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1. Einleitung

Die Herzinsuffizienz ist definiert als Unfahigkeit des Herzens, das vom
Organismus benoétigte Herzzeitvolumen bei normalem enddiastolischen
Ventrikeldruck zu fordern.

In fortgeschrittenen Stadien geht dies mit pathologischen Werten fir
physiologische Messgrof3en, die zur Charakterisierung der Herzfunktion dienen,
wie Herzminutenvolumen, enddiastolischer Druck, maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit und Ejektionsfraktion, einher.

Das klinische Syndrom der chronischen Herzinsuffizienz ist die gemeinsame
Endstrecke  verschiedenster Herzerkrankungen. Als Ursachen kommen
Stérungen des Myokards (Ischamie durch Myokardinfarkt oder koronare
Herzerkrankungen (KHK), Myokarditis, Kardiomyopathie), des
Reizleitungssystems (bradykarde und tachykarde Rhythmusstérungen), des
Klappenapparates (Klappenstenosen und Klappeninsuffizienzen), sowie
extrakardiale Faktoren (Volumen- und Druckbelastung (arterielle Hypertonie,
pulmonale Hypertonie), Volumenmangel, konstriktive Perikarditis,
Herzbeuteltamponade,  Stoffwechselkrankheiten und  endokrinologische

Erkrankungen) in Betracht.

Die der Herzinsuffizienz zugrunde liegende gestorte kardiale Pumpfunktion
bewirkt  kompensatorische = Mechanismen. Diese  kompensatorischen

Mechanismen bestehen vor allem aus der myokardialen und systemischen

Aktivierung von neurohumoralen Systemen und Zytokinen 2°%°2  dje

langfristig das Herz weiter schadigen **3-%3%%%%,

Die pharmakologische Antagonisierung der neurohormonalen Systeme ist

neben der Behandlung der Grunderkrankung das bedeutendste therapeutische

Prinzip der chronischen Herzinsuffizienz 1327:°6:6264.93

Einige wichtige Neurohormone, wie z. B. Angiotensin Il *°, Noradrenalin %"

und Endothelin-1 "*, wirken tiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren, und kénnen



eine Familie von Signaltransduktionsmolekilen aktivieren, die so genannten
Mitogen Aktivierten Protein Kinasen (MAPK) .

Die Bezeichnung MAPK steht far eine Familie von
Signaltransduktionsmolektlen, die zentrale Schaltstellen zwischen den

d 6818202223 |\ 4 <o

10,74,78,79

Oberflachenrezeptoren der Zellen und dem Zellkern sin

eine Vielzahl an extrazellularen Signalen in den Zellkern vermitteln

1.1 Mitogen aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Alle eukaryoten Zellen besitzen mehrere MAPK Wirkungsmechanismen, von
denen jeder durch bestimmte Stimuli aktiviert wird. Dadurch wird es der Zelle
ermoglicht, auf unterschiedliche Einflisse differenziert zu antworten.

Alle MAPK Wirkungsmechanismen enthalten drei zentrale Schritte der
Signaltransduktion (Abb.1).

Hormone, Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Angiotensin |l, oxidativer Stress, Ischamie,
pharmakologische und mechanische
Einflusse

MAP3K

(inaktiv)

MAP3K
(aktiv)

Ser/Thr

MAPK

(inaktiv)

Zellzyklus, Zelldifferenzierung, Zelltod,
Proteinsynthese, Gentranskription

Abb.1: zentrale Schritte der Signaltransduktion der MAPK nach Kyriakis JM, Avruch J “



Wie in der Abbildung 1 gezeigt, bestehen die zentralen Schritte der
Signaltransduktion zunachst in einer Aktivierung der
Signaltransduktionskaskade der MAPK. Diese Aktivierung kann durch ein
breites Spektrum an Reizen wie Hormone und Wachstumsfaktoren (Insulin,
PDGF (plateled derived growth factor), Fibroblastenwachstumsfaktor), Zytokine
2. Tumornekrosefaktor - a (TNF-a), transforming growth factor (TGF) b-
verwandte Polypeptide, Angiotensin Il und Endothelin Uber verschiedene
Rezeptorfamilien (Tyrosin-Kinase-Rezeptoren, G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, 7-Transmembran Rezeptoren), sowie (iber oxidativen Stress %,
Ischamie, pharmakologische Einflisse oder mechanische Einwirkung, wie

Dehnung oder Scherstress *"°

, Stattfinden.
Alle MAPK-Gruppen konnen prinzipiell von Stimuli aus verschiedenen Gruppen
aktiviert werden.

Die unterschiedlichen Stimuli *

aktivieren mehrere Proteinkinasefamilien, die
als MAPK — Kinase Kinasen (MAP3K) zusammengefasst werden.

MAP3K ihrerseits regulieren tUber Serotonin- und Threonin-Phosphorylierung
die Aktivierung einer Familie von ,MAPK / extracellular signal-regulated kinase
(ERK) kinases” (MEKs oder MKKS).

Aktivierte MEKs katalysieren die Phosphorylierung von inaktiven MAPKSs in
einer Aktivierungsdomane mit dem Muster Threonin-X-Thyrosin an beiden
Aminosauren .

MAPKSs, die aktiviert wurden, kdnnen in den Zellzyklus, die Zelldifferenzierung,
den Zelltod, die Proteinsynthese und die Gentranskription eingreifen und diese

regulieren.

Die Hauptmitglieder der Familie der MAPK sind die "Extracellular signal
regulated kinases" (ERK), die "c-Jun-N-terminal regulated kinases" (JNK) und
die "p38" MAPKinase.

Die Gruppe der ERK MAPKinasen mit den beiden Hauptisoformen ERK 1 und 2
wird durch eine Vielzahl von Stimuli in Kardiomyozyten, kardialen Fibroblasten,

glatten Gefassmuskelzellen und Endothelzellen aktiviert. Eine wesentliche



Eigenschaft der ERK vermittelten Signaltransduktion scheint die Hypertrophie
und das Zelliiberleben zu sein 103234767879,

JNK ist ebenfalls in allen kardiovaskularen Zellen vorhanden. Bis heute konnten
10 Isoformen identifiziert werden, die ein Produkt dreier Gene und alternativem
Splicing sind. JNK ist wie ERK in Apoptose und Hypertrophie involviert. Bislang
sind keine Daten uber spezifische Funktionen der einzelnen Isoformen

pUbliZiert 7,10,32,34,78,79

1.2 p38 MAPK

Die p38 MAPK-Familie besteht bislang aus p38a, p38b, p38g und p38d. Die
Unterschiede der einzelnen Isoformen im Hinblick auf ihre zellularen Effekte
sind bisher kaum untersucht.

Die Isoformen p38a und p38b MAPK kommen ubiquitar vor, wohingegen die
anderen Isoformen p38gim Skelettmuskel und p38d in Niere, Testis, Pankreas
und Lunge hauptséchlich vorhanden sind.

Kardial kommt p38 MAPK eine zentrale Bedeutung fur die Entstehung der
kardiomyozytaren Hypertrophie zu.

Extrakardial hat p38 MAPK vor allem bei chronisch entzindlichen
Erkrankungen, wie zum Beispiel dem Morbus Crohn, der rheumatischen
Arthritis und der Psoriasis eine Bedeutung. In extrakardialen Zellen kommt p38
MAPK eine zentrale Rolle bei der Expression von TNF-a, IL (Interleukin)-1 und
MCP (monocyte chemoattractant protein)-1 zu. Hierbei handelt es sich um
Zytokine, die moglicherweise auch eine Rolle bei der chronischen

Herzinsuffizienz spielen.

Kardiovaskuléare Faktoren, die p38 MAPK aktivieren kénnen, wurden in in vitro
Experimenten identifiziert. Diese Faktoren lassen sich in die folgenden drei
Gruppen gliedern: in Stress-assoziierte Faktoren, Wachstumsfaktoren und
Zytokine '°. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tGber die bislang untersuchten

kardiovaskularen Stimuli.



Stress Wachstumsfaktoren Zytokine

Tumor

Nekrose
mechanische Dehnung, Scherstress % Katecholamine **
Faktor-a

18,22

oxidativ (Hypoxie/Reoxygenation) " Angiotensin Il 42.57,59.83 Cardiotrophin-1 18

Pacing Endothelin.1 52575 Leukemic
inhibitory factor 18

Osmotisch *° Adenosin * . ora
Interleukin-1 =
TGF beta-1

Tab.1: Auswahl der Stimuli fir p38 MAPK und weiterfihrende Literatur (nachlo)

Im Hinblick auf den Ubergang von kardiomyozytarer Hypertrophie zur
Herzinsuffizienz ist von besonderer Bedeutung, dass p38 MAPK Schaltstelle fur

1032.78.79 7\) sein scheint.

adaptive Hypertrophie und Apoptose
Experimente  mit  Isoform-spezifischen  Adenoviren in  neonatalen
Kardiomyozyten konnten zeigen, dass p38a pro-apoptotische und p38b anti-
apoptotische und hypertrophische Signale vermittelt 4%°,

Um diese Effekte von der Zellmembran in den Zellkern zu tGbermitteln, bedienen
sich die MAPK verschiedener Transkriptionsfaktoren, die sie direkt
phosphorylieren, z. B. ATF (activating transcription factor)-2, oder weiterer
Kinasen, den sog. “Mitogen-Activated Protein Kinase Associated Protein-
Kinasen”, z. B. MAPKAP-K2 %%  MAPKAP-K2 wiederum aktiviert im weiteren
Weg der Signaltransduktion HSP-27 (Hitzeschockprotein), das kardioprotektiv
wirkt.

Allerdings kénnen MAPKAP-K2 von multiplen kardialen Enzymen
phosphoryliert werden und bilden daher kein spezifisches Substrat von p38
MAPK “°,

In Abbildung 2 sind weitere Wirkungsmechanismen, die Uber p38 MAPK

aktiviert werden, veranschaulicht.
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Abb.2: Signaltransduktionswege der p38 MAPK nach Kyriakis JM, Avruch J 44

Deutlich wird hierbei, dass Substrate der p38 MAPK, wie z.B. MNK (MAPK-
interacting kinase) und MSK (Mitogen- and stress-activated protein kinases)
auch durch andere MAP Kinasen, wie z.B. ERK reguliert werden kdnnen.

Die Effektivitdt der durch MAPK induzierten Signaltransduktion hangt auch von
positiv verstarkenden Mechanismen (wie z.B. der zytoplasmatischen
Phospholipase A2) und von negativen Feedback-Mechanismen (wie z.B. der
Aktivitat der MAPK Phosphatasen) ab.

Die Aktivierung von p38 MAPK durch MKK 6 bewirkt eine Zunahme des

Zellvolumens, andert die Organisation des Sarkomers und induziert die




Expression herzspezifischer Gene wie ANP (atriales natriuretisches Peptid),
BNP (brain natriuretic peptide) und a-SKA (skeletal a-actin).

Findet jedoch eine Koaktivierung von p38 MAPK durch MKK 3 und von JNK
durch MKK 7 statt, besteht die Zellantwort nicht in der Hypertrophie sondern im
Zelltod. Die MKK 6 und MKK 7 Koexpression inhibiert jegliche Zellantwort in
Richtung Hypertrophie.

In vitro Experimente an neonatalen Kardiomyozyten zeigten eine wichtige Rolle

der p38 MAPK bei der Hypertrophie und Apoptose .

Aufgrund der
experimentellen Gegebenheiten ist es nicht mdglich, in der Zellkultur eine
chronische Krankheitssituation, wie z. B. die Entstehung der chronischen
(ischamischen) Herzinsuffizienz, zu imitieren **. Das liegt unter anderem daran,
dass neonatale Kardiomyozyten, die bevorzugten Zellen fir in vitro

Experimente, nur eine sehr begrenzte Lebenszeit haben .

Myokardiale
Zelllinien, z. B. H9C2 Zellen (embryologische Rattenmyozyten), sind
moglicherweise phanotypisch nur sehr bedingt geeignet, Ruckschlisse auf
kardiale Mechanismen zuzulassen.

In vivo konnte bei spontan hypertensiven Ratten eine prolongierte Aktivierung
von p38 MAPK wahrend der Entstehung der chronischen Herzinsuffizienz
nachgewiesen werden. Die chronische pharmakologische Inhibierung der p38
MAPK durch SB239063 # verhindert die Ausbildung einer myokardialen

Hypertrophie und Dekompensation bei diesem Tiermodell 3.



2. Fragestellung

In gesunden Rattenherzen findet keine Aktivierung der p38 MAP Kinase statt.
Experimente konnten zeigen, dass es bei spontan hypertensiven Ratten
wahrend der kompensierten Phase zu einer frihen Aktivierung von p38 MAPK
kommt 3. Die Aktivitat und Aktivierung der Kinase vermindert sich bei
zunehmender Dekompensation der Herzfunktion.

Ebenfalls wurde bereits nachgewiesen, dass durch Inhibition der p38 MAPK
eine kardiale Hypertrophie vermindert und der Ubergang in eine
dekompensierte Herzinsuffizienz verlangsamt wird 3%74%%,

Fraglich ist, ob die Aktivierung von p38 MAPK eine zentrale Rolle bei der
Entwicklung der chronischen Herzinsuffizienz und der kardialen Hypertrophie
spielt.

Zur Untersuchung dieser Frage wird als Modell der chronischen
Herzinsuffizienz der experimentelle Myokardinfarkt verwendet. Infarzierte
Ratten werden mit einem MAPK Inhibitor behandelt und auf ihre Herzfunktion
(durch hamodynamische Messungen) und das postischamische Remodeling
(durch histologische Messungen) untersucht.

Ergebnisse konnten einen Ansatz zu Therapiemoéglichkeiten der kardialen

Insuffizienz durch die Inhibition der MAP Kinase bieten.



3. Material und Methoden

3.1 Pharmakon

Zur Inhibierung der p38 MAP Kinase wurde SB 239063, ein Trans-1-(4-
Hydroxycyclohexyl)-4-(4-Fluorophenyl Methoxypyridimidin-4-yl) Imidazol

eingesetzt.

OH
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N
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o |
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E

SB-239063
(GlaxoSmithKline)

Abb. 3: chemische Struktur von SB 239063 nach °

Die Gabe von SB239063 erfolgte mit dem Futter der Tiere (SSNIFF Tierfutter,
beliebige Menge, mit einer Konzentration des p38 MAPK-Inhibitors SB239063
von 8mg/10g Futter) *.

3.2 Tierversuche

Es wurden méannliche Wistar Ratten verwendet, die ein Eingangsgewicht von
250 bis 300 Gramm und ein Alter von 10 bis 12 Wochen hatten. Nach
Myokardinfarzierung durch Ligatur der linken Koronararterie wurden zwei

Gruppen gebildet.



Bei 40 der insgesamt 80 Ratten wurde unmittelbar nach Koronarligatur die
Therapie mit dem p38 MAPK-Inhibitor (SB 239063) begonnen.

Die restlichen 40 Ratten erhielten das gleiche Futter, jedoch ohne Zusatz des
p38 MAPK-Inhibitors SB 239063.

Die Tiere waren in einem Kklimatisierten Tierstall in Kunststoffkafigen
untergebracht und einem zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus unterworfen.
Eine Kkardiale Insuffizienz entwickelt sich etwa 8 Wochen nach
Myokardinfarzierung. Nach einer Zeit von 12 Wochen wurden hamodynamische
Messungen durchgefiihrt und der Einfluss von p38 MAPK auf die Infarktgréf3e

untersucht.

3.3 Infarzierung

Fur die Infarzierung wurden die Ratten mit Ether anasthesiert. Darauf folgte
eine Intubation mit Anschluss an ein volumenkonstantes Beatmungsgerat (UB
7025 Beatmungsgerat, Hugo Sachs Elektronik, Deutschland) Uber das die
Narkose mit Isofluran aufrechterhalten wurde. Der linke Thorax wurde eroffnet
und das Herz nach Eréffnung des Herzbeutels auf die Aul3enseite des Thorax
verlagert. Die linke Koronararterie wurde mit einem 5-0 Prolene Faden
unterbunden. Nach Ricklagerung des Herzens in den Thorax wurde der Thorax
wieder verschlossen.

Zusatzlich zu den behandelten und unbehandelten Infarktgruppen gab es
jeweils zum Vergleich eine Sham-Gruppe, die eine Schein-Operation erhielt. In
dieser befanden sich behandelte und unbehandelte Tiere, bei denen nur eine
Thoraxeroffnung ohne Koronarligatur stattgefunden hatte.

Um die perioperative Sterblichkeit so gering wie mdglich zu halten, wurden die
operierten Tiere in den ersten Stunden nach Koronarligatur einer intensiven
Uberwachung unterzogen — vergleichbar der Uberwachung eines Infarkt-
Patienten auf der Intensiv-Station - und beim Auftreten eines Herz-

Kreislaufstillstands oft erfolgreich durch Kompression des Thorax reanimiert.

10



3.4 Hamodynamische Messungen

Zwolf Wochen nach der Infarzierung und Verabreichung des p38 MAPK-
Inhibitors oder des Placebos wurden alle Tiere erneut mit Ether anasthesiert
und anschlieBend mit einer Polyethylen Kanule intubiert und mit Isofluran
narkotisiert. Zusatzlich wurden Polyethylen Kanulen in die rechte Arteria carotis
communis und in die Vena jugularis fur die Druckmessungen eingefuhrt. Die
Druckmessungen liefen Uber ein kurzes Segment einer flissigkeitsgefullten PE
50 Kanile, die mit einem microtipped Manometer (Millar) Uber einen Drei-
Wege-Hahn verbunden und mit Null auf das mittlere Thoraxniveau geeicht war.
Wahrend der Druckmessungen wurde die Kanile der Arteria carotis communis
kurz in den linken Ventrikel vorgeschoben und dann wieder in die Aorta
zuruckgezogen. Unter leichter Narkose und spontaner Atmung wurden der
linksventrikulare systolische (LVSP, left ventricular systolic pressure) und
enddiastolische Druck (LVEDP, left ventricular enddiastolic pressure), der
maximale und minimale Anstieg des linksventrikularen systolischen Drucks
(dp/dt max und dp/dt min), die Herzfrequenz pro Minute (HF), der systolische
und der diastolische Aortendruck (SAP, systolic aortic pressure und DAP,
diastolic aortic pressure) gemessen. LVSP, LVEDP, SAP und DAP haben alle
die Einheit mmHg, dp/dt max und min die Einheit mmHg/min.

Die Kanule der Vena jugularis wurde in den rechten Vorhof vorgeschoben, um
dort den mittleren rechtsventrikularen Druck (RAP mean, mean right artrial
pressure) in der Einheit mmHg unter leichter Narkose und Spontanatmung zu
messen.

Unter positiver Druckbeatmung und nach sternaler Thorakotomie wurde eine
kalibrierte FluR-Sonde (2,5mm, Gould Statham Instruments, Hato Rey, Puerto
Rico) um die Aorta ascendens platziert, um eine kontinuierliche Messung des
Blutstroms der Aorta zu messen. Der mittlere Blutstrom der Aorta wurde
elektronisch ermittelt und ist als kardiale Auswurffraktion (CO, cardiac output in

ml/min) definiert.

11



3.5 Auswertung der hAmodynamischen Daten

Zusatzlich lassen sich durch die in der Hamodynamik gewonnenen Daten
weitere Werte ermitteln:
- der mittlere arterielle Druck (MAP) wird tber die Formel
MAP=(SAP-DAP)/3+DAP
errechnet und in mmHg angegeben

- der kardiale Index (Cl) leitet sich ab von
Cl=(CO/Korpergewicht)x1000
mit der Einheit mixkg Korpergewicht/min

- das Schlagvolumen (SV) ergibt sich aus
SV=(CO/HF)
in der Einheit mi

- der Schlagvolumenindex (SVI) berechnet sich wie folgt
SVI=(CI/HF)

mit der Einheit ml” kg Korpergewicht
- der totale periphere Widerstand (TPR) ist definiert als
TPR=(MAP-RAP mean)/CO
angegeben in mmHgxmin/ml

- der totale periphere Widerstand Index (TPRI) wird durch
TPRI=(MAP-RAP mean)/Cl
ermittelt und in mmHgxmin/mlxkg Kérpergewicht angegeben

3.6 Gewebegewinnung

Nachdem die Ratten tief mit Ether anadsthesiert waren, wurden sie gewogen
(Korpergewicht in g) und anschlieBend die hamodynamischen Messungen
durchgefthrt.

Nach den h&modynamischen Messungen wurde das Herz enthommen. Es

wurde kurz in eiskaltem Extraktionspuffer gewaschen, die Vorhofe abgetrennt

12



und verworfen, der rechte Ventrikel (RV) vom linken Ventrikel (LV) getrennt und
beide separat gewogen (Angabe in g).

Fur die Infarktgrossenberechnung wurde ein Ring des linken Ventrikels
asserviert und in OCT-Medium auf einem Korkplattchen eingebettet. Das in
dieser Weise praparierte Gewebe wurde dann in flissigem Stickstoff gefroren.
Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Préparate bei -80°C aufbewahrt.
Zuséatzlich wurde von jedem Tier die Lunge entnommen und einmal sofort
(Lunge nass) und nochmals nach 24h Trocknung in einem Trockenschrank bei
24°C (Lunge trocken) gewogen (Einheit in g).

Bei der Auswertung wurden die Organgewichte wie folgt ins Verhaltnis zu den
Korpergewichten gesetzt:

- RVIKG

- LVIKG

- Lunge nass/KG

- Lunge trocken/KG

3.7 Infarktgrofienbestimmung

Es wurden Kryostatschnitte des linken Ventrikels angefertigt. Dazu wurden die
schockgefrorenen Ringe des linken Ventrikels in OCT-Medium (Miles Scientific)
eingebettet und in einem Kryostat mit einer Dicke von etwa 6nm geschnitten.
Die Schnitte wurden mit Phosphorwolframsaure und Hamatoxylin nach Mallory
gefarbt. Bei dieser Farbung erhielten die Myofibrillen durch das Hamatoxylin
eine blaulich-lila Farbe, wahrend die Kollagenfasern (Infarktnarbe) rétlich zur
Darstellung kamen.

Unter Verwendung eines digitalen Image Systems (Mocha computer digitizing
program) konnten die Schnitte unter dem Mikroskop vermessen werden und die
Infarktnarbe am Endokard und Epikard, der Endokardumfang, der
Epikardumfang, die Septumbreite, die Breite der freien Wand (alle Ergebnisse
werden in mm angegeben) sowie das innere und auf3ere Ventrikelvolumen (in

der Einheit mm?) bestimmt werden.
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Anhand der durch die Histologie gemessenen InfarktgréRen konnte tber die
Formel ((Epikardnarbe/Epikardgrof3e+Endokardnarbe/Endokardgrof3e)/2*100)
ermittelt werden, wie viel Prozent die Infarktnarbe am gesamten Ventrikel (MI-
Size %) einnahm.

Nach dieser Berechnung wurden behandelte (SB 239063) und unbehandelte
Tiere mit einer Infarkigrée von mehr als 25 % der Ventrikelwand in die
Auswertung eingeschlossen.

Durch dieses Verfahren entsteht eine vergleichbare Gruppenbildung mit im
Mittel nicht voneinander abweichenden Infarktgroen.

3.8 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism Us 3.0
verwendet. Um die Daten zu analysieren kam der unpaired t-Test zur
Anwendung. Die Ergebnisse werden im Mittelwert = Standardabweichung
angegeben. Von signifikant unterschiedlichen Werten wurde gesprochen, wenn

p-Value < 0,05 war.
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4. Ergebnisse

4.1 Mortalitat

Die Sterblichkeit in der unbehandelten Gruppe (n=7) im Vergleich zur
behandelten Gruppe (n=4) war nicht unterschiedlich.

Nach der Kaplan-Meier-Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeit zeigt
sich firr die Placebo-Gruppe eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 0,788 und
fur die SB-Gruppe von 0,899 nach 12 Wochen.

Die verstorbenen Tiere wurden nicht weiter in die Untersuchungen und

Auswertungen mit einbezogen.

4.2 Histologische Auswertung

Durch die histologische InfarktgroRenbestimmung wurden behandelte und
unbehandelte Myokardinfarkt-Tiere mit einer Infarktgrof3e von mindestens 25%
in die Auswertung eingeschlossen.

Anhand dieser Einteilung befanden sich 17 Tiere in der Placebo- (n=17) und 19
Tiere in der SB — Gruppe (n=19).

Die MyokardinfarktgroRen der Placebo- und SB- Gruppe waren dadurch im
Mittel nicht signifikant unterschiedlich, siehe Abb. 4.
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Abb. 4: MyokardinfarktgroRe

AuRerdem konnte durch die Histologie objektiviert werden, ob nach Infarzierung

eine Hypertrophie am Ventrikel stattgefunden hatte. Hierzu waren vor allem die

Messung des Septums und der dem Septum gegenuber

VentrikelaufBenwand (Free Wall) wichtig.

Septum

Septum in mm

Septum Pla Septum SB

Abb. 5: Septum; Abb. 6: Ventrikelaul3enwand (Free Wall)

VentrikelauRenwand in mm
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gelegenen
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In diesem Fall war zu erkennen, dass sich 10 Wochen nach Infarzierung die
Ventrikel der behandelten Tiere nicht signifikant von den Ventrikeln der
unbehandelten Tiere unterschieden. In beiden Gruppen war eine Entwicklung
zur Hypertrophie zu erkennen, da sich die Werte signifikant von der Sham-
Gruppe (behandelte und unbehandelte Tiere ohne Myokardinfarkt) abhoben.

4.3 Korper- und Organgewichte

4.3.1 Korpergewicht

Das Kdrpergewicht der behandelten Ratten mit dem p38 MAP Kinase — Inhibitor
war, sowohl in der Gruppe der Sham — Tiere als auch in der Gruppe der
infarzierten Tiere, gegenuber den unbehandelten Tieren der zwei Gruppen

signifikant reduziert (p<0,05).

Koérpergewicht Infarkttiere * Korpergewicht Sham-Tiere *
500+ E—— 500-
-1 4754 1
450
450 -
o —
c 400- o
= £ 425
S S
g § 400
© 350- 1
375
300
T 350
250 35 -
KG Pla KG sB Sham KG Pla  Sham KG SB

Abb. 7: Kérpergewicht Infarkttiere; Abb. 8: Kérpergewicht Sham-Tiere
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Die Abbildungen 7 und 8 sind mit * gekennzeichnet, da eine Signifikanz von
p< 0,05 im Vergleich der dargestellten Versuchsgruppen vorliegt. Diese
Kennzeichnung mit * gilt auch fir weitere Abbildungen, sofern eine
Signifikanz von p < 0,05 besteht und die Abbildungen nicht anderweitig
beschriftet sind.

4.3.2 Ventrikelgewichte

Nach Entnahme des Herzens wurde jeweils getrennt der linke und der rechte

Ventrikel gewogen.

LV Gewicht
1.7+
1.6+ -1
RV Gewicht 15
0.5 14-
- - o —
o 041 = 13
- 03_ [}
§ O 1.1
2 0.2 1.0-
z o0 .
o il 0]
0.1 E—
0.8
0.0 0.7

RV Pla RV SB LV Pla LV SB

Abb. 9: Rechter Ventrikel (RV) Gewicht; Abb. 10: Linker Ventrikel (LV) Gewicht

Bei dem Vergleich der Gewichte des rechten und linken Ventrikels der
behandelten und unbehandelten Tiere wird kein signifikanter Unterschied
deutlich. Im Mittel sind die Ventrikel der mit SB 239063 behandelten Tiere

unwesentlich schwerer.
Die Gewichte des rechten und linken Ventrikels werden objektiviert, indem sie

ins Verhaltnis zum Korpergewicht gesetzt werden.
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Hierbei zeigt sich ein signifikanter Unterschied des Quotienten von linkem
Ventrikel zu Korpergewicht zwischen behandelten und Placebo Tieren, mit
einem héheren Quotienten bei den behandelten Tieren.

Im Verhaltnis von rechtem Ventrikel zum Korpergewicht zeigt sich bei den
Versuchsgruppen der behandelten und unbehandelten Tiere kein signifikanter

Unterschied.

LVIKG* RV/IKG

54 1.5-

44
1.0

34
0.5+

2- 1 e

1 0.0

LV/KG Pla LV/KG SB RV/KG PLa RV/KG SB

Abb. 11: Linker Ventrikel Gewicht/Kérpergewicht (LV/KG); Abb. 12: Rechter Ventrikel
Gewicht/Kdrpergewicht (RV/KG)

4.3.3 Lungengewichte

Die Lunge wurde nass und trocken (nach 24 Stunden Trocknung in einem
Trockenschrank) gewogen.
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Abb. 13: Gewicht Lunge nass; Abb. 14: Gewicht Lunge trocken

Bei den nassen Lungen wurde eine signifikante Differenz des Gewichts
zwischen behandelten und unbehandelten Tieren sichtbar. Die Lungen der
behandelten Tiere waren im Mittel schwerer.

Nach 24 Stunden Trocknung im Trockenschrank (Lunge trocken) war dieser
Unterschied nicht mehr zu beobachten.

Um das Lungengewicht zu objektivieren, wurde es ins Verhaltnis mit dem

Korpergewicht (KG) gesetzt (Lunge/KG).
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Abb. 15: Lunge nass/Kdrpergewicht; Abb. 16: Lunge trocken/Kdrpergewicht

Auch hierbei wurde beobachtet, dass der Quotient aus dem Gewicht der
nassen Lungen zum Korpergewicht bei den behandelten Tieren im Vergleich zu
den unbehandelten Tieren signifikant gro3er war.

4.4 Hamodynamische Messungen

4.4.1 Blutdruck

An Blutdruckwerten wurden der systolische arterielle (SAP), der diastolische
arterielle (DAP) und der mittlere Druck im rechten Vorhof (RAP mean)
gemessen.

Beim systolischen und diastolischen arteriellen Druck liel3 sich feststellen, dass
die Druckwerte der mit dem p38 MAP — Kinase — Inhibitor behandelten Tiere
jeweils signifikant niedriger waren, als die der unbehandelten Ratten mit
Myokardinfarkt.
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Abb. 17: Systolischer arterieller Blutdruck (SAP); Abb. 18: Diastolischer arterieller Blutdruck
(DAP)

Aus den Werten der systolischen und der diastolischen arteriellen Dricke
konnte der mittlere arterielle Druck (MAP) errechnet werden.

MAP *
150+
o
(o))
1S
=
: 1
% 50+
0

MAP Pla MAP SB

Abb. 19: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Auch bei dem mittleren arteriellen Druck (MAP) liel3 sich die signifikante

Differenz zwischen den Placebo- und den SB-Tieren nachvollziehen (p<0,05).
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Der mittlere rechte Vorhofdruck (RAP mean) bei den Myokardinfarkt—Tieren liel3
erkennen, dass die behandelten Tiere gegeniber den unbehandelten Tieren
einen geringeren Druck aufwiesen, jedoch war der Unterschied nicht signifikant.
Insgesamt bleibt zu erwéhnen, dass die Myokardinfarkt—Tiere einen hdoheren
mittleren Druck im rechten Vorhof zeigten als die Sham-Tiere (siehe Tab. 2).

RAP mean

in mmHg Sham Ml
Placebo 1,85+0,36 3,27+0,39*
SB 1,93+0,52 2,79+0,44

Tab. 2: Mittlerer rechter Vorhofdruck (RAP mean)

Die Messwerte sind als Mittelwert £ Standardfehler angegeben. Kennzeichnung
der Signifikanz mit "t" bei p< 0,05 im Vergleich von Tieren gleicher
Infarktgruppe unterschiedlicher Behandlungsgruppe und mit "*" bei p< 0,05 im
Vergleich der Infarkttiere mit Sham-Tieren gleicher Behandlungsgruppe
(Placebo oder SB). Diese Angaben gelten auch fur weitere Tabellenausschnitte,

sofern sie nicht anderweitig beschriftet sind.

4.4.2 Herzfrequenz (HF)

Die Werte der Herzfrequenz der behandelten und unbehandelten
Myokardinfarkt-Tiere sowie die Werte der Sham-Tiere sind der Tabelle zu

entnehmen.
HF pro min

Sham Ml
Placebo 34516 34949
SB 367110 34249

Tab. 3: Herzfrequenz (HF)
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Hierbei zeigt sich keine signifikante Differenz innerhalb und zwischen den

Gruppen.

4.4.3 Linksventrikularer systolischer Druck (LVSP)

Der linksventrikulare Druck zeigt innerhalb der Myokardinfarkt-Gruppe eine

Erniedrigung der Werte bei den behandelten Tieren. Die Werte weichen hierbei

signifikant voneinander ab.
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Abb. 20: Linksventrikuléarer systolischer Druck (LVSP)

Es ergibt sich im Vergleich zu den Sham-Tieren kein wesentlicher Unterschied

beim linksventrikularen systolischen Druck.
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4.4.4 Linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVEDP)

Beim linksventrikularen enddiastolischen Druck ergaben die Messungen
signifikante Unterschiede innerhalb der Myokardinfarkt-Gruppe mit und ohne

Behandlung.
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Abb. 21: Linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVEDP)

Der linksventrikuldre enddiastolische Druck war bei den behandelten
Infarkttieren im Mittel hoéher als bei den unbehandelten (p<0,05). Gegeniber

den Sham-Tieren ist auch eine signifikante Erhéhung des Druckes zu erkennen.

LVEDP

in mmHg Sham M

Placebo 6,85+0,34 17,29+2,74*
SB 8,36+2,62 24,242 621*

Tab. 4: Linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVEDP)
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4.4.5 Maximaler und minimaler Druckanstieg pro Zeit (dp/dt max/min)

Der maximale und minimale Druckanstieg pro Zeit wurde im linken Ventrikel
gemessen. Auffallig war, dass bei dem maximalen Druckanstieg pro Zeit die
behandelten Myokardinfarkt-Tiere einen signifikant niedrigeren Druck aufwiesen
als die unbehandelten (p<0,05). Diese Differenz liel3 sich auch gegeniber den

behandelten Sham-Tieren wieder finden.
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Abb. 22: maximaler Druckanstieg pro Zeit (dp/dt max)

Der minimale Druckanstieg pro Zeit war nicht wesentlich unterschiedlich

zwischen den behandelten und unbehandelten Tieren.

dp/dt min

in mmHg/min | Sham MI

Placebo 10150+492 6265+520 *
SB 9256+908 5497+519 *

Tab. 5: minimaler Druckanstieg pro Zeit (dp/dt min)

Nur gegeniber den Sham-Tieren war ein signifikanter Druckabfall zu

registrieren.
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4.4.6 Cardiac output (CO), Cardiac index (ClI)

Die Gegenuberstellung der Werte des Cardiac output von Placebo- und SB-

Tieren ergab keinen signifikanten Unterschied.

Nach Errechnung des Cardiac index mit angegebener Formel war ebenfalls

ersichtlich, dass sich die Werte der SB-Tiere nicht signifikant von denen der

Placebo-Tiere abhoben.
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Abb. 23: Cardiac output (CO); Abb. 24: Cardiac index (CI)

4.4.7 Schlagvolumen (SV), Schlagvolumen Index (SVI)

Sowohl  beim  Schlagvolumen

auch

Cl Pla

Berechnung

Cl SB

des

Schlagvolumenindex war keine signifikante Abweichung zwischen Placebo- und

SB-Tieren zu erkennen.
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Abb. 25: Schlagvolumen (SV); Abb. 26: Schlagvolumenindex (SVI)

4.4.8 Totaler peripherer Widerstand (TPR), Totaler peripherer Widerstand Index
(TPRI)

Der totale periphere Widerstand hatte sich bei den infarzierten Tieren mit SB-
Behandlung und ohne Behandlung nicht signifikant unterschiedlich entwickelt.
Bezuglich des totalen peripheren Widerstand Index wiesen die behandelten
Tiere signifikant niedrigere Werte auf als die unbehandelten (p<0,05).
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Abb. 26: Totaler peripherer Widerstand (TPR); Abb. 27: Totaler peripherer Widerstand Index
(TPRI)
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurden Aspekte zum Einfluss des p38 MAPK-Inhibitor SB
239063 am infarzierten Rattenherz auf Infarktgrée, Remodeling,
Hamodynamik und Herzfunktion untersucht.

Bisherige Studien konnten nachweisen, dass p38 MAPK an der Progression der
kardialen Hypertrophie und der chronischen Herzinsuffizienz beteiligt ist.

Die Hypothese, dass durch Inhibition der p38 MAPK eine kardiale Hypertrophie
und der Ubergang in eine dekompensierte Herzinsuffizienz verhindert werden

konnte, konnte in der durchgefuhrten Studie nicht bestatigt werden.

Fur diese Untersuchung diente der experimentelle Myokardinfarkt der Ratte als
international anerkanntes Modell zum Studium der Herzinsuffizienz.

Ratten weisen von Tier zu Tier ein sehr &hnliches Koronarsystem mit nahezu
fehlender Kollateralisierung auf, so dass bei proximaler Ligatur der linken
Koronararterie grof3e Infarkte entstehen, die zur Ausbildung einer
Herzinsuffizienz fuhren.

Die hervorgerufenen Infarkte und hamodynamischen Veranderungen sind
denen am Menschen auf3erordentlich &hnlich, wodurch Ruckschlisse auf die
Situation am Menschen mit hoher Trefferwahrscheinlichkeit moglich sind.

Die Infarzierung von Ratten wird als wichtigstes Tiermodell der Herzinsuffizienz
angesehen, da ein Groldteil der Falle von Herzinsuffizienz beim Menschen
Folgezustand eines oder mehrerer Herzinfarkte ist. Die Sterblichkeit bei der
Ratte infolge eines Herzinfarkts entspricht der Sterblichkeit des Menschen nach
einem Herzinfarkt.

Die Experimente zur Herzinsuffizienz am Modell der Ratte zeigen deshalb eine
hohe klinische Relevanz mit der Mdglichkeit einer Ubertragung der

experimentellen Befunde in die Klinik.
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5.1 P38 MAPK — SB239063

MAP Kinasen beeinflussen Proliferation, Apoptose, Differenzierung und
Migration in verschiedenen Zelltypen. Die spezifische Funktion der MAP
Kinasen differiert von Zell- zu Zelltyp und hangt auch vom jeweiligen Stimulus
ab?.

Die Effekte der p38 MAP Kinase und p38 MAPK Inhibition werden sehr
kontrovers diskutiert. Es werden sowohl der Aktivierung als auch der
Inaktivierung von p38 MAPK in verschiedenen Studien kardioprotektive Effekte
zugeschrieben. Die unterschiedlichen Auswirkungen scheinen davon abhangig
zu sein, in welchem physiologischen und pathologischen Zusammenhang die
Aktivierung oder Inaktivierung steht und zu welchem Zeitpunkt eine Aktivierung
oder Inaktivierung von p38 MAPK stattfindet.

Eine erhohte p38 MAPK Aktivitat konnte bisher sehr kurzfristig (acht Minuten
und eine Stunde) nach dem Ischamieereignis und eine abnehmende Aktivitat
nach einem Tag und einer Woche nachgewiesen werden *°2,

Auch im Stadium einer kompensierten Herzinsuffizienz wurde eine erhdhte p38
MAPK-Aktivitat gefunden, die mit fortschreitender Herzinsuffizienz abnahm “3.
P38 MAPK kann entweder das Zelliberleben oder den Zelltod férdern,
abhangig davon, ob p38 MAPK durch MKK3 oder MKK6 aktiviert wird *°°°.

Es konnte beobachtet werden, dass die durch MKK3 hervorgerufene p38a
Aktivierung zu einer myokardialen Zelldysfunktion und zum Zelltod fihrt >°.

Eine durch MKK6 hervorgerufene p38a und p38f Aktivierung hingegen fordert
den Zellschutz. MKK6 kann zusatzlich tber eine erhohte Expression von aBC
(aB-Crystallin), einem kleinen Hitzeschockprotein, das Apoptose reduziert und
auf mitochondrialer Ebene zytoprotektiv ist, kardioprotektiv wirken *°.
Kardioprotektive Effekte, die p38 MAPK zugeschrieben werden kénnen, laufen
Uber eine erhohte Phosphorylierung von HSP (Hitzeschockprotein) 25/27 unter
Aktivierung von p38 MAPK ®° HSP 25/27 wird durch MAPKAP-K2
phosphoryliert, MAPKAP-K2 ist wiederum ein unspezifisches Substrat von p38
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MAPK “°. HSP wirkt vor allem tber die Aufrechterhaltung von Aktinfilamenten
kardioprotektiv %°.

In anderen Studien wurde festgestellt, dass die durch Norepinephrin induzierte
Apoptose mit einem p38 MAPK-Inhibitor verstarkt wurde. Dementsprechend
wurde vermutet, dass die Aktivierung von p38 MAPK als Antwort auf einen
Apoptose-Stiumulus kardioprotektiv wirkt *.

Auf der anderen Seite zeigte sich, dass eine Hemmung der p38 MAPK durch
Erniedrigung der PMN (polymorphonuclear leucocytes)-Akkumulation
kardioprotektiv wirken kann, da hierdurch die folgende myokardiale
Entztindungsreaktion geblockt wird. Trotz allem wird eine multifaktorielle, PMN-
abhangige und PMN-unabhangige, Kardioprotektion Gber Inhibierung von p38
MAPK vermutet *°.

Desweiteren tragt eine erhohte Konzentration von TNF-a (Tumor-Nekrose-
Faktor-a) zu einer postischamischen myokardialen Dysfunktion bei. TNF-a und
andere proinflammatorische Zytokine, wie IL-13 und IL-6, werden vermehrt
unter Aktivierung von p38 MAPK ausgeschittet. Hierbei handelt es sich um
einen positiven Feedbackmechanismus, da TNF-a und proinflammatorische
Zytokine zur Aktivierung von p38 MAPK fiihren %8¢,

Unter Inhibition von p38 MAPK zeigt sich eine verminderte postischdmische
TNF-a- und Zytokin-Produktion mit Reduktion des kardiomyozytaren Zelltods
und der kardialen Dysfunktion %%,

Die Relevanz der p38 MAPK Aktivierung bei der Entwicklung der
Herzinsuffizienz lasst sich an einem Experiment von Behr et al. (2001) ersehen.
Hierbei wurde spontan hypertensiven Ratten der p38 MAPK-Inhibitor SB
239063 chronisch mit der Nahrung verabreicht, wodurch die Ausbildung einer
myokardialen Hypertrophie und Dekompensation der Herzinsuffizienz in diesem
Tiermodell verhindert werden konnte.

Auch andere Versuche zeigten, dass eine Inhibierung der p38 MAP Kinase
durch das altere SB 203580 eine Verzogerung des ischamischen Zelltodes und
eine gesteigerte postischamische Herzfunktion herbeifiihrt “.

In einer Arbeit von Tenhunen et al. (2006) wird erneut verdeutlicht, dass sich

der p38 MAPK Signaltransduktionsmechanismus in der Herzinsuffizienz nach
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einem Herzinfarkt von dem Signaltransduktionsmechanismus in der
Herzinsuffizienz durch andere kardiovaskulare Erkrankungen unterscheidet.
Hiernach scheint im Herzinfarktmodel eine reduzierte p38 MAPK Aktivitat von
einem akuten Herzinfarkt zur Herzinsuffizienz zu fihren, so dass im frihen
Remodelingprozess p38 MAPK eine protektive Rolle einnimmt. Die
Arbeitsgruppe sieht das therapeutische Potential von p38 MAPK-Inhibitoren erst
zu einem spateren Zeitpunkt gegeben.

SB 239063 ist ein  Trans-1-(4-Hydroxycyclohexyl)-4-(4-Fluorophenyl
Methoxypyridimidin-4-yl) Imidazol, welches als p38 Inhibitor der zweiten
Generation gilt. Das altere SB 203580 *°, hat unspezifische Aktivitat, da es c-
Raf mit einer 40 fach hoheren ICso als p38a inhibiert und paradoxerweise
aktiviert °. Diese unspezifische Blockade von c-Raf ist bei dem neueren SB
239063 eliminiert worden.

Als weitere Enzyme, die mit p38 Inhibitoren interagieren, wurden
Cyclooxygenasen identifiziert **. Es ist nicht bekannt, ob auch SB 239063 diese
Cyclooxygenasen hemmt.

Da angenommen wird, dass p38 MAPK bis zu mindestens 28 Tagen nach
GefaRverletzung aktiviert bleibt *, wurden die Tiere der SB Gruppe 10 Wochen
mit Futter, das den MAPK-Inhibitor SB 239063 enthalt, gefttert.

5.2 Einfluss von SB 239063 auf die untersuchten Parameter (Organ- und

Korpergewichte, Infarktgrofle, Remodeling, Hamodynamik)

Bei Betrachtung der Korpergewichte der behandelten und unbehandelten
Infarkt- und Sham-Tiere wird auffallig, dass alle mit dem MAPK-Inhibitor
behandelten Tiere signifikant weniger wiegen als die unbehandelten.

Es wurde wahrend der Versuchsreihe nicht quantifiziert, wie viel Futter die
behandelten und die unbehandelten Tiere gefressen haben. Infolgedessen
kann keine Aussage getroffen werden, welche Dosis an Pharmakon im Mittel

aufgenommen wurde.
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Eventuell kénnte sich die Zugabe von SB 239063 zu dem Futter auf den
Geschmack ausgewirkt haben, so dass die behandelte Gruppe weniger
Nahrung zu sich genommen und dadurch an Kdrpergewicht verloren hat.

Ein anderer Aspekt ware eine mdgliche Toxizitat von SB auf den Organismus
bei chronischer Einnahme. Hierflr spricht auch die Gewichtsabnahme in der
Sham-Gruppe. Allerdings zeigte eine Studie mit spontan hypertensiven Ratten,
die ebenfalls oral mit dem p38 MAPK-Inhibitor SB 239063 behandelt wurden,

4 Von zurzeit bekannten

keinen Gewichtsverlust der behandelten Tiere
klinischen Studien mit verschiedenen p38 MAPK Hemmern sind bisher als
Nebenwirkungen lediglich erhthte Leberwerte und vereinzelt neurologische
Nebenwirkungen beschrieben °.

Dass sich die Gewichte der linken und rechten Ventrikel im Vergleich zwischen
behandelter und unbehandelter Gruppe nicht signifikant unterscheiden, lasst
darauf schlieRen, dass sich die Behandlung mit SB 239063 nach
Myokardinfarkt weder Hypertrophie begtinstigend noch Hypertrophie hemmend
auf das Herzmuskelgewebe ausgewirkt hat. Dies bestatigt sich unter
Einbeziehung der histologischen Untersuchungen.

Die Gewichte der nassen Lungen sind in der behandelten Gruppe signifikant
hoher. Nach 24h Trocknung der Lungen (Lunge trocken) ist eine
Gewichtsangleichung der trockenen Lungen beider Gruppen zu erkennen.
Diese Beobachtung ware mit einer Wasseransammlung in der Lunge zu
vereinbaren, die zum Beispiel beim chronischen Lungenédem durch
progressive Linksherzinsuffizienz auftritt. Ein chronisches Lungenddem bei
progressiver Linksherzinsuffizienz ware in dem durchgeflihrten Experiment mit
den schlechteren hdmodynamischen Werten nach p38 MAPK Inhibition gut
erklart. Moglicherweise kann auch eine Toxizitat des Pharmakons auf das

Lungengewebe die Ursache einer Wasseransammlung sein.

Die myokardiale Infarktgrof3e zeigt sich dynamisch, mehrere Stunden nach
Myokardinfarzierung findet ein weiterer Verlust von vitalem Herzmuskelgewebe
statt (Infarktexpansion). Auch wahrend der folgenden Wochen kann sich die

Infarktzone ausdehnen oder kontrahieren. Die Regeneration des Herzmuskels
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ist praktisch nicht vorhanden, beschadigtes Herzmuskelgewebe wird durch
Narbengewebe ersetzt. Faktoren, die die Wundheilung im Herzmuskelgewebe
nach einem Herzinfarkt beeinflussen, sind unter anderem Alter, genetische
Pradisposition, Systemerkrankungen, neurohumorale Faktoren, Ostrogene,
Zytokine, Leukozyten, Chemokine und Matrixmetalloproteine .

Nach Myokardinfarzierung ist eine Limitierung der Apoptose anzustreben.
Apoptose bezeichnet den programmierten Zelltod ohne Entziindungszeichen im
Gegensatz zur Nekrose, eine Art von Zelltod, bei dem es bedingt durch Noxen
zu Zellmembranstérungen und einer lokalen Entzindung kommt.

Durch vermehrte Apoptose von Kardiomyozyten entstehen elektromechanische
Stérungen einhergehend mit einer verminderten Kontraktilitdt, wodurch es zu
einer progressiven Herzinsuffizienz mit deutlich erweiterten Herzkammern
kommen kann .

Auch das kardiale Remodeling, eine Restrukturierung der Kardiomyozyten im
Gebiet einer stattgefundenen Apoptose, das durch Fibroseentwicklung,
Ventrikelwandausdinnung neben der Infarktzone, Herzkammererweiterung und
Hypertrophie der Uiberlebenden Kardiomyozyten charakterisiert ist *’, begiinstigt
das Auftreten von elektromechanischen Stérungen 2, im Sinne von
Arrhythmien.

Apoptosestimuli in Kardiomyozyten unter in vitro Bedingungen bestehen unter
anderem  aus Ischamie, Sauerstoffradikalen, Zytokinen, TNF-a,
Stickstoffmonoxid, neurohumoralen Faktoren und mechanischem Strel3, wie
z.B. einer erhéhten Ventrikelwandspannung.

Unter den Apoptosestimuli werden ein oder mehrere intrazellulare
Signaltransduktionsschritte aktiviert, die zu Verdnderungen der Genexpression
und/oder des Zytoskeletts sowie zu Apoptose, Proliferation oder Differenzierung
fuhren.

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass in Tierherzen, in denen p38 MAPK -
Phosphorylierung und/oder - Aktivitat wahrend der Ischamie erhoht ist, die
InfarktgréRe unter SB 203580 - Behandlung durch die reduzierte Apoptose

vermindert werden kann >*°.
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Inzwischen gibt es ein Modell von Kaiser et al. (2004) mit dominant-negativen
p38a-transgenen Mausen, an denen gezeigt werden konnte, dass die
Inhibierung von p38a MAPK das Herzmuskelgewebe vor Apoptose und einer
Infarktexpansion schutzt. Sekundar wird dadurch die myokardiale Funktion
aufrechterhalten und das mit Fibrose assoziierte sekundare Remodeling
reduziert.

Allerdings konnte unter kardialer Druckbelastung bei p38a-knock-out Mausen
eine vermehrte Apoptose mit Entwicklung einer kardialen Dysfunktion und
Herzkammerdilatation nachgewiesen werden *.

Bei den von uns ausgewerteten histologischen Messungen lasst sich lediglich
erkennen, dass sich nach 10 Wochen Behandlung der Infarkttiere mit SB
239063 kein signifikanter Unterschied in Bezug auf InfarktgroRe und
Entwicklung von hypertrophem Herzmuskelgewebe im Vergleich zu
unbehandelten Tieren zeigte. Dieses Ergebnis wurde ebenfalls durch die
Messung der Ventrikelgewichte bestatigt, bei der sich kein signifikanter

Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Tieren ergab.

Im Vergleich zur Sham-Gruppe zeigt sich im untersuchten Model eine
Entwicklung zur Hypertrophie. Die Entwicklung zu hypertrophem
Herzmuskelgewebe in Nachbarschaft zu ischamischem Gewebe ist eine
physiologische Antwort, um die kontraktile Kapazitat der nekrotisierten Zellen
auszugleichen und die kardiale Pumpfunktion aufrecht zu erhalten °. Kurzfristig
profitiert die Herzfunktion von diesen strukturellen Verdnderungen, auf lange
Sicht haben diese Verédnderungen jedoch eine funktionelle Verschlechterung
des Herzens zur Folge mit Arrhythmien, Herzinsuffizienz und pldtzlichem
Herztod *.

P38 MAPK scheint in vitro weniger an der Stimulation der Hypertrophie als an
der Aufrechterhaltung der hypertrophen Antwort beteiligt zu sein %°. Durch die
Behandlung mit SB 239063 héatte diese Wirkung verhindert werden missen, so
wie es auch beschrieben ist, dass durch Blockade von p38 MAPK mit SB
203580 in einer myokardialen  Zellkultur einer  Herzhypertrophie

entgegengewirkt werden kann .
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Allerdings wurde ebenfalls an dem Modell mit den transgenen dominant-
negativen p38a- Mausen festgestellt ¥, dass die transgenen Mause in einem
Alter von 8-12 Wochen Zeichen einer spontan entwickelten Herzhypertrophie
zeigten.

In vitro Studien zur Herzhypertrophie unter Blockade von p38 MAPK lassen
keine Aussagen uber die in vivo Dauerbehandlung zu.

Eine prohypertrophische Rolle in neonatalen myokardialen Zellkulturen und
eine antihypertrophische Funktion in adulten Myozyten von p38 MAPK konnte
durch eine unterschiedliche zellulare Lokalisation von MKK6 und p38a in
neonatalen und adulten Myozyten erklart werden. In neonatalen
Kardiomyozyten sind MKK6 und p38a gleichmallig im Zytoplasma verteilt,
wohingegen sie in adulten Kardiomyozyten an T-Tubuli und Z-Scheiben
lokalisiert sind *°.

Aus unseren Daten war zu folgern, dass eine 10-wochige Blockade von p38
MAPK mit SB 239063 sofort nach Myokardinfarkt gegeben, ohne pre-
conditioning in vivo, keinen signifikanten positiven oder negativen Effekt auf die

Entwicklung der Infarktgrof3e und das Remodeling hatte.

Mit Hilfe der hamodynamischen Messungen war zu erkennen, dass die
behandelten Infarkttiere signifikant niedrigere systolische, diastolische und
mittlere arterielle Driicke gegenuber den Placebotieren aufweisen.

Die Wirkung auf die arteriellen Dricke nach Behandlung eines
Myokardinfarktes mit dem p38 MAPK-Hemmer SB 239063 ist mdglicherweise
auf eine positive Beeinflussung der p38 MAPK Blockade auf das Endothel
zurtickzufithren, was auch in anderen Experimenten mit hypertensiven Ratten *
nachgewiesen werden konnte.

Bei der Untersuchung der Endothelfunktion, der in unserem Experiment
verwendeten Tiere, bestatigt sich nach Widder et al. (2004), dass unter
Blockade von p38 MAPK nach Myokardinfarkt einer endothelialen Dysfunktion
vorgebeugt werden konnte. Eine endotheliale Dysfunktion geht normalerweise
mit einer erh6hten Superoxidanionenproduktion und nachfolgender reduzierter
NO-Verfuigbarkeit einher. Durch die Behandlung mit SB 239063 fand eine
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verminderte Superoxidanionenproduktion statt, wodurch der endotheliale Schutz
erklart wird.

Alle weiteren Messungen der Hamodynamik zeigten bei den behandelten
Tieren im Vergleich zu den Placebotieren keine positiven Ergebnisse im Sinne
einer verbesserten Herzfunktion.

Moglicherweise kamen die negativen myokardialen Wirkungen nicht zur
vollstandigen Auspragung, da sie von den positiven Effekten auf das Endothel
ausgeglichen oder tberlagert wurden.

Da andere Studien bereits gezeigt haben **, dass der Zeitpunkt der
Pharmakongabe ebenfalls eine Rolle spielt, bleibt fraglich, ob eine Gabe von
SB 239063 kurze Zeit vor und / oder nur kurze Zeit nach Infarzierung andere

Effekte auf die Herzfunktion gehabt hatte.

5.3 Mogliche Erklarungen fur die widerlegte Hypothese

Der eingesetzte p38 MAPK Inhibitor SB 239063 ist ein hoch selektiver Inhibitor
der zweiten Generation (ICso fur p38 Inhibition von 0,044 uM; ERK 1/2 > 10
1M). Jedoch ist SB 239063 nicht fur eine Isoform spezifisch.

Die p38 MAP Kinase besteht in Kardiomyozyten aus den Isoformen p38a und
p38f. Die Isoformen zeigten in bisherigen Experimenten unterschiedliche
Funktionen, p38a vermittelt pro-apoptotische und p38p anti-apoptotische und
hypertrophische Signale %3,

In einem Modell mit dominant-negativen p38a-transgenen Mausen wurde nach
einer Myokardinfarzierung das Herzgewebe vor Apoptose und Infarktexpansion
geschiitzt ¥’

Die fehlende Isoform-Spezifitdtt kodnnte in unserem Experiment zu

abweichenden Ergebnissen gefuhrt haben.

Zusatzlich zu der Isoform-Spezifitat mul3 die Artspezifitat von Effekten
bertcksichtigt werden. Die Versuche mit den dominant-negativen p38a-

transgenen Mausen zeigen positive Effekte auf das Herzgewebe ¥,
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wohingegen bei Schweinen keine reduzierte Ischdmie unter Behandlung von
SB 239063 beobachtet werden konnte *,

Aufgrund der artspezifischen Wirkung kann somit kein Ruckschluss aus den
vorherigen Ergebnissen mit unterschiedlichen Tiermodellen auf das
Rattenmodell gezogen werden.

Des Weiteren kommt dem genauen Zeitpunkt des Einsatzes eines MAPK
Inhibitors groBe Bedeutung zu. In verschiedenen Studien wurde die
Behandlung mit einem MAPK Inhibitor vor, bzw. kurz nach einem Herzinfarkt,
oder unter den Bedingungen einer Angina pectoris (pre-conditioning)
durchgefuhrt. Positive Effekte zeigten sich bei einer frihen Behandlung vor der
myokardialen Ischamie oder unter den experimentellen Bedingungen eines Pre-

2,54

conditioning Gegebenenfalls hatte ein anderer Zeitpunkt der

Pharmakongabe zu unterschiedlichen Resultaten gefihrt.

Da wahrend der Studie keine Quantifizierung der Pharmakonaufnahme
gemacht wurde, kann eine dosisabhangige Wirkung des Pharmakons zu
unerwarteten Ergebnissen gefiihrt haben *°, wodurch die valide Auswertung der

Ergebnisse erschwert wird.

Neben den verschiedenen Aspekten zu dem verwendeten Pharmakon ist in
unserem Model ebenfalls die Myokardinfarktchirurgie kritisch zu werten. Die
initiale InfarktgrofRe der behandelten und nicht behandelten Tiere misste
vergleichbar grol3 sein, um nach der Behandlung Aussagen uber die
Entwicklung der Hamodynamik und des Remodelings treffen zu kdnnen. Eine
Standardisierung kann dber die Messung der InfarktgroRe mittels
Echokardiographie nach chirurgischer Myokardischamie erreicht werden. In
unserem Model wurden die Tiere erst nach der Behandlung anhand der
histologischen Myokardinfarktgréf3e in vergleichbare Infarktgruppen eingeteilt,
so dass ein bereits stattgefundenes, womdglich unterschiedliches, kardiales

Remodeling unberiicksichtigt blieb °’.
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Im Vergleich mit anderen Studien muss zusatzlich der pathophysiologische
Zusammenhang des Einsatzes eines p38 MAPK-Inhibitors bericksichtigt
werden, das heil3t, ob es sich um ein Herzinsuffizienzmodell im Rahmen eines
stattgefundenen Myokardinfarkts oder im Rahmen anderer kardiovaskulérer
Erkrankungen handelt. Neuere Studienergebnisse lassen im Initialstadium bei
letaler kardialer Isch&mie einen protektiven Effekt von p38 MAPK durch einen

antiapoptotischen und angiogenetischen Mechanismus vermuten °°%°,

Trotzdem bleibt die Funktion von p38 MAPK in der Herzinsuffizienz sehr
kontrovers diskutiert, da auf der einen Seite die Inhibition der p38 MAPK
Aktivitat mit weniger Apoptose, Remodeling und verbesserter Herzfunktion
beschrieben wird und auf der anderen Seite eine Aktivierung von p38 MAPK
z.B. Uiber die HSP-Phosphorylierung kardioprotektiv wirkt 2.

Letztendlich ist zu bedenken, dass das kardiale Remodeling
hochstwahrscheinlich multifaktoriell bedingt ist und unter anderem durch die
linksventrikulare Funktion, die Apoptose, die myozoytare Regeneration, die
neurohumerale Aktivierung und die inflammatorische Aktivitat beeinflusst wird
2 In dem durchgefiihrten Experiment wurde jedoch nur ein Teilaspekt

betrachtet und weitere Faktoren nicht naher untersucht.

5.4 Ausblick

Die in diesen Untersuchungen gewonnenen Erkenntnisse (ber die
Auswirkungen der Gabe von SB 239063 als p38 MAP Kinase Inhibitor nach
Myokardinfarkt im Rattenmodell widerlegen die Hypothese, dass die Hemmung
von p38 MAPK nach einem Herzinfarkt die linksventrikulare Funktion und das
kardiale Remodeling verbessern kénnen.

Grinde fur dieses Ergebnis kdnnen unter anderem in dem Zeitpunkt der
Pharmakongabe, der Spezifitat des Pharmakons, sowie der Artspezifitat von

Effekten liegen %°.
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Um bessere Aussagen uUber den Wirkmechanismus von p38 MAPK machen zu
kénnen, ware es sinnvoll, die verschiedenen Inhibitoren der Kinase spezifischer
fur eine Isoform der Kinase zu entwickeln, so dass die Méglichkeit gegeben
wird, apoptotische und hypertrophische Signale genauer zu steuern * 24?732,
Weitere Studien zu den Inhibitoren kénnten zur Aufklarung der Dosis-Wirkungs-
Beziehungen *° fiihren und somit den Einsatz des Pharmakons erleichtern und
eine grolRere Transparenz der Ergebnisse schaffen.

Jedoch sind viele Effekte der Inhibitoren artspezifisch und kénnen daher in
unterschiedlichen Tiermodellen zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhren.

In in vivo Tierexperimenten konnte inzwischen nachgewiesen werden, dass
eine Blockade der p38 MAPK positive Effekte auf das Endothel hat ®’. Das
Endothel stellt einen wichtigen therapeutischen Ansatzpunkt dar, da eine
Normalisierung der endothelialen Funktion den vaskularen Widerstand reduziert
und sowohl die Elastizitat der Arterienwande als auch die Gewebedurchblutung
erhoht. Daher konnte dies als therapeutischer Ansatz fur Hypertoniepatienten

und andere Patienten mit GefalRerkrankungen gewertet werden.
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6. Zusammenfassung

Verschiedene  Stressfaktoren, wie z. B. mechanische Belastung,
Druckbelastung, hyperosmotisches Ungleichgewicht, oxidativer Stress,
Ischamie, Reperfusion, Preconditioning, Wachstumsfaktoren und Zytokine
bewirken alle eine p38 MAPK Aktivierung im Herzmuskel.

In dieser Arbeit wurden die Effekte einer Blockade von p38 MAPK durch SB
239063 uber einen Zeitraum von 10 Wochen nach Myokardinfarzierung am
Tiermodell der Ratte untersucht.

Im Hinblick auf Remodeling und Entwicklung der InfarktgréRe wurde
beobachtet, dass die zehnwotchige Gabe eines p38 MAPK Inhibitors nach
Myokardinfarzierung, entgegen den bisher in der Literatur verdffentlichen
Ergebnissen, keinen signifikanten Einfluss auf strukturelle Verdnderungen am
Myokard der Ratte hat.

Bezuglich der Untersuchungen zur Hamodynamik wiesen die behandelten Tiere
eine Tendenz zu einer verschlechterten Herzfunktion auf.

Insgesamt zeigen die ermittelten Daten eine indifferente und zum Teil negative
Auswirkung von SB 239063 bei chronischer Gabe auf das kardiale Remodeling
und die Herzfunktion, hingegen einen positiven Effekt am Endothel.
Diskussionswirdig blieben jedoch weiterhin Faktoren wie eine dosisabhéngige
Wirkung, eine hdhere Spezifitat des Pharmakons sowie der genaue Zeitpunkt

und pathophysiologische Zusammenhang der Pharmakongabe.
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