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A. Einleitung

Inzidenz und Privalenz der Herzinsuffizienz sind in Europa in den letzten Jahrzehnten

bedingt durch die demographi-
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sche Verinderung der Alters- R L

18

struktur und die Verbesserung i 15.7
— 14
der Akutbehandlung kardio- 5 5 i,
% B 6.8 '
vaskuldrer Erkrankungen stark £ 6 s |il
A 2
. . 2
angestiegen und werden auch in 04 . I_- i )
. 55-64 65-74 75-84 85-94
Zukunft  weiter  zunehmen Jahre
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diovaskulérer Rlslkofaktoren, Abb. 1: Pravalenz der symptomatischen Herzinsuffi-
X . . . zienz in der niederlandischen maéannlichen und weib-
wie zum Beispiel Adipositas, lichen Allgemeinbevélkerung in Abhangigkeit vom Al-

ter; Rotterdam-Studie 1999'
Rauchen oder Diabetes mellitus,

und zahlreiche weitere Erkrankungen konnen an der Entstehung einer Herzinsuffizienz
beteiligt sein, die koronare Herzkrankheit und die arterielle Hypertonie stellen jedoch
die wichtigsten Ursachen dar. Im Verlauf der Erkrankung kommt es nach zeitweiliger
Stabilisation der Herzleistung und damit Gewahrleistung der Organdurchblutung durch
funktionelle, neurohumorale und morphologische Adaptationsmechanismen schlie8lich
zur Entstehung einer endothelialen Dysfunktion. Diese fiihrt zur Beeintridchtigung ver-
schiedener Organsysteme und zur Verschlechterung der Symptomatik. Kongestive
Herzinsuffizienz (CHF) ist mit einer betrdchtlichen Morbiditdt und Mortalitit verbun-
den”™. Fiir die Patienten bedeutet dies eine drastische Einschrinkung ihrer Lebensquali-
tit und fiir die Gesellschaft erfordert es die Bereitstellung umfangreicher medizinischer
und finanzieller Ressourcen, wohingegen addquate Behandlung eine deutliche Verbes-
serung der Lebensqualitit und der Uberlebenschancen verspricht. Deshalb sind weitere
Anstrengungen und Forschungen zur Verbesserung der Therapiemdglichkeiten notwen-

dig.

Ein niitzliches und etabliertes Modell zur Untersuchung der pathophysiologischen Me-
chanismen und Folgen der kongestiven Herzinsuffizienz ist der chronische Myokardin-
farkt (MI) nach Koronarligatur an der Ratte. Bei diesen Tieren fithren ausgedehnte In-

farkte, dhnlich wie beim Menschen, zum progressiven linksventrikuldren Versagen und



zur Entwicklung einer mit neurohumoraler Aktivierung - zum Beispiel erhdhte Katecho-
lamin- und Endothelinspiegel, sowie Aktivierung des systemischen und auch des loka-
len Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) - verbundener CHF. Wihrend eine
akute endotheliale Dysfunktion bereits zwei Stunden nach der Infarktinduktion nachge-
wiesen werden kann, wird die progressive chronische Dysfunktion des Endothels erst ab
der 4. Woche nach dem MI im Rattenmodell manifest’. Anders als beim Menschen er-
laubt dieses Modell die Bewertung der endothelialen Gefdal3funktion unabhingig vom

Einfluss weiterer atherogener Risikofaktoren.

Das Endothel kleidet als einlagige Zellschicht das GefdB3system luminal aus und trennt
den Intravasalraum von der iibrigen GefdBwand. Es stellt dabei nicht nur eine passive
Barriere dar, sondern ist ein wichtiges Ziel fiir Neurotransmitter, Hormone oder physio-
logische Stimuli®® und nimmt zahlreiche metabolische Funktionen wahr, iiber die es die
vaskulire Homdostase reguliert und somit die Funktion vieler Organe beeinflusst’”

(Abb.2).
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Abb. 2: Ubersicht iiber die vasomotorischen Funktionen des Endothels (nach Busse)™

Al = Angiotensin |, All = Angiotensin Il, ANP = atriales natriuretisches Peptid, BK = Bradykinin, iaP = vasoinaktive
Peptide, ACE = Angiotensin-Konversions-Enzym, ADO = Adenosin, 5-HT = Serotonin, NA = Noradrenalin, AA =
Arachidonsaure, COX = Cyclooxygenase, EPOX = Epoxigenase, PL = Phospholipide, PLA, = Phospholipase A,
EDHF = Endothelabhangiger hyperpolarisierender Faktor, CaM = Calmodulin, NOS = NO-Synthase, Ag = Agonist,
Rez = Rezeptor, G = G-Protein, PGI, = Prostacyclin

Es trdgt beispielsweise zur Umwandlung von Angiotensin I in vasokonstriktorisches

11;12

Angiotensin II bei ', inaktiviert Bradykinin und synthetisiert unter anderem Stick-

stoffmonoxid (NO), Arachidonsiurederviate'*"'*, Endothelin und EDHF (endothelium-



1415 welche wiederum aktiv die GefdBweite beeinflus-

derived hyperpolarising factor)
sen. Die Endothelzellen regulieren die Adhdsion von Thrombozyten und Leukozyten,
kontrollieren die Blutgerinnung, hemmen die Proliferation glatter Muskelzellen, verhin-
dern das Eindringen von ,JJow density lipoprotein® (LDL) -Cholesterin in die Gefal3-
wand und spielen eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle des Gefalltonus und damit
des Blutdrucks. Integritdt und Funktionsfahigkeit des Endothels sind daher fiir den Or-
ganismus duBerst wichtig. 1980 entdeckten Furchgott et al. eine vom Endothel gebilde-
te Substanz, die eine Relaxation von BlutgefiBen bewirkt'>'®. Sie bezeichneten sie als
»endothelium-derived relaxing factor (EDRF). Moncada und Palmer konnten 1988
zeigen, dass EDRF mit NO, dem bedeutendsten der endothelial freigesetzten Autokoide,
identisch ist'*'". Nach der Bildung durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS)'® dif-
fundiert NO durch die Plasmamembran der Endothelzelle in die darunter liegende Ge-
fiBmuskelzelle. Dort aktiviert es durch Bindung an der Him-Gruppe’ die NO-sensitive
Guanylatcyclase (sGC). Diese synthetisiert nun aus Guanosintriphosphat (GTP) den
»second messenger 3’,5"-Guanosinmonophosphat (cGMP), der die cGMP-abhéngige
Proteinkinase I (cGK-I) aktiviert". Dadurch kommt es durch eine Senkung der intrazel-
luliren Ca**-Konzentration zur Relaxation der Muskelzelle und damit zur Dilatation des
BlutgefiBes®. Neben der Mitwirkung an der Regulation des GeféBtonus vermittelt NO
noch zahlreiche weitere Signalwege. Von besonderem Interesse sind hierbei die Hem-
mung Superoxidanionen (O;")-generierender Enzymsysteme, wie zum Beispiel der
NADH/NADPH-Oxidase®', und die Inhibition der Aktivierung, Adhision und Aggrega-
tion von Thrombozyten an Endothelzellen””*’. Eine Reduktion der NO-
Bioverfiigbarkeit fithrt sowohl kurz->, als auch langfristig’* zu einer Steigerung der
Thrombozytenaktivierung und ist bei Tiermodellen und Menschen mit endothelialer

Dysfunktion mit der Bildung arterieller Thrombenbildung assoziiert*>. Das in den Endo-

thelzellen gebildete NO ist somit flir das Herz-Kreislauf-System von gro3er Bedeutung.

NO wird von NO-Synthasen (NOS), von denen bisher drei Isoformen beschrieben
sind®’, aus L-Arginin synthetisiert26 (Abb.3). Die eNOS wird konstitutiv in Endothelzel-
len exprimiert und ist hauptsdchlich in den Caveolac der Plasmamembran lokali-
siert"”?”?*, Dagegen sind die neuronale NOS (nNOS) und die induzierbare NOS (iNOS)
zytosolische Enzyme, die vor allem in Neuronen bzw. Zellen des Immunsystems vorlie-

29 .. . . . . .
gen” . NO-Synthasen bestehen aus zwei identischen Monomeren, die jeweils in eine



Reduktase-Doméne und in eine Oxidase-Doméne mit Bindungsstellen fiir unter ande-
rem Tetrahydrobiopterin und L-Arginin unterteilt werden kénnen®. Zwischen den bei-
den Doménen liegt die Calmodulin-Bindungsstelle, welche eine Schliisselrolle fiir die
Funktion des Molekiils spielt. Die Aktivierung der eNOS kann einerseits Calcium-
unabhingig durch physikalische Stimuli wie blutflussvermittelte Scherkrifte auf die
luminale Endotheloberfliche, welche zu den wichtigsten physiologischen Regulatoren
der eNOS-Genexpression und Aktivierung in vivo gehdren®, ausgeldst werden. Ande-
rerseits auch durch rezeptorabhidngige Faktoren wie Acetylcholin, Bradykinin oder En-
dothelin, welche durch eine Erhohung der intrazelluldren Calcium-Konzentration die
Bildung eines Ca”"/Calmodulin-Komplexes bewirken®, erfolgen. Durch Oxidation der

Aminosiure L-Arginin zu L-Citrullin wird ein NO-Radikal freigesetzt™.
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Abb. 3: Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) aus L-Arginin katalysiert durch die NO-Synthase

Bei erheblichem oxidativen Stress kann es zur Oxidation von Tetrahydrobiopte-
rin’! oder durch Beeintrichtigung des endothelialen Transports zu einem relativen L-
Arginin-Mangel’*** kommen. Dies kann zur Entkopplung der eNOS fiihren, wodurch
die Synthese von O, anstelle von NO erfolgt®*. Die gesteigerte O, -Generation bewirkt
eine Inaktivierung von NO**® unter Bildung von Peroxynitrit’®*’. Erhohte Plasmaspie-
gel von Peroxiden weisen deshalb bei CHF-Patienten auf gesteigerten oxidativen Stress
hin***?. 0, ist auch als Inhibitor der 16slichen Guanylatcyclase beschrieben®’. Es wird
durch NO-Synthasen, aber auch durch Angiotensin-II-induzierte NADH/NADPH-

41342

Oxidasen und Xanthin-Oxidasen® gebildet. Bei CHF kommt es durch vermehrte

35;38;39;44:45

Bildung von Superoxidanionen zur Inaktivierung von NO. Die Reduktion der

NO-Bioverfiigbarkeit und die liberméBige Bildung von O,  fiihren bei endothelialer

Dysfunktion zu einem Ungleichgewicht zwischen NO und O,™ *.

Da die Verringerung des bioaktiven NOs mallgeblich zur Entstehung einer endo-

thelialen Dysfunktion beitrigt’’ und mit einem verstirkten Vorkommen arterieller



Thromben?® assoziiert ist, ist die Bewertung der NO-Bioverfiigbarkeit fiir die Einschit-
zung der endothelialen Funktion von grofem Interesse. Die kurze Halbwertszeit des
NO-Molekiils (2-30 Sekunden)’ macht eine direkte Messung schwierig, weshalb ver-
schiedene Methoden zur in vivo und in vitro Untersuchung entwickelt wurden. Die Be-
stimmung der stabilen NO-Abbauprodukte Nitrit und Nitrat im Plasma oder Urin ist re-
lativ ungenau, da deren Level mit der Nahrungsaufnahme schwanken und auch die NO-
Bildung durch iNOS und nNOS widerspiegeln. Die Untersuchung der vasomotorischen
Funktion mittels Myographie und Organbad ist fiir menschliche Probanden wenig prak-
tikabel, da nur pathologisch veridnderte Gefdllsegmente aus Bypass-Operationen und
keine gesunden Kontrollgefi3e zur Verfiigung stehen. Auch eine direkte Messung der
GefidBkontraktion nach intraarterieller Injektion von Acetylcholin oder Bradykinin
kommt aufgrund der Invasivitidt des Verfahrens nicht fiir Routineuntersuchungen infra-
ge. Die indirekte Bewertung der NOS-Aktivitdt durch Hemmung der eNOS ist aufgrund
moglicher Komplikationen dulerst problematisch. Ein weiteres, leider verhdltnismaBig
untersucherabhingiges Verfahren zur Bestimmung der NO-Produktion unter in vivo
Bedingungen ist die Darstellung der flussmediierten Dilatation, welche der NO-
vermittelten Relaxation entspricht, mittels Ultraschall oder Magnetresonanztomographie
(MRT)®. All diese Methoden leiden unter verschiedenen Einschrinkungen und sind
deshalb nicht fiir den standardméBigen Einsatz verwendbar. Ein geeignetes Verfahren
sollte spezifisch, objektiv, wenig invasiv und einfach durchfiihrbar sein sowie die Be-
stimmung eines Basalwertes ermoglichen. Ein neues Hilfsmittel, das diese Anspriiche
zu erfiillen scheint und eine Bewertung der Aktivitit des NO/cGMP-Signalweges er-
moglicht, ist die Analyse des basalen Phosphorylierungsstatus des ,vasodilator-

stimulated phosphoprotein(VASP)*#+,

Das 1987 in Wiirzburg entdeckte VASP-Protein’' kann in fast allen Zelltypen, vor allem
an Aktinfilamenten, fokalen Adhisionsstellen und an dynamischen Regionen der Zell-
membran’?, nachgewiesen werden, liegt in Thrombozyten aber in besonders hohen
Konzentrationen vor. VASP verfiigt iiber drei Phosphorylierungsstellen (Serin 157
(Ser™”), Serin 239 (Ser””) und Threonin 278 (Thr*™®)), die von ¢cGMP- und cAMP-
abhéngigen Proteinkinasen (cGK, cAK) unterschiedlich erkannt werden (Abb.4).
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Abb. 4: VASP, bestehend aus drei verschiedenen Domanen, besitzt drei Phosphorylier-
ungsstellen (Serin 157, Serin 239, Threonin 278), die von cAMP- bzw. cGMP- regulierten
Proteinkinasen (cAK, cGK) unterschiedlich erkannt und verwendet werden. Diese Protein-
kinasen fuhren einen energiereichen Phosphatrest in das Protein ein. Funktionell korreliert
die VASP-Phosphorylierung mit der Hemmung der Thrombozyten und der GefaBmuskel-
zellen.

2 . . . 1
3953 und erst in hdheren Konzentrationen auch Ser'”’

Wiahrend cGK-I vorzugsweise Ser
phosphoryliert™®, verhilt es sich bei cAK umgekehrt’°. Thr*”® wird dagegen nur im ge-
ringerem MaBe phosphoryliert’’. Die Phosphorylierung von VASP stellt eine essentielle
Regelkomponente der Inhibition der Thrombozytenaktivierung dar” und korreliert eng
mit der Hemmung der Fibrinogenbindung am Glykoprotein-IIb/Illa der Thrombozy-
ten’*®!. Durch Modulation der thrombozytiren Aktinfilamentinteraktion®*®* beeinflusst
die Phosphorylierung von VASP die Anfangssequenzen der Thrombozytenaktivierung
und -adhision®*"***, Eine Erhhung der NO-Bioverfiigbarkeit fithrt zu einer c¢GK-
vermittelten VASP-Phosphorylierung™, wohingegen die Hemmung der eNOS durch in-
travendse Injektion des NO-Synthase-Inhibitors N®-Monomethyl-L-Arginin (L-
NMMA) bei gesunden Versuchspersonen eine signifikante Reduktion der VASP-
Phosphorylierung und eine Steigerung des Blutdrucks bewirkt™. Dabei kommt es zu ei-
ner vermehrten Thrombozytenaktivierung, die mit einer verstirkten Fibrinogenbindung
an Glykoprotein IIb/Illa und der Oberflichenexpression von P-Selektin®, CD40-
Ligand®® und Glykoprotein 53 ** einhergeht, und die durch exogene NO-Gabe riickgin-
gig gemacht werden kann®. Dies legt nahe, dass bei gesunden Personen die Thrombo-
zytenaktivierung in vivo durch eine tonische NO-Produktion unterdriickt wird®. AuBer-
dem scheint die Phosphorylierung von VASP auch ein Indikator fiir die c¢GK-I-
induzierte Relaxation glatter Muskelzellen zu sein®. Die Bedeutung der VASP-
Phosphorylierung an Ser”’ als sensitiver Marker der Aktivitit des NO/cGMP-

42;49;49;50,67-69

Signalweges konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden . Die Bestim-

mung des VASP-Phosphorylierungsstatus mit Hilfe spezifischer monoklonaler Antikor-
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per gegen phosphoryliertes Ser in frisch gewonnenen Thrombozyten ist also ein

geeignetes Mittel zur Bewertung der in vivo NO-Bioverfiigbarkeit*=""°.

Medikamente, die bereits zur Verbesserung der GefaBfunktion eingesetzt werden, sind
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA-(HMG-CoA)-Reduktasehemmer (Statine),
welche klassischerweise in der Therapie der Hypercholesterindmie zur Anwendung
kommen. Sie hemmen die Cholesterinbiosynthese durch Blockade der Umwandlung
von HMG-CoA in Mevalonat (Abb.5).

Daraus resultiert eine Senkung der

Acetyl-CoA
intrazelluldren Cholesterinkon- l
zentration, was zur Aktivierung HMG-Coh e .
Statine
Reduktase
von ,sterol-regulatory element Mevalonat
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studien konnten beweisen, dass
Abb.5: Hemmung der Cholesterinbiosynthese mittels HMG-

Statinbehandlung die Morbiditit CoA-Reduktase-Inhibitoren durch Blockade der Umwandlung
von HMG-CoA in Mevalonat

und Mortalitit von Patienten mit

koronarer Herzkrankheit senkt’>"*

. Beobachtungen legen nahe, dass die protektive Wir-
kung der Statine iiber eine reine Cholesterinsenkung hinausgeht und auch durch direkte
antiatherosklerotische, so genannte pleiotrope Effekte”” , bewirkt wird. Durch die
Hemmung der HMG-CoA-Reduktase kommt es zu einer Reduktion zahlreicher In-
termediate der Cholesterinbiosynthese, wie zum Beispiel Geranylpyrophosphat, welche
verschiedene Signalkaskaden in der Zelle beeinflussen und deren Hemmung fiir die li-
pidunabhingigen Statineffekte (Abb.6). verantwortlich sein kdnnte. Dazu gehdren an-
tiinflammatorische Wirkungen’®, die durch Reduktion der Expression und Aktivierung

verschiedener Entziindungsmolekiile und durch Senkung des CRP-Spiegels vermittelt

werden, sowie antioxidative Effekte’’, die eine Verringerung der Oxidation von LDL-



Cholesterin beinhalten. Oxidiertes LDL-Cholesterin hemmt die eNOS’® und stimuliert

inflammatorische Prozesse.
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Abb. 6: Ubersicht liber die pleiotropen, antiatherosklerotische Wirkungen von Statinen

Statine verbessern die Stabilitéit atherosklerotischer Plaques™®' durch Hemmung der
Expression von Metalloproteasen in Makrophagen und durch Erhéhung des kollagenen
Anteils der fibrosen Plaquekappe. Zusitzlich scheint eine Statingabe durch Senkung der
Gewebefaktoraktivitit und der Thrombinbildung® eine Abnahme der Thrombenent-
stehung zu bewirken®’. Ebenfalls Teil der pleiotropen Effekte sind eine Hemmung der
Proliferation arterieller Myozyten"™*® eine Verminderung der Endothelin-1-
Synthese®® und eine Verringerung der endothelialen Adhésion von Leukozyten®’.

Letztlich, und fiir diese Studie am interessantesten, fithrt Inhibition der HMG-CoA-
Reduktase zu einer Verbesserung der Endothelfunktion. Dies geschieht durch Steige-
rung der Expression und Aktivitit vaskuldrer eNOS®™* und durch Reduktion der Akti-
vitdt von NADH/NADPH-Oxidasen>'*°. Die Steigerung der NO-Bildung und die Ver-
ringerung der O, -Generation bewirken eine Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit und
tragen zur Verbesserung der endothelialen Funktion bei*®. Statine senken deshalb die
Hiufigkeit kardiovaskuldrer Ereignisse bei KHK*®'. Ob Statin-Behandlung auch die
Uberlebenschancen von CHF-Patienten verbessert, ist Gegenstand laufender Untersu-

chungen, auch wenn retrospektive Analysen in diese Richtung weisen’*">.

Daher wurden die therapeutischen Effekte der HMG-CoA-Reduktase-Inhibition durch
Rosuvastatin auf die O, -Bildung, die vasomotorische Endothelfunktion und die basale

VASP-Phosphorylierung bei Ratten mit CHF nach experimentellem Myokardinfarkt un-



tersucht. Als Hypothese diente die Annahme, die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase
bei CHF wiirde die endotheliale Funktion verbessern und die NO-Bioverfiigbarkeit in

vivo steigern.



B. Material und Methoden

I. Versuchstiere

Fiir die Studie wurden ausschlieBlich ménnliche Wistar-Ratten (250-300 g, bezogen von
Harlan-Winkelmann, Borchen) verwendet. Wie bei allen anderen Versuchen wurden
die Tiere in Kéfigen mit hochstens fiinf Ratten bei konstanter Raumtemperatur und kon-
stanter Luftfeuchtigkeit gehalten. Bei freiem Zugang zu Wasser und Standardfutter un-
terlagen sie einem zwolfstiindigem Hell-/ Dunkelrhythmus.

Um Tiere mit schwerer CHF zu erhalten, wurde das experimentelle Modell des chroni-

schen MI bei Ratten (siehe unten) verwendet.

II. Medikamentose Behandlung

Die Versuchstiere wurden in eine Placebo- (Gummiarabikum) und in eine Wirkstoft-

gruppe (Rosuvastatin) aufgeteilt (Abb. 7).

Abb. 7: Einteilung der Versuchstiere nach Infarzierung oder Scheinoperation (Sham)
sowie nach Wirkstoff- oder Placebogabe.

Die tdgliche Placebo- oder Rosuvastatingabe (20mg/kg/Tag; entsprechend der Dosis,
welche bei Ratten die HMG-CoA-Reduktase zu 90% inhibiert’") per Schlundsonde be-
gann zwei Tage vor dem operativen Eingriff und wurde {iber einem Zeitraum von zehn
Wochen durchgefiihrt. Die Versuchstiere wurden wéhrend dieser Zeit wochentlich ge-
wogen, so dass die Dosierung der Wirkstoffmenge den Verdnderungen des Gewichts

der einzelnen Tiere angepasst werden konnte.

-10 -



I11. Experimenteller Myokardinfarkt

Ein experimenteller Myokardinfarkt wurde durch Koronarligatur induziert oder es wur-

1.%> vorbe-

de eine Scheinoperation durchgefiihrt. Hierzu wurde die von Pfeffer et a
schriebene Methodik verwendet. Unter endotrachealer Intubation und Isofluran-Narkose
wurden die Ratten iiber einen Kleintier-Respirator (Rodent Ventilator UB 7025) beat-
met. Die Narkose wurde mit einem andsthesietiblichen Isofluran-Verdampfer aufrecht-
erhalten. Zundchst wurde die linke Throaxhéilfte enthaart, die Haut mit einer Schere
durchtrennt und die Pektoralismuskulatur stumpf prépariert. Die Interkostalmuskulatur
und das Perikard wurden durchtrennt, anschlieend konnte das Herz durch vorsichtigen
Druck auf die Thoraxwand nach auflen luxiert werden. Der Ramus interventricularis an-
terior (RIVA) der linken Herzkranzarterie wurde umstochen und mit einem Prolene
Monofil 5-0-Faden ligiert. Bei der Scheinoperation wurde keine Ligatur durchgefiihrt.
Das Herz befand sich insgesamt nur fiir circa 30 Sekunden aufBerhalb des Perikards,
nach Reposition wurde die Pektoralismuskulatur mit einer Tabaksbeutelnaht und die
Haut mit Einzelndhten verschlossen. Letztlich wurden die Lungen durch kurzfristige
Uberdruckbeatmung entfaltet. Nach Beendigung des Eingriffes erhiclten die Ver-
suchstiere Buprenorphinhydrochlorid (0,2 mg/kg Korpergewicht) intraperitoneal zur
akuten Schmerztherapie. In einer anschlieenden flinfstiindigen Nachbeobachtungszeit

wurden die Ratten bedarfsweise mittels Herzdruckmassage reanimiert.
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Abb. 8: Experimenteller Myokardinfarkt durch Ligatur des Ramus interventricularis der linken Koronar-
arterie unter endotrachealer Intubation und Beatmung

IV. Himodynamische Messungen

Die hamodynamischen Messungen wurden zehn Wochen nach Infarkt in der stabilen
chronischen Phase der Herzinsuffizienz’® durchgefiihrt. Die Ratten wurden erneut unter
Isoflurannarkose nach Intubation mit einer Frequenz von 75/Minute und einem Atem-
zugvolumen von 2,8 ml {iber einen Kleintier-Respirator (Rodent Ventilator UB 7025)
beatmet. Die rechte Arteria carotis wurde mit einem Polyethylen-Katheter (PE 50) ka-
niiliert. Der Katheter wurde in die linke Herzkammer vorgeschoben und dessen korrekte
Lage anhand der Druckkurve, welche iiber einen Mikro-Tip-Katheter (Millar-
Instruments Inc., Houston, USA) abgeleitet wurde, kontrolliert. Wahrend der Messun-
gen wurden kontinuierlich der linksventrikulédre systolische und diastolische Druck so-
wie die maximale Druckentwicklung iiber die Zeit gemessen. Nach dem Zuriickziehen
des Katheters aus dem Ventrikel in die Aorta konnten der systolische und diastolische

Aortendruck sowie der aortale Mitteldruck bestimmt werden. Da eine Verbesserung der
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hiamodynamischen Funktion durch Rosuvastatin moglicherweise die Ergebnisse beein-
flusst hatte, gingen nur Tiere mit offenkundiger CHF (linksventrikuldrer enddiastoli-
scher Druck (LVEDP) > 15mmHg, erniedrigtem arteriellen Blutdruck, rechtsventrikuli-
rer Hypertrophie und reduzierter linksventrikuldrer Kontraktilitét trotz Behandlung) in

die Analyse ein.

e
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R

Abb. 9: Hdmodynamische Messungen unter endotrachealer Intubation, 10 Wochen nach Infarkt mittels ei-
nes Katheters im linken Ventrikel des Versuchstierherzes

V. Infarkteroflenbestimmung

Am Ende der Experimente wurde den Tieren in tiefer Narkose das Herz entnommen.
Der linke Ventrikel wurde von den iibrigen Kammern getrennt und in drei transversale
Abschnitte, Apex, mittlerer Ring und Basis, aufgeteilt. Der circa 3 mm dicke, mittlere
Ring wurde tiefgefroren und anschlieend mit einem Mikrotom (Leica CM 1850, Bens-
heim) in etwa zehn jeweils 5 um dicke Schnitte geteilt. Diese wurden nach Gieson ge-
farbt, mit einer auf einem Mikroskop aufmontierten Scannerkamera (3CCD-IRIS, Sony)
eingescannt und mit Hilfe eines digitalisierten Computerprogramms (Sigma Scan pro,

Jandel Software) vermessen. Die Ausdehnung der Infarktnarbe wurde endo- und epi-
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kardial ausgemessen und zum endo- und epikardialen Gesamtumfang in Beziehung ge-

setzt.

V1. Gefillpriparation

Nach der Entnahme des Herzens wurde die Aorta thoracalis freiprépariert. Der Aorten-
bogen wurde durchtrennt und die Aorta descendens bis zum Diaphragma unter Vermei-
dung von Druck oder Zug entnommen. Danach wurde das Gefd3 in Krebs-Henseleit-
Losung (118,4 mmol/l NaCl, 25 mmol/l NaHCOs, 1,6 mmol/l CaCl,, 4,7 mmol/l KCl,
1,2 mmol/l KH,PO4, 1,2 mmol/l MgSO4 und 12 mmol/l Glukose plus 1 pumol/l Diclofe-
nac) gelegt und intraluminal durchgespiilt, um verbliebenes Blut aus dem Lumen zu ent-
fernen. Die Aorta wurde unter einem Mikroskop von umliegendem Fett- und Bindege-

webe freiprapariert und in drei Millimeter breite Ringe geschnitten.

VII. Organbad

Die GefdBiringe wurden in mit Krebs-Henseleit-Losung gefiillten Kammern (5 ml; Abb.
10,11) der Organbader (Fohr-Medical-Instruments, Seeheim; Abb.12) untersucht. Die
Loésung (37°C, pH 7,4) wurde dabei stindig mit Carbogen (95 % Oz, 5 % CO2) begast.

Die Rattenaorten wurden anfangs passiv auf 2 g vorgespannt und {iber 30 Minuten dqui-
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libriert.
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Abb.11: Schematische Darstellung einer Organ-
Abb. 10: Einzelne Organkammer eines Organ- kammer mit eingehédngtem, auf 2g vorgespann-
bads, mit eingehangtem Gefal (<) tem Gefal und endothelab-hangiger Relaxation
auf Acetylcholin (kumulative Gabe)
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Abb. 12: Organbad (F6hr-Medical-Instruments) mit vier parallelen
Organkammern, in denen die Experimente durchgefuhrt wurden

Nach Erreichen des passiven Tonus wurde zundchst die Ansprechbarkeit der glatten
Muskulatur durch wiederholte Gabe von Kalium (max. 100 mmol/l) iiberpriift. An-
schlieend wurde ein Endotheltest durch Gabe von Acetylcholin (ACh; 1 pmol/l) nach
Maximalkontraktion mit Phenylephrin (PE; 1 pumol/l) durchgefiihrt. Hiernach wurden
die Substanzen ausgewaschen und eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve (KWK) mit
PE durchgefiihrt. Danach wurden die Ringe ausgewaschen und einheitlich vorkontra-
hiert, bevor eine Relaxations-KWK mit Acetylcholin erstellt wurde.

Nach deren Beendigung wurden die Gefdlle erneut ausgewaschen und nach einer 30-
miniitigen Ruhephase langsam mit steigenden, niedrigen Dosen PE auf ca. 20% ihrer
jeweiligen Maximalkontraktion vorkontrahiert. Nach Erreichen dieser wurde der NOS-
Inhibitor N®-Nitro-L-Arginin (L-NNA; 100 pmol/l) zugegeben und fiir 45 Minuten

einwirken gelassen. Die isometrische Dehnung der Endothelzellschicht in diesen Versu-
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chen bewirkt eine Freisetzung von NO, welche indirekt durch eine nachfolgende Hem-

mung der NO-Synthase dargestellt wird (Abb. 13).

PE 20% L-NNA 100 M

Kontraktion
100%

B0% -

609% =8

40%- # = NO
20%+ T

o%t@

Abb. 13: Indirekter Nachweis der NO-Freisetzung: Vorkontraktion der Gefaf3e mit steigenden,
niedrigen Dosen PE auf ca. 20% ihrer jeweiligen Maximalkontraktion, dann Zugabe des NOS-
Inhibitors N®-Nitro-L-Arginin (L-NNA). Die isometrische Dehnung der Endothelzellschicht in
diesen Versuchen bewirkt eine Freisetzung von NO, welche indirekt durch eine nachfolgende
Hemmung der NO-Synthase dargestellt wird

Danach erfolgte eine Vorkontraktion mit PE auf vergleichbare Kontraktionszusténde,
von denen aus KWKs mit Diethylaminodiazem-1-ium-1,2-dioate (DEA-NONOate)
durchgefiihrt wurden. Nach Erreichen der Maximaldosis (10 umol/l) wurde das Expe-

riment abgeschlossen.

VIII. Messung der Superoxidanionen-Bildung

Die vaskuldre Superoxidanionenbildung wurde mittels lucigeninverstirkter Chemolu-
mineszenz gemessen’ . Die Lichtreaktion zwischen Superoxidanionen und Lucigenin
(S5umol/l) wurde mit einem Lunimometer (Wallac, Freiburg; Abb. 14) bestimmt, wéh-
rend die Aortenringe in einem HEPES-modifiziertem Krebs-Puffer (pH 7,4) inkubiert
waren. Die spezifische Chemolumineszenz wurde als counts pro Minute pro Milli-
gramm Trockengewicht des Gewebes (cpm/mg) ausgedriickt.

Die Evaluation der in situ Produktion von Superoxidanionen erfolgte mit Hilfe des oxi-
dativen Fluoreszenzfarbstoffs Dihydroethidin (DHE)”’. Die unfixierten, gefrorenen Aor-
tenringe wurden dazu in 10pm dicke Schnitte geteilt und auf einen Objekttriger gelegt.
Den Gewebeschnitten wurde topisch DHE (2umol/l) zugegeben. Danach wurden sie
bedeckt und fiir 30 Minuten in einer lichtgeschiitzten, angefeuchteten Kammer bei 37°C
inkubiert. Die Bilder wurden mittels eines mit einem Krypton/Argon-Laser ausgestatte-

ten Bio-Rad MRC 1024 konfokalen Laserscan-Mikroskops gewonnen. Die Fluoreszenz
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wurde unter Nutzung eines 585-nm-long-pass-Filters bestimmt. Die Aortenringe von
CHF-Tieren und das Kontrollgewebe wurden parallel bearbeitet und abgebildet. Die La-
sereinstellungen waren dabei fiir die Bildergewinnung von CHF- oder Kontrollproben

identisch.

Abb. 14: Luminometer zur Messung der Superoxidanionen-Bildung in den Aortenringen

IX. Messung der VASP-Phosphorylierung in Thrombozyten

Die Proben aus Citratblut wurden zunichst fiir 5 Minuten in Methanol-freiem Formal-
dehyd (1,5% final) fixiert und anschlieBend mit Triton X-100 (0,2% final) fiir 10 Minu-
ten permeabilisiert. Nach einem weiteren Verdiinnungsschritt wurden die direkt Fluo-
reszein-Isothiocyanat (FITC)-markierten Antikorper gegen phosphoryliertes VASP-
Ser””)”® hinzugegeben. In parallel angelegten Proben wurde die unspezifische Bindung
gemessen, wobei der Antikdrper zuvor flir mindestens 30 Minuten bei 4°C mit einem
blockenden Phosphopeptid inkubiert worden war. Nach 45-miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur mit dem Antikdrper wurde die Fluoreszenz mit einem FACS-Calibur-

DurchfluBBzytometer gemessen.
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X. Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben. ,,n“ représentiert
die Anzahl unterschiedlicher Experimente bzw. die Anzahl der Versuchstiere. Die Rela-
xation wurde prozentual zur Vorkontraktion angegeben. Die statistische Analyse erfolg-
te durch Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte Messungen, gefolgt von einem Tu-
key-Kramer-Test. Hédmodynamik, Superoxidanionen-Bildung und Thrombozyten-
Parameter wurden mittels ANOVA analysiert, gefolgt von einem Tukey-post-hoc-Test.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 wurde als signifikant betrachtet

XI. Substanzen

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Substanzen von Sigma (Deisenhofen) in der
hochsten Reinheit bezogen.

Rosuvastatin wurde freundlicherweise von AstraZeneca (Moélndal, Schweden) zur Ver-
fiigung gestellt.

I[sofluran (Baxter, Unterschlei3heim)

Buprenorphinhydrochlorid (Temgesic; Essex Pharma, Miinchen)

DEA-NONOate (Alexis Biochemicals, San Diego, USA)

Methanol-freies Formaldehyd (Polysciences, Inc., Warrington, USA)

FITC-markierten Antikdrper gegen phosphoryliertes VASP-Ser®’

(16C2; nanotools,
Tenningen)

Phosphopeptid gegen 16C2 (nanotools, Tenningen)
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C. Ergebnisse

I. Himodvynamik und deskriptive Parameter

Umfassende Parameter und himodynamische Messungen von CHF-Ratten und schein-

operierten Tieren werden in Tabelle 1 gezeigt.

Sham CHF CHF

Placebo Placebo Rosuvastatin
N 9 22 15
SAP [mmHg] 134£5 105 + 3% 104 + 3*
DAP [mmHg] 103+ 6 78+ 4 83 + 3*
LVEDP [mmHg] 6+ 1 24 +2° 23 + 2%
dP/dt gy [1000*mmHg/s] 152413 8,9+0,5" 92 40,5
dP/dtin [1000*mmHg/s] 112+1,3 6,3+0,5" 6,9 + 0,5*
ALungengewicht [mgkg KG]|  3,3+0,2 7,0 £0,8" 8,0 + 0,9*
Rechter Ventrikel [mg] 170 + 10 360 + 20" 330 + 30*
Korpergewicht [g] 360,3 + 18,0 3570+ 12,4 3435+ 8,7

Tab. 1: Deskriptive Parameter von scheinoperierten Ratten (Sham) vs. Ratten mit chronischer Herz-
insuffizienz (CHF), die entweder fiir 10 Wochen mit Placebo oder Rosuvastatin behandelt wurden.

SAP = systolic arterial pressure; DAP = diastolic arterial pressure; LVEDP = linksventrikularer enddiastolischer Druck
* =P < 0,05 vs. Sham Placebo.

Die Infarktgroen waren zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen ver-
gleichbar. Bei Tieren mir CHF waren, unabhingig von der Behandlung, der Blutdruck
signifikant erniedrigt und der linksventrikulire enddiastolische Druck (LVEDP) signifi-
kant erhdht.
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I1. Kontraktionskraft

Die vasomotorische Funktion wurde mit Hilfe etablierter in vitro Tests systematisch a-

nalysiert.

Zunichst wurden die Aortenringe mittels Kaliumchlorid(KCl)-induzierter Depolarisati-

on wiederholt kontrahiert (bis zu einem Maximum von 100 mmol/l). Dabei zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Untersuchungsgruppen

(Abb. 15). Die rezeptorunabhéngige Ansprechbarkeit der glatten Muskulatur auf Kon-

traktionsreize war demnach vergleichbar.
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Abb. 15: Uberpriifung der rezeptorunabhéngigen glattmuskulédren Ansprechbarkeit in Aor-
ten von scheinoperierten Ratten (Sham) vs. Ratten mit chronischer Herzinsuffizienz
(CHF), die entweder fur 10 Wochen mit Placebo oder mit Rosuvastatin (Rosu) behandelt
wurden, durch wiederholte Kontraktion mittels Kaliumchlorid (KCI; bis zu einem Maximum
von 100 mmol/l).
Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen.

Sowohl die durch eine einzelne hohe Dosis (1 pumol/l) wie auch durch kumulierende

Dosen von Phenylephrin induzierte Vasokonstriktion war bei Ratten mit CHF im Ver-

gleich zu Sham-Tieren signifikant gesteigert. Durch Behandlung mit Rosuvastatin

konnte dieser Unterschied teilweise normalisiert werden (Abb. 16, 17).
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Abb. 16: Kontraktionsverhalten nach einmaliger Gabe von PE 1 pmol/l in Aorten von
scheinoperierten Ratten (Sham) vs. Ratten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHF), die
entweder fir 10 Wochen mit Placebo oder mit Rosuvastatin (Rosu) behandelt wurden.
Signifikant gesteigerte Vasokonstriktion bei Ratten mit CHF im Vergleich zu Sham-
Tieren; teilweise Normalisierung durch Rosuvastatin-Behandlung.

*=P <0,01vs. Sham; # =P < 0,05 vs. CHF Placebo.
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Abb. 17: Konzentrationswirkungskurve der vasokonstriktorischen Funktion durch kumulative
Applikation von Phenylephrin in Aorten von scheinoperierten Ratten (Sham) vs. Ratten mit chro-
nischer Herzinsuffizienz (CHF), die entweder fur 10 Wochen mit Placebo oder Rosuvastatin (Ro-
su) behandelt wurden.

Signifikant gesteigerte Vasokonstriktion bei Ratten mit CHF im Vergleich zu Sham-Tieren; teil-
weise Normalisierung durch Rosuvastatin-Behandlung.

*=P <0,05vs. Sham; # = P < 0,05 vs. CHF Placebo.
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Die Hemmung der tonischen NO-Freisetzung durch L-NNA bewirkte in geringfligig
vorkontrahierten Aortenringen eine zusétzliche Kontraktion. Diese war bei Tieren mit
CHF abgeschwicht, was auf eine Reduktion der kontraktionsinduzierten NO-
Freisetzung durch Ca®’-unabhingige NOS-Aktivierung in CHF-Aorten hindeutet. Bei
mit Rosuvastatin behandelten Tieren war die L-NNA-induzierte Konstriktion mit dem

Niveau scheinoperierter Tiere vergleichbar (Abb. 18).
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Abb. 18: Zusatzliche Steigerung des Gefalitonus in geringfiigig vorkontrahierten Aortenringen
durch NOS-Inhibition mittels N®-Nitro-L-Arginin (L-NNA) als Nachweis fiir eine verringerte vasku-
lare NO-Bildung in Aorten von scheinoperierten Ratten (Sham) vs. Ratten mit chronischer Herzin-
suffizienz (CHF), die entweder fir 10 Wochen mit Placebo oder mit Rosuvastatin (Rosu) behan-
delt wurden.

Annahernde Normalisierung der Werte von CHF-Tieren durch Rosuvastatin-Behandlung im Ver-
gleich zu den Sham-Tieren.

*=P <0,05vs. Sham; # = P < 0,05 vs. CHF Placebo.

I11. Relaxation

Die Verabreichung von Acetylcholin in zunehmenden Dosen (Abb. 19 und Tab. 2) be-
wirkte bei gleich vorkontrahierten Aortenringen eine endothelabhiingige Vasorelaxati-
on, die bei CHF signifikant beeintridchtigt war und durch Behandlung mit Rosuvastatin

signifikant verbessert wurde.
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Abb. 19: Endothelabhangige Vasorelaxation durch Ca’+-abhangige NO-Synthasen-(NOS)-
Aktivierung mittels kumulativer Applikation von Acetylcholin in den Phenylephrin-
vorkontrahierten Aortenringen von scheinoperierten Ratten (Sham) vs. Ratten mit chronischer
Herzinsuffizienz (CHF), die entweder fiir 10 Wochen mit Placebo oder mit Rosuvastatin (Rosu)
behandelt wurden.

Beeintrachtigung bei CHF, signifikante Verbesserung durch Rosuvastatin-Behandlung.

*=P <0,01vs. Sham; # =P < 0,01 vs. CHF Placebo.

Agonist Behandlung ECsy (nmol/l) Rumax (%)

Acetylcholin Sham Placebo 86,0+ 7,3 80,9 +2,7

CHF Placebo 171,5+ 13,5 * 50,7+2,4*

CHF Rosuvastatin| 149,7 £ 10,6 639+24#

Tab. 2: Endothelabhé@ngige vasomotorische Funktion von Aorten scheinoperierter Ratten (Sham) vs.
Ratten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHF), die entweder fir 10 Wochen mit Placebo oder mit
Rosuvastatin behandelt wurden.

ECso = Konzentration des halbmaximalen Effektes; Rmax = maximale Relaxation;

* = P<0,01 vs. Sham Placebo; # = p<0,01 vs. CHF Placebo.
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Die endothelunabhidngige Vasorelaxation durch ansteigende Konzentrationen von DEA-
NONOate zeigte keine signifikanten Unterschiede in der glattmuskuldren Sensitivitét
fiir NO zwischen den Untersuchungsgruppen (Abb. 20 und Tab. 3).

Die Unterschiede im Acetylcholin-Versuch sind also eindeutig endothelial bedingt und
lassen sich nicht auf eine verminderte Sensitivitét der glatten Endothelmuskelzellen fiir

NO zuriickfiuhren.
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Abb. 20: Endothelunabhéangige Relaxation durch ansteigende Konzentrationen von DEA-
NONOate zur Untersuchung der glattmuskuldren Sensitivitat von Aorten scheinoperierter
Ratten (Sham) vs. Ratten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHF), die entweder fir 10 Wo-
chen mit Placebo oder mit Rosuvastatin (Rosu) behandelt wurden.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen.

Agonist Behandlung ECso (nmol/l) Riax (%)
DEA-NONOQOate | Sham Placebo 146,1 + 54,8 96,3 +0,7
CHF Placebo 278,4 + 39,1 95,1+0,7

CHF Rosuvastatin| 279,0 + 76,5 94,3 +2,0

Tab. 3: Endothelunabhangige vasomotorische Funktion von Aorten scheinoperierter Ratten
(Sham) vs. Ratten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHF), die entweder fir 10 Wochen mit Place-
bo oder mit Rosuvastatin behandelt wurden.

EC=n = Konzentration des halbmaximalen Effektes: R~.. = maximale Relaxation.
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IV. Aortale O, -Bildung

Die Bildung von O,", gemessen mittels lucigeninverstarkter Chemolumineszenz, war in

Aorten von Ratten mit CHF signifikant gesteigert und wurde durch Behandlung mit Ro-
suvastatin verbessert (Abb.21).
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Abb.21: Mittels lucigeninverstarkter Chemolumineszenz gemessene Superoxidanionen-Bildung
(O2) in Aortenringen von scheinoperierten Ratten (Sham) vs. Ratten mit chronischer Herzinsuffi-

zienz (CHF), die entweder fur 10 Wochen mit Placebo oder mit Rosuvastatin (Rosu) behandelt wur-
den.

Steigerung der O, -Bildung bei CHF-Tieren, Reduktion durch Rosuvastatin-Behandlung.
*=P <0,05vs. Sham; # = P < 0,05 vs. CHF Placebo.

Eine qualitative Verifizierung spezifisch fiir Superoxid erfolgte mittels Dihydroethidin-
Féarbung. In reprédsentativen konfokalmikroskopischen Aufnahmen der O, -Produktion
in Gefafringen zeigte sich bei CHF-Tieren im Vergleich zu scheinoperierten Ratten ei-
ne erhohte Signalintensitét. Bei Versuchstieren, die mit Rosuvastatin behandelt wurden,

war diese deutlich herabgesetzt (Abb.22).

Sham CHF-Placebo CHF-Rosuvastatin

Abb. 22: Qualitative Darstellung der Superoxid-Bildung in Gefaliringen von scheinoperierten Ratten
(Sham) vs. Ratten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHF), die entweder fur 10 Wochen mit Placebo oder
mit Rosuvastatin behandelt wurden, mit Hilfe des Farbstoffs Dihydroethidin, welcher durch Superoxid zu
fluoreszierenden Hydroxyethidium oxidiert wird.

Erhdhte Signalintensitat bei CHF-Tieren, signifikante Reduktion durch Rosuvastatin-Behandlung.
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V. VASP-Phosphoryvlierung in Thrombozyten

Da die Endothelfunktion signifikant beeintrdchtigt war, wurde die intraluminale NO-
Bioverfiigbarkeit untersucht. Hierzu wurde die NO-vermittelte Signalwirkung auf
Thrombozyten mittels in vivo phosphoryliertem VASP in Thrombozyten aus Vollblut,
welches sofort nach der Gewinnung fixiert wurde, gemessen. Die basale VASP-
Phosphorylierung in Thrombozyten an Ser”’ war bei CHF signifikant reduziert und bei
CHF-Ratten, die mit Rosuvastatin behandelt wurden, normalisiert (Abb. 23).
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Abb. 23: Abb. 23: Messung der basalen in vivo Phosphorylierung von VASP an Ser®® in Thrombozyten

von scheinoperierten Ratten (Sham) vs. Ratten mit chronischer Herzinsuffizienz (CHF), die entweder fir 10

Wochen mit Placebo oder mit Rosuvastatin (Rosu) behandelt wurden.
Signifikante Reduktion der basalen VASP-Phosphorylierung in Thrombozyten an Ser®® bei CHF-Tieren,

Normalisierung durch Rosuvastatin-Behandlung.
Ergebnisse als mittlere Fluoreszenz + SEM; * = P < 0,05 vs. Sham; # = P < 0,05 vs. CHF Placebo.
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D. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Statine in einem normo-
cholesterinimischen Modell der experimentellen Herzinsuffizienz eine Verbesserung
der endothelialen Funktion und der NO-Bioverfiigbarkeit bewirken.

Zur Untersuchung der pathophysiologischen Mechanismen und der Folgen einer kon-
gestiven Herzinsuffizienz eignet sich das Modell des chronischen Myokardinfarkts bei
sonst gesunden Ratten. Hierbei kommt es nach operativer Induktion eines Myokardin-
farkts durch Ligatur der linken Koronararterie zu einer progressiven Insuffizienz des
linken Ventrikels einschlieBlich neurohumoraler Aktivierung. Dieses Tiermodell erlaubt
die Bewertung der Modifikation der endothelialen Funktion unabhidngig von anderen
atherogenen Risikofaktoren, da die nachfolgenden systemischen Verdnderungen einzig
durch das AusmaB} der linksventrikuldren Beeintrichtigung bedingt sind und nicht durch
eventuell vorbestehende vaskuldre Dysfunktion oder Thromben beeinflusst werden. Da
die Messungen 10 Wochen nach Ligatur in einem chronischen Stadium der Erkrankung
durchgefiihrt werden, hat der operative Eingriff selbst keine Auswirkungen auf die Ana-
lysen. Bei CHF fiihrt die Beeintrachtigung der linksventrikuldren Funktion zu verringer-
ten Scherkriften auf der luminalen Seite des GefaBBendothels, welche physiologischer-
weise einer der wichtigsten Regulatoren der Expression und Aktivierung von eNOS in
vivo sind®. Die Folge ist eine Dysfunktion des Endothels. Dabei kommt es zu einer
verringerten Bildung von NO und zu einer vermehrten Entstehung von Sauerstoffradi-
kalen, welche durch entkoppelte endotheliale NO-Synthasen und NADPH-Oxidasen
produziert werden. Diese Radikale inaktivieren NO, wodurch es zu einer zusitzlichen
Verringerung der vaskuldren NO-Bioverfiigbarkeit kommt. Stickstoffmonoxid induziert
die Phosphorylierung von VASP durch NO-abhingige Aktivierung der Guanylatcyclase
und anschlieBender cGMP-vermittelter Stimulation von cGMP-abhingigen Kinasen™.
Ein Mangel an NO ist folglich mit einer verringerten Phosphorylierung von VASP in
Thrombozyten assoziiert’. Die VASP-Phosphorylierung spiegelt damit die Bioaktivitit
des NO/cGMP-Weges wieder’****®! und ist ein essentieller Bestandteil der Inhibition
der Thrombozytenaktivierung. Die Relevanz dieses Signalweges wird durch experimen-
telle Studien unterstrichen, welche eine Steigerung der Thrombozytenadhésion und -

aggregation sowie eine erhohte Expression von P-Selektin bei VASP-defizienten Mau-
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sen zeigen ",

Die Hemmung der NO-Bildung hat eine verringerte VASP-
Phosphorylierung in Thrombozyten begleitet von einer gesteigerten Plittchenaktivie-
rung zur Folge. Durch Gabe von exogenem NO kann dieser Effekt umgekehrt werden®.
Dariiber hinaus sind bei CHF Thrombozyten weniger sensitiv gegeniiber NO'®'. Ver-
schiedene Therapieansitze zur Modulation der Mechanismen der Endotheldysfunktion
wurden und werden erforscht, einige davon konnten bereits eine klare Verbesserung der
NO-Bioverfiigbarkeit und der endothelialen Gefaf3funktion beweisen. Bei CHF kommt
es zu einer deutlichen Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS), wodurch es zu einer Angiotensin II-vermittelten Erhohung des peripheren Ge-
fiBwiderstandes kommt'"*'®. Durch den Einsatz von ACE-Inhibitoren'**'® AT;-

103;106 e 97:107-109 -
7" und Aldosteron-Antagonisten” kann eine Verbesse-

Rezeptor-Antagonisten
rung der hamodynamischen Parameter, der Symptome und der Mortalitit von CHF-
Patienten erreicht werden. Auch konnte gezeigt werden, dass die kombinierte Gabe ei-
nes Endothelin-Antagonisten und eines ACE-Hemmers bei Herzinsuffizienz eine Re-
duktion des systemischen GefiBwiderstandes''” wund der O,™-Bildung''' bewirkt.
Ebenfalls von Interesse ist die Frage, welchen EinfluB Antioxidantien wie Vitamin E

oder Vitamin C auf die endotheliale Funktion''’, die Entstehung einer

113;114 115-117
. So

Herzinsuffizienz oder auf die GroBe eines Myokardinfarktes haben
konnte gezeigt werden, dass eine langfristige Gabe von Vitamin E im experimentellen
Modell eine Normalisierung der Acetylcholin-induzierten Relaxation, vermutlich durch
eine Steigerung der NO-Bioverfiigbarkeit aufgrund verringerter O, -Produktion,
bewirkt®. Dariiber hinaus scheint die Behandlung mit Vitamin E den Ubergang von der
Hypertrophie zur Herzinsuffizienz zu verzdgern'". Bei Patienten mit Herzinsuffizienz
fiihrte die chronische Zufuhr hoher Dosen Vitamin C zur Verbesserung der
beeintrichtigten NO-vermittelten Dilatation in Arterien mit Windkesselfunktion''?.
Patienten mit CHF leiden unter einer Verminderung ihrer physischen
Leistungsfahigkeit und sind deshalb im alltdglichen Leben eingeschriankt und von der
Teilnahme am sozialen Leben mehr oder weniger ausgegrenzt. Lange Zeit galten Ruhe
und Vermeidung korperlicher Anstrengung als Grundregel fiir herzinsuffiziente
Patienten. Im letzten Jahrzehnt aber hat sich die Erkenntnis durchgesetzt, dass ein
addquat dosiertes Trainingsprogramm auch bei Patienten mit stabiler chronischer

Herzinsuffizienz nicht zu einer Verschlechterung der funktionellen Leistungsfdhigkeit

des Herzens fiihrt, sondern eine Verbesserung der Belastbarkeit und der Lebensqualitét
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der Lebensqualitit der Patienten bewirkt''®'%°.

Korperliches Training flihrt zu einer
Korrektur der Endotheldysfunktion und zu einer Verringerung des Sympathikoto-
nus'>'"'*2. Obwohl die genauen Mechanismen bisher noch unklar sind, eine durch
Scherkrifte induzierte Steigerung der NO-Bildung'* ist ebenso wie eine Reduktion des

* im Ge-

oxidativen Stresses durch Induktion der Expression antioxidativer Enzyme'?
sprach, scheinen viele Herzinsuffizienz-Patienten von einem Fitnessprogramm profitie-
ren zu konnen. Durch Behandlung mit Statinen konnte bei hypercholesterinimischen
Patienten und an experimentellen Modellen der Hypercholesterindmie vielféltige positi-
ve Wirkungen nachgewiesen werden. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Sta-
tine die endotheliale Funktion auch bei normocholesterindmischen Versuchstieren mit
schwerer Herzinsuffizienz deutlich verbessern. Da nur Tiere mit CHF trotz Statinbe-
handlung in die Untersuchung eingegangen sind, ist eine Verbesserung der linksventri-
kuldren Funktion nicht fiir die beobachteten Verdnderungen der Endothelfunktion ver-
antwortlich. Die Normalisierung der VASP-Phosphorylierung in Thrombozyten legt na-
he, dass die Reduktion der Thrombozytenreaktivitit durch Rosuvastatin mit einer Ver-
besserung der endoluminalen NO-Bioverfiligbarkeit zusammenhingt. Neben der reinen
Blockade der Cholesterinbiosynthese wirkt die HMG-CoA-Reduktase-Inhibition noch
iiber weitere, so genannte pleiotrope Effekte. Statine liben verschiedene protektive Ef-
fekte auf das Endothel aus, zu welchen vor allem eine Erhhung der endothelialen NO-

125 durch Steigerung der Expression vaskulirer eNOS'?® und Redukti-

Bioverfiigbarkeit
on der Aktivitit von O, -bildenden NAD(P)H-Oxidasen'?’ beitrigt. Auch kommt es zu
einer Normalisierung der Thrombozytenfunktion, zu einer Stabilisierung atheroskleroti-

128;129 ..
<. Dartiber

scher Plaques und zu einer Unterdriickung von GefaBBwandentziindungen
hinaus verhindern Statine die Angiotensin-II-induzierte Bildung von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) in Rattenaorten'’ und beeinflussen die Thrombozytenaktivierung
durch Verminderung der Gewebefaktor- und Thrombinbildung auf zelluldrer Ebene po-
sitiv®>. So kommt es durch Reduktion der Thrombozytenaktivierung und Verringerung

12931 7y einer selteneren Entstehung von Thromben®’. Die

der Thromboxanbiosynthese
akute Verabreichung von Statinen steigert signifikant die flussvermittelte Dilatation der
Arteria brachialis bei gesunden, normocholesterinimischen Versuchspersonen'*>. Auch
wurden rasche Wirkungen der Statine auf die koronare Endothelfunktion beschrie-

133;134

ben . Neben der positiven Modulation nach der Einleitung einer Statinbehandlung
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wurde auBlerdem eine anschlieBende Hyperreaktivitit der Thrombozyten nach Unterbre-
chung selbiger beschrieben'”. Die Kombination von Pravastatin und einem ACE-
Hemmer senkte signifikant die Thrombozytenantwort auf Thrombin bei atherosklero-
seanfilligen Affen'’®. Die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase scheint bei Patienten
mit KHK ohne Herzinsuffizienz sogar so wirksam zu sein, dass in diesen Féllen Statine
RAAS-Hemmern den Rang als Mittel der Wahl zusétzlich zur konventionellen Therapie
ablaufen konnten. ACE-Hemmung bewirkt neben der reinen Blutdrucksenkung auch ei-
ne Verringerung der Morbiditdt und Mortalitdt bei Patienten mit eingeschrinkter Gefal3-
funktion oder mit Diabetes mellitus ohne Herzinsuffizienz und reduzierter Ejekti-
onsfraktion'’’ ebenso wie bei Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit ohne Hin-

. . . . 138
weise einer Herzinsuffizienz

. Deshalb erstaunten die Ergebnisse einer neuen grof3en
Studie (Prevention of Events with Angiotensin Converting Enzyme Inhibition
(PEACE))"’ die Fachwelt, da sie bei Patienten mit stabiler KHK und normaler links-
ventrikuldrer Funktion keine signifikanten Verbesserungen im Uberleben der Trando-
lapril- gegeniiber der Placebogruppe zeigte, wenn die Probanden bereits mit Statinen
behandelt wurden. Bringt die Kombination der beiden Wirkstoffgruppen unter Umstén-
den nicht immer Vorteile, sondern fiir manchen Patienten mdglicherweise nur eine Ad-
dition der Nebenwirkungen? Die auf dem ersten Blick widerspriichlichen Resultate der
Studien lassen sich nun unterschiedlich erklidren. Zunéchst einmal sind eventuell nicht

140 " Auch kénnten bei Patien-

alle ACE-Hemmer bei allen Indikationen gleich wirksam
ten mit normaler linksventrikulérer Funktion hohere Wirkstoffdosen notwendig sein,
um einen dhnlichen Vorteil im Gesamtkollektiv hinsichtlich einer Mortalititsreduktion
wie bei Patienten mit linksventrikuldrer Dysfunktion zu erzielen. Interessanterweise
zeigt eine retrospektive Betrachtung der Ergebnisse der TREND (Trial on Reversing
ENdothelial Dysfunction)-Studie'*!, dass ACE-Inhibition bei KHK-Patienten ohne
linksventrikuldres systolisches Versagen nur bei gleichzeitig iiberdurchschnittlich hohen
LDL-Cholesterinspiegeln die Funktion der Koronarendothelien signifikant verbesserte.
Diese Beobachtung wird durch eine dhnliche Analyse der QUIET (The QUinapril I-
schemic Event Trial)-Studie'** verstirkt, da auch dort ACE-Hemmung nicht die insge-
samte Rate an kardiovaskuldren Ereignissen reduzierte, sondern nur die der Patienten

mit erhdhten LDL-Cholesterinwerten. Statine und ACE-Hemmer haben einen gemein-

samen Wirkmechanismus beziiglich der Aufnahme oxidiertem LDLs (oxLDL): beide
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reduzieren die Aktivierung des Lecithin-dhnlichen oxLDL-Rezeptors und verringern
dadurch die Aufnahme von oxLDL-Cholesterin'*. Da nun die PEACE-Patienten bereits
eine intensive, die oxLDL-Aufnahme verringernde Basistherapie erhielten, 70% waren
mit Lipidsenkern vorbehandelt — im Vergleich zu 29% (HOPE) und 56% (EUROPA) -
und damit eine entsprechend niedrigere LDL-Konzentration aufwiesen, konnte die
ACE-Inhibition deshalb keinen zusdtzlichen Nutzen gebracht haben. Eine mogliche
Schlussfolgerung aus der PEACE-Studie ist deswegen, dass Gefdllpatienten ohne Herz-
insuffizienz unter einer addquaten Standardtherapie, einschlieflich HMG-CoA-
Reduktase-Inhibition, ein niedrigeres Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse haben. Bei
nicht-herzinsuffizienten Patienten kdnnte demgeméal zukiinftig der Einsatz von Statinen
anstelle eines ACE-Hemmers ausreichend sein.

Patienten mit bestehender Herzinsuffizienz konnten jedoch unabhédngig von ihren Cho-
lesterin-Plasmawerten von der Gabe eines HMG-CoA-Reduktase-Inhibitiors zusétzlich
zu einem ACE-Hemmer profitieren, da Statine, wie in der vorliegenden Studie gezeigt,
das NO/O, -Gleichgewicht verbessern und hierdurch auch linksventrikuldres Remode-

144145 " 7war wurde in einer Reihe neuerer Studien

ling und Funktion positiv modulieren
von positiven Auswirkungen der Statinbehandlung auf die Uberlebensraten von CHF-
Patienten berichtet’””*, dennoch fehlen weiterhin groBe prospektive Studien, die diese
retrospektiven Ergebnisse bestitigen. Ob Statine bald Eingang in die Standardtherapie

der Herzinsuffizienz finden, bleibt deshalb noch abzuwarten.
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E. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungen einer 10-wochigen Therapie mit dem
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA-(HMG-CoA)-Reduktase-Inhibitor Rosuvasta-
tin auf die endotheliale Funktion, die Stickstoffmonoxid (NO)-Bioverfiigbarkeit und die
Phosphorylierung des ,,vasodilator-stimulated phosphoprotein® (VASP) in Thrombozy-
ten im Rattenmodell der chronischen Herzinsuffizienz (CHF) nach Koronarligatur un-
tersucht.

Die Phenylephrin-induzierte Vasokonstriktion war in Gefdlringen von Versuchstieren
mit CHF im Vergleich zu Tieren ohne Herzinsuffizienz deutlich verstirkt, was sich auf
eine Reduktion der tonischen NO-Freisetzung in Aortenringen von CHF-Ratten zuriick-
fithren lie. Die Behandlung mit Rosuvastatin erhdhte die NO-Freisetzung und normali-
sierte die gesteigerte Kontraktionsantwort bei CHF-Tieren. Die durch Acetylcholin in-
duzierte endothelabhidngige Vasorelaxation war bei CHF signifikant beeintrachtigt und
wurde durch die Behandlung mit Rosuvastatin ebenfalls deutlich verbessert. Da sich
keine Unterschiede in der endothelunabhingigen Relaxation nach Gabe eines NO-
Donors zwischen den Untersuchungsgruppen zeigten, ist die Reduktion der Acetylcho-
lin-Antwort demnach eindeutig endothelial bedingt und lasst sich nicht auf eine vermin-
derte NO-Sensitivitdt der Muskelzellen zuriickfithren. Diese endotheliale Dysfunktion
scheinen Statine zumindest teilweise normalisieren zu konnen. Die Bildung von Super-
oxidanionen in Aorten von CHF-Tieren war im Vergleich zu Tieren ohne Herzinsuffi-
zienz signifikant gesteigert. Durch chronische Therapie mit Rosuvastatin konnte dies
signifikant reduziert werden. Passend hierzu war die intraluminale NO-
Bioverfiigbarkeit, gemessen als basale VASP-Phosphorylierung an Ser”’ in Thrombo-
zyten, bei CHF-Tieren erniedrigt und wurde durch die Rosuvastatin-Behandlung nor-
malisiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es durch chronische Therapie mit dem HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitor Rosuvastatin zu einer Steigerung der NO-Bioverfiigbarkeit
und damit zu einer Verbesserung der Endothelfunktion bei Ratten mit Herzinsuffizienz

kommt.
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