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Einleitung

2. Einleitung

2.1 Allgemein

Die Pravalenz von Herz-Kreislauferkrankungen ist trotz der Fortschritte in
Forschung und Entwicklung neuer Arzneistoffe in den letzten Jahren stetig
angestiegen. Ubergewicht, ungesunde Ernidhrung, Bewegungsmangel und
Tabakkonsum werden als typische Merkmale der Wohlstandsgesellschaft
betrachtet (American Heart Association, 2005) und sind fiir einen erheblichen
Teil des kardiovaskuldren Risikos verantwortlich.

Herz-Kreislauferkrankungen sind bereits die h&ufigste Todesursache in den
westlichen Industrienationen und werden voraussichtlich 2020 die h&ufigste
Todesursache weltweit sein. Bei nahezu jedem zweiten Verstorbenen in
Deutschland wurde der Tod durch eine Erkrankung des Kreislaufsystems
ausgelost. Infolge von Kreislauferkrankungen starben insbesondere &ltere
Menschen, ca. 90% dieser Verstorbenen waren >65 Jahre alt (Statistisches
Bundesamt, Pressemitteilung Februar 2005).

Der Bedarf an neuen Wirkstoffen fiir Therapie und Prophylaxe kardiovaskulérer
Ereignisse ist daher groB3er denn je.

Die Fortschritte in der akuten Therapie fiihren zwar zu einer Senkung der
Mortalitat im akuten Krankheitsgeschehen, jedoch erhéht sich dadurch die Zahl
der Patienten, die im Anschluss eine intensive therapeutische Betreuung

bendtigen.

2.2 Die Herzinsuffizienz

2.2.1 Definition und Klassifikation der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist ein klinisches Syndrom, das gekennzeichnet ist durch die
Unfahigkeit des Herzens, trotz ausreichenden Blutangebotes und
Fillungsdruckes den Organismus in Ruhe und unter Belastung ausreichend mit

Blut zu versorgen und den vendsen Riickfluss wieder voll aufzunehmen
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Einleitung

(Roskamm & Reindell, 1996). Sie kann akut oder chronisch auftreten. Als
Ursachen einer akuten Herzinsuffizienz kommen akute Myokarditis, Asphyxie
oder Kammer- und Vorhofarrhythmie in Frage. Eine chronische Herzinsuffizienz
hingegen entwickelt sich idiopathisch 1m Rahmen einer dilatativen
Kardiomyopathie oder infolge koronarer Herzkrankheit, Mpyokardinfarkt,
Hypertonie, Klappenfehlern oder chronischen Vergiftungen (Roskamm &
Reindell 1996). Sie sollte nicht als ein Endstadium, sondern als ein dynamischer
Prozess betrachtet werden, in dem verschiedene mechanische, molekulare,
immunologische, ischdmische, arrhythmogene, vaskulare und skelettmuskulére
Prozesse zu Symptomen und zu einer Verschlechterung des Krankheitszustandes
fithren (Kamran Baig et al., 1998).

Die Charakterisierung der Herzinsuffizienz bezieht demnach nicht nur die
Pathophysiologie des Herzens mit ein, sondern auch konsekutive Verdnderungen
in der Peripherie.

Des Weiteren wird, je nach dem ob der linke oder rechte Ventrikel mal3gebend
am Pumpversagen beteiligt ist, eine Linksherzinsuffizienz von einer
Rechtsherzinsuffizienz differenziert, wobei auch eine Kombination aus beiden,
die sogenannte Globalherzinsuffizienz, auftreten kann.

Die Rechtsherzinsuffizienz ist haufig Folge einer chronischen Uberbelastung oder
entsteht durch eine myokardiale Schiadigung. Eine chronische Druck- und / oder
Volumenbelastung des rechten Ventrikels tritt bei einer Insuffizienz des linken
Ventrikels, beim Vorliegen einer Mitralisstenose, bei der Pulmonalstenose und

bei der pulmonalen Hypertonie auf (Roskamm & Reindell, 1996).

Die Linksherzinsuffizienz entwickelt sich ebenfalls infolge einer akuten
myokardialen Schiédigung oder einer chronischen Uberbelastung. Die haufigste
akute Schadigung stellt der Myokardinfarkt dar, der in der Regel die freie Wand
des linken Ventrikels betrifft. Einer chronischen, sich langsam tber Jahre hin
entwickelnden Linksherzinsuffizienz hingegen liegen insbesondere eine koronare
Herzerkrankung oder arterielle Hypertonie zugrunde. Seltener sind
Kardiomyopathien, Klappenfehler, Herzrhythmusstérungen und angeborene
bzw. erworbene Herzfehler sowie toxische Schidigungen (z.B. Alkohol) ursichlich
fiir eine chronische Herzinsuffizienz verantwortlich (Mutschler et al., 1997).
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Einleitung

Der linksventrikuldren Dysfunktion ist eine gréBere Bedeutung zuzusprechen,
jedoch kann sie in ihrem Verlauf oft zu der Entwicklung einer
Rechtsherzinsuffizienz fiihren.

SchliefBlich konnen Funktionsstérungen des Herzens sowohl die Diastole als auch
die Systole betreffen, wonach man pathophysiologisch eine diastolische von einer
systolischen Dysfunktion unterscheidet.

Die haufiger auftretende linksventrikulédre systolische Dysfunktion entspricht
einer Einschrankung der Entleerung des linken Ventrikels und wird in der Regel
definiert durch eine Auswurffraktion <40%. Als Ursachen hierfiir koénnen
ischamische (koronare Herzkrankheit) sowie nichtischdmische (z.B Hypertonie)
in Frage kommen, wobei die koronare Herzkrankheit (KHK) etwa zwei Drittel
aller Falle ausmacht (Gomberg-Maitland et al., 2001).

Die linksventrikuldare diastolische Dysfunktion ist charakterisiert durch
Abnormalitéten in der diastolischen Relaxation des Ventrikels mit verdnderten
Flussparametern in der Fillungsphase und einer verringerten Compliance des
linken Ventrikels. Sie liegt bei etwa einem Drittel der Patienten, haufig auch
kombiniert mit einer systolischen Funktionsstérung vor (Waggoner, 2000).

Eine praktische Einteilung der Herzinsuffizienz in verschiedene Schweregrade
wird anhand der funktionellen Klassifikation geméss den Richtlinien der New

York Heart Association NYHA I-IV) durchgefiihrt (Siegenthaler, 2000).

NYHA-Stadium I: vollige Beschwerdefreiheit bei normaler kérperlicher

Belastung

e NYHA-Stadium II: leichte Einschrankung der kérperlichen Belastbarkeit;
in  Ruhe und bei leichter korperlicher Belastung besteht
Beschwerdefreiheit

e NYHA-Stadium III: starke Einschriankung der Belastbarkeit,
Wohlbefinden in Ruhe, aber Beschwerden schon bei leichter korperlicher
Tatigkeit

e NYHA-Stadium IV: der Patient hat schon in Ruhe Beschwerden, zu

korperlicher Belastung ist er kaum noch fahig, Bettlagerigkeit.
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2.2.2 Pathomechanismen der Herzinsuffizienz

Nach einer initialen myokardialen Schadigung durch Druck-
/Volumeniiberlastung oder Gewebeverlust infolge einer akuten Ischdmie bzw.
Infarkt kommt es - mit dem Ziel der Aufrechterhaltung eines bedarfsgerechten
Schlagvolumens — kompensatorisch zu einem ventrikuldren Remodeling mit
Myozytenhypertrophie und anschlieBender ventrikuldrer Dilatation (Cohn et al.,
2000). Die ventrikuldre Dilatation fiihrt iiber einen dehnungsinduzierten
programmierten Zelltod (Apoptose) zu einer weiteren Dilatation und somit zu
einer progredienten Myokardschidigung (Anversa et al., 1996). Zur
Kompensation der reduzierten kardialen Pumpleistung und als Folge der
Minderperfusion lebenswichtiger Organe kommt es zudem systemisch zu einer
neuroendokrinen Aktivierung; es erfolgt die Aktivierung des sympathischen
Nervensystems und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), eine
erhohte Freisetzung von NO, Vasopressin und Zytokinen und eine Erhéhung des
Plasmaendothelinspiegels (Middelkauff, 1997). Die Konsequenzen der
neuroendokrinen  Aktivierung sind eine periphere Vasokonstriktion,
Flussigkeitsretention, eine erhohte Arrhythmieneigung und
Katecholaminrefraktaritdt des Herzens sowie klinisch eine Verschlechterung der
Symptomatik des Patienten (Schrier et al., 1999). Dariiber hinaus begiinstigen
Angiotensin II und eine Bi-Adrenorezeptorenstimulation weiterhin einen Zelltod
durch Apoptose und Nekrose (Sabbah & Sharova, 1998). Neben diesen Prozessen
sind in den Kardiomyozyten auch Stérungen des Kalzium-Stoffwechsels zu
beobachten, die zu Stérungen im Ablauf von Kontraktion und Relaxation im
Myokard fiihren. Im remodelten Myokard ist der Gehalt des sarkoplasmatischen
Retikulums und der Ca?*-Kanéle und Ca2+*-Pumpen relativ zur Masse erniedrigt
(Arai et al., 1993; Beuckelmann et al., 1992). Aufgrund der Kalziumiiberladung
der Zellen ist eine Dysfunktion des Herzens die Folge. Die chronische
Herzinsuffizienz stellt somit einen dynamischen Prozess dar, bei dem
Kompensationsmechanismen in einem Circulus vitiosus zu elner weiteren
kardialen Funktionsverschlechterung und damit Progression der Erkrankung
beitragen.

Das sympathische Nervensystem wird bei der Herzinsuffizienz sehr friith
aktiviert, wodurch es zu einer zwei- bis dreifachen Erhchung der
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Sympathikusaktivitait kommt (Béhm, 2002). Diese Aktivierung erfolgt {iber sog.
Barorezeptoren, die Druck-, Volumen- oder Frequenzverdnderungen in groflen
GefaBlen oder im Herzen wahrnehmen und an das zentrale Nervensystem
mitteilen. Durch die reaktiv erhoht zirkulierenden Katecholamine kommt es zu
systemischer und renaler Vasokonstriktion, positiv inotroper und chronotroper
Wirkung, gesteigerter Natrium-Reabsorption in der Niere und Aktivierung des
RAAS mit Anstieg von Renin, Angiotensin II und Aldosteron. Angiotensin II
bewirkt an Gefdllen und der Niere &dhnliche Effekte wie Noradrenalin. Das
biologisch aktive Angiotensin II wird durch das Angiotensin-Konversions-Enzym
(ACE) aus Angiotensin I gebildet. Angiotensin II bewirkt die Freisetzung von
Aldosteron aus der Nebennierenrinde, das zu einer verstiarkten Natrium- und
Wasserretention in den Nieren fiihrt und somit zu einer Zunahme des
Blutvolumens, was wiederum einen Blutdruckanstieg sowie eine Erhoéhung der
Vor- und Nachlast mit sich bringt (Jackson et al., 2000). Neben der systemisch
hdmodynamischen Wirkung des Angiotensin II iibt es auch die Rolle eines auto-
und parakrinen Hormons aus, indem es auf zelluldre Funktionen wie Wachstum
und Differenzierung Einfluss nimmt ( Dell'Ttalia et al., 1997; Studer et al., 1994).
Es konnten des Weitern fur Angiotensin II ein EinfluB auf Myozyten- und
Fibroblasten-Hypertrophie, eine differenzierte Regulation vieler Faktoren des
Kollagenstoffwechsels (Brilla et al., 1994), die Stimulation der Synthese
proinflammatorsicher Zytokine und die Induktion der Apoptose (Kajstura et al.,
1997) gezeigt werden. Neben der Aktivierung von Angiotensin II katalysiert das
ACE auch die Inaktivierung von Bradykinin, welches als Vasodilatator fungiert
und fir eine Vielzahl kardioprotektiver Funktionen verantwortlich gemacht wird
(Linz et al., 1995). Dieser vermehrte Abbau unterstiitzt folglich zusétzlich den
Prozess der Herzinsuffizienz, da das normalerweise herrschende Gleichgewicht
zwischen Kontraktion und Relaxation nicht aufrecht gehalten werden kann,
sondern zu Gunsten der Vasokonstriktion verschoben ist (Drexler, 1998; Zelis &

Flaim, 1982).

Endothelin-1 (ET-1), ein potenter Vasokonstriktor, wird vom vaskuldren
Endothel und Myokard produziert und ist ebenfalls an der Regulation von
Myokardfunktionen, Gefasstonus und peripherem Widerstand bei der
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Herzinsuffizienz wesentlich beteiligt. Klinische und experimentelle Studien
haben gezeigt, dass bei schwerer Herzinsuffizienz die Endothelinspiegel bei den
Patienten um das zwei- bis dreifache ansteigen kénnen (Wei et al., 1994; Pacher
et al., 1993). ET-1 greift zuséatzlich in das Zusammenspiel von Kollagensynthese
und —abbau ein, wobei erste tierexperimentelle Studien mit Endothelin-Rezeptor-
Antagonisten eine Reduktion des Remodelings zeigen (Fuchs & Drexler, 2000).
Klinisch konnte jedoch kein Effekt gezeigt werden.

Schliesslich ist, vermittelt iiber Barorezeptoren, auch die Freisetzung des
Polypeptides Vasopressin (antidiuretisches Hormon, ADH) bei Herzinsuffizienz
erhoht und tragt zu Flussigkeitsretention und peripherer Widerstandserhéhung
und somit zu einem férdernden Einfluss auf die Progression der Erkrankung bei

(Rickenbacher, 2001).

Diese neuroendokrin, vasokonstriktorischen und flissigkeitsretinierenden
Systeme werden unter physiologischen Bedingungen durch antagonistische
Systeme tiber komplexe Interaktionen in einem empfindlichen Gleichgewicht
gehalten. Aus der Gruppe der natriuretischen Peptide spielen vor allem das
atriale natriuretische Peptid (ANP) und das brain natriuretische Peptid (BNP)
bei Herzinsuffizienz eine Rolle. ANP wird primar aus den Vorhéfen, BNP aus den
Ventrikeln bei Vorhofdehnung bzw. erhéhtem Fiillungsdruck freigesetzt (Boland
et al., 1998).

Natriuretische Peptide bewirken eine Vasodilatation, erhohen die renale
Natrium-Ausscheidung und haben antiproliferative Effekte am Myokard. Sie
werden deshalb als physiologische Antagonisten von Angiotensin II angesehen.
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Konzentrationen der natriuretischen
Peptide sehr gut negativ mit der linksventrikuldren Ejektionsfraktion des
Herzens korrelieren. BNP zeigt hierbei eine deutlichere Abhingigkeit von der
klinischen Schwere der Herzinsuffizienz als ANP (Mair et al., 2001) und wird
heute als Hauptmarker zur Uberwachung des Therapieerfolges und der Prognose
der Herzinsuffizienz verwendet (Maisel et al., 2002).

Die chronische Herzinsuffizienz geht mit endothelialer Dysfunktion und
verminderter endothelvermittelter Vasodilatation einher, welche zumindest
teilweise durch verminderte Synthese und Freisetzung als auch durch erhoéhte
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Deaktivierung von Stickstoffmonoxid (NO) zu erkliren ist. Die Bildung von NO
aus L-Arginin wird durch drei NO-Synthetasen (NOS) katalysiert: die neuronale
NO-Synthetase (nNOS), die endotheliale NO-Sytnhetase (eNOS) und die
induzierbare NO-Synthetase (NOS) (Férstermann et al., 1991; Moncada &
Higgs, 1993). Im kardiovaskuldren System sind besonders die eNOS und die
iNOS von Bedeutung. Die NO-Produktion durch die iNOS fiihrt iiber Peroxinitrit
und andere toxische Metaboliten zu Apoptose, zytotoxischen Effekten und
Verianderungen der Kontraktilitit (Csont et al.,, 2005). Die im Herz
vorherrschende Form ist die eNOS, welche im vaskulidren Endothel und in
Kardiomyozyten exprimiert wird.

Das von der eNOS gebildete NO reguliert physiologischerweise die
Vasorelaxation, hemmt die Plattchenaggregation wund -adhésion, die
Monozytenadhésion, die Proliferation glatter Muskelzellen, die Expression
verschiedener Adhisionsmolekiile sowie die ET-1-Produktion (Taddei et al.,
2000). Weiterhin konnte die eNOS als ein wichtiger Regulator des myokardialen
Sauerstoffverbrauchs identifiziert werden (Trochu et al., 2003). Eine Studie mit
eNOS-Knockout Mausen zeigte, dass durch eine erniedrigte eNOS-Expression in
der Herzinsuffizienz das ventrikulare Remodeling verstarkt wird, bzw. dass NO

das Remodeling nach Myokardinfarkt limitiert (Scheerer-Crosbie et al., 2001).

Immer mehr Aufmerksamkeit haben in den letzten Jahren die Zytokine im
Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz erhalten. In Untersuchungen konnten
erhohte Plasmaspiegel im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz von einigen
proinflammatorischen Zytokinen, dem Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a),
Interleukin-18 (IL-18), -2 (IL-2) und -6 (IL-6) nachgewiesen werden (Fuchs &
Drexler, 2000). Ahnlich wie die Zytokine scheint oxidativer Stress, der durch
verminderte Aktivitdt antioxidativer Systeme und vermehrte Produktion von
Sauerstoffspezies in der chronischen Herzinsuffizienz erhoht ist, funktionelle und
strukturelle Veranderungen am Myokard auszuiibben und am Prozell des

Remodeling beteiligt zu sein. (Rauchhaus & Miiller-Werdau, 2001).
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Abb.1: Circulus vitiosus bei chronischer Herzinsuffizienz

2.2.3 Symptomatik und Diagnose der Herzinsuffizienz

Die Sicherung der Diagnose einer chronischen Herzinsuffizienz beruht auf der
typischen Symptomatik des Patienten, wobel es zu einer Leistungsminderung,
Belastungsdyspnoe sowie paroxysmaler néchtlicher Dyspnoe mit eventuellem
Husten kommen kann. Begleitend kénnen klinische Befunde wie Odeme
abhéangiger Korperpartien, Tachykardie, Hepatomegalie, hepatojuguldrer Reflux,
Aszites, Jugularvenenstauung, pulmonale Rasselgerdusche, Kardiomegalie oder
ein 3. Herzton erhoben werden. Das klinische Bild der Herzinsuffizienz kann in
seinem Schweregrad stark variieren und korreliert nicht immer mit der
kardialen Funktion.

Zur Einleitung der adiquaten, gegebenenfalls kausalen Therapie ist es
entscheidend , die Atiologie der Herzinsuffizienz zu kldren und den Schweregrad
einzuschitzen (siehe Einteilung der NYHA Stadien; Siegenthaler, 2000).
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Die Anamnese kann bereits einen Anhalt fir eine kardiale Erkrankung geben
wie z.B. friherer Myokardinfarkt, Angina pectoris, Hypertonie, rheumatisches
Fieber, Alkoholabusus, etc..

Zur exakten Diagnostik sollten bei jedem Patienten Laboruntersuchungen, ein
EKG zur Beurteilung des Herzrhythmus (z.B. Zeichen des abgelaufenen Infarkts,
Myokardhypertrophie) und gegebenenfalls Réntgen-Thorax-Aufnahmen fiir den
Nachweis einer eventuellen pulmonalen Stauung, Kardiomegalie oder
Pleuraerguss,  durchgefithrt = werden. Als  besonders  hilfreich  zur
Diagnosestellung, Schweregradbeurteilung und Verlaufskontrolle hat sich die
zweldimensionale Echokardiographie einschliellich  Dopplersonographie
erwiesen. Weitere Untersuchungsmethoden sind die
Radionuklidventrikulographie zur Beurteilung der Ventrikelfunktion sowie die
(Spiro-) Ergometrie als Belastungstest und die Magnetresonanztomographie, um
eine Darstellung der kompletten Morphologie des Herzens, seiner benachbarten
Strukturen und der intrakardialen und intravasalen Volumina zu erhalten
(Kindermann et al., 2002). Die Messung von BNP verspricht aulerdem in der
Diagnose der Herzinsuffizienz zur Abschidtzung der Prognose und des

Therapierfolges einige wichtige Hinweise zu geben.

2.2.4 Therapie der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz-Therapie hat das vordringliche Ziel, die Letalitat zu senken,
aber auch die Progression einer bestehenden kardialen Funktionsstérung bereits
1m asymptomatischen Stadium zu vermeiden bzw. zu verlangsamen, die
Symptome und damit Lebensqualitit der Patienten zu verbessern, die
Hospitalisationsrate zu vermindern und hadmodynamische Parameter zu
verbessern. Hierzu stehen medikamentose und nicht-medikamentése
therapeutische Mallnahmen zur Verfligung.

Liegt eine behebbare Herzinsuffizienzursache vor, ist die kausale Therapie
(medikamentds, katheterinterventionell, operativ) vordringlich.
Nichtmedikamentése MaBnahmen (Reduktion von Ubergewicht, Begrenzung der
Kochsalzzufuhr auf <3 g pro Tag, Vermeidung von Alkoholkonsum und Rauchen,
Normalisierung der Cholesterinwerte, in schweren Fallen Limitierung der
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Fliissigkeitszufuhr und ausreichend viel Bewegung) sind auf jeden Fall
unterstiitzend zu den verschiedenen Therapiemoéglichkeiten zu ergénzen.
(Osterziel & Dietz, 2000).

Eine addquate medikamentése Versorgung der herzinsuffizienten Patienten
muss auf ein therapeutisches Kurz- und Langzeitziel ausgerichtet sein. Wahrend
frither hauptsichlich positiv inotrope Substanzen (Digitalis) eingesetzt wurden,
um die Pumpleistung des Herzens zu verstiarken, hat sich aufgrund der
eindeutigen Ergebnisse klinischer Studien der letzten 20 Jahre ein Wandel in
dem therapeutischen Konzept vollzogen (Mutschler et al., 1997). Heute werden
vorwiegend Wirkstoffgruppen eingesetzt, die zum einen die Herzarbeit
okonomisieren und zum anderen die einsetzenden Kompensationsreaktionen des
Korpers wie die erhohte Aktivitdt des Sympathikus und des RAAS vermindern
oder sogar aufheben (Mutschler et al., 1997).

Zur Basistherapie gehéren ACE-Hemmer, Diuretika und Digitalis (Gheroghiade
et al., 1998) und seit kurzem auch die B-Rezeptorenblocker. Die American Heart
Association empfiehlt als Therapie der Herzinsuffizienz die 4er-Kombination der
o.g. Wirkstoffgruppen.

Diuretika sind bei jeder Form der Herzinsuffizienz, die mit einer
Fliissigkeitsretention einhergeht (z.B. periphere Odeme, Lungenstauung)
indiziert (Richardson et al., 1987).

Digitalis (Herzglykoside) wirken iiber eine Hemmung der Nat/K+ATPase positiv
inotrop, senken die Herzfrequenz und vermindern die neurohormonale
Aktivierung bei Patienten mit Herzinsuffizienz (Gheorghiade et al., 1995; Krum
et al., 1995).

ACE-Hemmer inhibieren nicht nur die Konversion von Angiotensin I zu
Angiotensin II, sondern auch den Abbau von Kininen. Eine Hemmung der
Kininase II = ACE beinhaltet daher eine doppelte Wirkung, ndmlich die
Abschwiachung der Wirkung des Vasokonstriktors Angiotensin II und die
Verstarkung der Wirkung des Vasodilatators Bradykinin. Somit ergibt sich die
Blutdrucksenkung und konsekutiv die Senkung der Vor- und Nachlast des
Herzens als Hauptwirkung der ACE-Hemmer (Wollert et al., 1994).

Das sympathische Nervensystem wird unabhéngig von dem auslésenden Faktor
schon sehr frith im Verlauf der Herzinsuffizienz aktiviert (Abraham, 2000).
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Wihrend dies kurzzeitig zu einer Verbesserung der Herzfunktion fithrt, gibt es
heute keine Zweifel mehr dariber, dass die chronische Erhéhung des
Sympathikustonus entscheidend zur Verschlechterung des Krankheitsbildes
beitriagt. Dies macht deutlich, warum B-Blocker ein wichtiger Teil der Therapie
der Herzinsuffizienz sind.

B-Adrenorezeptorenblocker hemmen kompetitiv B-Adrenorezeptoren und heben
durch Blockade der Bi-Rezeptoren die positiv inotrope und chronotrope Wirkung
am Herzen und durch partielle Stimulation der Bz2-Rezeptoren die
vasodilatierende Wirkung der Katecholamine an der glatten Muskulatur auf
(Mutschler et al., 1997). Man unterscheidet zwischen Bi-selektiven und
nichtselektiven B-Blockern. Allen B-Blockern ist gemein, dass sie initial negativ
mnotrop wirken und zunéchst zu einer Verschlechterung der Symptomatik fithren
kénnen (Steering Comitee in Heart Failure, 1998). Die positiven Effekte der
adrenergen Inhibitoren sind teilweise erst nach ein bis zwei Monaten feststellbar
(Hall et al., 1995).

In der 2003 verdffentlichten EPHESUS-Studie (Eplerenone Post-Acute
Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study) konnte der
positive Nutzen von Eplerenon, einem Aldosteronantagonisten, zu dem einer
optimierten Standardtherapie mit ACE-Hemmern und Betablockern gezeigt
werden. Der seit September 2004 in  Deutschland zugelassene
Aldosteronantagonist verringert das Risiko der kardiovaskuldren Mortalitat und
Morbiditat bei stabilen Patienten mit linksventrikuldrer Dysfunktion und
klinischen Zeichen einer Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt (Pit et al., 2003).
Eplerenon hemmt dabei kompetitiv die Bindung von Aldosteron an den
zytoplasmatischen Rezeptor, woraus eine verminderte Kaliumausscheidung und
eine verringerte Natriumrickresorption resultiert. Durch die damit verbundene
vermehrte Ausscheidung von Wasser wird eine Senkung der Vorlast erreicht. Als
weiterer Wirkungsmechanismus wird eine verminderte Kollagenbildung und ein
verminderter Umbau der Muskulatur postuliert (Overbeck, 2004).

Trotz dieser etablierten medikamentésen Therapie bei herzinsuffizienten
Patienten mull weiter untersucht werden, inwieweit der Einsatz neuer
Therapeutika in Kombination mit den vorhandenen Standardtherapeutika
sinnvoll sein kann.
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2.3 Der Myokardinfarkt

2.3.1 Definition und Pathogenese des Myokardinfarktes
Unter Myokardinfarkt (MI) bzw. Herzinfarkt versteht man die Zerstérung mehr
oder weniger ausgedehnter, begrenzter Gebiete des Herzmuskels. Ein
Herzinfarkt ist die Folge einer Unterbrechung der Blutversorgung im
Kranzadergebiet, welche durch Verschluss der Blutgefille durch Embolie,
Blutpfropfbildung oder Verkalkungsprozesse sowie durch lédnger andauernde
Verkrampfungen eines Gefallgebietes ausgelost werden kann. Er kann durch
Vernarbung ausheilen oder zum Tod durch plétzlichen Herzstillstand fiihren
(Hort, 2000).
Das entscheidende morphologische Kriterium eines Herzinfarktes ist der
irreversible Untergang von Herzmuskelzellen, der erst nach dem Uberschreiten
der Wiederbelebungszeit des Myokards beginnt. Die Zelluntergénge beginnen im
Myokard an jenen Stellen, die von den zufiihrenden Arterien am weitesten
entfernt sind, im Subendokard. Von dessen Zentrum breiten sie sich langsam in
die seitlichen subendokardialen Partien und senkrecht ins Myokard in Richtung
zum Epikard aus (Hort, 2001). Je nach Lokalisation des Infarktes unterscheidet
man einen Vorder-, Seiten- oder Hinterwand-Infarkt sowie einen transmuralen
Infarkt, welcher mehr als die Halfte der gesamten Dicke der Ventrikelwand
betrifft und im Versorgungsgebiet einer okkludierten Koronaraterie liegt, und
weiterhin einen nichttransmuralen Innenschichtinfarkt, der sich auf das
Subendokard bzw. die innere Halfte der Ventrikelwand beschrinkt und aus
disseminierten, kleinen Nekrosebezirken besteht.
Nach der bisherigen Definition der WHO miissen fiir einen Infarkt zwei der drei
nachfolgenden Kriterien vorliegen:

1. typische Angina pectoris

2. Anstieg der Aktivitidt oder Konzentration kardialer Enzyme im Blut mit

typischer Kinetik nach Schmerzsymptomatik
3. typische EKG-Veranderungen (monophasische ST-Streckenerhebungen
mit nachfolgendem Umbau des QRS-Komplexes).

Der Wunsch nach einer préziseren klinischen Definition des akuten
Myokardinfarktes und die Verfligharkeit neuer biochemischer Marker der
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Myokardnekrose haben zu einer Revision der WHO-Definition Anlass gegeben,
welche das Troponin als biochemischen Marker ins Zentrum rickt. In dieser
neuen Definition wurden folgende Kriterien hervorgehoben, die fiir die Diagnose
des Myokardinfarktes vorhanden sein miissen:

Typischer Anstieg und gradueller Abfall (Troponin) oder schneller Anstieg und
Abfall (CK-MB, Creatinkinase Myokardtyp) der biochemischen Marker der
Myokardnekrose mit mindestens einem der folgenden Kriterien: a) ischidmische
Symptome, b) Entwicklung pathologischer Q-Zacken im EKG, ¢) ST-Hebung oder
-Senkung im EKG, d) Koronarintervention (ESC/ACC, 2000).

Die Pathogenese des akuten Myokardinfarktes wird tiberwiegend auf eine
intravasale Thrombusbildung in Folge der Ruptur einer atherosklerotischen
Plaque im Bereich der Koronararterien zuriickgefiihrt (Stary, 1989). Die fritheste
atherosklerotische Gefaflasion besteht aus Schaumzellen, den sog. ,fatty
streaks®. Lipide werden hierbei durch aktiven Transport in die GefdBBwand
aufgenommen, vermutlich durch Endothelverletzungen initiiert; das dabei
oxidierte LDL (Low density Lipoprotein) 16st entziindliche Veranderungen aus
(Fuster et al., 1992). Im Folgenden werden monozytire Zellen angelockt, als
Makrophagen in die GefiBwand aufgenommen, welche das oxidierte LDL dann
speichern. Atherogene Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie, Diabetes
mellitus, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus oder auch eine genetische
Préadisposition kénnen bei der Endothelverletzung mitwirken, zumindest aber
beschleunigen sie die Entwicklung der Léasion. Diese Léasionen fithren im
weiteren Verlauf zu Reaktionen der GefiBmedia und - intima (Proliferation der
glatten Muskelzellen, Inflammation, Matrix-Degeneration) und sind die Vorboten
der atherosklerotischen Plaque. Diese besteht aus einem lipidreichen Kern, der
durch eine fibrése Membran zum GefiaBSlumen hin abgegrenzt ist (Stary, 1989).
Durch eventuelle GroBenzunahme kann die Plaque zum einen das betroffene
GefaBlumen einengen, was zu einer Unterversorgung des angeschlossenen
Gewebes fiihrt. Zum anderen kann aber auch ihre fibrose Membran instabil
werden und rupturieren. Thrombogene Plaquebestandteile werden freigesetzt,
was zu einer Thrombozytenaggregation und akuten konsekutiven
Thrombusbildung fiihren kann. Als Ursachen fiir die Plaqueruptur werden
Herzfrequenzanstiege, Anderungen der Katecholaminkonzentrationen im Serum,
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Entziindungsvorgénge sowie abnorme physische und psychische Belastungen
diskutiert (Strauer, 2001). Koronarsklerotische Plaques und entsprechende
Myokardthrombosen kénnen nun eine zeitweilige oder chronische
Unterversorgung des Herzmuskels verursachen, die sog. Ischdmie, welche zum
klinischen = Syndrom  der Angina  pectoris oder bei  schweren
Durchblutungsstérungen zum Herzinfarkt fiithrt.

Inzwischen konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden, dass bei
mehr als der Héalfte der Myokardinfarkte die zugrundeliegende Koronarstenose
eine Durchmesserverminderung von weniger als 50% verursacht. Anzahl und
Struktur der vorhandenen Plaques, korrelieren mit der Infarktgefahrdung

(Rosenberg et al., 1999).

2.3.1.1 Ischamische Herzmuskelnekrose

Durch das Vorhandensein von ,funktionellen Endarterien“ im Herzen kommt es
beim KoronarverschluB zum ischédmischen Infarkt. Im Gebiet distal des
Gefallverschlusses folgen nach Unterbrechung der Blutzufuhr, abhingig von der
Dauer der Ischiamie, zunehmend schwere Gewebsschidden, was eine Umstellung
des Zellstoffwechsels auf die anaerobe Glykolyse zur Folge hat. Die
Energieausbeute ist nun vergleichsweise minimal, so dass die energieabhingigen
Systeme (z.B. die Ionenpumpe und die kontraktilen Elemente des Cytoskeletts
und der Muskelzellen insbesondere) ihre Funktion verlieren. Der anaerobe
Stoffwechsel fiihrt auBerdem zu Laktatproduktion, folgender Gewebeazidose und
Storungen der Membranintegritit (Jennings & Reimer, 1991). In diesem Zustand
konnen die genannten Schiddigungen noch reversibel sein. Kommt es jedoch
durch die gestorte Membranintegritdit zu  starkem  Ionen-  und
Flussigkeitseinstrom in die Zelle, kann diese durch zu starkes Anschwellen
rupturieren. Dies ist der Ubergang zu einer irreversiblen Zellschadigung. Die
irreversiblen Schéadigungen sind durch den Austritt von Enzymen aus dem
Zytosol, wie z.B. Kreatinkinase und Laktatdehydrogenase gekennzeichnet
(Walter et al., 1999). Weiterhin werden durch die Ischimie eine Abfolge von
Reaktionen eingeleitet wie u.a. die Freisetzung von inflammatorischen
Mediatorstoffen, die Obstruktion der Kapillaren durch die Granulozyten und die
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Formation von Sauerstoffradikalen. Dauert die Ischamie an, entwickelt sich ein
Nekrosebezirk, neutrophile Granulozyten werden chemotaktisch angelockt,
wandern ins geschidigte Herzmuskelgewebe ein und erfiillen ihre Funktion in
der Beseitigung der nekrotischen Zellen. Parallel zu dieser ablaufenden
Entziindungsrektion beginnt eine Reparaturphase mit Bildung von kollagenen
Fasern, Fibroblastenvermehrung bis hin zur Entwicklung eines Narbenbezirks.
Auf klinischer Ebene kommt es hiernach zu Veridnderungen im Aktionspotential
und damit zu Abweichungen im EKG, wie Hebungen oder Senkungen der ST-
Strecke (ECC Guidelines, 2000).

Im postischdmischen Herzmuskelgewebe unterscheidet man theoretisch
zwischen reversibel und irreversibel geschiadigten Myozyten. Im Optimalfall
erholen sich erstere durch die rechtzeitig erfolgte Reperfusion, und der

Nekrosebezirk beschrankt sich auf irreversibel geschadigte Herzmuskelzellen.

2.3.1.2 Reperfusionsschaden

Reperfusion (,Reflow”) ist die einzige Moglichkeit, beim Infarkt ,langfristig® das
Gewebe vor der Nekrotisierung zu retten. Im Optimalfall wird dadurch das
Myokard rechtzeitig wieder mit Sauerstoff versorgt, und die Herzmuskelzellen
erholen sich von der kurzzeitigen Ischdmie vollstdndig. Sehr gut sind die
Aussichten auf Regeneration, wenn das ischdmische Areal durch Reperfusion
mnerhalb der ersten 2 Stunden wieder durchblutet wird. Durch die Reperfusion
werden Zellprodukte, die sich wahrend des Gefaliverschlusses im azidotischen
Milieu anhéufen konnten, ausgewaschen. Die Reperfusion des ischdmischen
Herzmuskelbereichs hat u.a. die Reoxygenation, Substratzufuhr, Normalisierung
des Gewebs-pH und der Osmolaritdt zur Folge. Zum anderen gelangen beim
,Reflow“ mit dem Blutstrom zellige Blutkomponenten in den der Ischidmie
ausgesetzten Mpyokardbezirk. Die Leukozyten, speziell die neutrophilen
Granulozyten, erfiilllen dann ihre physiologische Funktion, indem sie nach
Emigration nekrotische Zellen oder durch die Ischimie (irreversibel) beschidigte
Zellen mittels Phagozytose abrdumen. Bei der Diskussion um den
Reperfusionsschaden misst man u.a. den neutrophilen Granulozyten und den von
ihnen gebildeten Sauerstoffradikalen eine entscheidende Bedeutung bei (Sawa et
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al., 1990; Siminiak & Ozawa, 1993). Zusiatzlich sind weitere Blutzellen
miteinbezogen, wie Monozyten und Thrombozyten, aber auch weitere Systeme im
Sinne der Komplementaktivierung, Ausschiittung proinflammatorischer
Zytokine, Leukotrienbildung und prothrombotische Verdnderungen des
Gerinnungsstatus (Hill, 1998; Becker et al., 2000).

Die Theorie des Reperfusionsschadens postuliert, dass bei der Reperfusion
,<Faktoren®“ in das der Ischdmie ausgesetzte Gewebe eingebracht werden, welche
durch die Ischdmie geschiadigte Myokardzellen zusatzlich schédigen, so dass
diese Zellen nicht mehr zur Regeneration fihig wiren. Black bezeichnet den
Reperfusionsschaden als Syndrom verschiedener negativer pathologischer
Vorgiange, welche Gefdl3schdadigung, Arrhythmien, myokardiales Stunning
(reversible postischamische Dysfunktion des Herzens bei wiederhergestellter
Durchblutung) und Ausbreitung des Gewebeschadens beinhalten (Black, 2000).
In Anbetracht der negativen Auswirkungen, die eine Reperfusionstherapie mit
sich zieht, muss das Risiko einer zusétzlichen Schiadigung des Myokards in
einem  vertretbaren  Verhédltnis zum  therapeutischen  Nutzen  der

Revaskularisierungsmaflnahme stehen.

2.3.2 Symptomatik und Diagnostik des Myokardinfarktes

Das klinische Bild des akuten Herzinfarktes ist durch unterschiedliche, zum Teil
stark wechselnde Symptome charakterisiert. In der Mehrzahl der Falle lasst sich
eine sog. Myokardinfarkt-Trias nachweisen: heftige retrosternale Schmerzen,
Blutdruckabfall und Tachykardie. Die Schmerzintensitdt kann hierbei zu- und
abnehmen, eventuell voriibergehend sogar ganz verschwinden (Hausmann &
Drexler, 1998). Herzinfarkt-Patienten klagen des Weiteren iiber ein Enge- oder
Druckgefiihl, teilweise verbunden mit Luftnot, Unruhe, Angst und Schwitzen
(Hausmann & Drexler, 1998). Die Schmerzen kénnen in beide Arme, den Hals,
den Unterkiefer, den Ricken oder den Oberbauch ausstrahlen. Im Gegensatz
zum Angina pectoris-Anfall sind vor allem die Brustschmerzen starker, von
langerer Dauer und nach Nitroglycerin-Gabe nicht wesentlich verbessert. Je
nach Ausmall der GroBe des Infarktes konnen bei manchen Patienten
Schocksymptome wie Blésse, Tachykardie und Hypotonie hinzukommen, etwa
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30% haben zudem gastrointestinale Symptome wie Ubelkeit und Erbrechen.
Teilweise kollabieren die Patienten und bleiben bewusstlos.

Die Diagnose des akuten Mpyokardinfarktes wird zum einen anhand der
Symptome, aullerdem durch EKG-Untersuchungen und dem zeitlich etwas
verzogerten Anstieg der Herzenzyme CK-MB und Troponin I und T im

Blutserum gestellt.

2.3.3 Therapie des Myokardinfarktes

Basis der Therapie ist die Elimination der Risikofaktoren Rauchen und
Ubergewicht sowie die Einstellung von Hypertonie und Diabetes. Bei der
Therapie des akuten Myokardinfarktes besteht ein enges Zeitfenster. Die Ziele
der Infarkttherapie sind die Wiedereroffnung des verschlossenen Gefalles sowie
die rasche Wiederherstellung der Durchblutung des Herzmuskels. Je schneller
dies gelingt (mdglichst innerhalb von vier bis sechs Stunden), desto gréBer sind
die Chancen, den Schaden am Herzmuskel in Grenzen zu halten. Allein 37% der
betroffenen Personen sterben bereits vor Erreichen des Krankenhauses (Léwel et
al., 1999). Die Akuttherapie, die meist als ErstmaBnahme vom Notarzt
durchgefiihrt wird, entspricht den iiblichen Regeln der Notfallmedizin (Angst-
und Schmerzbekidmpfung, Sauerstoffgabe). Weiterhin werden in diesem Stadium
zur symptomatischen und hadmodynamischen Therapie Nitrate sowie zur
antithrombotischen Therapie Acetylsalizylsdure verabreicht. Laut der ISIS-2
(Second International Study of Infarct Survival) ist die sofortige Verabreichung
von Acetylsalizylsdure in einer Dosis von 150-500 mg i.v., gegebenenfalls mit
Heparin, ein absolutes Muss (ISIS-2, 1992). Durch die Gabe von B-Blockern wird
der myokardiale Sauerstoffbedarf gesenkt (Hausmann & Drexler, 1998). Ist der
Schmerz nach Gabe der Nitrate refraktir, so ist der zusatzliche Einsatz von
Opioiden, bevorzugt Morphin, angezeigt.

Eine Reperfusion der thrombotisch verschlossenen Gefidlle geht mit einer
Letalitatssenkung einher, wobei die frithe Wiedereréffnung sogar zu einem
iiberproportionalen Riickgang der Letalitit fithrt (Boersma et al., 1996). Daraus
ergeben sich folgende Forderungen an eine optimale Reperfusionsstrategie: die
Therapie der Koronarperfusion sollte moéglichst schnell, vollstidndig, dauerhaft
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und mit geringen Nebenwirkungen erfolgen. Diese Reperfusionstherapie erfolgt
entweder mit Hilfe von Thrombolytika oder interventionellen Verfahren wie
einer BallongefaBdilatation, sogenannter PTCA (percutaneous transluminal
coronary angioplasty) und Stent-Implantation bzw. einer Bypass-Operation. Der
adjuvante Einsatz von Stents nach vorausgegangener PTCA des Infarktgefalles
hat zu einer weiteren Senkung der Friihsterblichkeit gefiihrt (Antoniucci et al.,
1998; Rodriguez et al., 1998; Stone et al., 1998; Suryapranata et al., 1998). Aus
heutiger Sicht koénnte die Thrombolysetherapie der Zukunft aus einer
Kombinationstherapie von Thrombolytika in reduzierter Dosierung mit
Glykoprotein-IIb/II1a-Blockern bestehen und bei Bedarf mit einer koronaren
Angioplastie kombiniert werden (Nordt et al., 2001). GP-IIb/IIla-Blocker
verhindern die direkte Plattchen-Plattchen-Interaktion und damit die
Aggregatbildung im arteriellen Stromgebiet. Sie kénnen sowohl prophylaktisch
bei der PTCA als auch in Kombination mit Fibrinolytika gegeben werden
(Antman et al., 1999).

Fir die systemische Thrombolysetherapie stehen je nach Indikationsstellung
Streptokinase und deren Abkémmling APSAC, Urokinase, Alteplase und
Reteplase zur Verfiigung (Martens, 2001). Obwohl diese Therapieform bei der
weit iberwiegenden Zahl der Patienten mit akutem Myokardinfarkt zum Einsatz
kommt, gibt es einen hohen Prozentsatz von Patienten, die aufgrund
verschiedener Kriterien von einer Lysebehandlung ausgeschlossen werden
miissen. Hier bietet sich die alternative Anwendung der primédren PTCA an.
Neben dieser Akuttherapie ist auch die Therapie nach einem akuten
Myokardinfarkt bedeutungsvoll. Insbesondere die medikamentése Therapie
hinsichtlich der Pravention des ventrikuldiren Remodelling und der
Sekundarpriavention erneuter atherothrombotischer Ereignisse ist als Grundlage
essentiell.

Falls keine spezifischen Kontraindikationen vorliegen, beinhaltet demnach eine
optimale medikamentose Therapie nach  Myokardischamie neben
Acetylsalicylsdure einen ACE-Inhibitor, einen HMG-CoA-Reduktase Hemmer
(Statin) und einen B-Blocker.

Trotz der bestehenden Therapiemoglichkeiten im akuten Infarktgeschehen
besteht ein groBer medizinischer Bedarf nach neuen Therapieansétzen. Bis dato
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existiert keine direkte kardioprotektive Therapie, ein Ansatz, der direkt die
Kardiomyozyten vor dem irreversiblen Zelltod schiitzt. Da nach dem heutigen
wissenschaftlichen Stand die Entziindung eine wesentliche Rolle beim akuten
Herzinfarkt spielt, wurden verschiedene anti-inflammatorische Ansétze zur
Verhinderung des Zelltodes verfolgt und diese auch in klinischen Studien
getestet. Hier sind zum einen LVMIT-AMI und FESTIVAL zu nennen, in denen
monoklonale anti-CD18 Antikérper bei Infarktpatienten getestet wurden (Porter
et al., 2005; Rusnak et al., 2001). Allerdings konnte keine dieser Studien einen
signifikanten Effekt hinsichtlich Reduktion von InfarktgréBe oder Mortalitét

nachweisen, obwohl priklinische Tierstudien dies zeigten (Arai et al., 1996).

2.4 PPAR

Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPARs) gehoren zur Familie der
Hormonrezeptoren. Sie sind Mitglieder der nukledren Rezeptorfamilie und
gehoren der Superfamilie der Ligand-aktivierten Transkriptionsfaktoren an,
welche die Expression spezifischer Zielgene regulieren (Schoonjans et al., 1996).
PPARs besitzen eine Liganden- sowie eine DNA-Bindungsdoméine. Nach
Aktivierung durch ihre Liganden bilden sie Heterodimere mit dem Retinoid X
Rezeptor (RXR) und binden an definierte PPAR-Response Elements (PPRE) in
der Promotorregion ihrer Zielgene. Bisher sind drei PPAR-Unterformen bekannt:
PPAR-a, PPAR-§ (auch bekannt als PPAR-8) und PPAR-y (Lemberger et al.,
1996), die eine 60-80% Homologie in ihren Liganden- und DNA-
Bindungsdominen besitzen (Schoonjans et al., 1996) und sich somit sowohl in
den Liganden unterscheiden, durch die sie aktiviert werden, als auch in den
Zielgenen, deren Expression sie regulieren. PPARs spielen eine wichtige Rolle in
vielen Zellfunktionen, einschlieBlich der Zellproliferation, Zelldifferenzierung,
Adipogenese und in Entziindungskaskaden. Sie interagieren mit einer Vielzahl
endogener Lipide und Substanzen bei der Behandlung von metabolischen
Erkrankungen.

PPAR-a ist hauptséchlich in Leber und Fettgewebe exprimiert und reguliert den
Fettsdureabbau in der Leber. Des Weiteren konnte PPAR-a in einem relativ
hohen Level im Herzen und Gefidllen nachgewiesen werden, wobei es zur
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Aufrechterhaltung der metabolischen Homdostase im Herzen beitragt sowie
einen EinfluB auf anti-inflammatorische Aktivitdten ausiibt (Yue et al., 2003).
Als natiirliche Liganden hat man mehrfach-ungesittigte Fettsiuren (FS) wie
Eicosanoide charakterisiert (Forman et al., 1999). Synthetische Liganden sind
unter anderem lipidsenkende Fibrat-Derivate wie Fenofibrat (Guerre-Millo et al.,
2000; Matthaie et al., 2001), aber auch andere Substanzgruppen wurden als
Agonisten identifiziert (Ye et al.,, 2001). Via PPAR-a-Aktivierung wird die
Expression von Genen, die in den Lipid-und Lipoproteinstoffwechsel der Leber
involviert sind, modifiziert (Peters et al., 1997, Kersten et al., 2000). Die
verdnderte Genexpression resultiert in einer gesteigerten hepatischen FS-
Oxidation und in einer verminderten Synthese und Freisetzung von
Triglyzeriden (Staels et al., 1998 (a)). Daneben gibt es auch erste priklinische
Daten, wonach PPAR-a-Agonisten zu einer Verbesserung der Insulinsensitivitat
fithren (Ye et al., 2001).

Die Bedeutung von PPAR-§ (auch bekannt als PPAR-B) erscheint noch relativ
unklar. Es aktiviert den Fettsdureabbau in den Adipozyten und Muskelzellen
und verhindert somit eine Gewichtszunahme ( Fredenrich et al., 2005). Des
Weiteren hat PPAR-6 wichtige Funktionen in der myokardialen
Fettsdureoxidation, und es ist bei der Aufrechterhaltung der Energiebalance
sowie den normalisierten Herzfunktionen nach Herzinsuffizienz essentiell
(Cheng et al., 2004).

Der Rezeptorsubtyp vy ist vor allem in der Leber, im Fettgewebe und in Zellen des
Immunsystems exprimiert. In geringem Mal} wird er aullerdem im Herzen und
vaskuldren Zellen sowie in der Skelettmuskulatur exprimiert (Marx, 2002).
PPAR-y kann einerseits durch natiirlich vorkommende Substanzen wie
Prostaglandine oder Glucocorticoide, andererseits durch die synthetischen
Thiazolidindione wie Pioglitazon, Troglitazon oder Rosiglitazon, aktiviert werden
(Lehmann et al., 1995). Diese Substanzen, die mittlerweile in den USA und
Europa in klinischer Anwendung sind, erhohen die Insulinsensitivitit in
peripheren Organen und senken so die Blutglukose- und Triglyzeridspiegel
(Schoonjans et al., 2000). In Deutschland sind Rosiglitazon und Pioglitazon im
Handel und stehen zur Kombinationstherapie mit Sulfonylharnstoffen oder
Metformin bei Typ-II-Diabetikern zur Verfiigung. Gegenwartige
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Behandlungsstrategien fiir Erkrankungen im Herz-Kreislauf-System, welche
meist durch Arteriosklerose verursacht werden, fokussieren auf eine Senkung
des Cholesterinspiegels und eine Hemmung von Entziindungsvorgingen. Die
Verringerung der entzindlichen Anwort im Myokardinfarkt-Geschehen stellt
eine zentrale Rolle zum Schutz vor Reperfusionsschdden dar. PPAR-o/-y zeigen
hierbei durch ihre Einwirkung auf den oxidativen und nitrativen Stress sowie
durch 1hre metabolischen und anti-inflammatorischen Mechanismen eine
unspezifische Hemmung auf die im Infarktgeschehen ausgeléste NF-xB (nuclear
factor-kappa B)-Aktivierung (Yue et al., 2003; Tao et al., 2003). Sie kénnten
kiinftig die Statin-Therapie im Kampf gegen entziindliche Reaktionen bei Herz-
Kreislauf-Erkrankungen erginzen (Barbier et al., 2002; Francis et al., 2003;
Neue Ziircher Zeitung, Forschung und Technik, 08/2005).

FA-Oxidation A
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" FA-Oxidation
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.
.
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Insulin Resistenz WV Blutglukose W FFAWY, TG ¥

Abb. 2: Pharmakologische Effekte von PPAR-o Agonisten
FFA = freie Fettsduren, TG = Triglyceride
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Adipogenese A
Lipogenese A

Insulin-
Sensitivitat A\

Insulin Resistenz ¥ Blutglukose W FFA ¥, TG V¥

Abb.3: Pharmakologische Effekte von PPAR-y Agonisten
FA = Fettsauren, FFA = Freie Fettsauren, TG = Triglyceride

2.4.1 PPAR-o/-y in der Herzinsuffizienz

Veranderungen im metabolischen Herzenergiestoffwechsel treten sowohl als
normale Antwort in diversen physiologischen sowie dietédtischen Verlaufen als
auch in pathophysiologischen Prozessen wie Hypertrophie, Herzinsuffizenz und
myokardialer Ischdmie auf (Barger et al., 2000). Die Kapazitit zur
Energieproduktion mittels FS-Oxidation im postnatalen Saugetierherz wird
durch die Enzyme bestimmt, die in die mitochondriale Fettsduren-B-Oxidation
(FAO) involviert sind (Brandt et al., 1998; Djouadi et al., 1999). Diese wiederum
werden in ihrer Expression durch spezifische Gene kontrolliert bzw. reguliert.
PPAR-o ist der hauptsichliche Regulator der FAO-Enzyme (Lehmann et.al.,
2000). Eine erhéhte Aufnahme von Fettsduresubstraten in Herzmyozyten

induziert eine transkriptionelle Antwort in Form einer erhéhten Expression von

FAO-Enzymen (Disch et al., 1996). Eine Regulierung durch PPAR-a. Aktivierung
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erfolgt in der postnatalen Entwicklung, nach kurzzeitigen Hungerperioden und
als Antwort auf Bewegungstraining. Kontréar dazu fiihrt eine durch Hypertonie
bedingte Hypertrophie zu einer Deaktivierung von PPAR-a und anschlieB3ender
Dysregulation der FAO-Enzym-Expression, wodurch Abnormalititen in der
Homoostase des kardialen Lipidstoffwechsels auftreten (Barger et al., 2000).

Im Gegensatz dazu zeigten Studien an Nagern (Yue et al., 2003), dass die
Aktivierung von PPAR-a schéadlich fiir das Herz sein kann. Die Ergebnisse
belegten, dass die Herunterregulation von PPAR-a notwendig fiir die Erhaltung
der kontraktilen Funktion des hypertrophen Herzens ist und dass die
Reaktivierung von PPAR-o und PPAR-a - regulierten Genen mit PPAR-a
Agonisten in einer schweren Depression der Herzfunktion resultiert. Diese
Effekte sind sehr wahrscheinlich auf die Bildung freier Sauerstoffradikale
zuriickzufithren, die die Herzfunktion negativ beeinflussen (Teissier et al., 2004).
PPAR-y ist ebenso im Herzen exprimiert, jedoch in geringerem Malle als
PPAR-a. PPAR-y reguliert vor allem die Expression bestimmter Zielgene im
Glukosestoffwechsel und in der Adipogenese (Schoonjans et al., 2000). Der
Transkriptionsfaktor verhindert im insuffizienten Herzen die Hypertrophie und
schiitzt das ischdmische Myokard vor Nekrosen (Asakawa et al., 2002). Die
Aktivierung von PPAR-y in vaskuldren Zellen moduliert aullerdem wichtige
Vorgidnge der Arterioskleroseentstehung durch Hemmung der Expression von
Zytokinen sowie durch Modulation von Chemokinen in der GefaBwand (Marx et
al., 2002 (a)). Jedoch berichten andere Autoren von einer kontriren Wirkung
unter dem Einsatz von PPAR-y Agonisten. Hiernach traten einerseits unter der
PPAR-y Behandlung Effekte einer Fliissigkeitsretention, die sich negativ auf das
herzinsuffiziente Herz auswirkt auf, andererseits hiufen sich Hinweise aus zell-,
tierexperimentellen und ersten klinischen Studien, dass PPAR-y Agonisten die
Herzfunktion moglicherweise positiv beeinflussen (Wang et al., 2003).

Die Arbeitsgruppe von Goya et al. konnte erstmals zeigen, dass in vitro an
vaskuldren endothelialen Zellen PPAR-Agonisten (Fenofibrat und Rosiglitazon)
durch unterschiedliche Mechanismen eNOS regulieren. Dabei zeigte sich eine
Erhohung der mRNA Expression, eine Erhohung der Proteinspiegel (nur nach

Fenofibrat-Behandlung) sowie der Enzymaktivitit von eNOS durch eine
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dosisabhingige PPAR-Agonisten Behandlung (Goya et al., 2004). Regulierende
Einwirkungen auf die Entwicklung von endothelialen Dysfunktionen, welche
einer klinischen kardiovaskuldren Erkrankung hervorgehen, konnten somit
ebenfalls auf PPAR-Agonisten zuriickzufiihren sein (Vita & Keaney, 2002).
Desweiteren konnte durch die Behandlung mit Rosiglitazon an Ratten eine auf
die vasodilatierenden Effekte zurickzufiihrende Verminderung des mittleren
arteriellen Blutdruckes und einer daraus resultierenden Erhohung der Nat*-

sowie Wasser-Retention gezeigt werden (Komers & Vrana, 1998).

Die Rolle von PPAR-Agonisten im Herzen ist folglich noch nicht eindeutig
geklart, und es scheint, dass die Funktion des Transkriptionsfaktors in den
verschiedenen Herzerkrankungen oder verschiedenen Stadien des Herzleidens

nicht die Gleiche ist.

2.4.2 NF-kB Regulation

NF-kB (Nuclear factor-kappa B) ist ein Redox-sensitiver Transkriptionsfaktor,
welcher auf verschiedene Stimuli wie Zytokine, Endotoxine und oxidativen Stress
schnell reagiert. Zellprodukte, welche iiber NF-kB reguliert werden, erhalten die
Zell-Homoostase nach Stress und vermitteln ein Gleichgewicht zwischen
Zelliberleben wund Zelltod. NF-kB ist ein aus zwei Untereinheiten
zusammengesetzter Proteinkomplex, bestehend aus einer 65 kDa DNA-
Bindungsuntereinheit und einem 50 kDa Protein. Die Aktivierung von NF-kB
findet, tUber Liganden-Bindung an entsprechenden Zellrezeptoren und
anschlieende Phosphorylierungsschritte vermittelt, iber Proteinkinasen statt.
Im Zytoplasma ist dieses Dimer weiterhin mit einem inhibitorischen Protein,
dem IxB, assoziiert, welches NF-kB in seiner inaktiven Form halt. Durch die
Phosphorylierung von IkB kommt es zu seiner Ablésung von NF-kB. Dieses
gelangt daraufhin in den Zellkern und bindet an die Promotor-Region des
Targetgens und reguliert somit dessen Transkription. Targetgene des IxB / NF-
kB-Signaliibertragungsweg sind: iNOS (induzierbare NO-Synthetase), COX2
(Cyclooxygenase 2), MnSOD (Mn-Superoxid-Dismutase), Antiapoptotic Proteins,
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IAFS (Inhibitor des Apoptosis Factors), Zytokine (IL-1, -6, TNF-a),

Zelladhdsionsmolekiile sowie andere Transkriptionsfaktoren (Kis et al., 2003).

Der Zellstress sowie -untergang wiahrend des I/R-Geschehens aktiviert zum einen
verschiedene Entzindungskaskaden und induziert weiterhin einen ,metabolic
shift im Energiestoffwechsel des Herzens, welcher mit einer verminderten
Expression von FAO Enzym-Genen einhergeht.

Es wird postuliert, dass die entstehenden entzindlichen Prozesse 1m
reperfundierten Myokard und im chronischen Herzremodeling eine bedeutende
Rolle spielen (Jordan et al., 1999; Park et al., 1999). I/R férdert die Entstehung
von oxidativem Stress und bedingt dadurch die Expression von Adhésions-
molekiilen, was wiederum die Infiltration von neutrophilen Leukozyten,
Monozyten und Makrophagen ins Myokard vermittelt (Jordan et al., 1999). Die
eingewanderten Leukozyten fiihren zu einer weiteren Ausschiittung pro-
inflammatorischer Zytokine und der Bildung freier Radikale, welche eine
Myokardschédigung bewirken.

Die anti-inflammatorischen Wirkungen von PPAR-Agonisten konnten in
zahlreichen in vitro (Jiang et al., 1998; Ricote et al., 1998; Takano et al., 200) und
in vivo (Nakajiama et al., 2001; Takehiro et al., 2004; Wayman et al., 2002; Yue
et al., 2001; Yue et al., 2003) Modellen gezeigt werden. PPAR-Agonisten agieren
hierbei als unspezifische Inhibitoren der NF-kB-Aktivierung, womit sie der

Bildung NF-kB-regulierter Genprodukte entgegenwirken.
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Freie Radikale pro-inflammatorische Zytokine

‘ Hemmung durch

— .
NF-kB Aktivatoren /~ PPAR-Agonisten

NF- kB kontrollierte Gene :

Zytokine (z.B.TNFa, IL-18)
Adhisions Molekiile (ICAM-1)
Enzyme (MMPs, COX-2, iNOS)
Transkriptions Faktoren

Abb. 2: NF-kB Pathway und dessen Hemmung mittels PPAR-Agonisten

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Die Lebenserwartung der Patienten mit symptomatischer Herzinsuffizienz ist
trotz Therapie mit Digitalis, ACE-Hemmern, B-Blockern und Diuretika erheblich
eingeschriankt. Es gilt, zusitzliche Therapiemdoglichkeiten der Herzinsuffizienz
per se zu finden, um die Standardtherapie zu ergdnzen bzw. zu verbessern.
Verschiedene klinische Studien konnten zeigen, dass eine Therapie mit PPAR-y
Aktivatoren bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung giinstige Effekte hat.
Dagegen zeigen andere Untersuchungen, dass der Einsatz von PPAR-y Agonisten

zu Fliissigkeitsretention bei behandelten Patienten zu fithren scheint (Borman-
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Balfour et al., 1999) und sie somit bei Patienten mit Herzinsuffizienz
kontraindiziert sind.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirkung von A2406, einem PPAR-o Agonisten,
auf den I/R-Schaden sowie im Herzinsuffizienzgeschehen im Vergleich zu
Rosiglitazon, einem PPAR-y Agonisten, zu untersuchen.

Das gemeinsame Konzept dieser Studie ist, dass die Substanzen zum einen
Einfluss auf die Dyslipiddmie des Herz-Kreislauf-Patienten ausiiben, zum
anderen die inflammatorische Reaktion beschrinken und somit auch das
Ausmal der Zellschadigung sowohl in der Reperfusion als auch in dem folgenden

Remodelingprozess vermindern kénnen.

2.5.1 Vergleich der per os versus 1.v. Applikation eines PPAR-Agonisten
im akuten I/R-Modell

Mit den o.g. Studien werden eventuelle kardioprotektive Effekte im
Tierexperiment nach der Verabreichung der PPAR-Agonisten zur Reperfusion
untersucht. Hierbei sollen mogliche Effekte auf die Entziindungskaskade (im
besonderen NF-kxB-Hemmung), auf Verinderungen im Fettstoffwechsel sowie auf
den I/R-Schaden insgesamt untersucht werden. In der akuten
Ischamie/Reperfusionsstudie wurden der PPAR-o Agonist A2406 sowie
Rosiglitazon (PPAR-y Agonist) vor der eingeleiteten Reperfusion gegeben. Zum
einen wurden die Substanzen 3 Tage vor I/R per os (Gavage) verabreicht, um die
transkriptionsunabhédngigen Effekte der PPARs zu untersuchen, andererseits die
Substanz wiahrend der Ischdmie, 5 Minuten vor Reperfusion, i.v. appliziert bzw.
Kontrolltieren das Losungsmittel der Substanzen injiziert.

Besonders entscheidend ist die Frage nach dem Behandlungsbeginn, inwiefern
sich die Aktivierung der PPARs vor Ischiamie und Reperfusion (Gavage Gruppen)
oder nur vor Reperfusion (i.v. behandelte Gruppen) in ihrem Effekt auf die

Myokardschédigung unterscheiden.
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2.5.2 Vergleich der Wirkung des PPAR-a Agonisten A2406 mit dem

PPAR-y Agonisten Rosiglitazon in der chronischen

Herzinsuffizienz
In dieser Studie soll der Effekt des PPAR-a Agonisten A2406 im Vergleich zu
Rosiglitazon auf die morphologischen, funktionellen und molekularbiologischen
Veranderungen des Herzens wahrend der Herzinsuffizienz infolge des
Myokardinfarkts untersucht werden. Weiterhin sollte geklart werden, ob der
Zeitpunkt des Behandlungsbeginns wesentlichen Einfluss auf die Wirkung der
Substanzen hat. Zu diesem Zweck erfolgte bei einer Gruppe die Behandlung

bereits vor dem Myokardinfarkt, in der anderen Behandlungsgruppe erst eine

Woche nach Myokardinfarkt.
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3. Material und Methoden

3.1 Tiere und deren Haltungsbedingungen

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden méannliche Kaninchen der Rasse Weille
Neuseelander aus der Versuchstierzucht Harlan Winkelmann, USA, verwendet.
Die Tiere stammten aus homogenen Zuchten, so dass bei diesen Tieren ein
interindividueller Vergleich sehr gut moglich war. Die Tiere wogen zu
Versuchsbeginn 2,2-3,0 kg.

Sie wurden einzeln in normierten Kéafigen ohne Einstreu gehalten. Es wurde
Standardfutter (Fa. Ssniff, Soest) gegeben und Wasser ad libitum angeboten. Im
Rahmen der Studien wurde nach einer gewissen Zeit abweichendes Futter,
sogenanntes Cholesterol-reiches Futter (= atherogene Diit) bei einem Teil der
Tiere verwendet. Es handelte sich dabei um fettangereichertes Standardfutter,
welches mit 0,3% Cholesterin und 4,7% Kokosfett angereichert wurde (Fa. Ssniff,
Soest). Dem anderen Teil der Tiere wurde eine Substanzfuttermischung, welche
aus der Grundlage des Standardfutter mit Rosiglitazon (2280 mg Rosiglitazon/kg
Substanzfutter) bestand, verabreicht. Der Tag-Nacht-Zyklus war auf 12 Stunden
eingestellt, wobei die Tagphase von 06.00 Uhr bis 18.00 Uhr andauerte. Die
Raumtemperatur war auf 19-22°C und die relative Luftfeuchtigkeit auf 50-55 %

eingestellt.

3.2 Verwendete Substanzen

3.2.1 A2406

A2406 zidhlt zu der Gruppe der PPAR-o. Agonisten (Peroxisome proliferator-
activated receptor-alpha). PPAR-a Agonisten erhéhen die Fettsdure-Oxidation in
der Leber und in der Muskulatur und verbessern dabei die Insulinsensitivitat
und die Blutglukosespiegel.

PPAR-a Agonisten kénnten daher in den Indikationen Typ 2 Diabetes mellitus
und der gemischten Dyslipiddmie von Nutzen sein. Der erhoffte therapeutische
Nutzen liegt in der Kontrolle der Blutglukose, zumindest &dhnlich gute
Ergebnisse wie mit PPAR-y Agonisten (Glitazone) sollen erzielt werden.
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Aus patentrechtlichen Grinden konnen keine weiteren pharmakologischen

Aussagen uber die Substanz gemacht werden.

3.2.2 Rosiglitazon

Rosiglitazon, mit Handelsnamen AVANDIA®, ist ein Produkt der Fa.
GlaxoSmithKline-Unternehmensgruppe. Die chemische Bezeichnung lautet 5-[4-
[2-[N-methyl-N-(2-Pyridinyl) Amino] EthoxylBenzyll2,4-Thiazolidindion. Die
chemische Summenformel ist Ci1sH19N303S, und das Molekulargewicht betragt

357,43 g/mol.

O
SH, Q/\H(NH
S
O

Rosiglitazon ist ein PPAR-y (Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma)
Agonist. Er gehort zu einer neuen Klasse von oralen Antidiabetika, den
Glitazonen, bei denen es sich chemisch um Thiazolidindione handelt. Glitazone
wirken als Liganden des Kernrezeptors PPAR-y und aktivieren die Transkription
von Genen, die am Glukose- und Lipidmetabolismus beteiligt sind.

Dadurch nehmen in Leber-, Fett- und Muskelzellen die Insulinrezeptoren zu, und
es erhoht sich die Empfindlichkeit gegeniiber Insulin (,Insulinsensitizer®)
(Olefsky & Saltiel, 2000). Sie fithren zu einer Hemmung der hepatischen
Glukoseproduktion, Steigerung von Glukoseaufnahme und Glykogensynthese bei
gleichzeitiger Senkung des Insulinspiegels; zudem hemmen sie die
Triglyzeridsynthese und die Freisetzung von freien Fettsduren. Sie sollen u.a. die
Differenzierung von Praadipozyten zu Adipozyten férdern und die zur
Arteriosklerose fithrende Proliferation glatter Muskelzellen der Arterienwand
hemmen.

Rosiglitazon wird rasch resorbiert, so dass therapeutisch relevante
Plasmaspiegel nach 1 Std. erreicht sind. Die biologische Verfiigharkeit wird mit
99% angegeben. Die Halbwertszeit liegt zwischen 3 und 4 Stunden. Zur
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intraventsen Behandlung wurde Rosiglitazonmaleate in 20 %iger Cyclodextrin-

Losung gelost.

3.3 Untersuchungen

3.3.1 Versuchsplan

Ischimie/Reperfusionsstudie (I/R)
Per Os Behandlung

Die Tiere wurden 4 Wochen vor Versuchsbeginn auf atherogene Diit gesetzt.
Nach diesen 4 Wochen wurden die Tiere per Gavage 3 Tage vor I/R mit einer
Dosierung von 3 mg/kg/Tag bzw. 10 mg/kg/Tag mit A2406 oder mit 10 mg/kg/Tag
Rosiglitazon AVANDIA® bzw. Placebo behandelt. 1 Stunde nach der letzten
Behandlung wurden die Kaninchen operiert. In Abb. 5 ist das Versuchsprotokoll
graphisch dargestellt.

Fettfutter per gavage Ischdmie- Rep.-
Behandlung Beginn Beginn
4 Wo 3 Tage 45 Min. 2 h Herzentnahme
Farbung
1 h nach ' '
Behandlung
HM

Abb. 5: Graphische Darstellung des Versuchsprotokoll I/R der per os Behandlung
der Kaninchen mit Zeitpunkt der himodynamischen Messung (HM).

Intravenose Behandlung

Die Tiere wurden ebenfalls 4 Wochen vor Versuchsbeginn auf atherogene Diat
gesetzt. Nach 4 Wochen erhielten sie eine 45 miniitige Ischdmie und wurden 5
min. vor Reperfusion mit 3 mg/kg A2406 i.v. oder mit 10 mg/kg Rosigliatzon 1.v.
bzw. Placebo i.v. behandelt. Abb. 6 zeigt den zeitlichen Ablauf der Studie.
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Fettfutter Ischdmie- Behandlung Rep.- Beginn
Beginn

Herzentnahme

Farbung

4 Wo. 45 Min. 5 Min. 2h
vor Ren.
v

HM

Abb. 6: Graphische Darstellung des Versuchsprotokoll I/R der i.v. Behandlung
der Kaninchen mit Zeitpunkt der himodynamischen Messung (HM).

In Dbeiden unterschiedlichen Behandlungsstudien wurden ab OP-Beginn
verschiedene hdmodynamische Parameter invasiv gemessen. Zudem wurde den
Tieren Blut vor OP, nach 45 Min. Ischdmie, nach 15 Min. Reperfusion, nach 1
Stunde Reperfusion und zu Versuchsende- (nach 2 Stunden Reperfusion) zur
Bestimmung der Plasmakonzentrationen und der CK-, LDH-, CRP und
Blutfettwert-Spiegel abgenommen. Nach Abschluss der Messungen wurde das
Herz gefarbt bzw. fiir EMSA (Electromoblity shift assay) — Untersuchungen

entnommen.

Herzinsuffizienzstudie:

4 Wochen vor Versuchsbeginn bis zum Versuchsende (— 13 Wochen) wurden die
Tiere auf atherogene Didt gesetzt. Nach diesen 4 Wochen wurde eine Gruppe der
Tiere 2 Stunden vor OP-Beginn mit A2406 10 mg/kg per Gavage behandelt.
AnschlieBend wurde operativ ein LV (Links ventrikulédrer) Infarkt gesetzt, oder
die Tiere wurden einer Schein-OP unterzogen. Die Behandlung der bereits
vorbehandelten Kaninchen wurde téglich fortgesetzt, bei dem restlichen Teil der
Tiere begann die Behandlung 1 Woche nach MI / Schein-OP mit A2406 10
mg/kg/Tag per Gavage bzw. Rosiglitazon 10 mg/kg/Tag als
Substanzfuttermischung oder Placebo. Mittels Echokardiographie wurden die

Kaninchen unter Narkose vor OP, 4 Wochen nach OP und 8 Wochen nach OP am
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Herzen untersucht. Gleichzeitig erfolgten zu diesen Zeitpunkten Blutabnahmen

zur Blutfettbestimmung, CK und LDH, CRP, pro-ANP, Aldosteron und Plasma-

Konzentrationsbestimmung. Wahrend der Abschluss - OP wurden verschiedene

hdmodynamische Parameter invasiv gemessen. Nach Abschluss der Messungen

erfolgte die Entnahme des Herzens und eines Teiles der thorakalen Aorta fur

weitere Untersuchungen. Abb.7 veranschaulicht graphisch den zeitlichen

Versuchablauf.
Behandlung 9 bzw. 8 Wochen
Fettfutter ‘
MI
4 Wo 1 Wo 4 Wo 8 Wo

Echo/ Echo/ Echo/
BE BE BE

Beginn Beginn

Behandlung Behandlung

2h vor OP

Abb. 7: Versuchsprotokoll der Herzinsuffizienzstudie mit Zeitpunkten der
Behandlungsbeginne, Blutentnahmen (BE), Echokardiografie (Echo),

Myokardinfarkt (MI), himodynamischen Messungen (HM).

3.3.2 Gruppenzusammensetzungen

Aortenentna
Herzgewicht
InfarktgroBe

In der Ischamie/Reperfusionsstudie wurden insgesamt 110 mannliche Kaninchen

eingesetzt. Die Einteilung der Tiere in die verschiedenen Gruppen erfolgte

randomaisiert.

Fir die per os Studie erfolgte die Einteilung der Kaninchen je nach

Behandlungszeit und Substanzgabe in 6 Gruppen.

Kontrolle

Kontrolle

A2406

A2406

A2406

Rosigl.
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Solvent Solvent 3mg/kg/d | 10mg/kg/d | 10mg/kg/d | 10mg/kg/d
A2406 Rosigl. ath. Diat | ath. Didt | norm. Didt | ath. Diat
ath. Diat | ath. Diat
Tier- 9 9 10 13 10 12
anzahl

Tab. 1: Gruppeneinteilung der per os Studie

Fir die intravends behandelte Studie erfolgte die Einteilung der Tiere in 4

Gruppen.
Kontrolle Kontrolle A2406 Rosigl.
Solvent Solvent 3mg/kg 10mg/kg
A2406 Rosigl. ath. Diat ath. Diat
ath. Diat ath. Diat
Tier- 8 10 11
anzahl

Tab. 2: Gruppeneinteilung der intravenésen Studie

Auf Grund der geringen Abweichungen (p > 0,95) in den Ergebnissen der beiden
Kontrollgruppen von Solvent A2406 und Solvent Rosiglitazon wurden die beiden

Gruppen zusammengelegt.

Fur die Herzinsuffizienzstudie wurden insgesamt 70 ménnliche Kaninchen

verwendet. Sie wurden je nach OP, Behandlungsbeginn und

Substanzverabreichung in 7 Gruppen eingeteilt, wobei alle Tiere die atherogene

Diat bekamen.

Kontroll | Kontroll | A2406 | A2406 | A2406 | Rosigl. | Rosigl.
e e 10mg/k | 10mg/k | 10mg/k | 10mg/k | 10mg/k
Sham MI g g g g g
Sham MI MI Sham MI
2 Std. 1 Wo 1 Wo
pra OP | post OP post OP
Tier-
anzah 8 11 8 11 10 8 10
1

Tab. 3: Gruppeneinteilung der Herzinsuffizienzstudie
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3.3.3 Ischiamie/Reperfusionsstudie

3.3.3.1 Ischidmie/Reperfusions-OP
Chirurgisches Instrumentarium
Das gesamte Operationsbesteck wurde von der Fa. Aesculap, Tuttlingen,
bezogen. 1 Nadelhalter nach Mathieu, 1 Einmalskalpellklinge, 1 Wundspreizer
nach Weitlaner, 1 chirurgische Pinzette, 1 anatomische Pinzette, 1 gebogene
Pinzette, 1 feine Schere, 1 Praparierschere nach Metzenbaum, 1 Mini-

Bulldogklemme gebogen 45 mm, 2 Arterienklemmen.

Zusdtzlich bendtigte Materialien:

2 Vasocan® Venenverweilkantlen, 22G1 der Firma B.Braun, Melsungen

2 ca. 10 cm lange Stiicke Bindfaden

1 MILLAR® Mikro-Tip® Katheter der Stirke 3F (Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugostetten)

Online hadmodynamische Datenerfassung mit NOTOCORD® Systems,

Frankreich.

Die Tiere wurden randomisiert in Gruppen eingeteilt. Bei einem Teil der Tiere
begann die per os Behandlung per Gavage bereits 3 Tage vor OP, 1 Stunde nach
der letzten Verabreichung erfolgte die OP (Per os Studie). Dem anderen Teil der
Tiere wurde wahrend der OP nach 40 min. Ischdmie die jeweilige Substanz tiber
die Ohrvene verabreicht.

Den Tieren wurde zur Pridmedikation eine Kombinationslosung aus 10 mg/kg
KGW Xylazin (Rompun®, BayerVital, Leverkusen) und 50 mg/kg KGW Ketamin
(Hostaket®, Intervet GmbH, Unterschleissheim) intramuskulér injiziert. Nach
dem Erreichen ausreichender Narkosetiefe wurden die Tiere auf einem
Kleintieroperationstisch (Heiland Vet GmbH, Hamburg) in Bauchlage gebracht,
mit einem Trachealtubus Gr. 3,0 (Willy Riisch AG, Kernen) intubiert und an die
Atempumpe angeschlossen (NEMI Scientific, Medway, USA). Hieriiber wurden
sie mit reinem Sauerstoff beatmet. Die Atemfrequenz wurde je nach Grofle des
Kaninchens auf 28-33 Ziige/Min. und das Atemvolumen auf 25-30 ml festgelegt.
Die Uberwachung der Atemgase erfolgte iiber einen Atemgasmonitor (5250 RGM,
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Datex-Ohmeda, Louisville, USA). Der pO: lag dabei stets zwischen 80-100
mmHg, der pCO2 zwischen 35-42 mmHg.

An der linken, duBBeren Ohrflache wurden die Haare gezupft und im Verlauf der
A. auricularis und der V. auricularis gereinigt und desinfiziert. In beide Geféalle
wurden Vasocan® Venenverweilkatheter fiir Blutabnahmen (Ohrrandarterie)
und zur weiteren Anisthesie per Infusion (Ohrvene) gelegt. Die Infusion setzte
sich aus 692 mg Ketamin, 35 mg Xylazin, 0,02mg Fentanyl (Fentanyl-Janssen,
JANSSEN-CILAG, GmbH, Neuss) und 42,48 ml NaCl 0,9% (Isotonische
Kochsalzlésung, Fresenius Kabi, Deutschland) zusammen und wurde in einer
Perfusor-Spritze mittels Perfusor (PERFUSOR®F, B.Braun Melsungen) bei einer
Pumprate von 7 ml/h/kg KGW verabreicht.

Ein ca. 5 cm groBBer Bereich der ventralen Halsseite wurde freirasiert. Die Haut
wurde gesdubert und mittels eines Antiseptikums (Cutasept, BODE Chemie
Hamburg) desinfiziert. AnschlieBend wurde ein ca. 3 cm langer Hautschnitt an
der ventralen Halsseite median oberhalb des Oesophagus mit dem Skalpell
gelegt und die A. carotis communis sinistra freipridpariert. Diese wurde so
kranial wie moglich mit einem Bindfaden ligiert und kaudal temporar mittels
Mini-Bulldogklemme abgeklemmt. Die A. carotis communis sinistra wurde
inzisiert und ein Millar® Mikro Tip®-Katheter eingefiihrt, die Klemme und der
Katheter bis in den linken Vetrikel vorgeschoben, um wiahrend des Versuchs
verschiedene hamodynamische Parameter aufzeichnen zu koénnen. Zur
Befestigung des Katheters wurde der 2. Bindfaden um den Katheter in der A.
carotis sinistra gelegt und festgebunden. Anschliefend wurden die Kaninchen in
die rechte Seitenlage gebracht. Das Fell der Tiere wurde aufgrund der folgenden
linksseitigen Thorakotomie im umliegenden Bereich des 4.-5. Interkostalraum
geschoren, die Haut gereinigt und desinfiziert. Ein etwa 5 cm langer Hautschnitt
wurde ca. 1 cm kaudal des Ellbogengelenks mittels eines Skalpells in
dorsoventraler Richtung gesetzt. Ebenfalls wurden die oberflachliche und tiefe
Pektoralismuskulatur durchtrennt, um anschliefend die Brusthohle zwischen
dem 4. und 5. Interkostalraum zu erdéffnen. Nach Spreizung der Rippen mit
einem Wundspreizer erfolgte die Erdéffnung des Perikards mittels einer feinen
Schere. Um das Herz sichtbar zu machen, wurde der linke Lungenfliigel mit

einem Rundtupfer nach dorsal in den Thorax verschoben.
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Nun erfolgte die tempordre Unterbindung eines absteigenden Astes der A.
coronaria circumflexa etwa 2-5 mm distal des linken Herzohres. Dieser
kurzzeitige Verschluss konnte mittels eines unterstochenen Fadens und eines
eingefadelten ca. 2 cm groBlen Gummiréhrchens, worauf eine Klemme gesetzt
wurde, erzielt werden (siehe Abb. 26 im Anhang). AnschlieBend wurde der Tupfer
aus dem Thorax wieder entnommen und die Lunge fiir 2 Atemziige liberblédht.
Ein eventuell auftretendes Kammerflimmern konnte per Defibrillation (bei 2
Joule) behoben werden. 45 Min. nach Ischidmiebeginn wurde der Verschluss
wieder gelost und damit die Reperfusion eingeleitet.

Nach 2-stiindiger Reperfusion wurde der Katheter entfernt, der Faden am
Koronargefdl wieder verschlossen und 8 ml Scribtol®-Tusche (Pelikan,
Hannover) mittels Kaniile in den linken Ventrikel von der Herzspitze aus
injiziert. Die Tiere wurden sofort danach durch Herzentnahme getétet. Das Herz

wurde fiir die weitere InfarktgroBenbestimmung (siehe 3.3.3.5) prapariert.

3.3.3.2 Bestimmung des Koérpergewichts und Blutprobenentnahmen

Die Gewichtsbestimmung und Blutentnahme fand am Tag der OP statt. Die
Proben fir die Blutfettwert-, CK- und LDH- Bestimmung erfolgte in EDTA-
Plasmarchrchen vor OP-Beginn, nach 45 Min. Ischdmie sowie nach 15 Min., 1 h
und 2 h in der Reperfusion. Des Weiteren erfolgte in Li-Heparin-Réhrchen die
Blutabnahme fir die spatere Plasmakonzentrationsbestimmung der Substanzen
zu den Zeitpunkten 45 Min. Ischamie, 15 Min. Reperfusion und 2 h Reperfusion.
Das Blut wurde zentrifugiert und das Plasma abpipettiert. Bis zur spéteren
Messung der Creatinkinase (CK), Lactatdehydrogenase (LDH) und Blutfettwerte
(Gesamtcholesterin, High-Density-Liporotein-Cholesterin (HDL-Cholesterin),
Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin (LDL-Cholesterin), Triglyceride) am selben
Tag, wurde ein Rohrchen bei Raumtemperatur bewahrt, dasjenige zur
Plasmakonzentrationsbestimmung tiefgefroren und am Ende der Versuchsreihe

zur Messung gegeben.
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3.3.3.3 CK-, LDH-, Blutfettwert- und Plasmakonzentrationsbestimmung

Die Creatinkinase (CK) ist ein Leitenzym fiir die Diagnose von Schidigungen der
Herz- und Skelettmuskulatur. Dabei kann von der Hohe des CK-Anstiegs auf die
GroBe der Schiadigung geschlossen werden (Thomson et al., 1995). Die CK
katalysiert in der Muskulatur und im Gehirn die Phosphorylierung von Creatin
mittels ATP. Durch post-synthetische Veridnderungen entstehen die drei
dimeren, zytoplasmatischen Isoenzyme: CK-MB (Myokardtyp), CK-MM
(Skelettmuskeltyp), CK-BB (Hirntyp). Entscheidend fiir die Diagnose eines
Herzinfarktes ist die Bestimmung des CK-MB Werts, dessen Anstieg beim
Menschen bereits 2-4 Std. nach dem Infarktereignis nachweisbar ist. Der
Referenzbereich liegt bei Méannern bei weniger als 160 IU/L, bei Frauen bei
weniger als 200 IU/L.

Die Laktat-Dehydrogenase (LDH) ist ebenfalls ein Enzym und kommt in
unterschiedlichen Konzentrationen in fast allen Kérperzellen vor. Sie ist daher
zunidchst ein unspezifischer Parameter, der bei einer Vielzahl von Erkrankungen
erhoht sein kann. Die messbare Gesamt-LDH besteht aus 5 Unterenzymen
(Isoenzymen), die fiir bestimmte Organe hinweisend sind. Beispielsweise
kommen LDH-1 und LDH-2 vorwiegend in Herzmuskelzellen, Erythrozyten und
Nieren vor, LDH-4 und LDH-5 in Leber und Skelettmuskel. Bei einem
Herzinfarkt steigt der LDH-Wert nach sechs bis zwolf Stunden an und erreicht
nach 24-60 Stunden seinen hochsten Wert. Daher dient LDH-1 vor allem der
Spiatdiagnostik eines Herzinfarkts. Fiir die Messung wurde ein UV-Test (Roche,
Mannheim) verwendet, der CK und LDH quantitativ in Serum oder Plasma
bestimmt.

In unseren Laboratorien erfolgte die Messung von Gesamt-CK und -LDH, keine

selektive Messung von CK-MB und LDH-1.

Die quantitative Bestimmung von Gesamtcholesterin, High-density-Lipoprotein /
Low-density-Lipoprotein (HDL-/LDL-Fraktion) und Triglyceriden erfolgte mit
Hilfe eines klinisch-chemischen Analysenautomaten (Hitachi Typ 912 Automatic
Analyzer, Roche Diagnostics, Mannheim). Dazu wurde das Plasma unter
Verwendung unterschiedlicher enzymatischer Tests (Roche Diagnostics,

Mannheim) im Automaten photometrisch untersucht.
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Die Messung der Arzneimittelkonzentration in Blut, Plasma oder Serum ist ein
inzwischen allgemein akzeptiertes Hilfsmittel zur Optimierung der Therapie mit
Arzneimitteln geworden (,therapeutic drug monitoring“). Fir die hiufige
interindividuelle Variabilitat der Plasmakonzentration nach Gabe gleicher Dosen
einer Substanz konnen zahlreiche physiologische bzw. pathologische
EinflussgroBen und pharmakokinetische Faktoren verantwortlich sein, die sich
wiederum wechselseitig beeinflussen konnen. Zur Bestimmung der freien
Komponenten von A2406 wurden die Proben in der Bioanalytik mittels Liquid

Chromography mit Tandem Mass Spectrometry analysiert.

3.3.3.4 in vivo Himodynamikmessung

Die Messungen der hdmodynamischen Parameter erfolgte tiber dem via A.
carotis communis sinistra in den linken Ventrikel vorgeschobenen Millar® Mikro
Tip® Katheter der Stirke 3F (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugostetten).
Gemessen wurde hiernach fiir 60 Sek. der linksventrikulédre systolische Druck
(LVSP), der enddiastolische linksventrikulire Druck (LVedP), die max.
Druckanstiegsgeschwindigkeit und max. Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt
min+max), die Herzfrequenz (HR)  und die isovolumetrische
Relaxationsgeschwindigkeit (TAU).

Der Katheter war mit einem Druckumwandler (Biopac Systems, Santa Barbara,
USA) verbunden, der den gemessenen Blutdruck in elektrische Signale
umwandelte und diese an ein elektronisches Differenzierungssystem , Plugsys®“
(Hugo Sachs Elektronik, March-Hugostetten) iibermittelte. Seine analogen
Signale wurden schliellich digitalisiert und tber eine spezielle Software

(NOTOCORD, Croissy-sur-Seine, Frankreich) bearbeitet und gespeichert.

3.3.3.5 Herzentnahme und Infarktgrof3enbestimmung
Zur Ermittlung der Infarktgréfe wurde, wie in der I/R-OP beschrieben, das Herz
mit Tinte gefarbt und die Tiere durch Herzentnahme getétet. Zur Sptlung wurde

das Herz fir ca. 1 Min. in isotonische Kochsalzlésung gegeben, anschlieend die
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Vorhofe und der rechte Ventrikel abgetrennt, wobei das Septum am linken
Ventrikel blieb. Mit einer Skalpellklinge wurde der linke Ventrikel in 6 etwa
gleich dicke Scheiben geschnitten und fiir die nachfolgende Farbung fiir 10 Min.
in warme TTC-Lésung (10 mg/ml Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid) gelegt. Bei
dieser Farbung kommt es zu einer reduktiven Umsetzung des farblosen TTC zu
einem farbigen (rot) Triphenylformazansalz. Nur gesundes Gewebe besitzt die
hierzu benédtigten Emzyme (Dehydrogenasen). Aufgrund mangelnder
Enzymaktivitat findet im nekrotischem Gewebe keine Reaktion des T'TC statt, so
dass das Gewebe farblos erscheint und eine optische Unterscheidung vom
gesunden Gewebe moglich ist.

Die gefdarbten Herzscheiben wurden fotografiert und iiber ein Bildanalysesystem
(Leica Qwin, Leica Imaging Systems, Cambridge, England) das nicht-
ischdmische Gebiet, die AAR (Area at risk, Risikogebiet) und die InfarktgréBe
planimetrisch ermittelt (siehe Abb. 29 im Anhang). Die InfarktgéBe wurde als
prozentualer Anteil der AAR und die AAR als prozentualer Teil des linken
Ventrikels angegeben. In den verschiedenen Gruppen wurden randomisierte
Tiere (insgesamt n = 10) ohne Herzfirbung fiir molekulare Untersuchungen der
NF-kB Aktivierung im Herzinfarktgeschehen verwendet. Dazu wurde das Herz
ohne Farbung entnommen und der LV préapariert, wobei jeweils ein nicht-
ischéamischer Teil des Myokards und ein ischédmischer Teil zur Untersuchung

kam.

3.3.3.6 Bestimmung der NF-kB Aktivierung

Der Nachweis des Transkriptionsfaktors NF-xB  (Nuclear factor-kappa B)
erfolgte aus Herzgewebestiicken des linken Ventrikels, dem ischdmisch
infarzierten Gebiet und dem nicht-ischdmischen Gebiet.

Die Aktivierung von NF-kB wurde in electromobility shift assays (EMSA) mit
Extrakten nukleédrer Proteine untersucht. Hierbei wurden die Untereinheiten
p65 und p50 von NF-kB als optische Dichte (0D) bei 450 nm Licht im Photometer
nachgewiesen.

Die Gelretentionsanalyse, EMSA oder auch Gel-Shift Assay genannt, dient zur

Bestimmung der Interaktion von DNA-bindenden Proteinen wie der Interaktion

53



Material und Methoden

von Transkriptionsfaktoren mit regulatorischen Regionen. Der Assay beruht auf
der verringerten Migrationsgeschwindigkeit von DNA/RNA - Protein-
Komplexen im nicht denaturierenden Polyacrylamidgel im Vergleich zur
ungebundenen DNA/RNA. Bildet sich ein Multi-Protein-Komplex aus, so
verringert sich die Migrationsrate mit jedem weiteren Protein. Bei dem zur
Untersuchung benoétigten Kit handelte es sich um einen NF-xB p65/ NF-xB p50
Transcription Factor Assay Kit, Version C (Active Motive Europe, Rixensart,
Belgien, Katalog Nr. 410968 und 41596 p50; Katalog Nr. 40096 und 40596 p65),

der nach den Spezifikationen des Herstellers verwendet wurde.

3.3.4 Herzinsuffizienzstudie

3.3.4.1 Experimenteller Myokardinfarkt

Da es sich bei dieser Studie um einen Versuch mit Wiedererwachen handelte,
wurden die Operationen in speziell dafiir vorgesehenen aseptischen OP- Rdumen
durchgefiihrt. Bei dem verwendeten Instrumentarium handelte es sich um

sterilisiertes Besteck.

a) Chirurgisches Instrumentarium:

1 Nadelhalter nach Hegar-Mayo, 1 Nadelhalter nach Mathieu,

1 Einmalskalpellklinge, 1 Wundspreizer nach Weitlaner, 1 chirurgische Pinzette,
1 anatomische Pinzette, 1 feine Schere, 2 Praparierscheren, 1 Arterienklemme.

Das Operationsbesteck wurde von der Firma Aesculap, Tuttlingen, bezogen.

b) Nahtmaterial:

Vicryl Starke 2/0 geflochten fiir Muskelnéhte
Vicryl Starke 3/0 geflochten fiir Hautnaht
Prolene Starke 5/0 monofil fir GefaBligatur

Das Nahtmaterial wurde von der Fa. Ethicon, Norderstedt, bezogen.
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Die Kaninchen wurden randomisiert in Gruppen eingeteilt. Eine Gruppe wurde
bereits 2 Stunden vor OP Beginn mit A2406 10 mg/kg per Gavage behandelt und
dies bis zum Ende des Versuchsvorhabens taglich fortgefiihrt. Bei einer weiteren
Gruppe erfolgte die Behandlung mit gleicher Substanz und Dosis erst eine Woche
nach OP, die Kontrollgruppe erhielt neben dem atherogenen Futter keine
Behandlung.

Die Narkose stimmte mit der unter 3.3.3 beschriebenen tiberein. Vor OP-Beginn
wurden den Tieren EKG (Elektrokardiogramm) Elektroden in der
GliedmaBenableitung nach Einthoven angelegt, um den Einflull des Infarktes auf
das EKG darzustellen und bei einem eventuellen Aufkommen eines
Kammerflimmerns mittels Defibrillator eingreifen zu koénnen (siehe Abb. 27
EKG-Bild eines Hinterwandinfarktes im Anhang).

Katheterisierung des linken Ventrikels tiber die A. carotis communis sinistra und
Aufzeichung der himodynamischen Parameter erfolgte erst zur Abschlul3-OP am
Versuchsende. Die OP-Technik erfolgte wie in 3.3.3. beschrieben, bis zum
Zeitpunkt des Wiederlosens der Ligatur. Hier blieb die Ligatur verschlossen, und
der Thorax wurde durch Aneinanderfiigen der vierten und fiinften Rippe mittels
Knopfnédhte mit resorbierbarem Faden zugendht. Ebenso wurden die
Pektoralismuskulatur und die Haut mit Knopfheften adaptiert.

Die Infusionsnarkose wurde dann abgestellt und die Tiere bei vorhandenem
Schluckreflex extubiert.

Zur Schmerzbehandlung wurde ihnen s.c. 20 mg/kg KGW Novalgin (Hoechst
Roussel Vet, UnterschleiBheim) und zur antibiotischen Versorgung s.c.15 mg/kg
KGW Terramycin (Pfizer, Karslruhe) drei Tage lang verabreicht. Die OP-Wunde

wurde mit Braunol® (Povidon-Jod- Lsg., B.Braun, Melsungen) versorgt.

3.3.4.2 Bestimmung des Korpergewichts und Blutprobenentnahme

Die Tiere wurden vor OP sowie vier und acht Wochen danach gewogen.

Weiterhin wurde ithnen vor OP, vier und acht Wochen nach der OP Blut aus der
A. auricularis entnommen und sowohl in EDTA-Plasmaréhrchen als auch in
Lithium-Heparinrohrchen und Citrat-Réhrchen aufgefangen. Das Blut wurde

hiernach zentrifugiert, um danach den Plasmaiiberstand abzupipettieren, wobei
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das EDTA-Plasma zur CK, LDH und Blutfettwertbestimmung sofort im Labor

analysiert wurde, die anderen beiden Proben wurden vorerst tiefgefroren.

3.3.4.3 proANP-Bestimmung, Aldosteron-Bestimmung und
Blutwertebestimmung

Die Messung von proANP und Aldosteron erfolgte im Citrat-Plasma.

Das atriale natriuretische Peptid ist ein Peptid, das in den Myozyten des

Vorhofes als Prohormon synthetisiert und gespeichert wird. Hauptstimulus zur

Freisetzung ist das Strecken der Myozytenfibrillen. Zu diesem Zeitpunkt wird

das Prohormon in das biologisch aktive a-ANP und den N-terminalen Teil von 98

Aminosduren gespalten. a-ANP bindet an spezifischen Rezeptoren, es hat eine

sehr kurze Halbwertszeit. Bis jetzt sind keine Rezeptoren fiir proANP bekannt;

somit zirkuliert das Peptid ldnger und stellt so besser die Gesamtmenge des

ausgeschiittetten ANP dar.

Fiir die Messung wurde ein Sandwich Enzymimmunoassay (BIOMEDICA Wien,

Osterreich) verwendet, der das Prohormon direkt in biologischen Fliissigkeiten

milt.

Das Hormon Aldosteron ist ein Mineralkortikoid, das in der Nebennierenrinde
produziert wird. Es regelt zusammen mit dem Renin-Angiotensin-System den
Natrium-Kalium-Haushalt und ist an der Steuerung des Flissigkeits- und
Elektrolythaushaltes beteiligt. Im Rahmen der Herzinsuffizienz kann es als
Marker fiir eine progrediente Volumeniiberladung angesehen werden. Fir die
Messung wurde ein 25]-Radioimmunoassay (Coat-A-Count®, DPC, Los Angeles,
USA) verwendet, der das Aldosteron direkt im Plasma messen kann.

Die Bestimmung der Blutwerte erfolgte auf gleiche Art und Weise wie unter

3.3.3.3 beschrieben.

3.3.4.4 Echokardiographie
Die Tiere wurden vor OP, 4 Wochen nach OP und 8 Wochen nach OP

sonographisch am Herzen untersucht.
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3.3.4.4.1 Methodik

Die Echokardiographie ist eine Ultraschalluntersuchung des Herzens zur
nichtinvasiven Darstellung und Messung von Herzmuskelfunktionen und
Herzklappen. Sie findet Verwendung in der kardiovaskuldren Diagnostik und
bietet sich fiir den Dokumentationsverlauf einer Herzerkrankung an. Die
kardiologischen Messparameter in der Echokardiographie sind das M-Mode
Verfahren, die zweidimensionale (2-D-) Echokardiographie, der Spektral-
Doppler, der farbkodierte Doppler, die Kontrastmittel- und Belastungs-
Echokardiographie.

Ultraschallwellen sind Schallwellen, deren Frequenz tiber 20 kHz liegt. Erzeugt
wird der Ultraschall durch einen piezoelektrischen Kristall, der im Schallkopf
sitzt. Durch einen elektrischen Spannungsimpuls wird der Kristall in
Schwingungen versetzt, woraufhin Schallwellen erzeugt werden. Diese
Schallwellen werden im Korper des Patienten je nach Gewebeart und akustischer
Impedanz absorbiert oder reflektiert. Der Schallkopf kann die reflektierten
Schallwellen wiederum empfangen, wirkt also gleichzeitig als Schallsender und —
empfanger. Da die Fortleitungsgeschwindigkeit in den Weichteilen annahernd
konstant ist, besteht eine Proportionalitat zwischen der Laufzeit des Impulses
und der Distanz zwischen Schallkopf und reflektierender Fliache. Die
reflektierten Schallwellen werden in elektrische Impulse verwandelt, verstirkt
und auf einem Bildschirm dargestellt.

Die zurtiickkehrenden Echos veridndern wiahrend der Herzaktion ihre Laufzeit
infolge der Bewegung der angeschallten Herzstrukturen vom Schallkopf weg oder
auf diesen zu. Diese Verdnderungen werden als eine Weg-Zeit-Kurve erfasst und
als Echokardiogramm M-Mode (motion-diplay) bezeichnet. Die M-Mode
Echokardiographie erlaubt eine quantitaive Aussage iber Ventrikel- und
Vorhofgrof3e, Wanddicke und Geschwindigkeit der Wandbewegungen.

Mit der 2D-Echokardiographie ist sowohl eine qualitative Beurteilung der
Bewegungsablaufe der Herzstrukturen sowie eine quantitative Bestimmung der
relativen Grossenverhédltnisse bzw. der anatomischen Besonderheiten méglich.
Hierzu wird der Kristall im Schallkopf mechanisch sektorférmig oder linear

bewegt, um ein zweidimensionales Bild zu erhalten.
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Unter dem Dopplereffekt versteht man die Veridnderung der Frequenz eines
Tonsignals bei relativer Bewegung von Tonquelle und Tonempfianger.
Dopplersignale werden bei der echokardiographischen Untersuchung durch
Reflexion von Ultraschall an bewegten Strukturen, hauptsichlich an
Erythrozyten, erzeugt. Beim gepulsten Doppler werden abwechselnd
Schallsignale gesendet und empfangen, was eine Zuordnung hinsichtlich der
Tiefe, aus welcher die Dopplerverschiebung kommt, erméglicht. Der Aufbau einer
zusatzlichen 2D-Bildes ist somit moglich. Mit dem Verfahren der Doppler-
Sonographie erhélt man zusatzlich Informationen tber die Stromungsrichtung, -
geschwindigkeit und —starke des Blutflusses.

Fiir die Untersuchungen wurde ein Ultraschallgerat (HDI®3000, Philips,
Solingen) mit einem 5-8 MHz Schallkopf verwendet. Alle Aufnahmen wurden auf

Papier ausgedruckt. Die Untersuchungen erfolgten alle transthorakal.

3.3.4.4.2 Durchfiihrung der Echokardiographie und Messparameter

Zur Durchfithrung der Ultraschalluntersuchung wurden den Tieren eine
Kombinationslésung aus 10 mgkg KGW Xylazin (Rompun®, BayerVital,
Leverkusen) und 50 mgkg KGW Ketamin (Hostaket®, Intervet GmbH,
UnterschleiBheim) i.m. appliziert. Die Kaninchen wurden in Riickenlage
gelagert, der ventrale Thoraxbereich geschoren und mit Ultraschallgel benetzt.

Folgende Messungen wurden durchgefiihrt (siehe Abb. 28 im Anhang):

2D-Echokardiographie
Zur Messungen in der langen Achse wurde der Schallkopf linksseitig parasternal
aufgesetzt. Gemessene Parameter:

- Flache des linken Ventrikels diastolisch, lange Achse (AlVed, long axis)

- Flache des linken Ventrikels systolisch, lange Achse (AlVes, long axis)
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M-Mode Untersuchungen
Die Messungen erfolgten in der kurzen Achse wofiir der Schallkopf rechtsseitig
parasternal angesetzt wurde. Gemessen wurde auf halber Hohe des linken
Ventrikels im Bereich der Papillarmuskeln. Folgende Parameter wurden
erhoben:

e Linksventrikuldrer endsystolischer Diameter (LVDes)

e Linksventrikulidrer enddiastolischer Diameter (LVDed)

e Wanddicke des interventrikuldren Septums enddiastolisch (IVSed)

e Dicke der posterioren Wand des linken Ventrikels enddiastolisch (PWed)

Doppler-Echokardiographie
Zur Messung der Flussparameter an der Mitralisklappe wurde der Schallkopf
substernal in dorsokranialer Richtung mit einem Winkel von ca. 45° aufgesetzt.
In diesem apikalen sogenannten Vierkammerblick wurde direkt hinter den
Zipfeln der Mitralisklappe der Blutfluss gemessen. Erhobene Parameter:

e Geschwindigkeit der frithdiastolischen Fiillungswelle (E fiir early)

e Geschwindigkeit der spatdiastolischen Fiillungswelle (A fiir atrial)

e FE/A-Ratio

e Dezelerationszeit der frithdiastolischen Fiillungswelle (DeccT)
Aus den genannten Werten wurden weitere Parameter errechnet:
e Auswurffraktion (ejection fraction, EF) des linken Ventrikels in der
langen Achse (long axis)

EF% long axis = (Aed/Aes)/Aed x 100

e Fractional Shortening (FS, MaB} der Kontraktilitét)
FS% = (LVDed-LVDes)/LLVDed x 100
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3.3.4.5 AbschlieBende Untersuchung

Zur terminalen Messung der verschiedenen Parameter wurden die Kaninchen
zur Intubation zunéchst ultrakurz narkotisiert. Hierzu wurde ihnen Propofol
1%ig (Disoprivan®, AstraZeneca, Caponoga, Italien) in einer Dosierung von 20-30
mg/kg KGW 1.v. verabreicht. Zuséatzlich wurde ihnen 0,02 mg/kg KGW Fentanyl
(Fentanyl-Janssen, JANSSEN-CILAG GmbH, Neuss) i.m. injiziert.

Nach Narkoseeintritt wurden die Tiere auf einem Kleintieroperationstisch
(Heiland Vet GmbH, Hamburg) in Bauchlage gebracht und mit einem
Trachealtubus (Willy Riisch AG, Kernen) intubiert. Danach wurden sie in
Riickenlage versetzt und iiber eine Atempumpe (NEMI Scientific, Medway, USA)
mit Sauerstoff und 5% Sevofluran (SEVOrane®, Abbott GmbH, Wiesbaden)
beatmet. Das Atemvolumen wurde je nach Grofe des Kaninchens auf 25-30 ml

und die Atemfrequenz auf 28-33 Ziige/min. eingestellt.

3.3.4.5.1 Messung der hamodynamischen Parameter

Nach Rasur und Sduberung der ventralen Halsseite erfolgte das Freipraparieren
der A.carotis communis sinistra und Einfihren eines Millar® Mikro Tip®
Katheters der Stiarke 3F (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugostetten), wie in
3.3.3.1 bereits beschrieben. Bevor die eigentlichen Messungen durchgefiihrt
wurden, wurde 10-15 Min. gewartet, damit die Messparameter sich auf stabile
Basalwerte einstellen konnten. Gemessen wurden hiernach fiir 60 Sek. der
linksventrikuldre  systolische = Druck (LVSP), der  enddiastolische
linksventrikulire Druck (LVedP), die max. Druckanstiegsgeschwindigkeit
(dP/dtmax) und max. Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dtmin), die Herzfrequenz
(HR) und die isovolumetrische Relaxationsgeschwindigkeit (TAU).

Hiernach wurde den Tieren Isoproteronol jeweils im Abstand von fiinf Minuten
in den Dosierungen 0,03 pg/kg, 0,1 pg/kg und 0,3 pg/lkg KGW per Infusion i.v.
verabreicht. In der 5. Infusions-Minute der jeweiligen Dosierung wurden o.g.
Parameter fir eine Minute aufgezeichnet. Der Katheter war mit einem
Druckumwandler (Biopac Systems, Santa Barbara, USA) verbunden, der den
gemessenen Blutdruck in elektrische Signale umwandelte und diese an ein

elektronisches Differenzierungssystem ,Plugsys®“ (Hugo Sachs Elektronik,
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March-Hugostetten) iibermittelte. Seine analogen Signale wurden schlieBlich
digitalisiert und iiber eine spezielle Software (NOTOCORD, Croissy-sur-Seine,
Frankreich) bearbeitet und gespeichert. Die iiber eine Minute aufgezeichneten

Werte wurden gemittelt und als ein Wert pro Dosierung angegeben.

3.3.4.5.2 Herz-, Aorten- und Leberentnahme, Gewichts- und
Infarktgr6Benbestimmungen

Nachdem die Messungen abgeschlossen waren und sdmtliche Instrumente aus
dem Tier entfernt wurden, wurde das Tier durch intraventrikuldre Injektion von
ca. 6 ml geséattigter KCl-Losung getotet. Hiernach wurden ein Stiick der Leber,
das Herz und die thorakale Aorta herausgeschnitten. Das Herz wurde
freiprapariert und das Gesamtherz sowie der rechte und linke Ventrikel separat
gewogen. Zur Ermittlung der InfarktgroBe wurde eine ca. 2 mm dicke Scheibe
kurz oberhalb der Herzspitze des LV herausgeschnitten, fotografiert und tiber ein
Bildanalysesystem (Leica Qwin, Leica Imaging Systems, Cambridge, England)
die Infarktfliche planimetrisch ermittelt. Der prozentuale Anteil der
Infarktflaiche bezogen auf die Gesamtfliche der Scheibe entsprach der
InfarktgroBe. Der restliche Teil des LV wurde gedrittelt, ein Teil in 4 %iger
Formalin-Losung aufbewahrt, ein Teil schockgefroren und der dritte Teil in kalte
PBS-Losung fiir weitere molekularbiologische Untersuchungen gelegt. Die
Leberprobe wurde schockgefroren und die thorakale Aorta in 4 %iger Formalin-

Losung eingelegt.

3.4 Statistik

Zur statistischen Berechnung wurden bei beiden Studien die Werte der
Einzeltiere in o.g. Gruppen eingeteilt, die jeweiligen arithmetischen Mittelwerte
(MW) sowie der Standardfehler des Mittwelwerts (SEM) berechnet. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Software-Programmes SigmaStat (Version 3.0,

Jandel Scientific GmbH, Erkrath,), mit welchem die Ergebnisse auf signifikante
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Unterschiede hin untersucht wurden. Als minimales Signifikanzniveau wurde
eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen.

Die Studien wurden mittels einer einfaktoriellen Bonferroni-korrigierten
Varianzanalyse ausgewertet. Beim Vergleich verschiedener Gruppen zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde die zweifaktorielle Varianzanalyse fir

srepeated measures® mit post hoc Bonferroni Korrektur angewandt.
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4. Ergebnisse

4.1 Ischimie/Reperfusionsstudie

4.1.1 Mortalitatsrate und Gruppengrofle
Fur die Ischdmie/Reperfusionsstudie wurden insgesamt 110 Kaninchen operiert,
wovon 92,7% in die Abschlussuntersuchungen einbezogen werden konnten. Die 8
verstorbenen Tiere entwickelten in der 10.-15. Minute der Koronarligatur ein
nicht zu terminierendes Kammerflimmern.
Von den 102 zur abschlieBenden Untersuchung herangezogenen Kaninchen
wurden bei letztendlich 28 Tieren die Herzen auf Grund von anderweitigen
Untersuchungen als molekularbiologische Proben oder wegen schlechter Farbung
bzw. zu kleiner AAR (<30 %) nicht in die Endauswertung der
InfarktgréBenbestimmung einbezogen. Je Gruppe kam es schliefllich zu einer
Tierzahl von:
per os Studie

e I/R Kontrolle ath. Didt, n = 18

e I/R A2406 3 mg/kg ath. Diéit, n = 10

e I/R A2406 10 mg/kg ath. Diét, n =13

e I/R A2406 10 mg/kg norm. Diit, n = 10

e I/R Rosiglitazon 10 mg/kg ath. Didt, n = 12

intravenodse Studie
e I/R Kontrolle ath. Didt, n =18
I/R A2406 3 mg/kg ath. Diét, n =9
I/R Rosiglitazon 10 mg/kg ath. Didt, n = 11
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4.1.2 Ermittlung der Pharmakokinetik
Die Plasmakonzentrationen von A2406 wurden in der DMPK-Abteilung (Drug
Metabolism and Pharmacokinetics) bei Sanofi-Aventis zur Ermittlung der

Futter- versus-Gavage A2406 Konzentration untersucht.

Per os Studie

Drei Tiere erhielten als Futtermischung A2406 10 mg/kg KGW tiber 5 Tage. Am
6. Tag wurden in vierstiindigen Abstdnden Blutproben entnommen. Die
Ergebnisse zeigten jedoch mit Wert von 0,01 pg/ml bis 0,28 pg/ml eine zu geringe
Wirkstoffkonzentration im Blut (Tab.4), so daB} wir in weiteren Studien A2406

per Gavage applizierten.

Zeit Tier 1 Tier 2 Tier 3
morgens 0,032 pg/ml 0,145 pg/ml 0,95 pg/ml
mittags 0,011 pg/ml 0,022 pg/ml 0,284 pg/ml
abends 0,027 pg/ml 0,155 pg/ml 0,022 pg/ml

Tab. 4: Wirkstoffkonzentrationen von A2406 im
Kaninchenplasma nach 5- tagiger Behandlung in der Dosierung
10 mg/kg KGW im Futter

A2406 in den Dosierungen 3 mg/kg KGW und 10 mg/kg KGW wurde per Gavage
insgesamt 21 Tieren verabreicht. Plasmaproben wurden 1 Stunde sowie 4
Stunden nach Behandlung gewonnen (Abb. 8). In der Dosierung 3 mg/kg konnten
Werte von MW/SEM 2,35 + 0,6 pg/ml (1 h) - MW/SEM 1,13 + 0,24 pg/ml (4 h),
bei 10 mg/kg Werte von MW/SEM 3,16 + 1,22 pg/ml (1 h) - MW/SEM 1,57 + 0,34
ng/ml (4 h) erreicht werden. Diese Ergebnisse zeigten einen ausreichenden
Wirkstoffspiegel, so dass die Studie per Gavage tiiber drei Tage mit einer

Dosierung von 10 mg/kg KGW durchgefiihrt wurde.
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Abb. 8: Pharmakokinetik von A2406 3 mg/kg und 10 mg/kg nach Gavage.
Angaben in MW + SEM

Intravendse Studie

A2406 in der Dosierung 3 mg/kg KGW wurde 9 Tieren i.v. appliziert, die
Plasmaproben wurden 0,05 h, 0,25 h, 1 h und 2 h nach Verabreichung gewonnen
(Abb.9). Ausreichend hohe Konzentrationen von MW/SEM 26,69 + 0,82 pg/ml
(0,05 h), MW/SEM 16,84 + 0,88 pg/ml (0,25 h), MW/SEM 10,44 + 0,87 ug/ml (1 h)
— MW/SEM 7,2 + 0,61 ug/ml (2 h) konnten somit fiir den 2 Stunden I/R-Versuch

erreicht werden.
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Abb. 9: Pharmakokinetik von A2406 3 mg/kg nach i.v. Applikation.
Angaben in MW + SEM

4.1.3 Ergebnisse der Infarktgréfen-Bestimmung

4.1.3.1 Per os Studie

Bei der planimetrischen Bestimmung des Verhéltnisses Infarktgrosse/AAR (Area
at risk) des linken Ventrikels wiesen die Tiere der Kontrollgruppe und
atherogenen Didt ein durchschnittliches Verhéltnis von 66,7 = 2,4 % beil einer
AAR von 41,4 + 2,2 % (n = 13) auf. Die behandelten Tiere mit A2406 3 mg/kg
KGW und ath. Diit zeigten ein Verhéltnis von 64,8 + 3,1 % mit einer AAR von
39,5 +2,2% (n=19); A2406 10 mg/kg KGW und ath. Diat 62,0 + 2,5 % und AAR
von 43,7 +£3,9 %

(n = 7); sowie Rosiglitazon 10 mg/kg KGW und ath. Di&t 61,0 + 2,2 % und AAR
von 44,3 + 2,5 % (n = 8). Vergleichend dazu zeigte die Kontrollgruppe mit norm.
Diat eine Infarktgrosse/AAR von 63,0 + 1,9 % mit einer signifikant groBeren
AAR von 48,5 + 2,71 % (n = 9) und die Gruppe der mit A2406 10 mg/kg norm.
Diat behandelten Gruppe eine Inf/AAR von 58,4 + 3,9 % und AAR von 39,0 + 3,2
% (n = 8) auf (siehe Abb. 10 und 11). Die Behandlung mit A2406 per os (Gavage)
3 Tage vor OP fiihrte zu einer dosisabhéngigen Reduktion der Infarktgrsfle, die

allerdings statistisch nicht signifikant war. Auch die Behandlung mit

66



Ergebnisse

Rosiglitazon hatte keine signifikante Wirkung auf die InfarktgroBe. In der mit
normaler Didt geflitterten Kontrollgruppe konnte tendenziell eine geringere
InfarktgréoBe im Verhédltnis zur atherogen gefiitterten Kontrollgruppe gezeigt
werden; A2406 10 mg/kg in normal gefiitterten Tieren zeigte zwar einen Trend
zur InfarktgroBenreduktion, die Kontrollgruppe zeigte jedoch eine signifikant
hohere AAR % versus der mit A2406 norm. Didt behandelten Gruppe. Abb. 29 im

Anhang zeigt das Bild einer Herzscheibe fiir die planimetrische Bestimmung der

Infarktgrosse.
A
ath. Diat nom. Diat
50- 60- )
- S —
40
40+
2 30- R
: 3
20
20
10
0 0

1 Kontrolle ath.Diat

=21 A2406 3 mg/kg ath.Diat

w2 A2406 10 mg/kg ath.Diat
tzzz) Rosiglitazon 10 mg/kg ath.Diat

I Kontrolle norm Diat
zd A2406 10 mg/kg norm. Diat

Abb. 10: Area at risk (AAR) in Prozent des linken Ventrikels per os.
Links: atherogene Diét, rechts: normale Diat. *: p< 0,05 vs. A2406 10 mg/kg
norm. Didt. Die Werte sind als MW + SEM dargestellt
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ez A2406 10 mg/kg ath.Diat
Rosiglitazon 10 mg/kg ath.Diat

Abb. 11: Infarktgrésse/AAR in Prozent des linken Ventrikels per os.
Links: atherogene Diét, rechts: normale Didt. A: AAR %, B: Inf/AAR %
Die Werte sind als MW + SEM dargestellt.

4.1.3.2 Intravenése Studie

Bei der planimetrischen Bestimmung der AAR und Infarktgrésse/AAR ergaben
sich bei der AAR keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen (Kontrolle mit einer AAR von 38,4 % + 1,6 (n = 18), A2406 3 mg/kg
KGW behandelten Gruppe und einer AAR von 41,3 % + 2,4 (n = 9), Rosiglitazon
10 mg/kg KGW mit einer AAR von 39,8 % + 2,1 (n = 11)) (Abb. 12 A). Die Inf/AAR
in der Kontrollgruppe betrug 61,0 % + 2,3, A2406 i.v. 5 Minuten vor Reperfusion
fithrte zu einer Reduktion der Inf/AAR, die jedoch nicht signifikant war (50,5 % +
5,7). Die i.v. Behandlung mit Rosiglitazon dagegen zeigte sogar einen Trend zu

groBeren Infarkten gegeniiber der Kontrollgruppe auf (65,1 % + 2,7) (Abb. 12 B).
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Abb. 12: Infarktgrésse/AAR in Prozent des linken Ventrikels i.v..
At AAR %, B: Inf/AAR % Die Werte sind als MW = SEM dargestellt.
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4.1.4 Ergebnisse der Blutparameter

4.1.4.1 Ergebnisse der Bestimmung von Creatinkinase (CK)

Per os Studie
Das Verhaltnis der CK-Plasmaspiegel nach 2 h Reperfusion zu dem jeweiligen
Basalwert konnte durch die Behandlung per Gavage iiber 3 Tage vor OP mit

beiden Substanzen nicht verringert werden.

Kontrolle Kontrolle | A2406 A2406 Rosigliatzon
ath.Diit A2406 3mg/kg 10mg/kg 10mg/kg
3mg/kg ath.Diit ath.Diit ath.Diit
norm.Diat
CK(UL) | 1149745154 | 7657T% | 114975172 | 11782153 | 935+ 137
Baseline 76,2
CK (U/L) 11714,8 + 8382+ 12189 + 12187,3 + N
2h R 967 1053,7 7162 692 10818,2 & 847
CK (U/L)
2h R/Base 12,6 £ 1,5 11,3+1,4 12,1+1,3 12,2+1,5 142+2,5

Tab. 5: Creatinkinase (CK) nach 3 Tagen per os Behandlung mit A2406

3 mg/kg, A2406 10 mg/kg und Rosiglitazon 10 mg/kg;gemessen zu Baseline,
2 h Reperfusion und dem Verhéiltnis 2 h Reperfusion zum Basalwert (2 h
R/Base). Die Werte sind als MW + SEM dargestellt

Intravenédse Studie
Der Anstieg der CK-Plasmakonzentrationen vom Basalwert bis zum Ende der
2-stiindigen Reperfusion konnte weder durch die i.v. Gabe von A2406 noch von

Rosiglitazon reduziert werden (Tab.6).
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Kontrolle A2406 Rosiglitazon
ath.Diit 3mg/kg 10mg/kg
ath.Diéit ath.Diét

CK(UL) | 7464+69,6 | 640,1+833 | 1351.8%
Baseline 460,8
CK (U/L) 10175,8 £ 10375,1 + 11588,7 +
2h R 9333 1531,1 965,6
CK (U/L) 14,5+ 1,2 17,2+2
2h R/Base >l k S| 17,6440

Tab. 6: Creatinkinase (CK) nach i.v. Verabreichung von A2406 und
Rosiglitazon 5 Minuten vor Reperfusion, gemessen zu Baseline, 2 h

Reperfusion (R) und dem Verhiltnis 2 h Reperfusion zum Basalwert (2 h
R/Base). Die Werte sind als MW + SEM dargestellt

4.1.4.2 Ergebnisse der Bestimmung von Lactatdehydrogenase (LDH)

Per os Studie

In der per os Studie zeigten die LDH-Plasmakonzentrationen einen
vergleichbaren Anstieg der Werte entsprechend der Creatinkinase
Konzentrationen. Es konnte hier ebenfalls keine Reduktion mit A2406 oder

Rosiglitazon erzielt werden.

Intravenédse Studie
Ebenso wie die CK-Konzentrationen der i.v. Studie zeigten die LDH-
Plasmakonzentrationen 2h R/Base keine Reduktion durch die Behandlung mit

A2406 oder Rosiglitazon.

4.1.4.3 Ergebnisse der Bestimmung von Cholesterin, Triglyceriden und

HDL-/LDL-Fraktionen

Per os Studie
Die Ergebnisse der Bestimmung von Gesamtcholesterin, Triglyceriden und der

HDL-/LDL-Fraktionen aus Serum zeigten keine signifikanten Unterschiede in
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den mit atherogener Didt gefiitterten und A2406 und Rosiglitazon behandelten
Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe, sowie zwischen Basal- und 3 Tage
Behandlungswerten. Die normal gefiitterte und mit A2406 behandelte
Kontrollgruppe wies signifikant verringerte Cholesterin-, HDL- und LDL-Werte

gegenliber den restlichen atherogen gefiittertetn Tieren auf.

Kontrolle | Kontrolle A2406 A2406 Rosiglitazon
ath.Diit A2406 3mg/kg 10mg/kg 10mg/kg
10mg/kg ath.Diit ath.Diiit ath.Diiit
norm.Diiit
CHOL | Bagal 272+3,6 | 08+0,1*%* | 21,4+£34 | 243+40 |278+33
3 Tage 31,8 +3,9 1,6 £0,4%* | 240+33 | 24,6+32 |319+38
TG | Basal 3,1+£1,0 1,0£0,2 1,8+0,8 3,1£0,7 38+1,4

3 Tage 49+1,3 1,3+0,2 24+0,7 4,8+ 1,2 42+1,5

HDL | Basal 24+0,6 0,5+0,1**|29+0,2 2,7+0,1 29+0,1
3 Tage 2,7+0,2 0,7+0,1* |29+0,2 2,7+0,3 >3,12+0,1

LDL | Basal 21,728 |0,1+0,0* |173+28 |204+35 |22,7+2,5
3 Tage 235+28 |109+04** | 195+28 |22,1+2,8 |258+3,1

Tab. 7: Ergebnisse der Bestimmung von Cholesterin, Triglyceriden und HDL-
/LDL-Fraktionen (High density lipoprotein-Fraktion und low density lipoprotein-
Fraktion). **: p<0,001 vs. restliche Gruppen; *: p<0,05 vs. restliche

Gruppen. Angaben in mmol/l; MW + SEM

Intravenédse Studie

Auf Grund der nur kurzen Versuchsdauer bzw. Wirkdauer der Substanzen in der
3-stiindigen Versuchszeit der intravendsen Studie waren keine Effekte auf die
Blutfette zu erwarten, daher wurden in dieser Studie keine Blutfettwerte

ermittelt.

4.1.5 Ergebnisse der Himodynamik
Der zeitliche Verlauf der hdmodynamischen Parameter wihrend des I/R-

Versuchs wurde anhand der Basal-, 45 min. Ischdmie-, 15 min. Reperfusion- und
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2 h  Reperfusion-Aufnahmen  dargestellt. @ Gemessen  wurden  der
Linksventrikuldre systolische Druck (LVSP), Linksventrikulire enddiastolische
Druck (LVedP), als Kontraktilitatsparameter die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmaxy) und als Relaxationsparameter die

maximale Druckabstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmin), sowie die Herzfrequenz (HR).

Per os Studie

Im zeitlichen hamodynamischen Verlauf konnten nach dreitédgiger
vorangegangener per os Behandlung mit A2406 und Rosiglitazon im I/R-
Geschehen keine Verdnderungen zwischen den Kontrolltieren und behandelten
Tieren beobachtet werden. Die Verldufe von LVSP (siehe Abb.11) (A), dP/dtmax
(B), HR (C) werden hierfiir als Auszug der Daten gezeigt.

Ischiimie Reperfusion

-m~ Kontrolle ath.Diat
--a-- A2406 3 mg/kg ath.Diat

4 .- A2406 10 mg/kg ath. Diat
E e A2406 10 mg/kg

;_’ norm.Diat

g) —e— Rosiglitazon 10 mg/kg

= ath.Diat

60 ) ) ] ) J
0 40 80 120 160 200
Zeit (min)
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Ischimie Reperfusion

-8~ Konftrolle ath.Diat
--&- A2406 3 mg/kg ath.Diat
--%-A2406 10 mg/kg ath.Diat

--¢--A2406 10 mg/kg
norm.Diat

—e— Rosiglitazon 10 mg/kg
ath.Diat

dP/dt,,..(mmHg/sec)

)
0 40 80 120 160 200
Zeit (min)

Abb. 13: Zeitlicher Verlauf des linksventrikuliren systolischen Druck (LVSP) (A),
der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax (B) und der
Herzfrequenz (HR) (C) wahrend des I/R Versuch zu den Zeiten: Basal

(0 min.), 45 Min. Ischdmie (45 min.), 15 Minuten Reperfusion (60 min.)

und 2 Stunden Reperfusion (165 min.)

Intravenédse Studie

Im zeitlichen hdmodynamischen Verlauf nach intravendéser Verabreichung von
A2406 und Rosiglitazon 5 Minuten vor Reperfusion und anschlieBender 2
stindiger Reperfusion konnten keine Verdnderungen zwischen der
Kontrollgruppe und den behandelten Gruppen vermerkt werden. Vergleichbar
mit der per os Studie lassen sich die Ergebnis-Diagramme bei allen Gruppen in

dhnliche Ergebnisbereiche eingliedern.

4.1.6 Ergebnisse der NF-xB Aktivierung

Electromobility Shift Assay (EMSA)-Untersuchungen beziiglich der Aktivierung
der p65 Untereinheit von NF-kB im Myokard, gemessen als Intensitdt der
optischen Dichte (oD) bei 450 nm Licht im Photometer, sind in den Abb.14 und
Abb.15 dargestellt. Vergleichend zu den Ergebnissen des infarzierten Myokards
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der behandelten Gruppen mit A2406 und Rosiglitazon wurde Myokard von LPS-
stimulierten Tieren, nicht infarziertes Myokard unbehandelter Tiere und

infarziertes Myokard von unbehandelten Kontrolltieren untersucht.

Per os Studie

Im Myokard ohne Infarkt und ohne Behandlung (Sham) lag die Basalaktivitit
der p65 Untereinheit von NF-xB bei 0,414 + 0,037 oD. Nach einer 4-stiindigen
Behandlung mit LipoPolySacchariden (LPS) konnte eine hochsignifikante
Hochregulation der p65 Untereinheit gemessen werden (1,67 + 0,01 oD). In der
unbehandelten Infarkt-Kontrollgruppe (1,169 + 0,129 oD) konnte ebenfalls eine
hochsignifikante Erhoéhung der p65 Untereinheit gezeigt werden. Die
Behandlung mit A2406 3 mg/kg (0,4425 + 0,0175 oD), A2406 10 mg/kg (0,485 +
0,033 oD) und Rosiglitazon 10 mg/kg (0,5165 + 0,0445 oD) (3 Tage) per os fithrte
hingegen zu einer vollstandigen Hemmung der NF-kB Aktivierung. In Abb.14 ist
dies graphisch dargestellt.
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Abb. 14: Aktivierung der p65 Untereinheit von NF-kB in der I/R per os Studie.
LPS Stimulation als Vergleich. Angaben in MW + SEM. **: p<0,001 vs. Sham,
A2406 3 mg/kg, A2406 10 mg/kg und Rosiglitazon 10 mg/kg;: ##: p<0,001 vs.
Kontrolle Infarkt

Intravendse Studie

Das Myokard ohne Infarkt und ohne Behandlung wies eine Basalaktivitiat der
p65 Untereinheit von NF-xB von 0,53 + 0,02 oD auf. Im Myokard von LPS-
stimulierten Tieren zeigte sich eine hochsignifikante Aktivitdtserhohung von
p65 auf 2,5195 + 0,11 oD. Vergleichsweise hohe Werte waren im infarzierten,
nicht behandelten Myokard (1,857 + 0,158 oD) zu vermerken. Unter der
Behandlung mit A2406 3 mg/kg i.v. konnte diese hochsignifikante Erhéhung auf
0,8335 + 0,056 oD reduziert werden (Abb.15).
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Abb.15: Aktivierung der p65 Untereinheit von NF-kB in der I/R intravenoésen
Studie. LPS Stimulation als Vergleich. Angaben in MW + SEM; **: p<0,001 vs.
Sham und A2406 3 mg/kg; ##: p<0,001 vs. Kontrolle Infarkt

4.2 Herzinsuffizienzstudie

4.2.1 Mortalitatsrate und Gruppengroéfie
Fur die Herzinsuffizienzstudie wurden insgesamt 77 Tiere operiert, wovon 85,7 %
uberlebten und schlieBlich zur Abschlussuntersuchung herangezogen werden
konnten. Die Haupttodesursache der 11 Tiere lag in nicht zu terminierendem
Kammerflimmern wiahrend der Infarkt-OP, plotzlichem Tod binnen 24 Std. post
OP, moglicherweise ebenso bedingt durch Kammerflimmern oder akuter
Herzinsuffizienz. Je Gruppe lag schlief3lich folgende Tierzahl vor:

e Sham Kontrolle, n =8

e MI Kontrolle, n =11

e Sham A2406 10 mg/kg Behandlungsbeginn 1 Wo. post OP, n = 8

o MIA2406 10 mg/kg Behandlungsbeginn 1 Wo. post OP, n = 10
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o MIA2406 10 mg/kg Behandlungsbeginn 2 Std. prd OP, n =11
e Sham Rosiglitazon 10 mg/kg Behandlungsbeginn 1 Wo. post OP, n = 8
e MI Rosiglitazon 10 mg/kg Behandlungsbeginn 1 Wo. post OP, n = 10

4.2.2 Ergebnisse der Echokardiographie

Die Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchungen des Herzens zu den
Zeitpunkten vor OP, 4 Wochen post OP und 8 Wochen post OP wurden in die
Studienauswertung einbezogen.

Zu den echokardiographisch ermittelten morphologischen Parametern zdhlen der
linksventrikuldre Diameter enddiastolisch und -systolisch (LVDed, -es), Dicke
des interventrikuldren Septums enddiastolisch und -systolisch (IVSed, -es) und
Dicke der posterioren Wand enddiastolisch und -systolisch (PWDed, -es).

Die Basalwerte aller Gruppen fir LVDed lagen im Mittel zwischen 1,51 + 0,02
cm — 1,6 £ 0,01 em fur LVDes zwischen 1,24 + 0,02 cm — 1,32 + 0,02 cm.

Die Sham-operierten unbehandelten sowie behandelten Tiere zeigten konstante
linksventrikuldre morphologische Parameter innerhalb des Studienzeitraums
von 8 Wochen. Der LVDed lag bei diesen Gruppen nach 8 Wochen im Mittelwert
bei 1,54 + 0,02 cm, der fiir LVDes bei 1,17 + 0,05 cm (Abb.16 A-B).

Bereits vier Wochen post OP waren Erhéhungen sowohl des LVDed als auch des
LVDes in den MI-Gruppen zu vermerken. Die MI-Kontrollgruppe wies eine
Erhéhung des LVDed von 1,78 + 0,09 cm und des LLVDes von 1,39 + 0,05 cm auf.
Die Behandlung mit A2406 und Rosiglitazon konnte diese 4 Wochen-Ergebnisse
in den infarzierten Tieren nicht positiv beeinflussen: sowohl die mit A2406 2 h
pra OP behandelten Tiere hatten eine LVDed Erhéhung von 1,90 + 0,03 ¢cm und
LVDes von 1,50 + 0,04 cm, als auch die mit A2406 1 Woche nach OP behandelten
Gruppen zeigten eine LVDed Erhéhung von 1,74 + 0,06 cm und LVDes von 1,42 +
0,05 cm (Abb.16 A-B).

Die 4 Wochen-Werte der mit Rosiglitazon 1 Woche nach OP behandelten
Gruppen wiesen dagegen noch keine Veridnderungen zu den Basalwerten auf
(LVDed 1,53 = 0,03 cm und LVDes 1,26 + 0,08 cm).

In der achten Woche post OP setzte sich die VergoBerung des LVDed und LVDes
der MI-Gruppen fort. Der LVDed stieg auf 1,82 + 0,07 cm und der LVDes auf
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1,45 + 0,07 cm. Die Tiere der mit A2406 2 h pra OP behandelten Gruppen zeigten
unverandert grole LVDed Werte von 1,90 + 0,05 cm und LVDes von 1,50 + 0,05
cm, ebenso wie die nach einer Woche mit A2406 behandelten MI-Gruppen mit
Werten des LLVDed von 1,87 + 0,04 cm und LVDes von 1,51 + 0,04 ¢cm. Die mit
Rosiglitazon behandelten MI-Gruppen konnten ihre zundchst konstanten
Parameter nach 8 Wochen nicht aufrechterhalten, sie zeigten eine Erhéhng von
LVDed auf 1,85 + 0,06 cm und LVDes auf 1,41 + 0,06 cm.

In Abb. 16 ist jeweils der zeitliche Verlauf der Verdnderungen des
linksventrikuliren Diameters enddiastolisch (A) bzw. endsystolisch (B)
dargestellt. Uberischtshalber wurde nur eine Sham-Gruppe dargestellt.

In Abb. 28 des Anhang sind zwei Ultraschallbilder zu sehen, die vergleichsweise

den LVDed eines scheinoperierten Tieres und eines Infarkt-Kontrolltieres acht

Wochen post OP zeigen.

-B- MI Kontrolle

--&- Ml A2406 2 h pra OP

--%- Ml A2406 1 Wo post OP

--¢-- Ml Rosiglitazon 1 Wo post OP
—6— Sham Kontrolle

LVDed (cm)

4
Zeit (Wo)

o

N =
o =
o0 -
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Abb. 16: Zeitlicher Verlauf des linksventrikuldren enddiastolischen Diameters
(LVDed) und des linksventrikuléren endsystolischen Diameters (LVDes)
nach 0 (vor OP), 4 und 8 Wochen post OP. Angaben in MW + SEM

4.2.3 Bestimmung der Blutparameter

4.2.3.1 Ergebnisse der Bestimmung von Creatinkinase (CK)
Die Ergebnisse der CK-Untersuchungen aus Plasma, gemessen als Basalwert vor
OP sowie nach 4- und 8-woéchiger Behandlung post OP mit A2406 und

Rosiglitazon zeigten deutliche Steigerungen der Creatinkinase-Spiegel in den

behandelten Gruppen (Tab.9).
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CK A2406 A2406

Kontrolle | Kontrolle | A2406 Ml Ml Rosiglitazon | Rosiglitazon
(U/L) | Sham MI Sham 2h pra 1Wo.post | Sham MI

op op
Basal 1398,01 + | 88245+ | 741,86+ | 821,75+ | 1001,69+ | 1866,38 + 088,42 +
asa

258,81 171,64 130,27 97,49 362,38 531,64 264,62
4 767,25+ | 585,82+ 1020,63 + | 506,64+ | 815,93+ | 549,88 + 389,72 +
Wo. | 138,98 83,54 153,51 101,11 113,56 95,45 38,59
8 801,75+ | 62191+ 1651,13 + | 1843,12 + | 1842,45+ | 1679,10 + 1100,43 +
Wo. | 140,76 85,73 319,59 483,31 534,36 923,32 333,68

Tab. 9: Creatinkinase (CK) Basal, 4 und 8 Wochen nach OP und Behandlung.
Die Werte sind als MW + SEM dargestellt

4.2.3.2 Ergebnisse der Bestimmung von Cholesterin, Triglyceriden und
HDL-/LDL-Fraktionen

Alle Tiere der Studie wurden bereits vor OP iiber 4 Wochen auf atherogene Diit

gesetzt, anschlieBend wurden aus Serum die Blutfettwerte bestimmt und diese

als Basalwert gesetzt. Vier und acht Wochen nach OP und Behandlung bzw. ohne

Behandlung bei Kontrolltieren wurden weitere Plasmaproben gewonnen.

In allen Gruppen zeigte innerhalb des

sich ein Anstieg der Blutfette
Versuchszeitraumes. Signifikant hohe Werte konnten in den mit A2406 und
Rosiglitazon behandelten Gruppen nach 4 und 8 Wochen beobachtet werden. In
Abb. 17 sind die LDL-Ergebnisse (A) und Triglycerid-Ergebnisse (B) der Sham-
Gruppen, in Abb. 18 die LDL-Ergebnisse (A) und Triglycerid-Ergebnisse (B) der

MI-Tiere dargestellt.

81




Ergebnisse

A
60- ’;f

Basal
50 * 4 Wo
= 40- e E=8 Wo

° I.I.I

= e

E3 L

4 e

32 :

10 i

&

%‘&
Q‘b
|
W
~l~0
&
B
8_

| Basal
4 Wo
] =38 Wo

Triglyceride (mmol/L)
=N WAoo N

o

Abb. 17: LDL-Fraktion (A) und Triglyceride (B) der scheinoperierten, atherogen
gefiitterten Tiere als Basalwerte, 4 Wochen nach OP und 8 Wochen nach

OP, mit insgesamt 12 Wochen atherogener Fiitterung. Angaben in

mmol/l; (A) **: p<0,001 vs. A2406 Basal; #: p<0,05 vs. Kontrolle 8 Wo.

(B) *: p<0,05 vs A2406 Basal und A2406 4 Wo.; +: p<0,05 vs.

A2406 4 Wo.
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Abb. 18: LDL-Fraktion (A) und Triglyceride (B) der myokardinfarzierten,
atherogen gefiitterten Tiere als Basalwerte, 4 Wochen nach OP und

8 Wochen nach OP, mit insgesamt 12 Wochen atherogener Fiitterung.
Angaben in mmol/l; (A) *: p<0,05 vs. A2406 2 h Basal und Kontrolle

8 Wo.; #: p<0,05 vs. AVE 8134 1 Wo.Basal; +: p<0,05 vs. Rosiglitazon Basal
(B) #: p<0,05 vs. A2406 Basal; +: p<0,05 vs. Rosigliatzon Basal und

Kontrolle 8 Wo.
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4.2.3.3 Ergebnisse der Bestimmung von Aldosteron

Die mittleren Werte der Aldosteron-Plasmakonzentration konnten im Zeitverlauf
von 8 Wochen in den Sham-operierten, unbehandelten sowie in den mit A2406
und Rosiglitazon behandelten Gruppen signifikant im Vergleich zu den
Basalwerten reduziert werden. In der Gruppe der Kontroll-MI Tiere zeigte sich

eine konstante bzw. leichte Erhohung der Aldosteronkonzentration (Abb. 19).

-8~ MI Kontrolle
--&- Ml A2406 2 h pra OP
--*- Ml A2406 1 Wo post OP

~e --¢-- Ml Rosiglitazon 1 Wo post OP
-—---.....______"_‘_‘_"j=_-._.=_‘_= _______ _g* —e— Sham Kontrolle
o
) ) J
4 6 8
Zeit (Wo)

Abb. 19: Zeitlicher Verlauf der Aldosteron-Plasmaspiegel Basal und 8 Wochen
post OP. Die Angaben sind in MW + SEM; *: p<0,05 vs. Basal

4.2.3.4 Ergebnisse der Bestimmung von proANP

Die durchschnittlichen Werte der proANP-Plasmaspiegel erhéhten sich in allen
Gruppen tuber den Zeitraum von 8 Wochen nach OP. Die Gruppe der MI-
Kontrolltiere zeigte hierbei die starkste Steigerung, wobei die Erhohung bei der
mit A2406 behandelten Tiere mit der bei der Sham-Kontrollgruppe gemessenen
vergleichbar war und die mit Rosiglitazon behandelten Tiere auf anndhernd
konstantem Basalniveau blieben. Rosiglitazon gegeniiber A2406 1 Woche post OP
behandelt wies signifikant hoéhere proANP-Konzentrationen wahrend des

gesamten Zeitverlaufs auf (Abb. 20).
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Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der proANP-Plasmaspiegel Basal und 8 Wochen post
OP. Die Angaben sind in MW + SEM; *: p<0,05 vs. A2406 1 Wo post
OP uber den gesamten Zeitverlauf

4.2.4 Ergebnisse der Himodynamik
Die himodynamischen Messungen erfolgten 8 Wochen post OP.

4.2.4.1 Ergebnisse des linksventrikuldren systolischen Druck (LVSP)

Bei der initialen Messung des linksventrikularen systolischen Druck ergab sich
ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll-MI Gruppe mit einem
Basalwert von 56,9 + 4,12 mmHg und der Sham-Kontroll-Gruppe mit einem
Basalwert von 91,1 + 11,18 mmHg. Diese Absenkung konnte durch die Gabe von
A2406 1 Woche post OP (90,4 + 7,14 mmHg), signifikant verbessert werden. Die
Behandlung mit A2406 2 Stunden pra OP (83,6 + 5,97 mmHg) zeigte ebenfalls
eine Verbesserung des LVSP, jedoch nicht signifikant. Die Behandlung mit
Rosiglitazon 1 Woche post OP (70,3 + 6,48 mmHg) konnte eine tendenzielle, aber
nicht signifikante Verbesserung des LVSP aufweisen (Abb. 21).

85



Ergebnisse

120
# B8 Sham Kontrolle

100 T —_ = Ml Kontrolle
;ﬁ 80- L EMI A2406 2 h pra OP
£ * XX Ml A2406 1 Wo post OP
E 60 e w2 M| Rosiglitazon 1 Wo post OP
S 401
-l

20+
0

Abb. 21: Linksventrikuldrer systolischer Druck (LVSP) der Gruppen Sham
Kontrolle, MI Kontrolle, MI A2406 2 h pra OP, MI A2406 1 Wo.

post OP und MI Rosiglitazon 1 Wo. post OP 8 Wochen post OP. Die
Angaben sind in MW + SEM; *: p<0,05 vs. Sham Kontrolle; #: p<0,05 vs.
MI Kontrolle

4.2.4.2 Ergebnisse der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit

(dP/dtmax) und der maximalen Druckabfallsgeschwindigkeit

(dP/dt min)
Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit dP/dtmax als
Kontraktilititsparameter und die maximale Druckabfallsgeschwindigkeit
dP/dtmin als Relaxationsparameter verschlechterten sich beide in der MI-
Kontroll-Gruppe (dP/dtmax 1036,4 =+ 112,59 mmHg/sec; dP/dtmin —793,9 + 99,79
mmHg/sec) signifikant gegeniiber der Sham-Kontroll-Gruppe (dP/dtmax 1936,5 +
276,57 mmHg/sec; dP/dtmin —1687,7 + 269,61 mmHg/sec).
Die Werte von dP/dtmax konnten signifikant durch die Behandlung mit A2406 2
Stunden prd OP (dP/dtmax 1944,8 + 164,45 mmHg/sec; dP/dtmin —1460 + 165,76
mmHg/sec) gegeniiber der MI-Kontroll-Gruppe und im dP/dtmin durch die
Behandlung mit A2406 1 Woche post OP (dP/dtmax 1811,5 + 188,88 mmHg/sec;
dP/dtmin —1543,5 + 161,63 mmHg/sec) verbessert werden. Ebenfalls konnte ein
Trend der Verbesserung bei beiden Parametern durch die Rosiglitazon-
Behandlung 1 Woche post OP (dP/dtmax 1476,4 = 176,71 mmHg/sec; dP/dtmin —
1244,1 + 159,7 mmHg/sec) beobachtet werden. Abb. 22 und 23 zeigen als
Balkendiagramm den Verlauf des dP/dtmax und min 8 Wochen nach OP. Als
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Vergleich wurde nur die Kontroll-Sham-Gruppe dargestellt, die stellvertretend
auch fiur die behandelten Sham-Gruppen steht. Die Behandlung in den Sham-
Gruppen zeigten keine Effekte.
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Abb. 22: Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax)

der Gruppen Sham Kontrolle, MI Kontrolle, MI A2406 2 h pra OP,
MI A2406 1 Wo post OP und MI Rosiglitazon 1 Wo post OP,

8 Wochen post OP. Angaben sind in MW + SEM; *: p<0,05 vs. Sham
Kontrolle; #: p<0,05 vs. MI Kontrolle
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Abb. 23: Maximale Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dtmin)

der Gruppen Sham Kontrolle, MI Kontrolle, MI A2406 2 h pra OP,
MI A2406 1 Wo post OP und MI Rosiglitazon 1 Wo post OP,

8 Wochen post OP. Angaben sind in MW + SEM; *: p<0,05 vs. Sham
Kontrolle; #: p<0,05 vs. MI Kontrolle
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4.2.4.3 Ergebnisse der Herzfrequenz (HR)

Die Ergebnisse der Herzfrequenzmessung zeigten in den mit A2406 2 h pra OP
und A2406 1 Wo. post OP behandelten Gruppen tendenziell verbesserte, jedoch
nicht signifikante Werte gegeniiber der MI Kontrollgruppe. Die mit Rosiglitazon
behandelte Gruppe wies im Durchschnitt eine signifikant verschlechterte
Herzfrequenz gegeniiber der Sham-Kontrollgruppe auf. Als Vergleich wurde nur
die Kontroll-Sham-Gruppe dargestellt, die stellvertretend auch fir die
behandelten Sham-Gruppen steht. Die Behandlung in den Sham-Gruppen
zeigten keine Effekte (Abb.24).

320+
—— B3 Sham Kontrolle
280— - - —1 *
E==H MI Kontrolle
_ 2407 E= MI A2406 2 h pra OP
g_ 200 XX MI A2406 1 Wo post OP
2 160 Ml Rosiglitazon 1 Wo post OP
& 1201
80+
40
0

Abb. 24: Herzfrequenz (HR) 8 Wochen post OP.
Angaben in MW = SEM. *: p<0,05 vs. Sham Kontrolle

4.2.5 Korper-, Herz- und Ventrikelgewichte

Zu Studienbeginn betrug das mittlere Kérpergewicht (KGW) der Kaninchen 2,99
+ 0,04 kg. Sowohl hier als auch in der vierten Woche bestanden keine
signifikanten Unterschiede in den Korpergewichten zwischen den einzelnen
Gruppen. Bei der Abschluss-Untersuchung in der achten Woche lagen die KGW
der scheinoperierten Gruppen Sham Kontrolle (3,58 + 0,17 kg), Sham A2406 (3,4
+ 0,04 kg) und Sham Rosiglitazon (3,5 + 0,09 kg) etwas hoéher als die der MI
Gruppen MI Kontrolle (3,3 + 0,1 kg), MI A2406 2 h pra OP (3,34 + 0,06 kg), MI
A2406 1 Wo. post OP (3,28 + 0,1 kg) und MI Rosiglitazon (3,23 + 0,1 kg).
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Die Herzgewichte (HG) aller infarzierten Gruppen waren gegeniiber denen der
scheinoperierten erhdht, eine signifikante Erhohung gegeniiber der A2406 Sham
Gruppe konnte in der mit A2406 2 h prd OP behandelten Gruppe vermerkt
werden. Die Behandlungen konnten hierbei keine Verringerungen der Gewichte
erzielen.

Die Gewichte der linken Ventrikel (LV) waren in den Sham-Gruppen etwas
geringer als in den MI-Gruppen, jedoch nicht signifikant. Die Behandlungen
konnten keine Verringerung der linksventrikuldren Gewichtszunahme
gegentiiber der MI-Kontrollgruppe bewirken.

Die Verhiltnisse der Herzgewichte zu den Kérpergewichten (HG/KGW) zeigten
in den Sham-Gruppen signifikant geringere Werte als in den MI-Gruppen. Dies
konnte nicht durch die Behandlung der infarzierten Tiere mit A2406 und
Rosiglitazon gegentiiber der MI-Kontroll-Gruppe verbessert werden.

Beziiglich des Verhiltnisses linker Ventrikel zu Kérpergewicht (LV/IKGW) zeigte
sich ein signifikanter Anstieg in den mit Rosiglitazon behandelten MI-Tieren
gegeniiber den scheinoperierten. In den restlichen Gruppen konnte in den Sham-
Gruppen verringerte Werte gegeniiber den MI-Gruppen vermerkt werden, die
durch die Behandlung ebenfalls nicht verbessert werden konnten. Schlief3lich
ergab sich auch beim Verhiltnis rechter Ventrikel zu Kérpergewicht (RV/KGW)
ein signifikanter Anstieg der Werte der MI-Gruppen gegeniiber den Sham-
Gruppen. Dieser konnte weder durch die Behandlung mit A2406 noch mit

Rosiglitazon vermindert werden. In Tab. 10 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Kontrolle | Kontrolle | A2406 A2406 A2406 Rosiglitazon | Rosiglitazon
Sham Ml Sham Ml Ml Sham Ml
2h  pri | 1Wo.post
op 0) g
HG 912 +]10,26 =] 8,05 11,15 +|10,21 +|9,31 + 10,62 +
(2) 0,27 0,41 0,24 0,8 + 0,35 0,63 0,6
HG/KGW | 2,57 +|3,13 +|2,37 3,32  +|3,12 +]|265 + 3,29 +
(g/kg) 0,06 0,15 * 0,06 0,21 * 0,09 * 0,15 0,17 *
LV/KGW | 1,46 +|1,56 +|1,37 1,67 =+£|1,656 £|1,45 + 1,77 £
(g/kg) 0,07 0,04 0,03 0,05 0,05 0,04 0,09 #
RV/KGW | 0,4 +(0,63 +[0,45 0,61 =<+|066 =£|0,47 + 0,61 +
(g/kg) 0,01 0,04 0,02 0,04 * 0,05 * 0,03 0,05 *

Tab. 10: HG, HG/KGW-Ratio, LV/VKGW-Ratio und RV/KGW-Ratio der Gruppen
Kontrolle Sham, Kontrolle MI, A2406 Sham, A2406 MI 2 h pra

OP, A2406 MI 1 Wo. post OP, Rosiglitazon Sham und Rosiglitazon MI

8 Wochen post OP. Angaben sind in MW = SEM; +: p<0,05 vs. A2406

Sham; *: p<0,05 vs. Kontrolle Sham und AVE 8134 Sham Gruppen; #:

p<0,05 vs. alle Sham Gruppen

4.2.6 Ergebnisse der Infarktgréenbestimmung

Bei der planimetrischen InfarktgréoBenbestimmung ergaben sich keine

zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen: Kontrolle MI 32,3 + 3,96 %, A2406 MI 2 h pra OP 35,3 =+

1,83 %, A2406 MI 1 Wo. post OP 33,1 + 3,49 %, Rosiglitazon MI 31,9 + 4,61%.

signifikanten Unterschiede der Infarktgrofle

4.2.7 Ergebnisse der NF-kB Aktivierung

Electromobility Shift Assay (EMSA)-Untersuchungen beziiglich der Aktivierung
der p65-Untereinheit von NF-xB im Myokard gemessen als optische Dichte (oD)
1m Photometer wurden in verschiedenen Gruppen mit infarziertem sowie nicht
infarziertem Myokard 1 Woche und 8 Woche post OP mit unterschiedlichen
Behandlungs-Modi bzw. bei

unbehandelten Kontrollen untersucht. FEine

signifikante p65-Aktivierung von 0,61 = 0,03 oD im unbehandelten, infarzierten
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Myokard eine Woche nach MI konnte bei vier Tieren verzeichnet werden. Im
unbehandelten Myokard der Sham-Gruppe konnte lediglich eine Aktivierung der
p65 Untereinheit von 0,33 + 0,02 oD aufgezeigt werden. Ahnlich diesen
Ergebnissen zeigte sich die mit A2406 1 Wo.post OP behandelte Sham-Gruppe 8
Wochen post OP mit einer Aktivierung von im Durchschnitt 0,36 + 0,01 oD. In
der Kontroll-Infarkt-Gruppe 8 Wochen nach OP lie sich eine anhaltende,
signifikante p65-Aktivierung von 0,645 + 0,09 oD nachweisen. Eine
Verminderung der p65-Aktivierung auf anndhernd unbehandeltem Niveau
konnte in den beiden Gruppen der Infarkttiere, ebenfalls 8 Wochen post OP
untersucht, behandelt mit A2406 2 h prd OP mit Durchschnittswerten von 0,39 +
0,01 oD und mit A2406 1 Wo. post OP behandelt mit durchschnittlichem Wert
von 0,385 £ 0,02 oD erzielt werden.

Abb. 25 stellt die Aktivierung der p65-Untereinheit von NF-kB der einzelnen

Gruppen als Balkendiagramm dar.

1 Wo. 8 Wo. post OP

o
©
!

o
o
|

p65 Aktivierung (oD)
¢

n = 4-8 in allen Gruppen

Abb. 25: Aktivierung der p65-Untereinheit von NFkB in der chronischen Studie.
Angaben sind in MW + SEM; *: p<0,05 vs. Sham unbehandelt, Sham + A2406; #:
p<0,05 vs. MI unbehandelt
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5. Diskussion

Die Mortalitatsstatistik in Europa und USA wird trotz medikamentiser sowie
interventioneller Therapiemoglichkeiten vom Myokardinfarkt und der Herz-
insuffizienz angefiihrt. Bisherige Ziele umfassten dabei nicht die direkte
Kardioprotektion, welche jedoch ein wichtiger Faktor sowohl nach Myokard-
infarkt als auch im Sinne einer konsekutiven Herzinsuffizienzentwicklung ist.
Vor diesem Hintergrund sollte in dieser Arbeit die direkte Kardioprotektion
sowie eine Risikoreduktion der Herzinsuffizienzentwicklung auf Grund der
Regulierung der myokardialen Fettsdure-Oxidation mit Hilfe des PPAR-a
Agonisten A2406 und des PPAR-y Agonisten Rosiglitazon untersucht werden.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkungen von A2406 und
Rosiglitazon im akuten Myokardinfarktgeschehen sowie auf die sich
entwickelnde Herzinsuffizienz am Modell des cholesteringefiitterten Kaninchens
zu untersuchen und miteinander zu vergleichen. Dazu wurden zwei
unterschiedliche Studiendesigns verwendet, um zum einen die Wirkungen des
Einflusses von PPAR-Agonisten auf den sich rasch entwickelnden myokardialen
Ischdmie/Reperfusionsschaden mit begleitender akuter Inflammation zu
untersuchen und zum anderen die Einwirkung auf das post-myokardiale
Remodeling zu beobachten.

In den beiden vorliegenden Studien konnte sowohl unter der Behandlung von
A2406 sowie unter Rosiglitazon eine Verminderung der Aktivierung der p65-
Untereinheit von  NF-xB gezeigt werden. Einen Trend zur
Infarktgrossenreduktion lie3 sich zwar fir A2406 aufzeigen, jedoch war dieser
nicht signifikant. Nach Ischdmie und Reperfusion bewirkten die A2406- und
Rosiglitazon-Behandlungen keine Verbesserung der systolischen sowie
diastolischen Funktionen. In der chronischen Infarktstudie konnte sowohl die
systolische als auch die diastolische Funktion in der Herzinsuffizienz signifikant
mit A2406 verbessert werden. Eine Verbesserung der morphologischen
Parameter war weder mit A2406 noch mit Rosiglitazon zu sehen. Erhohte
Aldosteron-Plasmakonzentrationen im Rahmen der Herzinsuffizienz konnten

durch A2406 und Rosiglitazon signifikant reduziert werden. Die Behandlung mit
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A2406 sowie Rosiglitazon bewirkte in beiden Studien keine lipidsenkenden

Effekte, sondern liel3 die Triglycerid- sowie LDL-Werte im Serum ansteigen.

5.1 Das Modell des hypercholesterol gefiitterten, myokardinfarzierten
und herzinsuffizienten Kaninchen

Die Herausforderung bei der Suche nach Tiermodellen besteht darin, solche zu
finden, die der humanen Erkrankung mdéglichst dhnlich sind, um die komplexe
Pathogenese moglichst prizise nachahmen zu koénnen (priadiktive Tiermodelle).
Auch wenn kein Modell die humanen Geschehnisse perfekt replizieren kann,
sind Tiermodelle zum einen dullerst niitzlich fiir die Aufklarung der speziellen
pathologischen Prozesse der Krankheit, zum anderen erleichtern sie die Suche
nach neuen therapeutischen Ansitzen (Bocan et al., 1998).

Das in dieser Arbeit verwendete Modell des atherogen gefiitterten Kaninchens
weist einen der haufigsten Risikofaktoren einer koronaren Herzerkrankung, die
Hypercholesteroldamie, auf. Nach heutigem Wissensstand steht zu Beginn des
Krankheitsbildes die endotheliale Dysfunktion. Atherogen gefiitterte Kaninchen
zeigen primar eine Verschlechterung der endothelabhingigen Relaxation und
eine anschlieBende Entwicklung von atherosklerotischen Lésionen (Jayakody et
al., 1985). Dies haben inzwischen mehrere Forschungsgruppen in Tierstudien
zeigen koénnen (Freimann et al.,, 1986; Verbeuen et al., 1990). Krichevsky
beschaftigte sich lange Zeit mit der Zusammensetzung der atherogenen Didt und
fand heraus, dass sich besonders durch den Zusatz von Kokosol deutliche
intrazellulare Lipideinlagerungen und intimale Proliferationen erzeugen lassen
(Kritchevsky et al.,, 1976). Versuche bzgl. der myokardialen Funktion in
atherogen gefutterten Kaninchen weisen auf eine unterdriickte maximale
kontraktile Funktion sowie verldngerte systolische Kontraktionsabldufe am
Herzen hin (Huang et al., 2004; Luo et al., 2004). Die Arbeitsgruppe von Liu et
al. berichtet tiber eine Erhchung des apoptotischen Zelltods, eine erhéhte
Caspase-3 Aktivitit und mitogen-aktivierte Proteinkinase (IMAPK) - Aktivitit
sowie eine erhohte iNOS Expression und eine verschlechterte Erholung der
kontraktilen Funktionen nach Reperfusion im atherogen gefiitterten Kaninchen
(Liu et al., 2004). Uberraschenderweise zeigen ex vivo Experimente (isoliertes,
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Langendorff- perfundiertes Herz) in atherogen gefiitterten Kaninchen dagegen
eine erhohte myokardiale Resistenz gegeniiber einem ischidmischen Schaden
gemessen an einem signifikant geringeren LVP, HR und Koronardurchfluss (Le
Grand et al., 1995).

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit die Koronarligatur
(voriibergehend bzw. persistierend) als initiale Schidigung des Herzens zur
Erzeugung eines Mpyokardinfarktes bzw. einer chronischen Herzinsuffizienz
verwendet. Der MI wird durch Abbinden des Hauptastes der linken
Koronaraterie induziert und betrifft die freie Wand des linken Ventrikels
einschlieBlich der Herzspitze. Die durch Koronarligatur induzierte
Herzinsuffizienz stellt ein zuverlassiges und reproduzierbares Tiermodell dar,
dessen klinische Relevanz offensichtlich ist. Arbeiten im normal gefiitterten
Kaninchen (Millner et al., 1991; Rungwerth et al., 2004) sowie im Modell des
atherogen gefiitterten Kaninchen im akuten Ischdmie/Reperfusionsgeschehen
(Jung et al., 2000; Kremastinos et al., 2000; Jung et al., 2004) liegen bereits vor.
Von dem Modell des atherogen gefiitterten Kaninchens mit chronischer

Herzinsuffizienz liegen bisher keine Publikationen vor.

5.2 Einfluss der PPAR-a/-y Agonisten auf das kardiovaskulére
System — kontroverse Wirkungsweisen

PPAR-a Agonisten stehen bisher in Forschung und Entwicklung noch relativ am
Anfang, und ihre Wirkung im myokardialen Ischidmie/Reperfusions Schaden
scheint noch weitgehendst ungeklart. Tierexperimentelle Studien sind noch nicht
weit fortgeschritten, und die Literatur lasst viele Fragen offen bzw. berichtet von
teilweise kontrdren Ergebnissen mit PPAR-a und -y Agonisten in
kardiovaskuldren Krankheitsmodellen (Shiomi et al., 2002; Frantz et al., 2004;
Yue et al., 2001; Yue et al., 2003). Aufgrund der Tatsache, dass bei Studien mit
Einsatz von PPAR-y Agonisten Odeme beobachtet worden sind, stellt sich
weiterhin die Frage, in welchem Ausmall die Flissigkeitsretention eine

Herzinsuffizienz begiinstigen beziehungsweise verschlechtern kénnte (Wang et
al., 2003).
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Seit der Markteinfiihrung in Deutschland im Jahr 2000 haben sich die Glitazone
(PPAR-y Agonisten wie Rosiglitazon) als wirksame und gut vertrigliche orale
Antidiabetika etabliert. Wegen ihrer bereits nachgewiesenen Wirkungen als
Insulinsensitizer wird diese Substanzklasse seit einigen Jahren gemeinsam mit
denen der PPAR-a Agonisten zusitzlich in prospektiven Studien zum Thema
kardiovaskuldrer Protektion erforscht (Takano et al., 2000; Nakajima et al.,
2001; Cuzzocrea et al., 2002, 2003; Kon et al., 2002; Naito et al., 2002; Shiojiri et
al., 2002; Collin et al., 2003; Enomoto et al., 2003; Sivarajah et al., 2003).

5.3 Pharmakokinetik von A2406 und Rosiglitazon im Kaninchen

A2406 tuber Futter verabreicht zeigt eine zeitverzogerte Absorption
(Verringerung von Cmax (maximale Konzentration) und spiterer Tmax
(Zeitpunkt der maximalen Konzentration) im Vergleich zu einer Gabe per
Magenschlundsonde (Gavage)), insgesamt jedoch ist das MaB der Absorption
nicht beeintrachtigt. Aufgrund von eigenen, nicht verdffentlichten Daten aus
vorherigen Studien wurde die Dosis von 10 mg/kg per Gavage liber 3 Tage
festgelegt, die zu ausreichend hohen Plasmaspiegeln fiihrte.

Im 3-stiindigen I/R Versuch mit intravendser Verabreichung von A2406 in der
Dosis 3 mg/kg erhielten wir eine Halbwertszeit von 1 h. Auch 2 h nach
Verabreichung der Substanz lagen die Plasmakonzentrationen noch ausreichend
hoch im wirksamen Bereich der Substanz. Das Dosierungsschema von A2406 in
der chronischen Studie basiert auf den erhobenen Daten nach 3 Tagen
Verabreichung per Gavage.

Rosiglitazon nach oraler Gabe wird rasch resorbiert, so dass ausreichend hohe
Plasmaspiegel nach 1 Stunde erreicht sind. Die biologische Verfiigharkeit wird
mit 99 % angegegben. Die Verabreichung mit dem Futter verlangsamt die
Resorption, dndert aber nichts an der aufgenommenen Wirkstoffmenge. Die
Halbwertszeit von Rosiglitazon liegt zwischen 3 und 4 Stunden, eine
Verabreichung einmal am Tag mit 10 mg/kg ist laut Hersteller ausreichend um

eine wirksame Plasmakonzentration zu erhalten (Koch et al., 2000).
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5.4 Einfluss von A2406 und Rosiglitazon auf das infarzierte und
reperfundierte Herz

In dieser Studie wurden die Effekte von A2406 und Rosiglitazon auf den
myokardialen Schaden wahrend eines 2-stlindigen Ischdmie-
Reperfusionsversuches ermittelt. Dabei wurden die PPAR-Agonisten vor
Ischamie (per os Studie) sowie 5 Minuten vor Reperfusion @G.v. Studie)
verabreicht. Gleichzeitig wurde die Aktivierung von NF-kB in diesem
Schadigungsprozess sowie die Beeinflussung dieses inflammatorischen Pathways
durch A2406 und Rosiglitazon untersucht. Hierbei zeigte sich ein Trend zur
InfarktgréBenreduktion, welche keinen Einfluss auf die systolische und
diastolische Herzfunktion austiibte. Die fehlende protektive Wirkung auf einen
Reperfusionsschaden von A2406 wund Rosiglitazon wurde durch die
biochemischen Marker CK und LDH bestétigt. Die NF-x B Aktivierung hingegen
wurde signifikant durch die Behandlung mit beiden PPAR-Agonisten gehemmt.
Eine dadurch einhergehende Kardioprotektion mit einer signifikanten
Verminderung der InfarktgroBe und Verbesserung der Hdmodynamik unter

PPAR-Einfluss konnte nicht bestatigt werden.

NF-kB ist maligeblich an der Aktivierung zahlreicher fiir den Ablauf einer
Entziindung relevanter Gene beteiligt (Baeuerle, 1998). Daher liegt es nahe, iiber
diesen Faktor eine breite entzlindungshemmende und damit kardioprotektive
Wirkung zu erreichen (Baeuerle et al., 1998). In tierexperimentellen Studien an
der Ratte berichtet die Gruppe von Morishita et al. tiber die nahezu vollstandige
Verhinderung eines Myokardinfarktes durch die spezifische Hemmung von NF-
kB durch Decoy Oligonucleotide (Morishita et al., 1997). Es stellt sich jedoch die
Frage, ob eine Hemmung der NF-xB Aktivitdt nach stattgefundener Ischémie
und Reperfusion den ischiamischen Schaden verhindert, oder ob eine kurzzeitige
Aktivierung des Transkriptionsfaktors vor Ischdmie und Reperfusion ndétig ist,
um nachfolgende protektiv wirkende Signalkaskaden auszulésen (Kukreja,
2002). Xuan et al. konnten anhand I/R Versuchen an Kaninchen diesbeziiglich
zeigen, dass eine préa-ischdmische NF-xB Aktivierung zur Auslésung von
protektiven Effekten (Entwicklung einer spiaten Priakonditionierung) im Herzen
noétig ist (Xuan et al., 1999).
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In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass die kardioprotektive Wirkung
der PPAR-Agonisten unter anderem aufgrund ihrer Effekte auf die Expression
pro-inflammatorischer Gene erzielt wird. Wir konnten in vivo die Hemmung der
Aktivierung der p65 Untereinheit durch A2406 und Rosiglitazon zeigen, was
einen hemmenden Einflul} dieser Substanzen auf den NF-xB Pathway belegt.
Andere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls eine unspezifische Hemmung von NF-
kKB durch PPAR-Agonisten zeigen. Dies erfolgte zum einen durch den Nachweis
der verminderten Expression von durch NF-kxB regulierten Genen wie den
Zytokinen (TNF-a, Interleukine, IFN-y), Chemokinen (MCP-1) wund
Adhesionsmolekiilen ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 und CD11b/CD18) (Nakajima
et al., 2001; Yue et al., 2001; Shiomi et al., 2002; Abdelraham et al., 2005; Seki et
al., 2005), zum anderen durch den direkten EMSA-Nachweis einer verminderten
Expression der p50- und p65-Untereinheit von NF-kB (Ogata et al., 2004; Yue et
al., 2003).

Eine InfarktgroBenreduktion durch den PPAR-y Agonist Rosiglitazon, wie sie in
einer I/R-Studie bei Ratten nach i.v. (37 %) bzw. per os (24 %) Verabreichung von
der Arbeitsgruppe Yue et al nachgewiesen worden ist (Yue et al., 2001), konnte
im atherogenen I/R-Kanichenmodell der vorliegenden Studie nicht gezeigt
werden. Liu et al. zeigten unter Rosiglitazon-Einfluss (3 mg/kg/d per Gavage,
Verabreichung 3 Wochen vor MI) unter anderem eine verbesserte Erholung der
kontraktilen Dysfunktion des Herzens nach 60 minitiger Ischdmie und 4-
stiindiger Reperfusion im atherogen gefiitterten Kaninchen (Liu et al., 2003). In
der vorliegenden Studie mit einer abweichenden Verabreichungsdauer von 3
Tagen vor Ischdmie und 45-minttiger Ischdmie sowie 2-stiindiger Reperfusion
konnten diese Effekte nicht reproduziert werden. Im I/R Modell an Schweinen
unter PPAR-y Einfluss zeigten sich Parallelen zur vorliegenden Studie. Der
PPAR-y Agonist Troglitazon 1 Stunde vor Ischédmie verabreicht, fiihrte hierbei zu
einem erhohten Auftreten von Kammerflimmern wéhrend der Ischidmie und
Reperfusion, das zum Tod der Tiere fithrte Xu et al., 2003). Des Weiteren
bewirkte die Verabreichung von Rosiglitazon an Schweinen im I/R-Modell keine
Verbesserung der myokardialen Funktionen und keine Verringerung der pro-
inflammatorischen Zytokin - Expression (Xu et al., 2005). Die kardioprotektive
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Wirkung von PPAR-a Agonisten wurde bis jetzt nur wenig untersucht, es liegen
kaum tierexperimentelle Daten vor. In vivo Versuche an Mé&usen mit einem
PPAR-a Agonisten vor Ischamie per os verabreicht konnte eine Verbesserung der
myokardialen Funktionen nach 30-mintitiger Ischdmie und 24-stiindiger
Reperfusion sowie eine dosisabhéngige InfarktgréBenreduktion von 28 %- 35 %
nachweisen (Yue et al., 2003).

Desweiteren berichtet die Arbeitsgruppe von Bulhak et al. von einer
signifikanten Infarktgrossenreduktion bei Ratten nach 30 minitiger Ischdmie
und 2-stiindiger Reperfusion nach Verabreichung eines PPAR-a Agonisten 30
Minuten vor Ischamie (Bulhak et al., 2004). Diese Studien wurden allerdings in
normolipiddmischen Tieren durchgefiihrt. Wir konnten in unserem I/R- Modell
mit hyperlipidimischen Kaninchen jedoch weder bei Verabreichung des PPAR-a
Agonisten A2406 vor Ischdmie noch bei der Verabreichung zur Reperfusion eine
Verbesserung der myokardialen Funktionen oder eine Verminderung der
Infarktgrosse verzeichnen. In vitro Versuche an Mé&usen mit herzspezifischer
Uberexpression von PPAR-o und einer dadurch bedingten signifikant erhshten
FAO zeigten sogar einen schidlichen Einfluss der erhohten PPAR-o Aktivierung
auf die kardiale Erholung nach stattgefundener I/R auf (Sambandam et al.,

2005).

Eine protektive Wirkung von PPARs auf die Apoptose und Nekrose im
ischamischen Myokard konnte in der vorliegenden Studie, gemessen anhand der
Freisetzung des Muskelenzyms Creatinkinase (CK) und des zytosolischen
Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH), nicht bestitigt werden. Wir konnten unter
A2406 sowie unter Rosiglitazon Behandlung sogar eher einen Trend zur
vermehrten Freisetzung der beiden Enzyme zeigen. Bei der Interpretation dieser
Ergebnisse sind jedoch Nebenwirkungen einer eventuell stattgefundenen
Rhabdomyolyse und damit verbundenen Beeinflussung der vermehrten
Freisetzung von CK und LDH in Betracht zu ziehen. Von derartigen
Nebeneffekten nach PPAR-a sowie PPAR-y Behandlung wurde bereits berichtet
(Scatena et al., 2004; Motojima, 2002; Ledl et al.,2005).
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PPARs und deren regulierender Einfluss auf den Fettstoffwechsel, mit
verstarkender Wirkung auf die Genexpression von FAO-Enzymen sowie einer
gesteigerten myokardialen Fettsdure-Oxidation und einer daraus resultierenden
Verringerung der freien Fettsduren im Blut, werden in zahlreichen klinischen
Untersuchungen am Menschen postuliert (Aronoff et al., 2000; Barger et al., 200;
Lebovitz et al., 2001; Fiillert et al., 2002; Freed et al., 2002; Winkler et al., 2003).
Dabei wird in den genannten Studien eine Steigerung des gefaBprotektiven HDL-
Cholesterins, eine Senkung des besonders atherogen eingestuften LDL-
Cholesterins und eine Verringerung der Triglyzeridspiegel dokumentiert. Weder
unter A2406 noch unter Rosiglitazon Einwirkung liel3 sich ein positiver Einfluss
auf den Lipidstoffwechsel mit Senkung von Cholesterin, LDL und Triglyzeriden
oder eine Erhohung des HDL-Gehalts im vorliegenden atherogenen
Kaninchenmodell nachweisen. Die Arbeitsgruppen von Tao et al., 2003 und Liu
et al., 2004 zeigten ebenfalls in Studien mit atherogen gefiitterten Kaninchen,
dhnliche Ergebnisse wie in der vorliegenden Studie. Auch hier konnten keine
positiven Effekte auf den Lipidstoffwechsel unter Rosiglitazon, 3 mg/kg per os (5
Wochen) verabreicht, nachgewiesen werden. Studien in Ratten, ebenfalls mit
Rosiglitazon 3 mg/kg i.v. Bolus sowie per os (7 Tage lang) behandelt, konnten
diese fehlenden Effekte bestitigen (Yue et al., 2001). Eventuell scheint hier die
Behandlungsdauer von Bedeutung zu sein, da andere Arbeitsgruppen eine
signifikante Reduktion des Cholesterin- sowie des Triglyzerid-Gehalts in
atherogen gefiitterten Ratten mit einer per os Behandlung von Rosiglitazon (10
mg/kg) iiber 16 Wochen zeigen konnten (Tacikowski et al., 2005).

Uber die Effekte von PPAR-o Agonisten auf den Lipidstoffwechsel liegen nur
wenige priaklinische Daten vor. Die grof3e Bedeutung von PPAR-a wird allerdings
durch Studien an PPAR-a /- Miusen deutlich, die Verdnderungen der PPAR-a
regulierten FAO-Enzyme, einhergehend mit massiver Lipid-Akkumulation sowie
einem Energiedefizit im kardialen Energiemetabolismus aufwiesen, was
letztendlich zum Tod der Tiere fithrte (Djouadi et al., 1999; Leone et al., 1999;
Watanabe et al., 2000; Finck et al., 2002).
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5.5 Einfluss von A2406 und Rosiglitazon auf das insuffiziente Herz

Bei den in dieser Studie durchgefiihrten Untersuchungen, die die Funktion und
die Morphologie des Herzens, die Aktivierung von NF-kB sowie den Blutstatus
der Tiere umfassten, wurden die Effekte von A2406 und Rosiglitazon am
chronisch infarzierten, atherogenen Kaninchenmodell tiber einen Zeitraum von
insgesamt 8 Wochen ermittelt. Hierbei wurde A2406 in einer Behandlungsgruppe
bereits vor OP (2 h pra OP) sowie 1 Woche nach OP (1 Wo. post OP) eingesetzt,
um so auf das akute sowie chronische Entziindungsgeschehen und Remodeling
am Herzen Einfluss nehmen zu kénnen. Die Behandlung mit Rosiglitazon wurde

ebenfalls 1 Wo. post OP begonnen.

Die VergoBerung der linksventrikuldren Dimensionen driickt die einsetzende
Dilatation bei beginnender Dekompensation der Herzinsuffizienz aus. Dies
konnte sowohl bereits im Tierexperiment (Pennock et al., 1997) als auch in
humanen Studien (Chalmers et al., 1987) mittels Echokardiographie gezeigt
werden. Die in der vorliegenden Studie echokardiographisch ermittelten
morphologischen linksventrikuldren Parameter LVDed und LVDes lielen sich
durch die Behandlung mit A2406 sowie Rosiglitazon nicht verbessern. Die
unwesentliche Beeinflussung der Ventrikel-Morphologie spiegelte sich auch in
den zu Studienende bestimmten mittleren Gewichten der linken Ventrikel und
des Herzens wieder. Die linksventrikuldren Gewichte der behandelten Gruppen
zeigten eine mit der Kontrollgruppe vergleichbare Zunahme auf. Ebenso konnte
das Verhaltnis Herzgewicht zu Korpergewicht in allen behandelten Gruppen
nicht verbessert werden. Untersuchungen mit PPAR-y Agonist Pioglitazon in
Mausen konnten dagegen eine Verminderung des  Verhéltnisses
Herzgewicht/Korpergewicht verzeichnen (Shiomi et al., 2002). Hingegen zeigen
Daten (s.u.) eine Normalisierung der Ventrikelgewichte unter PPAR-o. Agonist,

nicht jedoch unter PPAR-y Agonist Behandlung in Ratten.

Eine der wichtigsten Komponenten, die den Herzinsuffizienz-Prozess einleiten,
ist die initiale, maladaptive Hypertrophie nach myokardialer Schadigung, die
nach erfolgtem Remodeling zur Dilatation des Herzens fiihrt. In unilateral
nephrektomierten Ratten konnte gezeigt werden, dass sowohl PPAR-a
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(Fenofibrate) sowie PPAR-y (Rosiglitazon) Agonisten das Herz vor einer
Mineralkortikoid - bedingten Hypertrophie schiitzen (Iglarz et al., 2003). Des
Weitern zeigten in vitro Untersuchungen in neonatalen Rattenkardiomyozyten
eine Verhinderung der Endothelin-1 induzierten Hypertrophie nach PPAR-a
Agonist (Fenofibrat) Verabreichung (Liang et al., 2003). Auch der PPAR-y
Agonist (Rosiglitazon) zeigte in diesem Zellmodell antihypertrophe Effekte.

Dagegen bewiesen Studien mit Nagern, dass eine verminderte Aktivierung von
PPAR notwendig ist fiir die Erhaltung der kontraktilen Funktionen des
hypertrophen Herzens und dass die Reaktivierung von PPAR-a und PPAR-a
regulierten Genen mit PPAR-a Agonisten in einer schweren Depression der
Herzfunktion resultiert (Young et al., 2001). Bei einer Uberexpression von PPAR-
o regulierten Genen in Maé&usen konnten eine Herzmuskelschwéche,
linksventrikuldre Dysfunktion sowie Embryonaltod nachgewiesen werden (Chiu

et al., 2001).

Die linksventrikuldre Funktion wihrend des Verlaufs der Studie wurde nicht
nur mittels Echokardiographie, sondern auch abschlieBend invasiv per
Herzkatheterisierung ermittelt. Hierbei kristallisierte sich eine deutliche
Uberlegenheit der mit A2406 behandelten Gruppen in der systolischen Funktion
heraus. Der linksventrikulidre systolische Druck (LVSP) konnte mit der
Behandlung von A2406 1 Wo. post OP signifikant verbessert werden; A2406 2 h
pra OP sowie Rosiglitazon zeigten dabei einen Trend zur Verbesserung. Ebenfalls
konnte die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmay)  als
Kontraktilitatsparameter signifikant durch A2406 2 h pra OP verbessert werden,
A2406 1 Wo post OP sowie Rosiglitazon wiesen hierbei einen Trend zur
Verbesserung auf. In der maximalen Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dtmin) als
Relaxationsparameter zeigte A2406 wiederum 1 Wo. post OP signifikant
verbesserte Werte gegeniiber der MI-Kontrollgruppe, hierbei lieBen A2406 vor
Infarkt verabreicht sowie Rosiglitazon einen Trend zur Verbesserung erkennen.
Nicht verdffentlichte eigene Daten zeigten in ex wvivo Untersuchungen im
herzinsuffizienten Rattenmodell mit einer Verabreichung von A2406 (3

mg/kg/Tag und 10 mg/kg/Tag) per os, Behandlungsbeginn ein Tag nach OP iiber
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8 Wochen, eine dosisabhingige Verbesserung der Herzfunktion sowie einen
positiven Einfluss auf den Remodelingprozess. Des Weitern wurden im gleichen
Studienaufbau Untersuchungen mit A2406 (20 mg/kg/Tag) im Vergleich mit
Rosiglitazon Behandlung durchgefithrt. Hierbei konnte nur eine Verbesserung
der Herzfunktion in der herzinsuffizienten Ratte unter A2406 vermerkt werden.
Weiterhin unter A2406 Einfluss, nicht aber in den mit Rosiglitazon behandelten
Gruppen, zeigte sich eine Normalisierung der Gewichte des rechten Ventrikels
sowie der Lunge (Schifer et al., 2005). Dagegen konnten Studien mit Hunden
und einer einmaligen oralen Behandlung mit A2406 von 100 mg/kg keine
positiven  kardiovaskulidren Effekte aufweisen. Zwel unterschiedliche
Studienergebnisse an der herzinsuffizienten Maus unter PPAR-y Behandlung
(Pioglitazon) zeigten die Arbeitsgruppen von Frantz et al. und Shiomi et al..
Hierbei konnten in der erstgenannten Gruppe keine kardioprotektiven Effekte
(anhand der Herzmorphologie, metabolischen Parameter und Inflammation)
nach Verabreichung der Substanz (20 mg/kg per Gavage iiber 6 Wochen) 1 Woche
nach MI erzielt werden. Lediglich eine Erniedrigung der Triglycerid-
Plasmaspiegel war nachweisbar (Frantz et al., 2004). Dagegen zeigte die Studie
von Shiomi et al. nach dietatischer Verabreichung von 3 mg/kg Pioglitazon,
begonnen 6 Stunden post MI iiber einen Zeitraum von 4 Wochen, signifikante
Verbesserungen der Herzmorphologie und -funktion sowie eine Erniedrigung der
Entziindungsparameter (Shiomi et al., 2002). Die tagliche Verabreichung der
Substanz mit Einwirkung auf das frithe Remodeling scheint hierbei eine
verbesserte Wirkung auf das Herzinsuffizienzgeschehen zu haben. Cuzzocrea et
al. jedoch berichten von einem notwendigen ldngeren Einfluss von PPAR-y
Agonisten auf das fortgeschrittene Herzinsuffizienzgeschehen, um effektiv
Einfluss auf das Entziindungsgeschehen zu nehmen (Cuzzocrea et al., 2002).
Demgegeniiber stehen Aussagen einer Verschlechterung einer préiexistenten
Herzinsuffizienz bzw. der Auslésung einer Herzinsuffizienz unter Rosiglitazon-
Einfluss. Klinische Studien zeigten auf Grund von Flissigkeitsrestriktionen, die
bedingt durch eine Vasodilatation oder durch eine verbesserte Insulinwirkung
mit Na*-Resorption im distalen Tubulus einhergingen, eine Verschlechterung der

kardialen Funktionen (Barman-Balfour et al., 1999; Marx, 2002 (b)).
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Die kontroversen Angaben in der Literatur spiegeln die unterschiedlichen
Befunde der PPAR-Agonisten-Wirkung auf Morphologie und Funktion im

herzinsuffizienten Modell wider.

Die hamodynamischen Messungen unter Isoproterenol - Einfluss zeigten in der
vorliegenden Studie unter Sevofluran-Inhalations-Narkose keine zu erwartenden
verbesserten Effekte auf die kardiale Dysfunktion im Herzinsuffizienzgeschehen
(Daten wurden nicht gezeigt). In einer erst kiirzlich erschienenen Publikation
wurde berichtet, dass Isoproterenol nur in mit Ketamin narkotisierten, nicht
aber in mit Isofluran narkotisierten Tieren positiv inotrope Effekte zeigt (Pena et

al., 2005).

Die anhaltende, nachgewiesene Aktivierung der p65 Untereinheit von NF-kB
uber den Versuchszeitraum von 8 Wochen wurde unter A2406 und Rosiglitazon
Einfluss signifikant reduziert. Studien von Sun et al. und Ogata et al. konnten
die Beteiligung des Transkriptionsfaktors in der hypertrophen Kardiomoyopathie
ebenfalls nachweisen (Sun et al., 2002; Ogata et al., 2004). In der Literatur findet
man Untersuchungen einer zeitlich begrenzten NF-kB Aktivierung nach MI. Es
konnte dabei ein NF-kB Aktivitdtsanstieg 3 Tage nach MI, mit nachfolgendem
Plateau am Tag 7 post MI und anschlieBender proportionaler Verminderung der
Aktivierung gemessen bis zum Tag 28 post MI, mit anhaltender, signifikanter
Aktivitat versus der nichtinfarzierten Kontrollgruppe, gezeigt werden (Lu et al.,
2004). Studien an LPS und TNF-a stimulierten transgenen Luciferase-
exprimierenden Méausen mit NF-kB abhingiger Fluoreszenz konnten einen
gewebespezifischen Fluoreszenz-Aktivitatspeak von NF-xB 6 Stunden (TNF-a)
sowie 12 Stunden (LPS) nach Behandlung in der Linse zeigen. 3 — 6 Stunden

spater wurden Fluoreszenzen in anderen Organen sichtbar (Carlsen et al., 2004).

Die InfarktgroBenbestimmung im chronischen Versuch diente der Kontrolle der
Ausgangssituation im Herzinsuffizienzgeschehen und einer vergleichbaren
Korrelation der untersuchten Parameter und liel keine Aussage iiber die

Wirkung unter der Behandlung zu.
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Eine wie bereits in der vorliegenden akuten Studie vermerkte deutliche
Erhohung der CK-Plasmaspiegel in den mit A2406 und Rosiglitazon behandelten

Gruppen zeigte sich ebenfalls in der chronischen Studie.

Die Bestimmung der Aldosteron - Plasmaspiegel ermoglichte auf Biomarker-
Ebene den Nachweis einer therapeutischen Wirksamkeit von A2406 und
Rosiglitazon. Vergleichend zu den unbehandelten Infarkttieren konnten im
Zeitverlauf von 8 Wochen die mittleren Werte der Aldosteron-
Plasmakonzentration signifikant in den A2406 sowie Rosiglitazon behandelten
Gruppen auf Basalniveau reduziert werden.

Die Arbeitsgruppe von Zhang et al. berichtet tiber den Einsatz von Rosiglitazon
bei Mausen und dessen positive Effekte auf die Reduktion der Aldosteron-
Plasmaspiegel (Zhang et al., 2005). Andere tierexperimentelle Studien bestétigen
die Erhchung des Aldosteron Plasmaspiegels im insuffizienten Herzen und
dessen Beteiligung an der Genese der Herzfibrosierung nach Myokardinfarkt
(Silvestre et al., 1998; Silvestre et al., 1999). Cittadini und Kollegen konnten
diesbezliglich an herzinsuffizienten Ratte zeigen, dass eine Aldosteron-
Rezeptorblockade die linksventrikuldre Dilatation verringert, die Funktion des
Herzens verbessert und die interstitielle Fibrose vermindert (Cittadini et al.,
2003).

Die genannten Arbeitsgruppen berichten dariiber hinaus von einer Erhéhung der
proANP Plasmaspiegel in der Herzinsuffizienz und der Korrelation mit dem
Schweregrad der Insuffizienz. In der vorliegenden Studie wiesen die
durchschnittlichen proANP-Plasmakonzentrationen eine vergleichbare Erhéhung
in den behandelten sowie in den unbehandelten infarzierten Gruppen auf und
lieBen somit keine iibereinstimmende Aussage tiber die protektive Wirkung von
PPAR auf die Hypertrophie des Herzens zu. Die oben erwiahnte Arbeitsgruppe
von Iglarz et al. konnte jedoch unter PPAR-a sowie PPAR-y Einfluss eine
Verminderung der proANP Spiegel in Ratten verzeichnen (Iglarz et al., 2003). In
in vitro Untersuchungen in Ang II-induzierten hypertrophen neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten lieen sich verminderte proANP-Spiegel nach Troglitazon,

Pioglitazon sowie Rosiglitazon Behandlung nachweisen (Asakawa et al., 2002).
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Der massive Anstieg der Plasmalipide im atherogen gefiitterten Kaninchen ist in
zahlreichen Studien belegt (Kremastinos et al., 2000; Jung et al., 2004).

Weder unter A2406 noch unter Rosiglitazon Einfluss liel3 sich ein positiver Effekt
auf den Lipidstoffwechsel im atherogenen Kaninchenmodell vermerken. Im
Verlauf des Untersuchungszeitraumes zeigten die behandelten Tiere nach 4
und/oder 8 Wochen signifikant erhohte Plasmakonzentrationen von LDL und
Triglyceriden. Nicht verdffentlichte eigene Daten von A2406 konnten jedoch an
Ratten eine Verringerung der Triglycerid-Plasmaspiegel, in Apolipoprotein Al
Miusen (Tiermodell fiir high-density lipoprotein (HDL) cholesterol
Metabolismus) eine Dosis-abhingige Erhéhung von HDL und apo Al sowie eine
Verminderung der Triglyceride und an Minipigs eine Verringerung der
Cholesterin- und Triglycerid- Werte vermerken. Diese Unterschiede zum

Kaninchenmodell sind noch nicht erklarbar.

Verschiedene Arbeiten weisen dariiber hinaus darauf hin, dass PPARs anti-
inflammatorische Effekte in vaskuldren Zellen haben kénnten (Staels et al., 1998
(b)). Nachdem in vivo und in vitro Daten der letzten Jahre zeigten, dass es sich
bei der Arterioskleroseentstehung um einen inflammatorischen Prozess in der
GefaBwand handelt, konnte eine Aktivierung dieser Rezeptoren in vaskuldren
Zellen ein neues anti-atherogenes Konzept zur Beeinflussung der
Lasionentstehung darstellen (Marx et al., 1999; Delerive et al., 1999). Im
Gegensatz zu dieser Hypothese stehen Arbeiten, die zeigen konnten, dass PPAR-
a- oder PPAR-y-Aktivatoren in Kombination mit Tumor-necrosis-factor-o. (TNF-
a) und Interferon-y IFN-y) zur Apoptose von Makrophagen fithren (Chinetti et
al., 1998), ein Mechanismus, der die Entwicklung des nekrotischen Lipidkerns
der Plaque fordern und so zur Destabilisierung der Léasion fiihren kénnte. Die
anti-inflammatorischen Wirkungen von PPAR-y in Monozyten/Makrophagen
(Ricote et al., 1998) scheinen durch eine Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB vermittelt zu werden. Bislang existieren
wenig in vivo Daten zu der Fragestellung, ob PPAR-y Aktivierung die

Atherogenese fordert oder hemmt. Eine verdffentlichte Studie in Mausen konnte
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zeigen, dass PPAR-y Aktivatoren die PlaquegréBe und- ausdehnung in der
Arteriosklerose signifikant reduzieren (Li et al., 2000).

Somit scheint es, dass der Gesamteffekt einer PPAR-Aktivierung in vivo eher
vaskuloprotektiv ist und dass die potentiell pro-atherogenen Wirkungen
gegeniber den ginstigen Effekten dieser Substanzen in den Hintergrund treten

(Marx et al., 2001).

5.6 Abschliessende Betrachtung

Aus den Ergebnissen beider vorliegender Studien im atherogenen Kaninchen
Modell wird ersichtlich, dass die Frage, ob den PPAR-Agonisten ein
therapeutischer Einsatz im kardiovaskuldren Krankheitsgeschehen zukommen
sollte, differenziert betrachtet werden muss. Dies zeigten zum einen
unterschiedliche Ergebnisse in den zwei Indikationen (akuter Infarkt versus
chronische Herzinsuffizienz), zum anderen Unterschiede in der Wirksamkeit der
zwel Substanzen A2406 und Rosiglitazon.

Unter beiden Substanzen sowie in beiden Studien lie3 sich zwar eine
verminderte NF-kB Aktivierung im Herzen nachweisen, jedoch blieben in der
akuten Studie zu erwartende signifikante kardioprotektive Effekte aus. In der
chronischen Studie konnte eine signifikante kardiale Funktionsverbesserung
unter A2406 nachgewiesen werden, eine morphologische Verbesserung jedoch
lieB sich nicht verifizieren.

Wie bereits erwahnt, findet man in der Literatur sehr unterschiedliche Aussagen
tiber die Wirksamkeit von PPAR-Agonisten in tierexperimentellen Studien des
I/R-Modell sowie der Herzinsuffizienz. Von besonderer Relevanz ist hier die
Auswahl der Substanz, die aus dieser Wirkstoffklasse (PPAR-o/-y Agonisten)
untersucht wird, da die verschiedenen Substanzklassen (Thiazolidindione,
Fibratderivate) unterschiedliche pharmakologische Eigenschaften haben. Jedoch
liegen auch mehrere Studien vor, die zwar die Wirkung derselben Substanz
untersuchten, trotzdem aber zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihrten. Ein
Unterschied lag auch in der Dauer der Behandlung, dem

Verabreichungszeitpunkt in Relation zum Infarkt und der Applikationsart. Diese
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Faktoren sind bei der Therapie mit PPAR-Agonisten von groBer Relevanz, da
man zwischen akuten und langfristigen Effekten unterscheiden muf.

Der wahrscheinlich entscheidendste Unterschied innerhalb der Studien lag in
einer Spezies-Spezifitdt unter der Behandlung von PPAR-Agonisten.
Diesbeziiglich untersuchte die Arbeitsgruppe von Tugwood et al. die
unterschiedlichen molekularen sowie biochemischen Mechanismen der PPARs -
hier vor allem von PPAR-a - aufgrund seiner pleiotropen Effekte im Nagetier und
im Menschen. Auf molekularer Ebene konnten zum einen gravierende
strukturelle interindividuelle Unterschiede in humanen PPAR-a c¢DNA
Sequenzen nachgewiesen werden, zum anderen lag hierbei der -einfache
Austausch einer Aminosdurensequenz vor. Des Weiteren liel sich eine
unterschiedliche gewebsspezifische Expression von PPAR-a im Menschen und im
Nagetier zeigen. Biochemisch konnten innerhalb der verschiedenen PPAR
Subtypen unterschiedliche pharmakologische Eigenschaften aufgezeigt werden
(Tugwood et al., 1996).

Speziesspezifische Unterschiede zeigten sich ebenfalls im Lipidstoffwechsel.
Klinische Studien im Menschen berichten von einer Verminderung der
Blutfettwerte durch Rosiglitazon, die in Hamster, Meerschweinchen, Ratte und
Minipigs (eigene, unverdffentlichte Daten) unter A2406 bestitigt werden konnte,
jedoch lieB3 sich dies im Kaninchen nicht nachweisen. Studien mit Rosiglitazon in
der Ratte sowie im Kaninchen zeigten ebenfalls keine Wirkung auf den
Lipidstoffwechsel.

Der Ansatz der Studie, mit PPAR-Agonisten die inflammatorische Reaktion zu
beschranken wund somit auch das Ausmall der moglicherweise additiv
zellschadigenden Effekte durch den Reperfusionsschaden zu schméilern, konnte
zwar mit der nachgewiesenen verminderten NF-xB Aktivierung auf
molekularbiologischer Ebene bestatigt werden, jedoch fiihrte dies nicht zu einer
signifikanten Reduktion der Herzschadigung. Allerdings wird der anti-
inflammatorische Ansatz in den Indikationen ,Koronare Herzkrankheit“ und
,Chronische Herzinsuffizienz® im allgemeinen sehr kontrovers diskutiert, die
Beteiligung entziindlicher Prozesse an der Entstehung dieser Krankheitsbilder

1st jedoch wissenschaftlich anerkannt.
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Des Weiteren stellt NF-xB einen Regulator zwischen Zelltod und -tiberleben dar;
eine Therapie, die dieses Protein hemmt, muss daher sehr sorgfialtig abgewogen
werden.

Es bleibt daher abzuwarten, ob die Entwicklung dualer a-/y-PPAR-Aktivatoren
klarere kardioprotektive Eigenschaften aufweisen wird (Schiffrin et al., 2003,

Nikolaidis et al., 2004).
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6. Zusammenfassung

Die Pravalenz von Herz-Kreislauferkrankungen ist trotz der Fortschritte in
Forschung und Entwicklung neuer Arzneistoffe in den letzten Jahren stetig
angestiegen. Der Myokardinfarkt ist eine der Haupttodesursachen in den
westlichen Industrienationen. Aufgrund der stets dlter werdenden Bevélkerung
und verbesserten Therapiemoéglichkeiten des Myokardinfarktes steigt jedoch
konsekutiv die Rate der Herzinsuffizienzfille an.

In dieser Arbeit wurden die pharmakologischen Wirkungen zweier PPAR-
Agonisten, A2406, ein PPAR-a Agonist, und Rosiglitazon, ein PPAR-y Agonist,
fir die Indikationen akuter Myokardinfarkt und Herzinsuffizienz als Folge eines
Myokardinfarktes im Modell des atherogen gefiitterten Kaninchens miteinander
verglichen. Fokus der ersten, akuten Studie waren die Wirkungen der PPAR-
Agonisten auf den myokardialen Ischdmie/Reperfusionsschaden sowie die
begleitende akute Entziindung. Die zweite Studie sollte die Einwirkung auf das
fortgeschrittene Remodeling und das chronische Entziindungsgeschehen nach
Myokardinfarkt in der Herzinsuffizienz untersuchen.

Die Hypothese des Einsatzes von PPAR-Agonisten in kardiovaskuldren
Erkrankungen war, dass sie zusédtzlich zu ihren Effekten auf den
Lipidmetabolismus ebenfalls positive Effekte auf den Schédigungsprozess im
Herzen zeigen und somit der kontraktilen Dysfunktion entgegen wirken.

Anhand von echokardiographischen und hdmodynamischen Messungen in vivo,
der Bestimmung der NF-xB Aktivitdt ex vivo sowie Messungen verschiedener
Blutparameter konnten Aussagen uber die Morphologie, die systolische und
diastolische Funktion des Herzens sowie iiber Entziindungsmediatoren und den
Lipidstoffwechsel getroffen werden.

In den beiden vorliegenden Studien wurde sowohl unter der Behandlung mit
A2406 als auch mit Rosiglitazon eine Verminderung der nach
Myokardschadigung auftretenden Aktivierung der p65-Untereinheit von NF-xB
nachgewiesen. Dies fiihrte in der akuten Ischamie/Reperfusionsstudie in den mit
A2406 behandelten Tieren tendenziell zu einer InfarktgroBenreduktion, die
jedoch keine statistische Signifikanz erreichte. Weiterhin wurde durch A2406

und Rosiglitazon keine Verbesserung der systolischen und diastolischen
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Herzfunktion festgestellt. In der chronischen Infarktstudie lieBen sich die
systolische wie auch die diastolische Funktion signifikant mit A2406 verbessern.
Eine Verbesserung der morphologischen Parameter war weder mit A2406 noch
mit Rosiglitazon in der Herzinsuffizienz zu sehen. Erhohte Aldosteron-
Plasmakonzentrationen wahrend der Herzinsuffizienz konnten durch A2406 und
Rosiglitazon signifikant reduziert werden. Die Behandlung mit diesen PPAR-
Agonisten erzielte in beiden Studien keine lipidsenkenden Effekte, sondern ergab

eher erhchte Blut-Lipid-Werte.

Abschlielend kann ich aus meinen Ergebnissen folgern, dass diese sowohl im
Einklang als auch im Widerspruch mit den bereits verdffentlichten Daten aus
Studien mit PPAR-Agonisten stehen und somit die kontroversen Befunde iiber
die Wirksamkeit dieser Wirkstoffklasse in kardiovaskuldren Erkrankungen

widerspiegeln.
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7. Summary

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in civilized countries with
increasing incidence and prevalence. Despite recent advances in the therapy of
Coronary Heart Disease (CHD) and Congestive Heart Failure (CHF), mortality
remains high.

The aim of this study was to investigate the efficacy of Peroxisome Proliferator
Activating Receptor (PPAR) agonists in two different models of cardiovascular
disease in hypercholesterolemic rabbits. The main focus of the first study, acute
ischemia/reperfusion (IR) injury, was the evaluation of the effects of PPAR
agonists on left ventricular dysfunction and local inflammation post IR. In the
second study, chronic heart failure after myocardial infarction (MI), the effects of
PPAR agonists on left ventricular remodelling including functional,
morphological and molecular alterations of the myocardium was investigated.
There is evidence that PPAR agonists may exert beneficial effects in the
treatment of cardiovascular disease distinct from their effects on lipid profile and
cellular metabolism. The conclusion was an anti-inflammatory action of these
compounds leading to reduced myocardial damage in an acute and chronic
setting.

The treatment with the PPAR-a agonist A2406 and the PPAR-y agonist
Rosiglitazon in the acute as well as in the chronic study resulted in a significant
reduction of p65 activation, a main step in the NF-«B pathway. However, this
had no significant effect on infarct size or left ventricular dysfunction post IR. In
the chronic CHF study, A2406 led to a significant improvement of impaired left
ventricular systolic and diastolic function post MI but had no effect on left
ventricular dilatation. Rosiglitazon showed no beneficial effects on left
ventricular function or on morphology. Both PPAR agonists did not affect the
developing hypercholesterolemia in atherogenic fed rabbits.

Our data indicate that activation of PPAR-o and -y exerts anti-inflammatory
actions in the setting of acute and chronic myocardial damage. However, this led
to contradictory effects on left ventricular function and morphology. These results
reflect the unequivocal data package in the literature on PPAR-a and y-agonist

in both diseases.
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Anhang

8. Anhang

Abb. 26: Temporare Korinarligatur am linken Ventrikel des Kaninchenherzens
mit Eroffnung des Thorax

Abb. 27: Elektrokardiogramm (EKG) eines Hinterwandinfarktes im Stadium I.
Nachweisbar nach Minuten bis Stunden nach Infarkt. Q klein oder nicht
vorhanden, R normal/klein, monophasische ST-Hebung, T positiv
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post. Wand

RV
Septum

ant. Wand

Abb. 28: Ultraschallaufnahme des linken Ventrikels im M-Mode eines Sham-
(links) und eines MI-Kontrolltieres (rechts) 8 Wochen post OP;

LV: linker Ventrikel; RV: rechter Ventrikel; post.: posterior; ant.:

anterior

Abb. 29: Herzscheibe mit TTC-Farbung zeigt Infarkt (weif3), AAR (rot )
und nichtinfarziertes Gebiet (schwarze Tintenfirbung)
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