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1. Einleitung

1. Einleitung

Epidemiologie der Herzinsuffizienz

In den westlichen Industrieldandern ist die chronische Herzinsuffizienz eine der
hiufigsten kardialen Erkrankungen. Die Hillingdon-Studie (29) erbrachte eine Inzidenz
von 0.13% pro Jahr, mit einem Anstieg von 0.002% bei 25- bis 34jdhrigen auf 1.16%
bei iiber 85jdhrigen. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung betrug 76 Jahre
(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Inzidenz der Herzinsuffizienz nach Alter und Geschlecht in der Hillingdon-Studie (29).

Daten der Framingham-Studie (84) belegen, dass die Erkrankung bei 30% der Ménner
und Frauen mit Herzinfarkt auftritt. Wesentliche itiologische Faktoren, die zu einer
Herzinsuffizienz fiihren, sind laut Studie an erster Stelle die Hypertonie (49%), gefolgt
von der koronaren Herzkrankheit (29%), Diabetes mellitus (9%), Herzklappen-
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erkrankungen (8%) und linksventrikuldrer Hypertrophie (5%). Interessanterweise kam
es iiber die zweite Hilfte des 20. Jahrhunderts zu einer beachtlichen Hiufigkeits-
zunahme der koronaren Herzkrankheit und des Diabetes als ursidchliche Faktoren der
Herzinsuffizienz, wohingegen die Bedeutung von arterieller Hypertension und
rheumatischen Herzklappenerkrankungen zuriickgegangen ist (5). Obwohl sich in den
letzten Jahrzehnten das Verstindnis der pathophysiologischen Mechanismen, die der
Krankheitsentstehung zugrunde liegen, enorm verbessert hat und neue erfolgreiche
Behandlungsstrategien entwickelt wurden, bleibt die Mortalitédtsrate auflerordentlich
hoch. Bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate
trotz aller TherapiemaBBnahmen unter 50% (83). Schitzungen gehen von einer 1-Jahres-
Mortalitdt der NYHA-Klassen II, III und IV von 10%, 20%, bzw. 40% aus (57). Somit
ist die Prognose ausgesprochen ungiinstig und nicht besser als bei vielen malignen
Erkrankungen. Aufgrund der immer élter werdenden Bevolkerung und der verbesserten
Uberlebenschancen nach einem Herzinfarkt wird die Privalenz der Herzinsuffizienz
weiter ansteigen. Dariiber hinaus verursacht die Erkrankung eine erhebliche
okonomische Belastung, indem in westlichen Lédndern 1-2% des gesamten
Gesundheitsbudgets fiir die Behandlung aufgewendet werden miissen (95). Es wird
demnach auch weiterhin Gegenstand intensiver Forschung sein, noch effektivere
Therapiemethoden zu entwickeln, um das Uberleben bei Herzinsuffizienz-Patienten zu

verbessern.

Neurohumorale Aktivierung und ventrikulires Remodeling nach Myokardinfarkt

In Folge eines Myokardinfarktes kommt es zu Anpassungsvorgingen des Herz-
Kreislaufsystems auf die kardiale Dysfunktion, der neurohumoralen Aktivierung und
dem kardialen Remodeling. Diese Mechanismen erlauben kurzfristig eine Stabilisierung
der Myokardfunktion und damit der Perfusion lebenswichtiger Organe. Bei chronischer
Aktivierung tragen dieselben Mechanismen jedoch wesentlich zur Progression der

Herzinsuffizienz bei, es entsteht ein Circulus vitiosus (Abbildung 2) (166).
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Abbildung 2: Circulus vitiosus der chronischen Herzinsuffizienz (SNS=sympathisches Nervensystem;
RAAS=Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) (166).

Der kardiale Heilungsprozess nach Infarkt schlie3t eine entziindliche Zellinfiltration,
die Freisetzung neurohumoraler Mediatoren, den extrazellularen Matrixumbau und
reaktive Antworten kardialer Myozyten mit ein (40,46,75,91,158). Durch die Ischiamie
werden mehrere Wege eingeleitet, die zu einer Ausdiinnung und Dilatation der
infarzierten Myokardwand fithren konnen. Dies resultiert in einer Aneurysmabildung,
linksventrikuldren Dysfunktion, in lebensbedrohenden Arrhythmien und einer Herz-
insuffizienz. Therapeutische Ansitze, die auf pathophysiologische Mechanismen und
Vermittler einer frithen kardialen Heilung und Reparatur zielen, scheinen ein niitzliches

Werkzeug zu sein, um chronische Komplikationen zu verhindern (40,46,75,91,158).



1. Einleitung

In den ersten Stunden nach Infarkt kommt es zur Myozytennekrose und einer
Entziindungsreaktion mit Odembildung in der Infarktregion. Es schlieBt sich eine Phase
der Re-Organisation des nekrotischen Gewebes mit Fibroblastenproliferation und
Kollagenbildung an, die zur Entstehung der Infarktnarbe fiihrt (109). Die Aktivierung
von Matrix-Metalloproteinasen kann unter anderem zu einer Ausdehnung der
Infarktregion mit begleitender Ausdiinnung der Ventrikelwand fiihren. Dieser Vorgang
fiihrt mitunter zur Infarktexpansion (30). Durch den Verlust an kontraktilem Gewebe
wird das vitale Restmyokard volumenbelastet. Die mechanische Mehrbeanspruchung
des Herzmuskels fithrt im Verlauf zu einer kompensatorischen Hypertrophie und
sekundiren Dilatation. Die Gesamtheit der Umbauprozesse, die Veridnderungen der
VentrikelgroBBe, -form und -funktion nach sich ziehen, wird als ventrikulidres
Remodeling bezeichnet (18,150). Obwohl es zunichst eine adaptive Antwort ist, die
normale kardiale Funktion aufrechtzuerhalten, fiihrt das Remodeling schlieBlich zu
einer fortschreitenden Dekompensation und dem Syndrom der Herzinsuffizienz. Diese
ist durch den Symptomenkomplex der Leistungsminderung, Dyspnoe und der Neigung

zu Odemen gekennzeichnet.

Das kardiale Remodeling tritt unter mehreren pathologischen Umstinden in
Erscheinung, wie etwa bei Herzinfarkt, Kardiomyopathie, Hypertonie und
Herzklappenerkrankungen (150) und manifestiert sich in molekularen, zelluldren und
interstitiellen Verdnderungen des Herzens. Neurohumorale, himodynamische und
genetische Faktoren regulieren den Myozytenverlust, die Hypertrophie, eine
Ventrikeldilatation und die interstitielle Fibrosierung. Der strukturelle linksventrikulédre
Umbau nach Myokardinfarkt ist ein dynamischer zeitabhingiger Prozess, der die
Infarktregion und das verbleibende lebensfihige Myokard einschlieft. Die Ausweitung
der Herzkammer in der friihen Postinfarktphase ist eine Konsequenz der Ausdiinnung
und Dilatation der Infarktzone, die unauthaltsam fortschreitet und nach sieben Tagen
bei Ratten einen Hochstwert erreicht (66). In der spiten Remodelingphase resultiert die
ventrikuldre Erweiterung aus architektonischen Umbauvorgingen des {iiberlebenden
Myokards. Diese schlieBen eine Myozytenhypertrophie, eine Dilatation und eine
reaktive Fibrosierung mit ein (150). Eine vermehrte Kollagenbildung abseits des

Infarktgebietes fiihrt zu einer erhohten myokardialen Steifigkeit und kontraktilen
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Dysfunktion und trigt zu einer fortschreitenden Ventrikelausweitung und zur
Herzinsuffizienz bei (12,165). Die Anpassungsvorgidnge nach Myokardinfarkt kdnnen
in eine frithe und eine spite Heilungsphase eingeteilt werden. Die Inflammation ist ein
Ereignis der ersten Stunden nach Myokardinfarkt, die zu einer Infarktextension fiihrt.
Im ischdmischen Areal kommt es dabei zur Nekrose und Apoptose der Kardio-
myozyten, zur Induktion inflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-1f3, IL-6) und zur
Einwanderung inflammatorischer Zellen. Nekrotische Zelltriimmer werden eliminiert
und eine lokalisierte Angiogenese in Gang gesetzt (40). Bei der friihen Phase handelt es
sich um einen akuten Prozess, der Tage bis Wochen andauert. Sie spielt sich
vorwiegend in der Infarktzone und der Periinfarktregion ab und beinhaltet den
Mechanismus der Infarktexpansion, der zu einer Aneurysmabildung oder Ventrikel-
ruptur fithren kann (7,40). Faktoren wie Infarktlokalisation, Infarktgrofe, Dicke des
infarzierten Myokards und Fiillungsbedingungen des linken Ventrikels tragen zur
Wabhrscheinlichkeit und der Bedeutung einer Infarktexpansion bei. Sie tritt bei bis zu
50% der Vorderwandinfarkte auf und steht in deutlicher Beziehung zu -einer
schlechteren Prognose (168). Diese frithe Heilungsphase beinhaltet ebenso die
reparative Fibrose. Dazu gehort eine erhohte Zahl an Fibroblasten, Kapillaren und eine
verstirkte Kollagendisposition (40). Die spite Heilungsphase findet Wochen bis
Monate nach Myokardinfarkt statt und wird als kardiales Remodeling bezeichnet, das
einen chronischen Anpassungsprozess darstellt. Im ischdmischen Areal fiihrt es zur
Narbenbildung und linksventrikuldaren Dilatation. Im {iiberlebenden Myokard spielen
reaktive Fibrose und Hypertrophie die entscheidende Rolle (40). Diese Phase besteht
aus Verdnderungen in Gestalt und GroBe des linken Ventrikels. Obwohl Kardio-
myozyten eine entscheidende Rolle im Remodelingprozess spielen, sind Fibroblasten,
Koronargefifle und die Extrazellularmatrix ebenso beteiligt (28,90). Der Remodeling-
prozess ist mit einer beachtlichen Zunahme der kardiovaskuldren Morbiditit und
Mortalitit assoziiert (98,145,169). Die SAVE-Studie (Survival and Ventricular
Enlargement) und die SOLVE-Untersuchungen (Studies of Left Ventricular
Dysfunction) haben eindeutig demonstriert, dass eine kardiale Vergrolerung bzw. eine
fortschreitende ventrikuldre Dilatation unabhingig voneinander mit ungiinstigen
kardiovaskuldren Ergebnissen verbunden sind, einschlieBlich einer Herzinsuffizienz

(145,169).
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Infolge der linksventrikuldren Funktionseinschrinkung werden nach Myokardinfarkt
neurohumorale Mechanismen in Gang gesetzt, die dem Erhalt einer suffizienten
Gewebeperfusion dienen. Therapeutisch von Bedeutung sind die sympathoadrenerge
Aktivierung und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Daneben spielen
aber auch Endothelin, Vasopressin, Zytokine und andere Faktoren eine Rolle (18). Ein
Ungleichgewicht zwischen verschiedenen aktivierten neurohumoralen Systemen fiihrt

zu einer Progression der Herzinsuffizienz (Abbildung 3) (166).

Progression der Herzinsuffizienz

ANP, BNP I
Adrenomedullin 1
Prostaglandine a
Bradykinin [ SNS, RAAS
Endotheline
Vasopressin
Effekte Effekte
Natrium-/Wasserausscheidung Natrium-/Wasserretention
Vasodilatation Vasokonstriktion
Antiproliferativ, antifibrotisch J Apoptose

Abbildung 3: Ungleichgewicht zwischen verschiedenen aktivierten neurohumoralen Systemen als
Ursache fiir die Progression der Herzinsuffizienz (ANP, BNP=natriuretische Peptide;
SNS=sympathisches Nervensystem; RAAS=Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) (166).

Das sympathische Nervensystem ist bei Herzinsuffizienz sehr frith aktiviert. Es stellt
anfangs einen vorteilhaften Kompensationsmechnismus dar, um die kardiale Funktion
aufrechtzuerhalten. Eine andauernde Aktivierung hat jedoch deletire Konsequenzen zur

Folge, wie eine Fluissigkeits- und Salzretention, eine Erhohung der Vor- und Nachlast



1. Einleitung

sowie einen erhohten myokardialen Sauerstoffbedarf (71). Erhohte zirkulierende
Katecholamine fiihren zu systemischer und renaler Vasokonstriktion, positiv inotroper
und chronotroper Wirkung, gesteigerter Natrium-Reabsorption in der Niere und einer
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems mit Anstieg von Renin,
Angiotensin II und Aldosteron. Sie konnen aber auch direkt durch Induktion von
Nekrose und Apoptose kardiotoxisch wirken (89). Bei andauernder Katecholamin-
ausschiittung kommt es jedoch zu einer Downregulation der B-Rezeptoren mit
anschlieBendem Funktionsverlust (161). So sind hohe Noradrenalinspiegel mit einer
schlechteren Prognose der Herzinsuffizienz assoziiert (71). Eine Blockade der
B-Rezeptoren fiihrt jedoch zu einer geringeren Aktivierung des RAAS und kann ein
negatives Remodeling am Herzen verhindern (1,56), wohingegen eine Uberexpression
der B1-Rezeptoren eine verminderte linksventrikulédre Ejektionsfraktion hervorruft.

Das RAAS spielt beim kardialen Remodeling eine wichtige Rolle. Es kann durch
Elektrolytverschiebungen, Wandstress, sowie Druck- und Volumenbelastungen des
Herz-Kreislaufsystems aktiviert werden (1). Viele Faktoren des RAAS, wie
Angiotensinogen, ACE und Angiotensin II Typl-Rezeptoren (AT1-Rezeptoren) werden
nach Myokardinfarkt hochreguliert. Angiotensin II veranlasst eine Hypertrophie der
kardialen Myozyten und eine Zunahme der Fibroblastenproliferation sowie der
Kollagensynthese. Die meisten physiologischen Effekte werden durch AT1-Rezeptoren
vermittelt. Angiotensin II bewirkt schlieBlich an der Nebennierenrinde eine vermehrte
Aldosteronfreisetzung, das eine wichtige Rolle in der Na+ und K+ Homoostase und in
der Entstehung einer myokardialen Fibrose spielt (33). ACE-Hemmer und ATI-
Rezeptorantagonisten fithren zu einer Abschwichung der Angiotensin II-Wirkungen,
konnen die negativen Effekte von Aldosteron aber nicht vollstindig verhindern. Selbst
bei einer kompletten Hemmung des RAAS finden sich bei Herzinsuffizienz trotzdem
noch erhohte Aldosteronspiegel, was den Nutzen einer zusitzlichen Blockade des
Mineralkortikoids verdeutlicht (94). Eine schematische Darstellung des RAAS und
dessen Wirkungen zeigt Abbildung 4.
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Abbildung 4: Engzymatische Proteinkaskade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, seinen
Komponenten und Funktionen. Nach Volpe (164).

Endothelin-1 ist ebenso am Remodelingprozess beteiligt, indem der potente
Vasokonstriktor zur Kollagensynthese und kardialen Hypertrophie, ebenso wie der
Tumorwachstumsfaktor TGF-B1, beitrdgt. Plasmaspiegel und die Endothelin-1
Konzentration im linken Ventrikel sind bei chronischer Herzinsuffizienz erhoht. Die
Gabe nichtselektiver oder ET-selektiver Antagonisten zeigt giinstige Auswirkungen
auf die kardiale Funktion und das Remodeling bei Menschen und Tiermodellen mit
Herzinsuffizienz (38). Norepinephrin fithrt zu einer erhohten Nachlast durch
systemische Vasokonstriktion und trigt zur Myozytenschidigung bei. SchlieBlich ist,
vermittelt iiber Barorezeptoren, auch die Freisetzung von Vasopressin bei

Herzinsuffizienz erhoht und triagt zu Fliissigkeitsretention und peripherer Widerstands-
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erhohung bei (108). Diese endogenen vasokonstriktorischen und fliissigkeits-
retinierenden  Systeme werden unter physiologischen Bedingungen durch
antagonistische Systeme iiber komplexe Interaktionen in einem Gleichgewicht gehalten.
Aus der Gruppe der natriuretischen Peptide scheinen vor allem das Atrial Natriuretic
Peptid (ANP) und das Brain Natriuretic Peptid (BNP) bei Herzinsuffizienz eine Rolle
zu spielen. ANP wird primidr aus den Vorhofen, BNP aus den Ventrikeln bei
Vorhofdehnung bzw. erhohtem Fiillungsdruck freigesetzt. Sie bewirken eine
Vasodilatation, erhohen die renale Natrium-Ausscheidung und haben antiproliferative
Effekte am Myokard (108). Die chronische Herzinsuffizienz geht mit endothelialer
Dysfunktion und verminderter endothelvermittelter Vasodilatation einher, welche
zumindest teilweise durch verminderte Synthese und Freisetzung, als auch durch
erhohte Deaktivierung von Stickstoffmonoxid (NO) zu erkldren ist. Im Gegensatz dazu
scheint die NO-Synthese in Myokard und Skelettmuskulatur erhéht zu sein. Am
insuffizienten Myokard kann NO konzentrationsabhingig {iber verschiedene
Mechanismen zu Apoptose, zytotoxischen Effekten und Verdnderungen der
Kontraktilitit fithren (108). Adrenomedullin ist ein 1993 erstmals beschriebenes Peptid
mit potenten vasodilatatorischen und natriuretischen Wirkungen. Es hemmt sowohl das
RAAS als auch das Endothelin-System. Neben seiner positiv-inotropen Wirkung
supprimiert Adrenomedullin die Aldosteronsynthese und steigert die Herzfrequenz
sowie das Herzminutenvolumen. Ob diese Effekte klinisch-therapeutisch umgesetzt
werden konnen, ist derzeit noch unklar (166). Die Plasmaspiegel dieses Peptids sind bei
Herzinsuffizienz erhoht, die genaue Rolle in der Pathophysiologie ist wie fiir andere
involvierte Hormonsysteme wie z.B. Prostaglandine noch unklar (108). Auch Zytokine,
wie TNF-a und IL-6 sind am kardialen Remodeling beteiligt. Experimentelle Studien
haben gezeigt, dass erhohte TNF-a-Spiegel bei Patienten mit Herzinsuffizienz zu finden
sind und zu einer Progression der linksventrikuldren Dysfunktion fithren (17). Dariiber
hinaus beeinflusst der Tumornekrosefaktor das Remodeling durch die Induktion
myokardialer Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und nachfolgendem Abbau von
Komponenten der Extrazellulirmatrix wie fibrillaire Kollagene (Typ I, II und III),
Gelatin, Fibronektin und Laminin. Bei Herzinsuffizienz-Patienten konnten erhohte
Spiegel von MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-13 im Myokard nachgewiesen
werden (17,85).
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Ein wichtiger Anpassungsprozess im Rahmen des ventrikuldren Remodelings ist die
Hypertrophie der Myokardzellen als Antwort auf den Verlust an kontraktilem Gewebe.
Sie gleicht die erhohte Belastung des {iiberlebenden Myokards aus, wirkt einer
zunehmenden Dilatation entgegen und verbessert somit die linksventrikuldre Funktion
(109). Ein bedeutender Stimulus der Hypertrophie ist die erhohte Wandspannung.
Kardiomyozyten registrieren die mechanische Dehnung und transformieren sie in
intrazelluldre Signalwege, die den Hypertrophieprozess herbeifithren (131). Zu den
neurohumoralen und para- bzw. autokrin bedeutsamen Mediatoren zdhlen vor allem
Angiotensin II, Noradrenalin, Endothelin-1, TNF-o und IL-18 (18). Bei einer
Druckiiberlastung des Herzens kommt es iiberwiegend zu einer Zunahme des
Kardiomyozyten-Querschnitts. Ultrastrukturell findet sich eine Vermehrung der
kontraktilen Einheiten, wobei die neu gebildeten Sarkomere parallel geschaltet werden
und so zu einer Zunahme des Zellquerschnitts fithren. Dieser Vorgang wird als
konzentrische Hypertrophie bezeichnet. Auch bei der Volumeniiberlastung des Herzens
steigt die Wandspannung an, allerdings iiberwiegend in der Diastole. Die Folge ist eine
Zunahme der Kardiomyozyten-Lidnge, die zu einer Dilatation des linken Vnetrikels
fithrt. Neu gebildete Sarkomere werden dabei in Serie angeordnet (166). Die kardiale
Volumenbelastung hat demnach eine exzentrische Hypertrophie zur Folge, wie sie auch
bei einer ischimischen Herzinsuffizienz zu beobachten ist (12).

Die Ausbildung der kardialen Hypertrophie wird jedoch nicht von allen Zellen
vollzogen.  Vielmehr sterben bei gesteigerter Wandspannung vereinzelte
Kardiomyozyten ab, so dass klinische Beobachtungen fiir eine Steigerung der Apoptose
am insuffizienten Herzen sprechen (103,105). Neben der Zellhypertrophie stimulieren
ein aktiviertes RAAS, ein aktivierter Sympathikus und eine Ischdmie oder eine
Reoxygenierung (52) die Apoptose im Herzen. Diese Mechnismen fiihren zu einer

kardialen Dysfunktion und begiinstigen eine weitere Progression des Remodelings.

Charakteristisch fiir das insuffiziente und hypertrophierte Herz sind dariiber hinaus
Veridnderungen der extrazelluldaren Matrix (18). Die extrazelluldre Matrixbildung und
die resultierende Fibrose hingen vom Gleichgewicht zwischen der Synthese und dem
Abbau von Matrixmolekiilen wie Kollagen und Proteoglykanen ab. Es kommt sowohl

im Infarktbereich als auch im davon entfernten Gewebe zu fibrotischen Ablagerungen.
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Dabei verindern sich nicht nur die Kollagenmenge, sondern auch die Verteilung der
Kollagenisoformen, die Kollagenarchitektur, sowie die Quervernetzung der fibrilldren
Fasern. Die Kollagenvermehrung und Fibrosierung fiihren im infarzierten Myokard zu
einer Narbenbildung, die vor einer drohenden Ventrikelruptur schiitzen soll (149). Im
erhaltenen Restmyokard tritt als Folge eine Versteifung des Ventrikels und damit
einhergehender Abnahme der Kontraktionsfidhigkeit und eine Relaxationsstorung auf
(18,165). Selbst auf die Reizleitung hat die Fibrosierung eine Auswirkung, indem sie
das Auftreten von ventrikuldren Rhythmusstorungen begiinstigt (154). Somit stellt sie
einen wesentlichen Pathomechanismus im Prozess des kardialen Remodelings dar
(12,165). Auch bei den Umbauvorgingen der Extrazelluldirmatrix spielt die neuro-
humorale Aktivierung, insbesondere das RAAS eine zentrale Rolle (22). Im vitalen
Myokard auBlerhalb des Infarktbereichs konnten erhohte Angiotensin II- bzw.
Aldosteronkonzentrationen nachgewiesen werden, die zu einer verstirkten Fibrosierung
fiihrten. Zusammen bewirken sie eine erhohte PAI-1-Expression (Plasminogen activator
inhibitor-1) (24), die durch Hemmung der Plasminproduktion und gesteigerter MMP-
Sekretion und -Aktivierung (88) eine Fibrose herbeifiihrt. Ebenso wurde durch eine
Untersuchung an kultivierten kardialen Fibroblasten eine Stimulierung der Kollagen-
synthese durch diese Mediatoren festgestellt (22). Die Gabe eines ACE-Hemmers
verhindert die Entstechung einer ventrikuliren Hypertrophie, jedoch nicht die
myokardiale Fibrose, was zu der Annahme fiihrt, dass die fibrotische Wirkung von
Aldosteron unabhingig von Angiotensin II auftritt (20). Durch eine Behandlung mit
dem ATI1-Rezeptorblocker Losartan und dem Aldosteron-Antagonisten Spironolacton
konnte die Kollagenvermehrung deutlich reduziert werden (34,138). So fiihrt ein
fibrotischer Umbau der extrazellularen Matrix zu einer systolischen wie auch
diastolischen Dysfunktion, und ist mit einer Progression der Herzinsuffizienz sowie

dem Auftreten eines plotzlichen Herztods assoziiert (34).

Das kardiale Remodeling ist zusammenfassend charakterisiert durch die neurohumorale
Aktivierung und eine Imbalanz mit Dominanz der vasokonstriktorischen, anti-
natriuretischen {iber die antagonistischen Systeme und trdgt zur Entstehung der
Herzinsuffizienz bei. Neben renalen und himodynamischen Effekten scheinen fiir die

Progression des Syndroms vor allem auch die direkten myokardialen Wirkungen dieser
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Systeme von kritischer Bedeutung zu sein. Es handelt es sich also um einen duflerst
komplexen Prozess, der ist hinsichtlich zahlreicher Aspekte noch unvollstindig geklért

ist.

Aldosteron — Synthese, Wirkungen und Mineralkortikoid-Antagonismus

Im Jahre 1953 beschrieben Simpson und Tait (140) erstmals das adrenale Hormon
Aldosteron. Das Mineralkortikoid stellt das letzte endokrine Signal im RAAS dar und
spielt eine herausragende Rolle fiir die Na+-Riickresorption, K+-Ausscheidung iiber
Epithelzellen und somit in der Aufrechterhaltung des Fliissigkeitsgleichgewichts und
der Blutdruckhomdostase. Somit kann eine Aldosteroniiberproduktion zu einem
arteriellen Hypertonus und schlieBlich auch zu unerwiinschten Effekten auf das
kardiovaskuldre System fiihren. Lange Zeit wurden in der pathophysiologischen Rolle
von Aldosteron hauptsidchlich Effekte gesehen, die zu einer Volumenexpansion und
Blutdruckerhohung fithren. Heute wird auch die Hypothese einer direkten Aldosteron-
wirkung auf das kardiovaskulidre System zahlreich belegt. Brilla et al. haben erstmals
gezeigt, dass eine Aldosterongabe mit hoher Salzaufnahme Hypertonie und kardiale
Hypertrophie mit ventrikuldrer Fibrose verursacht (21). In der Pathogenese kardio-
vaskuldrer Krankheiten spielt das Steroidhormon eine wichtige Rolle, unabhédngig von
Angiotensin II. So haben beispielsweise Patienten mit einem primédren Hyper-
aldosteronismus, bei denen Angiotensin-Spiegel normalerweise sehr niedrig sind, eine
hohere Inzidenz an linksventrikuldrer Hypertrophie und Schlaganfall, als Patienten mit
essentieller Hypertonie (155). Aldosteron wird aus der Zona glomerulosa der Neben-
nierenrinde sezerniert, stimuliert durch Angiotensin II, Adrenocorticotropin (ACTH)
und K+ (41). Aus Cholesterin entsteht iiber die Zwischenstufe Pregnenolon das
Progesteron. Uber zwei Hydroxylierungsschritte wird Corticosteron gebildet, aus dem
nach einer sich anschlieBenden Oxidation, unter Beteiligung der Aldosteronsynthase
CYPI11B2, Aldosteron entsteht. Zielorgane des Mineralkortikoids sind die Epithelzellen

des distalen Kolons und des renalen Nephrons sowie Speichel- und Schweif3driisen. Das
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zirkulierende Aldosteron diffundiert iiber die Plasmamembran und aktiviert durch
Bindung zytoplasmatische Mineralkortikoid-Rezeptoren. Im distalen Nephron der Niere
fiihrt die Induktion der Serum- und Glukokortikoid-induzierbaren Kinase-1 (sgk-1) zur
Absorption von Na+-Ionen und Wasser iiber den epithelialen Natiumkanal sowie zur
Kalium-Ausscheidung mit nachfolgender Volumenexpansion und Hypertonie (14).
Nach Klonierung von MRs in den spiten 1980 ern fand man heraus, dass MRs nicht nur
in Epithelzellen vorhanden sind, sondern auch in nichtepithelialen Geweben wie dem
Gehirn, Blutgefden und dem Herz eine Rolle spielen, was auch aktuelle Studien
belegen (6,48). Dort konnen sie zu kardiovaskuldren Krankheiten, wie Hypertonie,
Schlaganfall, maligne Nephrosklerose, kardiale Fibrose, ventrikuldre Hypertrophie und
myokardiale Nekrose beitragen. Im vaskuldren System konnten MRs in Endothelzellen
und glatten GefdBmuskelzellen nachgewiesen werden (87), wohingegen sie im Herzen
in Myozyten, Endothelzellen und Fibroblasten zu finden waren (72,86,87,136,146).
MRs binden Mineralkortikoide und Glukokortikoide mit gleicher Affinitit. In den
Zielgeweben der Mineralkortikoide werden Glukokortikoide (Cortisol und
Corticosteron), die potentielle Liganden des MR darstellen und in weitaus hoheren
Konzentrationen vorhanden sind als Aldosteron, sofort durch 11p-Hydroxysteroid
Dehydrogenase-2 (11B-HSD2) in die inaktiven Metabolite Cortison und 11-Dehydro-
corticosteron umgewandelt. Dadurch erleichtern sie die Aldosteronbindung an den MR.
Unter einer verminderten Enzymaktivitit jedoch fiihrt die Bindung der Glukokortikoide
an den epithelialen MR zu einer Na+-Retention und Hypertonie (170). Mehrere Studien
demonstrierten die Koexpression des MR und der 11B-HSD2 im menschlichen Herz,
was fir spezifische kardiale Aldosteronwirkungen unabhédngig von ihren Salz-
retinierenden Eigenschaften auf die Niere spricht (72,86,141). Bedeutend ist, dass
Glukokortikoide in nichtepithelialen Zellen als Antagonisten des MR fungieren (54).
Diese Hypothese wurde bei Miusen mit einer 113-HSD2-Uberproduktion in Kardio-
myozyten bestitigt (119). Diese Tiere entwickelten eine massive kardiale Hypertrophie,
Fibrose und eine Herzinsuffizienz, die durch den spezifischen MR-Antagonist
Eplerenon abgeschwicht wurde. Dariiber hinaus wurde eine Hypertrophie von Kardio-
myozyten infolge Aldosteron durch die Zusatzbehandlung mit Corticosteron in vitro
unterdriickt (132). Durch Aldosteronbindung koénnen {iiber die MRs klassische

genomische Wirkungen wie die Stimulierung von Transkription, Translation und
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Proteinexpression erzielt werden, die einen Zeitrahmen von mindestens 0.5-1 Stunde in
Anspruch nehmen. Dariiber hinaus sind jedoch auch schnelle (< S5min), nicht-
genomische Wirkungen, z.B. auf das Gefiallsystem beschrieben, die auch teilweise iiber
den klassischen MR vermittelt werden (16,96). Diese lassen sich teilweise durch den
selektiven MR-Antagonisten Eplerenon, nicht aber durch das unselektive Spironolacton,
hemmen (49).

Neben dem MR werden aber auch Steroidsyntheseenzyme in extra-adrenalen Geweben
exprimiert, wie in der GefaBwand (60,157) und im Myokard (72,130,139), die mit einer
de novo Aldosteronproduktion einhergehen konnen. In der GefdBwand werden
CYP11B1 (11B-Hydroxylase, verantwortlich fiir den letzten Schritt der Glukokortikoid-
synthese) und CYPI11B2 (Aldosteronsynthase, katalysiert den Hauptschritt der
Aldosteronsynthese) exprimiert (156). Das hieriiber synthetisierte Aldosteron verursacht
eine endotheliale Dysfunktion und oxidativen Stress, was zu einer abnormalen
vasomotorischen Reaktivitit und Barorezeptorantwort fiithrt (11,134,135,147). Im
Rattenherz wurde die Genexpression von CYP11B2 und CYP11BI1, genauso wie eine
Produktion von Aldosteron, Corticosteron und deren Vorldaufer Deoxycorticosteron
nachgewiesen. Silvestre et al. konnten zeigen, dass die kardiale Steroidogenese durch
Angiotensin II, Adrenocorticotropin, eine niedrige Natrium- und hohe Kaliumzufuhr
reguliert wurde (139).

Die Aldosteronproduktion im Herzen (99,138) ebenso wie der Plasmaaldosteronspiegel
(42,129,133) ist nach Herzinfarkt und bei chronischer Herzinsuffizienz erhoht. Das
Steroidhormon tridgt durch eine Begiinstigung der Na+ - und Wasserretention und
sympathoadrenergen Aktivierung zu einer endothelialen Dysfunktion, Hypertrophie und
vaskuldren sowie myokardialen Fibrosierung und damit zu einer Progression des
ventrikuldiren Remodelings bei. Aldosteron fiihrt ebenso zu einer renalen Dysfunktion.
Klinische Studien haben eine Beziehung zwischen erhohten Aldosteronspiegeln und
renaler Schidigung nachgewiesen (64). Die Aldosteron/Salz-induzierte Hypertonie
wurde als renales Krankheitsmodel verwendet. Der in diesem Model entstandene
Nierenschaden ist histopathologisch durch eine schwere glomeruldre Beschadigung mit
vaskulidrer Nekrose und thrombotischer Mikroangiopathie charakterisiert, die zu einer
renalen Fibrosierung fiihrt (126). Ein MR-Antagonismus verminderte die Proteinurie

und Nephrosklerose in spontan hypertensiven Ratten, unabhingig von Blutdruck-
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effekten (125,128). Dariiber hinaus trdgt Aldosteron noch zu weiteren vielféltigen
Effekten am Herzen bei, die unabhingig von den Wirkungen auf den Blutdruck sind.
Uber Calcineurin-abhiingige Signalwege wird eine direkt proapoptotische Wirkung
erzielt (53). Das Mineralkortikoid kann ebenso Thrombozyten aktivieren, die
Fibronektin-Synthese erhohen, oxidativen Stress verursachen und eine vaskuldre
Entziindungsreaktion durch Monozyten- und Makrophageninfiltration sowie eine
gesteigerte Expression der inflammatorischen Marker COX-2, Osteopontin, MCP-1
und des intrazelluldaren Adhédsionsmolekiils-1 hervorrufen (137). Infolge der
endothelialen Dysfunktion kommt es zu einer Atherosklerose: Aldosteron erhoht die
Aktivitit der NAD(P)H-Oxidase, die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
(121) und vermindert die protektive endotheliale NO-Produktion. Eine Blockade der
Mineralkortikoide mit dem selektiven Mineralkortikoid-Antagonisten Eplerenon kann
die deletidre Expression des LOX-1 Rezeptors vermindern, der iiber Adhdsionsmolekiile
eine wichtige Rolle in der Genese der Atherosklerose spielt (76). Aldosteron kann
weiterhin fiir Elektrolytverschiebungen verantwortlich sein und intrakardiale Aktions-
potentiale verdndern sowie durch kardiale Fibrosierung eine inhomogene Reiz-
weiterleitung bewirken und somit die Entstehung maligner Rhythmusstérungen
begiinstigen (107). Aufgrund dieser deletiren Aldosteronwirkungen war auch in der
CONSENSUS-Studie (Cooperative North Scandinavian Enalapril Survival Study) ein
hoher Plasmaaldosteronspiegel bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz mit einer
schlechten Prognose verbunden (153). In Abbildung 5 sind die schéadlichen Aldosteron-
wirkungen in Bezug auf kardiale Mortalitit und Morbiditéit dargestellt.
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Abbildung 5: Wirkungen von Aldosteron in Bezug auf Morbiditdt und Mortalitdt. Nach Bauersachs
(10).

Der Nutzen einer zusitzlichen Aldosteronblockade nach Myokardinfarkt wird durch
zahlreiche klinische und experimentelle Beobachtungen begriindet, die eine
persistierende, durch MR-Blockade hemmbare, Aldosteronwirkung trotz der Blockade
vorgeschalteter Stufen des RAAS nachgewiesen haben. Ebenso wird ein erhohter
Plasmaaldosteronspiegel als negativer Prognoseindikator fiir die Herzinsuffizienz
angesehen. Trotz vollstandiger ACE-Hemmung, z.B. in der Valsartan Heart Failure-
Studie, (27,69) und sogar durch eine Kombinationstherapie bestehend aus ACE-
Hemmern und ATI1-Rezeptorblockern, in der RESOLVD-Pilotstudie (Randomized
Evaluation of Strategies for Left Ventricular Dysfunction) (94) konnte die Aldosteron-
produktion bei Herzinsuffizienz-Patienten nicht wesentlich reduziert werden. Dies lasst
auf eine Angiotensin Il-unabhingige Aldosteronproduktion schlieBen. Weitere
Erkldrungsmodelle fiir dieses Phidnomen sind der ,,Aldosteron-Escape® und der

,Angiotensin-Aldosteron-Circulus vitiosus*.
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Katada et al. (70) konnten zeigen, dass selbst bei Angiotensin II TyplA-Rezeptor
Knockoutmédusen nach Myokardinfarkt noch ein signifikantes Remodeling mit
Hypertrophie und kardialer Dysfunktion vorzufinden war. Ebenso blieben die
Genexpression der Aldosteronsynthase CYP11B2 und der kardiale Aldosteronspiegel
bei den Versuchstieren erhoht, wihrend sich die Plasmaspiegel nicht signifikant
verdnderten. Die Behandlung mit Spironolacton normalisierte das Remodeling,
wohingegen ein ACE-Hemmer keinen zusitzlichen Nutzen bei den Knockoutméusen
erzielen konnte. Dies ldsst vermuten, dass es sich bei den Umbauvorgingen nach
Myokardinfarkt zumindest teilweise um Angiotensin II-unabhédngige Mechanismen
handelt und somit eine alleinige Blockade der Renin-Angiotensin-Achse nicht
auszureichen scheint, um die kardiale Aldosteronproduktion und das Remodeling nach
Infarkt zu verhindern. Diese Mechansimen sind jedoch noch nicht geklért. Die
Beteiligung eines steroidogenen Corticotropin-Rezeptors, MC2R, der fiir eine
Hochregulation von CYP11B2 und somit Aldosteron sorgt, wird diskutiert, da die
MC2R-Rezeptorexpression bei den Knockoutmiusen dieser Studie signifikant erhoht
war.

Unter ,,Aldosteron-Escape® versteht man den Wiederanstieg des Plasmaaldosterons,
sogar iiber den Ausgangsspiegel hinaus, nach initialer Abnahme (69). Dieser Effekt tritt
auch nach vollstindiger Blockade des RAAS in Erscheinung. Moglicherweise stellt das
durch ACE-Hemmer und AT1-Antagonisten ansteigende Kalium den sekretogenen Reiz
fiir das vermehrte Plasmaaldosteron dar. Wihrend eine lange Zeit gedacht wurde, dass
Aldosteron nur in der Nebennierenrinde produziert wird, konnte kiirzlich auch eine
lokale Gewebesynthese im insuffizienten Herzen nachgewiesen werden, die mitunter
fiir die schadlichen Wirkungen des Aldosteron-Escape verantwortlich ist. Die kardiale
Aldosteronsynthese basiert auf der Expression von CYP11B2 (Aldosteronsynthase)
nach schédlichen Einfliissen wie z.B. einem Myokardinfarkt, ebenso kann Aldosteron
selbst die CYP11B2-Expression iiber einen Feedback-Mechanismus regulieren (138,
139). Beim insuffizienten Herzen konnten sowohl eine erhohte Genexpression der
Aldosteronsynthase CYP11B2 als auch eine Hochregulation des MR festgestellt werden
(173,174). Die Aktivierung der Aldosteronsynthese ist hierbei proportional zum
Ausmall der Herzinsuffizienz (99). Selbst in adrenalektomierten, spontan hypertensiven

Ratten konnten erhohte Aldosteronspiegel gemessen werden, was auf eine von der
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Nebenniere unabhédngige, lokale Mineralkortikoidproduktion hindeutete. Der
Aldosteronantagonist Spironolacton zeigte sogar bei diesen Tieren eine kardioprotektive
Wirkung und verhinderte eine kardiale Hypertrophie (139,142). Die Behandlung mit
MR-Antagonisten zusitzlich zur RAAS-Blockade wiirde somit also das kardiale
Remodeling nach Myokardinfarkt positiv beeinflussen.

Dem ,,Angiotensin-Aldosteron-Teufelskreis* liegt der Mechanismus des positiven
Feedbacks zugrunde: Aldosteron kann sowohl die Expression von ACE und somit die
Angiotensinspiegel erhohen, als auch die physiologische Herunterregulation der AT1-
Rezeptoren verhindern. Somit sorgt Aldosteron fiir eine steigende Angiotensin II-
Wirkung, was wiederum eine hohere Aldosteronsynthese zur Folge hitte — ein Circulus
vitiosus entsteht. Eine Blockade der Aldosteronwirkung nimmt hier die Schliisselrolle

fiir die Unterbrechung des Teufelskreises ein (112).

Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer additiven MR-Blockade, um die negativen
Effekte des Steroidhormons am kardiovaskuldren System zu mildern. Dennoch ist noch
wenig iiber die Mechanismen bekannt, die dem klinischen Benefit einer Kombination
aus MR-Antagonismus und ACE-Hemmung oder AT1-Rezeptorblockade bei Patienten
mit Herzinfarkt und chronischer Herzinsuffizienz zugrunde liegen. Dariiber hinaus stellt
sich weiterhin die Frage, ob eine intensivere Hemmung des RAAS durch kombinierte
ACE-Hemmung, Angiotensin-Antagonismus und Aldosteron-Rezeptorblockade nach
Infarkt einen additiven Nutzen bringt.

Die Erkenntnisse iiber die Rolle von Aldosteron im kardiovaskuldren System legen
nahe, dass eine pharmakologische Beeinflussung durch MR-Blockade zu positiven
Effekten im Hinblick auf ventrikulires Remodeling und kardiale Funktion bei
Herzinsuffizienz beitragen konnte.

Klinische Studien zeigen, dass der MR-Antagonismus eine beachtliche Verbesserung
der Mortalitdt nach Myokardinfarkt bewirkt. Im Jahre 1999 wurde durch die RALES-
Studie (Randomized Aldactone Evaluation Study) (117) aufgezeigt, dass bei herz-
insuffizienten Patienten (NYHA Stadium III und IV) durch die additive Gabe des
Aldosteron-Antagonisten Spironolacton zur Basistherapie mit einem ACE-Hemmer,
Digitalis und Diuretikum nicht nur eine Mortalitdtssenkung um 30%, sondern auch eine

Verbesserung der linksventrikuldren Auswurfleistung und der Belastbarkeit erzielt
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werden konnte. Als Ursache fiir diese Mortalitdtsreduktion wird neben der verminderten
Natrium- und Wasserretention die Hemmung einer aldosteronbedingten Myokard-
fibrosierung diskutiert. Die Bedeutung dieses Mechanismus wird durch die Tatsache
gestiitzt, dass in einer Untergruppe der Patienten der RALES-Studie eine Verminderung
von Serummarkern der Kollagensynthese unter Therapie mit Spironolacton nach-
gewiesen wurde (175).

In der EPHESUS-Studie (Eplerenone Post acute myocardial infarction Heart failure
Efficacy and SUrvival Study) (115,116) war eine selektive MR-Blockade mit
Eplerenon, die zwischen dem 3. und 14. Tag nach Infarkt zusitzlich zu der optimalen
Standardtherapie begonnen wurde, mit einer frithzeitigen und andauernden Mortalitéts-
senkung verbunden. Dabei schienen die Patienten, die frithzeitig (3-7 Tage) der
Behandlung zugeteilt wurden, einen groferen Gewinn davonzutragen, als diejenigen,
die spiter (7-14 Tage) randomisiert wurden. Demzufolge konnten bessere Ergebnisse
durch eine sofortige Eplerenontherapie nach Infarkt erreicht werden.

Dariiber hinaus konnten Hayashi et al. (61) aufzeigen, dass eine unmittelbare MR-
Blockade mit Spironolacton iiber einen Monat zu einer Verbesserung des links-
ventrikuldren Remodelings bei Patienten mit Vorderwandinfarkt fiihrt. Die Ejektions-
fraktion des linken Ventrikels wurde verbessert und das enddiastolische Volumen

ebenso wie die myokardiale Kollagenbildung reduziert.

In der vorliegenden Studie wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass eine MR-
Blockade die Heilung und Reparatur des infarzierten Myokards begiinstigt. Demnach
wurde der Effekt einer Kurzzeitbehandlung (7 Tage) mit dem selektiven Aldosteron-
Antagonisten Eplerenon, die unmittelbar nach Koronarligatur begonnen wurde, auf
Héamodynamik, Infarktexpansion und Neovaskularisation bei herzinsuffizienten Ratten

im Infarktmodell untersucht.

Eplerenon (Inspra®) ist ein neuer selektiverer MR-Antagonist fiir die Behandlung der
systemischen Hypertonie und chronischen Herzinsuffizienz. Zur jetzigen Zeit ist das
Medikament nur in den USA fiir die Hypertoniebehandlung zugelassen, entweder

alleine oder in Kombination mit anderen Wirkstoffen. Eplerenon bindet selektiv an den
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MR und blockiert damit eine Aldosteronbindung, was folglich die Na+-Reabsorption
und andere deletdire Aldosteronwirkungen hemmt (68). Im Gegensatz zum erst-
beschriebenen nichtselektiven MR-Antagonisten Spironolacton sind die ungiinstigen
progestogenen und antiandrogenen Nebenwirkungen (Gyndkomastie, Brustschmerzen
und erektile Dysfunktion bei Minnern, sowie Libidoverlust und Menstruations-
beschwerden bei Frauen), aufgrund geringerer Affinitit zu Androgen- und Progesteron-
rezeptoren, nicht vorhanden. Die Tatsache, dass Eplerenon viel besser toleriert wird,
eroffnet die Moglichkeit dieser Therapie bei kardiovaskuldren und renalen Krankheiten.
Strukturchemisch wurde die 170-Thioazetyl-Gruppe von Spironolacton durch eine

Carbomethoxy-Gruppe ersetzt (23).
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2. Material und Methoden

2.1 Studienprotokoll und Myokardinfarkt

2.1.1 Versuchstiere

Die vorliegende Studie wurde mit erwachsenen, ménnlichen Wistar-Ratten (Charles
River, Deutschland) durchgefiihrt. Thr Gewicht zum Zeitpunkt des experimentellen
Myokardinfarkts betrug 200-250 g. Die Tiere waren iiber den gesamten Zeitraum in
einem klimatisierten Tierstall untergebracht und hatten freien Zugang zu Wasser und
Futter. Fiir die Einhaltung konstanter Umweltbedingungen waren sie einem zwolf-

stiindigen Tag-Nacht-Zyklus unterworfen.

2.1.2 Myokardinfarzierung

Der experimentelle Myokardinfarkt bei den Ratten wurde durch eine Ligatur des Ramus
interventrikularis anterior der linken Koronararterie (RIVA) herbeigefiihrt. Dazu
wurden die Tiere, nach Messung des Korpergewichts, mit Isofluran narkotisiert und
intubiert. AnschlieBend wurden sie mit einem speziellen Beatmungsgerit fiir Nagetiere
(Rodent Ventilator 7025, Ugo Basile, Italien) kontrolliert beatmet. Die Beatmungs-
frequenz betrug 90/min, das Atemzugvolumen 2,5 ml.

Nach Desinfektion der linken Thoraxhéilfte wurde die Haut mit einer Schere erdffnet,
die Pektoralismuskulatur stumpf préipariert und mittels Spreizen der Rippen durch den
Interkostalraum in den Thorax eingegangen. Das Herz wurde nach Eroffnung des
Perikards durch seitlichen Druck herausluxiert und der Ramus interventrikularis anterior
der linken Koronararterie (RIVA) dargestellt. Mit einem 5-0O Prolene Monofilfaden
(Ethicon, Deutschland) konnte nun der RIVA an proximaler Stelle umstochen und
ligiert werden. Das Herz wurde anschlieBend wieder reponiert und der Thorax schicht-

weise mittels vorgelegter Tabaksbeutelnaht verschlossen. Die Tiere wurden ab diesem
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Zeitpunkt mit Carbogen (95% O2+5% CO2) beatmet. AbschlieBend folgte der Haut-
verschluss durch Metallclips. Etwa 5-10 Minuten postoperativ konnte bei den Tieren
eine ausreichende Spontanatmung festgestellt werden, worauthin man sie extubierte und
in den Kifig zuriickbrachte. Es folgte eine Beobachtungszeit von fiinf Stunden, in der
die Ratten bei auftretenden Herzrhythmusstérungen durch eine Herz-Druck-Massage
reanimiert werden konnten. Die Letalitéit der infarzierten Tiere postoperativ betrug 30%.
Zur Kontrolle diente eine Gruppe von Tieren, die bei gleicher chirurgischer Vorgehens-
weise eine Scheinoperation (Sham) erhielten, wobei nur eine Fadenschlinge um den
RIVA gelegt wurde, keine Ligatur. Fiir die spdteren Auswertungen kamen nur Tiere mit

einer Infarktgrofle > 40% in Betracht.

2.1.3 Einteilung in die Versuchsgruppen und Medikation

Unmittelbar nach der Operation wurden die iiberlebenden Tiere fiir eine Eplerenon-
(100 mg/kg KG) oder Placebobehandlung (5% Gummiarabikum) randomisiert. Die
Eplerenondosis wurde aus vorherigen Studien iibernommen, in denen der selektive
Aldosteronantagonist beachtliche Schutzwirkungen auf das Herz und die Niere
hypertensiver Ratten ausiibte (127). Die Medikamente wurden einmal tiglich fiir zwei,
drei oder sieben Tage iiber eine Schlundsonde verabreicht. Scheinoperierte Tiere
erhielten eine Placebobehandlung. In ergénzenden experimentellen Gruppen wurde eine
Eplerenon- oder Placebobehandlung erst am Tag drei nach Myokardinfarkt begonnen.
Nach Ende der Behandlungsdauer wurden himodynamische Messungen durchgefiihrt

und das Herz der Tiere fiir weitere Untersuchungen vorbereitet.

Einteilung der Versuchstiere in drei Behandlungsgruppen:

Tiere ohne Infarkt (SHAM) Behandlung mit Placebo
Behandlung mit Placebo (PLA-MI)
Tiere mit Infarkt Behandlung mit Eplerenon (EPLE-MI)
100 mg/kg KG
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2.2 Behandlung mit liposomumkapseltem Clodronat

Die Ratten erhielten zwei Injektionen mit je 2 ml liposomumkapseltem Clodronat, um
eine Monozyteninfiltration in das Infarktgebiet bis zu zwei Tage nach Myokardinfarkt
zu verhindern. Die Injektionen wurden ein Tag vor der Koronararterienligatur und 24
Stunden nach dem Eingriff verabreicht. Das liposomumkapselte Clodronat (Clodr-lip)
wurde nach der Methode von Van Rooijen et al. vorbereitet (163). Das Clodronat
(Dichlormethylenbisphosphonat) wurde von der Roche Diagnostik GmbH (Mannheim,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Clodronatliposomen werden von Phagozyten
aufgenommen. Die intrazelluldre Freigabe von Clodronat wihrend der enzymatischen
Liposomenspaltung innerhalb der Makrophagen verursacht Apoptose und einen

gezielten Abbau dieser Zellen (163).

2.3 Himodynamik und linksventrikulire Volumenmessungen

Die hdmodynamischen Messungen fanden sieben Tage nach dem experimentellen
Myokardinfarkt statt. Bei den Tieren wurden der linksventrikuldre systolische (LVSP)
und enddiastolische Druck (LVEDP), der rechte Vorhofdruck (RAP) sowie die Druck-
dnderung iiber die Zeit (dP/dty.x bzw. dP/dty,) unter leichter Isoflurananisthesie und
spontaner Atmung mit Hilfe eines Mikromanometers (Millar Tip-Catheter Pressure
Transducer SPC-350, Millar Instruments, USA) gemessen. Dazu wurde unter Isofluran-
narkose die rechte A. carotis operativ dargestellt und nach zweifacher Ligatur mit 4-0
Permaseidefdden (Ethicon) ein Kochsalz-gefiillter Katheter (PE 50, Portex, England)
tiber das Gefdl} in den linken Ventrikel vorgeschoben. Die Kontrolle der Lage erfolgte
anhand der gemessenen Druckkurve. Uber einen Dreiwegehahn war der Katheter mit
dem Mikromanometer zur Druckmessung verbunden.

Die Druck-Volumenmessungen erfolgten mit dem Conductance-Katheter (SPR-774,
Millar Instruments, USA), einer nach Baan et al. entwickelten Technik (8). Hierzu
wurde der Katheter iiber die A. carotis in den linken Ventrikel eingebracht und so lange

korrigiert, bis sich die Druck-Volumen-Kurven gut darstellen lieBen. Hiermit konnte
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das linksventrikuldre endsystolische (LVESV) bzw. enddiastolische Volumen
(LVEDV) bestimmt werden. Fiir die Berechnung des Blutvolumens im linken Ventrikel
muss das sog. Parallel-Volumen V, vom kalibrierten Volumen abgezogen werden. Der
durch die inneren Elektroden des Conductance-Katheters applizierte Strom flieft
namlich nicht nur durch das linksventrikuldre Blut, sondern teilweise auch durch den
umgebenden Herzmuskel. Hierdurch wiirde ein falsch hoher Wert fiir das Blutvolumen
entstehen, weshalb eine Korrektur um V,, erfolgen muss. Zur Ermittlung des Parallel-
Volumens V, wurden 15 bis 20 ul hypertone Kochsalzlosung (5%) iiber den Katheter in
die V. jugularis injiziert. Dies fiihrte zu einer Veridnderung der Leitfdhigkeit des Blutes
im linken Ventrikel, ohne eine signifikante Druck- oder Volumenidnderung herbei-
zufiihren. Die erfolgreiche Durchfithrung war an einer Rechtsverschiebung der Druck-
Volumen-Kurven erkennbar. Die Berechnung der himodynamischen Daten wurden
mittels PVAN 2.8-Software (Millar Instruments) durchgefiihrt, womit auch ein Wert fiir
V, bestimmt werden konnte. Die Druck-Volumen-Signale wurden mittels BioBench

Software (National Instruments, USA) verarbeitet.

2.4 InfarktgroBenbestimmung und Expansionsindex

Fiir die Messung der Infarktausdehnung brachte man das Herz der Tiere durch eine
intravendse KCl-Injektion zum Stillstand und legte es in eiskalte KCI-Losung, um eine
einheitliche Verhaftung in diastolischem Zustand zu erreichen. Mit 4% phosphat-
gepuffertem Formalin wurde der LV 60 Minuten perfundiert und fixiert. AnschlieBend
wurden 7 pm-Schnitte in 1 mm-Intervallen von der Spitze bis zur Herzbasis
geschnitten, auf einen Objekttriger aufgebracht und mit Picrosirius-Rot gefirbt. Diese
Schnitte konnten nun in 25-facher Vergroerung (Axioskop2, Zeiss, Deutschland) in
einem Mikroskop eingestellt und iiber eine Videokamera mit Videoschnittstelle (DLX-
930 P, Sony, Japan) digitalisiert werden. Mit dem Programm SigmaScan Pro5 (Jandel
Scientific, USA) war es moglich, fiir jeden Schnitt die relative Infarktnarbenldnge und
den LV Umfang endokardial und epikardial zu bestimmen. Fiir die Ermittlung des
Expansionsindex wurde jeweils der Querschnitt herangezogen, der die Mitte des linken

Ventrikels darstellte und die grofte Hohlraumdilatation aufwies (43). Fiinf gleichméfig
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verteilte Radianten wurden durch den Infarkt gelegt, mit Schwerpunkt des LV als Bezug
und die durchschnittliche Infarktdicke daraus berechnet. Die nichtinfarzierte LV
Septumdicke wurde in gleicher Weise gemessen (Abbildung 6). Die gewonnenen Werte
dienten zur Ermittlung der prozentualen Infarktgrofle. Der Expansionsindex berechnete
sich aus der Formel:

Expansionsindex =(L.V Hohlraum/Gesamtfliche des LV) x (Septumdicke/Narbendicke)
Die Infarktgro3e wurde als Mittelwert aller Schnitte angegeben.

Infarkttregion
Septumbereich

C: Schwerpunkt des LV
C”: Schwerpunkt des RV

i
1

3“
i

Abbildung 6: Darstellung des Herzquerschnitts, der jeweils fiir die Messungen des Expansionsindex, der
Septumdicke und der Narbendicke verwendet wurde. Seprumdicke: Mittelwert aus fiinf Septum-
wandmessungen. Fiinf gleichmifBig verteilte Radianten wurden durch den linksventrikuldren Mittelpunkt
C gelegt, wobei der zentrale Radiant C und C* verbindet. Narbendicke: Mittelwert aus fiinf Infarkt-
wandmessungen, wobei der zentrale Radiant durch C und den diinnsten Bereich der Infarktwand verléuft.
Die Radianten sind jeweils durch 22.5° voneinander getrennt. Nach Fraccarollo (43).

2.5 Leukozyten, Aldosteron und Corticosteron

Zur Bestimmung der Leukozyten-, Aldosteron- und Corticosteronspiegel wurde
morgens von der rechten A. carotis eine Blutprobe entnommen. Die Messung der
peripheren Leukozyten erfolgte mit dem Hidmatology-Messgerit (XT 2000i, Sysmex,
Deutschland). Die Bestimmung der Aldosteron- (Sorin Biomedica) und Corticosteron-
konzentrationen (MP Biomedicals) im Plasma erfolgte mit einem kommerziellen
Radioimmunoassay nach Herstelleranweisungen. Das Plasmaaldosteron wurde in pg/ml,

die Corticosteronkonzentration in ng/ml angegeben.
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2.6 Immunhistochemie

Immunhistochemische Untersuchungen wurden mit einem Anti-Faktor XIlIla (Ab 1834,
Abcam), -CD68 (MCA34IR, Serotec), -CD4 (550297, BD Biosciences Pharmingen),
-CD31 (550300, BD Biosciences Pharmingen) -a-Aktin des glatten Muskels (VPS281,
Vector) und Myeloperoxidase (Ab25989, Abcam)-Antikorper an 5 um dicken Gefrier-
schnitten des LV durchgefiihrt.

Die Schnitte wurden fiir fiinf Minuten in kaltem Azeton fixiert, gefolgt von einer
Behandlung mit 0,3% Wasserstoffperoxid fiir 20 Minuten, um die endogene
Peroxidaseaktivitdt zu unterdriicken. AnschlieBend wurden die Schnitte mit 2%
Pferdeserum fiir 30 Minuten geblockt und fiir eine Stunde mit dem ersten Antikdrper
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Spiilen mit PBS folgte die Inkubation der
Schnitte mit einem Biotin-markierten Antimaus-Antikorper (BA-2001, Vector
Laboratories) fir 30 Minuten. Fiir die Farbung wurde der Vectastain Elite ABC kit
(PK-6100, Vector Laboratories) und Diaminobenzidin (SK4100, Vector Laboratories)
verwendet. Die zweimalige immunhistochemische Firbung zur Erkennung der Gefa3-
neubildung wurde mit Diaminobenzidin fiir CD31 und dem HistoGreen HRP Substrate
kit (E109, Linaris) fiir das a-Aktin der glatten Muskulatur durchgefiihrt. Danach fand

eine Gegenfirbung der Schnitte mit Himatoxylin oder Eosin statt.

2.7 Biochemische Studie

2.7.1 Gewebeprobenentnahme

Eine gesonderte Tiergruppe wurde fiir die biochemischen Auswertungen herangezogen.
Dafiir wurde das Herz der Ratten in eiskalter isotoner Kochsalzlosung in rechten und
linken Ventrikel inklusive interventrikuldrem Septum aufgeteilt. Zur Bestimmung der
Herzinfarktgroe wurde der linke Ventrikel auf Objekttrager flach gedriickt und so
konnten die Begrenzungslinien der infarzierten und nichtinfarzierten epi- und endo-

kardialen Fldchen bestimmt werden. Da die Auswirkung einer sofortigen Mineral-
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kortikoid-Rezeptorblockade auf die Infarktheilung untersucht werden sollte, folgte

anschliefend die sorgfiltige Trennung des iiberlebenden Myokards von der Infarktzone

des linken Ventrikels, die im Verlauf weiter untersucht wurde (43).

2.7.2 Probenaufbereitung fiir die Proteinanalyse

Homogenisierung und Extraktion:

Der linke Ventrikel (Infarktareal) wurde unter fliissigem Stickstoff zu einem feinen

Pulver zermérsert und in eiskaltem RIPA-Puffer lysiert. Dieser war folgendermalien

zusammengesetzt:

NaCl 150 mmol/l
Tris-Cl 50 mmol/l
EDTA 5 mmol/l
Nonidet P-40 1% viv
Desoxycholat 0.5% wlv
NaF 10 mmol/1
Natriumpyrophosphat 10 mmol/l
Phenylmethylsulfonylfluorid 100 mmol/l
Aprotinin 2 pg/ml
Leopeptin 2 ug/ml

Anschlieend wurden die Proben zentrifugiert (20 min, 8000g, 4°C), der Uberstand
aliquotiert und bei -80°C zur spiteren Verarbeitung eingefroren. Die entstandenen
Pellets wurden 30 min in 0,06N HCI gewaschen und nochmals bei 8000g zentrifugiert.
Danach wurden sie fiir mehrere Tage getrocknet und fiir die Hydroxyprolinbestimmung

verwendet.
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2.7.3 Genexpressionsanalyse mittels Mikroarray

Die Gewebeproben des linken Ventrikels (infarziertes Myokard oder Freiwand von
Sham-Tieren) wurden unter fliissigem Sickstoff zu einem feinen Pulver zerrieben. Ca.
50 mg dieses Pulvers wurden dann sofort in 1 ml TRIzol-Reagenzlosung (Invitrogen
GmbH, Karlsruhe) homogenisiert und das Homogenisat zu je 10000g fiir 10 min bei
4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde die RNA durch abpipettieren der oberen
wissrigen Phase isoliert; die RNA wurde mit einem RNeasy Mini Kit (Qiagen)
gereinigt. Nach Quantifizierung der RNA mittels UV-Spektrophotometrie wurde ihre
Qualitdt mit dem Bioanalysator 2100 (Agilent Technologies, Deutschland) beurteilt
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Beispiel einer RNA-Analyse von Herzgewebe mit dem Bioanalysator 2100
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Die RNA-Proben wurden in biotinylierte cRNA umgewandelt und mit dem Affymetrix
GeneChip® Rat Expression Array 230 2.0 gemiB Herstellerangaben hybridisiert
(Abbildung 8). In der Erststrang-cDNA-Synthese wurde 2 pg Gesamt-RNA zuerst
mithilfe eines T7-Oligo(dT) Primers umgeschrieben. Im Anschluss an die RNase H-
vermittelte Zweitstrang-cDNA-Synthese wurde die doppelstringige cDNA aufbereitet
und diente als Matrize in der nachfolgenden in-vitro Transkription. Diese Reaktion
wiederum wurde in Gegenwart der T7 RNA Polymerase und eines biotinylierten
Ribonukleotid-Gemisches durchgefiihrt, fiir die komplementire RNA (cRNA)-
Vervielfiltigung und Biotin-Markierung. Die biotinylierten cRNA’s wurden
anschlieend gereinigt, fragmentiert und in GeneChip expression arrays hybridisiert.
Diese Untersuchungsreihe wurde mit Streptavidin-Phykoerythrin-Konjugat gefiarbt und
vom GeneArray® Scanner gelesen. Die Menge des emittierten Lichts bei 570 nm ist
proportional der begrenzten Vorgabe an jeder Stelle der Untersuchungsreihe. Die
Mikroarray-Datenanalyse wurde unter Verwendung von R packages vom Bioconductor,

open source software for Bioinformatics, http://www.bioconductor.org/ durchgefiihrt.
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Abbildung 8: Prinzip der Mikroarray-Analyse (GeneChip® Expression Analysis Technical Manual,

Affymetrix)
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2.7.4 Western Blot

Fiir die Western Blot-Analyse wurden die Proben (infarziertes Myokard) in eiskaltem
RIPA-Puffer homogenisiert. Der Proteingehalt wurde mittels Bradford Protein Assay
(Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad) bestimmt. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt, wobei das Polyacrylamidgel aus einem

Sammel- und einem Trenngel bestand.

Zur Vorbereitung der Proteinproben wurden jeweils 20 ug der normalisierten Proben
mit Loading Buffer versetzt und fiinf Minuten bei 95°C denaturiert. Anschliefend
wurden je 10-30 ul Probe pro Tasche auf einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen und unter reduzierenden Bedingungen getrennt. Als Referenz dienten
Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad). Nun folgte der Elektrotransfer der Proteine
auf eine PVDF-Membran (Immun—Blot® 0,2 um, Bio-Rad). Hierfiir wurde das Trenngel
in ein Transfersandwich eingebettet, das von der Kathodenseite zur Anodenseite aus
Schaumstoff, Filterpapier, Trenngel, PVDF-Membran und wieder Filterpapier und
Schaumstoff bestand. Das Blotting erfolgte tiber 90 Minuten bei 100 V. Nach dem
Transfer der Proteine wurden sie in TBST (Tris-buffered Saline Tween) mit 5% ECL-
Blocking Agent (Amersham Biosciances) iiber Nacht inkubiert, um die unspezifischen
Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Am néchsten Tag wurde die Membran
mit dem jeweiligen spezifischen Primirantikorper gegen das Protein bei Raum-
temperatur fiir zwei Stunden in TBST mit 0,5% ECL-Blocking Agent inkubiert. Es
wurden Primédrantikorper gegen Faktor XIlla (Ab 1834, Abcam), phosphoryliertes Akt
(9271, Cell Signaling Technology), MCP-1 (555072, BD Boisciences Pharmingen) und
GAPDH (Ab 8245, Abcam) eingesetzt. Nach mehrmaligem Waschen in TBST folgte
dann die Inkubation mit dem Sekundirantikorper (Anti-mouse 1gG, Amersham) fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur. Dieser war mit Meerrettichperoxidase konjugiert und
ermoglichte so den Nachweis der spezifischen Banden durch eine Chemilumineszenz-
Reaktion (ECL Plus, Amersham). Die Blots wurden auf Autoradiographiefilmen
(Hyperfilm™ECL, Amersham) dargestellt und densitometrisch mittels Scion Image for
Windows Beta 4.0.2 (Scion Cooperation, USA) ausgewertet.
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2.7.5 Zytokine

Die Proteinkonzentrationen von MCP-1 wurden mit der Western Blot-Analyse
bestimmt. Fiir die Messung der IL-1f Konzentration verwendete man einen
handelsiiblichen ELISA Kit (RLB0O, R&D Systems). Hierbei handelt es sich um ein
quantitatives Sandwich-Enzym-Immunoassay, bei dem mit spezifischen monoklonalen
Antikorpern gegen IL-1B beschichtete Mikrotiterplatten verwendet wurden. Nach
Zugabe der Proben und Inkubation bei Raumtemperatur kam es zu einer Bindung der
darin enthaltenen Zytokine an die spezifischen Primérantikdrper. Durch einen Wasch-
vorgang wurden alle ungebundenen Proteine entfernt. Danach erfolgte die Zugabe des
polyklonalen, spezifischen Sekundirantikorpers gegen IL-1B, der an ein Enzym
gekoppelt war. Nach anschlieBender Inkubation und erneutem Waschvorgang, der die
Reste der ungebundenen Antikorper-Enzym-Reagenzien entfernte, folgte die Zugabe
eines Farbindikators. Hierunter kam es durch enzymatische Umsetzung zu einer
Farbentwicklung, die proportional zur Menge von IL-1f ist und photometrisch bestimmt

wurde.

Zur Quantifizierung der Zytokine TNF-a, IL-6, IL-10 und IL-4 wurde das Bioplex
Protein Array System (Bio-Rad) entsprechend den Herstellerangaben angewandt, mit
welchem in einem Ansatz simultan mehrere Proteine analysiert werden konnen. Das
Prinzip funktioniert analog eines modifizierten Sandwich-Immunoassays. Hierbei sind
verschiedene monoklonale zytokinspezifische Antikorper kovalent an unterschiedlich
fluoreszenzmarkierte Polystyrenkiigelchen (so genannte Beads) gebunden. In einer
Mikrotiterplatte wurden die Proben, beziehungsweise ein bekannter Standard,
zusammen mit den Antikorper-gekoppelten Beads in die Plattenwells pipettiert und fiir
30 Minuten auf einem Schiittler bei 300 rpm inkubiert. Hierbei wurden die im
Uberstand prisenten Zytokine an den auf der Oberfliche der Beads haftenden
Antikorper gebunden. AnschlieBend wurde die Platte mittels Vakuumfiltration
gewaschen und ein zweiter biotinylierter Detektionsantikbrper zugegeben, der
spezifisch an ein anderes Epitop der gesuchten Zytokine TNF-a, IL-6, IL-10 und IL-4

bindet. Danach wurde die Platte fiir weitere 30 Minuten unter gleichmifBigem Schiitteln
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inkubiert. Nach Entfernung von iiberschiissigem Detektionsantikorper mittels erneuter
Vakuumfiltration wurde Phycoerythrin-konjugiertes Streptavidin zugegeben. Es folgte
ein dritter 10-miniitiger Inkubationsschritt sowie weitere Waschschritte, um das
ungebundene Streptavidin zu entfernen. Die Quantifizierung der Zytokine erfolgte im

Array Reader (Bio-Rad).

2.7.6 Zymographie und reverse Zymographie

Die SDS-Gel-Zymographie diente zum Nachweis der Aktivitdt von Matrix-Metallo-
proteinasen (MMP) 2 und 9 sowie der Metalloproteinasen-Gewebeinhibitoren (TIMP) 1
und 2.

Die Gewebeproben (infarziertes Myokard) fiir die Zymographie wurden in einem
eiskalten Extraktionspuffer (pH 0.5) bestehend aus cacodylischer Sdure (10 mmol/l),
NacCl (0.15 mol/l), ZnCl, (1 umol/l), CaCl, (20 mmol/l), NaN3 (1.5 mmol/l) und 0.01%
Triton X-100 homogenisiert (43). Durch diese elektrophoretische Technik wird die
proteolytische Aktivitdt in Enzymen nachgewiesen, die zuvor auf einem Polyacrylamid-
gel unter nichtreduzierenden Bedingungen getrennt wurden. Jeweils 4 ug der Proben,
verdiinnt mit physiologischem Loading Buffer, wurden auf ein 10% SDS-Poly-
acrylamidgel (Bio-Rad) aufgetragen, das 1 mg/ml Gelatine (TypA von Schweinehaut)
enthdlt und fiir ca. 1,5 Stunden bei 180V unter nichtreduzierenden Bedingungen
elektrophoretisch aufgetrennt. Um das SDS aus dem Gel zu entfernen und das Enzym
zu aktivieren, wurde das Gel anschlieend dreimal fiir jeweils 15 Minuten auf einem
Laborschiittler mit PBS (+2,5% Triton X-100) gewaschen. Das Gel mit den
aufgetrennten MMPs wurde anschlieBend fiir ca. 15 Stunden in Tris-Puffer bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Die im Puffer enthaltenen Ca”*-lonen ermoglichen die
enzymatische Aktivitit sowohl der Pro- als auch der aktivierten MMPs. Die im Gel
vorhandene Gelatine wird auf der durch die Elektrophorese festgelegten Hohe der
MMP-Formen verdaut, wobei auch die Proform nach Autoaktivierung das Substrat
umsetzt. Die im Gel vorhandene intakte Gelatine wurde nun mit Coomassie-Brillantblau
(0,5% in 40% Methanol, 10% Essigsdure) 30 Minuten auf dem Schiittler gefirbt und

viermal fiir insgesamt ca. 30 Minuten mit Entfiarbelosung (40% Methanol und 10%
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Essigsdure) gewaschen, bis sich die MMPs als wei3e Banden gegen den blauen Hinter-
grund des Gels abzeichneten. Zur Dokumentation wurden die Gele eingescannt und die
gelatinolytischen Banden mit Hilfe der Image Software Quantity One (Bio-Rad)
ausgewertet. Durch Vergleich mit Standards der pro- und aktivierten MMPs kénnen die
erhaltenen Bandenmuster den jeweiligen Formen zugeordnet werden. Die reverse
Zymographie erfolgte in gleicher Weise, wobei jedoch gereinigtes MMP-2 (30 ng/ml,
Calbiochem) in ein 12% SDS-Polyacrylamidgel zusammen mit 1 mg/ml Gelatine

eingebettet wurde (43).

2.7.7 Hydroxyprolinbestimmung

Das getrocknete infarzierte Myokardareal wurde gewogen und in 1ml/10mg Trocken-
gewicht 6N HCI bei 110°C fiir 24 Stunden hydrolysiert. 50 pul Probe wurde mit der
gleichen Menge NaOH 6N neutralisiert und mit Chloraminlésung (7% Chloramin-T in
Citrat-Acetat-Puffer) oxidiert. AnschlieBend kam es durch die Zugabe von
Ehrlich scher Losung (Dimethylamino-benzaldehyd) in 60%-iger Perchlorsédure zu einer
Komplexbildung mit Hydroxyprolin. Dieser Komplex konnte dann spektrophoto-
metrisch (Ultrospec 3100 Pro, Amersham) bei 558 nm gemessen werden. Unter der
Annahme, dass Kollagen durchschnittlich 13,4% Hydroxyprolin enthélt, wurde der
Kollagengehalt in pg/mg Trockengewicht Gewebe angegeben (43).

2.8 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (mean+SEM)
angegeben. Die Vergleiche zwischen den Gruppen MI-Placebo und MI-Eplerenon
wurden mit dem Student-t-Test analysiert. In den himodynamischen und biochemischen
Messungen wurde die statistische Analyse mittels One-Way-ANOVA durchgefiihrt,
gefolgt von mehrfachen Vergleichen unter Verwendung von Fisher's protected least-

significant difference test. Zusammenhinge konnten durch die lineare Regressions-
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analyse festgestellt werden. Fiir die statistischen Auswertungen wurde mit dem

StatView 5.0 Statistikprogramm (Abacus Concepts, Berkley, CA, USA) gearbeitet. Alle

Werte mit p<0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Globale Parameter

Nach einwochiger Behandlung mit Placebo oder dem
antagonisten Eplerenon ergaben sich hinsichtlich des Korpergewichts der Tiere keine
bedeutenden Unterschiede zwischen den drei Behandlungsgruppen. Tabelle 1 zeigt

Daten zu Infarktgroe, Ventrikelmorphologie und Himodynamik in den verschiedenen

Studiengruppen am siebten postoperativen Tag.

Tabelle 1: Globale Parameter der scheinoperierten (Sham) und der mit Placebo (PLA) oder Eplerenon

(EPLE) behandelten Ratten 7 Tage nach experimentellem Myokardinfarkt (MI).

Sham
n 10
MI (%) -
KG (g) 300+5
LVSP (mmHg) 13247
LVEDP (mmHg) 5.4+0.5
RAP (mmHg) 5.6+1
LV dP/dtmax (mmHg/s) 5783+326
LV dP/dtmin (mmHg/s) 4494220
LVESV (ul) 150+17
LVEDV (ul) 421+26
LV Ejektionsfraktion (%) 6743

PLA-MI EPLE-MI
20 20
48+1 48+1
26349 270+6
104£3* 107£3%
25.5+1%* 16.9+1%¢
8.12+0.5%* 6.47+0.5F%
3373£156* 4102+£165*F
2621£133* 3112+115%%
469+28* 352426%F
713£29% 608+26*F
37£2% 4T+3*%

Mittelwerte=SEM. *p<0.05 vs. Sham; {p<0.05, 71p<0.01 vs. PLA-MI
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3.2 Infarktgrofien

Die durchschnittlichen InfarktgroBen nach zwei, drei oder sieben Tagen Behandlung

waren unter den experimentellen Gruppen bei Placebo- bzw. Eplerenongabe und der mit

Clodr-lip behandelten Tiere vergleichbar (Tabelle 2).

Tabelle 2: Die Infarktgrifien sind in allen Studiengruppen mit durchschnittlich 48% vergleichbar.

(Sham=scheinoperierte Tiere;

PLA-MI=Placebo-behandelte Tiere nach Myokardinfarkt; EPLE-

MI=Eplerenon-behandelte Tiere nach Myokardinfarkt; Clodr-lip=zusétzliche Behandlung mit liposom-
umkapseltem Clodronat). Angegeben als Mittelwert+SEM.

Infarktgrofie (%)
Sham

PLA-MI

EPLE-MI
Clodr-lip PLA-MI
Clodr-lip EPLE-MI

2 Tage

49+1
53+1

Tage nach Myokardinfarkt

3 Tage 7 Tage
461 48+1
48+1 48+1

4612
49+1
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3.3 Ventrikelmorphologie

Infarktnarbendicke und Infarktexpansionsindex:

Eine unmittelbare MR-Blockade mit Eplerenon nach Myokardinfarkt erhthte im
Vergleich zu Placebo die Narbendicke nach sieben Tagen bedeutsam. Gleichzeitig kam
es zu einer Verminderung der Infarktexpansion, was in einer deutlichen Verbesserung
der frithen linksventrikulidren Dilatation bemerkbar war. Die herzinsuffizienten Tiere
wiesen eine enorme Erweiterung des linken Ventrikels auf, die durch den selektiven

Aldosteronantagonisten sichtbar reduziert werden konnte (siehe Abbildung 9a und 9b).

PLA EPLE

Abbildung 9a: Querschnitte aus der Mitte des linken Ventrikels (Picrosirius-Rot-Farbung) sieben Tage
nach Myokardinfarkt. Das Narbengewebe ist rot eingefirbt. Die Abbildung zeigt anteriore Infarkte, die
eine VergroBerung der linksventrikuldren Hohlraumfliche zur Folge haben. Verglichen mit Placebo
(PLA), kam es unter Eplerenontherapie (EPLE) zu einer effizienten Verminderung der Ventrikeldilatation
und einer deutlichen Zunahme der Infarktnarbendicke sieben Tage nach der Operation.
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Infarktnarbendicke

(mm)

1.21 ++
I

0.61

0.0 PLA EPLE

Infarktexpansionsindex

(mm)
1.707 T
T
T
0.851
0.00 PLA EPLE

Abbildung 9b: Infarktnarbendicke und Infarktexpansionsindex sieben Tage nach experimentellem
Myokardinfarkt. Gegeniiber der Placebogruppe (PLA) ist die Narbendicke der mit Eplerenon (EPLE)
behandelten Tiere signifikant erhoht, wihrend der Infarktexpansionsindex durch sofortige
Mineralkortikoid-Rezeptorblockade deutlich vermindert wird. MittelwertexSEM. 1 p<0.05, 11 p<0.01 vs.
Placebo.

Eine Eplerenonbehandlung, die erst drei Tage nach experimentellem Myokardinfarkt
begonnen wurde, reduzierte dagegen nicht wesentlich die Ausdiinnung und Erweiterung
des Infarktabschnitts (Infarktnarbendicke 0.82+0.03 mm; Infarktexpansionsindex 1.22+
0.05).
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3.4 Hamodynamik

3.4.1 Linksventrikulirer systolischer Druck (LVSP)

Unabhédngig von der Behandlungsart zeigte sich in allen Gruppen nach MI eine
deutliche Verringerung des linksventrikuldren systolischen Drucks gegeniiber den
Sham-Tieren. In Tabelle 1 (s. Seite 36) sind die Daten des LVSP sieben Tage nach
Myokardinfarkt angegeben.

3.4.2 Linksventrikulirer enddiastolischer Druck (LVEDP)

Der linksventrikuldre enddiastolische Druck hingegen war bei den infarzierten Tieren
signifikant erhoht. Der enorme Anstieg des LVEDP vor allem bei den Placebotieren
weist auf eine beginnende Herzinsuffizienz dieser Versuchsgruppe hin. Wie in
Abbildung 10 zu erkennen, fiihrte die unmittelbar postoperative Behandlung mit

Eplerenon zu einer deutlichen Reduzierung des LVEDP gegeniiber der Placebogruppe.
Eine drei Tage nach Infarkt begonnene Mineralkortikoid-Rezeptoblockade hingegen

reduzierte den linksventrikuldren Fiillungsdruck nach einer Woche nur geringfiigig

(23+1 mmHg), im Vergleich zur Placebogruppe.
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LVEDP
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Abbildung 10: Linksventrikulirer enddiastolischer Druck (LVEDP) sieben Tage nach experimentellem
Myokardinfarkt (MI). Gegeniiber den scheinoperierten Tieren (Sham) ist der LVEDP bei den infarzierten
Tieren der Placebogruppe (PLA) und der Eplerenongruppe (EPLE) signifikant erhoht. Der sofortige
Behandlungsbeginn mit Eplerenon hat jedoch einen positiven Effekt auf den LVEDP. Mittelwerte+SEM.
*p<0.05 vs. Sham; 7p<0.05 vs. PLA-MI.

3.4.3 Rechter Vorhofdruck (RAP)

Wie Tabelle 1 (s. Seite 36) zu entnehmen ist, zeigte sich entsprechend dem LV
enddiastolischen Druck eine Erhohung des rechten Vorhofdrucks bei den Infarkttieren,
der sich wiederum unter Eplerenontherapie deutlich verringerte. Der signifikante
Druckunterschied im rechten Vorhof zwischen der Placebogruppe und den schein-
operierten Tieren deutet ebenfalls auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz bei
erstgenannter Gruppe hin. Durch die verminderte Pumpleistung des Herzens kommt es
zu einem Riickstau des Blutes im linken Ventrikel und einem damit einhergehenden

Druckanstieg im rechten Ventrikel sowie rechten Vorhof.
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3.44 Maximale linksventrikulire Druckanstiegs- bzw. Druckabfalls-
Geschwindikeit (LV dP/dt.x bzw. LV dP/dt i)

Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtp,x) bzw. die maximale Druck-

abfallsgeschwindigkeit (dP/dt.,;,) des linken Ventrikels war gegeniiber den Sham-Tieren

bei allen Versuchsgruppen erheblich vermindert. Unter Eplerenontherapie kam es

jedoch zu einer deutlichen Verbesserung der Kontraktilititsparameter wie in Abbildung

11 und Tabelle 1 (s. Seite 36) ersichtlich.

Wurde erst drei Tage postoperativ mit der Eplerenontherapie begonnen, kam es zu
keiner betrichtlichen Verbesserung der frithen linksventrikuldaren Dysfunktion (dP/dtyax
35894282 mmHg/s; dP/dty, 3013243 mmHg/s) gegeniiber den mit Placebo

behandelten Tieren.

LV dPdtmax
64007
X
(mmHg/s) 1 *
* T
3200 -
0 Sham Pla MI Eple M

Abbildung 11: Linksventrikulire maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) sieben Tage
nach experimentellem Myokardinfarkt (MI). Gegeniiber den scheinoperierten Tieren (Sham) ist der
maximale Druckanstieg im linken Ventrikel bei den infarzierten Tieren verringert. Unter sofortiger
Behandlung mit Eplerenon (EPLE) steigt der Wert gegeniiber der Placebogruppe (PLA) wieder an.
Mittelwerte=SEM. *p<0.05 vs. Sham; 7p<0.05 vs. PLA-MI.
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3.4.5 Druck-Volumen-Kurven

Unter Verwendung des Conductance-Katheters wurden Druck-Volumen-Kurven des
linken Ventrikels aufgezeichnet um die weitere Herzfunktion zu beurteilen. Bei den
himodynamischen Messungen fiel eine typische Rechtsverschiebung dieser Kurven
nach Myokardinfarkt auf, die durch eine sofortige Eplerenontherapie postoperativ zum
Teil verhindert werden konnte. Abbildung 12 zeigt auBer dem Verhéltnis von links-
ventrikuldarem Druck und Volumen bei den drei Studiengruppen ein vermindertes
Schlagvolumen sowie eine verringerte Herzarbeit bei den Infarkttieren im Gegensatz

zur scheinoperierten Versuchsgruppe.

Druck-Volumen-Kurven

Volumen (pL)

Abbildung 12: Druck-Volumen-Kurven des linken Ventrikels. In-vivo Messungen mit dem
Conductance-Katheter bei scheinoperierten (Sham) und bei Placebo (PLA) bzw. Eplerenon-behandelten
(EPLE) Ratten sieben Tage nach Myokardinfarkt (MI). Dabei kommt es zu einer typischen Rechts-
verschiebung der Kurven. Die Herzarbeit wird durch die Fliche innerhalb der Druck-Volumen-Kurven
dargestellt. Das Schlagvolumen ist jeweils durch den Abstand der beiden oberen Eckpunkte jeder Schleife
definiert. Unter sofortiger Eplerenontherapie kann die Rechtsverschiebung der Kurven nach Infarkt
positiv beeinflusst werden.
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3.4.6 Linksventrikulires endsystolisches Volumen (LVESYV)

Das linksventrikuldre endsystolische Volumen (LVESV) stieg nach Myokardinfarkt bei
den mit Placebo behandelten Tieren enorm an. Dies wird auch anhand der Daten in
Tabelle 1 (s. Seite 36), an dem signifikanten Unterschied zur scheinoperierten
Versuchsgruppe (Sham), verdeutlicht. Durch unmittelbare Behandlung mit Eplerenon

nach Infarkt, lieB sich das LVESV wieder merklich verringern.

3.4.7 Linksventrikulires enddiastolisches Volumen (LVEDYV)

Ebenso wie beim linksventikuldren endsystolischen Volumen kam es sieben Tage nach
experimentellem Myokardinfarkt zu einer Zunahme des linksventrikuldren end-
diastolischen Volumens (LVEDV), gegeniiber den Sham-Tieren. Wiederum war der
Volumenanstieg bei der Placebogruppe signifikant hoher als bei der Eplerenongruppe,
was auf den positiven Einfluss des selektiven Aldosteronantagonisten zuriickzufiihren

ist. Dieser konnte das enddiastolische Volumen im linken Ventrikel deutlich reduzieren

(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Linksventrikulires enddiastolisches Volumen (LVEDV) sieben Tage nach
experimentellem Myokardinfarkt (MI). Die Infarkttiere weisen eine signifikante Volumenzunahme
gegeniiber der scheinoperierten Versuchsgruppe (Sham) auf. Eine unmittelbare Eplerenonbehandlung
(EPLE) nach Infarkt fiihrt zu einer deutlichen Reduktion des LVEDV im Vergleich zur Placebogruppe
(PLA). MittelwertexSEM. *p<0.05 vs. Sham; 7p<0.05 vs. PLA-MI.

3.4.8 Linksventrikulire Ejektionsfraktion

Die linksventrikuldre Auswurfleistung der Infarkttiere war gegeniiber den schein-
operierten Tieren (Sham) deutlich vermindert. Die nur mit Placebo behandelten Ratten
wiesen eine linksventrikulidre Dysfunktion nach experimentellem Herzinfarkt auf, mit
einer Ejektionfraktion < 40%. Eine unmittelbare MR-Blockade mit Eplerenon nach
Myokardinfarkt, konnte die Ejektionsfraktion prozentual massiv verbessern. Die
gewonnenen Daten der drei Behandlungsgruppen, sieben Tage nach Operation, sind in

Tabelle 1 (s. Seite 36) dargestellt.
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3.5 Faktor XIIIa-Expression im Infarktgebiet

Durch unmittelbare MR-Blockade nach Infarkt wurde die Genexpression in der Infarkt-
wand reguliert, fiir deren Messung die Mikroarray-Technik verwendet wurde. Die
Analyse der gesamten RNA, die aus dem Infarktgebiet isoliert wurde, zeigte unter
Eplerenontherapie eine Erhohung der Genexpression des Gerinnungsfaktors Xllla
(1,77-fach, p<0.01) drei Tage nach Myokardinfarkt. Faktor XIII spielt eine wichtige
Rolle in der myokardialen Infarktheilung. Miuse mit Faktor XIII-Mangel leiden unter
Herzruptur, Infarktausdehnung und verstirkter linksventrikuldrer Dilatation (102).

Die Faktor XIIla-Expression im infarzierten Myokard wurde auch mittels Western-Blot-
Analyse nachgewiesen. Wie aus Abbildung 14a hervorgeht, fiihrte eine unmittelbare
Behandlung mit Eplerenon nach Infarkt zu einer gesteigerten Faktor XIIIa-Expression
im Infarktgebiet. Die Placebo-behandelten Tiere wiesen eine deutlich geringere Protein-

expression des Gerinnungsfaktors auf.
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Abbildung 14a: Faktor XIlla-Expression im Infarktgebiet drei Tage nach Myokardinfarkt bei Ratten,
die mit Placebo (PLA), Eplerenon (EPLE), liposomumkapseltem Clodronat (Clodr-lip) und Clodr-lip +
EPLE behandelt wurden. Der sofortige Behandlungsbeginn mit Eplerenon fithrt gegeniiber der
Placebogruppe zu einer erhohten Faktor XIIIa-Expression im infarzierten Myokard. Unter der
Behandlung mit Clodr-lip wird die Faktor XIIIa-Expression nahezu aufgehoben. Mittelwerte=SEM.

*p<0.001 vs. PLA, EPLE; {p<0.05 vs. Placebo.
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Die unmittelbar begonnene Eplerenonbehandlung nach Infarkt steigerte ebenso die
Proteinkonzentration des phosphorylierten Aktl im infarzierten Myokard nach drei
Tagen. Wihrend der Wert bei den Placebo-Tieren bei 0,31+0,05 lag, konnte dieser unter
Therapie mit dem selektiven Aldosteronantagonisten auf 0,72+0,1 erhoht werden
(Verhiltnis pAkt/GAPDH, p<0.05).

Im Gegensatz dazu, fand man sieben Tage nach Myokardinfarkt keinen Unterschied
hinsichtlich der Faktor XIIla-Expression und der Aktl-Phosphorylierung zwischen den

mit Placebo und Eplerenon behandelten Tieren.

Da weder Myozyten und Endothelzellen noch glatte Muskelzellen oder Fibroblasten
Faktor XIIIa exprimieren, wurden als nichstes Monozyten/Makrophagen untersucht.
Von ihnen weil man, dass sie den Gerinnungsfaktor produzieren. Nach Eplerenon-
behandlung unmittelbar nach MI zeigte sich nicht nur eine gesteigerte Immunreaktivitit
fir Faktor XIIla, sondern auch eine erhohte Anzahl Faktor XIlIla-positiver
Makrophagen im infarzierten Myokard nach drei Tagen. Dieser positive Effekt auf die
Infarktheilung konnte unter Placebobehandlung kaum beobachtet werden, was in den
Abbildungen 14b und c verdeutlicht wird. Die in das Infarktgebiet eingewanderten
Makrophagen exprimierten ebenso vermehrt den Faktor CD68, ein die Immunantwort
modulierendes zytoplasmatisches Antigen.

Fiir die Untersuchung einer Monozyten/Makrophagenbeteiligung an der Faktor XIIla-
Expression hat man eine Tiergruppe herangezogen, die mit liposomumkapseltem
Clodronat (Clodr-lip) behandelt wurde. In den Abbildungen 14b und c anschaulich
dargestellt, kam es unter Clodr-lip-Behandlung zu einer signifikanten Reduktion der
Monozyten/Makrophagen-Einwanderung in das Infarktgebiet drei Tage nach MI.
Entsprechend wurde die Expression von Faktor XIIla nahezu aufgehoben, was darauf

hindeutet, dass Monozyten/Makrophagen die Ursprungsquelle dieses Faktors darstellt.
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Abbildung 14b: Faktor XIlla-Immunreaktivitit im Infarktgebiet drei Tage nach Myokardinfarkt. Die
immunhistochemische Firbung fiir Faktor XIIla und CD68 zeigt eine vermehrte Immunreaktivitit fiir
Faktor XIIla nach Eplerenonbehandlung. Die in das Infarktgebiet eingewanderten Makrophagen
exprimieren den Gerinnungsfaktor XIIla. Im Gegensatz zu Placebo fiihrt eine unmittelbare Eplerenon-
therapie zu einer erhohten Anzahl an Faktor XIIla- und CD68-positiven Makrophagen im infarzierten
Myokard. Eine Behandlung mit liposomumkapseltem Clodronat (Clodr-lip) reduziert die Makrophagen-
einwanderung in das Infarktgebiet und fiihrt folglich zu einer deutlich verminderten Faktor XIIIa-
Expression (200fache Vergroflerung).
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Abbildung 14c: Faktor XIlla-positive Makrophagen im Infarktgebiet drei Tage nach Myokardinfarkt.
Die Immunfluoreszenz-Doppelfiarbung ldsst deutlich mehr Faktor XIlla-positive Makrophagen im
infarzierten Myokard nach Behandlung mit Eplerenon erkennen (400fache Vergréerung).
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3.6 Monozyten/Makrophagen-Infiltration nach Myokardinfarkt

Die Anzahl an Makrophagen, die das heilende Myokard infiltriert haben, war bei
Eplerenon-behandelten Tieren nach zwei Tagen deutlich hoher als bei der Placebo-
gruppe. Am dritten Tag nach Infarkt hatte sich jedoch die Makrophagendichte zwischen
den beiden Studiengruppen wieder angeglichen. Selbst bei den Placebotieren war am
darauf folgenden Tag ein vergleichbar grofer Anstieg zu beobachten, wie den

Abbildungen 15a und b zu entnehmen ist.

Placebo ~ Eplerenon

ErRT

Abbildung 15a: Monozyteninfiltration in das Infarktgebiet zwei und drei Tage nach Myokardinfarkt.
Die immunhistochemische Firbung zeigt eine durch die MR-Blockade beschleunigte Makrophagen-
einwanderung in den infarzierten linken Ventrikel nach zwei und drei Tagen (200fache Vergroflerung).
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Abbildung 15b: Makrophagenansammlung im Infarktgebiet zwei und drei Tage nach Myokardinfarkt.
Unter sofortiger Eplerenontherapie (EPLE) kommt es zwei Tage nach MI zu einer signifikant h6heren
Makrophagendichte im heilenden Myokard, als bei der Placebogruppe (PLA). Drei Tage nach
Myokardinfarkt hat sich die Makrophagenanzahl zwischen beiden Studiengruppen wieder angeglichen.
Mittelwerte=SEM. 1p<0.05 vs. Placebo.

Die zirkulierenden Blutmonozyten waren durch den Mineralkortikoid-Antagonismus
zwei Tage nach Infarkt gegeniiber der Placebogruppe beachtlich vermehrt. Drei Tage
nach dem Infarktereignis hatten sich die Werte in den beiden Studiengruppen
angeglichen. Zwischen den mit Placebo und Eplerenon behandelten Ratten war kein

statistisch signifikanter Unterschied mehr zu beobachten (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Zirkulierende Blutmonozyten zwei und drei Tage nach Myokardinfarkt (MI). Die
Eplerenontherapie (EPLE) fiihrt zwei Tage nach MI zu einer erhdhten Monozytenanzahl im Blut,
verglichen mit der Placebogruppe (PLA). Nach drei Tagen ist unter den beiden Studiengruppen jedoch
kein signifikanter Unterschied mehr zu beobachten. MittelwertexSEM. 1p<0.05 vs. Placebo.

Desweiteren wurden mehr infiltrierende CD4-positive T-Lymphozyten im infarzierten
Myokard von Eplerenon-behandelten Tieren zwei und drei Tage nach Herzinfarkt
gefunden, im Gegensatz zu den Placebo-Tieren (Tabelle 3). Diese konnten zu einer

vermehrten Monozyteninfiltration in der ischdmischen Region beitragen.

53



3. Ergebnisse

Tabelle 3: CD4+ T-Zellen im Infarktgebiet 2 und 3 Tage nach Myokardinfarkt (MI). Unter Eplerenon-
therapie (EPLE-MI) steigt die Anzahl der Lymphozyten gegeniiber der Placebogruppe (PLA-MI) deutlich
an. Mittelwerte+SEM. p<0.05.

PLA-MI EPLE-MI
CD4+ T-Zellen
(n/Gesichtsfeld)
2 Tage nach MI 0.60+0.08 1.62+0.6
3 Tage nach MI 0.62+0.1 1.40+0.2

Um die Hypothese zu priifen, dass eine schnellere Induktion der Monozyteninfiltration
in das ischdmische Gebiet innerhalb zwei Tagen einen wichtigen Mechanismus
darstellt, der den Vorteilen einer sofortigen selektiven MR-Blockade auf die Infarkt-
ausdehnung unterliegt, wurden die Auswirkungen der Behandlung mit liposom-
umkapseltem Clodronat untersucht.

Durch eine reduzierte Makrophagenansammlung im Infarktgebiet bis zu zwei Tage
nach Myokardinfarkt wurden die positiven Effekte einer Eplerenonbehandlung sieben
Tage nach Myokardinfarkt aufgehoben. Dies hatte Auswirkungen auf die Infarktnarben-

dicke, den Infarktexpansionsindex und die linksventrikulidre Funktion (Tabelle 4).

Tabelle 4: Auswirkungen der Behandlung mit liposomumkapseltem Clodronat (Clodr-lip) auf die
Studiengruppen. Die positiven Wirkungen der Eplerenontherapie auf ventrikelmorphologische und
himodynamische Parameter werden durch Clodr-lip antagonisiert. Mittelwerte=SEM.

Clodr-lip+PLA-MI Clodr-lip+EPLE-MI

Infarktnarbendicke (mm) 0.84+0.05 0.85+0.06
Infarktexpansionsindex 1.30+£0.07 1.21+£0.08
dP/dtmax (mmHg/s) 3848+99 3675+454
dP/dtmin (mmHg/s) 3085+292 3086+416

54




3. Ergebnisse

3.7 Aldosteron- und Corticosteronspiegel im Plasma

Die Aldosteron- und Corticosteronbestimmung im Plasma erfolgte aus Blutproben, die
nach der unter Narkose erfolgten Himodynamikmessung entnommen wurden.
Die Aldosteronspiegel waren nach Myokardinfarkt merklich erhoht, sie zeigten einen

Hochstwert am Tag 1 und Tag 7 nach Infarkt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Plasmaaldosteronspiegel 1 Tag und 7 Tage nach Myokardinfarkt (MI). Gegeniiber den
scheinoperierten Tieren (SHAM) ist der Aldosteronspiegel bei den Placebo-behandelten Tieren (PLA-MI)
signifikant erhoht. Mittelwerte=SEM.

SHAM PLA-MI
Aldosteron (pg/ml)
1 Tag nach MI 122448 822+197 (p<0.01)
7 Tage nach MI 144+36 61391 (p<0.05)

Da bekannt ist, dass Glukokortikoide die Anzahl der zirkulierenden und infiltrierenden
Monozyten senken, wurde ebenso die Auswirkung einer sofortigen Mineralkortikoid-
Rezeptorblockade auf die Plasmacorticosteronkonzentration untersucht. Der Plasma-
corticosteronspiegel stieg in der Placebo-behandelten Infarktgruppe zwei Tage nach
Myokardinfarkt sehr deutlich an. Ein unmittelbarer Aldosteronantagonismus konnte
dieser Tendenz entgegensteuern, so dass der Plasmacorticosteronspiegel durch die
Eplerenonbehandlung statistisch signifikant gesenkt wurde. Entsprechend den
Untersuchungen der Monozyten/Makrophagenaktivitit, konnte dieser positive Effekt
drei Tage nach Infarkt nicht mehr nachgewiesen werden (Abbildung 17a).

Die Plasmacorticosteronspiegel wurden durch eine MR-Blockade zwei Tage nach
Myokardinfarkt signifikant reduziert. Bedeutend ist, dass zirkulierende Blutmonozyten
in einer negativen Korrelation mit der Plasmacorticosteronkonzentration stehen
(Abbildung 17b). So kam es nach einer zweitdgigen Eplerenonbehandlung an Ratten

ohne Koronarligatur zu einem verminderten Corticosteronspiegel (Placebo: 246+12;
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Eplerenon: 207+9 ng/mL; p<0.05) und einem Anstieg der zirkulierenden Monozyten
von 32% (p<0.05).

Plasmacorticosteron
(ng/mL)
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2 Tage 3 Tage

Abbildung 17a: Plasmacorticosteronspiegel zwei und drei Tage nach Myokardinfarkt. Die Spiegel
steigen unter Placebobehandlung (PLA) nach zwei Tagen an und werden durch eine sofortige
Eplerenontherapie (EPLE) signifikant gesenkt. Nach drei Tagen ist dieser positive Effekt nicht mehr zu
beobachten. Mittelwerte+SEM. 1p<0.05 vs. Placebo.
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Abbildung 17b: Verhidiltnis zwischen Plasmacorticosteron und zirkulierenden Blutmonozyten zwei
Tage nach Myokardinfarkt

3.8 Proteinexpression im Infarktgebiet

Um den Einfluss von Eplerenon auf die Zytokinexpression im heilenden Myokard zu
charakterisieren, wurden verschiedene Proteine im Infarktgebiet untersucht. Anhand der
Messungen wurde deutlich, dass eine zunehmende Monozyten- und Lymphozyten-
infiltration durch unmittelbare MR-Blockade nach Myokardinfarkt, mit einer voriiber-
gehenden Erhdhung mehrerer Zytokine verbunden war (Abbildung 18).

Die Proteinspiegel des chemotaktischen Zytokins MCP-1 wurden, verglichen mit
Placebo-behandelten Ratten, durch Eplerenon deutlich erhoht zwei Tage nach Infarkt.
Bei den Zytokinen IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10 und IL-4 kam es nach drei Tagen zu
einem statistisch signifikanten Anstieg. IL-10 war jedoch schon am zweiten Tag nach
Infarkt beachtlich erhoht. Bedeutend hingegen war die Feststellung, dass die MR-
Hemmung keine Auswirkungen auf die Zytokinspiegel sieben Tage nach
experimentellem Herzinfarkt hatte. Zu diesem Zeitpunkt war kein nennenswerter
Unterschied zwischen der Placebogruppe und den mit Eplerenon behandelten Tieren

mehr vorhanden.
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Abbildung 18: Zytokinexpression im Infarktgebiet zwei, drei und sieben Tage nach Myokardinfarkt.
Durch unmittelbare MR-Blockade mit Eplerenon (EPLE) kommt es zu einem voriibergehenden Anstieg
mehrerer Zytokine im heilenden Myokard, verglichen zur Placebogruppe (PLA). MCP-1 und IL-10
weisen schon nach zwei Tagen eine signifikante Zunahme auf. IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-10 und IL-4 sind
drei Tage nach Infarkt deutlich erhoht. Nach sieben Tagen ist bei beiden Studiengruppen jedoch kein
statistisch signifikanter Unterschied mehr zu beobachten. Mittewerte+SEM. 1p<0.05 vs. Placebo.
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3.9 Neovaskularisation im linken Ventrikel

Um die Auswirkungen einer frithzeitigen MR-Blockade auf die GefidBneubildung zu
untersuchen, wurden fiir CD31 und das a-Aktin der glatten Muskulatur immun-
histochemische Fiarbungen durchgefiihrt. CD31, auch bekannt als PECAM-1 (Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1), ist ein 130 kDa schweres integrales Membran-
protein, das wesentlich auf der Oberfliche von reifen und noch nicht ausgereiften
Endothelzellen exprimiert wird. Die Fiarbungen zeigten unter Eplerenontherapie einer-
seits eine erhohte Kapillardichte in der Narbe sowie Periinfarktregion, andererseits eine
massive Vermehrung an ausgeweiteten, diinnwandigen und perizytenarmen Gefil3-
strukturen sieben Tage nach Myokardinfarkt. Den kleinlumigen Kapillaren im
heilenden Myokard fehlte vorerst eine Schicht aus glatter Muskulatur, die sich jedoch
bei Entstehung der Infarktnarbe um viele Gefdlle zur Stabilisation bildete. In diesen
diinnwandigen vaskuldren Strukturen konnte a-Aktin der glatten Muskulatur gefunden
werden. Gefdlle ohne Muskelschicht bildeten sich hingegen zuriick. Diese Erkenntnisse
verdeutlichen, dass ein unmittelbarer Behandlungsbeginn nach Infarkt mit dem
selektiven Aldosteronantagonisten Eplerenon die Neovaskularisation im heilenden
Myokard betrédchtlich verbessert. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 19 a-c, im
Vergleich zu den Beobachtungen an Placebo-behandelten Tieren, eindriicklich

dargestellt.
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Abbildung 19a: Neovaskularisation im heilenden Myokard sieben Tage nach Myokardinfarkt. Die
immunhistochemischen Firbungen fiir CD31 und a-Aktin zeigen eine erhohte Kapillardichte und eine
hohere Anzahl an muskelbeschichteten Gefafen unter sofortiger Eplerenontherapie, im Vergleich zu einer
Placebobehandlung (roter Balken: 50 um; schwarzer Balken: 10 pm).

Placebo

Eplerenon

CD31, a-Aktin (glatte Muskulatur)

Abbildung 19b: Gesteigerte Neovaskularisation nach MR-Blockade. Die doppelte immunhisto-
chemische Féarbung zeigt die mit Muskulatur ummantelten Gefde, CD31 (braun) und a-Aktin der glatten
Muskulatur (griin).
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Abbildung 19c: Anzahl muskelbeschichteter Gefifle und Kapillardichte sieben Tage nach Myokard-
infarkt. Im Vergleich zur Placebobehandlung (PLA) kommt es unter sofortiger Eplerenontherapie (EPLE)
zu einer deutlichen Vermehrung ummantelter Gefifle und einer erhohten Kapillardichte in der Peri-
infarktregion sowie der Narbe. Mittelwerte=SEM. {p<0.05 vs. Placebo.

3.10 Linksventrikulires Kollagen

Die Mikroarray-Analyse der ganzen RNA, die drei und sieben Tage nach Myokard-
infarkt aus dem gesamten infarzierten Bereich isoliert wurde, zeigte keinerlei
Auswirkung einer MR-Blockade auf die Expression von Genen, die beim Kollagen-
umsatz beteiligt sind. Die Expression von Kollagen, TGF-3, MMP und TIMP war schon
drei Tage nach Infarkt erhoht und nach sieben Tagen noch wesentlich stirker gegeniiber
den scheinoperierten Tieren. Placebo- und Eplerenon-behandelte Ratten zeigten eine
vergleichbare Erhohung der Genexpression, ebenso was den Zeitverlauf betrifft
(Abbildung 20a).

Genauso fand man den gleichen Kollagengehalt im Infarktgebiet von Placebo- und

Eplerenon-behandelten Tieren sieben Tage nach Infarkt (Abbildung 20b).
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Die proteolytische Aktivitdat der Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und MMP-9, sowie
deren Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 wurden mittels Zymographie und reverser
Zymographie ermittelt. Was die Aktivitdt dieser Enzyme im Infarktgebiet sowie das
Verhiltnis MMP-9/TIMP-1 und MMP-2/TIMP-2 betrifft, war kein signifikanter
Unterschied zwischen der Placebo- und Eplerenongruppe nach zwei, drei und sieben
Tagen zu beobachten. Am siebten Behandlungstag beobachtete man ein Minimum von
MMP-9/TIMP-1 und ein Maximum des Verhiltnisses MMP-2/TIMP-2 (Abbildung 20c
und d).

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine unmittelbare Eplerenonbehandlung keinen

Einfluss auf den Kollagenumsatz im Infarktgebiet hat.
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Abbildung 20a: Clusteranalyse der gesamten RNA der Infarktregion drei und sieben Tage nach
Myokardinfarkt (MI). Eine sofortige Eplerenontherapie (EPLE) wirkt sich nicht auf die Expression von
Genen aus, die beim Kollagenumsatz beteiligt sind. Diese ist schon nach drei Tagen gegeniiber den
scheinoperierten Tieren (Sham) deutlich erhoht. Placebo- und Eplerenon-behandelte Tiere waren
vergleichbar in Bezug auf Genexpression und Zeitverlauf.
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Abbildung 20b: Kollagengehalt im Infarktgebiet sicben Tage nach Myokardinfarkt. Der Kollagenanteil
ist bei den herzinsuffizienten Tieren deutlich erhoht. Zwischen der Eplerenongruppe (EPLE) und den
Placebo-behandelten Tieren (PLA) gibt es jedoch keinen Unterschied in Bezug auf die Kollagenmenge
(ug/mg Gewebe) im infarzierten Myokard. Mittelwerte+SEM.

e TACtIV MMP-2

Abbildung 20c: Zymogramm und reverses Zymogramm zwei, drei und sieben Tage nach
Myokardinfarkt.
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Abbildung 20d: Verdinderungen der MMP/TIMP-Aktivitit zwei, drei und sieben Tage nach Myokard-
infarkt. Die am Gewebeumbau beteiligten Enzyme sowie deren Verhiltnis waren unter Placebo- und
Eplerenontherapie gleichermaB3en erhoht wobei das Verhiltnis MMP-9/TIMP-1 einen Hochstwert drei
Tage, das Verhéltnis MMP-2/TIMP-2 sieben Tage nach Infarkt aufweist. Mittelwerte=SEM.
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4. Diskussion

Ziel dieser Studie war es festzustellen, welche Auswirkungen eine selektive
Mineralkortikoid-Rezeptorblockade mit Eplerenon, die unmittelbar nach Myokard-
infarkt begonnen wurde, auf die frithe Infarktheilung und das kardiale Remodeling bei
Ratten hat. Die vorliegenden Untersuchungen veranschaulichen, dass eine akute MR-
Blockade nach Myokardinfarkt zu einer beschleunigten Makrophageninfiltration und
einer voriibergehenden Erhohung heilungsfordernder Zytokine und Faktor XIIIa im
verletzten Myokard gefiihrt hat. Daraus resultierte eine gesteigerte Neovaskularisation

sowie eine Reduktion der frithen LV Dilatation und Dysfunktion.

4.1 Tiermodell der Herzinsuffizienz

Das in dieser Studie verwendete Tiermodell der Herzinsuffizienz bei Ratten zé@hlt zu
den am besten charakterisierten Modellen, die es erlauben, die Veridnderungen und
Pathomechanismen nach experimentellem Myokardinfarkt bis hin zur chronischen
Herzinsuffizienz zu erforschen und aufgrund dieses Wissens neue Therapieansitze zu
entwickeln (58,101). Der Myokardinfarkt fiihrt zum Untergang von kontraktilem
Gewebe innerhalb der ersten Stunden nach Koronarokklusion und resultiert in einer LV
Dysfunktion, wodurch das Herz nicht mehr in der Lage ist eine adédquate
Auswurfleistung zu erzielen. Im Akutstadium versucht der Organismus durch die
Aktivierung neurohumoraler Systeme der kardiovaskuldren Dysfunktion entgegenzu-
steuern. Dazu zédhlen unter anderem die Stimulierung des Sympathikus und des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems, die durch Vasokonstriktion und Volumenretention
einen Kompensationsmechanismus darstellen (45). Mit zunehmender Herzinsuffizienz
kommt es zu Funktionsinderungen und ventrikelmorphologischen Umbauprozessen,
dem sogenannten kardialen Remodeling. Dabei wird im Bereich der Myokardnarbe eine
progrediente Ausdiinnung und Expansion beobachtet, wéhrend das initial nicht
betroffene vitale Myokard mit einer kompensatorischen Hypertrophie und sekundéren

Dilatation reagiert (4,109).
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Diese fiir die Progression der Herzinsuffizienz verantwortlichen Prozesse sind bei
Mensch und Tier sehr dhnlich und lassen sich daher gut vergleichen, weshalb dieses
Modell in der medizinischen und pharmakologischen Forschung schon hiufig
Anwendung fand (50,101).

In die vorliegende Studie wurden nur Tiere mit einer InfarktgroBe tiiber 40%
eingeschlossen, da sich erst ab diesem Umfang Zeichen einer kardialen Dysfunktion mit

zunehmender Herzinsuffizienz beobachten lassen (101,110).

4.2 Infarktexpansion, linksventrikulére Dilatation und Funktion

Die Studie demonstriert, dass eine unmittelbare MR-Blockade nach Myokardinfarkt den
Wundheilungsprozess beschleunigt, indem sie zu einer verminderten Infarktexpansion
und einer Verbesserung der linksventrikuldren Dilatation und Funktion nach sieben
Tagen fiihrt. Die progrediente Ausdiinnung und Erweiterung des Infarktabschnitts ist
ein Ereignis der ersten Tage nach Myokardinfarkt (109). Daher wurde mit der
Eplerenonbehandlung sofort nach Koronarligatur begonnen, um einen Einfluss auf die
zugrunde liegenden Parameter zu haben. Eine Dilatation und Hypertrophie des
iiberlebenden Myokards tritt parallel zu diesem Ereignis auf und besteht iiber die Dauer
der Infarktexpansion hinaus (109).

Die verbesserte Infarktheilung und verminderte Infarktexpansion senkt die
Wandspannung und verhindert die progrediente Infarktausdehnung genauso wie den
Umbau in nichtinfarzierten Bereichen des Myokards. Eine Verringerung der
frithzeitigen Dilatation durch die MR-Blockade verbessert ebenso die ventrikulédre
Fortleitung und vermindert lebensbedrohliche Herzrhythmusstorungen (113). Diese
Mechanismen scheinen vorwiegend innerhalb der ersten drei Tage nach Infarkt wirksam
zu sein, da Eplerenon die Infarktausdehnung nicht wesentlich verhindern konnte, wenn

erst drei Tage nach Koronarligatur mit der Behandlung begonnen wurde.
Die Wirkungen von MR inhibierenden Therapien sind offensichtlich stark von der Wahl

des richtigen Zeitpunkts, beziiglich den pathophysiologischen Stadien der
Infarktheilung, abhidngig. Der MR-Antagonismus verbesserte nicht die Infarkt-
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ausdehnung, als er 24 Stunden nach Infarkt begonnen wurde (35). Da die hochsten
Plasmaaldosteronspiegel 24 Stunden nach Myokardinfarkt beobachtet wurden, kann
eine sofortige Blockade der Mineralkortikoid-Rezeptoren nach Infarkt wirkungsvoller
sein. Der neueste Beweis, dass hohe Plasmaaldosteronspiegel als Ausloser eines akuten
ST-Hebungsinfarkts frithzeitig und spédt mit einem ungiinstigen klinischen Ergebnis
verbunden sind — dazu gehoren Mortalitdt, Herzstillstand, lebensbedrohende
ventrikuldre Arrhythmien und kongestive Herzinsuffizienz (13,25) — belegt diese

Hypothese.

4.3 Hiamodynamik

Nach Myokardinfarkt kommt es zu einem Anstieg des LV enddiastolischen Drucks, ein
Mal fiir die Compliance des linken Ventrikels (73), sowie des Drucks im rechten
Vorhof. AuBlerdem zu einer Abnahme des LV systolischen Drucks und der maximalen
Druckanstiegs- bzw. Druckabfallsgeschwindigkeit (19). Diese hidmodynamischen
Verdnderungen bestitigen auch die erhobenen Daten der vorliegenden Arbeit und
deuten auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz hin. Durch die Therapie mit
Eplerenon konnte eine deutliche Reduzierung des LVEDP sowie des RAP erreicht
werden. Dieses Untersuchungsergebnis spricht fiir eine effektive Verbesserung der
kardialen Dysfunktion durch Eplerenon gegeniiber einer Placebobehandlung. Eine drei
Tage nach Infarkt begonnene Behandlung hingegen reduzierte den linksventrikuldren
Fiillungsdruck nach sieben Tagen nur geringfiigig, verglichen mit Placebo. Die dP/dty,ax
bzw. dP/dt.;, stellen Parameter fiir die Kontraktilitit und Relaxationsfihigkeit des
Herzens dar (93). Eplerenon fiihrte zu einer signifikanten Zunahme beider Werte und
hatte somit einen positiven Einfluss auf die linksventrikuldre Funktionsstorung.
Demzufolge kam es nach einem spiteren Behandlungsbeginn auch zu keiner
betrachtlichen Verbesserung der frithen LV Dysfunktion gegeniiber den mit Placebo
behandelten Tieren.

Im Rahmen der hdmodynamischen Messungen wurde auch die Druck-Volumen-
Beziehung mit dem Conductance-Katheter aufgezeichnet. Diese Kurven liegen dem

Frank-Starling-Mechanismus zugrunde, der durch eine giinstigere diastolische
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Vordehnung des Herzens eine bessere Auswurfleistung (Ejektionsfraktion) ermoglicht
(152). Infolge der Herzinsuffizienz kommt es zu einer Rechtsverschiebung der Druck-
Volumen-Kurven (59), was auf eine Erhohung des linksventrikuldren Volumens sowie
der Vorlast zuriickzufithren ist. In dieser Studie konnte nach experimentellem
Myokardinfarkt eine erhebliche Zunahme des linksventrikuldren endsystolischen
Volumens sowie des linksventrikuldren enddiastolischen Volumens mit einer
Rechtsverschiebung der aufgezeichneten Kurven nachgewiesen werden, was die oben
aufgefithrten Beobachtungen bestitigt. Ebenso nahm aufgrund der kardialen
Dystunktion die linksventrikulidre Ejektionsfraktion um 30% ab. Unter Behandlung mit
Eplerenon kam es zu einer deutlichen Verringerung des LVEDV und des LVESV, was
ebenfalls fiir eine verbesserte systolische Herzfunktion spricht (160). Die Gabe des
selektiven Aldosteronantagonisten beeinflusste auch die linksventrikuldre Auswurf-
leistung positiv und fiihrte zu einer effektiven Zunahme dieses Parameters.

Diese Beobachtungen an den Studientieren belegen also, dass ein Herzinfarkt zu einer
negativen Beeinflussung der Hamodynamik fiihrt, was auf eine kardiale Dysfunktion
und ein kardiales Remodeling hinweist. Durch die sofortige Gabe von Eplerenon

konnten erheblich positive frithe Effekte auf die Herzfunktion erzielt werden.

4.4 Monozyten/Makrophagen-Aktivitit und Plasmacorticosteron

Es ist bekannt, dass Makrophagen die Infarktheilung fordern, ebenso wie die
Phagozytose und den Abbau von Gewebetrimmern, die Entstehung von
Granulationsgewebe und die GefidBneubildung, und zwar durch die Freisetzung von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren (36,82,97,100). Die unmittelbare MR-Blockade
beschleunigte deutlich die Makrophageninfiltration im infarzierten Myokard zwei Tage
nach Herzinfarkt. Eine gesteigerte Makrophageneinwanderung in das Ischdmiegebiet in
der Akutphase, scheint ein wichtiger Mechanismus der MR-Blockade fiir die kardiale
Wundheilung zu sein. Dahingegen war zu beobachten, dass eine verringerte
Makrophagenansammlung im Infarktgebiet bis zwei Tage nach Infarkt durch die
Behandlung mit liposomumkapseltem Clodronat diese vorteilhaften Effekte vollig

aufhob. Um die Mechanismen zu untersuchen, die einer gesteigerten Monozyten-
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ansammlung am zweiten Tag nach Infarkt zugrunde liegen, wurde der Blick auf
mogliche Zusammenhinge zwischen den lokalen Reaktionen und humoralen
Auswirkungen der MR-Hemmung gerichtet. Heil et al. bewiesen, dass die Menge an
zirkulierenden Monozyten mit dem Ausmall der Makrophagenansammlung und der
Steigerung von kollateraler GefidB3bildung in ischimischen Geweben korreliert (62,63).
In der vorliegenden Studie kam es durch sofortigen MR-Antagonismus nach zwei
Tagen ebenso zu einer Vermehrung der zirkulierenden Monozyten im Blut im Vergleich
zu Placebo. Dariiber hinaus wurden die Plasmacorticosteronspiegel gesenkt, die in
umgekehrtem Verhiltnis zu den Blutmonozyten standen. Es konnte gezeigt werden,
dass Glukokortikoide den Entziindungsvorgang hemmen, indem sie die Anzahl der
zirkulierenden und infiltrierenden Monozyten senken, was zu einer beeintridchtigten
Wundheilung fiihrt (81,111). Eine Glukokortikoidgabe hemmt den Anstieg des
Chemokins MCP-1 in ischimischen Geweben (118), das fiir die Rekrutierung
aktivierter Monozyten sorgt und verzogert die Infarktheilung, was zu einer nachteiligen
linksventrikuldren Dilatation fiithrt (74,92). Desweiteren hemmen Glukokortikoide die
Angiogenese im heilenden Myokard, die ebenfalls als Folge des Myokardinfarkts in
Erscheinung tritt (143). Eine erhohte Cortisolkonzentration im Blut ist mit einer
schlechteren Prognose verbunden (26). Damit einhergehend konnte gezeigt werden,
dass die Cortisolausschiittung bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz wihrend der
ersten Tage nach Infarkt am groBten war (162). Somit kann die Reduktion von
Plasmacorticosteron durch selektiven MR-Antagonismus zu einer Vermehrung der
zirkulierenden und infiltrierenden Monozyten beigetragen haben, die zu einer
Beschleunigung des Heilungsprozesses fiihrten.

Um einen Einblick zu gewinnen durch welche Mechanismen Eplerenon die
Plasmacorticosteronspiegel zwei Tage nach Myokardinfarkt senkt, wurde in weiteren
Experimenten die Eplerenonwirkung bei Ratten ohne Koronarligatur untersucht. Bei
dieser Tiergruppe konnten nach einer zweitigigen Eplerenonbehandlung ebenfalls
verminderte Corticosteronspiegel nachgewiesen werden. Somit sind die Beobachtungen
reproduzierbar, die genauen zugrunde liegenden Mechanismen dafiir jedoch noch

unklar.

69



4. Diskussion

4.5 Zytokin- und Faktor XIIla-Expression im Infarktgebiet

Dariiber hinaus wurden mehr infiltrierende CD4+ T-Zellen im infarzierten Myokard
von Eplerenon-behandelten Ratten friihzeitig nach Infarkt beobachtet. Uber dieselbe
Zeitspanne war die Menge an inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zytokinen
durch die Eplerenongabe wesentlich erhoht. CD4+ T-Zellen tragen zu einer
Monozyten/Makrophagenansammlung in der ischamischen Region bei, was wiederum
die Neovaskularisation durch Zytokine und Wachstumsfaktorsekretion auslost. Miuse
mit CD4+ T-Zell-Mangel zeigten eine beeintriachtigte Makrophagenrekrutierung und
ein vermindertes Wachstum von Kollateralgefalen nach Ischdmieinduktion (144).

Die akute MR-Blockade erhohte den Anteil proinflammatorischer und anti-
inflammatorischer Zytokine im verletzten Myokard nach zwei und drei Tagen, jedoch
nicht nach sieben Tagen. Die Zytokinkaskade, die der myokardialen Ischdmie folgt,
erlaubt dem Myokard schnell auf Gewebeschidden zu reagieren und regelt die
vielfdltigen zelluldiren Vorginge, die eine Entziindung und Heilung veranlassen
(46,91,158). Eine dauerhafte Expression inflammatorischer Zytokine kann zu einer
myokardialen Schidigung und einem ungiinstigen linksventrikuliren Umbau fiihren
(91). Daher hat die kurzzeitige Zytokinexpression durch die MR-Blockade das Herz mit
einer niitzlichen anpassungsfahigen Antwort, innerhalb der ersten Tage nach
Koronarligatur, auf eine Infarktschadigung ausgestattet und das ohne unerwiinschte
schidliche Wirkungen. Die Therapie mit dem selektiven Aldosteronantagonisten
Eplerenon erhohte voriibergehend die myokardialen Konzentrationen von MCP-1,
IL-1B, TNF-a, IL-4, IL-6 und IL-10, die eine schiitzende und koordinierende Rolle fiir
den Infarkt und die Wundheilung zu spielen scheinen. MCP-1 ist ein wichtiges
chemotaktisches Zytokin, das genauso wie C5a und TGF-B1 die Ansammlung von
Monozyten und T-Lymphozyten an den Entziindungsstellen veranlasst. Es spielt in der
Stimulierung der Monozytendifferenzierung in Makrophagen eine wichtige Rolle (15).
Infarzierte Méuse mit einer Storung des MCP-1 Gens hatten eine verzogerte und
verminderte Makrophageneinwanderung, einen verzogerten Ersatz beschidigter
Kardiomyozyten mit Granulationsgewebe, und eine verminderte Myofibroblasten-

ansammlung im heilenden Infarktgebiet (36). Wohingegen eine kardiale Uberexpression
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von MCP-1 die Makrophageninfiltration, myokardiale IL-6 Sekretion und Neo-
vaskularisation stimulierte, wodurch eine linksventrikulire Dysfunktion und ein
Gewebeumbau nach Myokardinfarkt verhindert werden konnte (100). Auf der anderen
Seite zeigten Knockout-Mdiuse, bei denen die Gene fiir TNF- Rezeptor 1 und 2
ausgeschaltet wurden, ein wesentlich groBeres Infarktausmall, eine vermehrte
Myozytenapoptose und ein verschlimmertes kardiales Remodeling nach Herzinfarkt
(78). Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass eine Anti-IL-1B-Behandlung frithzeitig
nach Infarkt zu einer schwécheren Wundheilung und verzogerten Kollagenablagerung
fiihrt (67). IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, das beim Wachstum und der
Differenzierung von T-Lymphozyten beteiligt ist. Miuse mit IL-6-Mangel weisen eine
beeintrachtigte kutane Wundheilung auf, was darauf hindeutet, dass IL-6 fiir die
Gewebereparatur eine wichtige Rolle zukommt (51). Frangogiannis et al. wiesen eine
merkliche Induktion von IL-10 nach, die einer Myokardischimie folgt (47). Dieses
entziindungshemmende Zytokin ist iiberwiegend in Lymphozyten lokalisiert, die das
reperfundierte Myokard infiltrieren. Dies ldsst auf eine Rolle von Lymphozyten-
abstammendem IL-10 bei der Modulierung von Narbenbildung und -festigung
schlieBen. Auf der anderen Seite fiihrte eine genetische Defizienz von IL-10 (172) zu
einer erhohten neutrophilen Infiltration und myokardialen Nekrose nach
Ischidmie/Reperfusion. Schlieflich kam es infolge der Eplerenontherapie zu einer
voriibergehenden signifikanten Zunahme dieser Zytokine, die fiir eine Heilung des
verletzten Myokards sorgten.

Zytokine sorgen jedoch nicht nur fiir das erforderliche Milieu fiir eine Monozyten- und
T-Zell-Rekrutierung, sondern auch fiir deren Aktivierung im Bereich der Schidigung
(106). Monozyten konnen sich zu klassischen oder alternativ aktivierten Makrophagen
entwickeln (55). IL-4, ein anti-inflammatorisches Zytokin, induziert eine alternative
Aktivierung von Makrophagen, die eine merkliche Erhchung der Faktor XIlla-
Expression zur Folge hat (159). Nach MR-Blockade mit Eplerenon kam es zu einer
Erhohung der IL-4 Proteinspiegel und zu deutlich mehr Faktor XIlla-positiven
Makrophagen im heilenden Myokard. Die Behandlung mit liposomumkapseltem
Clodronat verhinderte eine Monozyteneinwanderung in das Infarktgebiet und hob
begleitend die Expression von Faktor XIlla auf. Dies deutet darauf hin, dass

Makrophagen die lokale Quelle von Faktor XlIIla darstellen. Der Gerinnungsfaktor
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spielt eine wichtige pleiotrope Rolle in der Wundheilung, Gewebereparatur und
Angiogenese (31,32). Die Erhdhung der Faktor XIlla-Konzentration durch Eplerenon
tragt wahrscheinlich zu einer verbesserten Infarktheilung und gesteigerten Gefil3-
neubildung bei. Méuse mit Faktor XIII-Mangel leiden unter einer vermehrten
Herzruptur, Infarktausdehnung, schlechteren Wundheilung und verstirktem kardialen
Remodeling (102), was wiederum die Wichtigkeit von Faktor XIII in der myokardialen
Infarktheilung betont.

4.6 Neovaskularisation im linken Ventrikel

Eine friihzeitige Neovaskularisation nach Myokardinfarkt ist entscheidend fiir die
Heilung und Reparatur des Herzens (40,46,75,91,158). Somit trigt eine Erhohung des
Faktors XlIlIla durch die MR-Blockade voraussichtlich zu einer gesteigerten Angio-
genese bei und dadurch zu einer Verbesserung der Infarktheilung.

In der vorliegenden Studie hatte eine frithzeitige MR-Blockade mit Eplerenon positive
Auswirkungen auf die Gefdneubildung. Dieser Gewinn fiir die Infarktheilung konnte
anhand einer erhohten Kapillardichte in der Periinfarktregion und Narbe, und einer
massiven Vermehrung an groBlumigen Kapillaren sieben Tage nach Myokardinfarkt

belegt werden.

4.7 Kollagenumsatz in der Narbe

Die Auswirkungen des Myokardinfarkts sowie einer selektiven Rezeptorblockade mit
Eplerenon auf den Kollagengehalt im infarzierten Herzmuskel wurden nach sieben
Tagen untersucht. Gene, die im Kollagenumsatz beteiligt sind wie Kollagen, MMP,
TIMP und TGF-B waren schon nach drei Tagen erhoht, jedoch am siebten Tag noch
wesentlich weiter angestiegen. Beide Versuchsgruppen (Placebo und Eplerenon) zeigten
einen vergleichbaren Anstieg und auch Zeitverlauf.

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind proteolytische Enzyme, die verschiedene

Komponenten der Extrazellulirmatrix abbauen. Sie haben direkt oder indirekt Einfluss
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auf lonenkanile im Endothel und der glatten GefdBmuskulatur sowie auf andere
Mechanismen der vaskuldren Relaxation bzw. Kontraktion (120). Ein Umbau der
Extrazellularmatrix  trdgt mitunter zum Fortschreiten des linksventrikuldren
Remodelings bei. Eine Aktivierung von MMPs wird bei systolischer Dysfunktion
beobachtet (104). Thre Zunahme fiihrt zu einer vermehrten Bildung von wenig
strukturiertem fibrotischen Gewebe im Myokard und tragt zur Entwicklung einer
fortschreitenden ventrikuldren Dilatation sowie Dysfunktion bei (44). Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass eine Hemmung der MMPs eine friihzeitige links-
ventrikuldre Dilatation in Mausen nach Myokardinfarkt verhindern kann. Auferdem
weisen infarzierte Miuse mit einem MMP-9-Mangel eine verminderte Rate einer frithen
Herzruptur (65) und Dilatation auf (37,43). Endogene Gewebeinhibitoren der Metallo-
proteinasen (TIMPs) sorgen fiir eine Verminderung der zunehmenden proteolytischen
Schidigung der Extrazelluldirmatrix durch MMPs. Das Gleichgewicht zwischen MMPs
und TIMPs spielt beim vaskuldren Remodeling und der Angiogenese eine wichtige
Rolle (120). In dieser Studie wurde die Aktivitit von MMP-2 und MMP-9, der
Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2, sowie deren Verhiltnis untersucht. Die links-
ventrikuldre Dilatation war mit einer Zunahme des Verhiltnisses MMP/TIMP
assoziiert, was fiir eine reine Erhohung der MMP-Aktivitit spricht. Es wurde ein
Ungleichgewicht zwischen den MMPs und ihren Inhibitoren nachgewiesen, das zu einer
vermehrten Schidigung der Extrazellulirmatrix und einer zunehmenden Ausweitung
der infarzierten Wand fiihren kann (43). Zwischen der Placebogruppe und den mit

Eplerenon behandelten Tieren war jedoch kein signifikanter Unterschied zu beobachten.

Ein weiteres Phianomen, das zu einer kardialen Dysfunktion beitragen kann, stellt die
linksventrikuldre Fibrosierung dar. Im vitalen Restmyokard nach Herzinfarkt macht sich
eine zunehmende Versteifung des Ventrikels bemerkbar, die mit einer systolischen und
diastolischen Funktionsstorung sowie mit kardialen Rhythmusstorungen einhergeht
(18,154,165) und so zu einer Progression der Herzinsuffizienz und einem plétzlichen
Herztod beitriagt (176).

Pharmakologische Untersuchungen mit Aldosteron-Rezeptorantagonisten haben

bewiesen, dass Aldosteron eine herausragende Rolle fiir die kardiale Fibrosierung bei
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Herzinsuffizienz spielt. Aldosteron stimuliert die Kollagensynthese direkt {iiber
Mineralkortikoidrezeptoren oder indirekt iiber eine Sensibilisierung von ATI-
Rezeptoren fiir Angiotensin II (124,176) und verursacht eine perivaskuldre sowie
interstitielle Fibrose im Myokard (2,79). Daran sind jedoch noch weitere Faktoren
beteiligt wie Endothelin (3), Bradykinin (148) und Kalzium (123). Delyani et al. (35)
demonstrierten, dass eine Aldosteron-Rezeptorblockade mit Eplerenon 24 Stunden nach
Myokardinfarkt weder die reparative Kollagenablagerung in der Infarktregion
beinflusste, noch die Expansion der infarzierten Herzwand verschlechterte. Im
Gegensatz dazu reduzierte eine Aldosteron-Rezeptorblockade (fiir vier Wochen, friih
(138) oder sieben Tage (35) nach Infarkt begonnen) die reaktive Fibrosierung im
iiberlebenden Myokard von Ratten mit moderatem Herzinfarkt. In einer Studie von
Fraccarollo et al. (44) konnte eine Verbesserung des linksventrikuldren Remodelings
bei Ratten mit schwerer kardialer Dysfunktion nach ausgedehntem Herzinfarkt
festgestellt werden. Dieser giinstige Effekt wurde auf eine Reduktion der
linksventrikuldren Fibrose im nichtinfarzierten Myokard durch Eplerenon
zuriickgefiihrt. Bei Hunden mit méBiger Herzinsuffizienz berichteten Suzuki et al., dass
eine Langzeit-Monotherapie mit Eplerenon die interstitielle Fibrosierung und
Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen verringerte und die ventrikulidre Funktion
verbesserte (151). So diirften die niitzlichen Wirkungen auf die isovolumetrische
Relaxation teilweise auf einer Verminderung der Kollagenablagerung im iiberlebenden

Myokard der linken Herzkammer und der Kollagen Typ I mRNA Expression beruhen.

Hier soll angemerkt werden, dass die Untersuchungsergebnisse dieser Studie nicht im
Gegensatz zu den bisher beschriebenen anti-inflammatorischen Wirkungen einer
langfristigen MR-blockierenden Therapie stehen. Es wird nicht ausgeschlossen, dass
Aldosteron eine bedeutende Rolle bei der vaskuldren sowie myokardialen
Entziindungsentstehung iiber proinflammatorische Zytokine spielt (127). Dariiber
hinaus sollte beachtet werden, dass eine Langzeit-MR-Blockade die Expression von
Zytoskelettproteinen sowie Matrix-Metalloproteinasen normalisiert und eine
fortschreitende linksventrikuldre Dysfunktion genauso wie ein Remodeling bei
experimentell hervorgerufener Herzinsuffizienz verhindert (44,151). Unsere Studie

zeigt auf, dass die akute MR-Blockade eine inflammatorische Zellinfiltration
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beschleunigte und eine kurzzeitige Erhohung heilungsfordernder Zytokine im verletzten
Myokard frithzeitig nach Infarkt hervorrief. Dies fiihrte zu einer gesteigerten Faktor
XlIla-Expression und zu einer Verbesserung der Neovaskularisation sowie

Infarktexpansion.

4.8 Klinische Studien

Die Auswirkungen einer MR-Blockade auf die Pathomechnismen der Herzinsuffizienz,
besonders des kardialen Remodelings wurden in verschiedenen Studien an Mensch und
Tier untersucht. Zwei grofle klinische Studien bei Herzinsuffizienz-Patienten haben
gezeigt, dass die MR-Antagonisten Spironolacton und Eplerenon zusitzlich zu ACE-
Hemmern die Morbiditit und Mortalitdt verbessern (115,117). Vor allem wurde eine
Reduktion des plotzlichen Herztods beobachtet. Der Mechanismus, der fiir diesen
positiven Effekt verantwortlich ist, wurde noch nicht vollstindig geklart. Er diirfte mit
Veridnderungen der Na+/K+ Homoostase und/oder einer Hemmung der myokardialen
Fibrose verbunden sein. Kiirzlich wurde nachgewiesen, dass eine Uberexpression von
MR’s im Herz von Miusen schwere Herzrhythmusstorungen zur Folge hat, die durch
eine Rezeptorblockade vermindert werden konnten (107). Die Hemmung von
Aldosteron fand vermehrte Anwendung bei Patienten mit einer schweren
Herzinsuffizienz aufgrund systolischer linksventrikuldrer Dysfunktion. Dieser Nutzen
basierte auf den Ergebnissen der RALES-Studie (Randomized AlLdactone Evaluation
Study). Die Rolle einer Aldosteronblockade bei Patienten mit akutem Herzinfarkt wurde
durch die EPHESUS-Studie (Eplerenone Post acute myocardial infarction Heart failure
Efficacy and SUrvival Study) eindeutig herausgestellt. Beide Studien offenbarten eine
signifikante Reduktion der Mortalitét, des Hospitalisierungsrisikos und der Entstehung
kardiovaskuldrer Ereignisse durch eine Kombinationstherapie aus Spironolacton bzw.
Eplerenon und einem ACE-Hemmer oder AT;-Rezeptorblocker.

In der RALES-Studie reduzierte die zusitzliche Behandlung mit Spironolacton bei
Patienten mit NYHA-Klasse III oder IV, die schon mit einem ACE-Hemmer, Diuretika
und Digoxin therapiert wurden, die Mortalitidtsrate um 30%. AuBerdem konnte eine

signifikante Verringerung der Hospitalisierung von 35% erreicht werden (117).
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Spironolacton konnte auch durch eine Erhohung des Serumkaliumspiegels oder eine
Veridnderung der myokardialen Norepinephrin-Aufnahme den plotzlichen Herztod
verhindert haben (9). Eine weitere Studie demonstrierte, dass die Zusatztherapie mit
Spironolacton zu einer Verringerung ventrikuldrer Arrhythmien bei Patienten mit
kongestiver Herzinsuffizienz fiihrt (122). Eine Substudie von RALES weist auf eine
mogliche Verbindung zwischen den anti-fibrotischen Wirkungen des Medikaments und
der Mortalitdtsreduktion hin (175). Erhohte Serummarker fiir die Kkardiale
Kollagensynthese waren mit einem schlechten Ergebnis bei Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz assoziiert, die jedoch durch eine Spironolactontherapie vermindert

werden konnten.

Hayashi et al. (61) konnten zeigen, dass ein frither Mineralkortikoid-Antagonismus
direkt nach Revaskularisierung sinnvoll ist. Patienten mit Herzinfarkt, die unmittelbar
nach Koronarreperfusion einen Monat lang mit Spironolacton behandelt wurden,
zeigten eine signifikante Verbesserung des linksventrikuldren Remodelings zeigten. Die
Ejektionsfraktion des linken Ventrikels wurde verbessert und das enddiastolische
Volumen ebenso wie die myokardiale Kollagenbildung reduziert. Da Spironolacton
jedoch abgesehen von Mineralkortikoid-Rezeptor blockenden Eigenschaften auch eine
erhohte Affinitit zu Androgen- und Progesteronrezeptoren aufweist, kommt es unter
Behandlung zu einem Héufigkeitsanstieg von Gyndkomastie, Brustschmerzen oder

Impotenz bei Méannern bzw. Menstruationsbeschwerden bei Frauen.

Auch in der EPHESUS-Studie (115) erzielten die Patienten, die der Behandlung
frithzeitig zugefiihrt wurden (3-7 Tage), einen groBeren Gewinn als diejenigen, die
spater randomisiert wurden (7-14 Tage). Bei diesen Untersuchungen wurden iiber 6.600
Patienten mit akutem Herzinfarkt und systolischer linksventrikuldrer Dysfunktion
(Ejektionsfraktion < 40%) mit dem selektiven Aldosteronblocker Eplerenon behandelt,
zusammen mit einer Standardtherapie aus koronarer Reperfusion, Aspirin, Statinen,
B-Blocker und ACE-Hemmer oder AT;-Rezeptorblocker. Dies fiihrte zu einer 15%-igen
Gesamt-Mortalitdtssenkung (p=0.008) und einer Reduktion der kardiovaskuldren
Mortalitit um 17% (p=0.005), die hauptsdchlich einer 21%-igen Abnahme des

plotzlichen Herztods (p=0.03) zu verdanken waren. In einer Folgeanalyse konnte 30
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Tage nach Infarkt sogar eine Reduktion der Mortalitit um 31% (p=0.004) bzw. der
kardiovaskuldren Mortalitdat um 32% (p=0.003) erzielt werden (116) (Abbildung 21).
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Abbildung 21: EPHESUS-Studie, 30-Tages-Mortalitit. Eplerenon senkt die Mortalititsrate 30 Tage
nach Randomisierung bei Patienten mit kardialer Dysfunktion und Herzinsuffizienz nach akutem
Myokardinfarkt. Nach Pitt et al. (116).

Diese positiven Auswirkungen durch eine Aldosteronblockade machten sich relativ friith
bemerkbar und hielten iiber die gesamte Behandlungsperiode von 16 Monaten an. Im
Gegensatz zur vorherigen Erfahrung unter Anwendung des nichtselektiven MR-
Blockers Spironolacton, gab es hier keinen Anstieg in der Inzidenz von Sexualhormon-
vemittelten ungiinstigen Effekten. Jedoch wurden auch nachteilige Nebenwirkungen
beschrieben, die mit einer Eplerenonbehandlung einhergehen. Darunter ist vor allem
eine ernste Hyperkalidamie (> 6 mmol/l) zu nennen, die in der RALES-Population mit
1% vs. 2% (117) und in der EPHESUS-Population mit 3.9% vs. 5.5% (115) wesentlich
hiufiger auftrat. Dahingegen wurde eine starke Verringerung von ernsten
Hypokalidmien (13.1% vs. 8.4%) beit EPHESUS beobachtet, die ein ebenso grofles oder

moglicherweise noch ein groBeres Risiko bei Herzinsuffizienz-Patienten darstellen
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konnen als Hyperkalidmien. Aus epidemiologischen Daten und biologischen Studien
geht hervor, dass eine positive Kaliumbilanz viel seltener die Ursache eines
Herzstillstands darstellt als eine Kaliumarmut (80). Da die Inzidenz einer schweren
Hyperkaliamie dosisabhingig ist, kann eine iiberwachte Medikamentengabe zu einer
Héufigkeitsreduktion fithren. Bei Patienten die unter einer Niereninsuffizienz

(Kreatinin-Clearance < 30 ml/min) leiden, sollte Eplerenon vermieden werden (23).

Die Ergebnisse der EPHESUS-Studie (115,116) und der Studie von Hayashi et al. (61)
machen die frithzeitig niitzlichen Effekte einer Aldosteronblockade auf das frithe
ventrikuldire Remodeling deutlich. Sie legen nahe, dass dies eine wichtige Ergénzung
zur derzeitigen Therapie von Patienten mit akutem Myokardinfarkt sein wird. Natiirlich
muss das Risiko bzw. der Nutzen eines frithen (Tag 1) Aldosteronantagonismus bei
Patienten nach Infarkt in weiteren prospektiven randomisierten Studien untersucht
werden.

Weitere Studien werden ebenso notig sein um zu untersuchen, ob die
Aldosteronblockade auf Patienten mit frilhen Anzeichen einer systolischen
linksventrikuldren Dysfunktion beschrinkt sein sollte oder wie ACE-Hemmer und
B-Blocker bei allen Patienten mit Myokardinfarkt angewendet werden kann, ungeachtet
der Auswurfleistung des linken Ventrikels (113). Die Tatsache, dass die mittlere
Ejektionsfraktion in der Studie von Hayashi et al. (61) 46% betrug macht deutlich, dass
eine schwere systolische Dysfunktion fiir eine nutzbringende Aldosteronblockade nicht
notwendig ist. Sie sollte ebenso ungeachtet einer Reperfusion in Betracht gezogen
werden, da in der EPHESUS-Studie (115) sowohl Patienten mit als auch ohne
durchblutungsférdernde Mallnahmen von der Behandlung profitierten. Die Frage, ob es
einen Vorteil von Eplerenon im Vergleich zu Spironolacton gibt, ist ebenso ein
wichtiger Gesichtspunkt. Sollte eine verlidngerte Medikamentengabe die Aufrecht-
erhaltung der positiven Aldosteron-blockierenden Effekte auf das ventrikulédre
Remodeling und folglich auf die Morbiditdt bzw. Mortalitdt beweisen, wiirde aufgrund
der Abwesenheit von Nebenwirkungen (wie Gynidkomastie, Brustschmerzen,
Menstruationsbeschwerden) die selektive Aldosteronblockade mit Eplerenon favorisiert

werden (113). Ebenso konnte, durch die ldngere Halbwertszeit von Spironolacton, eine
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4. Diskussion

hohere Inzidenz von Hyperkalidmien im Vergleich zu Eplerenon auftreten. Bei der
diabetischen Nephropathie sorgt Eplerenon auch fiir den Schutz der Niere durch eine
Senkung der Proteinurie. Epstein et al. (39) untersuchten die Auswirkungen einer
selektiven Aldosteronblockade auf die Eiweilausscheidung bei Patienten mit Typ-2
Diabetes mellitus und Hypertonie. Nach einem halben Jahr wurde die Proteinurie um
62% durch eine Eplerenon-Monotherapie gesenkt. Eplerenon spielt dariiber hinaus eine
wichtige Rolle bei der Behandlung der essentiellen Hypertonie. Weinberger et al. (167)
bewiesen die Wirksamkeit und Sicherheit des selektiven Aldosteronantagonisten, der
fiir eine signifikante Senkung des Blutdrucks sorgte. Auch in einer weiteren Studie von
Krum et al. (77) wurde dieser positive Effekt unter zusitzlicher Gabe von ACE-
Hemmern oder AT,-Rezeptorantagonisten ersichtlich. Bei den Untersuchungen von
White et al. (171) scheint Eplerenon vergleichbar mit dem Kalziumantagonisten
Amlodipin zu sein, was die Reduktion des systolischen Blutdrucks betrifft. Schlie3lich
wurde auch in der 4E-Studie (Eplerenon, Enalapril und Eplerenon/Enalapril-
Kombination) nachgewiesen, dass Eplerenon genauso effektiv ist wie der ACE-
Hemmer Enalapril was den Riickgang einer linksventrikuldren Hypertrophie und den
systolischen sowie diastolischen Blutdruck betrifft, wobei eine Kombinationstherapie
eine additive Wirkung zeigte (114). Bisher ist der selektive Aldosteronantagonist
Eplerenon jedoch nur in den USA fiir die Behandlung der essentiellen Hypertonie
zugelassen. Aufgrund der vielen Nachweise einer giinstigen Blutdrucksenkung sollte
die Uberlegung gemacht werden, ob Eplerenon auch hierzulande nicht nur fiir die
Therapie einer Herzinsuffizienz sondern auch bei der Hypertoniebehandlung eingesetzt
werden sollte. Es gab noch keine konkreten Studien dahingehend, wie lange eine
Aldosteronblockade nach Infarkt fortgesetzt werden sollte. Pitt et al. haben angegeben,
dass es akzeptabel wire die Medikamentengabe zu beenden sobald die
Ejektionsfraktion 40% erreicht und Krankheitsanzeichen verschwinden (114). Es gibt
offensichtlich noch viele Fragen, die durch weitere klinische Untersuchungen
beantwortet werden miissen, bevor wir den vollen Nutzen aus einer MR-Blockade fiir

Patienten mit akutem Myokardinfarkt ziehen konnen.
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4. Diskussion

Die vorliegende Studie zeigt, dass die sofortige Behandlung mit einem MR-Blocker
nach Myokardinfarkt den Heilungsprozess verbessert und die Extension und Dilatation
des ischdmischen Myokardareals reduziert. Die Auswirkung einer Aldosteron-
blockierenden Therapie auf die Infarktexpansion kann teilweise die Wirksamkeit von
Eplerenon auf die Mortalitit 30 Tage nach Randomisierung bei Patienten nach akutem
Myokardinfarkt erkldaren (116). Eine fortschreitende Ausdiinnung und Erweiterung des
Infarktabschnitts (Infarktexpansion) sind Ereignisse, die sich in den ersten Tagen nach
Myokardinfarkt abspielen. Eine Verbesserung der Narbendicke verringert die
Wandspannung und verhindert die Infarktexpansion ebenso wie das Remodeling in

nichtinfarzierten Bereichen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Eplerenon die frithe Entziindungsphase nach
Infarkt positiv moduliert, indem der Aldosteronantagonist die Infarktwundheilung
beschleunigt, die Neovaskularisation anregt und zu einer wirkungsvollen Verminderung
der Infarktexpansion und friihzeitigen linksventrikuldren Dilatation fiihrt. Somit kann
eine unmittelbare selektive MR-Blockade bei Patienten mit Myokardinfarkt, neben der
Verbesserung des chronischen linksventrikuliren Remodelings, erheblich giinstige

Auswirkungen haben und sollte in entsprechenden klinischen Studien evaluiert werden.
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S. Zusammenfassung

Die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt ist bestimmt durch
neurohumorale Aktivierung und durch Umbauprozesse sowohl in der Infarktregion als
auch im iiberlebenden Myokard, dem sog. linksventrikuldren (LV) Remodeling. Eine
fortschreitende Ausdiinnung und Vergroferung des Infarktareals (Infarktexpansion)
findet in den ersten Tagen nach Myokardinfarkt statt. Eine Verbesserung der Narben-
dicke vermindert die Wandspannung und verhindert die Infarktexpansion, genauso wie
das Remodeling in nichtinfarzierten Bereichen. Schon mehrfach wurde beschrieben,
dass sich eine Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems positiv auf das
LV Remodeling auswirkt. In der EPHESUS-Studie (Eplerenone Post acute myocardial
infarction Heart failure Efficacy and SUrvival Study) fiihrte eine Mineralkortikoid-
rezeptor (MR)-Blockade mit Eplerenon, die zwischen dem 3. und 14. Tag nach Infarkt
zusitzlich zur optimalen Standardtherapie begonnen wurde, bereits 30 Tage nach
Therapiebeginn zu einer Mortalitdatssenkung von 30%.

In der vorliegenden Studie wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine MR-Blockade in
der Akutphase nach Infarkt die Heilung des infarzierten Myokards begiinstigt. Ziel
dieser Untersuchungen war es herauszufinden, ob eine sofortige MR-Blockade nach
experimentellem Myokardinfarkt giinstige Auswirkungen auf Himodynamik, Infarkt-
expansion und Neovaskularisation zeigt, mit Betonung auf zugrunde liegenden

zelluldren und molekularen Ereignissen.

Dazu wurden minnliche Wistar-Ratten sofort nach experimenteller Infarzierung durch
Koronarligatur oder Scheinoperation (Sham) mit dem selektiven MR-Antagonisten
Eplerenon (100 mg/kg/d) oder Placebo fiir zwei bis sieben Tage behandelt. Nach Ablauf
der Behandlungsdauer wurden hédmodynamische Messungen durchgefithrt und
anschliefend Blutproben sowie das Herz fiir weitere Untersuchungen entnommen. Nach
Myokardinfarkt fanden sich Zeichen einer ausgeprigten LV Dysfunktion und

Veridnderungen der Ventrikelmorphologie.
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5. Zusammenfassung

Nach sieben Tagen Eplerenontherapie konnte, im Vergleich zur Placebogruppe, eine
erheblich reduzierte Ausdiinnung und Dilatation der infarzierten Wand, eine verbesserte
LV Funktion und eine gesteigerte Gefdalneubildung im verletzten Myokard beobachtet
werden. Der MR-Antagonismus beschleunigte die Infiltration von Monozyten im
infarzierten Myokard, verbunden mit einem erhohten Spiegel von Monocyte
Chemoattractant Protein-1 sowie einem niedrigeren Plasmacorticosteronspiegel zwei
Tage nach Infarkt. Dariiber hinaus fiihrte die MR-Blockade zu einer voriibergehenden
Zunahme von Zytokinen am zweiten und dritten Tag und einer Erhohung der
Proteinexpression von Faktor XIIla im heilenden Myokard. Die immunhistochemische
Farbung zeigte mehr Faktor XIIla-positive Makrophagen nach MR-Hemmung, die bei
der Infarktheilung eine wichtige Rolle spielen. Eine Verhinderung der Makrophagen-
infiltration in die Infarktzone durch Behandlung mit Liposom-verkapseltem Clodronat
hob die Faktor XIIla-Expression und die niitzlichen Wirkungen von Eplerenon auf die

Infarktexpansion und frithe LV Dilatation nahezu auf.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich eine MR-Blockade mit Eplerenon unmittelbar nach
Myokardinfarkt sehr positiv auf die friihe Heilungsantwort im verletzten Myokard
auswirkt. Dieser Benefit wird durch eine beschleunigte Makrophageninfiltration und
eine voriibergehend erhohte Expression heilungsfordernder Zytokine und Faktor XIIIa
im infarzierten Myokard erreicht. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Neovaskularisation

sowie zu einer Reduktion der frithen LV Dilatation und Dysfunktion.
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