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1. Einleitung

Laut dem Kompetenznetz-Herzinsuffizienz, zdhlt das Syndrom Herzinsuffizienz, an
dem in Deutschland mehr als 1 Million Menschen erkrankt sind, zu den hédufigsten
Volkskrankheiten. Die Anzahl der Erkrankten steigt.

Ihre medikamentose Therapie erfolgt durch ACE-Hemmer, Aldosteron-Antagonisten,
Betarezeptorenblocker, Nitrate sowie Herzglykoside, welche orientierend an der
NYHA-Klassifikation (New York Health Association) eingesetzt werden.

Die Atiologie der Herzinsuffizienz ist vielfiltig. Es sind Erkrankungen, die ursichlich
fiir Flillungsbehinderung, Volumenbelastung, Druckbelastung, Herzrhythmusstérungen
und die direkte Myokadschéddigung, z.B. nach Herzinfarkt, sind.

Bei vielen Patienten, vor allem Alteren, besteht heute eine Multimorbiditit. Darunter
findet sich auch verstirkt die Kombination von Herzinsuffizienz und Diabetes, bzw. das
metabolische Syndrom.

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist eine chronisch progressive Erkrankung. Er zéhlt zu den
haufigsten Volkskrankheiten mit deutschlandweit ca. 5 Millionen Erkrankten [1]. Seit
Juli 2000 ist mit Rosiglitazon und seit Oktober 2000 mit Pioglitazon eine kausale
Diabetestherapie auf dem Markt. Beide Thiazolidindione (TZD, Glitazone, auch als
Insulinsensitizer bezeichnet) verbessern die Insulinsensitivitit bei Typ 2 Diabetikern.
Beide Wirkstoffe sind in Kombinationstherapie mit  Sulfonylharnstoffen
beziehungsweise Metformin zugelassen, seit Herbst 2007 auch als Monotherapie und
konnen unabhéngig zu den Mahlzeiten eingenommen werden.

Glitazone aktivieren den nukledren PPARY (peroxisomal proliferator-activated receptor
gamma), der liberwiegend im Fettgewebe exprimiert wird, aber auch in geringerer
Anzahl im Herzen. Glitazone verbessern die Insulinwirkung, indem die Transkription
von Genen des Lipid- und Glucose-Metabolismus sowie der Adipozyten-
Differenzierung [2] gesteigert werden. Sie wirken antiphlogistisch durch Unterdriickung
der Proliferation proinflammatorischer Zytokine, wie der NF-kB Aktivitit und
Interleukinexpression [3]. Thiazolidindione sind Fibratabkdmmlinge (Fibrate sind
PPARa-Agonisten), weshalb sie ebenfalls giinstig auf den Fettstoffwechsel einwirken.

Sie steigern die Lipolyse, senken den Triglyzeridwert und erhdhen den HDL Spiegel.
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Problematisch beim Einsatz von Glitazonen ist die Tatsache der derzeit befiirchteten
Progression einer bestehenden Herzinsuffizienz [4]. Vor allem durch
Fliissigkeitsretention fiihren TZDs zur Gewichtserh6hung, aber auch durch die
verbesserte Insulinwirkung. 2002 wurden im ,,Canadian Adverse Reaktion Monitoring
Program® Fille dokumentiert, bei denen es im Rahmen von TZD-Einnahmen zur
Entwicklung einer Herzinsuffizienz kam (acht Félle durch Rosiglitazon und zwei Fille
durch Pioglitazon). Darauf basiert die Kontraindikation fiir TZD ab NYHA II und einer
entsprechenden Symptomatik [4]. Wang et al. vermuten in ihrem klinischen Update in
der Fliissigkeitsretention die vordergriindige Ursache fiir die glitazoninduzierte
Erhohung der Vorlast [3]. Die Daten der retrospektiven populationsbasierten
Kohortenstudie von Delea et. al. evaluieren die Beziehung zwischen der
Glitazonbehandlung und dem Herzinsuffizienzrisiko bei Typ 2 Diabetikern. Dabei kann
eine verstirkte Entwicklung einer Herzinsuffizienz unter TZD-Therapie beobachtet
werden, unabhingig vom Alter oder anderen Risikofaktoren [5]. In einer 2005
veroffentlichten Studie kann der kausale Zusammenhang fiir die massive
therapiebedingte Gewichtszunahme und die Vorlasterhohung eruiert werden. Der iiber
PPARy im Sammelrohr vermittelte Einbau von Na-Kanélen flihrt zu einer vermehrten
renalen Natriumreabsorption mit resultierender Wasserretention und Erhdhung des
hydrostatischen Druckes (siehe 2.4.7.) [6].

Auf Grund der bestehenden Studienlage werden immer wieder protektive Effekte von
Pioglitazon auf kardiovaskulidre Erkrankungen postuliert, die jedoch bisher nicht
eindeutig nachgewiesen sind. Insgesamt ist die Funktion der TZDs und ihres Rezeptors
PPAR y am Herzen und speziell bei kardiovaskuldren Erkrankungen bisher nur
ungeniigend untersucht [7] (siche Kapitel 2.4.5.).

Fiir einen unproblematischen, teilweise sogar protektiven Einsatz der TZDs, kann in der
bisher vorhandenen Literatur vermehrt Anhalt gefunden werden. In einer klinischen
Studie, bei der insgesamt 154 NIDDM-Patienten (nicht insulinabhingige Diabetes
mellitus Erkrankte) unter Troglitazon bzw. Glyburid- Therapie verglichen werden, kann
gezeigt werden, dass die Troglitazonbehandlung keine negativen Effekte auf Herz und
Kreislauf zeigt. Es ergaben sich nicht nur bessere Diabetes- (HbAlc, C-Peptid,
Niichternzucker) und Fettwerte (HDLT, Triglyceridel), sondern auch eine Senkung des
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peripheren Widerstandes und des Blutdrucks. Bei beiden Behandlungsgruppen kénnen
negative Effekte, wie sie bei einem natiirlichen Verlauf vorkommen, detektiert werden.
Diese Effekte waren zum Beispiel eine leichte LDL- Erhohung, wobei die
Verdnderungen in der mit Troglitazon behandelten Gruppe geringer waren [8]. Im
,»Clinician Update* wird im Artikel von Wang et al. sogar davon ausgegangen, dass eine
frithzeitige Anwendung von Glitazonen vor der Entwicklung einer Herzinsuffizienz
schiitzt, jedoch bei einer bereits bestehenden Herzinsuffizienz zur Vorsicht und bei einer
Verschlechterung zum Absetzen geraten wird [3].

Anhand bislang verfiigbarer Glitazonstudien wird keine Korrelation mit einer kardialen
Dekompensation verzeichnet [5]. Verschiedene Faktoren, die urséchlich mit der
Progression einer Herzinsuffizienz in Zusammenhang gebracht werden, wie TNFa-, NF-
kB-, IL-1B- und die Endothelin-Expression, werden durch Glitazone gesenkt [9][10].
TNFa spielt eine kausale Rolle bei der Pathogenese verschiedenster Herzerkrankungen.
Bei einem starken TNFa-Anstieg entwickeln sich eine transmyokardiale Dilatation und
Fibrose sowie eine Myozytenapoptose. Daraus ergibt sich eine Verschlechterung fiir
eine bereits bestehende Herzinsuffizienz [11]. Auch andere Mediatoren, wie NF-«xB sind
bei einer Progression einer Herzinsuffizienz beteiligt. Die Senkung dieser Parameter
konnte somit den Verlauf der Herzinsuffizienz giinstig beeinflussen.

Bedeutend fiir die Protektion der Herzinsuffizienzentwicklung ist der agonistische
Effekt am PPARy-Rezeptor, der in verschiedene Stoffwechselwege eingebunden ist.
Diesbeziiglich erwégen Frey et al. in ihrer Studie als Ursache fiir den ddmpfenden Effekt
auf die Herzmuskelhypertrophie unter TZD-Gabe drei Hypothesen. Zum einen konnte es
durch kardiomyozytenautonome Funktionen begriindet sein, die iiber Glitazone angeregt
werden. Als zweite Hypothese wiére ein indirekter protektiver Effekt durch die
Verbesserung der Insulinsensitivitdt denkbar und als dritte sei eine Isoformspezifitit des
PPAR denkbar, da es bei einer Hypertrophie zu einer Reduktion von PPARa- und
PPARy-Effektoren kommt. Unter anderem wird durch diesen Mechanismus die
Aktivitidt von NF-kB, iNOS, Endothelin-1 und TNFa gesenkt [12].

Yamamoto et al. zeigen, dass TZD und Prostaglandin J(15d-PGJ2) eine Myozytenhy-
pertrophie, induziert durch mechanische Beanspruchung, Angiotensin II und

Phenylephrine, inhibieren. Dabei ist vor allem die Aktivititsminderung von NF-kB in
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diesen antihypertrophen Effekt involviert. Auch senken diese die BNP mRNA-
Expression. Das Peptid NT-pro BNP, das von der Herzmuskelzelle vor allem in Folge
von Dehnungsreizen und neurohumeraler Stimulation gebildet wird, gilt als Marker fiir
die Herzinsuffizienz und zeichnet sich durch seine vasodilatatorische und natriuretische
Wirkung aus [13].

Tsuji et. al. gelingt der Nachweis, dass es bei Ratten unter Pioglitazongabe {iber eine
Reduktion des oxidativen Stresses zu einer Verringerung der Kollagenakkumulation und
dariiber indirekt zur Verringerung der linksventrikuldren diastolischen Funktion kommt.
[14].

Diep et. al. untersuchen die Effekte einer Pioglitazontherapie mittels Hypertrophie-
modell am Rattenherzen. Dazu behandeln sie die Tiere mit Angiotensin II und
vergleichen eine Pioglitazon behandelte mit einer unbehandelten Gruppe der Tiere.
Dabei konnen folgende positive Ergebnisse verzeichnet werden: die Entwicklung der
Hypertension wird verringert, das Zellwachstum normalisiert, die Angiotensin II
bedingte endotheliale Dysfunktion verbessert und die Hochregulation von Angiotensin
I Typ 1 Rezeptoren, proinflammatorischer Zytokine und der NF-kB- Aktivitit
verhindert [15].

Haffner et al. konnen die antiinflammatorische Wirkung von TZD aufzeigen, welche
sich unter anderem protektiv auf die atherosklerotische Entwicklung und wie bereits
aufgefiihrt, als entscheidenden Fakt auf die Herzinsuffizienzentwicklung auswirken
konnen [16].

Die antiatherosklerotische Wirkung als Hauptaspekt der Arbeit von Diep et al. wird
vermutlich nicht nur durch Inhibition der Expression inflammatorischer Gene, wie
Zytokine und Adhisionsmolekiile, sondern auch direkt durch die Verbesserung der
Insulinsensitivitdt, der Inhibition der Proliferation glatter GefaBmuskelzellen und durch
Reduktion der intimalen Hyperplasie hervorgerufen. Letztere Effekte senken das
Restenoserisiko [17] [18].

Ishibashi et al. untersuchen mit positivem Ergebnis den antiinflammatorischen und
antiatherosklerotischen Effekt mittels Pioglitazon anhand der Reduktion der CCR2-
Expression (C-C Chemokine receptor) und der ACE-Aktivitit (angiotensin converting

enzyme) [19].
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Die zuvor genannten Studien zeigen in Bezug auf die Effekte von Pioglitazon nur ein
uneinheitliches Bild. Entscheidend fiir die Entwicklung der vorliegenden Studie sind die
zahlreichen experimentellen Studien, die zeigen konnten, dass TZDs die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen, NF-kB und Endothelin senken [9][10] und dass diese
Mediatoren auch bei der Progression der Herzinsuffizienz beteiligt sind.

In dieser Studie soll der Einfluss von Pioglitazon auf das linksventrikuldre Remodeling
nach experimentellem Myokardinfarkt und der daraus resultierenden Entwicklung einer
Linksherzinsuffizienz an Méusen evaluiert werden. Insbesondere soll die Frage geklart
werden, inwieweit Pioglitazon positiven oder negativen Einflufl auf das Remodeling
nach Herzinfarkt hat und ob sich daraus Folgen fiir die Entwicklung -einer

Herzinsuffizienz oder das Ausmal des Infarktes ergeben konnten [20].

1.1. Fragestellung

Welche Effekte zeigen sich unter dem Einfluss einer Pioglitazonbehandlung auf das
linksventrikuldre Remodeling am Modell des experimentellen Myokardinfarktes (MI)

bei Miusen?
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2. Grundlagen

2.1. Definition der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist eine Funktionsstorung des Herzens, in deren Folge ungeniigend
Blut in die Korperperipherie gepumpt wird, wodurch der metabolische Bedarf der
Organe nicht hinreichend gedeckt werden kann. Sie wird als Syndrom verschiedenster
Symptome und Stérungen sowohl kardialer als auch extrakardialer Ursachen, welche die
Herzinsuffizienz bedingen oder begiinstigen, zusammengefasst. Zu diesen Stdrungen
zdhlen unter anderem die systolische myokardiale Herzinsuffizienz, die diastolischen
Ventrikelfunktionsstorung, die Funktionsstorungen der Herzklappen und Arrhythmien.

Die héufigste Ursache mit 75 % ist die koronare Herzkrankheit und in 50 % der Fille ist

es laut Framingham-Offspring-Studie eine Hypertonie [21].

2.2. Pathogenese der Herzinsuffizienz

Bei der Herzinsuffizienz als Folge eines Myokardinfarktes kommt es im Rahmen der
Zerstorung von Herzmuskelgewebe in den Endstrombahnen der minder versorgten
Koronararterie zu einer Verschlechterung des Kontraktionsvermdégens und als
nachfolgende Konsequenz zu einer Behinderung der diastolischen Fiillung [22].

Somit flihrt die Herzmuskelschddigung zu einer hdmodynamischen Fehlbelastung.
Hierfiir stehen dem Organismus primidre Kompensationsmechanismen, mit denen er das
Herzzeitvolumen zu stabilisieren versucht und sekundire Kompensationsmechanismen,

mit denen er sich an das verminderte HZV anpasst, zur Verfiigung:

Primédre Kompensationsmechanismen:
+ Frank-Starling-Mechanismus
- Mobilisierung der myokardialen Kontraktionsreserve durch Neurohumorale
Regulation

- myokardiale Hypertrophie

Sekundérer Kompensationsmechanismus:

« Neurohumorale Regulation [23]
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2.3. Remodeling nach Myokardinfarkt

Die erste Reaktion innerhalb der ersten 72 h nach einem Myokardinfarkt ist die
Ventrikeldilatation. Diese wird zum einen durch die Dehnung des Infarktareals und zum
anderen durch das Auseinandergleiten nekrotischer Myofibrillen verursacht. Dieser
Vorgang kann stattfinden, da sich das Infarktgewebe in der Frithphase noch nicht
ausreichend durch kollagene Fasern stabilisiert hat.

Eine zweite Reaktion, die beim Menschen Monate bis Jahre, bei der Maus wenige Wo-
chen dauert, ist die Kombination aus einer Dilatation und Hypertrophie des
nichtinfarzierten Myokardgewebes und bezieht den gesamten Ventrikel ein. Durch die
Zunahme des Ventrikelumfanges und die Verdnderung der Ventrikelarchitektur erhoht
sich die systolische und diastolische Wandspannung, welche kompensatorisch zur Hy-
pertrophie des gesunden Gewebes fiihren. Im Folgenden kommt es, bedingt durch
diastolische Minderperfusion und durch Faseriiberdehnung, zur systolischen
Funktionseinschrinkung und zur weiteren Zunahme der Fiillungsdriicke. Als Folge
dieses Circulus vitiosus schreitet die linksventrikuldre Dilatation weiter voran. Der myo-
kardiale Sauerstoffverbrauch wiederum steigt an. Dieser zunehmende Bedarf kann, be-
dingt durch den diastolisch erhohten Druck, fortschreitend geringer gedeckt werden.
Beide Vorginge basieren auf der Grundlage des Verlustes funktionsfahiger Myozyten
und fiihren zu einer Anderung der gesamten Ventrikelarchitektur. Dies wird unter dem
Begriff des Remodeling zusammengefasst.

Das Ausmal} des Remodeling wird durch die Infarktgroe mitbestimmt. Der klinisch
sichtbare Hauptmechanismus, die Vergroferung des infarzierten Areals durch
Myozytenhypertrophie, erfolgt vornehmlich in Léngsrichtung. Im Infarktareal werden
apoptotische Myozyten durch Fibroblastenhyperplasie ersetzt. Da dem hierbei neu
entstandenen Bindegewebe die Kontraktionsfahigkeit fehlt, wird die diastolische
Relaxation behindert.

Die Ventrikeldilatation gilt als entscheidender Priddikator der Mortalitit nach
Herzinfarkt. Dieser Sachverhalt kann durch das Gesetz von Laplace verdeutlicht werden
(K=pr*n/n; K=Kraftentfaltung, p=Ventrikeldruck, n=Ventrikelwanddicke, r=
Ventrikelradius), wobei eine VergroBerung des Ventrikelradius zur Entfaltung der

selben Kraft einer hoheren Wandspannung bedarf. Somit kommt es bei einer
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erheblichen Dilatation auch zu einer systolisch stirkeren Myokardbelastung und
entsprechend zu einer VergroBerung des Afterloads. Ein Anstieg des Afterloads hat
wiederum einen Anstieg des Preload zur Konsequenz, was einer Zunahme des
enddiastolischen Volumens entspricht. Der wachsende Preload miindet in eine
Steigerung der Dilatation und somit in einen Circulus vitiosus ein.
Fiir die Pathogenese sind himodynamische, endokrine, auto- und parakrine Faktoren
entscheidend:
Héamodynamische Faktoren: Durch die ischdmischen Folgen beim Myokardverlust
gehen kontraktionsfahige Herzmuskelfasern verloren. Diesen Funktionsverlust kom-
pensieren die noch intakten Myozyten durch vermehrte Arbeit und hypertrophieren in
Folge. Die Kompensation ist jedoch nicht vollstindig und es verbleibt ein
verminderter systolischer Blutauswurf, der zu einem Anstieg des enddiastolischen
Volumens fiihrt. Das erhohte enddiastolische Volumen hat wiederum eine erhéhte
Wandbelastung zur Folge und fiihrt zur Herzdilatation. Die Dilatation und
Hypertrophie sind (wie oben beschrieben) progredient.
Endokrine Faktoren:
Katecholamine und Angiotensin II sind hierbei entscheidend.
Auto- und paraendokrine Faktoren:
Vor allem Proto-Onkogene, proinflammatorische Zytokine, Endothelin-1 und

Angiotensin II wirken als wichtige Informationstriger [24].

2.4. Thiazolidindione

2.4.1. Chemie und Pharmakokinetik von Pioglitazon

Pioglitazon gehdrt zur Wirkstoffgruppe der Thiazolidindione (Thiazol 2,4 dion), welche
iiber die Aktivierung eines spezifischen Kernrezeptors (PPARY ) agieren.

Pioglitazon wird unter dem Handelsnamen Actos seit Oktober 2000 von Takeda
angeboten. Es zeigt einen verzogerten Wirkungseintritt mit maximaler
Wirkungsentwicklung erst nach 4-12 Wochen. Actos wird nach oraler Verabreichung
schnell absorbiert. Der maximale Plasmaspiegel wird dabei ca. 2 Stunden nach
Einnahme erreicht. Proportionale Anstiege der Plasmakonzentration kénnen in den

Dosisbereichen von 2-60 mg beobachtetwerden. Der Steady-state wird nach ca. 4-7
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Tagen erreicht. Die Daten von dlteren und jiingeren Patienten sind vergleichbar. Die ab-
solute Bioverfiigbarkeit betrdgt iiber 80 %; daflir wird die i.v. Injektion als
Verleichsgrofle verwendet. Die Absorption wird durch die Nahrung nicht beeinflusst, so
dass Pioglitazon nahrungsunabhingig eingenommen werden kann. Das geschétzte
Verteilungsvolumen betrigt 0,25 I/kg. Pioglitazon wird zu fast 100 % an Plasmaproteine
gebunden, jedoch kaum von Erythrozyten aufgenommen.

Der Abbau erfolgt in der Leber durch Hydroxylierung der aliphatischen Methy-
lengruppen. Hieran sind Cytochrom P450 2A1, 3A4, 2C8 und 2C9 beteiligt. Drei der
sechs Metaboliten von Pioglitazon sind aktiv. Die beiden Hauptmetaboliten M IV und
M III haben eine 3-mal ldngere Halbwertszeit und auch die Plasmaspiegel bestehen 8 h
langer als die Muttersubstanz. Die Plasmaproteinbindung von M II, M III und M IV ist
mit der Muttersubstanz vergleichbar.

55 % der Substanz werden iiber den Fizes und 45 % iiber die Nieren eliminiert. Die
mittlere Plasmaeliminationszeit der Muttersubstanz betrdgt 5-6 h, die der Metaboliten
ca. 16-23 h.

Bei Patienten mit Leberinsuffizienz nimmt das Verteilungsvolumen und die unge-
bundene Fraktion zu, die Gesamtkonzentration von Pioglitazon im Plasma jedoch bleibt
erhalten. Bei niereninsuffizienten Patienten ist die Plasmakonzentration von Pioglitazon
und seinen Metaboliten niedriger als bei Gesunden, wobei die Clearance der Muttersub-
stanz aber dhnlich ist und somit die Konzentration von freiem Pioglitazon unveréndert

bleibt.

2.4.2. Indikation von Pioglitazon
Pioglitazon kommt zur Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 vor allem in oraler
Kombinationstherapie mit Metformin oder Sulfonylharnstoffen in Frage [25].

Seit Herbst 2007 ist es auch als Monotherapie zugelassen.

2.4.3. Nebenwirkungen von Pioglitazon

Als hiufigere Nebenwirkungen treten Gewichtszunahme, periphere Odeme (Hiufigkeit
1-5 %), Infekte der oberen Atemwege, Gastroenteritis, Sehstérungen, Kopfschmerz,
Arthralgien, Myalgien und Parésthesien auf. Nach Markteinfiihrung kam es in einzelnen
Féllen zu erhohten Leberenzymwerten und hepatozelluldrer Dysfunktion ohne

nachgewiesenen Kausalzusammenhang.
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In Kombination mit Metformin kann es zu Andmie, Gelenkschmerzen, Hamaturie,
Impotenz kommen. In Kombination mit Sulfonylharnstoffen sind Benommenbheit,
seltener  Glykosurie, = Hypoglykdmie, @ Anstieg  der  Laktatdehydrogenase,
Appetitsteigerung, Schwindel, Schwitzen, Proteinurie und Miidigkeit bekannt.

An Laborwerten fanden sich eine Erhdhung der Kreatininkinase in 15 % und der LDH
in 10 %. Transaminasenerhdhungen fanden sich in einzelnen Fillen.

Kardiale Funktionseinschrinkungen und hepatische Dysfunktion wurden bisher
vereinzelt berichtet. Diese traten bei dlteren Patienten mit kardialer Vorbelastung sowie

bei Patienten mit weiteren Herz-Kreislauf-Risikofaktoren auf.

2.4.4. Kontraindikationen von Pioglitazon

Pioglitazon ist bei Diabetes mellitus vom Typ I, bei Patienten mit Herzinsuffizienz
NYHA III und IV sowie in Schwangerschaft und Stillzeit kontraindiziert.

Zur Vorsicht wird geraten flir die Kombination mit Sulfonylharnstoffen und Insulin, da
Pioglitazon die Wirkung beider Stoffe verstirken kann. So kann zum Beispiel die
Fahrtiichtigkeit durch mogliche Verstirkung der hypoglykdmischen Wirkungen im
Rahmen der Kombinationstherapie beeintriachtigt sein.

Die Kontrolle der Leberenzymwerte vor Behandlung und in geeigneten Abstinden
wihrend der Behandlung wird empfohlen. Bei mehr als 2,5-mal erhdhten
Ausgangsleberwerten iiber dem Normalwert wird von einer Pioglitazontherapie

abgeraten.

2.4.5. Uberdosierung von Pioglitazon

Die maximal untersuchte Dosis betrdgt 60 mg. ,,Eine maximal tolerierte Dosis wurde
nicht etabliert. Bei einer Uberdosierung sind symptomatische und allgemein
unterstiitzende MaBnahmen zu ergreifen (in Abhédngigkeit von Schwere und Art der

Krankheitserscheinungen).*

2.4.6. Wirkungsweisen der Thiazolidindione (TZD)

Im Gegensatz zu anderen Antidiabetika haben Thiazolidindione keine direkte Wirkung
auf die Betazellfunktion.

Auf Zellebene aktivieren sie den nukledren PPARYy (peroxisome proliverator-activated

receptor gamma) (sieche 2.5.). Nach Rezeptoraktivierung wird der Transkriptionsfaktor
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fiir weitere Signaltransduktionen gebildet. Dieser besteht aus PPARy, RXR sowie den
Liganden fiir PPARy und/oder RXR (Retinoi X- Rezeptor) und dem PPARy-response
element (PPRE). Zuerst verbinden sich, aktiviert durch einen geeigneten Liganden,
PPARy und RXR zu einem 99-heterodimeren Komplex. Dieser bindet mit seiner DNA-
Bindungsdoméne an das PPRE und wirkt somit induzierend oder inhibierend auf die
Expression bestimmter Zielgene im Glucose- und Lipidstoffwechsel sowie der
Adipogenese (siche 2.5.).

Ein Teil der gebildeten Proteine ist fiir die Ubertragung des Insulinsignals innerhalb der
Zelle verantwortlich. Die Verbesserung der Insulinsensitivitidt erfolgt wahrscheinlich
unter anderem auch PPARY unabhingig durch Stimulation der Expression von IGFBP-1
(insulin growth factor binding protein) -mRNA und die vermehrte Sekretion von
IGFBP-1. IGFBP-1 moduliert die Verfiigbarkeit von IGF (insuline growth factor) zum
Erhalt der Glucosehomdostase [26].

PPARy- Aktivatoren senken den Trigyceridgehalt im Blut iiber die Beeinflussung der
Lipolyse und der Clearance triglyceridreicher Lipoproteine [27][28][29]. Die weitere
Beeinflussung des Fettsdurespiegels konnte indirekt auf der Senkung des Insulinlevels
beruhen oder durch einen direkten Effekt auf den Lipidmetabolismus und die
Fettzelldifferenzierung begriindet sein [8].

Die antiphlogistische und antiatherogene Wirkung wird durch Unterdriickung der
Gentranskription bei ihrer DNA-Bindung, z.B. bei der Expressionsunterdriickung von
TNF-a, aber auch durch Protein- Protein Interaktion, z.B. bei der Inhibition der
Expression der Thromboxansynthase, hervorgerufen [30]. Verrier et al. kdnnen im
November 2004 die antiphlogistische Wirkungsweise von PPARy intrazellulér
nachvollziehen: PPARy-Agonisten filhren zur Aktivierung der Diacylglycerolkinase.
Das bewirkt eine Senkung des Diacylglycerollevels und eine Inhibition der
Proteinkinase C Aktivierung. Uber die letzten Parameter wird eine Inhibition der
Expression von Adhédsionsmolekiilen und eine Inhibition der Adhision von Monozyten
an aktivierten Endothelzellen vermittelt [31]. Die antiphlogistische Wirkung iiber den
PPARy-Weg zur Deaktivierung von NF-kB wird teilweise nur den synthetischen

Agonisten zugeschrieben, wihrend die asynthetischen direkt deaktivierend wirken [32].
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Die Senkung des Blutdruckes erfolgt durch Beeinflussung der NaCl-Kotransporter-
Aktivitit in der Niere [33]. Die Odembildung wurde bisher mit einer verbesserten
Insulinwirkung und der damit verbundenen Na-Retention (Insulinddeme) erklirt [5].
Mittels einer experimentellen Studie an kultivierten Sammelrohren aus Miusen konnte
der molekulargenetische Mechanismus zwischen der PPARy abhidngigen Scnnlg
mRNA Signaltransduktion und der damit verbundenen Kodierung des epithelialen Na-

Kanals (EnaCy) aufgezeigt werden [6].

2.4.7. Effekte der Therapie mit Thiazolidindionen

Die Wirkstoffgruppe wird auch als Insulinsensitizer bezeichnet, da sie zu einer erhdhten
Insulinsensitivitit und Glucoseaufnahmekapazitit in Leber, Fettgewebe und
Skelettmuskel fiihren. Somit greifen sie in einen pathogenetisch wichtigen Punkt beim
Typ 2 Diabetes mellitus ein. Sie verbessern zudem die Gluconeogenese, die
Lipidsynthese und die Differenzierung von Fettzellen, vornehmlich durch Erhéhung der
Lipidwirkung. Dabei wird die Fahigkeit des Insulins zur Unterdriickung der
Glucoseproduktion der Leber und zur Erhdhung des peripheren Glucoseverbrauchs
wiederhergestellt. Durch ihre Einnahme werden die Glucosereserven im Skelettmuskel
erhoht [9].

Der Niichtern- und postprandiale Blutzucker sowie der Langzeitblutzuckerwert HBA1c
werden gesenkt und auch die Niichtern- und postprandialen
Plasmainsulinkonzentrationen sinken unter TZD Gabe. Es zeigt sich weiterhin ein
giinstiger metabolischer Effekt durch Senkung der Gesamttriglyzeride und der freien
Fettsduren sowie durch Erh6hung des HDL-Spiegels. Der LDL-Spiegel hingegen bleibt
unverdndert [9]. Im Fettgewebe stimuliert PPAR vy die Transkription von Genen, die in
den Lipidmetabolismus eingebunden sind und unterstiitzt die Adipozytenproliferation
und -Differenzierung [34].

Neuere Studien konnen protektive Effekte auf die GefaBwand detektieren. Unter
anderem zeigt sich in einem Tiermodell, dass sich unter Glitazontherapie die
Arterioskleroseentstehung signifikant verringert, eine iiberschieBende Neointimabildung
reduziert wird und es zu einer signifikanten Reduktion der atherosklerotischen
Surrogatparameter, E-Selektin, Plasminogen Activator Inhibitor, CRP, PAI-1-
Plasmaspiegel (Plasminogen Activator Inhibitor) und Endothelin kommt [35][10]. Die
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Reduktion einer Schaumzellbildung in der GefiBwand durch den verbesserten
Cholesterintransport und das verbesserte Lipidprofil ldsst weiterhin eine
antiatherosklerotische Wirkung vermuten [36]

In den Monozyten supprimieren TZD die Bildung proinflammatorischer Zytokine und in
den glatten GefaBmuskelzellen inhibieren sie die Proliferation und Migration [12][37].
Japanische Studien kénnen eine Zunahme der flussvermittelten, endothelabhingigen
Vasodilatation bei Diabetikern unter der Glitazontherapie aufzeigen [35]; auch die
Intimadicke wird neben der Restenoserate reduziert und als Ausdruck dieser
Verbesserungen die Angina pectoris-Haufigkeit gesenkt.

In humanen T-Zellen hemmen die TZD die Sekretion von Chemokinen und
proinflammatorischen Zytokinen, in Makrophagen die Freisetzung
matrixdegraduierender Enzyme (beteiligt an Umwandlung stabiler in instabile Plaques
[38]). Sie hemmen die Monozyten- und T-Zellaktivierung und Leukozytenrekrutierung
in die GefdBwand [39], ferner die Migration glatter GefaBmuskelzellen.

Weiterhin wird iiber antihypertensive Effekte von Pioglitazon berichtet [39].
Tierexperimentelle Untersuchungen und klinische Studien erbringen dariiber hinaus
Nachweise fiir eine nephroprotektive Wirkung der Glitazone, bei denen sich die
Proteinausscheidung bei Patienten mit Mikroalbuminurie signifikant senkte [5]. Zudem
kann 2005 die Fliissigkeitsretention unter TZD-Therapie von Guan et al. verifiziert
werden, die in ihrer klinischen Studie an Méusen mit PPARy-Deletion und kultivierten
Sammelrohren einen signifikanten Zusammenhang zwischen der TZD abhéngigen
Wasserretention und dem in der Niere vorhandenen PPARY finden. Die Scnnlg mRNA-
Expression, die vom renalen PPARy-Signalweg reguliert wird, kodiert fiir den
epithelialen Na'-Kanal EnaCy. Ein vermehrter Einbau dieses Kanals fiihrt zur Zunahme

der Na-Retention und in Konsequenz zur Zunahme der Korperfliissigkeit. [6]

2.5. Peroxisome Proliferator Aktivator Rezeptor y (PPAR )

Die PPAR-Familie gehort zur Gruppe der Schilddriisenhormonrezeptoren und teilt sich
in drei Subtypen , a, /6 und y auf.
Die aktivierte Form des Rezeptors besteht aus einer Heterodimerform, die aus zwei

nukledren Faktoren gebildet wird. Im Fall des PPARY ist der korrespondierende Partner
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der Retinoid X- Rezeptor (RXR). Von diesem existieren drei verschiedene Isoformen:
RXRa, RXRy, RXRB. RXRy ist auf dem Chromosom 1 p22-23 lokalisiert und besitzt
zwei Isoformen: RXRyl und RXRy2. Auch RXR wird wie sein Kofaktor in vielen
Geweben und Zellen exprimiert. Die RXR-Isoformen werden durch 9-cis Retinoidséure,
welche als Ligand fungiert, aktiviert. Sie konnen sich auch an andere Rezeptoren binden
sowie homodimerisieren [7]. Die inaktive Form ist an ein Korepressorprotein gebunden,
wovon er unter Ligandenaktivierung dissoziiert [40]. PPARs sind Phosphoproteine. Die
Transkriptionsaktivitit des PPARy-Proteins wird nach der Translation durch
Phosphorylierung des Serinrestes reguliert. Die Phosphorylierung durch mitogen-
activated protein (MAP) -Kinase flihrt zur Inhibition von PPARy [41].

Die PPAR- Struktur enthédlt nicht nur eine DNA- und C- terminale
Ligandenbindungsdomine, welche die Ligandenspezifitdt reguliert, sondern auch eine
Domine fiir den Kofaktor und eine N- terminale Doméne zur Regulation der PPAR-
Aktivitdit [42]. Die Bindung der verschiedenen Aktivatoren induziert -eine
Konformationsinderung in der Co-Aktivatordomiine. Uber diesen Vorgang kommt es
zur Rekrutierung verschiedener Co-Aktivatoren und somit zu differenziellen
biologischen Antworten [30].

PPARYy ist auf dem Chromosom 3 p25 lokalisiert. Beim Menschen existieren drei Iso-
formen: PPARy 1, 2 und 3. Am hiufigsten im menschlichen Gewebe ist das
Vorkommen von PPARy 1. Nur im Fettgewebe ist PPARy2 starker vertreten. PPARy 3
wird nur im Kolonepithel und im Fettgewebe exprimiert [43].

Die PPARs sind ligandenaktivierte Regulatoren der Genexpression. PPARY kann durch

natiirliche, aber auch durch synthetische Liganden aktiviert werden. Zu den natiirlichen
Liganden gehdren zum Beispiel Eicosanoide, wie Prostaglandin D2 Derivate (z.B. 15-

dPGJ), Fettsduren, wie Arachidonsdure, oxidierte Linolsdureprodukte und Komponenten
des oxidierten und nativen LDL (Eicosapentaenoicsdure und Docosahexamenoicsdure).
Als synthetische Liganden des PPARy sind bisher die Insulinsensitizer, zu denen
Rosiglitazon und Pioglitazon gehdren, als auch nichtsteroidale Antiphlogistika, wie
Indometacin, Ibuprofen, Fenoprofen sowie L-Thyrosin-Derivate, wie Fluoromethyloxy-
carbonyl bekannt [43][7]. Die verschiedenen Liganden haben unterschiedliche Effekte

und Transkripte, so dass sich fiir jeden Rezeptorisotyp ein anderes Expressionsprofil
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ergibt. Die Ligandenbindungsdoméne in allen drei Isoformen ist jedoch gleich. Sie
dhneln sich auch in ihrem mRNA-Level. Der Heterodimerkomplex, aus Rezeptor und
Ligand (sieche Wirkungsweise der Thiazolidindione, Kapitel 2.4.6.), interagiert an der
DNA mit dem PPAR response Element (PPRE). PPRE besteht aus sich wiederholenden
Hexametersequenzen (AGGTCA), welche durch ein oder zwei Nukleotide getrennt
sind. Dadurch wird die Transkription verschiedener Zielgene iiber eine DNA-
bindungsabhingige Art verdndert [44][43]. PPAR v, speziell die 2 Prol2Ala-Variante,
verbessert die Insulinsensitivitdt in Verbindung mit Adipositas [45].

In den inflammatorischen und GefiaBmuskelzellen wird die Produktion von Zytokinen
iiber PPAR vy abhingige Signale [46] sowie die Proliferation und Migration von
Entziindungszellen supprimiert [37]. In experimentellen Studien kann dazu gezeigt
werden, dass es zum einen unter TZD-Gabe zur Reduktion von Endothelin [10], zum
anderen jedoch auch, wie bereits oben beschrieben, zu einer Senkung der
Zytokinproduktion kommt [32][17] (weiteres sieche Wirkung der Thiazolidindione
2.4.7.). Weitere Funktionen des Rezeptors in den biologischen Prozessen des
kardiovaskuldren Systems werden vermutet [31][47]. Definierte Funktionen der PPARs
werden fiir den Lipidkatabolismus, die Peroxisomenproliveration in der Leber und der
Adipozytengenese beschrieben [47]. Speziell PPAR vy inhibiert die Zellproduktion von
Tumorzellen, wie Lungenkarzinomzellen [48].

Die Menge von exprimiertem PPAR wird durch unterschiedliche Faktoren reguliert.
Korperstimuli wie der circadiane Rhythmus, Fasten, Stress und Substanzen wie
Kortikosteroide, Insulin, verschiedene Zytokine, aber auch PPAR- und RXR- Liganden
sind bisher bekannt [30].

PPAR 7y wird in den verschiedensten Geweben exprimiert, hauptséchlich jedoch im Fett-
gewebe, im Kolonepithel und in kolonlokalisierten Makrophagen und in Zellen des Im-
munsystems. In einem geringeren Anteil ist es auch im Magen, Diinndarm, Leber,
Pankreas, Knorpel, Haut, Nervenzellen, Niere usw. und im Herzen dedektierbar

[49][43].
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2.6. Nuklearer Faktor-xB (NF-xB)

NF-kB als proinflammatorisches Zytokin gehdrt zur Familie von Proteinen mit
sogenannter Rel Doméne [50]. Es existieren zwei Klassen des Rel-Bindungsproteins.
Die eine Klasse besitzt eine lange C-terminale Domine, welche durch Proteolyse
aktiviert wird (p105 bis p50, p100 bis p52). Diese erste Klasse kann erst als Dimer in
Verbindung mit der zweiten Klasse zum Transkriptionsaktivatoren werden. Die zweite
Klasse besitzt die entscheidenden C-terminalen Aktivatordoménen. Proteine mit c-Rel
und Rel A (p65) gehdren dieser Klasse an. Alle Vertebraten-Rel-Proteine konnen
Homo- oder Heterodimere ausbilden. Den Haupt-Rel-Komplex von NF-kB in den
meisten Zellen und Organen, einschlieBlich des Herzens, stellt ein p5S0-p65 (Rel A)
Dimer dar [51]. Die Aktivitdt von NF-kB wird im Zytoplasma eng durch Interaktion mit
dem inhibitorischen Protein IkB kontrolliert. Dabei existieren verschiedene IxB-Proteine
mit jeweils unterschiedlichen Affinitidten zu den einzelnen NF-kB-Komplexen. Durch
die Interaktion von NF-kB und IxB wird die nukledre Translokation und entscheidend
auch die DNA-Bindung von NF-kB blockiert. Durch Aktivierung der IkB-Kinase (IKK)
wird IxB phosphoriliert. Dieser Schritt fiihrt zur Dissoziation der beiden
Bindungspartner. NF-kB kann nun in den Nukleus gelangen und die Transkription des
Zielgens aktivieren. Zur Aktivierung von NF-kB existieren iiber 150 Stimuli. Die
meisten von ihnen sind in die angeborene Immunantwort involviert. In experimentellen
und menschlichen Herzinsuffizienz-Studien wurde iiber die Aktivierung zahlreicher
inflammatorischer Zytokine, wie TNF, IL-1B, IL-6, IL-8, und iNOS berichtet. Diese
Zytokine und iNOS sind an der Aktivierung von NF-kB beteiligt [52] und nachfolgend
an der Expression vieler verschiedener Zielgene. Dabei sind auch hier wieder viele
dieser Zielgene in die Wirtsantwort eingebunden, unter anderem auch 27 verschiedene
Zytokine und Chemokine. NF-xB reguliert somit viele Signalwege, vor allem in
Entziindungsreaktionen [53].

NF-kB ist an der Regulation verschiedener Gene, die im Remodeling, der Zellstruktur
und Wundheilung (wie Vimentin, Laminin, Kollagenase, Gelatinase) wichtig sind,
beteiligt [54][52]. Dariiber hinaus auch an Prozessen der Apoptose, Immunfunktion und
embrionalen Entwicklung [55]. Im Herzen spielt NF-xB eine spezielle Rolle im

Ischdmie/Reperfusions-Experiment oder in der frithen Phase des Myokardinfarktes[56].
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2.7. Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-a)

TNF-a ist ein multifunktionales Zytokin, das bei verschiedenen Herzerkrankungen wie
Myokardinfarkt, Myokarditis, Herzinsuffizienz und Kardiomyopathie erhoht ist. Es
greift in die Pathogenese diverser Herzerkrankungen ein. Des weiteren ist es am
Kachexiesymptom bei Tumorerkrankungen, am Schock durch Infektionen und an
inflammatorischen =~ Prozessen bei  Allergien beteiligt. Es  wird durch
Endotoxinstimulation und himodynamische Druckbelastung in Myozyten gebildet. In
vitro verursacht TNF-a die Depression der Myozytenkontraktilitdt sowie die Apoptose
und Hypertrophie der Myozyten. In vivo fiihrt die kardiomyozytenspezifische
Uberexpression von TNF zu globaler Herzdilatation, bilateralem Pleuraerguss,
Myozytenapoptose, biventrikuldrer Fibrose und zu atrialen Thrombosen [11]. Er ist
unter anderem durch die Aktivierung von NF-kB an der Entziindungsreaktion beteiligt

[57].

2.8. Endothelin-1

Endothelin-1 (ET-1) ist ein potentes vasokonstriktorisches Peptid aus 21 Aminoséuren.
Es wirkt vermutlich multifunktional, das heiflt durch die Regulation des basalen
Gefalitonus, der Proliferation glatter GefaBmuskelzellen, des Blutdruckes und der
Natrium- und Wasser- Homoostase. Des Weiteren wirkt es regulatorisch auf
inflammatorischer Ebene und zwar als Wachstumsfaktor in der Tumorgenese, ist am
atherosklerotischen Prozess beteiligt und wirkt am Herzen positiv inotrop und
chronotrop [58]. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz, pulmonalem Hochdruck,
Hypertonie und Hyperlipoproteindmie finden sich erhohte ET-1 Werte. Es induziert
Zelladhdsionsmolekiile in endothelialen Zellen und entfaltet die chemotaktische
Wirkung bei Monozyten [59][60][61][62]. Derzeit wird davon ausgegangen, dass die
Produktion von ET-1 durch inflammatorische Zytokine, wie Interleukin-1 (II-1), 11-8
und TNF-a, Thrombin, Epinephrin, Interferon-y, Angiotensin II, freie Radikale und
oxidiertes LDL angeregt wird [60][61][63]. NO, cyclisches GMP (Guanodinmono-
phosphat), atriales natriuretisches Peptid und Prostazyklin reduzieren die Sekretion von

ET-1[63].
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Der ET-1 Genpromotor besitzt zwei wichtige regulatorische Regionen. An die Region A
mit einer GATA-Nukleotidsequenz bindet ein bisher unbekannter, nukledrer Faktor. Die
Proteine der aktivierten Protein-1 (AP-1) Familie interagieren an der Region B. Fiir
einen hohen Transkriptionsgradienten von Endothelin-1 ist wahrscheinlich die Bindung
an beide Regionen ausschlaggebend. Die Inhibition der Expression und Sekretion durch
PPARy-Liganden findet auf Transkriptionsebene sowie durch Interferenz mit dem AP-1
Signalweg statt. Im letzteren Fall wird die Bindung des AP-1 Proteins an die
Zielsequenz verhindert [59][60]. ET-1 wirkt beglinstigend auf das kardiale Remodeling,
welches die Herzinsuffizienzentwicklung begiinstigt [64]. Bei einer Herzinsuffizienz
wird ET-1 aktiviert und fiihrt zu deren Progredienz [65].

Verschiedene Studien kénnen eine Inhibition der thrombininduzierten ET-1 Sekretion
durch eine negative Interferenz von aktivierten PPARy (z.B. durch Rosiglitazon) und
dem AP-1 Signalweg feststellen [59]. ET-1 wird des weiteren auch im Zustand des
Schocks und der Sepsis freigesetzt [66]. Es wird bei einer Entziindungsreaktion in
verschiedenen Zellen produziert und sezerniert, unter anderem in Fibroblasten,
polymorphkernigen Leukozyten, Makrophagen, glatten GefdBmuskelzellen, Myozyten
und endothelialen Zellen [59][61][67][58]. Es wirkt lokal iiber den Endothelin-A
Rezeptor (ETa) vasokonstringierend auf die glatten GefdBmuskelzellen. Fiir einen
weiteren, im Endothel befindlichen Endothelin-B (ETg) Rezeptor, wird ein
vasodilatativer Effekt vermutet [67]. Endothelin-1 wird durch das Endothelin-
converting Enzyme-1 (ECE-1) abgebaut. Uber diesen enzymatischen Weg wird der
Blutdruck indirekt reguliert [66].

2.9. Interleukin-1p

Fiir Interleukin-1 sind zwei Rezeptortypen bekannt. Beide, Typ I (IL-1RI) und Typ II
(IL-1RII), kommen als membrandse (m) und l6sliche (s) Form vor. Bei einer IL-1
Bindung an den mIL-1RI wird eine inflammatorische Antwort initiiert, jedoch nicht bei
einer IL-1RII-Bindung.

IL-1 existiert in den Isoformen a und B, die viele Gemeinsamkeiten besitzen und an
gleichartige Rezeptoren binden. Im Menschen ist die Konzentration an IL-1f hoéher als

IL-1o0 [68]. Beide Isoformen sind in die Entziindungsantwort eingebunden und
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verstirken die Immunreaktion durch Aktivierung von Lymphozyten und induzieren
aulerdem deren Migration. IL-1B wird vorwiegend von Lymphozyten, aber auch
luminalen coronaren Endothelzellen, Makrophagen und anderen gebildet. Die
Produktion in den Endothelzellen und Makrophagen steigt korrelierend zum
Schweregrad bei ischdmischen Herzerkrankungen an [69].

Von antigenprésentierenden Zellen gebildetes IL-1 spielt eine wichtige Rolle im T-Zell-
Priming und deren klonalen Expansion [70]. Interleukin-1 induziert die Produktion von
IL-6, das fiir die Aktivierung der glatten GefaBmuskelzellen und Prostaglandin wichtig
ist. Die Prostaglandinproduktion wird durch Inhibierung der Expression der
Cyclooxygenase-2 gefordert [53].

Unter den Bedingungen der Sepsis, der extrakorporalen Zirkulation und des
Myokardinfarktes werden verstdrkt Interleukin-1 und Interleukin-6 gebildet, die durch
negative Inotropie und Verringerung des intrazelluldren Calziumtransienten am

Kardiomyozyten die ventrikuldre Pumpfunktion am Herzen einschrénken [71].

Seite 19



3. Methodik

Das Tierschutzkomitee der Universitdit Wiirzburg hat seine Genehmigung zu diesem

Versuch gegeben.

3.1. Tiere

Die Experimente wurden mit 8-12 Wochen alten ménnlichen C57B16 Méusen, mit
einem Grundgewicht von 20-28 g, durchgefiihrt. Die Tiere werden in Kéfigen zu 2-6
Tieren gehalten und mit Nagerfutter und Wasser ad libitum versorgt. Licht und

Dunkelheit wechseln im 12 Stunden Rhythmus.

3.2. Herzinfarktchirurgie

Die Tiere werden unter einer Glocke mit einem Isoflurane 2 % und Sauerstoff ad 100
%-Gemisch anidsthesiert. Danach werden die Méduse auf den direkt beleuchteten
Operationstisch gelegt, mittels einer Venenverweilkaniile intubiert (Venflon Pro 22GA
0,98IN, 0,9x 25 mm, von Becton Dickinson Infusion Therapy AB, Helsingborg,
Schweden). Uber einen speziellen Kleintier-Respirator mit dem Isoflurane-
Sauerstoffgemisch wird volumenkontrolliert mit 115 Zyklen/min beatmet. Nun erfolgt
ein links thorakaler Haut- und Faszienschnitt. Die Faszienrdnder werden mit einem
Faden jeweils zu beiden Seiten ligiert und mit einer GefaBlklemme zur Seite gehalten.
Nach einem Interkostalschnitt wird das Perikard erdffnet. Der LAD (left arteria
descendens) wird aufgesucht und mit einem Prolenefaden (blau monophil Polypropylen
75 cm, 0,7 metric, BV-1) proximal, 3-4 mm vom linken Herzohr entfernt, ligiert.
AnschlieBend werden die vorher eréffneten Anteile mit einer Faszien- oder Hautnaht
(Prolenefdden) versorgt. Ist die Eigenatmung ausreichend, werden die Tiere extubiert.

Bei den Sham-Tieren wurde der Faden zwar richtig platziert, aber fiir eine postoperativ

erkennbare Myokardischdamie nicht bzw. nicht ausreichend ligiert.

3.3. Versuchsaufbau

Am siebten Tag post operationem werden die Tiere in zwei Gruppen (Verum- und
Placebogruppe) randomisiert, welche gleich viele Sham (Tiere ohne erkennbare Myo-

kardinfarktzeichen) und MI(Myokardinfarkt)- Tiere enthalten. Ab diesem Zeitpunkt
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erhalten die Tiere sechs Wochen lang iiber eine Schlundsonde entweder Pioglitazon in
einer Standarddosis von 20 mg/kg KG in 0,5 %-iger Methylcellulose oder Placebo in
Form der 0,5 %-igen Methylcellulose ohne Zusatz. Die Dosierung von 20 mg/kg KG
wird gewihlt, da diese Dosis bei Mausen der bei Menschen vergleichbar ist [72].

Die Schlundsonde gewihrleistet, dass alle Tiere, sowohl die Placebo- als auch die
Verumgruppe, eine gesicherte tigliche und vor allem gleichbleibende Menge
aufnehmen.

Den Tieren wird am OP-Tag und eine Woche spiter ein EKG geschrieben (Cardiofax
GEM, von Nitton Kott Den). Sie werden wdchentlich mittels einer Digitalwage

gewogen (Digi 200, von Wedo) und alle drei Wochen, ab dem siebten Tag post OP,

echokardiographiert.
MI Randomisation Echo
Operation Echo Echo Totung
! ) | |
| L l 1 1 1 |
| 1 1 1 1 1 |
0 1 2 3 4 5 Wochen 6

Abbildung 1: zeitlicher Studienaufbau

Maiuse ohne erkennbare echokardiographische und histologische Zeichen eines
Myokardinfarktes werden als Shamtiere klassifiziert. Die Tiere erhalten wéhrend der
Studie laufende Nummern und werden an den Ohren mittels Defektschnitten

gekennzeichnet.

3.4. Bildgebendes Verfahren und Echokardiographische Analyse

Die nicht invasive, zweidimensionale Echokardiographie eignet sich besonders fiir
serielle Verlaufsbeobachtungen der linksventrikuldren Diameter und somit der
Beobachtung des Remodelings. Durch sie konnen wesentliche prognostische Parameter
iiber den Spontanverlauf und zur Beurteilung medikamentdser oder interventioneller
Malnahmen im Postinfarktverlauf erfasst werden [73].

Die Echokardiographie, die am 7, 21 und am 42 Tag unmittelbar vor Tétung der Tiere
durchgefiihrt wird, erfolgt unter leichter Anésthesie mit spontaner Eigenatmung. Dazu

werden intraperitoneal Tribromoethanol/Amylene Hydrat (Avertin) 2,5 % w/v Losung
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in 8 ul/g KG injiziert. Avertin wird wegen seines bei dieser Dosis zu
vernachldssigenden Effektes auf die Himodynamik gewéhlt [74]. AnschlieBend werden
die Tiere mit handelsiiblichem Enthaarungsschaum enthaart. Fiir die Echokardiographie
werden die Maiduse auf ein Wirmekissen gelegt und an den Extremititen mit
allergiefreiem Heftpflaster fixiert. Die Echokardiographie wird von einem in der
Maiusesonographie erfahrenen Echokardiographen mittels eines Toshiba Power Vision
6000 Gerdtes und eines 15 MHz Ultraschallkopfes (Kontaktgel: Aquasonic 100, Ultra-
sound Transmission Gel, Hypoallergen, von Parker) durchgefiihrt. In der kurzen Achse
werden zweidimensionale echokardiographische Bilder in Hoéhe des mittleren
Papillarmuskels und des Spitzenniveaus aufgenommen und als digitale Loops
gespeichert. Die Auflosungsraten des Loop-Modus erreichen ca. 200 MHz, was eine
sehr gute zeitliche Auflosung fiir eine zweidimensionale Analyse ermoglicht. In
denselben  anatomischen Bereichen werden M-Mode Bilder mit einer
Durchlaufgeschwindigkeit von 100 mm/s aufgezeichnet. Alle Aufnahmen werden auf
einer Daten-CD gespeichert.

In beiden Mode-Varianten werden die echokardialen Grenzen in der Systole und
Diastole bestimmt. Diese Messungen werden vom mittleren Papillarmuskellevel und
dem apikalen Drittel des Ventrikels, des maximalen 2D Durchmessers, durchgefiihrt.
Die Merkmale fiir das Remodeling im B-Mode sind die linksventrikuldre endsystolische
Flache (LVESA) und die linksventrikulidre enddiastolische Fliche (LVEDA), im M-
Mode der linksventrikuldre endsystolische Diameter (LVESD) und der linksventrikulédre
enddiastolische Diameter (LVEDD).
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Abbildung 2: Reprdsentative echokardiographische M-Mode Bilder auf Papillarebene von Shamtieren,
MI-Tieren unter Plazebotherapie und MI-Tieren unter Pioglitazontherapie. Die echokardiographischen
Bilder der Infarkttiere zeigten im Vergleich zu den Sham-Tieren eine vergrofierte linksventrikuldire
Diameter. Zwischen den beiden Behandlungsgruppen lassen sich keine wesentlichen Differenzen

erkennen. PW= Hinterwand, IVS= interventrikuldres Septum, LV= linksventrikuldre Diameter

Die endsystolische bzw. kleinste (LVESA) und die enddiastolische bzw. grof3te
(LVEDA) Innenfliche des Herzens wird aus den maximalen B-Mode Durchmessern
ermittelt. Unter Zuhilfenahme dieser Flachenangaben wird die fraktionelle Verkiirzung
als Prozentangabe berechnet. Aus den 2D M-Mode-Bildern wird der enddiastolische
(LVEDD) und der endsystolische (LVESD) Durchmesser bestimmt. Mit diesen Werten
wird die fraktionelle Ventrikelverkiirzung (FS= (LVEDD — LVESD) / LVEDD - 100)
und die relative Wanddicke (RWT=(2 - I) / LVEDD) berechnet.

Alle echokardiographischen Aufnahmen werden ohne Wissen iiber die Behandlung des
jeweiligen Tieres off-line analysiert [75]. Fiir die Auswertung wird ein Prototyp eines
Off-line Analyse Systems (NICE, Toshiba Medical Systems, Niederlande) verwendet.

Die Ergebnisse werden jeweils als Mittelwerte aus drei Messungen ermittelt.

3.5. Probensammlung

Am 42. Tag werden die Tiere mit Avertin peritoneal anésthesiert, siche 3.4.. Das Herz
mit der gesamten thorakalen Aorta wird entnommen. Nach Sduberung des Herzens von
Geweberesten, wird es in Vorhof, rechten Ventrikel und linken Ventrikel, einschlieB3lich
Septum separiert. Von diesen Anteilen wird jeweils das Gewicht bestimmt. Der linke
Ventrikel wird in drei weitere Abschnitte zerschnitten: die Spitze, einen mittlerer Ring
und die Basis [76]. Der mittlere Ring des linken Ventrikels wird in Formalin gegeben.

Der obere Ring des linken Ventrikels wird in Isopentanol gelegt. Der rechte Ventrikel,
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der linke Vorhof und die Herzspitze werden in fliissigen Stickstoff gegeben. Alle
Herzanteile werden anschlieBend einzeln in verschlossene Eppendorfcups auf
Trockeneis gelegt und in einem Tiefkiihlschrank bei -80°C fiir die nachfolgenden

zytologischen Untersuchungen und Proteinbestimmungen aufbewahrt.

3.6. Infarktgroflenbestimmung und ventrikulares Remodeling

Der mittlere Ring wird nach histologischem Standardverfahren paraffiniert. Mittels
Schlittenmikrotom (Reichert-Jung Hn40) werden im Abstand von 1 um und 5 pm dicke
Schnitte gewonnen und auf Deckglidschen getrocknet. Nach dem Trocknen werden die
Schnitte entparaffiniert und mit Picrosiriusrot gefarbt.

Die gefarbten Schnitte des mittleren Ringes werden in den Grenzldngen des infarzierten
und nichtinfarzierten Endokards und der epikardialen Oberfliche mit einem digitalen
Planimeter Bild-Analysegerit abfotografiert, computerprogrammgestiitzt verarbeitet und
berechnet. Die Infarktgroe wird als Prozentgehalt der Lange des Pridparatumfanges

errechnet [76].

3.7. Kollagengehalt

Am Pikrosiriusrot-gefarbtem Myokardgewebe wird unter dem Polarisationsmikroskop
interstitielles Kollagen detektiert, geméf einer modifizierten Methode nach Junqueira
[74]. Die Doppelreflexion unter polarisiertem Licht dient der Identifizierung von
Kollagen, inklusive des Typ I und Typ III Kollagen [77]. Zehn dieser gefarbten Schnitte
von Méusen, die den 42-tdgigen Versuch mit dhnlichen InfarktgroBen iiberleben, werden
fiir die InfarktgroBenbestimmung ausgewéhlt. Die frisch eingefrorenen Schnitte (100
um) werden in 10 % neutral gepuffertem Formalin fixiert, mit destilliertem Wasser
abgespiilt und mit 0,1 % Picrosiriusrot als geséttigte Picric-Sdure 90 min inkubiert.
Danach werden die Schnitte zweimal fiir jeweils eine Minute mit 0,01 NHCI gespiilt
und in destilliertes Wasser eingetaucht. Nach der Dehydratation mit 70 % Ethanol fiir
30 s werden die Schnitte unter polarisiertem Licht mikroskopiert und jeweils mit der
gleichen Belichtungszeit im infarzierten und im nichtinfarzierten Bereich bei niedriger

Stirke (x40) abfotografiert und analysiert.
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3.8. Biochemie

Nach der Totung der Tiere werden Blutproben entnommen, die zur Bestimmung der
Triglyceride (Labor) und Serum-Glucose (,,Glucometer elite sensor, Bayer AG, Le-

verkusen, Germany) dienen.

3.9. Zytokine und NF-xB

3.9.1. Praparation des nuklearen Proteins

Das nukleére Protein fiir die Bestimmung von NF-kB wird vom linksventrikuldren Myo-
kard extrahiert.

Nach Dounce-Homogenisierung wird das Myokard fiir 10 Minuten auf Eis in einer
Losung, welche aus 10 mM Hepes (pH 7,6), 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl 2, 0,5 %
Nonidet-40, 1 mM Dithiothreitol (DDT) und 0,5 mM Phenylmethylsulfonyl Fluoride
(PMSF) besteht, lysiert. Danach wird durch Zentrifugieren mit 800 x g fiir 30 s die
Zellkernfraktion gewonnen. Der Uberstand wird als zytosolisches Extrakt enthommen
und aufbewahrt. Die nukledren Bestandteile werden in einer Losung aus 20 mM Hepes
(pH 7,6),420 mM KCI, 1.5 mM MgCl 2, 0,2 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol (DDT)
und 0,5 mM Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF) resuspendiert und fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Nach 15-miniitiger Zentrifugation, mit 13000 x g wird der Uberstand

abgenommen und eine gleichgrole Menge an glycerolhaltiger Pufferlosung dazu
gegeben (20 mM Hepes [pH 7,6],100 mM KCI, 0,2 mM EDTA und 20 % Glycerol)
[52].

3.9.2. Real-Time PCR zur Messung von IL-13, TNF-a und Endothelin-1

Die inflammatorischen Zytokine, myokardiales TNF, IL-1p und Endothelin-1, werden
mittels der Real-Time-PCR gemessen. Die RNA- Gewinnung erfolgt aus basalem
Myokardgewebe (siehe 3.9.1.). Nach Synthese der cDNA mittels Random Hexameren
(Superscript, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) wird entsprechend der Firmenprotokolle
eine Real-Time PCR (iCycle BioRad, Miinchen, Germany) mit kommerziell erhéltlichen
TagMan Proben fiir 18S und murines Interleukin 1B (IL-1p), Tumor Nekrose Faktor
(TNF) und Endothelin-1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A) durchgefiihrt.
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Die RNA wird mit 18S rRNA standardisiert, um die unterschiedlichen cDNA- Aus-

gangswerte zu korrigieren.

3.9.3. ELISA NF-«xB

Nach Isolation des nukledren Proteins aus dem myokardialen Gewebe wird p65 vom
nukledren Extrakt mittels ELISA, entsprechend dem Firmenprotokoll (Trans AM,
»Active Motif*), bestimmt.

Die OD Werte werden durch eine positive Kontrolle normalisiert. Alle Messergebnisse
werden doppelt bestimmt. Der p65 -ELISA wird durch Vergleich mit einem Standard-
Gel- Shift validiert (n=48) [52].

3.10. Gefallireaktionsstudien

Aus jeder Gruppe werden ca. 4 Aorten verwendet. Ein Anteil der Aorta descendens wird
nach Entfernung des Herzens entnommen. Die Aorten werden durchgespiihlt und somit
im Inneren von Blutresten befreit, vom Bindegewebe mechanisch gereinigt und in Ringe
von 3 mm Lénge geschnitten. In einem Organbad (Fohr Medical Instruments, Seeheim,
Germany) wird die isometrische Stirkemessung durchgefiihrt. Die Ringe werden 30 min
lang unter einer mechanischen Vorspannung von 1,25 g in oxygenierter (59 % O2, 5 %

CO2) Krebs-Henseleit Losung (NaCl 118 mmol/l, KCL 4,7 mmol/l, MgSO, 1,2 mmol/l,
CaCl2 1,6 mmol/l KH2PO,4 1,2 mmol/l, NaHCO; 25 mmol/l, Glucose 12 mmol/l; pH

7,4, 37°C) aquilibriert. Im Anschluss wird eine O-Punkt Korrektur durchgefiihrt.
Danach wird wiederholt mittels KCI (100 mmol/l) kontrahiert, bis vergleichbare
Antworten erhalten werden konnen. AnschlieBend wird das Organbad ausgewaschen
und durch frische Krebs-Henseleit Losung ersetzt [78].

Dann werden die Ringe mit kumulativen Dosen von Phenylephrin (1 mol/l) bis zur
Maximaldosis (5 pl) kontrahiert. Im weiteren Verlauf werden in umgekehrter
Reihenfolge die Relaxationsantworten der Aortenringe auf Zugabe sich verringernder
Dosen von ACh ausgemessen. Im Anschluss an diese Messung wird das Bad gewaschen
und neue Krebs- Henseleit Losung eingefiillt.

Fir den Endotheltest werden 20 % Phenylephrin (von der Kontraktion bei der
Maximaldosis von 5 pl) ins Organbad pipettiert. Nach Abwarten der Kontraktions-
antwort wird L-NAC (N-Nitro-C-Arginin) dazugeben und 45 min inkubiert. Nach
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Zugabe des restlichen Phenylephrins wird Sodium Nitroprusside (Na, Fe(CNs) NOe
2H,0) hinzupippetiert, die dilatative Antwort abgewartet und wiederholt ausgewaschen.
Die ACh- und SNP-Antworten werden mit beziehungsweise auch ohne vorherige
Inhibition der endogenen Superoxid Dismutase (SOD) unter Verwendung von Die-
thyldithiocarbamate (DETC,1 mmol/L, 40 min mit nachfolgendem wiederholtem Aus-
waschen) bestimmt [78].

Alle Chemikalien fiir die Aortenrelaxation werden von der Firma SIGMA Chemical Co
aus St. Louis, USA geliefert.

3.11. Statistische Analyse

Alle Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Die
absoluten Unterschiede werden mittels eines zweiseitigen ANOVA mit post HOC-
Analyse nach der Fischerregel ermittelt. Alle Werte werden hinsichtlich ihrer
statistischen Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen untersucht. Bei einem p-
Wert < 0,05 werden die Unterschiede als statistisch signifikant definiert. Fiir die
statistischen Analysen wird das ,,StatView statistic program® benutzt (Abacus Concepts,

Inc., von Berkley, CA, U.S.A.) [52].
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4. Ergebnisse

4.1. Mortalitat und Eingruppierung

Insgesamt erhalten 100 Tiere die Koronararterienligation. Davon sterben 56 % der Tiere
vor der Randomerisierung am siebten Tag (in Kongruenz zum klinischen
Therapiebeginn). Diese postoperative Mortalitdt korreliert mit vergleichbaren Studien.
Die Sterblichkeit im Behandlungsverlauf ist zwischen den einzelnen Gruppen nicht
unterschiedlich. Wéhrend dieses eigentlichen Studienzeitraums versterben acht Mause
mit Myokardinfarkt. Von diesen acht Tieren versterben vier durch die Narkose fiir die
Echokardiographie und die anderen in ihren Kaéfigen, jeweils zwei aus der
Placebogruppe und zwei aus der Pioglitazongruppe, verdeutlicht in Abbildung 3. Der
Tod tritt wahrscheinlich als Folge von Herzversagen und Arrhythmien ein.

m Placebobehandlung [%)]
< Pioglitazonbehandlung [%]
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Abbildung 3: Kaplan-Meier-Kurve - kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit iiber die Zeit anhand
der an der Studie beteiligten 45 Tiere.
Anzahl der verstorbenen Misue wihrend des Therapieverlaufs, aufgetrennt in die
Behandlungsgruppen Pioglitazon und Placebo, ab dem 7 Tag post op. und vor
Therapiebeginn.

Zwolf Tiere zeigen histologisch eine InfarktgroBe unter 30 % und werden deshalb von

der weiteren Berechnung ausgeschlossen. Darunter sind sechs Placebo- und sechs

Pioglitazontiere, sodass sich keine statistische Verdnderung ergibt (P=NS). Insgesamt

Seite 28



iiberleben 36 Tiere bis zum 42. Tag nach der Operation. Somit gehen in die Statistik in

Tabelle 1 ein:

Pioglitazonbehandlung Placebobehandlung
MI 13 11
Sham 6 6

Tabelle 1: Anzahl der iiberlebenden Mduse am Ende der Studie, eingeteilt an Hand der

echokardiographischen Infarktbestimmung

4.2. Korpergewicht, Herzgewicht, Infarktgrofie

Das Korpergewicht zeigt wihrend der Studie keine signifikanten Schwankungen und ist
mit Ausgangsgewicht und Endgewicht vergleichbar.

Der Vergleich des Gewichtes des linken Ventrikels zwischen der mit Pioglitazon und
Placebo behandelten Gruppe weist keinen signifikanten Unterschied auf.

Die InfarktgroBe, die nach der 6. Woche ermittelt wird, ergibt fiir die Placebogruppe
45.7£9.4 % versus der Pioglitazongruppe mit 45.7+6.7 %. Somit ergibt sich zwischen
beiden Gruppen keine signifikante Differenz, siche Tabelle 2.

Sham Sham MI MI
Placebo Pioglitazone Placebo Pioglitazone

n 5 4 6 10
InfarktgroBe [%] 45.7+9.4 45.7+6.7
Korpergewicht, am 24.2+0.9 26.3+0.8| 25.3+0.7 24.4+04
Anfang [g]

Korpergewicht, 25.0+0.3 26.0+0.4| 25.8+0.9 25.2+0.4
nach 6 Wochen [g]

LV Gewicht [mg] 97+16 86+3 10447 98+4
Glucose [mmol/1] 11.0+1.6 12.3+£2.0 9.2+1.2 10.2+1.0

Tabelle 2: Organ- und Korpergewichte und Serumchemie. Die Daten sind als Mittelwert + Stan-
dardfehler angegeben, n stellt die Anzahl der Tiere dar, LV = linker Ventrikel

4.3. Serumchemie

Beim Vergleich der Serumglucosewerte der Sham-Placebo- und Sham-Pioglitazon-Tiere
sowie der MI-Gruppen sind keine signifikanten Unterschiede nachweisbar, siche dazu

Tabelle 2.
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Die Triglyzeridlevel weisen in dieser Studie eine signifikante Reduktion bei den mit
Pioglitazon behandelten Méusen mit Myokardinfarkt im Vergleich zu den place-
bobehandelten Tieren auf. Thre Werte sind mit 50.8+5.8 mg/dl signifikant
niedriger(p<0.05) als die der placebobehandelten Tiere mit 79.8+12.2 mg/dl.

4.4. Echokardiographische Ergebnisse

Es gibt in keiner Gruppe und zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Anderung der
Herzfrequenz, siehe Tabelle 3.

Die infarzierten Ventrikel tendieren von Woche eins bis sechs zur progredienten
Dilatation mit signifikant groer werdendem LVESA und LVEDA im B-Mode und
LVESD und LVEDD im M-Mode. Im Vergleich zeigen die Tiere mit Myokardinfarkt
zwischen den pioglitazonbehandelten und den placebobehandelten Mausen keine statis-

tischen Unterschiede, siche Abbildung 4.

18

%‘ * ¥ % ” ¥ -O-Sham Placebo
A,107 =) ¥ -® Sham Pioglitazon
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> 7 21 42 [d] 7 21 2 [d
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Flache Flache

Abbildung 4: linksventrikuldre Dilatation als Folge des Myokardinfarktes
Die Verkiirzungsfraktion (FS) verringert sich im Verlauf der Studie. Zwischen den

einzelnen Behandlungsgruppen zeigt sich keine signifikante Differenz, siche Tabelle 3.
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Sham Sham MI MI

Placebo Pioglitazon Placebo Pioglitazon
n 5 4 6 10
Herzfrequenz 417£29 431+£78 443+22 422+34
(bpm)
papillar
LVESA [mm:] 5.70£1.07 5.384+0.90 14.40+2.48* 14.79+2.89*
LVEDA [mm?] 9.60+1.29 8.70+1.28 20.26+2.38* 20.36+3.36*
2D FS [%] 41.44+4.8 38.3+4.0 30.6+5.2 28.5+7.2
LVESD [mm] 2.58+0.24 2.25+0.41 4.72+0.68* 4.10+0.40*
EDD [mm)] 3.68+0.33 3.38+0.38 5.68+£0.46* 5.15+0.39*
FS [%] 30.2+£3.2 34.245.5 18.7£5.4 21.3+£2.8%
apikal
LVESA [mm:] 6.80+0.58 5.13+1.66 14.70+£2.57* 17.64+3.05*
LVEDA [mm?] [10.80£1.16 9.25+1.84 19.15£2.21%* 22.43+3.23*
2D FS [%] 34.0+7.3 46.348.1 24.7+6.1 23.2+43.1*
LVESD [mm] |2.90+0.51 2.68+0.41 4.95+0.66* 4.53+0.60*
LVEDD [mm] |4.14£0.53 4.00+0.44 5.82+0.50* 5.80+0.33*
FS [%] 32.2+5.2 34.2+4.1 16.2+3.7 24.4+8.7

Tabelle 3: Echokardiographieergebnisse nach 6 Wochen: Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler

angegeben, n stellt die Anzahl der Tiere in der Studie dar, LVEDA = linksventrikuldire enddiastolische

Fliche, LVESA = linksventrikuldre endsystolische Fldche, FS = Verkiirzungsfraktion, 2D =

Zweidimensional, LVESD = linksventrikuldrer endsystolischer Diameter, LVEDD = linksventrikuldrer

enddiastolischer Diameter. (* p<0.05 Sham vs. MI der Behandlungsgruppe)

4.5. Kollagenanalyse

Im Septum liegt die Kollagenvolumenfraktion der Herzen der placebobehandelten Tiere

bei 6.30+1.68; bei Herzen mit Pioglitazonbehandlung bei 4.43+1.32 (P= NS). Fiir die

Narbe ergibt sich ein Wert von 74.57+6.61 fiir die placebobehandelten versus

86.64+5.13 % fiir die pioglitazonbehandelten Méuse (P= NS). Die Kollagenmessung

zeigt somit zwischen den beiden Therapiegruppen keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 5: Kollagenanalyse 6 Wochen nach Myokardinfarkt fiir Sham, Placebo MI, Pioglitazon MI
(von links nach rechts). Reprisentative Beispiele fiir Picrosiriusrot gefirbte Herzen unter polarisiertem

Licht.

4.6. Proinflammatorische Zytokine und Endothelin-1

Die Messungen ergeben keine Verdnderung im Zytokingehalt zwischen den
Behandlungsgruppen. Der TNF-a Gehalt der placebobehandelten Tiere betrigt
11.2+1.78 versus 14.48+0.51 der pioglitazonbehandelten Gruppe (P=NS). Der IL-18
Gehalt in der Placebogruppe betragt 12.47+0.26 versus 12.74+£0.27 in der
pioglitazonbehandelten Gruppe (P=NYS).

Auch die Endothelin-1 Expression weist keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen auf. Der Wert liegt bei der Placebogruppe bei 10.9+1.53 versus
11.3£1.28 (P=NS) bei den mit Verum behandelten Tieren.

4.7. Gefaldreaktion der Aortenringe

Die durch Phenylephrin induzierte Kontraktion ist zwischen den beiden Behand-
lungsgruppen nicht unterschiedlich. Auch die mittels ACh und SNP ausgeloste Relaxati-
on erbringt keine Differenz, siche dazu Abbildung 6 und Abbildung 7.
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Abbildung 6: Relaxationsantwort der Mduseaorten unter Sodium Nitroprussid (SNP). Die

Relaxationsergebnisse unter SNP zeigten keine gruppenspezifische Differenz.
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Abbildung 7: Relaxationsantworten der Mduseaorten unter Acetylcholin. Es zeigt sich
kein signifikanter Unterschied in den Acetylcholinrelaxationsergebnissen in den

unterschiedlichen Gruppen.
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5. Diskussion

Das entscheidende Resultat der vorliegenden Arbeit ist das Fehlen von Effekten einer
Pioglitazonbehandlung beziiglich der Mortalitdt, des linksventrikuldren Remodelings,
der Zytokinexpression, des Kollagenverhéltnisses und der endothelialen Funktion bei
Maiusen mit chronischem Myokardinfarkt [20]. Dagegen postulieren eine relevante
Anzahl vorausgegangener Studien eine zentrale Rolle dieser Therapie bei der
Entwicklung und Progression der Herzinsuffizienz. Vermittelt werden konnte die
Wirkung der TZDs iiber inhibitorische Effekte auf verschiedenen proinflammatorischen
Stoffwechselwegen. So ist zum Beispiel die Aktivierung von TNF mit einer
Herzinsuffizienz verkniipft. Die Expression von TNF -mRNA und -Protein bei
Patienten und im Tiermodell mit progredienter Herzinsuffizienz mit unterschiedlicher
Ursache ist erhoht [79][80]. Gentechnisch veriinderte Miuse mit einer Uberexpression
von TNF zeigen ein Fortschreiten der Herzhypertrophie und letztendlich eine
Herzinsuffizienz mit vielen Charakteristika der menschlichen Kardiomyopathie
[81][11]. Patienten mit Herzinsuffizienz haben erhohte Plasma-TNF-a-Werte, welche
pathophysiologisch relevante Konzentrationen fiir diese Erkrankung zu sein scheinen
[82]. Folglich konnte erwartet werden, dass es durch die Aktivierung von PPARY zur
Verbesserung der linksventrikuldren Dilatation kommt, bedingt durch die Inhibition der
TNF-Produktion. Diese Tatsache konnten Jiang, C. et al. in ihrer Studie an
Kardiomyozyten durch Gabe von Lipopolysacchariden nachweisen [49].

Weder die Reduktion der TNF- oder IL-1B- Expression noch die Abschwichung des
linksventrikuldren Remodelings konnen in unserer Studie beobachtet werden [20].
Somit scheint die erwartete Verringerung der Produktion pro-inflammatorischer
Enzyme in diesem verwendeten Untersuchungsmodell nicht effektiv zu sein.

Weiterhin kénnen die TZDs die Endothelinproduktion inhibieren [10][60][59]. Sowohl
bei herzinsuffizienten Patienten als auch im entsprechenden Tiermodell steigen die
Plasmawerte von Endothelin an [83] und korrelieren mit dem Grad der
Herzinsuffizienz.  Tatsdchlich  zeigen = Langzeitbehandlungen @ mit  einem
Endothelinrezeptorantagonisten oder einem TZD bei Ratten mit Herzinsiffizienz und
resultierendem Herzinfarkt ein signifikant verlingertes Uberleben der Tiere. Dieser

Effekt ist mit einer Verbesserung der Hdmodynamik und des linksventrikuldren
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Remodelings verbunden [84]. In der Studie von Iglarz et al. an genverdnderten DOCA -
salt Ratten kann ein positiver Effekt unter Rosiglitazonebehandlung auf das kardiale
Remodeling, das durch mineralkortikoidinduzierten Bluthochdruck verursacht wird,
aufgezeigt werden. Dieser Effekt ist teilweise mit einer herabgesetzten Produktion von
Endothelin-1 assoziiert [85]. Die Endothelinexpression in der vorliegenden Studie weist
keine wesentlichen Verdanderungen auf [20], weshalb es fiir die hier untersuchten Daten
ohne funktionell entscheidende Bedeutung zu sein scheint.

TZDs haben aullerdem eine Wirkung auf die Aktivierung von NF-kB. Die
Wirkungsweise von PPARy auf die inflammatorische Antwort durch Antagonismus auf
die Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 ldsst sich z. B. durch Studien an
Makrophagen aufzeigen [86][32][87]: ,,In-vitro* zeigte sich der inhibitorische Effekt der
TZD  (speziell Rosiglitazone, Pioglitazone und Troglitazone) auf die
proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-a an THP-1-Monozyten. Dieser
Effekt scheint mit einer hohen Expression von PPARy verbunden zu sein [88]. In der
Studie von Diep et al., die pioglitazonebehandelte und -unbehandelte Tiere untersuchen,
die zuvor einer Angiotensin II Infusion ausgesetzt werden, wird eine Senkung der
proinflammatorischen Zytokine und NF-kB nachgewiesen [15]. In einer ,,in-vitro*
Studie an neonatalen Rattenkardiomyozyten ldsst sich ein Zusammenhang zwischen der
NF-kB-Aktivierung und der kardialen Hypertrophieantwort feststellen, indem es die
Expression von atrialem natriuretischem Peptid (ANP) induziert und die VergroBerung
von Kardiomyozyten beeinflusst [89]. Ferner zeigt sich eine
herzhypertrophiereduzierende Wirkung, basierend auf der PPARy aktivierenden
Wirkung in einem Kontraktionsmodell ,,in-vitro [13] und in einem Uberdruckmodell
,»In-vivo* [90], wobei der hypertrophiereduzierende Effekt zumindest teilweise liber den
NF-kB Signalweg vermittelt zu sein scheint. Somit konnte das kardiale Remodeling
durch PPARy-Signalwege zumindest indirekt abgeschwicht werden [91]. Nach
Beendigung der vorliegenden Studie kann in zwei weiteren inhaltlich &hnlichen
Nachfolgestudien der positive Effekt auf das kardiale Remodeling unter Pioglitazongabe
nachgewiesen werden. Beide Studien detektieren eine Aktivitdtssenkung von NF-«kB als
entscheidenden proinflammatorischen Vermittlungsfaktor unter PPARy-Aktivatoren

[47][92]. Im vorliegenden Modell zeigt sich keine Differenz zwischen der Placebo- und
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der Pioglitazongruppe hinsichtlich der NF-xB Aktivierung, sodass die Glitazontherapie
im vorliegenden Modell keine Auswirkung auf die linksventrikuldre Hypertrophie zu
haben scheint [20].

Zusitzlich konnten TZDs einen positiven Effekt auf das Ausmall des infarzierten
myokardialen Gewebes haben. So zeigten zwei ,,in-vivo“ Studien zunichst unter
Vorbehandlung mit Rosiglitazon [93] und weiter unter Verwendung verschiedener
PPARy-Aktivatoren [94], dass unter TZD-Behandlung die Infarktgrof8e reduziert und
die kontraktile Dysfunktion verbessert wird.

In der vorliegenden Studie wird eine Woche nach Infarktoperation mit der Behandlung
begonnen. Effekte von TZD auf die Myokardinfarktgro3e konnen somit ausgeschlossen
werden [20]. Dennoch kénnte eine Verminderung der MyokardinfarktgroBe durch einen
frithzeitigeren Behandlungsstart von zentraler Bedeutung fiir die Entwicklung einer
Herzinsuffizienz sein.

In zwei Studien [47][92] wird der Einfluss von Pioglitazon auf den
Kollagenmethabolismus  erfasst. =~ Remodelingbedingte =~ Faktoren = wie  das
Fibroblastenwachstum und die Synthese von Kollagen Typ I reduzieren sich unter der
Behandlung, was sich positiv auf das linksventrikuldre Remodeling auswirken konnte.
In der vorliegenden Studie kann allerdings beziiglich der Kollagenanalyse kein
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden [20].

Neben den positiven Effekten auf die Myozyten des Herzens wirken PPARy-
Aktivatoren deutlich vasoprotektiv. Entsprechend inhibieren Glitazone die Aktivitit und
die Radikalproduktion von Makrophagen, die Proliferation von glatten Muskelzellen
und die Entstehung des potenten Vasokonstriktors Endothelin in endothelialen Zellen
[60][10]. Im vorliegenden eigenen Modell kann kein Effekt von Pioglitazon auf die
aortale Endothelfunktion festgestellt werden [20].

Unsere Studie steht im Gegensatz zu Resultaten anderer Gruppen [95]. Shiomi et al.
konnen positive Wirkungen einer Pioglitazonbehandlung auf die linksventrikulédre
Dilatation und die Herzinsuffizienzentwicklung in einem vergleichbaren Modell des
chronischen Myokardinfarktes an der Maus feststellen. Es bestehen allerdings deutliche
Unterschiede zu unserer Studie: Erstens werden verschiedene Mausarten verwendet. Die

vorliegende Studie verwendet C57B16 Maiuse, wihrend in der anderen CD-1 Mause
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eingesetzt werden. Diesem Unterschied zufolge konnten TZD- Effekte art- bzw.
speziesspezifisch sein. Ein weiterer Unterschied betrifft die Verabreichungsart von
Pioglitazon. Wiéhrend in unserer Studie fiir eine garantierte orale Aufnahme den Tieren
per Sonde eine regelmiBige und gleichbleibende Menge Pioglitazon verabreicht wird,
wird bei Shiomi et al. Pioglitazon dem Futter beigemischt, was verschiedene Spitzen-
und Steady-State-Konzentrationen zur Folge hat. Zudem werden auch unterschiedliche
Dosierungen verwendet. Shiomi et al. verwendeten eine Dosierung von 3 mg/kg KG
und in der vorliegenden sind es 20 mg/kg KG, eine Dosis, von der bekannt ist, dass sie
eine vollstindige glukosesenkende Wirkung bei Méusen hat. Als letztes unterscheiden
sich die InfarktgroBen der Studientiere und der Beginn der Behandlung. Bei Shiomi et
al. finden sich ausgedehntere Infarkte (durchschnittlich 59 %) als in unserer Studie.
Zusitzlich wird in der vergleichbaren Studie bereits sechs Stunden nach der OP mit der
Pioglitazonbehandlung begonnen. Somit konnten die Effekte erst bei extensiveren
Myokardinfarkten als in der vorliegenden Studie messbar sein. Auch der friihere
Behandlungsbeginn konnte ein entscheidendes Kriterium der Differenzen sein.

Unsere Ergebnisse werden durch eine Studie von Lygate et al. [96], die Ratten acht
Wochen lang in einem dhnlichen Myokardinfarktmodell Rosiglitazon verabreichen,
unterstiitzt. Hierbei werden vergleichbar mit der vorliegenden Studie keine Unterschiede
im Remodeling des linken Ventrikels zwischen den Behandlungsgruppen erzielt.
AuBerdem ist die Rosiglitazonbehandlung mit einer erhdhten Mortalitdtsrate assoziiert.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass protektive Effekte von Pioglitazon auf das

linksventrikuldre Remodeling nicht einheitlich beobachtet werden konnen.

Klinische Einschitzung

Thiazolidindione werden mit positiven, aber auch mit negativen Wirkungen im Rahmen
der Herzinsuffizienz in Zusammenhang gebracht. Im Rahmen unserer
tierexperimentellen Studie konnen keine Verdnderungen unter Pioglitazonbehandlung
auf das postmyokardiale Remodeling erfasst werden.

In klinischen Studien an Patienten mit Glitazonbehandlung ist die periphere
Fliissigkeitsretention bekannt [97], weshalb Thiazolidindione bei Patienten mit

Herzinsuffizienz kontraindiziert sind [98]. Dieser Mechanismus ist mit einer TZD-
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vermittelten amiloridabhidngigen Na'-Absorption im Sammelrohr assoziiert [6].
Allerdings konnen Tang et. al. in ihrer klinischen Studie keinen Zusammenhang
zwischen der Fliissigkeitsretention und der Verschlechterung der Herzinsuffizienz
feststellen [97]. In unserer Studie kann bei den pioglitazonbehandelten Tieren keine
erhohte Fliissigkeitsretention erfasst werden. Das Gewicht aller Tiere verdndert sich im
Studienverlauf nicht erheblich.

Weitere klinische Studien sollten erfolgen, um die Glitazoneffekte auf die

Herzinsuffizienz beim Mensch zu kléaren.
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6. Zusammenfassung

Thiazolidindione, die zunehmend als gut wirkende Insulinsensitizer in der
Diabetestherapie im FEinsatz sind, besitzen als indikationslimitierende Nebenwirkung
eine starke Fliissigkeitsretention mit Kontraindikation bei Herzinsuffizienz.
Andererseits wird ihnen in der derzeitigen experimentellen Studienlage auf Zellebene
ein positiver Effekt auf kardiale und vaskulér bedingte Erkrankungen zugesprochen.

In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese untersucht, inwieweit Pioglitazon einen
positiven oder negativen Einfluss auf das Remodeling nach Myokardinfarkt hat und ob
sich Folgen fiir die Entwicklung einer Herzinsuffizienz ergeben.

Dazu wird eine Untersuchung an Maiusen nach Myokardinfarktoperation unter
Pioglitazonbehandlung, (ab dem siebten Tag nach OP) und einer entsprechenden Sham-
Kontrollgruppe durchgefiihrt. Die Verabreichung von Pioglitazon versus Placebo erfolgt
taglich korpergewichtsbezogen per Schlundsonde. Im Verlauf der Studie werden die
Tiere am siebten, 21. und 42. Tag in apikaler Ebene und in Hohe des Papillarmuskels
echokardiographiert und die Daten als M- und B-Mode aufgezeichnet und ausgewertet.
Weiterhin wird das Gewicht der Tiere am Operationstag und nachfolgend wochentlich
erfasst. Nach Studienende werden die entfernten Herzen der Tiere gewogen sowie der
Glucose- und GOT-Wert des Blutes erfasst. Weiterhin erfolgt die Messung der
Aortenrelaxation, die InfarktgroBenbestimmung und Kollagenmessung sowie die
Bestimmung von TNFa, NF-«B, IL-1p und Endothelin-1.

Wie erwartet, kann infarktbedingt eine Dilatation des Ventrikels und eine Zunahme des
Kollagengehaltes echokardiographisch und polarisationsmikroskopisch dokumentiert
werden. Vergleichend lassen sich weder beziiglich des Gewichtes der Herzen und der
Tiere, der MyokardinfarktgroBBe, des Kollagengehalts im gesunden und infarzierten
Myokardgewebe, des Remodeling, der proinflammatorischen Enzyme und Endothelin-1,
noch in der Gefifreaktion signifikante Unterschiede feststellen. Wiahrend der
Serumglukosewert bei den verwendeten nicht an Diabetes mellitus erkrankten Tieren
keinen Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen zeigt, ldsst sich in der
pioglitazonbehandelten Gruppe eine deutliche Senkung der Triglyceridspiegel
feststellen. Auf Basis der vorliegenden Messungen zeigt die Pioglitazonbehandlung

keinen positiven oder negativen Effekt auf das Remodeling von infarzierten Méusen.
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