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1 Einleitung

Das Syndrom der chronischen Herzinsuffizienz stellt eines der haufigsten
internistischen Behandlungsanlasse dar. 1-2% der Bevdlkerung in den Industrielandern
leiden daran, bei den Uber-70-Jahrigen steigt die Pravalenz sogar auf mehr als 10%,
wahrend im Alter von 45-55 Jahren noch weniger als 1% betroffen sind [1]. Dies
bedeutet, dass in einer zunehmend &lter werdenden Gesellschaft mit weiterhin
steigenden Fallzahlen zu rechnen ist. Zusatzlich ist die Prognose von erkrankten
Patienten duRerst ungiinstig. In der Framingham-Studie beispielsweise waren nur 25%
der Manner und 38% der Frauen fiinf Jahre nach Diagnosestellung noch am Leben [2]
und auch heute, Uber ein Jahrzehnt spater, ist die Prognose mit einer jahrlichen
Mortalitatsrate von 10% noch immer nicht besser als bei vielen malignen Neoplasien
[3], obwohl bereits grofRe Fortschritte in Management und Therapie der

Herzinsuffizienz gemacht wurden [4].

1.1 Kardiales Remodeling nach Myokardinfarkt

Eine der haufigsten Ursachen, die in den westlichen Landern zur Herzinsuffizienz
fihren, ist der akute Myokardinfarkt [5]. Unter diesen pathophysiologischen
Bedingungen kommt es zu komplexen Umbauprozessen an Herz und Gefaflen sowohl
auf genexpressorischer, als auch auf molekularer, zelluldarer und interstitieller Ebene.
Die Gesamtheit dieser Umbauvorgdange am Herzen wird unter dem Begriff kardiales
Remodeling zusammengefasst [6, 7] und bringt neben mechanischen und
hamodynamischen  Veranderungen auch die  Aktivierung  verschiedener
neurohormonaler Systeme mit sich [8]. Die Veranderungen, zu denen es an den
GefaRen kommt, betreffen dabei nicht nur die glatte Muskulatur, sondern vor allem
auch das Endothel. Man spricht von endothelialer Dysfunktion [3]. Abbildung 1.1 zeigt

die Pathophysiologie des linksventrikularen Remodelings nach Myokardinfarkt.
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Abbildung 1.1: Ubersicht iiber die Vorgédnge in der frilhen und spéten Phase nach Myokardinfarkt. Durch die
Myokardschddigung kommt es zum Absinken des Schlagvolumens und zur Gewebsinflammation, was in den ersten
Tagen nach Myokardinfarkt eine Narbenbildung und Ventrikeldilatation zur Folge hat. Die Aktivierung verschiedener
neurohormonaler Systeme fiihrt liber Verdnderungen in der Genexpression langfristig zur Fibrose, Hypertrophie und
Dilatation des linken Ventrikels, auch in den gesunden Bereichen des Myokards.

In der frihen Phase nach Myokardinfarkt kommt es zur Nekrose des ischdamischen
Myokards mit Einwandern von Entziindungszellen wie Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten sowie zur Narbenbildung im Infarktgebiet. Innerhalb von Tagen bis
Wochen kann es im Rahmen von Heilungs- und Anpassungsprozessen [9] zur
Ausdehnung des Infarktgebiets auf nicht unmittelbar vom Infarkt betroffenes Myokard
mit Wandverdiinnung und Dilatation des Ventrikels kommen, was zu gefiirchteten
Komplikationen in der friihen Phase nach Myokardinfarkt fihren kann, wie z.B.
Ventrikelruptur oder Aneurysmabildung [10]. Die sich anschlieBende Phase, das , Late
Remodeling”, erstreckt sich lGber Monate und ist vor allem gekennzeichnet durch
zunehmende spharische Verformung, Fibrose und Hypertrophie des gesamten

Ventrikels tiber die Infarktzone hinaus [7]. Mehrere Faktoren spielen hierbei eine Rolle.

Durch die akute Myokardischamie kommt es zum Verlust von sich kontrahierendem




Gewebe und damit zum Pumpversagen des Herzens. Um die Systemperfusion zunachst
aufrecht zu erhalten, kommt es zur Aktivierung verschiedener neurohumoraler
Systeme. Hierzu gehort die Hochregulation des Sympathikotonus, eine verstarkte
Natrium- und Wasserretention sowie die Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS). Uber Aktivierung verschiedener Wachstumsfaktoren und
verstarkte Proteinsynthese kommt es schliellich zur Myozytenhypertrophie, die einen
Zellvolumenzuwachs von bis zu 70% zur Folge haben kann, sowie zur verstarkten
Kollagensynthese mit Fibrosierung des kardialen Interstitiums [11] und
Ventrikeldilatation. Diese kann als nichtinvasives MaR des linksventrikuldren
Remodelings angesehen werden und ist auch bei Patienten, die nach Herzinfarkt
asymptomatisch blieben, mit der Entwicklung einer chronischen Herzinsuffizienz und
vorzeitigem plotzlichen Herztod verbunden [12]. Daher ist das kardiale Remodeling

von grofSter klinischer und therapeutischer Bedeutung.

1.2 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und kar-

diales Remodeling

Registrieren die renalen Barosensoren am juxtaglomeruldren Apparat einen
Blutdruckabfall, wie es etwa durch die linksventrikulare Dysfunktion nach
Myokardinfarkt der Fall ist, kommt es reaktiv zur Erhéhung der Plasma-
Reninkonzentration und damit zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (Abbildung 1.2). Das von Renin zu Angiotensin | gespaltene Angiotensinogen
aus der Leber wird durch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) zu Angiotensin Il
umgewandelt, welches ein starker natlrlicher Vasokonstriktor ist und damit

blutdrucksteigernd wirkt. Des Weiteren inaktiviert ACE den Vasodilatator Bradykinin.

ACE-Hemmer wie Ramipril inhibieren das Angiotensin-Converting-Enzym. Lange Zeit
vermutete man daher, die positiven Effekte der ACE-Hemmer seien hauptsachlich

darin begriindet, dass die Blockade des RAAS zur Senkung des peripheren



GefaRwiderstandes und damit zur Entlastung des Herzens durch Verringerung der Vor-

und Nachlast fuhrt.
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Abbildung 1.2: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Bei Blutdruckabfall kommt es im juxtaglomeruldren
Apparat in der Niere zur vermehrten Ausschiittung von Renin. Dieses spaltet Angiotensinogen zu Angiotensin I. Das
Angiotensin-Converting-Enzym bildet aus Angiotensin | das vielféltig wirksame Angiotensin Il. Alternativ kénnen
auch Chymasen aus Mastzellen diese Reaktion katalysieren (Non-ACE). Zudem besitzt ACE die Fdhigkeit, den
Vasodilatator Bradykinin in ein inaktives Peptid zu spalten, was indirekt zur Minderung der NO-Bioverfiigbarkeit
fiihrt. Angiotensin Il wirkt an verschiedenen Rezeptoren, am besten bekannt ist bisher der AT;-Rezeptor, iiber den
auch die Ausschiittung von Aldosteron angeregt wird. Sowohl Angiotensin I, als auch Aldosteron und Bradykinin
bzw. NO vermitteln zahlreiche kompensatorische Effekte nach Myokardinfarkt, die in den Boxen am unteren Bildrand
gezeigt werden. Nach Zaman et al. [13].

Es hat sich aber in verschiedenen Studien gezeigt, dass dies nur einen geringen Teil der
Wirkweise der ACE-Hemmer ausmacht. Zudem ist mittlerweile bekannt, dass ACE nicht
nur im Plasma, sondern vor allem auch im Endothel aller BlutgefiRe und in
Kardiomyozyten vorkommt [I4] und mit seinen dort erzielten Effekten zum
linksventrikularen Remodeling nach Myokardinfarkt beitragt. Eine zentrale Rolle spielt

dabei das Angiotensin Il. Es ist mitogen bzw. verstarkt die Proteinsynthese in

Myofibroblasten und trdagt damit mafigeblich zur kardialen Fibrose bei. Zudem ist es




einer der wichtigsten Stimulationsfaktoren zur Ausbildung der Myozytenhypertrophie:
Es wird bei zunehmendem kardialen Wandstress ausgeschittet, weil es zur
Permeabilitatserhohung der Koronararterien fihrt und dadurch Wachstumsfaktoren
leichter ins myokardiale Interstitium Gbertreten konnen, stimuliert aber auch direkt die
Ausschiittung von Proliferationsfaktoren [6, 7, 14-17]. Auch die endotheliale Funktion
sowohl von kardialen als auch von peripheren Gefalen wird durch Angiotensin-II-
stimulierte Superoxidanionenbildung (siehe unten) beeintrachtigt [18]. Verschiedene
Studien haben ergeben, dass unter ACE-Hemmung das Remodeling und die Dilatation
des linken Ventrikels verhindert werden [19]. Greenberg B. et al. veroffentlichten 1995
mit der SOLVD-Studie (Studies of Left Ventricular Dysfunction) Ergebnisse, dass
Enalapril bei Patienten mit linksventrikularer Dysfunktion im Verlauf sogar zur
Riickbildung von Hypertrophie und Dilatation gefiihrt hat [20], was auch als ,reverse-
remodeling” bezeichnet wird [8]. Aufgrund der Komplexitdt der Vorgdnge beim
kardialen Remodeling und der bereits erwahnten, weiterhin hohen Mortalitdt durch
linksventrikulare Dysfunktion nach Myokardinfarkt reicht eine alleinige Therapie mit

ACE-Hemmern jedoch nicht aus.

1.3 Die Rolle von Stickstoffmonoxid (NO) im kardiovaskuldren

System

Lange war die Existenz von Stickstoffmonoxid (NO) im kardiovaskuldaren System
unbekannt. Erst in den letzten Jahrzehnten gewann man Aufschluss (iber dessen
weitreichende Bedeutung. Robert Furchgott, Ferid Murad und Louis Ignarro erhielten

dafiir 1998 den Nobelpreis flir Medizin.

Stickstoffmonoxid wird von verschiedenen NO-Synthasen im GefdaRendothel und im
sarkoplasmatischen Retikulum des Myokards produziert, von denen die konstitutiv
exprimierte endotheliale NO-Synthase, die zusatzlich auch im Sarkolemm der
Kardiomyozyten lokalisiert ist, eine kardioprotektive Rolle im Rahmen des Remodelings

einnimmt [21]. So wurde kiirzlich gezeigt, dass eine Langzeitbehandlung mit dem



eNOS-Verstarker AVE9488 nach Myokardinfarkt sowohl das linksventrikuldre
Remodeling als auch eine kontraktile Dysfunktion verhindern kann [22, 23]. Die im
Zytosol vorliegende induzierbare NOS (iNOS) dagegen wird erst durch
inflammatorische Zytokine aktiviert und konnte in bisherigen Studien noch keine
eindeutigen Ergebnisse zur Wirkung auf das Remodeling liefern [24]. Welche Rolle
spielt NO nun genau im kardiovaskularen System? NO wird von den Endothelzellen der
Gefdlle und von Kardiomyozyten gebildet. Unter physiologischen Bedingungen
reguliert NO als natirlicher Vasodilatator den GefaRtonus und die
Myozytenkontraktilitat. Zudem schiitzt es die Herzmuskelzellen vor Apoptose und
Hypertrophie [25] und hat einen antiinflammatorischen Effekt. Auf Thrombozyten
wirkt es aggregationshemmend [26]. Diese Effekte werden mit Hilfe der I6slichen
Guanylatzyklase (,soluble guanylate cyclase”, sGC), als NO-Sensor vermittelt. Die
Bindungsdomane der sGC enthdlt ein Ham-Molekill, das in zwei Redoxformen
vorliegen kann. Die reduzierte Form enthalt zweiwertiges Eisen (Fe(ll)), ist NO-sensitiv
und kann daher mit diesem reagieren. Es kommt zur Aktivierung der sGC und damit zur
Bildung des ,second messengers”“ cGMP, der die Signalwege fir die verschiedenen
eben genannten protektiven Effekte vermittelt. Unter pathologischen Bedingungen,
etwa durch oxidativen Stress, wird das Eisenion im Ham-Molekil zu dreiwertigem
Eisen (Fe(lll)) oxidiert, die sGC ist nicht mehr NO-sensitiv und die positiven Effekte
kénnen nicht mehr vermittelt werden [26]. Oxidativer Stress beschreibt das
Missverhaltnis zwischen protektiv wirkenden Antioxidantien und hochreaktiven
Sauerstoffgruppen (reactive oxygen species, ROS) im Gewebe [27]. Hierzu gehdren z.B.
Superoxidanionen (0,7), die im Zusammenhang mit linksventrikularem Remodeling
nach Herzinfarkt in erhohter Konzentration im Myokard gemessen werden kdénnen

[28].

Die bisher eingesetzten Therapeutika fihrten immer zu einer direkten Erhéhung der
NO-Bioverfiigbarkeit bzw. dadurch zur NO-abhangigen Stimulation der sGC. Nitrate
setzen direkt NO frei, was langfristig zur NO-Toleranz fiihrt und unkontrollierbare
Reaktionen von NO mit sich bringt [29]. Auch ACE-Hemmer filihren Gber die Hemmung

des Bradykinin-Abbaus und der Angiotensin-lI-Bildung zur Erhéhung der NO-



Bioverfugbarkeit (siehe Abbildung 1.2) und AVE9488 verstarkt direkt die eNOS. In allen
Fallen ist aber aufgrund der verstarkten Superoxidanionen-Produktion nach
Myokardinfarkt und bei Herzinsuffizienz mit einer Limitation des therapeutischen
Nutzens zu rechnen, da eine zunehmende NO-Produktion auch zu zunehmender

Peroxynitrit-Entstehung, eNOS-Entkopplung und sGC-Oxidation fihrt [26, 27, 30].

1.4 Ataciguat-Natrium (HMR1766) als NO-unabhangiger Akti-

vator der l6slichen Guanylatzyklase (sGC)

1994 wurden erstmals Substanzen entdeckt, die es ermoglichten, dass die sGC
unabhangig von NO, aber Ham-abhangig, cGMP synthetisiert. Diese sogenannten
,SGC-Stimulatoren”, wie z.B. das zuerst entdeckte Indazol-Derivat YC-1 [31] sind
allerdings auch wirkungslos, sobald die I6sliche Guanylatzyklase durch Reaktion mit
hochreaktiven Sauerstoffgruppen in oxidierter Form vorliegt [26]. Schindler et al.
charakterisierten daraufhin 2006 eine neue Substanzklasse der , sGC-Aktivatoren”, die
auch in der Lage ist, die NO-insensitive, oxidierte Form der sGC unabhéangig von NO
und Ham zu aktivieren und die sogar bevorzugt mit dieser Redox-Form reagiert [32].
Einer dieser Ham-unabhangigen SGC-Aktivatoren ist das das Anthranilsdure-Derivat
HMR1766, neu bezeichnet als Ataciguat(-Natrium) (siehe Abbildung 1.3). Ataciguat ist
also auch unter den Gegebenheiten des oxidativen Stresses aktiv, wo andere

Substanzen oder auch NO selbst aufgrund der sGC-Dysfunktion ineffektiv sind [33].

Bisherige Studien zeigten, dass eine Therapie mit Ataciguat bei Ratten mit Diabetes die
GefaRfunktionalitat verbesserte und durch Verhinderung einer (bermaRigen
Plattchenaggregation zur Abwendung von nachteiligen kardiovaskuldren Ereignissen
beitragen konnte [34]. Auch bei Untersuchungen mit herzinsuffizienten Ratten zeigten
sich diese positiven Effekte auf die endotheliale Funktion [35]. Nun stellt sich die Frage,
ob Ataciguat nicht nur auf die endotheliale Funktion, sondern auch auf das kardiale

Remodeling nach Myokardinfarkt Einfluss nehmen kann.



HMR1766

(a)

Cene transfer? MO donors
NOS activators?  Inhaled NO

L-arginine

Reduced sGC A I

GTP

-~ &

GMP

% Reduced haem

283 Oxidized hasm

@ Nitric oxide

Mitochandria

NADPIH oxidases
Xanthine oxidase
Uncoupled aNO3

|

—a® G — 00—

Supercxide anion

Feraxynitrite

Lipid peroxidation

Protein oxidation/nitration
Inactivation of enzymes

MMP activation

DMNA-strand break, apoptosis
PARF activation, necrosis
Decreased NO bioavailability
Impaired vasorelaxation
Increased atherogenesis

sGC stimulators ‘

sGC activators L H M R1766

Peraxynitrite?
Owidative stress

Reductases?

CD

GTP

Vasodilation
Antihypertensive effect

Inhibition of platelet aggregation

Antiremodelling effect
Anti-apoptotic effect
Anti-inflammatory effect

—

(b)

Oxidized sGC

Tissue injury

Tissue protection

Abbildung 1.3: (a) Strukturformel von HMR1766. Nach Schindler et al. [32]. (b) Zusammenhdnge zwischen NO-sGC-
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(HMR1766).

PDE = Phosphodiesterase. Nach Evgenov et al. [26].

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Wirkung einer Langzeitbehandlung (9

Wochen) mit Ataciguat-Natrium (vormals HMR1766) alleine und in Kombination mit

dem ACE-Hemmer Ramipril auf Himodynamik und linksventrikuldres Remodeling in

der Postinfarktphase bei Ratten untersucht. Die Therapie begann 10 Tage nach

experimentellem Myokardinfarkt, um speziell Aussagen Uber den Effekt auf das spate

Remodeling treffen zu kdnnen.




2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

2.1.1 Versuchstiere

Die hier behandelte Studie wurde mit erwachsenen, mannlichen Wistar-Ratten (Wistar
Rat; Charles River, Deutschland) durchgefiihrt, deren Gewicht zum Zeitpunkt der
Infarzierung zwischen 200 g und 250 g betrug. Die Tiere wurden in Kunststoffkafigen
untergebracht und waren in einem klimatisierten Tierstall mit konstanten
Umweltbedingungen einem zwdlfstiindigen Tag-Nacht-Zyklus unterworfen. Sie hatten

stets freien Zugang zu Wasser und Futter.

2.1.2 Infarzierung

Der experimentell herbeigefiihrte Myokardinfarkt bei den Tieren erfolgte durch eine

Ligatur des Ramus interventrikularis anterior (RIVA) der Arteria coronaria sinistra.

Nach Feststellung des Kérpergewichts wurden die Tiere mit Isofluran narkotisiert und
intubiert. Die kontrollierte Beatmung wurde mit einem speziellen Beatmungsgerat fir
Nagetiere (Rodent Ventilator 7025; Ugo Basile, Italien) sichergestellt. Die

Beatmungsfrequenz betrug 90/min, das Atemzugvolumen 2,5 ml.

Nach Desinfektion der linken Thoraxhalfte erfolgte die Er6ffnung der Haut mit einer
Schere. AnschlieBend wurde die Pectoralismuskulatur durchtrennt und durch lockere
Anlage einer Tabaksbeutelnaht bereits auf den spateren Wiederverschluss vorbereitet.
Der Zugang zur Thoraxhohle gelang durch Spreizung der Rippen mit Hilfe einer
Klemme. Nach Er6ffnung des Perikards wurde das Herz durch Fingerdruck auf die
laterale Brustwand aus Perikard und Brustkorb herausluxiert und der RIVA dargestellt.
An proximaler Stelle erfolgte nun die Ligatur durch Umstechen des RIVA mittels eines

5-0 Prolene Monofilfadens (Ethicon, Deutschland). AnschlieRend wurde das Herz in



den Thorax reponiert und dieser mit Hilfe der vorgelegten Tabaksbeutelnaht und

Metallklammern fir die Haut verschlossen.

Nach Beendigung des chirurgischen Eingriffs wurde die Isoflurannarkose eingestellt
und stattdessen mit Carbogen, einem Gemisch aus 95% Sauerstoff und 5%
Kohlendioxid beatmet, bis nach etwa finf bis zehn Minuten postoperativ die
Spontanatmung der Tiere ausreichend war und die Extubation durchgefiihrt werden
konnte. In den folgenden funf Stunden wurden die Ratten beobachtet und bei
Auftreten von Herz-Rhythmus-Stérungen gegebenenfalls durch hochfrequente Herz-

Druck-Massage reanimiert.

Zur Erstellung einer Kontrollgruppe mit gesundem Herzen wurden einige Tiere
scheinoperiert (Sham). Dazu wurde die Ligatur nicht vervollstandigt, sondern nur eine
lose Fadenschlinge um den RIVA gelegt. Das librige Procedere des Eingriffs war vollig

gleich.

2.1.3 Einteilung in Versuchsgruppen und Therapie

10 Tage nach Myokardinfarkt (MI) wurden die tGberlebenden Tiere randomisiert in flnf
verschiedene Behandlungsgruppen aufgeteilt (siehe Tabelle 2.1). Die Placebo-
Behandlung erfolgte mit 5% Gummi Arabicum. Auch die scheinoperierten Sham-Tiere
erhielten eine Placebo-Behandlung. Die (brigen drei Versuchsgruppen erhielten
unterschiedliche medikamentése Therapien. Der HMR-MI-Gruppe wurde aus
pharmakokinetischen Griinden zweimal taglich morgens und abends der NO-
unabhangige sGC-Aktivator Ataciguat (HMR1766) (Sanofi-Aventis, Frankfurt am Main)
in einer Dosierung von 10 mg/kg KG verabreicht. Die R-MI-Gruppe erhielt 1mg/kg KG
taglich vom ACE-Hemmer Ramipril (Sanofi-Aventis, Frankfurt am Main) und die
HMR+R-MI-Gruppe eine Kombination aus Ataciguat und Ramipril am Morgen und
zusatzlich eine HMR1766-Dosis am Abend. Alle Lésungen wurden am Morgen frisch
bereitet und den Tieren mit Hilfe einer Sonde in den Osophagus verabreicht. Die
Behandlung erfolgte (iber 9 Wochen, wobei zu Beginn jeder neuen Woche eine
Dosisanpassung durch Neubestimmung des Korpergewichts der Tiere durchgefiihrt

wurde.
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Schein-OP Myokardinfarkt (Ml)
SHAM PLA-MI HMR-MI R-MI HMR+R-MI
Placebo Placebo Ataciguat(HMR1766) Ramipril Ataciguat + Ramipril
5% Gummi | 5%Gummi 10 mg/kg KG als 1 mg/kg 10 mg/kg KG +
Arabicum Arabicum Mikrosuspension in 5% KG 1 mg/kg KG
Gummi Arabicum

Tabelle 2.1: Gruppeniibersicht und Therapieplan.

2.2 Hamodynamische Messungen

Die hamodynamischen Messungen wurden zehn Wochen nach experimentellem
Myokardinfarkt durchgefiihrt. Dazu wurden die Tiere wahrend der vorbereitenden
MalBnahmen zundchst mit Isofluran narkotisiert und anschlieBend intubiert und
beatmet. Nach Aufsuchen der rechten A. carotis wurde diese punktiert und ein
Kochsalz-gefiillter Katheter (PE 50; Portex, Kent, England) Gber das GefaR in den linken
Ventrikel vorgeschoben. Dieser war Uber einen Dreiwege-Hahn mit einem Millar
Mikromanometer (Millar Instruments, USA) und einem Druckwandler (Modell P-50;
Statham, Gould, USA) verbunden. Die Messungen des systolischen Drucks im linken
Ventrikel (LVSP), des linksventrikuldren enddiastolischen Druckes (LVEDP) und der
Druckdnderung in Abhangigkeit von der Zeit (dP/dt), die ein MaR flr die Kontraktilitat
des kardialen Muskelgewebes darstellt, erfolgten unter leichter Andsthesie und

Spontanatmung der Ratte mit oben beschriebenem Messaufbau.

Um die linksventrikularen Druck-Volumen-Beziehungen in vivo zu messen, wurde ein
Conductance-Katheter (SPR-774; Millar Instruments, USA) verwendet, der ebenfalls
Uber die PE-50-Schleuse in den linken Ventrikel eingebracht wurde, nachdem die
hdmodynamischen Messungen abgeschlossen waren. Somit konnten das
linksventrikulare endsystolische (LVESV) und enddiastolische Volumen (LVEDV)
bestimmt werden. Die Uber den Conductance-Katheter gemessenen Volumina
mussten durch Abzug des sogenannten Parallel-Volumens V, korrigiert werden, da

Strome, die durch den umgebenden Herzmuskel flieBen, falsch hohe Werte fiir das
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intraventrikuldre Blutvolumen entstehen lassen. Zur Ermittlung von V, wurden 15 bis
20 pl hypertone Kochsalzlésung in die V. jugularis injiziert. Ohne dabei signifikante
Druck- oder Volumenveranderungen herbeizuflihren, verdanderte sich dadurch die
Leitfahigkeit des Blutes im linken Ventrikel. Mit Hilfe der PVAN 2.8 Software (Millar
Instruments, USA) konnten der Wert fiir V, bestimmt und die (Ubrigen
hamodynamischen Daten berechnet werden. Die Darstellung der Druck- und Druck-
Volumen-Kurven erfolgte mittels BioBench Software (National Instruments, Austin,

Texas).

2.3 Probenentnahme und InfarktgroBenbestimmung

Nach Durchfihrung der hamodynamischen Messungen wurde das Herz des
Versuchstiers durch intraventse KCl-Injektion zum diastolischen Herzstillstand
gebracht. In eiskalter isotoner Kochsalzlésung wurden anschlieRend die Vorhofe
entfernt und der rechte vom linken Ventrikel getrennt. Das Septum verblieb am LV.
Danach wurde der LV transversal in drei Teile geteilt: Apex, mittlerer Ring und
Herzbasis (*3mm). Vom mittleren Ring wurden Gefrierschnitte zur weiteren

Untersuchung angefertigt.

Die Bestimmung der InfarktgroRe erfolgte mittels Planimetrie. Hierzu wurden die
Gefrierschnitte des mittleren Ringes in 100 um groRen Intervallen in 5-7 um dicke
Scheiben geschnitten und diese auf einen Objekttrager gebracht. Die Farbung erfolgte
mit Picriosus-Red, das zu einer dunkelroten Farbung des nekrotischen und zu einer
ockergelben Farbung des vitalen Myokards flihrt. Die Picriosus-Red-Farbung setzte sich
aus 1 g Direct Red 80 in 1 | gesattigter Picrinsdure-Losung (Fluka; Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) zusammen. Die Schnitte wurden mit Eukitt® (Fluka,; Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) eingedeckt. Zur Digitalisierung wurden die fertigen
Objekte mit einem Mikroskop (Axioskop2; Zeiss, Deutschland) 25-fach vergroRert und
mit einer Videokamera mit Videoschnittstelle (DLX-930 P; Sony, Japan) auf einen

Rechner Ubertragen. Hier erfolgten die planimetrischen Messungen mittels der
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SigmaScan Pro 5.0 Software (Jandel Scientific, USA). Zum einen wurden die
Absolutwerte fiir die epi- und endokardiale Infarktnarbenlange bestimmt, zum

anderen der linksventrikulare Gesamtumfang epi- und endokardial.

epikardiale
Narbenlinge

N\

endokardiale L
Narbenlinge V

Abbildung 2.1: Schematische Skizze eines gefdrbten Schnittes. Dunkel geférbt ist der Narbenbereich, hell geférbt das
vitale Myokard

Hieraus errechnete sich die relative GroRRe der Infarktnarbe als prozentualer Anteil des
Gesamtumfangs. Bei jedem Versuchstier ergab sich der endgiiltige Wert fir die relative

InfarktgrofRe aus dem Mittelwert aller Schnitte:

n

. 1 epikardiale Narbenldnge endokardiale Narbenldnge
rel. Infarktgrofie = — [( + ) / 2]

epikardialer Umfang;y endokardialer Umfang;y ;
i=1

Formel 2.1: Berechnung der relative Infarktgréf3e. Dabei ist n die Anzahl der vorhandenen Schnitte pro Versuchstier.
LV bedeutet ,linker Ventrikel”.

Es wurden nur Tiere mit InfarktgréBen > 40% und < 60% eingeschlossen.

2.4 Probenaufbereitung

Da die Auswirkungen des Remodelings auf das Uberlebende Myokard des linken

Ventrikels untersucht werden sollten, wurde das Narbengewebe vom (iberlebenden
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Myokard der linken Kammer abgetrennt und nur letzteres fir die weiteren Versuche

verwendet.

2.5 MyozytengrofBenbestimmung

Zur Vermessung der durchschnittlichen MyozytengroBe einer Probe von
Uberlebendem  Myokard des linken Ventrikels verwendeten wir die
Epifluoreszenzmikroskopie. Dabei war wichtig, dass die Plasmamembranen der
einzelnen Zellen als Begrenzung der zu messenden Flache und der Kern der Zelle zur
sicheren Unterscheidung zwischen Zelle und BlutgefaR oder Artefakt gut sichtbar

waren. Es wurden nur Kardiomyozyten ausgewertet, die diese Voraussetzung erfillten.

Die vom linken Ventrikel angefertigten Gefrierschnitte (5 pum) wurden langsam im
Warmeschrank bei 37 °C auf Raumtemperatur erwarmt und fir drei Minuten in reinem
Aceton (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) fixiert mit anschlieRender
Lufttrocknung fir fiinf Minuten. Vor dem Farben wurden die Proben noch dreimal in
0,01 M PBS-Puffer (P3813 PBS Puder, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
gewaschen. Zur Membrandarstellung verwendeten wir Alexa Fluor® 594 wheat germ
agglutinin (Alexa Fluor® 594 WGA, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) mit
einem Anregungs-/Emissionsmaximum bei einer Wellenldnge von etwa 591/618 nm.
Dieses liegt in gefriergetrockneter Form vor und wird mit PBS-Puffer zu einer 1 mg/ml
konzentrierten Grundlosung angesetzt und anschlieRend bei -20 °C gekihlt
aufbewahrt. Zur Darstellung des Kerns wurde der DNA-spezifische Farbstoff Hoechst
33342 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) mit einem Anregungs-
/Emissionsmaximum bei 350/461 nm verwendet. Beide Farbstoffe wurden in einem
Farbevorgang angewendet. Dazu bereiteten wir eine 4 uM L6sung aus Hoechst 33342
in PBS, die ebenfalls Alexa Fluor® 594 in einer Konzentration von 10 pg/ml enthielt. Die
Proben wurden fiir 15 Minuten mit dieser Losung Uberschichtet und anschlieRend
viermal in PBS gewaschen. Als Eindeckmittel wurde Vectashield® Mounting Medium

(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) verwendet.
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Die Objekte wurden mithilfe eines Fluoreszenzmikroskopes bei 200-facher
VergroRRerung betrachtet. Um einen reprasentativen Mittelwert fir die MyozytengréRe
einer Probe zu erhalten, wurden von jedem Schnitt Videoaufnahmen in sechs bis acht
unterschiedlichen Gesichtsfeldern gemacht, namlich jeweils drei bis vier Aufnahmen
von im epikardialen sowie endokardialen Bereich gelegenen Myokard. Uber eine
Videoschnittstelle wurden die Aufnahmen an einen Rechner lbertragen und dort mit

SigmaScan Pro 5.0 verarbeitet.

Mit Hilfe des kumulativen magnetischen Lasso-Tools der Bildbearbeitungssoftware
Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems Inc.,, California, USA) wurden die
membrandarstellenden Linien von mindestens 20 Zellen pro Aufnahme, bei denen
sowohl Membran als auch Kern deutlich sichtbar waren, aufgesucht und markiert.

Mithilfe der Software wurde die vom Lasso eingefangene Flache in Pixel ermittelt.

Die durchschnittliche MyozytengroRe (in Pixeln) im linken Ventrikel eines Versuchstiers
errechnete sich dann lber folgende Formel, dabei ist n die Anzahl der Aufnahmen pro

Praparat:

n

— 1 Eingefangene Flache im Bild [Pixel]
AMyozyt = H ( )
1

Zahl der umrandeten Zellen
i=1

Formel 2.2: Berechnung des Mittelwerts der relativen Myozytengréfie pro Versuchstier (A Myozyt)- Dabei ist n die Zahl
der Aufnahmen pro Préparat.

2.6 Bestimmung des Kollagengehalts im iiberlebenden Myo-

kard

Der quantitative Kollagengehalt in Prozent im Uberlebenden Myokard wurde mittels
Hellfeldmikroskopie wie vorbeschrieben [22, 36] mit geringen Modifikationen
bestimmt. Dazu wurden Formalin-fixierte, mit Picrosirus-Rot gefarbte und in Paraffin

eingebettete 7 um dicke Schnitte aus dem interventrikuldren Septum unter einem
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Video Analyse System bestehend aus einem Mikroskop mit 10x Objektiv (Axioskop2;
Zeiss, Deutschland), einer CCD Video Kamera (DLX-930 P; Sony, Japan), und
verarbeitender Software (Sigma Scan Pro 5.0, Jandel Scientific, USA) zunachst durch
einen rot absorbierenden Blaufilter (Schott BG23 3.0, Itos) aufgenommen. Die rote
Farbe der gefarbten Kollagenfasern wird hierdurch gefiltert und die Fasern erscheinen
dunkel im Vergleich zu den hellen Myozyten. Der identische Bildausschnitt wurde
dann nochmals im polarisierten Licht eingelesen (hier stellen sich die Kollagenfasern
hell und das restliche Gewebe dunkel dar) und die Helligkeitswerte der einzelnen Pixel
digital subtrahiert. Alle Bildpunkte mit einem Graustufenwert groRRer 0 (entspricht dem
Code fiir schwarz) oder gleich 1 (entspricht weil}) reprasentieren so Kollagen [36].
Nach einer Binarumwandlung (Alle Graustufenwerte groRer 0 werden auf 1 gesetzt)
erscheint das Bild schwarzwei, wobei weiBe Areale Kollagen darstellen. So konnte
schlieBlich der Kollagengehalt mittels Scion Image for Windows Version Beta 4.0.2
(Scion Cooperation, Maryland, USA) quantifiziert werden, wobei Kollagen als der Anteil
der weillen Pixel erfasst wurde. Der Kollagengehalt in Prozent wurde aus jeweils drei

zufallig ausgewadhlten Bereichen des Septums berechnet und gemittelt.

2.7 Biochemische Messungen

2.7.1 Messung der myokardialen und mitochondrialen Superoxid-
anionenproduktion

Zur Bestimmung und Quantifizierung der Superoxidanionenmenge in intaktem
myokardialen Gewebe arbeiteten wir mit Hydroethidin (HE), welches mit O,” zu einem
spezifischen Produkt, nimlich 2-Hydroxyethidium (2-OHE®) reagiert. Andere ROS
(reactive oxygen species) wie z.B. OH, H,0, und Peroxynitrit (ONOO’) dagegen
reagieren mit HE zu Ethidium (E*). Dieses bildet sich auch bei der Reaktion von HE mit
Licht z.B. wahrend der Probenaufbereitung [37, 38]. Die folgende Grafik zeigt die
Strukturformeln von HE, E" und 2-OHE* (Abbildung 2.2).
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HL Hy

Hydroethidine (HE) Ethidium (E*) 2-Hydroxyethidium (2-OH-E*)

Abbildung 2.2: Strukturformeln von Hydroethidin, Ethidium und Hydroxyethidium. Nach Zhao et al. [39].

Zur Quantifizierung der Superoxidanionenmenge in isolierten Mitochondrien
verwendeten wir anstatt Hydroethidin das Mitochondrien-selektive Mito-HE

(MitoSOX™ Red, M36008, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).

Um die Menge an gebildetem 2-OHE® und E* bzw. Mito-2-OHE" und Mito-E* zu
quantifizieren, verwendeten wir die HPLC-EC-Methode (High Performance Liquid
Chromatography with Electrochemical Detection), die sich gegentiber der Bestimmung
mittels Fluoreszenz durch hohe Sensitivitat, gute Reproduzierbarkeit und schnelle

Durchflihrbarkeit nicht nur unmittelbar nach Probenbereitung auszeichnet [39, 40].

2.7.1.1 Aufbereitung der Proben fiir die HPLC-EC aus intaktem Myokard

30 mg vom Uberlebenden Myokard des linken Ventrikels wurden in eiskaltem Krebs-
HEPES Puffer (Sigma Aldrich) fein gemahlen und dann mit 10 uM Hydroethidin (HE,
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in Krebs-HEPES Puffer fir 20 min. bei 37 °C
inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die Suspension sofort auf Eis gekihlt, um die
weitere Reaktion zu unterbrechen, in Krebs-HEPES Puffer gewaschen, zentrifugiert und
in 100 pl kaltes Methanol gegeben, in welchem zusatzlich 3,4-Dihydroxycinnaminsaure
(Sigma Aldrich) in einer Konzentration von 5 nM als interner Standard gel6st war.
Dieses Gemisch wurde homogenisiert und anschlieRend bei 10000g fiir 10 min.
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert, nochmals filtriert und mittels HPLC-EC

gemessen.
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2.7.1.2 Aufbereitung der Proben fiir die HPLC-EC aus isolierten Mitochondrien

Die Mitochondrien wurden zundchst aus dem Gewebe des linken Ventrikels isoliert mit
Hilfe des Qproteome Mitochondria Isolation Kits (QIAGEN, Hilden, Deutschland).
AnschlieBend wurden sie in Krebs-HEPES Puffer mit 10 uM Mito-HE (MitoSOX™ Red,
M36008, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) fir 20 min. bei 37 °C inkubiert und
nachfolgend bei 6000g flir 10 min. zentrifugiert. Nach dem Waschen mit Krebs-HEPES
Puffer und erneutem Zentrifugieren bei gleichen Einstellungen fir 10 min. erfolgte die
Homogenisierung in 80 pl kaltem Methanol mit 5 nM 3,4-Dihydroxycinnaminsaure.
Durch Zentrifugieren fiir 10 min. bei 10000g gewann man schlieRlich den Uberstand,

der zur Analyse mittels HPLC-EC verwendet wurde.

2.7.1.3 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung des Proteingehalts aller so aufbereiteten Proben wurde das nach
Zentrifugieren zurlickbleibende Pellet mit 1 M NaOH uber 48 Stunden verdaut und
anschlieRend bei 14000 Umdrehungen fiir 4 min. zentrifugiert. Aus dem Uberstand
wurde dann die Proteinmenge mittels Bradford Protein Assay (Bio-Rad Protein Assay,
Bio-Rad) bei 595 nm gegen einen Standard aus lyophilisiertem Rinder-IgG (Protein

Standard I, Bio-Rad) photometrisch (Ultrospec 3100 Pro, Amersham) bestimmt.

2.7.1.4 Electrochemische High Performance Liquid Chromatography (HPLC-EC)

Die Chromatographie wurde mit einer Synergi 4u Polar-RP (Reverse Phase) 8A,
250x460 mm Saule (00G-4336-E0, Phenomenex) durchgefiihrt. Die Elution erfolgte
isokratisch, also ohne Veranderung der mobilen Phase. Die Herstellung der mobilen
Phase erfolgte aus Octansulfonsdure (100 uM) und NaH,PO, (50 mM), versetzt mit
35 % Acetonitirl (v/v) zur Auftrennung von HE, 2-OHE" und E* bzw. 40% Acetonitril zur
Trennung von Mito-HE, Mito-2-OHE" und Mito-E*. Der pH-Wert der Lésung wurde mit
Hilfe von 85 % Phosphorsaure (w/v) auf 2,7 eingestellt. Vor Nutzung wurde die mobile
Phase filtriert (0,45 um Filter, Millipore) und vakuumentgast, um unruhige Basislinien
und Druckschwankungen zu vermeiden. Die mobile Phase enthielt ein lonenpaar-
Reagenz, wodurch keine Gradientenseparation nétig ist, die Produkte sehr exakt

aufgetrennt werden und der gesamte Trennungsvorgang nur 20 min. dauert.
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Zur Separation war die Flussrate auf 0,9 ml/min eingestellt, die erste Elektrode der
analytischen Zelle (ESA Coulochem Il Modell 5011) wurde auf 0,00 V und die zweite auf
+0,35 V gesetzt. Die 3,4-Dihydroxycinnaminsdure diente als innerer Standard zur
guantitativen Analyse der Superoxidanionen-Produktion, in dem die Kurvenhdhen der
Oxidationsprodukte und des inneren Standards miteinander in Relation gesetzt
wurden. Dadurch lieRen sich auch Fehler korrigieren, die alle Peaks der Elutionskurve
in gleichem MalRe betreffen wirden, wie z.B. geringe Unterschiede in den
Injektionsvolumina bei der Messung oder Verdiinnungs-/Verdunstungsphdanomene bei

der Probenbereitung.

2.7.2 Western Blot

2.7.2.1 Gewinnung des Proteinlysats aus linksventrikulirem, {iberlebendem
Myokard bzw. isolierten Mitochondrien
Zunachst wurde das Gewebe des linken Ventrikels bzw. die daraus isolierten
Mitochondrien (wie in Kapitel 2.7.1.2 beschrieben) zusammen mit flissigem Stickstoff
in einem Morser pulverisiert. Zu diesem Puder wurde dann eiskalter RIPA-Puffer
(150 mmol/I NaCl, 50 mmol/I Tris-Cl, 5 mmol/l EDTA, 1 %v/v Nonidet P-40, 0,5 %w/v
Deoxycholat, 10 mmol/l NaF, 10 mmol/l Natriumpyrophosphat, 100 mmol/I
Phenylmethyl-sulfonlyfluorid, 2 ug/ml Aprotinin und 2 ug/ml Leopeptin) hinzugefigt
und diese Losung auf Eis langsam aufgetaut. Der durch Zentrifugieren bei 4 °C und
8000g liber 20 min. gewonnene Uberstand wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -

80 °C aufbewahrt.

2.7.2.2 Bestimmung des Proteingehalts
Der Proteingehalt aller so aufbereiteten Proben wurde mittels Bradford Protein Assay
bei 595 nm gegen einen Standard aus lyophilisiertem Rinder-IgG (siehe oben)

photometrisch bestimmt.
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2.7.2.3 Western Blot Analyse

Nach Bestimmung des Proteingehalts wurden die LV-Extrakte (20-30 ug Protein pro
Probe) bzw. die Proteinlysate aus isolierten Mitochondrien zunachst mit Loading-
Buffer versetzt (B7703, BioLabs, Frankfurt, Germany), bei 95 °C fir 5 min. denaturiert
und unter reduzierenden Bedingungen auf 10-prozentigem SDS-Polyacrylamid-Gel
getrennt. Danach erfolgte das Blotting auf eine PVDF-Membran (Immun-Blot® 0,2 um;

Bio-Rad) durch Elektrotransfer.

Die PVDF-Membran wurde fiir eine Stunde in Tris-gepufferter Salz-Tween Losung (TBS-
T) zusammen mit 5-prozentigem Blocking-Reagenz (Amersham, RPN2125V) inkubiert,
um alle unspezifischen Bindungsstellen fir die primaren Antikoérper zu blockieren.
Danach erfolgte die Inkubation Gber Nacht mit ebendiesen primaren Antikdrpern in

TBS-T bei 4 °C.

Am Folgetag wurden die PVDF-Membranen zundchst mit TBS-T gewaschen und
anschlieBend mit einem sekundadren Antikorper (Cell Signaling Technology, Anti-
Mouse-IgG, #7076), der mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt war, in der Verdiinnung
1:10000 fur eine Stunde inkubiert. Auf den danach noch ein weiteres Mal
gewaschenen Proben konnten die Proteinbanden schlielRlich durch Chemilumineszenz-
Assay (ECL & ECLPlus, Amersham; Entwicklermaschine: Kodak IS 440 CF) sichtbar
gemacht werden. Alle Blots wurden auf Autoradiographiefilmen (Hyperfilm™ECL,
Amersham) dokumentiert und densitometrisch ausgewertet (Scion Image for Windows

Version Beta 4.0.2, Scion Cooperation).

Als primare Antikorper wurden verwendet: gp91phox (BD Biosciences Pharmingen,
611414), UCP3 (Acris Antibodies, SP5134P), B-Actin (Cell Signaling Technology, #4967),
COXIV (Cell Signaling Technology, #4844).

Als Referenz zur Bestimmung der Molekulargewichte wurden Prestained SDS-Page
Standards (SDS-PAGE Standard, Cell Signaling Technology) sowie Precision Protein

Standards (Precision Protein Standards, Bio-Rad) verwendet.
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2.8 Microarray-Analyse

Zur Analyse wurde entweder Uberlebendes Myokard des linken Ventrikels verwendet
oder das Ventrikelseptum von Sham-operierten Tieren. Dieses Material wurde
zunachst zur Extraktion der RNA in einem Morser mit fllssigem Stickstoff fein
zerrieben. AnschlieBend wurden 50mg dieses Pulvers mit 1ml TRIzol-Reagenzlésung
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) versetzt. Die RNA wurde mit einem RNeasy
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) gereinigt und mittels UV-Spektrophotometrie
quantifiziert. Die Beurteilung der Qualitat erfolgte mit dem Bioanalyzer 2100 (Agilent,
Deutschland). Gemald den Herstellerangaben wurden die RNA-Proben in biotinylierte
cRNA umgeschrieben und mit dem GeneChip® Rat Expression Array 230 2.0
(Affimetrix) hybridisiert. Diese Arrays mit der angelagerten cRNA wurden mit
Streptavidin-Phykoerythrin-Konjugat gefarbt und vom GeneArray® Scanner (Affimetrix)
gelesen. Dieser ermittelte die Menge des emittierten Lichts bei 570nm Wellenlange.
Die anschlieRende Datenanalyse wurde unter Verwendung von R-Packages vom

Bioconductor Project durchgefiihrt.

2.9 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel + Standardfehler (mean+SEM)
angegeben. Die Priifung der Nullhypothese Hgy: ,Die Ergebnisse in den einzelnen
Gruppen sind gleich” auf Signifikanz erfolgte mittels One-Way-ANOVA. AnschlieRende
multiple Vergleiche der einzelnen Werte wurden mittels Fisher’s least significant
difference test durchgefiihrt. Ein Wahrscheinlichkeitswert von P < 0.05 fiir Howurde als
statistisch signifikant, P < 0.01 fir Hg als hochsignifikant festgelegt. Die statistische
Auswertung wurde mit Hilfe von OriginPro 8.5 (OriginLab Corp., Massachusetts, USA)

durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Globalparameter der Versuchstiere

3.1.1 Korpergewicht, InfarktgroBe und Ventrikelmorphologie
Das Korpergewicht der Tiere und die InfarktgréBen bei Tieren mit Myokardinfarkt (Ml)

waren in allen Gruppen vergleichbar (Tabelle 3.1).

Sham Placebo (MI) | HMR (M) R (M1) HMR+R (M)
n 13 17 15 18 19
MI-Size (%) - 49+1 48+1 48+1 49+1
KG (g) 463+13 452+11 458+9 45510 436+10

Tabelle 3.1: Globale Parameter der scheinoperierten Tiere (Sham) und der Tiere mit Myokardinfarkt (Ml).
Kérpergewicht (KG) in Gramm, Infarktgréfie (MI-Size) in Prozent, n = Zahl der Versuchstiere. HMR = Ataciguat
(HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und Ramipril. Ml = Myokardinfarkt. Mittelwerte +
SEM.

Abbildung 3.1 zeigt histologische Querschnitte durch den mittleren Teil des linken

Ventrikels von scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren mit Myokardinfarkt.

Sham Placebo (MI) HMR (M) R (MI) HMR + R (MI)

Abbildung 3.1: Transversalschnitte vom mittleren Ring des linken Ventrikels (Picrosirius-Rot-Fdrbung). Der rot
gefirbte Bereich stellt das Narbenareal dar, der gelbe Bereich das (iberlebende Myokard. Die Bilder représentieren
Beispiele fiir die Infarktausdehnung in den einzelnen Versuchsgruppen. HMR = Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril,
HMR + R = Kombination aus Ataciguat und Ramipril. Ml = Myokardinfarkt, Sham = scheinoperierte Tiere.

Man sieht anteriore Myokardinfarkte, die sich bis in die anterolaterale Wand

ausdehnen. Folge ist eine VergroBerung des linksventrikuldaren Ventrikel-Durchmessers
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und der linksventrikuldaren Ventrikel-Querschnittsflache. Diese Veranderungen wurden

am effektivsten durch eine Kombination aus Ataciguat und Ramipril normalisiert.

Die Masse des linken Ventrikels im Verhéltnis zum Koérpergewicht (LV/KG, siehe
Abbildung 3.2a) war bei Tieren mit Myokardinfarkt und Placebo-Therapie signifikant
hoher als bei scheinoperierten Tieren und konnte nur durch die Kombinationstherapie
hochsignifikant gesenkt werden gegentiber Placebo. Die Kombination erreichte zudem

hochsignifikant bessere Ergebnisse als jede Form der Monotherapie.

2,50 1,0 1 *
[
* *1—
. T - T *T *T
D 1,25 B 0,54
£ g -
0,00 0,0
Sham 5 VR R HMR+R, Sham P HMR R HMR+R |
.
MI mi
(a) (b)

Abbildung 3.2: Verhdltnis des Gewichts des (a) linken Ventrikels (LV) bzw. (b) rechten Ventrikels (RV) zum
Gesamtkérpergewicht (KG) in mg/g. Sham = scheinoperierte Tiere, Ml = Tiere mit Myokardinfarkt, HMR = Ataciguat
(HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und Ramipril. Ml = Myokardinfarkt. Mittelwerte +
SEM. * p<0,05 gegeniiber Sham; t p<0,01 gegeniiber Placebo (Ml), ® p<0,01 gegeniiber R (Ml), ® p<0,01
gegeniiber HMR (Ml).

Die Masse des rechten Ventrikels (RV) im Verhaltnis zum Koérpergewicht (RV/KG, siehe
Abbildung 3.2b) war bei Tieren mit Myokardinfarkt signifikant hoher als bei
scheinoperierten Tieren und konnte sowohl durch Einfachtherapien als auch durch die

Kombinationstherapie signifikant gesenkt werden gegentber Placebo.

3.1.2 Lungenfliissigkeit

Durch ventrikuldare Dysfunktion bzw. Herzinsuffizienz kann er zur vermehrten

Ansammlung von Flissigkeit in der Lunge kommen (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Fliissigkeitsmenge in der Lunge in Milligramm bei scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren nach
Mpyokardinfarkt (Ml). HMR = Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und
Ramipril. Mittelwerte + SEM. * p<0,05 gegeniiber Sham; ¥ p<0,05, T p<0,01 gegeniiber Placebo (Ml).

Die Placebogruppe zeigt signifikant erhohte Mengen an Flissigkeit in der Lunge
gegenliber Sham. Bei den Tieren mit Myokardinfarkt, die eine Therapie erhielten,
konnte die Lungenfliissigkeit gegeniiber untherapierten Tieren (Placebo) signifikant

gesenkt werden und durch Kombination aus Ataciguat und Ramipril sogar

hochsiginfikant.

3.2 Ergebnisse der hamodynamischen Messungen

3.2.1 Druckverhaltnisse im linken Ventrikel

3.2.1.1 Linksventrikuldrer systolischer Druck (LVSP)

Die Druckwerte des linken Ventrikels wahrend der Systole (LVSP, in mmHg) sind in
Abbildung 3.4 dargestellt. Der systolische Druck im linken Ventrikel war bei den Tieren
mit Myokardinfarkt in allen Gruppen signifikant geringer als bei den scheinoperierten
Tieren. Die Therapie mit HMIR1766 war der Therapie mit Ramipril signifikant Gberlegen

und zeigte tendenzielle Verbesserungen des linksventrikuldren systolischen Drucks.
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Abbildung 3.4: Linksventrikuldrer systolischer Druck in mmHg bei scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren nach
Mpyokardinfarkt (Ml). HMR = Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und
Ramipril. Mittelwerte + SEM. * p<0,05 gegeniiber Sham; %* p<0,05 gegeniiber Ramipril (Ml).

3.2.1.2 Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP)

Abbildung 3.5 zeigt die Druckwerte im linken Ventrikel am Ende der Diastole (LVEDP)

bei scheinoperierten Tieren und Tieren mit Myokardinfarkt.
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Abbildung 3.5: Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck in mmHg (Left Ventricular End-Diastolic Pressure, LVEDP).
HMR = Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und Ramipril. Ml =
Mpyokardinfarkt. Mittelwerte + SEM. * p<0,05 gegeniiber Sham; * p<0,05, t p<0,01 gegeniiber Placebo (MI),
@ p<0,01 gegeniiber R (Ml), ® p<0,01 gegeniiber HMR (Ml).
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Ratten, die nach Herzinfarkt nur Placebo erhielten, ebenso wie die Tiere, die eine
Einfachtherapie mit Ataciguat oder Ramipril bekamen, zeigten signifikant hohere
Driicke als scheinoperierte Tiere, wobei die Einfachtherapien eine signifikante
Drucksenkung gegeniiber Placebo erreichen konnten. Eine Kombinationstherapie
(Gruppe HMR+R) senkte den LVEDP so weit, dass sich die Werte aus dieser Gruppe
nicht mehr signifikant von Sham unterschieden und war damit signifikant effektiver als

die Monotherapien mit Ataciguat bzw. Ramipril.

3.2.2 Auswurfleistung des linken Ventrikels

3.2.2.1 Volumenverhiltnisse im linken Ventrikel
Abbildung 3.6 zeigt die grafische Darstellung des Volumens im linken Ventrikel am

Ende der Diastole (LVEDV, a) und am Ende der Systole (LVESV, b).

LVEDV LVESV
1200 1000
* *
: * 4 *+ !
I *t *1 *t *
~—~ 600 - —~ 500 — T
= 3
= I
!
Shaml P HMR R HMR+R ’ Sham P HMR ' R HMR+R‘
MI MI
(a) (b)

Abbildung 3.6: (a) Linksventrikuldres enddiastolisches Volumen (LVEDV) und (b) Linksventrikuldres endsystolisches
Volumen (LVESV) in ul bei scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren nach Myokardinfarkt (MI). HMR = Ataciguat
(HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und Ramipril. Mittelwerte + SEM. * p<0,05
gegeniiber Sham; 1 p<0,01 gegentiber Placebo (Ml).

In der Diastole zeigten sich bei allen Tieren mit Myokardinfarkt gegeniiber Sham
signifikant erhohte Volumina, jedoch hatten alle Tiere, die eine Therapie erhielten, ein
hochsignifikant geringeres LVEDV im Vergleich zu Placebo. Auch am Ende der Systole

zeigen sich bei Tieren mit Myokardinfarkt in allen Gruppen signifikant groRere

Volumina in der linken Kammer als bei scheinoperierten Tieren. Allerdings konnte auch
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hier das LVESV in allen Gruppen, die eine Therapie erhielten, hochsignifikant gesenkt
werden. Sowohl fir LVEDV als auch fir LVESV erreichte man mit der

Kombinationstherapie die niedrigsten Werte im Vergleich mit Placebo.

3.2.2.2 Linksventrikulare Ejektionsfraktion

Die linksventrikuldre Ejektionsfraktion (EF, Abbildung 3.7) gibt Auskunft Gber die
Forderleistung des Herzens. Diese war in allen Gruppen der Tiere nach Herzinfarkt
signifikant erniedrigt, bei Tieren aus der Placebogruppe sogar unter 40%. Die
effektivste Steigerung der EF konnte mit der Kombinationstherapie aus Ataciguat und
Ramipril erreicht werden, jedoch wurden auch in den Gruppen mit Einfachtherapie

signifikante Steigerungen gegeniber Placebo erzielt.
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Abbildung 3.7: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion in % (EF) bei scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren nach
Mpyokardinfarkt (Ml). HMR = Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und
Ramipril. Mittelwerte + SEM. * p<0,05 gegentiber Sham; ¥ p<0,05, T p<0,01 gegeniiber Placebo (Ml).

3.2.3 Kontraktilitatsindizes

3.2.3.1 Maximale linksventrikuldre Druckanstiegs- (LV dP/dt..,) und Druckabfalls-
geschwindigkeit (LV dP/dtmin)
Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit in der linken Herzkammer (LV dP/dtmay,

Abbildung 3.8a) ist bei allen Gruppen nach MI signifikant geringer als bei den
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scheinoperierten Tieren. Bei Therapie mit Ataciguat bzw. Ramipril zeigen sich
signifikant hohere Werte als bei Placebo. Die Tiere mit Kombinationstherapie zeigen
einen noch  starkeren Anstieg von  dP/dty.. Auch die maximale
Druckabfallsgeschwindigkeit im linken Ventrikel (LV dP/dtmi,, Abbildung 3.8b) ist nach
Myokardinfarkt signifikant geringer als bei den scheinoperierten Tieren. Eine Therapie
mit Ramipril brachte im Gegensatz zu den anderen Therapieoptionen keine signifikante

Besserung gegeniber Placebo.
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Abbildung 3.8: (a) Maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit in mmHg/s und (b) maximale

linksventrikuldre Druckabfallsgeschwindigkeit in 1-*mmHg/s bei scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren mit

Myokardinfarkt (Ml). HMR = Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und

Ramipril. Mittelwerte + SEM. * p<0,05 gegeniiber Sham; ¥ p<0,05, T p<0,01 gegeniiber Placebo (Ml).

3.2.3.2 Maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit bezogen auf den
momentan entwickelten Ventrikeldruck (dP/dtmax/IP, IP= Instantaneous
Pressure)

Um den Einfluss der Vorlast auszuschalten [41], wird die maximale linksventrikulare

Druckanstiegsgeschwindigkeit auf den momentan entwickelten Ventrikeldruck

bezogen (LV dP/dt,./IP, IP = instantaneous pressure, Abbildung 3.9). Von den

Monotherapien konnte Ramipril eine signifikante Besserung gegeniber Placebo

(p<0,01) erreichen. Die kombinierte Therapie mit Ataciguat und Ramipril konnte sogar

erreichen, dass sich LV dP/dtma./IP auf mit Sham vergleichbare Werte normalisiert
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(p<0,0001 gegeniiber Placebo) und zeigte damit signifikant bessere Werte als beide

Formen der Monotherapie.
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Abbildung 3.9: Maximale linksventrikulédre Druckanstiegsgeschwindikeit bezogen auf den momentan entwickelten
Ventrikeldruck in 1/s. HMR = Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und
Ramipril. MI = Myokardinfarkt. Mittelwerte + SEM. * p<0,05 gegeniiber Sham; t p<0,01 gegeniiber Placebo (Ml),
11 p<0,0001 gegeniiber Placebo (M), # p<0,01 gegeniiber R (M), ® p<0,01 gegeniiber HVIR (Ml).

3.3 Ergebnisse der MyozytengroBenbestimmung

In Abbildung 3.10a-e sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Myozyten
aus dem linken Ventrikel im Querschnitt gezeigt. Die gemessenen Werte fir die
mittlere Flache der quergeschnittenen Myozyten in den einzelnen Versuchsgruppen
wird in Abbildung 3.10f grafisch dargestellt. Der Mittelwert flr die Flache der
Myozyten bei scheinoperierten Tieren lag unter 350 um?, bei allen anderen
Versuchsgruppen signifikant dariiber. Gegeniiber Placebo konnte die Myozytengrofie
sowohl durch Ramipril als auch durch Ataciguat sichtbar gesenkt werden, mit einer
Signifikanz von p<0,05. Die Kombination aus Ramipril und HMR1766 konnte die
hypertrophischen Verdanderungen der Herzmuskelzellen sogar noch weiter

beeinflussen mit einer Signifikanz von p<0,01.
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Abbildung 3.10: Myozytengréfie bei scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren mit Myokardinfarkt (Ml). (a)-(e):
Immunhistochemisch gefédrbte Myozyten unter dem Fluoreszenzmikroskop. (f): Myozytengréfie in um? HMR
Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und Ramipril. Mittelwerte + SEM.
* p<0,05 gegeniiber Sham; ¥ p<0,05, 1 p<0,01 gegentiiber Placebo (Ml).
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3.4 Interstitielle Fibrose (Kollagenanteil im iiberlebenden

Myokard des linken Ventrikels)

Abbildung 3.11a-e zeigt den Kollagengehalt im (berlebenden Myokard des linken
Ventrikels der Tiere aus den einzelnen Versuchsgruppen nach Farbung der
histologischen Schnitte mit Picrosirius-Rot und Belichtung mit zirkular polarisiertem
Licht. Rot schimmernde Areale stellen dabei das Kollagen dar, welches im Vergleich zu
scheinoperierten Tieren (Sham) am meisten bei der Placebogruppe und am wenigsten
bei der HMR+R-Gruppe zu sehen ist. Das Diagramm in Abbildung 3.11f zeigt den durch
Binarumwandlung der Bilder ermittelten tatsachlichen prozentualen Kollagenanteil im
Gewebe. Nur die Tiere, die Placebo erhielten, zeigten einen signifikant erhdhten
Kollagenanteil im Herzmuskelgewebe. Alle anderen Gruppen, egal ob Einfach- oder
Kombinationstherapie, zeigten keine signifikanten Unterschiede im Kollagenanteil
gegenliber Sham und signifikant geringere Werte gegenilber Placebo. Die besten
Ergebnisse konnten mit der Kombination aus Ataciguat und Ramipril erzielt werden,

diese Form der Therapie war den Einfachtherapien signifikant tiberlegen.
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Abbildung 3.11: Kollagengehalt im linken Ventrikel bei scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren mit
Myokardinfarkt (Ml). (a)-(e): Dargestellt ist rétlich schimmerndes Kollagen nach Fédrbung histologischer Schnitte mit
Picrosirius-Rot und Belichtung mit zirkuldr polarisiertem Licht. (f): Prozentualen Kollagenanteil im Gewebe. HMR =
Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und Ramipril. Mittelwerte + SEM.
* p<0,05 gegeniiber Sham; 1 p<0,01 gegeniiber Placebo (Ml), 1 p<0,0001 gegeniiber Placebo (Ml), * p<0,05
gegeniiber R (Ml).
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3.5 Superoxidanionen-Produktion

Abbildung 3.12 vergleicht die linksventrikulare Superoxidanionen-Produktion bei
scheinoperierten Tieren und Tieren nach Myokardinfarkt im Giberlebenden Myokard

des linken Ventrikels (a) und den daraus isolierten Mitochondrien (b).

Kardiale O, Produktion Mitochondriale O, Produktion
(HE) (Mito-HE)
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¢
(Arbitrary units)
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Abbildung 3.12: Vergleich der Sauerstoffradikalbildung im linken Ventrikel in willkiirlichen Einheiten bei
scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren mit Myokardinfarkt (Ml). (a) Kardiale Superoxidanionen-Produktion und
(b) mitochondriale Superoxidanionen-Produktion in den Kardiomyozyten. HE = Hydroethidium. HMR = Ataciguat
(HMR1766), R = Ramipril, HMR + R = Kombination aus Ataciguat und Ramipril. Mittelwerte + SEM. * p<0,05
gegeniiber Sham; * p<0,05 gegentiiber Placebo (MI).

3.5.1 Kardiale Superoxidanionen-Produktion

Im Vergleich mit scheinoperierten Tieren war bei Tieren mit Placebobehandlung die
Menge an Superoxidanionen und damit der oxidative Stress im linksventrikuldaren
Uberlebenden Myokard am grofRten (p<0,05 gegeniiber Sham). Bei allen Tieren, die
eine medikamenttdse Therapie erhielten, konnte der oxidative Stress gegeniber
Placebo so weit gesenkt werden, dass auch keine signifikanten Unterschiede mehr

gegenlber Sham bestanden. Tendenziell senkte dabei die Kombinationstherapie aus

Ataciguat und Ramipril den oxidativen Stress am meisten.
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3.5.2 Mitochondriale Superoxidanionen-Produktion

Die Gruppe von Tieren, die die Kombinationstherapie aus Ataciguat und Ramipril
erhielt, zeigte vergleichbare O, -Werte zu denen von scheinoperierten Tieren,
nachdem gegenlber Placebo die Superoxidanionenmenge signifikant mit p<0,01
gesenkt werden konnte. Die Placebo-Gruppe hingegen wies deutlich erhéhte Werte
gegeniber Sham auf (p<0,05). Bei den Tieren, die Einzeltherapien erhielten, konnte
die Sauerstoffradikalmenge zwar auch signifikant gesenkt werden (p<0,05), trotzdem

wiesen sie aber noch bedeutsam héhere Werte auf als die scheinoperierten Tiere.

3.6 Ergebnisse der Microarray-Analyse

Abbildung 3.13 zeigt die Auswertung der Microarray-Analyse im Venn-Diagramm bei

den Tieren mit Myokardinfarkt.
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Abbildung 3.13: Venn-Diagramme zur Microarray Analyse bei Tieren mit Myokardinfarkt. Gezeigt sind die Hoch-
bzw. Herunterregulation der Genexpression durch HMR, Ramipril oder die Kombination im Vergleich zu Ratten mit
Placebomedikation. Mit fold-change (FC) wird das Verhdltnis der Genexpression in Bezug zum Grundniveau
bezeichnet.p < 0,05.
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Auf der linken Seite sieht man die Anzahl der Gene, deren Expression gegeniber
Placebo mindestens um den Faktor 1,5 erhéht war (fold change = FC > 1,5). Auf der
rechten Seite sieht man die Anzahl der Gene, deren Expression gegenliber Placebo

mindestens um den Faktor 1,5 erniedrigt war.

8 Gene wurden durch Ataciguat (HMR, blau) hochreguliert, 48 durch Ramipril (ACE,
rot). Durch die Kombinationstherapie (ACE+HMR, gelb) wurden 49 Gene hochreguliert.
7 verschiedene Gene wurden bei allen drei Therapien hochreguliert. 72 Gene wurden
in der HMR-Gruppe vermindert exprimiert, 124 in der Ramipril-Gruppe. Auch hier
finden sich nur 4 Gene, die sowohl in der HMR- als auch in der Ramipirlgruppe
herunterreguliert waren. 131 Gene fanden sich in der Gruppe mit der
Kombinationstherapie herunterreguliert. 55 Gene wurden durch alle drei Therapien
herunterreguliert. In beiden Fallen ist auffallig, dass die Zahl der Gene, die sowohl in
der HMR- als auch in der Ramipril-Gruppe beeinflusst wurden, sehr gering ist. 4 Gene
wurden in beiden Gruppen herunterreguliert, kein einziges wurde sowohl in der HMR-

als auch in der Ramipril-Gruppe heraufreguliert.

Es zeigte sich eine signifikante Regulation der Genexpression von gp91phox und UCP3

durch die Kombination aus HMR und Ramipril.

3.7 UCP3- und gp91phox-Expression

Es wurde die Proteinexpression von gp91phox (NOX2) im lberlebenden Myokard des
linken Ventrikels und von UCP3 in isolierten Mitochondrien aus dem linken Ventrikel
gemessen (Abbildung 3.14a-b). Die Expression von gp91phox war bei Tieren, die nur
eine Placebotherapie erhielten, gegenliber scheinoperierten Tieren signifikant erhéht.
In allen Gruppen, die entweder eine Therapie mit Ataciguat, Ramipril oder beidem
bekamen, konnten diese Werte signifikant so weit gesenkt werden, dass sie mit denen
der Sham-Tiere vergleichbar waren, wobei die Kombinationstherapie den Wert am
weitesten senkte. Die Expression von UCP3 dagegen war bei Placebo deutlich

gegenitber Sham reduziert. Eine signifikante Erhohung gegeniiber Placebo wurde mit
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der Kombination aus HMR1766 und Ramipril erreicht, die Einfachtherapien brachten

ebenfalls tendenzielle Verbesserungen, sodass in den Gruppen HMR, R und HMR+R die

Werte mit denen der scheinoperierten Tiere vergleichbar waren.
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Abbildung 3.14: (a) Kardiale Proteinexpression von gp91phox sowie (b) mitochondriale Expression von UCP3 bei
scheinoperierten Tieren (Sham) und Tieren mit Myokardinfarkt (Ml). HMR = Ataciguat (HMR1766), R = Ramipril,

HMR + R = Kombination aus Ataciguat und Ramipril. Ml =

Sham; # p<0,05 gegeniiber Placebo (Ml).
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4 Diskussion

Das kardiale Remodeling ist fiir die Entwicklung einer linksventrikuldaren Dysfunktion
nach Mpyokardinfarkt von groRter Bedeutung und wichtiges Ziel zahlreicher
bestehender Postinfarkttherapien [42]. So sind bereits Behandlungen etabliert, die auf
verschiedenen Ebenen eine Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems zur
Folge haben [13, 43, 44]. Aufgrund der noch immer hohen Mortalitat durch
Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt sind jedoch weitere Entwicklungen in der
Therapie erforderlich [4]. Seit einiger Zeit gewinnt der NO/sGC/cGMP-Signalweg im
Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen zunehmend an Bedeutung. NO
vermittelt durch die sGC bzw. Uber cGMP positive Effekte auf die endotheliale
Funktion und auf das kardiale Remodeling [3, 45, 46]. Bei Herzinsuffizienz ist dieser
Signalweg aufgrund verminderter Bioverfligbarkeit von NO gestort [26]. Wie bereits
beschrieben, kann Ataciguat die I6sliche Guanylatzyklase NO-unabhangig aktivieren.
Kirzlich wurden bereits positive Effekte auf die gestorte endotheliale Funktion bei
Herzinsuffizienz durch Ataciguat nachgewiesen [35]. Diese Studie analysierte erstmals,
ob eine Langzeittherapie mit Ataciguat das kardiale Remodeling bei Ratten nach
Herzinfarkt beeinflussen kann und ob eine Kombinationstherapie aus Ataciguat und
dem ACE-Hemmer Ramipril zusatzliche Effekte gegeniiber einer Monotherapie
bewirkt. Um die Phase der Heilung nach Myokardinfarkt innerhalb der ersten Tage
unbeeinflusst zu lassen [9, 42], begannen wir mit der Therapie 10 Tage nach

experimentellem Myokardinfarkt durch Koronarligatur.

Die Tiere, die nur eine Placebotherapie erhielten, wiesen einen stark dilatierten und
hypertrophierten Ventrikel auf mit deutlicher interstitieller Fibrose. Dementsprechend
defizitar zeigte sich in den hamodynamischen Messungen die Leistungsfahigkeit des
linken Ventrikels mit hohen Fillungsvolumina, geringer Auswurfleistung und
mangelnder Kontraktilitat. Ataciguat und Ramipril in Monotherapie verbesserten in

vergleichbarem Umfang die Funktion und Leistung des linken Ventrikels sowie die
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Myozytenhypertrophie und Fibrose im Rahmen des Remodelings. Zudem ergab sich
eine deutliche Minderung der kardialen Superoxidanionen-Produktion in beiden Fallen,
auch mitochondrial. Die kombinierte Gabe von Ataciguat und Ramipril brachte sogar
einen weiteren, additiven Effekt auf die Verbesserung der Ventrikelfunktion, der
Myozytenhypertrophie und Fibrose sowie der kardialen bzw. mitochondrialen

Superoxidanionen-Produktion.

4.1 Effekte von Ataciguat und Ramipril auf Himodynamik,

Ventrikelmorphologie, Hypertrophie und Fibrose

Durch die Therapie mit Ataciguat verbesserte sich die Funktion des linken Ventrikels
malgeblich im Vergleich zu Placebo. Dadurch lassen sich auch die folglich geringere
Hypertrophie des rechten Ventrikels und die mit Sham vergleichbaren Werte fiir die
Lungenflissigkeit erkldaren [47]. Die Werte waren dabei mit denen der Ramipril-
Therapie vergleichbar. Die Kontraktions- und Relaxationsfahigkeit des Ventrikels
erhdhte sich (Kontraktilitdtsindizes LV dP/dtma/IP und LV dP/dt.,;»). Dies erklért sich
unter anderem durch die Ergebnisse zu Hypertrophie, VentrikelgroRe und interstitieller
Fibrose, denn groBe Mengen an Kollagen im kardialen Gewebe erhdhen die
Ventrikelsteifigkeit und hindern die Myozyten bei ihrer Relaxation [48]. Die Myozyten
bei monotherapierten Tieren waren im Vergleich zu Placebo deutlich kleiner und es
fand sich wesentlich weniger Kollagen im Gewebe, der Durchmesser des linken
Ventrikels war geringer. Dementsprechend lieR sich der LVEDP als ein MaR des
linksventrikularen Pumpversagens signifikant durch die Therapien senken, die in
Systole und Diastole bewegten Blutvolumina waren geringer, die Ejektionsfraktion
erhoht. Eine schlechte Auswurfleistung des linken Ventrikels fuhrt zur RAAS-
Aktivierung (ber die Niere, was durch die Bildung von Angiotensin |l weiter das
Remodeling vorantreiben wiirde, einmal durch direkte Modulation verschiedener
Gene [14], aber auch durch Stimulation der NADPH-Oxidasen und konsekutiv

vermehrte ROS-Produktion [49]. Ramipril durchbricht diesen circulus vitiosus, stoppt
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dadurch erwiesenermalen das kardiale Remodeling und verbessert dadurch auch die
linksventrikulare Funktion [6, 50]. Ataciguat vermindert ebenfalls Hypertrophie,
Fibrose und den oxidativen Stress im Herzen und tragt damit gleichermallen zur
Verbesserung der Ventrikeldynamik bei, wie aus den Ergebnissen ersichtlich ist. Aber
auch durch Beeinflussung des NO/sGC/cGMP-Signalweges erhéht sich die ventrikuldre
Leistung. Eine kuirzliche Studie zum Einfluss des PDE5-Hemmers Sildenafil auf die
Ventrikelgeometrie und -funktion bei herzinsuffizienten Patienten zeigte, dass die
Erhéhung von cGMP (iber PDE5-Hemmung die Ventrikelgeometrie und —funktion
verbesserte [51]. NO vermittelt Uber die Guanylatzyklase vasodilatative, anti-
apoptotische, anti-hypertrophische Effekte und verbessert die Kontraktilitat der
Kardiomyozyten [25, 26]. Durch Superoxidanionen oxidierte sGC interagiert nicht mehr
mit NO, der Signalweg ist durchbrochen. HMR1766 dagegen aktiviert bevorzugt die
oxidierte, Ham-defizitire Form und erhoht seine Aktivitdt sogar zusatzlich in
Anwesenheit von ROS [52], sodass die positiven Effekte von NO wieder Uber die
Bildung von cGMP vermittelt werden kénnen. Ataciguat beeinflusst damit indirekt die
Menge an NO-sensitiver, reduzierter sGC Uber Minderung der oxidierenden
Substanzen im Gewebe und direkt die Aktivitdat der oxidierten, NO-insensitiven

Guanylatzyklase.

4.2 Additive Effekte der Kombinationstherapie

Ataciguat und Ramipril beeinflussen ganz verschiedene neurohumorale Systeme, die
im Rahmen des kardialen Remodelings eine Rolle spielen. Durch sich tberschneidende
Punkte in beiden Systemen ergdnzen sie sich hierbei, sodass sich bei der
Kombinationstherapie mit beiden Substanzen durchgehend additive Effekte in den
Ergebnissen zeigten. So konnte die MyozytengroBe im linken Ventrikel nur durch die
Kombinationstherapie noch weiter gesenkt werden. Der Kollagenanteil im Ventrikel
wurde durch die Kombinationstherapie signifikant besser gesenkt als durch Ramipril

alleine, so dass er mit den Werten der scheinoperierten Tiere vergleichbar war.
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Dementsprechend konnte auch die Hamodynamik und der oxidative Stress im

Ventrikel durch die Kombinationstherapie am besten beeinflusst werden.

Abbildung 4.1 zeigt schematisch den Zusammenhang zwischen Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System, NO/sGC/cGMP-Signalweg und NO/Superoxidgleichgewicht sowie
deren Auswirkungen auf die linksventrikulire und endotheliale Funktion nach
Myokardinfarkt. Die Aktivierung des RAAS nach Myokardinfarkt fiihrt zur Bildung von
Angiotensin Il. Dieses bewirkt eine direkte Minderung der NO-Bioverfligbarkeit tUber
Hemmung von Bradykinin [14], aber auch indirekt eine weitere Minderung Uber die
Superoxidanionensynthese durch NADPH-Oxidasen [49]. Folge ist die Stérung des
NO/sCG/cGMP-Signalweges und die Oxidation der Guanylatzyklase, sodass positive
Effekte durch NO nicht mehr vermittelt werden kdnnen [26]. Die Folge sind Erh6hung
des peripheren GefaRwiderstandes und endotheliale Dysfunktion  bzw.
Myozytenhypertrophie und kardiale Fibrose mit Verstarkung der linksventrikuldren

Dysfunktion. Ein circulus vitiosus stellt sich ein [53].

Neurohumorale | Endotheliale Dysfunktion
| Aktivierung mml

LV Dysfunktion

F 3

h 4

Angiotensin || |—. " Ramipril
LV Remodeling

Aldosteron
Und Dilatation Endothelin

Peripherer

Widerstand T
LV Fibrose
Hypertrophie

Abbildung 4.1: Zusammenhang zwischen Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, NO/sGC/cGMP-Signalweg und
NO/Superoxidgleichgewicht sowie deren Auswirkungen auf die linksventrikulére und endotheliale Funktion nach
Myokardinfarkt. Durch den Anstieg von Angiotensin Il und anderen Mediatoren kommt es zur Verminderung der NO-
Bioverfiigbarkeit und Erhéhung der Superoxidanionenkonzentration im Gewebe. Beides bewirkt die Stérung des
NO/sCG/cGMP-Signalweges. Die Folge sind Erhhung des peripheren Gefdfswiderstandes und kardiales Remodeling,
endotheliale Fehlfunktion und Verstdrkung der linksventrikuldren Dysfunktion, wodurch die Aktivierung der
neurohumoralen Systeme aufrechterhalten wird. Ein Circulus vitiosus stellt sich ein. Ramipril hemmt die Entstehung
von Angiotensin Il, Ataciguat aktiviert die sGC NO-unabhdngig. Nach Bauersachs und Ertl [53].
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Ramipril hemmt die Entstehung von Angiotensin 1l (AT IlI) durch Blockade des
Angiotensin-Converting-Enzyms. Allerdings gibt es zum einen Hinweise, dass AT Il auch
ACE-unabhangig gebildet wird, zum anderen wurde das Phanomen des ,angiotensin
escape” beobachet, d.h. bei chronischer Anwendung eines ACE-Hemmers erhoht sich
im Verlauf die AT lI-Konzentration wieder [14]. Einer der Griinde hierfir ist, dass die
Hemmung des Angiotensin-Converting-Enzyms im Verlauf zur Erhéhung der
Chymaseaktivitat im kardialen Interstitium fihrt, welche ebenfalls wie das ACE in der
Lage ist, Angiotensin | in aktives Angiotensin Il zu Gberfiihren [54]. Daher sind in der
Postinfarkt- und Herzinsuffizienztherapie schon lange Kombinationstherapien
etabliert, etwa durch Zugabe von Aldosteronantagonisten [1, 43, 55]. Sogar eine
Tripeltherapie aus ACE-Hemmer, AT1-Blocker und Aldosteronantagonist wurde
diskutiert [56]. All diese Substanzen blockieren das RAAS, die NO-Bioverfiligbarkeit
bleibt aber weiterhin reduziert und die Mortalitdt nach Infarkt hoch, sodass es sinnvoll
ist, auch andere Angriffspunkte im circulus vitiosus zu nutzen. Mit Ataciguat lassen sich
die negativen Effekte durch verminderte NO-Bioverfiigbarkeit umgehen, da es die
positiven Effekte von NO von diesem unabhédngig durch direkte Aktivierung der sGC
vermittelt und damit auf vollig anderem Wege in die Pathophysiologie nach
Herzinsuffizienz eingreift. Dies kdnnte den additiven Effekt der Kombinationstherapie
mit erklaren. Keines der beiden Therapeutika war in einem unserer Ergebnisse dem
anderen deutlich Gber- oder unterlegen. Der Effekt war immer gleichwertig, eine
erganzende Wirkung also nicht offensichtlich abzuleiten. Betrachtet man aber die
Ergebnisse der Microarray-Analyse, kann man Interessantes schlussfolgern. Verglich
man die in den verschiedenen Gruppen signifikant herauf- oder herunterregulierten
Gene miteinander, so fand sich beim Vergleich zwischen den beiden
Monotherapiegruppen kein einziges Gen, das sowohl in der einen, als auch in der
anderen Gruppe hochreguliert war. Das bedeutet, dass Ataciguat ganz andere Gene
reguliert hat als Ramipril, was wieder bestarkt, dass es an ganz anderen Punkten der
Pathophysiologie angreift als Ramipril, dadurch aber vergleichbare Effekte erzielt.
AuBerdem fanden wir in der HMR+R-Gruppe 18 Gene, die ausschliellich nur

heraufreguliert wurden, wenn Ataciguat und Ramipril zusammen gegeben wurden.
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Dies liefert den starksten Hinweis fiir einen tatsachlichen additiven Effekt, wie er sich
auch in den hamodynamischen Messungen, den Messungen zu Ventrikelstruktur und

-geometrie bzw. zur Bildung von oxidativem Stress darstellte.

NO spielt auch bei der Entstehung der endothelialen Dysfunktion nach Myokardinfarkt
eine wichtige Rolle [3]. Ataciguat nimmt darauf positiven Einfluss, verbessert die
endotheliale Funktion und senkt den peripheren Widerstand [35]. Die Senkung der AT-
II- und Aldosteronspiegel tber Ramipril fihrt ebenfalls zur Senkung des peripheren
Widerstandes und zur Entlastung des Herzens [14], moglicherweise ist dies ein
weiterer Grund fur den additiven Effekt. Beide Substanzen regulieren auch Enzyme, die

im Rahmen von oxidativem Stress eine Rolle spielen, UCP3 und gp91phox.

4.3 Oxidativer Stress als aggravierender Faktor bei ven-

trikularem Remodeling nach Myokardinfarkt

Oxidativer Stress beschreibt das Missverhdltnis zwischen protektiv wirkenden
Antioxidantien und hochreaktiven Sauerstoffgruppen (reactive oxygen species, ROS)
im Gewebe [57]. Hochreaktiv sind sie deshalb, weil sie (iber mindestens ein unpaares
Elektron verfligen. Die Wichtigsten fir die Pathophysiologie nach Herzinfarkt sind
hierbei die Superoxidanionen (0O,”), die auch beim gesunden Menschen in geringem
Male im Gewebe anfallen. So entstehen z.B. geringe Mengen Superoxidanionen (0,7)
physiologisch als Beiprodukt der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien
beim aeroben Stoffwechsel des Herzens, und tatsachlich wiesen selbst unsere
scheinoperierten, gesunden  Versuchstiere geringe basale Spiegel von
Superoxidanionen in den aus dem linken Ventrikel isolierten Mitochondrien auf. Wenn
ROS aber in groRer Menge vorhanden sind, kénnen sie DNA, Zellmembranen und
Proteine direkt toxisch schadigen [58]. Eine verstarkte ROS-Produktion im
endothelialen Gewebe, v.a. von 0,7, fand sich in zahlreichen Studien nach
experimentellem Myokardinfarkt und bei linksventrikuldrer Dysfunktion [28, 59-61].

Unter diesen pathologischen Bedingungen konnen hochreaktive Sauerstoffgruppen als
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Antwort auf Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine auch in geringerer
Konzentration  Uber  sogenanntes ,redox-signalling”  subtil  verschiedene
Signaltransduktionswege beeinflussen und somit zur Hypertrophie und Fibrose im
Rahmen des kardialen Remodelings sowie zur kontraktilen Dysfunktion beitragen [27,
62, 63]. Des Weiteren beeinflussen ROS direkt die NO-Bioverfligbarkeit, indem sie
durch hohe Affinitat zu NO mit diesem reagieren und das hochreaktive Peroxynitrit
(ONOO) bilden. Abbildung 4.2 fasst die Effekte von oxidativem Stress auf das

kardiovaskulare System zusammen:

Antioxidants

———_TROS
2 S
Oxidative @ Redox
damage Inactivation signalling
/ of NO N
i
Myocyte dysfunction \|L Hypertrophy
Energetic deficit Fibrosis
Cell death Loss of NO effects Remodelling

Endothelial dysfunction

Abbildung 4.2: Oxidativer Stress bedeutet das Ungleichgewicht zwischen hochreaktiven Sauerstoffgruppen und
Antioxidantien und fiihrt zu direkter Zellschéddigung, Inaktivierung von NO und subtiler Beeinflussung zahlreicher
Signaltransduktionswege unter pathologischen Bedingungen, wie sie nach Myokardinfarkt vorliegen. Dadurch trégt
oxidativer Stress zur kontraktilen Dysfunktion, Apoptose, Hypertrophie und Fibrose bei und beeinflusst indirekt Giber
mangelnde NO-Bioverfiigbarkeit die endotheliale Funktion. Nach Seddon et al. [27].

Die Tiere, die nur Placebo erhielten, wiesen deutlich erhdohte Werte fir die
Superoxidanionenkonzentration im kardialen Gewebe gegeniiber Sham auf. Es gibt
mehrere Quellen, die zu dieser hohen Konzentration von O, im Gewebe der Tiere
beigetragen haben kdnnten. Hierzu gehort z.B. die eNOS, die unter physiologischen
Bedingungen als Dimer vorliegt und NO produziert. Unter den pathologischen
Bedingungen nach Myokardinfarkt kann es, etwa durch Reaktion des Kofaktors
Tetrahydro-L-biopterin  (BHz) mit Peroxynitrit zur eNOS-Entkopplung kommen,
woraufhin das Enzym anstatt NO Superoxidanionen produziert und damit nicht nur die

NO-Bioverfiigbarkeit sinkt, sondern auch der oxidative Stress im Gewebe steigt.

Forstermann und Miinzel sowie Verhaar et al. berichten ausfuhrlich darliber [30, 64].
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Zwei weitere wichtige Quellen fiir die Entstehung von Superoxidanionen im kardialen
Gewebe wurden sowohl durch Ataciguat als auch durch Ramipril besonders
beeinflusst: Die Mitochondrien des linken Ventrikels und die sogenannten NADPH-

Oxidasen (NOX).

Die Mitochondrien stehen im Zentrum des aeroben Stoffwechsels der Kardiomyozyten,
indem sie den Sauerstoffverbrauch der Zellen im Rahmen der oxidativen
Phosphorylierung an die Synthese von energielieferndem ATP koppeln. Dies geschieht
durch Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten lber die mitochondriale
Membran [65], indem Elektronen lber verschiedene Redoxsysteme der Atmungskette
transportiert werden und Protonen generiert werden, die aktiv Uiber die innere
mitochondriale Membran gepumpt werden. Hierbei kann es zum sogenannten
»Elektronenleck” kommen, d.h. Elektronen I6sen sich vom Weitertransport und
reagieren direkt mit Sauerstoff zu Superoxidanionen. Daher gelten die Mitochondrien,
wie bereits oben erwahnt, als eine der Hauptquellen flir schadliche hochreaktive
Sauerstoffgruppen im kardialen Gewebe [66, 67] und tragen zur Progression des

linksventrikularen Remodelings bei [68, 69].

Der myokardiale Sauerstoffverbrauch ist proportional zur Ventrikel-Wandspannung
und diese wiederum korreliert positiv mit der VentrikelgréRe [49]. Im Gewebe eines
dilatierten, hypertrophierten Ventrikels mit hohem Bedarf an Sauerstoff miisste daher
in den Mitochondrien besonders viel Superoxid anfallen. Dies deckt sich mit unseren
Ergebnissen und denen anderer Studien [28, 70]. Tiere mit Monotherapie, die in
beiden Gruppen gleichwertig hochsignifikant niedrigere Werte fiir mitochondriales
Superoxid als in der Placebogruppe hatten, wiesen auch gegeniiber dieser Gruppe
einen geringeren Ventrikeldurchmesser und Myozytenquerschnitt in unserer Studie
auf. Die Kombinationstherapie senkte all diese Parameter noch zusatzlich. Auf der
einen Seite kdnnte so die verminderte Ventrikelwandspannung bei therapierten Tieren
einer der Grinde sein, warum in deren kardialen Gewebe weniger mitochondriales
Superoxid gemessen wurde, auf der anderen Seite kénnten jedoch durch HMR und

Ramipril auch Enzyme beeinflusst worden sein, die eine Verminderung der ROS-
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Produktion in den Mitochondrien bewirken, wodurch weniger O," fiir pathologische
Signalwege zur Verfligung steht. Dies wiirde dann bedeuten, dass umgekehrt durch die
verminderte ROS-Produktion eine starke Ventrikelhypertrophie, -dilatation und

-fibrose ausgeblieben ist.

In der Tat fand sich unter den durch HMR und Ramipril regulierten Genen eines, das
fur ein in den Mitochondrien lokalisiertes Enzym namens UCP3 (engl. ,uncoupling
proteine 3“) codiert, welches seit einiger Zeit in Verdacht steht, durch sogenanntes
»mildes Entkoppeln” (engl. ,,mild uncoupling”) die Superoxidanionen-Produktion in den
Mitochondrien zu drosseln [65, 71]. Der Mechanismus der ,Entkopplung”, ist schon
lange bekannt zur Warmegewinnung im braunen Fettgewebe [72]. Dabei kommt es
zum sogenannten ,Protonenleck”, d.h. Protonen driften wieder Uber die
mitochondriale Membran zurlick, ohne dass es dabei zur ATP-Bildung kommt [65, 67,
71]. Dies mindert den Protonengradienten (iber der Membran und damit das
Membranpotential. In  mehreren Publikationen wird postuliert, dass die
Produktionsrate an Superoxidanionen direkt mit der H6he des Membranpotentials
korreliert [67, 73, 74]. Miwa et al. bestatigten dies 2003 in einer Studie an
Mitochondrien von Drosophila melanogaster. Bei Zugabe des Entkopplers Carbonyl
zyanid-p-Trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP) in verschiedenen Konzentrationen
zu den Mitochondrien senkte sich jeweils sowohl deren Membranpotential als auch
deren ROS-Produktion [75]. Eine Senkung dieses Potentials durch mildes Entkoppeln
konnte also einen Schutzmechanismus vor Gbermaliger ROS-Produktion darstellen. In
unseren Ergebnissen fanden wir in der Placebogruppe verminderte Werte von UCP3
gegenlber den scheinoperierten Tieren, die in den Gruppen fir Ataciguat und Ramipril
bzw. der Kombination von normaler Hohe waren, was sich auch im Anstieg der
Proteinkonzentration fiir UCP3 in diesen Gruppen gegenliber Placebo widerspiegelte.
Der therapeutische Effekt von Ataciguat und Ramipril scheint also unter anderem eine
Folge der Erhohung der UCP3-Konzentration in den Mitochondrien sein. Dazu passt
nach obigen Postulaten die entsprechende Senkung der mitochondrialen
Superoxidanionen-Produktion, die wir gemessen haben. Toime et al. lieferten kiirzlich

in einer Studie mit isolierten Mitochondrien aus Skelettmuskulatur von Wildtyp- und
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UCP37-Knockout-Miusen zusatzlichen Beleg, dass UCP3 die mitochondriale ROS-
Produktion vermindert. Zudem verglichen sie den bereits von Miwa et al. [75]
eingesetzten chemischen Entkoppler FCCP mit der Wirkung von UCP3 und fanden, dass
UCP3 auf ahnliche Weise wie FCCP lber Senkung des Membranpotentials seine ROS-
mindernden Effekte erzielt, aber sich moglicherweise noch weitreichenderen
Mechanismen bedient [71]. Trotz der zahlreichen vielversprechenden Resultate zu
UCP3 wird dessen Rolle im Zusammenhang mit Herzinsuffizienz noch kontrovers
diskutiert. Murray et al. sahen bei ihren Tieren zehn Wochen nach Myokardinfarkt im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen eine Zunahme von UCP3 bei untherapierten,
herzinsuffizienten Tieren und assoziierten diese Zunahme mit einem schlechteren
Energiemetabolismus im kardialen Gewebe [76]. Bugger et al. dagegen fanden
entsprechend unseren Ergebnissen einen Abfall der UCP3-Proteinexpression in
Rattenherzen nach Doxorubicin-induzierter Herzinsuffizienz mit konsekutiv verstarkter
ROS-Produktion, bestatigten jedoch auch die bessere Verwertung von Sauerstoff zur
ATP-Synthese in insuffizienten Herzen mit niedrigen UCP3-Spiegeln. Die ambivalente

Rolle von UCP3 gibt daher groBen Anlass flir weitere Untersuchungen.

Im Verhdltnis zu Placebo konnte die mitochondriale O, -Produktion durch die
Therapien nicht so stark gesenkt werden wie die Gesamtmenge an Superoxidanionen
im kardialen Gewebe. Es muss also noch weitere ROS-Quellen geben, die durch

Ataciguat und Ramipril beeinflusst wurden.

Von zunehmender Bedeutung als Quelle fiir hochreaktive Sauerstoffgruppen, die
Einfluss auf das kardiale Remodeling nehmen, ist die Familie der NADPH-Oxidasen
(NOX). Dies sind Enzyme, bestehend aus einem Komplex verschiedener
Untereinheiten, die zuallererst in Neutrophilen gefunden wurden (NOX of phagocytes
= Phox) und deren Primarfunktion, auch unter physiologischen Bedingungen, die
Bildung von Superoxid unter Umwandlung von NADPH zu NADP" ist. Hierfiir beinhalten
sie unter anderem zwei Him-Domadnen, die abwechselnd oxidiert bzw. reduziert
werden [77]. Eine Isoform dieser NADPH-Oxidasen, NOX2 bzw. auch gp91phox

genannt, findet sich zusatzlich auch in Kardiomyozyten, Endothelzellen und
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Fibroblasten [78]. |hre Stimulation erfolgt durch Wanddehnungsstress des Ventrikels,
durch verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine und auch durch Angiotensin I
[3, 49, 79]. Daraufhin vermitteln die gebildeten ROS ihre Effekte lber die Aktivierung
von Proteinkinasen und Modulation von verschiedenen Transkriptionsfaktoren [80].
Die Folgen sind mitochondriale Dysfunktion bis hin zum Zelltod [78, 81-83], kardiale
Hypertrophie [84-86] und Stimulation der Kollagensynthese [87, 88], Modulation der
Kalziumkonzentration in der Zelle und konsekutive kontraktile Dysfunktion [89, 90] des

Myokards (Siehe Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Einfluss der ROS-Bildung durch NADPH-Oxidasen auf das kardiale Remodeling. Durch die
Superoxidanionen kommt es zur Beeinflussung verschiedener Proteinkinasen, — Wachstumsfaktoren,
Signaltransduktionsrezeptoren und Transkriptionsfaktoren mit konsekutiver kardialer Hypertrophie und Dilatation,
Fibrose, Zellapopotose und kontraktiler Dysfunktion. RyR = Ryanodinrezeptor, SERCA = Sarcoplasmic Reticulum ca®
ATPase, MMP = Matrix-Metalloproteinase, CTGF = Connective Tissue Growth Factor, TGFf8 = Transforming Growth
Factor 3. Nach Nabeebaccus et al. [78].

Eine Besonderheit der NADPH-Oxidasen ist, dass die von ihnen produzierten reaktiven
Sauerstoffgruppen die Produktion weiterer ROS durch andere Systeme vorantreiben
[27, 91]. So sind die Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) und die myokardiale
NO-Produktion bei linksventrikuldarer Dysfunktion z.B. deshalb herabgesetzt [3, 24, 92],

weil die von den NADPH-Oxidasen gebildeten Superoxidanionen eine groRRe Affinitat zu
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Stickstoffmonoxid haben und dadurch mit NO zum hochreaktiven Peroxynitrit (ONOO’)
reagieren [3, 93]. Dies fiihrt weiterhin, wie bereits beschrieben, zur Entkopplung der
eNOS, die daraufhin ebenfalls statt NO Superoxidanionen bildet. Die NADPH-Oxidasen
spielen also eine erhebliche Rolle bei der Akkumulation von schadlichen

Sauerstoffgruppen im Myokard.

In unserer Studie fanden wir die NOX-Isoform gp91phox bei den Tieren, die Placebo
erhielten, gegeniliber den scheinoperierten Tieren signifikant erhéht. Entsprechend
fanden sich auch deutlich erhohte Werte fiir die kardiale Superoxidanionen-
Produktion. Diese Ergebnisse sind konform mit denen, die Fukui et al. 2001 in ihrer
Studie zur Erforschung der gp9lphox-Expression bei Ratten mit Myokardinfarkt
erhielten [94]. Zhao et al. bestadtigten dies gleichermalRen in einer Studie an Wildtyp-
Mausen und gp91phox-Knockout-Mausen. Die Wildtyp-Mause wiesen nach Infarkt im
Vergleich zu Mausen ohne Infarkt eine erhohte Genexpression von gp91phox auf [95].
Ataciguat und Ramipril senkten gleichermallen die Proteinexpression der NOX2 so
weit, dass die Werte mit denen der scheinoperierten Tiere vergleichbar waren.
Entsprechend verhielt es sich auch hier mit der kardialen Superoxidanionen-
Produktion. Heymes et al. konnten am insuffizienten menschlichen Herzen ebenfalls
eine erhohte Genexpression von gp91phox nachweisen [96]. Wie bereits erwadhnt, gilt
Angiotensin Il (AT-Il) als eine der Komponenten, die die Expression von gp91phox
hochregulieren [49, 82, 88]. Es ist also zu vermuten, dass Ramipril durch Blockade der
AT-II-Bildung Auswirkungen auf die Genexpression hat. In welcher Weise Ataciguat auf
die Expression der gp91phox Einfluss nimmt, kann in dieser Studie nicht abschlieRend
geklart werden. Da die Kombination aus Ramipril und Ataciguat jedoch eine zusatzliche
Senkung der Expression gegeniber den Monotherapien bewirken konnte, ist moglich,
dass Ataciguat additiv Gber einen anderen Mechanismus darauf einwirkt als Ramipril.
AuBerdem zeigte eine vorhergehende Studie zum Phosphodiesterase-5-Inhibitor
(PDE5-Inhibitor) Sildenafil an diabetischen Ratten, dass dieser in deren Aorta ebenfalls
eine Senkung der Genexpression von gp91phox bewirkt [97]. PDES ist der natirliche
Gegenspieler von cGMP, welches durch die sGC gebildet wird. Eine Hemmung der

PDES bewirkt also ebenso eine cGMP-Erh6hung wie eine verstarkte Aktivierung der
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sGC. Ataciguat als sGC-Aktivator kdnnte also tatsdachlich iber die vermehrte Bildung

von cGMP zur Senkung der Genexpression beigetragen haben.

Die Rolle von gp91phox in der Pathogenese des linksventrikularen Remodelings ist
jedoch noch nicht abschlieBend geklart. Arbeiten mit gp91phox-Knockout-Mausen
zeigten z.B. Uberraschende Ergebnisse. Untersuchungen in unserem Labor ergaben bei
gezielter Deletion von gp91phox keinen Effekt auf das Remodeling nach
Myokardinfarkt [98]. Zhao et al veroffentlichen kirzlich vergleichbare Ergebnisse,
fanden aber als mogliche Ursache im Gegenzug zur gp91phox-Deletion andere NOX-
Isoformen nach Myokardinfarkt hochreguliert [95]. Da unsere Therapie mit Ataciguat
und Ramipril definitiv zu einer Verminderung der ROS-Produktion und Beeinflussung
des Remodelings im kardialen Gewebe gefiihrt hat, erhartet sich der Verdacht, dass die
Substanzen zusatzlich zu gp91phox verschiedene andere ROS-Quellen beeinflussen,
wie eben z.B. zusatzlich die mitochondriale ROS-Produktion und moglicherweise auch

die Expression anderer NOX-Isoformen.

Diese Studie ist die erste, die die Wirkungen von Ataciguat auf das kardiale Remodeling
nach Myokardinfarkt untersucht hat und diese mit den Wirkungen eines ACE-Hemmers
verglichen hat. Die positiven Effekte, die wir vor allem durch die Kombinationstherapie
gesehen haben, auch in Zusammenhang mit oxidativem Stress, der in den letzten
Jahren so stark an Bedeutung fiir die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz nach
Myokardinfarkt gewonnen hat, machen diese Therapie zu einer duBerst interessanten

Option fir die Behandlung der Herzinsuffizienz in der Zukunft.
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5 Zusammenfassung

Die Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase (sGC) durch Stickstoffmonoxid (NO) ist ein
zentraler Mechanismus im NO/sGC/cGMP-Signalweg. Beim Syndrom der chronischen
Herzinsuffizienz ist die Signallbertragung durch NO jedoch gestort. Daher untersuchten
wir die Effekte des NO-unabhidngigen sGC-Aktivators Ataciguat-Natrium (vormals
HMR1766) auf Himodynamik und linksventrikulares Remodeling in der Postinfarktphase

bei Ratten, alleine und in Kombination mit dem ACE-Hemmer Ramipril.

10 Tage nach experimentellem Myokardinfarkt wurden die Tiere flir 9 Wochen Uber eine
Sonde entweder mit Placebo, Ataciguat (10 mg/kg, zweimal taglich), Ramipril
(1 mg/kg/Tag) oder einer Kombination aus beidem gefuttert. Die InfarktgroRe war in allen
Gruppen vergleichbar. Die Monotherapie mit Ataciguat bzw. Ramipril verbesserte die
linksventrikuldare Funktion und fihrte zu einem geringeren Anstieg des linksventrikuldren
FOllungsdruckes (LVEDP) und -volumens (LVEDV) im Vergleich zu Placebo. Die
Kombinationstherapie war den Monotherapien Uberlegen. Weiterhin konnten sowohl die
Ventrikelkontraktilitit  (LV dP/dt../IP), als auch -relaxationsfihigkeit (LV dP/dtqin)
verbessert werden und die Lungenflissigkeit sowie die rechtsventrikuldare Hypertrophie
signifikant durch die Monotherapien, bzw. noch weiter durch die Kombination gesenkt
werden. Die in der Placebo-Gruppe erhdohten Werte fir Myozytenquerschnitt und
interstitielle Fibrose waren in der Ramipril- und Ataciguat-Gruppe signifikant und in der
Kombination noch weiter vermindert. Zusatzlich konnte auch der Superoxidanionenspiegel
im kardialen Gewebe am besten durch die Kombinationstherapie gesenkt werden. Dabei
zeigte sich eine Beeinflussung der NADPH-Oxidase-Untereinheit gp91phox und des

mitochondrialen Enzyms UCP3.

Eine Langzeitbehandlung mit Ataciguat verbesserte also die linksventrikuldre Dysfunktion
und das kardiale Remodeling bei Ratten nach Myokardinfarkt in vergleichbarem AusmaR
wie die Therapie mit Ramipril. Die Kombination aus Ataciguat und ACE-Hemmer war
jedoch wesentlich effektiver. Folglich stellt die sGC-Aktivierung einen vielversprechenden
Therapieansatz zur Prdvention von kardialem Remodeling und Herzinsuffizienz nach

Herzinfarkt dar.
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