAAS.

Ferner gibt es auch Hinweise auf eine AT ll-unabhangige Aldosteronproduktion:
Katada et al. konnten zeigen, dass es selbst bei Angiotensin Il Typsa -Rezeptor
Knockoutmausen nach Herzinfarkt im Vergleich zum Wildtyp zwar ein
schwacheres, aber immer noch signifikantes Remodeling mit Hypertrophie und
kardiale Dysfunktion gibt (68). Auch die Genexpression der Aldosteronsythase
und der kardiale Aldosterongehalt blieb bei den AT1a -Knockoutmausen erhoht,
wahrend sich die Plasmaspiegel nicht signifikant veranderten. Behandlung mit
Spironolacton normalisierte jedoch dieses Remodeling. Eine Behandlung mit
einem ACE-Hemmer hingegen brachte keinen zusatzlichen Benefit bei den
Knockoutmausen, was vermuten lasst, dass es bei den Umbauvorgangen nach
Myokardinfarkt zumindest zum Teil um Angiotensin ll-unabhangige Mechanis-
men handelt. Insgesamt scheint so die alleinige Blockade der Renin- Angio-
tensin-Achse nicht auszureichen, um die kardiale Aldosteronproduktion und das
Remodeling nach Myokardinfarkt zu verhindern. Auch existieren von Angio-
tensin Il unabhangige Mechanismen zur Aktivierung der intrakardialen
Aldosteronsynthese.

Auch bei unseren Versuchstieren fanden sich nach Infarzierung signifikant er-
hdhte Plasma-Aldosteronspiegel als Zeichen eines aktivierten RAAS, die durch
ACE-Hemmer oder ATq-Blocker nicht signifikant gesenkt werden konnten. Dies

unterstreicht die Notwendigkeit einer additiven Mineralokortikoidrezeptor-
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blockade mittels Spironolacton, um die negativen Aldosteroneffekte am kardio-
vaskularen System zu mildern.

Der verwendete Angiotensin Il Typs —Rezeptorblocker Irbesartan blockiert se-
lektiv die Wirkungen des Angiotensin Il, und zwar unabhangig, ob es sich um
uber ACE-generiertes oder um uber ACE-unabhangiges generiertes Angio-
tensin (96, 138, 143) handelt. Eine selektive AT -Rezeptorblockade musste dem-
zufolge theoretisch einen grofleren Benefit als ein ACE-Hemmer bringen.
Zusatzlich wurde vermehrt Uber AT,-Rezeptor (oder andere Subtypen) vermit-
telte, protektive Effekte berichtet (1, 2, 6, 19, 64, 76, 89). In klinischen Studien
schieden AT4-Rezeptorantagonisten aber meist nicht besser ab als ACE-Hem-

mer (16, 33, 102, 106). Die Entstehungswege und Angriffspunkte von Angio-

tensin Il im Herzen sind in Abbildung 19 zusammengefasst.

MICROVASCULATURE
MACROPHAGE ATT \

ACE ¢ SMOOTH MUSCLE CELL
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\ , Chymase : CELL
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. REMODELING
an MYOCYTE o~
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Abbildung 19: Entstehung und Angriffspunkte des Angiotensin Il (ATIl) im Herzen. AT,;R =
Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor; AT,R = Angiotensin Il Typ 2 Rezeptor; NE = Noradrenalin. Nach
Dzau (36).
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Die Wirkung von Irbesartan ist stark dosisabhangig; in dieser Studie wurde eine
vorbeschriebene, hohe Dosierung von 50mg/kg KG am Tag verwendet (114).

Der in dieser Studie verwendete ACE-Hemmer Trandolaprii hemmt das im
RAAS ein Stufe friher stehende Angiotensin-Converting-Enzyme sowie zusatz-
lich den Abbau des potenten endothelialen Vasodilatators Bradykinin, der
neben blutdrucksenkenden auch positive Wirkungen auf Gerinnung, Fibrose

und Zellwachstum hat (124, 147). Allerdings ist der Anstieg von Bradykinin

hochstwahrscheinlich aber auch fur die Nebenwirkungen der ACE-Hemmer wie
Ausschlag, trockener Reizhusten und Angio6dem verantwortlich. Die positiven
Effekte einer ACE-Blockade wurden sowohl bei herzinsuffizienten Patienten
(75), bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit (39) oder Myokardinfarkt (73,

101, 133, 158) beschrieben, und einem verminderten Remodeling sowie ver-

minderter Vor- und Nachlast zugeschrieben. Einschrankend zu unserer Studie

muss man feststellen, dass die von uns gesehenen positiven Effekte der Kombi-

nationstherapie zumindest zum Teil auch durch eine von uns nicht untersuchte
Reduktion der Vor- und / oder Nachlast verursacht worden sein kdnnten. Zu-
sammenfassend sind die positiven Resultate der ACE-Blockade bei Dys-
funktion, Herzinsuffizienz und Myokardinfarkt aber nicht nur hamodynamische
Effekte, sondern zum Groldteil durch lokal protektive Effekte von Gewebe-ACE
in GefalRen und Herzgewebe bedingt (37). Trandolapril senkt den Blutdruck un-
gefahr 10 mal effektiver als Enalapril (24), und wurde in dieser Studie wie
vorbeschrieben (10, 41) in einer Dosierung von 0,3mg/kg KG pro Tag gegeben.

Der Aldosteronrezeptorantagonist Spironolacton verhindert die Bindung
erhdhter Aldosteronspiegel an Mineralokortikoidrezeptoren und komplementiert
damit die Blockierung des RAAS. Am Herzen hat Aldosteron vielfaltige Effekte,
insbesondere im Rahmen des Remodlings: Auf eine gesteigerte Hypertrophie
(77,93, 99, 116), gesteigerte Fibroblastenproliferation und Kollagensynthese

(141-143) wurde schon hingewiesen. Daruber hinaus kann Aldosteron uber

Calcineurin-abhangige  Signalwege direkt proapoptotisch wirken (85),

Thrombozyten aktivieren (118), Entziindung und oxidativen Stress verursachen
(150), oder, wie auch Angiotensin Il, eine endotheliale Dysfunktion (47)und in
der Folge Atherosklerose bewirken: Aldosteron erhdht die Aktivitat der
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NAD(P)H-Oxidase und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (112),
vermindert die protektive endotheliale NO-Produktion Uber die Verminderung
des Co-Faktors Tetrahydrobiopterin und stimuliert den Nukledren Faktor-kf3
(109). Des Weiteren kann eine Blockade der Mineralokortikoide mittels des
selektiven Mineralokortikoid-Antagonisten Eplerenon z.B. die deletare
Expression des LOX-1 Rezeptors vermindern, der Uber Adhasionmolekule eine
wichtige Rolle in der Genese der Atherosklerose spielt (72). Aldosteron kann
weiterhin neben Elekrolytverschiebungen intrakardiale Aktionspotentiale ver-
andern (136), durch intrakardiale Fibrose eine inhomoge Reizweiterleitung be-
wirken und somit fur maligne Arrhythmien mitverantwortlich sein (152). Eine
Zusammenfassung der schadlichen Aldosteronwirkungen zeigt Abbildung 20. In
dieser Studie sollten die deletdren Aldosteroneffekte am kardiovaskularen

System durch eine Gabe von 10mg/kg KG Spironolacton pro Tag verhindert

werden.

[ Renal ]/_{ [ Aldosremn ]\[ Diverse ]

/ T \

Na*-Retention Kardiale Thrombozytenaktivierung
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J ! Endotheliale Dysfunktion
. Fibrose l
Qdeme Hypertrophie
Arrhythmie Rhythmusstérungen Ischémie
l l Rhythmusstérungen
Diastolische 1
Progredienz der und systolische
Herzinsuffizienz Herzinsuffizienz Myokardschaden

k» Erhéhte Mortalitédt & Morbiditat -—//

Abbildung 20: Schédliche Aldosteronwirkungen im Bezug auf kardiale Mortalitét und Morbiditét.
Nach Bauersachs (12).
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Die bei den Ratten verwendeten Dosen von Trandolapril, Spironolacton und
Irbesartan sind im Vergleich zum Menschen sehr hoch, trotzdem handelt es
sich um in Studien zur Herzinsuffizienz bei Ratten Ubliche Dosierungen (8, 10,
41, 42, 47).

Im Einklang mit Uberlegungen einer moglichst vollstdndigen Blockade des
RAAS fanden wir bei den in unserer Studie untersuchten Markern des Re-
modeling bzw. der ventrikularen Dysfunktion bessere Ergebnisse durch eine
Dreifachkombination von ACE-Hemmer, AT4-Blocker und MR-Antagonist:
Kardiale natriuretische Faktoren (z.B. der Atriale Natriuretische Faktor, ANF
oder auch das Brain Natriuretic Peptid, BNP) sind etablierte Marker flir kardiale
Hypertrophie und Herzinsuffizienz. Die Expression dieser Peptide ist im linken
Ventrikel in einem Patientenkollektiv mit Herzinsuffizienz erhdht, und korreliert
mit dem Schweregrad der Herzinsuffizienz (17, 52). In der vorliegenden Studie
war die Genexpression des linksventrikularen ANF bei den placebobehandel-
ten, herzinsuffizienten Tieren signifikant erhoht und lie3 sich am besten durch
die Dreifachkombination normalisieren, was sich als Hinweis auf eine geringere
Hypertrophie und ventrikulare Dysfunktion deuten lasst. Selbiges gilt fur die Ex-
pression der Serca2-ATPase, von der gezeigt wurde, dass sie im versagenden
menschlichen Herzen reduziert ist (56, 82), und die in unserer Studie am besten
durch Tripeltherapie normalisiert wurde.

Diesen Trend bestatigen auch die erhobenen hamodynamischen Daten. Alle
Tiere hatten nach Infarzierung eine gegenlber den scheinoperierten Tieren
signifikant erniedrigten linksventrikularen systolischen Druck (LVSP) sowie
einen erhohten linksventrikularen enddiastolischen Druck (LVEDP) als Zeichen
einer kardialen Dysfunktion. Auch die maximale Anstiegssteilheit des
linksventrikularen Druckes (dP/dtmax) bzw. die Druckabfallsgeschwindigkeit
(dP/dtmin) waren deutlich vermindert, was fur eine Storung der Kontraktion und
Relaxation spricht. Insbesondere die Dreifachkombination konnte die kardiale
Dysfunktion gegenlber Placebo am effektivsten verbessern.

Ursachlich fur die ventrikulare Dysfunktion kdénnte unter anderem auch eine ver-
mehrte linksventrikulare Fibrosierung sein, denn Aldosteron stimuliert die Kol-

lagensynthese entweder direkt Uber Mineralokortikoidrezeptoren (20, 22) oder
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indirekt Uber eine Sensibilisierung von AT, -Rezeptoren fir Angiotensin Il (21,
156). In dieser Studie konnte die Tripeltherapie mit Aldosteronantagonist die

Expression des kardialen Kollagen Typ | effektiver als die Mono- oder
Zweifachtherapie reduzieren, was zeigt, dass die Fibrose nach Myokardinfarkt
am besten durch eine moglichst vollstandige Blockierung des Renin-Angio-
tensin-Aldosteron-Systems verhindert werden kann. Eine durch Aldosteron-
blockade beflrchtete negative Beeinflussung der Infarktheilung mit Stérung der
reparativen Narbenentstehung, nachfolgender Ruptur oder Aneurysmabildung,
sowie Infarktausdehnung konnte von verschiedenen Autoren nicht beobachtet
werden (32, 58, 110). Tatsachlich konnte in einer Folgeanalyse der EPHESUS-

Daten, bei der die Patienten im Mittel am siebten Tag nach akutem
Myokardinfarkt mit Eplerenon behandelt wurden, schon 30 Tage nach Infarkt
eine Reduktion der Mortalitdt um 31% (p=0,004) bzw. der kardiovaskularen

Mortalitat um 32% (p=0,003) gefunden werden (110). Interessanterweise kam

dieser Benefit sogar bei Patienten, die optimal mit ACE-Hemmer oder AT-II
Antagonist, Betablocker, Statin, Aspirin und koronarer Reperfusion
vorbehandelt waren, zum Tragen. Wahrend wir in unserem Modell erst 10 Tage
nach Koronarligation mit der Medikation begonnen haben, um einen Einfluss
der Medikation auf die resultierende InfarktgroRe zu minimieren und viel mehr
die Auswirkungen auf das Remodeling im chronischem Myokardinfarktmodell
zu untersuchen, konnten Hayashi et al. zeigen, dass ein selbst ein friher
Mineralokortikoidantagonismus direkt nach Revaskularisierung sicher und
sinnvoll ist (58).

Als weiteren Marker einer verbesserten linksventrikularen Funktion haben wir
unter Dreifachtherapie ein gegenuber der Zweifachtherapie signifikant gering-
eres rechtsventrikulares Gewicht gesehen. Die rechtsventrikulare Hypertrophie
nach Koronarligation bei Ratten ist eine Folge des versagenden linken
Ventrikels sowie volumen- und druckunabhangigen Faktoren wie einem akti-
vierten systemischen und lokalen Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (94).
Die rechtsventrikulare Hypertrophie wird daher von verschiedenen Autoren als
Marker einer Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt bzw. seine Veranderung als

Index verschiedener kardioprotektiver Interventionen vorgeschlagen (74, 124).
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Eine als Nebenwirkung der Dreifachhemmung des RAAS beflrchtete Hyper-
kaliamie konnten wir bei unseren Versuchstieren nicht nachweisen, wahrend in

der RALES-Population ernste Hyperkaliamien (26 mmol/l) mit 1 vs 2% (105), in
der EPHESUS-Population mit 3,9 vs 5,5% (108) signifikant haufiger auftraten. In
einer kleinen Unterpopulation der CHARM-Added-Studie (Placebo oder Cande-

sartan zusatzlich zu einem ACE-Hemmer in einer Population mit Herzinsuffi-
zienz und geringer LVEF) betrug die Hyperkalidamierate von mit ACE-Hemmern
und MR-Antagonisten vorbehandelten Patienten 1%, bei zusatzlicher Gabe
eines AT4-Blockers stieg sie auf 4% (87). Neuere Studien deuten sogar darauf
hin, dass die Rate ernster Hyperkalidmien unter Aldosteronantagonisten hoher
als in der Population von EPHESUS oder RALES sein kdnnte (66). Mdgliche
Erklarungen dafir waren, dass die Studienpatienten meist alter und kranker
waren und zusatzlich an Begleiterkrankungen wie Nierenfunktionsstorungen
oder Diabetes litten. Bei unseren, sonst gesunden Tieren ohne Vorschadigung,
hatte sich jedoch keine Niereninsuffizienz im Beobachtungszeitraum entwickeln
konnen. Auch betrug das Intervall zwischen letzter Medikamentengabe und
Blutentnahme bei der Hamodynamikmessung 36 Stunden, so dass eventuell
pharmakologisch bedingte Elektrolytverschiebungen schon  wieder
ausgeglichen waren.

In RALES fand sich der grofite Benefit bei Patienten mit erhéhten Markern fir
kardiales Remodeling (155), weshalb fur die Reduzierung der Herzinsuffizienz-
mortalitat vor allem das verminderte linksventrikulare Remodeling durch
Mineralokortikoidantagmonismus verantwortlich gemacht wird. Experimentell
wird diese These neben dieser Untersuchung auch von einer Vielzahl weiterer
experimenteller Studien, die den Einfluss einer zusatzlichen Aldosteron-
blockade auf das Remodeling trotz ACE-Blockade bestatigen, untermauert (5,
8, 10, 11, 41, 46, 55, 67, 118, 119). Auch wir fanden in dieser Studie einen zu-
satzlichen Benefit durch die Dreifachinhibtion des Renin-Angiotensin-

Aldosteron-Systems.
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1 year mortality
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Abbildung 21: Fortschritte in der Behandlung der Herzinsuffizienz durch Kombinationstherapie
anhand der Sterblichkeit. Durch méglichst vollstdndige neurohumorale Blockade kann eine re-
lative Risikoreduktion (RRR) gegenliber der alleinigen Therapie mittels Digitalis und Diuretika
erzielt werden. Zur Kombination von ACE-Hemmer, AT-Blocker und MR-Antagonisten liegen
noch keine Ergebnisse vor. Nach McMurray (88).

Die Hemmung des adrenergen Systems durch Betablocker bei Herzinsuffizienz

ist ein seit Jahren etabliertes Therapiekonzept (63, 134): In Metaanalysen konnte

gezeigt werden, dass die Therapie mit Betablockern bei CHF die Gesamt-
mortalitat um bis zu 32% reduzieren kann (35, 60, 78). Auch positive Effekte auf
das kardiale Remodeling durch Betablockade sind beschrieben (54, 113). Auf die
gegenseitige Aktivierung des RAAS und des adrenergen Systems wurde schon
hingewiesen (157). Somit kdnnte durch die Kombination von Betablockern, ACE-
Hemmern, ATi-Rezeptorblockern und Mineralokortikoidrezeptorantagonisten
eine bestmoglichste Blockade des RAAS erreicht werden. Ob diese ,Vierfach-
therapie® tatsachlich Vorteile in der Herzinsuffizienztherapie bringt, fur welche
Patienten sie geeignet ist, und vor allem, ob sie klinisch sicher ist, sollte in

weiteren Studien geklart werden.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Bei Ratten mit chronischen Myokardinfarkt wurde der Einfluss des
Mineralokortikoidrezeptor (MR)-Antagonisten Spironolacton alleine und in
Kombination mit einem Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)-Hemmer oder
einem Angiotensin |l Typ 1 (AT4)-Antagonisten, bzw. der Kombination aller drei
Medikamente auf das kardiale Remodeling untersucht.

Ab dem zehnten Tag nach Koronarligatur wurden die Tiere fir neun Wochen
mit Placebo (P), Spironolacton (S, 10mg/kg/d), den Kombinationen aus
Spironolacton und Trandolapril (S+T; T:0,3mg/kg/d), Spironolacton und
Irbesartan (S+l, |I: 50mg/kg/d) bzw. der Dreifachkombination aus Spironolacton,
Irbesartan und Trandolapril (S+I+T) behandelt. Die Infarktgro3e war in allen
Behandlungsgruppen vergleichbar.

Eine intensivierte Blockade des Renin—Angiotensin—Aldosteron—Systems
(RAAS) mittels Dreifachkombination (S+I+T) verbesserte die linksventrikulare
Dilatation und Fibrose am effektivsten. Die Kollagen Typ | RNA—-Expression und
die Expression des atrialen natriuretischen Faktors war bei S+I+T signifikant
niedriger als bei P (p<0,001) oder als bei S (p<0,05). Auch die
sarcoplasmatische retikulare Calcium-ATPase- und die ACE-Expression ver-
besserten sich unter S+I+T mehr als unter Mono- oder Zweifachtherapie. Diese
positiven Effekte zeigten sich auch in einem verbesserten linksventrikularen
systolischen und enddiastolischen Druck (P 23,6+2,7 vs. S+I+T
12,7+2,3mmHg), einer hoheren maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit bzw.
maximalen Druckabfallsgeschwindigkeit des linken Ventrikels bei S+I+T. Das
rechtsventrikulare Gewicht konnte durch S+I+T gegenitber der P-Gruppe
(p<0,001) sowie der S-Gruppe (p<0,05) hochsignifikant gesenkt werden.

Die vorliegende Studie analysiert erstmals systematisch eine Dreifachinhibition
des RAAS im Rattenmodell der Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt. Das
kardiale Remodeling konnte am effektivsten durch die Kombination aus ACE-
Hemmer, ATi-Antagonist und MR-Blocker verhindert werden. Systematische

klinische Untersuchungen hierzu stehen allerdings noch aus.
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