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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Myokard besitzt die Fahigkeit, die Minderfunktion geschadigter Myokard-
areale (beispielsweise infolge einer Ischamie) teilweise zu kompensieren. Die Ver-
anderungen des Myokards nach einer Ischamie betreffen aktive und passive Aspekte
und werden als Remodelling bezeichnet. Remodelling findet sich im ischamischen

und im nichtischamischen Gewebe und beinhaltet:

Hypertrophie des intakten Myokards,
e Dilatation des Ventrikels,
e Verschlechterung der ventrikularen Funktion,
e Veranderungen der Myosin-Isoenzyme (= Myosinshift),
e Fibrose des geschadigten Myokards.

Durch die Hypertrophie wird zunachst die Zahl der kontraktilen Elemente
erhoht. Da es meist zu einer VergroRerung des Ventrikelradius kommt, bleibt die
Wandspannung anfanglich unverandert. Allerdings kann die Struktur des geschadig-
ten Myokards soweit gestort sein, dass in diesem Bereich die Ventrikelwand infolge
des intraventrikularen Druckes nach aufen vorgewolbt wird, es kommt zur Dilatation.

Konnen die ungeschadigten Myokardareale durch Hypertrophie und Funk-
tionssteigerung den Funktionsverlust der geschadigten Areale nicht kompensieren,
kann eine Herzinsuffizienz, die sich durch Reduktion der Herzleistung bemerkbar
macht, entstehen [Swynghedauw B et al., 1989]. Durch die veranderte hamodyna-
mische Situation kommt es zu einer Stimulation des sympathischen Nervensystems,
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und der Freisetzung von natriuretischen
Peptiden. Als Ausloser des Remodellings werden mechanische Faktoren, wie Druck-
und Volumenbelastung, neurohumorale Faktoren, wie ANP (Atrial Natriuretic Pep-
tide), BNP (Brain Natriuretic Peptide), Katecholamine, Vasopressin, ACE (Angioten-

sin Converting Enzyme) und genetische Faktoren diskutiert [Sutton MG et al., 2000].
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Das Ausmal des myokardialen Remodellings ist ein wesentlicher Faktor fur
die Prognose nach einem myokardialen Infarkt und korreliert mit der Mortalitat und
Morbiditat; d.h. es ist im Interesse der Patienten, diesen Vorgang zu limitieren [Levy
D et al., 1989; Levy D et al., 1990]. Eine Behandlung mit Medikamenten kann den
Prozess des Remodellings beeinflussen. Bei ACE-Hemmern ist dieser Effekt schon
lange bekannt, aber auch andere Substanzen wie B-Adrenozeptor-Antagonisten und
spezifisch bradykarde Substanzen scheinen einen Einfluss auf die postischamischen
Veranderungen des Myokards zu haben. In der Literatur finden sich kontroverse
Aussagen. Einige Autoren berichten Uber eine Zunahme des Remodellings durch
den B-Blocker Propranolol [Fishbein MC et al., 1988], andere berichten, dass f3-
Blocker durch Reduktion der neurohormonalen Effekte Remodelling verhindern kon-
nen [Waagstein F et al., 1993; The cardiac insufficiency bisoprolol study Il (CIBI-Il): a
randomised trial, 1999; Lowes BD et al., 2002]. Diese widerspruchlichen Aussagen
lassen sich eventuell dadurch erklaren, dass das Remodelling von der Infarktgrofie
abzuhangen scheint [Hu K et al., 1998]. Bei spezifisch bradykarden Substanzen
wurde ebenfalls ein Einfluss auf das Remodelling nachgewiesen. So fuhrte Zatebra-
din zu einer Induktion des ventrikularen Remodellings [Hu K et al., 2004]. Ivabradin
hingegen, konnte bei Ratten nach einem Myokardinfarkt das Remodelling hemmen

und flhrte so zu einer Besserung der kardialen Funktion [Mulder P et al., 2004].

Ein wichtiger Aspekt der Therapie der ischamischen Herzerkrankungen ist
die Wiederherstellung des Gleichgewichtes zwischen Sauerstoffangebot und Sauer-
stoffverbrauch. GréRRen, die den myokardialen Sauerstoffverbrauch beeinflussen sind
der kontraktile Status, die Wandspannung und die Herzfrequenz [Quyyumi AA et al.,
1993, Granetzny A et al., 1998]. Eine Abnahme der Herzfrequenz fuhrt nicht nur zu

einem niedrigeren Sauerstoffbedarf sondern auch zu einer verbesserten subendo-
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kardialen Blutversorgung. Alle Substanzen, die zu einer Reduktion der Herzfrequenz
fuhren, scheinen prinzipiell fur die Behandlung ischamischer Herzerkrankungen
geeignet zu sein. Durch ihren negativ chronotropen Effekt gehdren p-Blocker zur
Standardtherapie dieser Erkrankungen. Sie haben allerdings auch negative Begleit-
effekte, wie die negative Inotropie und die paradoxe Vasokonstriktion der Koronar-
gefalBe. Eine Alternative konnten die spezifisch bradykarde Substanzen darstellen,

da sie nur relativ geringe kardiovaskulare Nebenwirkungen haben.

In der vorliegenden Studie an insgesamt 44 Kaninchen wurden die Eigen-
schaften des B-Blockers Metoprolol und der spezifisch bradykarden Substanz lva-
bradin in einem Modell eines chronischen Myokardinfarktes untersucht. Die Ergeb-
nisse wurden mit einer Sham-Gruppe und einer Placebo-Gruppe verglichen. Ziel die-
ser Studie war es, unterschiedliche Wirkungen auf die Funktion des Herzens und

insbesondere auf die Veranderung der Myosin-lsoenzyme aufzuzeigen.
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2 Hintergrund

2.1 Metoprolol

Metoprolol ist ein B-Adrenozeptor-Antagonist mit Uberwiegend B4-blockie-
render Wirkung (kardioselektiv). Er hemmt kompetitive den B-Rezeptor und verhin-
dert so die Wirkung endogener oder exogener adrenerger Substanzen. In vivo wirken
B-Blocker negativ chronotrop, negativ dromotrop, negativ inotrop und negativ lusitrop.
Des weiteren unterdricken sie die Automatie der Herzmuskulatur, das bedeutet,
dass die Erregbarkeit der Herzmuskulatur verringert ist und so weniger Arrhythmien
durch ektope Erregungsbildung entstehen kdonnen. Die Wirkung ist umso starker, je
hdher der Sympathikotonus ist.

Das Herz pumpt gegen den Druck, der in der Aorta herrscht, Blut in die Korperperi-
pherie. Ist dieser Druck erhoht, kommt es zur Druckbelastung (Nachlast) des Her-
zens. Um das gleiche Schlagvolumen gegen den Aortendruck auswerfen zu kdonnen,
wird die Wandspannung erhoht. Fur diese sogenannte Druckarbeit wird mehr Sauer-
stoff bendtig. Eine Senkung des Aortendrucks verringert die Wandspannung des
Ventrikels ist dadurch energetisch gunstiger. Der daraus resultierende verminderte
Sauerstoffbedarf, fuhrt zu einer Besserung der Versorgung des Myokards. Eine Re-
duktion des Schlagvolumens und der Herzfrequenz verringert das Herzzeitvolumen
und senkt den Aorten- bzw. Blutdruck. Die Abnahme der Herzfrequenz verlangert
zusatzlich die Diastolendauer, wodurch das Zeitintervall, in dem O, an das Myokard
abgegeben werden kann, verlangert wird.

Als Nebenwirkungen kann es durch p-Blocker neben der Bradykardie und Abnahme
der Kontraktilitat, zu Bronchokonstriktionen und zentralnervosen Effekten kommen.

Indiziert sind diese Substanzen zur Therapie der koronaren Herzkrankheit, des arte-
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riellen Hypertonus, des akuten Myokardinfarkts, der Herzrhythmusstorungen und in
der Behandlung einer Herzinsuffizienz.

In der Behandlung des Myokardinfarkts sind B-Blocker schon lange fester
Bestandteil der Therapie. Studien haben gezeigt, dass die Morbiditat und die Morta-
litat nach einem Infarkt mit Hilfe von B-Blockern signifikant gesenkt werden konnte
[Hjalmarson A et al., 1981; MIAMI Trial Research Group, 1985]. Ebenso konnte das
Risiko eines Reinfarkts signifikant gesenkt werden. Dabei ist vor allem die Reduktion
der Herzfrequenz in der Therapie des Myokardinfarkts von zentraler Bedeutung
[Indolfi C et al., 1993], da dadurch der myokardiale Energiehaushalt gebessert wird.

Auch in der Behandlung der Herzinsuffizienz spielen B-Blocker eine grole
Rolle und fuhren zu einer deutlichen Verbesserung der hamodynamischen Situation
[Australia-New Zealand Heart Failure Research Collaborative Group, 1995; Olsen SL
et al., 1995; Lechat P et al., 1998] und senken damit die Letalitat. Bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz kommt es infolge der dauernden sympathischen Stimu-
lation zu einer Downregulation der B-Rezeptoren. B-Blocker schutzen das Myokard
vor dieser erhdhten Sympathikusaktivitat und fuhren zu einer Zunahme der B-Re-
zeptoren, woraus eine Zunahme der Kontraktionskraft resultiert.

Es bleibt festzuhalten, dass -Blocker wegen ihrer negativ inotropen Wirkung
die Funktion von ischamisch geschadigtem Myokard weiter verschlechtern, und dass

es zur Toleranzentwicklung kommen kann.

2.2 Ivabradin

Ivabradin gehort zu der neueren Wirkstoffgruppe der spezifisch bradykarden
Substanzen. Diese Substanzgruppe ist eine Weiterentwicklung der Ca®*-Antagoni-

sten vom Verapamiltyp. lvabradin hemmt nicht wie ein Betablocker die Sympathikus-
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aktivitat, sondern bindet an die I--Kanale im Sinusknoten. Die Kanale sind durchlassig
fur Natrium, Kalium und Kalzium und bewirken die spontane Depolarisation. Wegen
ihrer Unspezifitat werden sie auch als 'funny channel' bezeichnet. Werden diese Ka-
nale gehemmt, verlangsamt sich die Depolarisation und die Herzfrequenz sinkt

[Thollon C et al., 1994] (Abb. 1).

Intracellular

Abb.1: Schematische Darstellung des I-Kanals. Ivabradin blockiert diesen Kanal und unter-

bindet so die lonenstréme [DiFrancesco et al., 2000]

Es sind vier verschiedene Isoformen des Kanals bekannt. Sie gehéren zu der
Familie der HCN-Kanale (hyperpolarisation-activated, cyclic nucleotide-gated) und
werden als HCN1 bis HCN4 bezeichnet. Bei den I--Kanélen in den sinuatrialen Zellen
handelt es sich um die Isoformen HCN1 und HCN4 [Rosen MR et al., 2001].

Im Vergleich zu B-Blockern scheint Ivabradin einige Vorteile zu haben. Es
sind keine direkten negativ inotropen Effekte, kein Rebound-Phanomen, keine Vaso-
konstriktion der Koronargefalde und keine Toleranzentwicklung bekannt [Borer S et
al., 2003]. Ein weiterer Vorteil scheint die fehlende Aktivierung des autonomen Ner-

vensystems zu sein.
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Studien zu lvabradin haben antiangiale und antiischamische Effekte bei Pati-
enten mit stabiler Angina pectoris gezeigt. Daraus resultierend hat die Europaische
Arzneimittelbehdrde im September 2005 eine Empfehlung zur Zulassung des neuen
Wirkstoffes gegeben, und zwar zur Behandlung von Patienten mit chronisch stabiler
Angina pectoris mit normalem Sinus-Rhythmus, bei denen eine Kontraindikation oder
Intoleranz fur p—Blocker besteht. Auch wenn die protektive Rolle der B—Blocker in der
Infarkttherapie gut untersucht ist, so gibt es auch eine Studie mit dem p-Blocker
Metoprolol die sogar ein erhohtes Risiko zur Entstehung eines kardiogenen Schocks
zeigte. Auch konnte keine Verbesserung der Morbiditat und Mortalitat nach einem
akuten Myokardinfarkt gezeigt werden [Collins R, 2005].

Auch in der perioperativen Phase sollen spezifisch bradykarde Substanzen
bei Patienten mit Herzerkrankungen Vorteile haben. Bei Patienten, die sich einem
herzchirugischen Eingriff unterzogen, konnten perioperative Infarkte reduziert werden
[Skaraven et al., 1987]. Dieser Effekt darf auch auf die negative Chronotropie zurtick-
gefuhrt werden. Ivabradin konnte in einigen Studien die Mortalitdat nach einem
Myokardinfarkt und die Infarktgrof3e senken [Hu K et al., 2004]. In der Behandlung
der Herzinsuffizienz kénnten spezifisch bradykarde Substanzen ebenfalls von Be-
deutung sein. So zeigte eine Studie an Patienten mit linksventrikularer Dysfunktion
durch Reduktion der Herzfrequenz eine Verbesserung der mechanischen Effizienz
[Shinke T et al., 1999]. Da sich I-Kanale auch in der Retina finden kommt es als Ne-
benwirkung des lvabradins zu Sehstérungen. Die Patienten klagen Uber Blitzlichter,
Doppel und Nachbilder (= Phospene; Demontis et al., 2002).

Eine Therapie mit dieser Substanz konnte eine Alternative zur Therapie mit
B-Blockern darstellen. Auch wenn B-Blocker zur Zeit Mittel der Wahl sind, so sind sie
nicht fur alle Patienten geeignet. Kontraindikationen einer (-Blocker-Therapie sind

z.B. vaskulare Erkrankungen, Hypotension, AV-Block 1. Grades oder obstruktive
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Lungenerkrankungen. Weiterhin fuhren sie zu einer Abnahme der kardialen Kontrak-
tilitat und kdnnen eine paradoxe Vasokonstriktion der epikardialen Gefal3e induzieren
[Bortone AS et al., 1990]. Bei diesen Patienten kdnnte in der Zukunft eine Therapie
mit Substanzen wie Ivabradin indiziert sein. Ergebnisse von tierexperimentellen
Studien und klinischen Untersuchungen, potientielle Anwendungen und offene
Fragen wurden kiirzlich in einer Ubersichtsarbeit zusammengestellt [Schipke et al.,

Herz 2006].

2.3 Kontraktile Proteine

Bei der Kontraktion der Herzmuskulatur spielen sechs verschiedene Proteine
eine Rolle: Myosin, Aktin, Tropomyosin, Troponin C, Troponin | und Troponin T.
Myosin und Aktin bilden die Filamente des kontraktilen Apparates. Die Interaktion der
kontraktilen Filamente verklrzt die Muskulatur. Dabei bilden sich sogenannte Quer-
bricken zwischen dem Myosinkopfchen und dem Aktinfilament aus. Durch Kippen
des Kopfchens gleiten die Filament Ubereinander — der Muskel kontrahiert. Die Bin-
dung wird geldst, indem sich ATP an den Myosinkopf anlagert. Fehlt ATP im Zytosol,
so verharrt der Myosinkopf in seiner gebundenen Stellung und der Querbricken-
zyklus kommt zum Stillstand.

Tropomyosin und Troponin sind Regulatorproteine, die die Kontraktion der
Muskulatur steuern. Tropomyosin ist ein fadenformiges Protein, mit einem Gewicht
von 67 kDa. Troponin besteht aus drei Untereinheiten: Troponin I, das an Aktin bin-
det und die Aktin-Myosin-Interaktion inhibiert; Troponin C, das Ca®" bindet und Tro-
ponin T, das eine Verbindung zu Tropomyosin herstellt [Katz AM, 1992] (Abb. 2).

Aktin bildet die dunnen Filamente des kontraktilen Apparats. Es handelt sich

um ein globulares Molekul mit einem Gewicht von 42 kDa. Es hat zwei Funktionen:
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zu einen aktiviert es die ATPase des Myosins und zum anderen interagiert es mit

Myosin beim Kontraktionsprozess [Katz AM, 1992] (Abb. 3).

troponin C

troponin |

troponin T
tropomyosin

Abb. 2: Querschnitt durch das diinne Filament an der Stelle, wo der Troponinkomplex an

Aktin gebunden ist.

Actin

Troponin

Tropomyosin

Myosin
filament

Myosin head

Actin

Tropomyosin

Abb. 3: Aktin- und Myosin-Filamente: (A) im L&ngsschnitt, (B) im Querschnitt.
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24  Myosin

Myosin ist ein Hexamer, das aus zwei schweren Ketten (MHC) und vier leich-
ten Ketten (MLC) besteht. Das Gewicht liegt bei ca. 480 kDa, wobei die schweren
Ketten jeweils ca. 220 kDa wiegen. Bei den schweren Ketten handelt es sich um
zwei ineinander verdrillte Eiweil3ketten, die am Ende zu globularen Kopfchen verdickt
sind. Aufbau des Myosinmolekdls (Abb. 4):

e 2 x Myosinkopf (Lange 20 nm)

e Myosinhals (Lange 45 nm)

¢ Myosinschaft (Lange 110 nm)
Im Ubergangsbereich von Hals- und Kopfregion sind vier regulatorische leichte
Myosinketten angelagert (je ca. 20 kDa):

e 2 xELC (essential light chain)

e 2 x RLC (regulatory light chain)
An den Kopfchen befinden sich zwei Bindungsstellen:

o flUr Aktin (Entstehung von Aktomyosin);

o fur ATP (der Myosinkopf hat eine ATPase-Aktivitat).
Uber die erste Bindungsstelle bildet der Kopf die fiir die Muskelkontraktion wichtigen
Querbricken zum Aktinfilament aus.
Ein Myosinfilament hat einen Durchmesser von10-15 nm und eine Lange von 1,5-1,6
Mikrometer. Es besteht aus 200 — 300 aneinander gelagerten Schaftregionen und an
seinen Enden ragen die Myosinkopfe ,Flaschenburstenartig® hervor.
Es sind drei verschiedene Isoformen (V1-3) des Myosins bekannt. Wie bereits
erwahnt, besteht Myosin u.a. aus zwei miteinander verdrillten schweren Ketten — die
sogenannten a- und B-Ketten. Die Isoformen unterscheiden sich in der Struktur ihrer

schweren Ketten. V¢ besteht aus zwei a-Ketten (aa), V, aus einer a-Kette und einer

B-Kette (ap) und V3 aus zwei B-Ketten (BB) [Hoh JFY et al., 1997]. Funktionelle Un-
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terschiede finden sich in der ATPase-Aktivitat, und somit im Energieverbrauch und in
der Kontraktionsgeschwindigkeit. V4 hat eine hohe ATPase-Aktivitat, V3 hingegen
eine niedrige. Es arbeitet somit 6konomischer als V1. V; liegt dazwischen [Pope B et
al., 1980; Alpert NA et al., 1979; Lompre AM et al., 1979; Schwartz K et al., 1981;
Alpert NR et al., 1980]. Die Kontraktionsgeschwindigkeit von V1 ist zwei- bis dreimal
héher als die von V3 [Alpert NA et al., 2002]. Je nach Spezies und deren Lebens-
bedingungen unterscheidet sich die Zusammensetzung des Myosins. In kleinen Spe-
zies, wie Ratten und Mausen, dominiert V4, in groReren, wie dem Kaninchen oder
dem Menschen, dominiert V3 im linken Ventrikel. V4 findet sich bei den grolzen Spe-
zies vornehmlich im Atrium. Da beim adulten Kaninchen ebenfalls V3 dominiert,
scheint es sinnvoll zu sein, Untersuchungen an dieser Spezies durchzuflhren.

Die Zusammensetzung der Myosin-Isoenzyme ist ebenfalls altersabhangig. Beim
neugeborenen und juvenilen Kaninchen dominiert V1, das mit einer schnelleren
Kontraktion und einer hdhren Herzfrequenz korreliert. Wenn die Tiere alter werden,
verandert sich das Verhatnis der Isoenzyme zueinander. Im erwachsenen Kaninchen
dominiert V3, das mit einer langsameren Herzfrequenz einhergeht [Litten RZ et al.,
1985]. Studien haben gezeigt, dass bei der Entwicklung von kardialen Erkrankungen,
die mit einer erhdhten Druck- oder Volumenbelastung einhergehen, V4 down-reguliert
ist. Es kommt zu einem Myosinshift in Richtung V3. Das prozentuale Verhaltnis der
Isoformen zueinander ist fur die ventrikulare Funktion von Bedeutung. Eine Ver-
schiebung in Richtung V3 wird als kompensatorischer Mechanismus angesehen, da
sie die myokardiale Effizienz steigert. V3 hat eine geringere ATPase-Aktivitat,
wodurch die Aktin-Myosin-Filamente langsamer Ubereinander gleiten; d.h. der Ener-
gieverbrauch wird gesenkt, allerdings zu Lasten der Kontraktionskraft [Krenz M et al.,
2004]. Entsprechend verbessert eine Up-Regulation von V; die Kontraktionskraft,

einhergehend mit einem erhohten Energieverbrauch [Abraham WT et al., 2002]. Da-
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bei ist vor allem die Leistungskraft des Herzens von der Expression der Myosin-
Isoformen abhangig. Eine Zunahme von V; fuhrt zu einer Steigerung der
Leistungskraft und somit zu einer Verbesserung der ventrikularen systolischen
Funktion [Korte FS et al., 2005]. Fruher nahm man an, dass in humanem Myokard
fast ausschlief3lich V3 zu finden ist, daher schienen Untersuchungen des Myosinshifts
irrelevant zu sein. Mittlerweile haben einigen Untersuchungen erhebliche Anteile von
V1 (30 % bzw. 23-34 %) gefunden, die bei herzinsuffizienten Patienten nicht mehr
nachzuweisen sind [Miyata S et al., 2000; Lowes B et al., 1997]. Der Myosinshift und
dessen Auswirkungen auf die ventrikulare Funktion spielt also auch beim Menschen
eine wesentliche Rolle.

Der Myosinshift kann durch verschiedene Medikamente moduliert werden.
So fihren ACE-Hemmer, Angiotensin-1I-Rezeptorantagonisten oder Erythropoetin
nach Myokardinfarkt zu einer erhéhten V-Expression [Wang J et al., 2002; van der

Meer P et al., 2005]. Auch B-Blocker beeinflussen die Zusammensetzung der Iso-

formen [Yasumara Y et al., 2003].

MYOSIN S

tail

light merommwosin

light chains
salts j[mnd}

guanidine

ed9
YO00OC0000C000C = =< light subunits
g

Yiey T s {chains)

o2
(‘a“c% Lk
ooF, 2
[y {g'f-_‘..é y,
— @3

heavy subunits (chains)

Abb. 4: Myosin besteht aus zwei schweren und vier leichten Ketten. Durch Salze kann das

Molekiil in seine einzelnen Untereinheiten aufgespaltet werden.
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25 BNP

Die Familie der natriuretischen Peptide umfasst drei bisher bekannte
verschiedene Typen: Atrial Natriuretic Peptide (ANP), Brain Natriuretic Peptide (BNP)
und C-type Natriuretic Peptide (CNP). BNP wurde ursprunglich fir ZNS-spezifisch
gehalten, da es zuerst aus Schweinehirnen isoliert wurde [Sudoh T et al., 1988]. Mitt-
lerweile ist bekannt, das BNP ebenfalls und sogar in groReren Mengen durch ventri-
kulare Myozyten gebildet wird. Es handelt sich um ein aus 32 Aminosauren beste-
hendes kardiales Peptid-Hormon, das eine 17 Aminosauren lange Ringstruktur ent-
halt (Abb. 5).

BNP hat natriuretische, diuretische und vasodilatierende Wirkung. Es kann
als Antagonist des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems angesehen werden, senkt
die Vor- und Nachlast und entlastet somit das Herz [Davidson NC et al., 1994]. BNP
hat zusatzlich einen positiv lusitropen Effekt, wodurch die Relaxation der Ventrikel
verbessert und der diastolische Blutdruck gesenkt wird.

Nesiritide ist die rekombinante Form des BNPs, die in den USA zur Therapie einer
akuten dekompensierten Herzinsuffizienz mit Dyspnoe zugelassen ist. Intravends
verabreicht senkt es den pulmonalvendsen Druck und wird daher vor allem bei
Patienten mit einem Lungenddem eingesetzt. Studien haben allerdings gezeigt, dass
die Mortalitat durch Nestritide sogar erhoht ist und dass sich keinerlei Vorteile gegen-
uber der Behandlung mit Nitroglycerin gezeigt haben. Es wird daher nur als Reserve-

praparat verwendet und der Einsatz ist umstritten [Topol EJ et al., 2005].



Hintergrund 14

NT-proBNP

Abb. 5: Schematische Darstellung von proBNP und dessen enzymatische Umwandlung in

die biologisch aktiven Formen BNP und NT-proBNP.

BNP ist in der Diagnosestellung und der Therapie der akuten und chro-
nischen Herzinsuffizienz von groRer Bedeutung. Als Zeichen einer erhdhten
Volumen- und Druckbelastung des Herzens, ist der BNP-Spiegel bei herzinsuf-
fizienten Patienten erhoht. Dieser Anstieg zeigt sich bereits, wenn die Herzinsuf-
fizienz klinisch noch asymptomatisch ist. Aber auch andere Faktoren wie Tachy-
kardie, Glukokortikoide, Schilddrisenhormone, Endothelin und Angiotensin Il erho-
hen die Sekretion von BNP. Durch die hamodynamischen Auswirkungen wirkt es
dem ventrikularen Remodelling entgegen und vermindert die neurohumorale Aktivie-
rung [de Lemos et al., 2003]. Auch nach einer Myokardischamie kommt es als
Zeichen einer ventrikularen Dysfunktion zu einer deutlichen Erhéhung des BNP-
Wertes [Hunt PJ et al., 1997]. Daher kann BNP als prognostischer Marker bei
Patienten mit instabiler Angina pectoris oder bei Patienten nach einem Myokard-

infarkt genutzt werden [Richards AM et al., 2003].
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Natriuretische Peptide scheinen Informationen bezuglich der Prognose von
Herzerkrankungen zu liefern. Je hoher der BNP-Wert desto hoher ist die Sterblichkeit
und das Risiko fur das Auftreten einer Herzinsuffizienz [Freitag MH et al., 2003]. Aber
auch fur die Diagnosestellung, den Schweregrad der Erkrankung und die Verlaufs-
kontrolle einer Therapie stellt BNP einen geeigneten Parameter dar. Die Plasma-
konzentration fallt bei effektiver Therapie mit ACE-Hemmern, Betablockern und
Digoxin signifikant ab [Tsutamoto T et al, 1999]. BNP zeigt eine hdhere Sensitivitat
und Spezifitat fir die diastolische und die systolische Funktion als ANP [Yamamoto K
et al., 1996]. Dies ist mitunter ein Grund dafiir, dass in den meisten Studien mittler-

weile nicht mehr ANP sondern BNP bestimmt wird.
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3 Material und Methodik

3.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Versuche wurden an Herzen von 44 adulten, mannlichen New-Zealand-
White Kaninchen durchgefuhrt. Das Alter der Tiere lag zwischen 15 und 22 Wochen.
Das Korpergewicht lag zwischen 2700 und 3720 g. Alle Kaninchen stammten aus
einer pathogenfreien Versuchstierzucht und wurden tber die Tierversuchsanlage der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf bezogen. Die Experimente wurden gemaf
§ 8a des Deutschen Tierschutzgesetzes vom 25. Mai 1998 der Regierung von Nord-

rhein-Westfalen durchgeftihrt.

3.2  Versuchstiergruppen

Es wurden vier Versuchsgruppen gebildet. Bei der ersten Gruppe handelte
es sich um Sham-Tiere (n=10), bei denen der gleiche chirurgische Eingriff wie bei
den anderen Gruppen, aber weder eine Koronarligatur durchgefuhrt noch ein Medi-
kament verabreicht wurde. Die zweite Gruppe (n=13) erhielt nach einer experi-
mentellen, regionalen Ischamie (durch permanente Ligatur eines Hauptastes der
linken Koronararterie) Placebo (NaCl 0,9 %; 0,25 ml/kg). Eine dritte Gruppe (n=10)
wurde nach Setzen der Ischamie mit dem [-Blocker Metoprolol (0,25 mg/kg)
behandelt. Die letzte und vierte Gruppe (n=11) erhielt nach der Ischamie die
spezifisch bradykarde Substanz Ivabradin (0,25 mg/kg). Die Anzahl der Tiere in den
vier verschiedenen Gruppen war vor der ersten Operation etwa einheitlich und

anderte sich im Laufe des Protokolles (Tab. 1).
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Tab. 1: Versuchsreihe mit einer Medikamentendosierung von 0,25 mg/kg. Ubersicht iiber

die Anzahl der Versuchstiere, je nach Untersuchung.

Sham Placebo Metoprolol Ivabradin
1.0P 10 13 10 11
2.0P 7 9 10 9
Myosin 3 4 3 3
BNP 10 13 10 11

3.3 Verwendete Substanzen

3.3.1  Metoprolol

Bei Metoprolol handelt es sich um ein weildes, kristallines Pulver mit der
chemischen Bezeichnung: (1-(Isopropylamino)-3-(p-[R-methoxyethyl]phenoxy)-2-
propanol). Die Substanz ist wasserloslich und das Molekulargewicht liegt bei 266 g

(Abb. 6).

Abb. 6: Strukturformel Metoprolol.

3.3.2 Ivabradin

Ivabradin (S-16257) ist ein weilles, wasserlosliches Pulver mit der

chemischen Bezeichnung: (7,8-dimethoxy 3-{3-{[(1S)-(4,5-dimethoxybenzocyclo-
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butan-1-yl) methyl] methylamino}propyl} 1,3,4,5-tetrahydro-2H-benzazepin 2-one).

Die Substanz hat ein Molekulargewicht von 484 g (Abb. 7).

H3C\ H, H, H,
O N/C\C/C\N/C
H, Il?
0 © 7 N\
H,C —
3

Abb. 7: Strukturformel Ivabradin.

3.4  Erstes Operatives Verfahren

3.4.1 Narkose und Einleitung

Die Kaninchen wurden mit i.m. Ketavet (25 mg/kg) und i.m. Rompun
(25 mg/kg) narkotisiert. AnschlieRend wurde eine Venenverweilkanule in der Ohr-
randvene angebracht und die Tiere wurden intubiert. Wahrend der Operation wurden
die Kaninchen mit dem Narkosegas Enfluran und einem Gasgemisch aus Sauerstoff
(O2) und Lachgas (N2O) beatmet. Der intraoperative Flissigkeitsverlust wurde mit
250 ml einer 0,9 %igen NaCl-Infusion ausgeglichen, der zuvor 2 ml Lidocain (1 %)

zugesetzt wurden, um einem Kammerflimmern vorzubeugen.

3.4.2 In-situ-Messungen

Wahrend des gesamten operativen Eingriffes wurde ein EKG zur Rhythmus-
und Frequenziberwachung abgeleitet. Die Kdorpertemperatur wurde kontinuierlich
uberwacht und mit Hilfe eines Heizkissens bei ca. 39 °C gehalten. Nach Erreichen

einer ausreichenden Narkosetiefe wurde eine seitliche Thorakotomie im vierten Inter-
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kostalraum links durchgefuhrt. Nach Perikarderoffnung wurde ein Flussmesskopf
(4SB256, Transonic Systems) um die A. pulmonalis platziert und mit einem Fluss-
messgerat (T206 2-channel, Transonic Systems) verbunden. Zur Messung des
linksventrikularen Drucks wurde ein Nadeltipkatheter (3F, Millar) Uber die Herzspitze
in den linken Ventrikel eingefuhrt.

Zur Blutgasanalyse und zur Bestimmung weiterer Laborparameter wurde den
Kaninchen 7 ml Blut aus dem linken Ventrikel entnommen. An die Instrumentierung
schloss sich eine 30 min Stabilisierungsphase an, um eine Erholung von operations-

bedingten Irritationen zu ermaoglichen.

3.4.3 Setzen der Myokardischamie

Die Kaninchen wurden nach dem Zufallsprinzip einer von vier Versuchs-
gruppen zugeordnet. Bei der Placebo-, der Betablocker- und der Ivabradingruppe
wurde eine Myokardischamie gesetzt. Ein Hauptast der linken Koronararterie wurde
im oberen Drittel nach Abgang ligiert. Bei Auftreten von Kammerflimmern wurde
Lidocain (1 mg/kg) gegeben. Bei Bedarf wurde mit 2,0 J epikardial defibrilliert
und / oder eine Herzdruckmassage durchgefuhrt. Wenn die Kaninchen hamodyna-
misch und elektrisch stabil waren, wurden erneut 7 ml Blut fur eine Blutgasanalyse
entnommen. Nach Blahen der Lunge wurde der Thorax schichtweise verschlossen.

Wahrend der Operation erhielten die Tiere je nach randomisierter Gruppen-
zuteilung entweder einen B-Blocker (Metoprolol 0,25 mg/kg ; 1 mg/ml NacCl), physio-
logische Kochsalzlosung (0,25 ml/kg ) oder Ivabradin (0,25 mg/kg ; 1mg/ml NaCl)
(Abb.8).

Als Antibiotikaprophylaxe erhielten die Tiere s.c. Amoxicillin (0,3 ml) und als

Analgetikum s.c. Dipidolor (0,3 ml). In den darauffolgenden vier Wochen wurde den
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Kaninchen je nach Gruppe Metoprolol oder Ivabradin (0,25 mg/kg) einmal taglich oral

verabreicht.

3.4.4 Blutgasanalyse

Die Messungen des pH-Wertes, des pO, und pCO; dienten der Uberpriifung
der Konstanz der Versuchsbedingungen. Blutproben (0,5 ml) wurden nach der
Narkoseeinleitung und nach der Medikamentengabe gemessen. Bei Bedarf wurden

die Blutgase korrigiert.

A
CBF [%] -
Medikament / Placebo
100 T iL
!
1
E
1
Stabilisieruna i Kontrolle Ischamie*
1
i
i
i
0 : >
0 30 45 60 Zeit [min]

* regionale Ischamie

Abb. 8: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls. CBF: Koronardurchblutung

3.5 Zweites Operatives Verfahren

3.5.1  Narkose und Einleitung

Die Tiere erhielten eine i.m. Kombinationsanasthesie aus 10 % Ketamin-
hydrochlorid (30 mg/kg; Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH, DE) und 2 % Xylazin-
hydrochlorid (5 mg/kg; Rompun®, Bayer Vital GmbH & Co, DE). Zur i.v. Applikation

weiterer Arzneimittel wurde ein Zugang zu einer Ohrvene geschaffen. Eine aus-
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reichende Narkosetiefe wurde bei Bedarf durch eine fraktionierte Gabe von 0,2 -
0,6 mg 0,1 % Flunitrazepan (i.v.; Rohypnol®, Hoffmann-La Roche AG) gewahrleistet.
Es folgten Tracheotomie (5.—-6. Trachealknorpel) und Intubation (Endotracheal-
kanule von 3,2 — 3,6 mm Innendurchmesser, Laboratoires pharmaceutiques VYGON,
FR). Die Muskulatur wurde mit 1,0 mg 0,2 % Pancuroniumbromid (i.v.; Pancu-
ronium®, Organon Teknika Medizinische Produkte GmbH, DE) relaxiert. Im
Anschluss wurden die Tiere mit einem Kleintierrespirator (Model 7025, Ugo Basile
Comercio, IT) mit einer Atemfrequenz von 30 — 35 min™' und einem Atemzugvolumen
von 20 — 30 ml [Altman PL und Dittmer DS, 1974] mit einem Raumluft-Sauerstoff-

Gemisch kontrolliert beatmet.

3.5.2 In-situ-Messung

Der Thorax wurde durch eine mediane Sternotomie erdffnet, das Thymus-
gewebe aus dem Operationsfeld entfernt und das Perikard eroffnet. Zum Zeitpunkt
der Perikardiotomie erhielten die Tiere 2.500 I.E. Heparin-Natrium (i.v.; Liquemin®
N25000, Hoffmann-La Roche AG; DE), um einer Thrombenbildung vorzubeugen.

Die rechte V. jugularis und die linke A. carotis wurden fir vendse bzw.
arterielle Messungen kantliert. Es wurde ein Flussmesskopf (4SB256, Transonic
Systems, Ithaka, US) um die Aorta ascendens platziert und mit einem Fluss-
messgerat (T206 2-channel, Transonic Systems, Ithaca; US) verbunden, um den
Aortenfluss zu messen. Zur Messung des linksventrikularen Drucks wurde ein Nadel-
tipkatheter (3F, Millar; US) Uber die Herzspitze in den linken Ventrikel eingeflhrt.

Es folgte eine 30 min Stabilisierungsphase. Am Ende der anschlielRenden

15 min Kontrollphase wurden die hdmodynamischen Werte erfasst.
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3.5.3 Blutgasanalyse

Um die Konstanz der Versuchsbedingungen zu uberprifen wurden auch hier
regelmaldig Blutproben (0,5 ml) entnommen und der pH-Wert, pO, und pCO,

gemessen. Bei Bedarf wurden diese Werte korrigiert.

3.5.4 Isolation der Herzen

Die aufsteigende Aorta und der Truncus pulmonalis wurde dargestellt und mit
einem Faden (Vicryl® Polyglactin 910, 2-0 USP, Ethicon, US) umschlungen. Die
untere Hohlvene wurde abgeklemmt und der Truncus pulmonalis durch einen
Einschnitt erdffnet. Das Herz wurde entnommen und anschlieBend mit physio-
logischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %) ausgewaschen. Nach dem Wiegen der
Herzen wurden beide Vorhofe entfernt. Gewebe aus dem Septum und aus beiden
Ventrikeln wurde mit Hilfe eines Skalpells in Stlicke geschnitten und in flissigem
Stickstoff gefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei -80 °C

aufbewahrt.

3.6  Datenregistrierung

Die Datenregistrierung erfolgte mit Hilfe eines Datenregistrierungs- und
Analyse-Programmes (PowerLab;ADInstruments; DE). Die folgenden hamodyna-

mischen Variablen wurden erfasst:

HF = Herzfrequenz [1/min]

" LVPnaxed= linksventrikularer systolischer/enddiastolischer Druck [mmHg]
(3F Mikrotip-Manometer, Millar TC500)

= AoF = Aortenfluss [ml/min] = Herzzeitvolumen

(Transonic Systems Inc., T206)
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» dP/dtnax =  maximale LV Druckanderungsgeschwindigkeit [mmHg/s]

»  dP/dtnin = maximale LV Relaxationsgeschwindigkeit [mmHg/s]

3.7 BNP-Bestimmung

Der BNP-Gehalt wurde im Kaninchenblut bestimmt. Dabei wurde den Tieren
zu vier verschiedene Zeitpunkten Blut enthommen. Der erste Zeitpunkt lag nach der
Narkoseeinleitung, der zweite lag nach der Medikamentengabe. Analog hierzu wurde
bei den Sham-Tieren die zweite Blutentnahme 30 min nach OP-Beginn durchgefihrt.
Die dritte Blutentnahme erfolgte nach vier Wochen und die vierte wahrend der
zweiten Operation.

Dabei wurden jeweils 3 ml Vollblut enthommen und in ein gekihltes EDTA
Blutréhrchen mit dem Zusatz Trasylol (50 ul) gegeben. Im Anschluss wurden die
Proben fur 10 min bei 4000 rpm und 3°C zentrifugiert. Danach wurde jeweils etwa
1 ml des Plasmas in Eppendorfgefalde umgeflllt. Die Proben wurden dann bei -20 °C
bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.Bestimmt wurde der BNP-Gehalt mittels
eines Eluationsimmunoverfahrens (Brain Natriuretic Peptide-32 RIA Kit; Phoenix
Pharmaceuticals, Inc, US). Die Auswertung der Proben hat das Labor
Immundiagnostik AG, Bensheim durchgefiihrt. Dieser Assay wurde zur BNP-Analyse
in humanem Plasma entwickelt. Einen entsprechenden Assay flr Kaninchenplasma
gibt es nach unseren Kenntnissen nicht. Da fir Kaninchenplasma keine
Referenzwerte bekannt sind, werden unsere Ergebnisse in willkirlichen Einheiten

angegeben.
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3.8  Minigel-Elektrophorese

3.8.1  Grundlagen der Methode

Wahrend einer Elektrophorese wandern Molekule ihrer Ladung entsprechend
durch ein elektrisches Feld. Dieses Prinzip kann zur Trennung von Proteinen ein-
gesetzt werden. Dadurch erhalt man eine analytische Methode, die als einfach,

schnell und hoch sensibel angesehen wird (Abb. 9).

< cathode

substance
mixture

buffer - =i~ 1 Substance 2
pH = constant

@@OO@ Substance 1

F:

anode

Abb. 9: Elektrophorese: Wanderung von geladenen Teilchen in einem elektrischen Feld;
Ladung und Grél3e der Teilchen beeinflussen die Geschwindigkeit der Wanderung und die

Art der Auftrennung.

Die Mobilitat eines Molekuls durch dieses Feld hangt von der Starke des
Feldes, der Netzspannung, der GroRe und Form des Molekuls, der Viskositat und
Temperatur des Mediums, in dem sie sich bewegen und der Ladung des Molekuls ab

[Lottspeich F und Zorbes H, 1998; Westermeier R, 1993].

Gelelektrophorese-Apparatur
Eine Elektrophorese-Apparatur [Lottspeich F und Zorbes H, 1998; Wester-

meier R, 1993] besteht grundsatzlich aus drei Teilen: Spannungsgerat, Kuhl-
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thermostat und Auftrennungskammer (Abb. 10). Die Teile werden mit einem Tank-

system kombiniert.

Abb. 10: Elektrophorese; A: Trennkammer mit Kiihlung durch Rezirkulationspuffer

B: Gel-Guss-Zubeho6r mit Kamm fiir Bahnen

3.8.2 Probenaufbereitung

Untersucht wurde Gewebe aus dem linken und rechten Ventrikel, aus dem
Vorhof und dem M. soleus. Das Gewebe wurde in einem eiskalten Puffer (100 mM
Tetrasodium-Pyrophosphat, 2 mM 2-Mercaptoethanol, 5 mM EDTA, pH 8,8) [Katz
AM, 1992] extrahiert. Fur 1 mg Gewebe wurden 0,034 ml Puffer verwendet. Das
Gewebe, das in flussigem Stickstoff gefroren war, wurde mit Hilfe einer Zange zer-
kleinert und in den Puffer gegeben. Danach wurden die Proben mit einem Rotor-
strator-Homogenisator (Miccra, Genf, CH) drei Mal fur jeweils 20 s homogenisiert.
Die Proben wurden dann fur 3 h bei 48.000 g und 3 °C in einer Ultrazentrifuge (L8-
70M Ultrazentrifuge; Beckman, US) zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1:1 (v/v) mit
Glycerin verdunnt und bei —80 °C aufbewahrt. Vor dem Auftragen der Proben wurde

eine 1:5 Verdunnung mit Glycerin vorgenommen.
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Proteinbestimmung des Extrakts

Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit der Methode nach Bradford [Bredford
MM, 1976] bestimmt. Fur die Proteinanalyse wurde das Reagenz Bio-Rad ver-
wendet. Nach einer 1:5 Verdinnung mit destilliertem Wasser kann es uber 2 Wochen
benutzt werden. Als Standardprotein wurde Rinderserumalbumin (BSA;1,38 mg/ml)
verwendet. Die Kalibrierungskurve wurde aus 0,00; 4,14; 8,28 und 16,56 ug Protein
ermittelt. Die Reaktionszeit betrug 10 min und die Extinktion wurde bei 595 nm

gemessen [Katz AM, 1992].

3.8.3 Elektrophorese

Es wurde eine nongradiente, nondenaturierte PAGE (Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese) im Minigelformat (Dicke 0,75 mm, Hohe 8 cm, Breite 10 cm) durch-
gefuhrt. Das Gel setzte sich zusammen aus 20 mM Tetrasodium-Pyrophosphat (pH
8,5); 45 % Glycerin (v/v); 6 % Acrylamid / bis-Acrylamid (wt/v), 40 % Losung 29:1;
0,015 % TEMED; 0,12 % Ammoniumpersulfat (wt/v). Vor der Zugabe von TEMED
und Ammoniumpersulfat wurde das Gelgemisch fir 3 min entgast (Sonication,
Sonorex RK156, Bandelin DE). Die Gelpolimerisation dauerte 2 h. Dann wurde
Probenvolumen von 10 ul (Extrakt + Glycerin) pro Spur aufgetragen. Dies entsprach
einer Proteinmenge von 6 pg (Ventrikel und M. soleus) und 10 pg (Atrium).

Der gekuhlte Rezirkulationspuffer (max. 10 °C; 31) bestand aus 20 mM
Tetrasodium-Pyrophosphat und 10 % Glycerin mit einem pH-Wert von 8,8. Der
Puffer rezirkulierte zwischen dem Elektrophoresetank und einem Reservoir mittels
einer Pumpe. Die Gele liefen Gber 20 h bei 120 V.

Die Banden konnten mittels Western-blot identifiziert werden. Die Reprodu-

zierbarkeit dieser Methode wurde getestet.
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Als interne Marker wurden Gewebeproben aus dem Atrium und aus dem M.
soleus verwendet. Da man im Atrium fast ausschlieBlich V4 findet, diente atriales
Gewebe als Marker fur V4. Als Marker fur das Isoenzym V3 diente Gewebe aus dem

M. soleus des Kaninchens, welches uberwiegend V3 enthalt (Abb. 11 und 12).

Soleus LV Atrium

Vs — -ﬁ

— V,

Abb. 11: (A) Acrylamidgel nach 20 h/120 V Elektrophorese. Gefarbt mit Coomassie. An den

Seiten wurden interne Marker aufgetragen.

V3 V2 V1

Abb. 12: (B) Links: Spektrum des Gewebes aus dem M. soleus; Marker fiir Vs Mitte:

Spektrum des linksventrikuldrem Gewebes. Rechts: Gewebe aus dem Atrium; Marker fiir V.
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3.8.4 Farben, Entfarben und Auswertung

Um die Proteindiffusion zu begrenzen, wurden die Gele flr 15 min in eine
10 %ige Trichloressigsaureldésung (wt/v) gegeben. Danach wurden sie flr 20 min mit
einer Losung, aus 0,05 %iger Coomassie brilliant blue (w/v) (R 250, Sigma, Stein-
heim, DE), 50 % Methanol (v/v), 10 % Essigsaure (v/v) und 40 % desti. Wasser
angefarbt. Die Entfarbung erfolgte wahrend einer Stunde in einer Losung aus 30 %
Methanol (v/v), 10 % Essigsaure und 70 % dest. Wasser. Farben und Entfarben fand
in einem Wasserbad mit einer konstanten Temperatur von 40 °C statt.

Die Intensitat der Banden wurde densitometrisch bestimmt. Nach dem Ein-
scannen der Gele (ScanJet-Hewlett / Packard, US), fand eine Bearbeitung mit dem
Softwareprogramm TINA (TINA/Software 2.09, Isotopen apparatus GmbH, UK) statt,
wobei der relative Anteil der Banden zueinander berechnet wurde. Die Werte wurden
in eine Tabelle eingetragen, wobei besonders der prozentuale Wert (od-Bkg) von
Interesse war. Dieser ist ein Mal} fUr die Intensitat der einzelnen Banden ohne deren

Hintergrund (Abb. 13).

] | [ W 1500 1500

1000- 1000

d
[od]

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
[mm] [mm]

Abb. 13: Auswertung der MHC Isoenzyme mit TINA Software. Es wird die relative Menge
der Banden bestimmt, wobei der ganze Bereich 100% entspricht. Die Abbildung zeigt die
Banden nach dem Scannen (A); das Intensitdtsspektrum der Banden nach Beurteilung mit
TINA (B); die Bereiche der einzelnen Banden nach Markierung (C). Die Gré8e der Bereiche

(D) gibt die relative Menge der Isoenzyme wieder.
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Tab. 2: Auswertung mit TINA-Software: Die Werte in der Tabelle beziehen sich auf Abb:

Od: optische Sensitivitat; Bkg: Hintergrund

13.

N° bands Pos [mm] Od Od-Bkg % (Od-Bkg)
1 2,54 25234 7741 42.13
2 4,23 5348 2167 11.80
3 5,59 22781 8464 46.07
total 100.00

3.9 InfarktgroRe

Zur Farbung des durchbluteten Myokards wurde eine Triphenyl-
Tetrazoliumchlorid-(TTC) Farbung durchgefiihrt. Nach Perfusion der Herzen mit einer
10%igen Evans Blue Ldésung wurden sie tiefgefroren. Spater wurden die Herzen
parallel zur atrioventrikuldren Furche in 5 bis 6 gleich dicke Scheiben geschnitten.
Die Gewebescheiben wurden in einer 1% TTC-Losung in isotonischem
Phosphatpuffer (pH 7,4) bei einer Temperatur von 37°C fir 15 min inkubiert.
Hiernach zeigte nekrotisches Gewebe eine graue, durchblutetes Gewebe eine blaue
und gefahrdetes Myokard eine rote Farbe. Der gefahrdete Bereich sowie das
Infarktareal wurden unter Verwendung einer Bild-Analysierungs-Software (MS

Autosketch) mittels Planimetrie berechnet.

3.10 Statistik

Die Daten werden als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Bei den
Myosinlsoenzymen wird die relative Menge angegeben und bei den BNP-Werten

willklrliche Einheiten.
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Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS
(SPSS, Schweiz AG, CH) vorgenommen. Dabei wurde zunachst mit Hilfe einer Ein-
Wege-Varianzanalyse der Unterschied innerhalb eines Protokolls geschatzt. Ergab
die Varianzanalyse mit p < 0,05 gesicherte Unterschiede, wurde im Anschluss ein

post-hoc Test nach Bonferroni durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 In-situ-Messungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der in-situ-Untersuchungen aller vier
Gruppen vorgestellt. Die Ergebnisse werden in Diagrammen (Mittelwert + Standard-
abweichung) dargestellt. Zur Uberschaubarkeit der Diagramme wurden die Standard-
abweichungen nur fur jeweils zwei Versuchsgruppen angegeben. Es werden jeweils
die Parameter zum Zeitpunkt der Kontrolle, nach der Ligatur, nach der ersten intra-

operativen Medikamentengabe und nach 4 Wochen angegeben.

Herzfrequenz: Zu Beginn unterschied sich die Herzfrequenz der vier Versuchs-
gruppen nicht voneinander. Sie war bis zum Setzen der Ligatur konstant und lag bei
225 + 29 /min. Eine Anderung der HF nach der Ligatur und der Pseudoligatur (in der
Sham-Gruppe) blieb aus. Die Gabe von Metoprolol oder NaCl beeinflusste die HF
nicht, jedoch flhrte die Gabe von Ivabradin zu einer Frequenzsenkung auf 190 + 30
/min (-16 %). Nach vier Wochen hatten alle vier Versuchsgruppen eine HF von 200 +

32 /min (Abb. 14).

Aortenfluss (AoF): Der Aortenfluss zeigte in den ersten drei Messungen der Sham-
Gruppe eine Erhdhung gegenuber den Werten der anderen drei Versuchsgruppen.
Bei der Ausgangsmessung lag der AoF der Metoprolol-Gruppe erheblich unter den
Werten der anderen Gruppen. Nach der Ligatur sank der Aortenfluss starker in der
Placebo- und Ivabradingruppe. Nach vier Wochen lag der AoF in allen Gruppen bei

etwa 200 + 52 ml/min (Abb. 15).
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Abb. 14: Herzfrequenz [HF]. Néhere Erlauterung im Text. *p<0,05 vs nach Ligatur
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Abb. 15: Aortenfluss [AoF]. Ndhere Erldauterung im Text.

Linksventrikularer Spitzendruck: Der linksventrikulare Spitzendruck (LVPmax)
zeigte zu allen Messzeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier
Versuchsgruppen. LVPmax lag zum Kontrollzeitpunkt in den Gruppen zwischen 83
und 90 mmHg. Nach Ligatur blieb LVPnax konstant, allein in der Metoprololgruppe

kam es zu einer Abnahme auf 73 + 13 mmHg (-14 %). Auch nach Medikamenten-
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gabe und nach vier Wochen wurde keine Veranderung von LVPnax in den Versuchs-

gruppen beobachtet (Abb. 16).
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Abb.16: Maximaler linksventrikuldrer Spitzendruck [LVP.,]. Ndhere Erlduterung im Text.

Maximale linksventrikulare Druckanderungsgeschwindigkeit: Die maximale
linksventrikulare Druckanderungsgeschwindigkeit (dP/dtmax) lag zum Kontrollzeit-
punkt in allen Versuchsgruppen zwischen 1567 und 1956 mmHg/s. Sowohl nach
Ligatur als auch nach der Medikamentengabe kam es zu keiner signifikanten

Veranderung. Nach vier Wochen lag dP/dtnax zwischen 1805 und 2067 mmHg/s

(Abb. 17).
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Abb. 17: Maximale Druckdnderungsgeschwindigkeit [dP/dta,]. Ndhere Erlduterung im Text.

Minimale linksventrikulare Druckanderungsgeschwindigkeit: dP/dt,,, als ein
Maly fur die frihe Relaxation, lag unter Kontrollbedingungen in allen Gruppen
zwischen —1293 und —1697 mmHg/s. Im weiteren Versuchsverlauf traten keine signi-

fikanten Veranderungen auf (Abb. 18).
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Abb.18: Maximale Relaxationsgeschwindigkeit [dP/dt,]. Ndhere Erlduterung im Text.
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Linksventrikularer enddiastolischer Druck: LVP.q lag in allen Versuchsgruppen
zum Kontrollzeitpunkt zwischen 12 und 16 mmHg. Es kam im weiteren Verlauf des

Versuchprotokolls zu keinen signifikanten Anderungen von LVPq (Abb. 19).
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Abb. 19: Minimaler enddiastolischer linksventrikuldrer Druck [LVP.y]. Ndhere Erlduterung

im Text.

4.2  Myosin-lsoenzyme

4.2.1 \Vergleich der Gruppen

Bei der Analyse des Gewebes fand sich bei den Sham-Tieren (n=3) im linken
Ventrikel (LV) folgende Myosinzusammensetzung: V1 39,4 £ 2,9 %; V2 15,3 £ 1,7 %
und V3 45,4 + 2,7 %. In der Placebo-Gruppe (n=4) war der V.-Gehalt auf 21,7 +
2,9 % gesunken, V; konnte nicht mehr nachgewiesen werden und V3 dominierte nun
mit 78,3 + 2,9 %. Bei den Metoprolol-Tieren (n=3) war V1 mit 36.7 + 4,6 % vertreten,
der V3 Gehalt lag bei 63,4 + 4,6 %. In der Ivabradin-Gruppe (n=3) dominierte V3 tUber
Vi mit 61,7 + 3,4 %. In beiden Gruppen konnte kein V, nachgewiesen werden.

Ahnliche Veranderungen fanden sich auch im rechten Ventrikel (RV) und im Septum
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(Abb. 20-23). Aufgrund der geringen Fallzahl wurde auf eine statistische Analyse

verzichtet.

Sham

Soleus LV Atrium

Placebo
Soleus LV Atrium

Metoprolol

Soleus LV Atrium
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Ivabradin

Soleus LV Atrium

Abb. 20: Acrylamidgel mit Proben der verschiedenen Gruppen. An den Seiten wurden

interne Marker fiir V1 (Atrium) und V3 (M. soleus) aufgetragen.
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Abb. 21: Verteilung der Isoenzyme im linken Ventrikel. Die Sham-Herzen sind normoxisch.
In der Placebo-, Metoprolol- und Ivabradin-Gruppe zeigte sich in Herzen mit chronischem

Infarkt eine relative Zunahme von V5 und ein Verlust von V.
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Abb. 22: |soenzym-Verteilung im normoxischen (Sham) und im RV Myokard von Herzen

mit chronischem Infarkt.
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Abb. 23: Isoenzym-Verteilung im Septum. Im normoxischen Gewebe (Sham) sind V1 und
V3 etwa gleich stark vertreten. Nach Infarkt und Medikation kommt es zu einem relativen

Anstieg von V3 und zum Verlust von V.
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4.2.2 Vergleich LV, RV und Septum

Beim Vergleich der verschiedenen Gewebeareale zeigten sich keine Unter-
schiede. In der Sham-Gruppe lag der V3-Gehalt im linken Ventrikel bei 45,4 + 2,7 %.
Im rechten Ventrikel fand sich ein Gehalt von 46,9 + 3,6 % und im Septum 44,2 +
2,6 %. In der Placebo-Gruppe lag der LV V3 Gehalt bei 78,3 + 2,9, im RV bei 79,2 +
4,9 und im Septum bei 77,2 + 4,0. Auch in den beiden Substanzgruppen wurden

keine signifikanten Unterschiede zwischen LV, RV und Septum beobachtet (Abb. 24-

27).
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Abb. 24: Isoenzym-Verteilung bei der Sham-Gruppe. Es zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen LV, RV und Septum.
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Abb. 25: Isoenzym-Verteilung bei der Placebo-Gruppe. Es zeigten sich keine Unterschiede
zwischen LV, RV und Septum.
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Abb. 26: Isoenzym-Verteilung bei der Metoprolol-Gruppe. Es zeigten sich keine Unter-

schiede zwischen LV, RV und Septum.
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Ivabradin
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Abb. 27: Isoenzym-Verteilung bei der Ivabradin-Gruppe. Es zeigten sich keine Unterschiede

zwischen LV, RV und Septum.

4.3 BNP-Bestimmung

Die BNP-Werte waren wahrend Kontrolle zwischen den einzelnen Gruppen
nicht unterschiedlich. Der Wert lag bei 7,20 + 0,81 w.E.. Nach Pseudo-Ligatur oder
nach Ligatur blieb der BNP-Gehalt in allen vier Versuchsgruppen im wesentlichen
unverandert. 24 h nach der Operation konnte ein marginaler Anstieg des BNP
beobachtet werden. Allein in der Placebogruppe war dieser Anstieg signifikant. Nach
4 Wochen wurde ein Gehalt von 7,08 + 1,47 pg/ml gemessen. Im Vergleich der vier

verschiedenen Gruppen zeigten sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede

(Abb. 28).
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Abb. 28: BNP-Gehalt im Kaninchenblut zu verschiedenen Zeitpunkten. 24 h nach der
Operation waren die BNP-Spiegel in allen Gruppen angestiegen. Dieser Anstieg war in der
Placebo-Gruppe signifikant *p < 0,05 vs nach Ligatur.

4.4  InfarktgroRe

Die mittlere InfarktgroRe in den mit Metoprolol und lvabradin behandelten
Gruppen lag bei 39 + 8 % und 30 + 4 %. In der Placebo-Gruppe war die InfarktgroRe

im Vergleich zu den Medikamentengruppen mit 54 + 6 % signifikant hoher (Abb. 29).
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Abb. 29: Infarktgrésse. *p <0,05 vs. Metoprolol und Ivabradin; ndhere Erlduterung im Text.
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4.5 Mortalitat

Nach Ligatur und Medikamenten- oder Placebogabe verstarben insgesamt
11 Versuchstiere. Die meisten verstarben in der Placebo-Gruppe (n=6). In der 13-

Blocker- und der Ivabradin-Gruppe waren es 2 bzw. 3 Tiere (Abb. 30).

Mortalitét nach Ligatur und Medikamentengabe
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55%

Abb. 30: Mortalitdt nach Ligatur und Medikamentengabe; ndhere Erlduterung im Text.
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5 Diskussion

Ein Myokardinfarkt fihrt zunachst zu biochemischen, strukturellen und
elektrophysiologischen Veranderungen des ischamischen und in der Folge auch des
nichtischamischen Gewebes. Der myokardiale Remodellingprozess umfasst eine
Hypertrophie des Myokards, eine Dilatation des Ventrikels, eine Verringerung der
systolischen und diastolischen Leistung und eine Veranderung der Zusammen-
setzung der Myosin-Isoenzyme, die aus einer veranderte Genexpression von Pro-
teinen resultiert [Swynghedauw B et al., 1989; Opie LH et al., 2006]. Der Prozess des
Remodellings wird durch unterschiedliche Faktoren verursacht und kann durch Medi-
kamente beeinflusst werden.

Es war ein Ziel der vorliegenden Studie, die Auswirkungen des p-Adreno-
rezeptor-Blockers Metoprolol und der spezifisch bradykarden Substanz lvabradin auf
die Herzfrequenz und die ventrikulare Funktion in Herzen mit chronischem Infarkt zu
untersuchen. Um die Funktion des Herzens zu erfassen, wurden als systolische
GroRen Aortenfluss, maximale Druckanderungsgeschwindigkeit (dP/dtmax) maximaler
linksventrikularer Druck (LVPmax) und minimale enddiastolische linksventrikulare
Druck (LVPe.y) erfasst. Es sollte weiter untersucht werden, ob die Gabe der
Substanzen einen Einfluss auf das ventrikulare Remodelling insbesondere auf der
Ebene der Kardiomyozyten hat. Daher wurde in einem Modell eines chronischen
Infarktes an Kaninchen untersucht, ob Metoprolol oder lvabradin den bekannten
Myosinshift von V- zu Vs-Isoenzymen [Swynghedauw B, 1989] beeinflussen kdnnen.
Letztlich wurde untersucht, ob die auf der funktionellen Ebene beobachteten
Veranderungen mit Veranderungen der BNP-Spiegel korrelierten, da BNP in den
letzten Jahren als neurohumoraler Marker fur die ventrikulare Funktion und die

Prognose in der Klinik eingesetzt wird [Richards AM et al., 2003].
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5.1 Hamodynamik

5.1.1  Metoprolol

Metoprolol ist ein B-Adrenozeptor-Antagonist, der im klinischen Alltag haufig
in der Therapie des akuten Myokardinfarkts [Hjalmarson A et al., 1997] und der Herz-
insuffizienz eingesetzt wird [Bauman JL et al., 2004]. B-Blockern werden kardio-
protektive Eigenschaften zugesprochen, was den hohen Nutzen dieser Substanzen
erklart. Mechanismen, die fur die hohe Effizienz der Behandlung durch B-Blockade
verantwortlich gemacht werden, sind u.a.:

1. Verbesserung der B-Rezeptor Funktion [Heilorumm SM et al., 1989],

2. Protektion des Herzmuskels vor hohen Katecholaminkonzentrationen im

Blut und deren Auswirkungen auf das Myokard [Tsutsui H et al., 1994],
3. Senkung der Herzfrequenz, die zu einer Verbesserung des Energie-
haushalts des Myokardgewebes fihrt [Moe GW et al., 1992].

Alle Mechanismen fuhren zu einer Besserung der ventrikularen Funktion, die
fur die Prognose der Patienten von Bedeutung ist.

Nach einem Infarkt mit resultierender Herzinsuffizienz steigt der Plasma-
gehalt von Noradrenalin an, und somit wird der Sympathikus aktiviert. Der erhdhte
Sympathikotonus fuhrt zu einer Downregulation der B-Rezeptoren, aus der eine
Abnahme der Inotropie resultiert. Medikamente wie Metoprolol konnen diesen Verlust
der Rezeptoren verhindern [Lechat, 1998].

Ein weiterer Mechanismus, der eine zentrale Rolle in der Kardioprotektion
spielt, ist die negative Chronotropie. Eine Reduktion der Herzfrequenz verbessert
den myokardialen Energiehaushalt, d.h. das Verhaltnis zwischen Herzarbeit und O,-
Verbrauch wird gunstiger. Das Verhaltnis zwischen dem myokardialen Blutfluss und

der Sauerstoffausschopfung des Herzens wird ebenfalls verbessert. Durch Reduktion
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der HF kommt es zu einer besseren subendothelialen Perfusion des Myokards [Guth
BD et al., 1987] und zu einer Verlangerung der Diastolendauer, die zu einer besse-
ren Versorgung des Herzmuskels beitragt. Weiterhin konnen B-Blocker nach einem
Infarkt reperfusionsbedingte Arrhythmien reduzieren, wobei hierfir ebenfalls der
negativ chronotrope Effekt verantwortlich gemacht wird [Tosaki A et al., 1987].

Zahlreiche Studien zeigen, dass die ventrikulare Funktion durch p-Blockade
gebessert werden kann. In einer Studie an Ratten hatte Metoprolol in der postischa-
mischen Phase nach Myokardinfarkt positive Auswirkungen auf die Funktion des
Herzens. Direkt nach dem chirurgischen Eingriff gab es zunachst keine Unterschiede
in der Herzfrequenz zwischen den Gruppen. Bereits nach erstmaliger Gabe des
B-Blockers kam es zu einer Senkung der Herzfrequenz um 31 %. Weiterhin fuhrte
Metoprolol zu einer Senkung des linksventrikularen Spitzendruckes wahrend der
enddiastolische Druck unverandert blieb [Jain P et al., 1994]. In einer Studie an
Schweinen fiel nach einem experimentell induzierten Myokardinfarkt und Atenolol-
Infusion die Herzfrequenz [Schulz R et al., 1995].

Auch an Kaninchen fiel nach Metoprolol die Herzfrequenz nach Ischamie.
Zusammen mit der negativ inotropen Wirkung fuhrte dies zu einer Reduktion der
InfarktgroRe [Feuerstein G et al., 1998].

In unserer Studie kam es zu keinem Zeitpunkt zu signifikanten Verande-
rungen der Funktion durch Metoprolol. Die Herzfrequenz war lediglich tendentiell
vermindert und auch die anderen Variablen blieben im wesentlichen unverandert.
Eine mdogliche Erklarung dieser Ergebnisse konnte die Wahl unserer Dosierung
geben. In einer Studie an Rattenherzen senkte niedrig dosiertes Metoprolol (1 uM
oder 10 uM) die Herzfrequenz nicht. Bei mittlerer (30 und 50 yM) und hoher (100 /
200 pM) Dosierung des Medikaments wurde die Herzfrequenz um 20 - 30 % redu-

ziert [Tosaki A et al., 1987]. Da es sich in dieser Studie um unterschiedliche Mengen-
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angaben handelt, ist eine Umrechung nétig, um die Dosierungen miteinander ver-
gleichen zu konnen. In dem Modell von Tosaki et al. handelt es sich um Unter-
suchungen an der Langendorff-Anlage. Sie haben die Herzen mit einer Losung mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Metoprolol perfundiert. Angenommen ein
Rattenherz wiegt 5 g so wurde eine Konzentration von 1 yM Metoprolol (Molekular-
gewicht 266 g) etwa 5,32 mg/kg Herzgewicht entsprechen. Eine Signifikanz der
Herzfrequenzreduktion konnte in der Studie erst ab einer Konzentration von 50 uM
erreicht werden, das wurde einer Dosierung von 159,6 mg/kg Kérpergewicht ent-
sprechen. Unsere Dosierung lag mit 0,25 mg/kg Kérpergewicht wesentlich unter der
von Tosaki et al. Dies legt den Verdacht nahe, dass unsere Dosierung von 0,25 mg/
kg zu niedrig gewahlt wurde.

Allerdings reduzierte in einer anderen Studie an Hunden sowohl lvabradin als
auch Atenolol in einer Dosierung von 0,25 mg/kg die HF und verbesserte die
Ventrikelfunktion [Colin P et al., 2002]. Die meisten Studien verwendeten eine
wesentlich hohere Dosierung dieser beiden Substanzen [Mulder P et al., 2004;
Simon L et al., 1995]. Andererseits fuhrten deutlich hohere Metoprolol-Mengen in
zusatzlich von uns durchgefuhrten Versuchen, ebenfalls nicht zu einer signifikanten
Reduktion der HF. Auch eine Studie mit Esmolol an Kaninchen konnte keinen
bradykarden Effekt des B-Blockers nachweisen. Auch bei hdoheren Dosierungen
konnte keine HF-Reduktion erzielt werden [Bel A et al., 1998]. Es konnte daher sein,
dass die Dosierung allein nicht flir das Ausbleiben einer negativ chronotropen
Wirkung verantwortlich ist, und damit stellt sich die Frage, ob das Kaninchen eine
geeignete Spezies ist. Da Kaninchen jedoch einen hohen Gehalt an 3-Rezeptoren im
Herzen haben [Brodde OJ et al., 1989], mussten sie fur Studien mit B-Blockern

geeignet sein.
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Eine weitere Ursache konnte die durchaus bekannte Variabilitat der HF-
Senkung durch B-Adrenozeptor-Blocker sein. Das Ausmal® der negativen Chrono-
tropie ist je nach Sympathikusaktivierung sehr unterschiedlich. Je hoher der Sym-
pathikotonus, desto besser die Wirkung [Simon L et al., 1995]. Bei unseren Tieren
lag vielleicht keine ausreichende Aktivierung des Sympathikus vor. Als Narkosegas
haben wir Enflurane verwendet. Eine Nebenwirkung der volantilen Anasthetika ist
eine Hemmung des Sympathikus. Auch wenn dieser Effekt bei Enflurane schwacher
ausgepragt ist, als bei anderen Narkosegasen, konnte dieser Effekt hier eine Rolle
spielen.

Auch die GrolRe eines Myokardinfarkts spielt bei der Effizienz einer Therapie
durch B-Blockade eine Rolle. Hu et al. konnten an Rattenherzen zeigen, dass die
Gabe von Bisoprolol Gber acht Wochen bei Tieren mit einem grof3en Infarkt zu einer
verbesserten ventrikularen Funktion geflhrt hat. Bei Tieren mit kleinen Infarkten
konnten diese Effekte nicht nachgewiesen werden. Dies kénnte daran liegen, dass
bei diesen Tieren das neurohumorale System nicht in dem Ausmal} aktiviert ist, ein
Umstand der zu einer erniedrigten Wirksamkeit der Substanz fuhrt [Hu K et al.,
1998]. Wie weitere Untersuchungen zeigten, lagen bei unseren Tieren keine kleinen
Infarkte vor (Placebo 54 +6 %, Metoprolol 39 + 8 %, Ivabradin 30 +4 %). Die

InfarktgroRRe bietet daher keine Erklarung fur die fehlenden Effekte des Metoprolols.

5.1.2 Ivabradin

Ivabradin fuhrt durch direkte Hemmung der Schrittmacherzellen im Sinus-
knoten zu einer Reduktion der HF. Eine niedrigere HF flhrt zu einem geringeren
Sauerstoffbedarf des Myokards und zu einer Verlangerung der Diastolendauer und
somit zu einer besseren koronaren Durchblutung, welche insbesondere den sub-
endokardialen Bereichen des Myokards, die auf einen Sauerstoffmangel am

empfindlichsten reagieren, zugute kommt [Guth BD et al., 1987; Harron DWG et al.,
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1982; Indolfi C et al., 1989]. Aus diesen Grunden ist die Herzfrequenzreduktion in der
Behandlung der Myokardischamie von grofter Bedeutung. Das Ausmal} der HF-
Reduktion ist von der Hohe der Dosierung abhangig. An Hunden fuhrte die Gabe von
0,25 mg/kg zu einer HF-Reduktion von 17 %, und 0,5 oder 1 mg/kg bewirkten eine
Abnahme um 21 bzw. 32 % [Colin P et al., 2003].

Ivabradin werden antiischamische Eigenschaften zugesprochen. Die Limitie-
rung der infarktinduzierten Tachykardie scheint fur diesen Effekt verantwortlich zu
sein. Aus der HF-Reduktion resultierte in eine bessere subendokardiale Perfusion
und eine bessere regionale Ventrikelfunktion [Monnet X et al., 2001]. Bei Patienten
mit stabiler Angina pectoris wurden ebenfalls antianginale und antiischamische
Effekte durch lIvabradin gezeigt. Der antianginale Effekt zeigte sich durch eine
gesteigerte Belastungstoleranz und durch eine Abnahme der Anginaattacken. Die
antiischamische Wirkung liefl3 sich Gber Veranderungen der ST-Strecken-Senkung im
EKG nachweisen. Auch hier war die HF-Reduktion dosisabhangig (2,5, 5,0 oder
10,0 mg; bid) [Borer S et al., 2003].

In einer Studie an Ratten bewirkte Ivabradin bereits nach einmaliger Gabe
(Dosierungen von 0,1, 0,3, 3,0 und 10 mg/kg) eine signifikante Bradykardie und eine
Zunahme von Aortenfluss und dP/dtyax. Um andauernde Effekte der Substanz zu
untersuchen, wurden die hdamodynamischen Daten nach vier Tagen erneut erfasst.
Dabei zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zu den akuten Ergebnissen. Es
kam also innerhalb dieser Zeit zu keiner Desensibilisierung [Gardiner SM et al.,
1995].

Simon et al. bestatigten mit Versuchen an Hunden, dass lvabradin die HF
dosisabhangig reduziert, frei von negativ inotropen Effekten ist und —im Gegensatz
zu Propranolol — zu keiner Konstriktion der Koronararterien fihrt. Allerdings war nach
Ivabradin die HF-Senkung individuell sehr variabel, ein Phadnomen, dass bisher nur

bei R-Blockern bekannt war [Simon L et al., 1995]. Die I-Kanale scheinen ebenfalls
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von cholinergen und adrenergen Substanzen beeinflusst zu werden. Der Grad der
Sympathikusaktivitat kann also auch bei lvabradin fur die Wirksamkeit von Bedeu-
tung sein.

Die positive Auswirkung von lvabradin auf die Herzfunktion ist aber nicht
allein auf die HF-Reduktion zurlckzufuhren. Ein weitere positive Wirkung scheint die
gunstige Beeinflussung des Remodellings zu sein. Bei Ratten nach Myokardinfarkt
fuhrte die 90-tagige Ivabradin-Behandlung zu einer Besserung der ventrikularen
Funktion, fur die auch die Beeinflussung der myokardialen Struktur verantwortlich
gemacht werden kann. Trotz einer HF-Reduktion, die erst ab einer Dosierung von
3 mg/kg signifikant war, nahm die Auswurfleistung zu. Die hamodynamischen
Parameter LVPmax, LV dP/dtmax und LV dP/dty, wurde allerdings nicht signifikant
gebessert. Der Kollagengehalt des Gewebes war nach Ivabradin verringert, und die
Dichte der KapillargefaRe war erhdht. Da keine Veranderung der hamodynamischen
Parameter beobachtet wurde, kann die Besserung der LV-Struktur zum Teil fir die
gesteigerte Herzleistung verantwortlich gemacht werden [Mulder P et al., 2004].
Mechanismen fir die Einflussnahme auf das Remodelling kénnten die Neovaskulari-
sation und damit eine verbesserte myokardiale Blutversorgung sein. Weiterhin fuhrt
die HF-Reduktion zu einer verbesserten koronaren Perfusion. Dadurch kann eine
koronare Dysfunktion verhindert werden. Eine endotheliale Dysfunktion fuhrt zur
Produktion von Zytokinen (Interleukin-1 und -6), Tumornekrosefaktoren, freien Radi-
kalen und Endothelin. Alle Faktoren konnen beim Remodelling und bei der Ent-
stehung einer Herzinsuffizienz eine Rolle spielen.

Auch wir beobachteten nach Gabe von 0,25 mg/kg lvabradin eine Reduktion

der HF um 16 %, was mit Ergebnissen aus der Literatur Ubereinstimmt (Tab. 3).
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Tab. 3: Senkung der Herzfrequenz durch Ivabradin. Vergleichbare HF-Reduktion bei unter-

schiedlicher Dosierung und Spezies.

Autor Substanz Dosis Spezies | Exp. Modell | HF-Red.

Simon L /1995) Ivabradin | 0,5/1 mg/kg Hund chronisch 16/23 %

Ragueneau |

. 0,
(1998) Ivabradin | 19 mg/kg Mensch | Probanden 19 %

Vilaine J (2003) Ivabradin 5 mg/kg Schwein chronisch 14 %

Borer J (2003) Ivabradin | 5/10 mg/kg | Mensch | Probanden | 11/19 %

Tendera M (2003) | Ivabradin | 0,25 mg/kg | Mensch | Probanden 19 %

Allerdings waren weitere Funktionsgrof3en im Vergleich zu den Placeboherzen nach
vier Wochen nicht verandert. Obwohl in einer Studie an Hunden lvabradin nach
Myokardinfarkt ebenfalls die hamodynamische Situation nicht signifikant verbesserte
[Monnet X et al., 2001], soll dieser Aspekt weiter diskutiert werden: Im akuten Ver-
such wurde den Tieren 0,25 mg/kg iv. verabreicht und |6ste einen negativ chrono-
tropen Effekt aus. Die gleiche Dosierung oral verabreicht senkte in den vier Wochen
die Herzfrequenz nicht.

Eine mogliche Erklarung konnte die Art der Verabreichung des Medikaments
liefern. Bei unserer oralen Gabe konnte die Resorption von lvabradin nicht aus-
reichend gewesen sein. Allerdings haben Gardiner et al. In einer Studie an Ratten
Ivabradin (0,1, 0,3, 1,0, 3,0 und 10 mg/kg) subcutan, das mit einer oralen Medikation
gleichwertig ist, verabreicht und erzielten dabei hamodynamische Auswirkungen
sehen. So kam es zu einem Abfall der HF und des mittleren arteriellen Blutdrucks,
weiterhin kam es zu einer Zunahme des Aortenflusses. Auch ein direkter Vergleich
mit der intravendsen Gabe zeigte keine Unterschiede zwischen der Wirkung der
subcutanen und der intravendsen Gabe [Gardiner SM et al., 1995].

Eine weitere Erklarung konnte die Wahl der Dosierung geben. Auch wenn

bereits Effekte bei niedrigen Dosierungen gesehen wurden [Gardiner SM et al., 1995;
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Colin P et al., 2002], so wurden in anderen Untersuchungen auch hohere Dosie-
rungen verwendet. Simon et al. z.B. erreichten erst mit einer Dosierung von 0,5 ml/kg
eine signifikante Reduktion der Herzfrequenz [Simon L et al., 1995]. In ihrer Studie
an Ratten setzten Mulder et al. sogar 3 mg/kg und mehr Ivabradin ein [Mulder P et
al., 2004], um eine bradykarde Antwort zu erhalten. Die heute fur Patienten empfoh-
lene Dosierungen liegen bei oraler Gabe zwischen 2 und 5 mg/d.

Wir haben im Anschluss an unsere Untersuchungen zusatzliche Versuche,
mit Dosierungen bis zu 1 mg/kg durchgeflhrt und keine negativ chronotropen Effekte
erhalten. Dies spricht wiederum daflr, dass die Dosierung allein nicht die Ursache
gewesen sein kann. Letzendlich kénnen wir keine Erklarung fur den Verlust der

bradykarden Wirkung des lvabradins Uber die vier Wochen liefern.

5.1.3 Vergleich der Substanzen

Einige andere Studien haben die Auswirkungen beider Substanzgruppen
direkt miteinander verglichen. Bei Hunden zeigte sich durch Atenolol oder Ivabradin
(beides 1 mg/kg; i.v.) eine gleichwertige HF-Reduktion um 30 %. Die Diastolendauer
wurde durch beide Substanzen verlangert. Dieser Effekt war aber bei Ivabradin
wesentlich starker ausgepragt. Die negative Inotropie von Atenolol scheint die Ver-
langerung der Diastolendauer zu limitieren [Colin P et al., 2003]. Da die Diastolen-
dauer fur die subenendokardiale Perfusion von Bedeutung ist, kdnnte sich hieraus
ein Vorteil von Ivabradin gegentber dem Betablocker ergeben.

Vilaine et al. sahen ebenfalls eine gleichwertige Frequenzreduktion an
Schweinen nach Myokardischamie. Beide Substanzen konnten die belastungs-
induzierte Tachykardie in gleichem Malke limitieren. Der Betablocker wirkte aber im

Kontrast zu Ivabradin auch negativ inotrop [Vilaine JP et al., 2003]. In unserer Unter-
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suchung stellten wir keine wesentlichen Unterschiede zwischen beiden Substanzen

fest.

5.2  Myosin-Isoenzyme

Die Isoformen des Myosins haben zu 93 % identische Amonisauren und sind
somit in ihrem Aufbau sehr ahnlich [McNally EM et al., 1989], es gibt aber wesent-
liche funktionelle Unterschiede. V¢ (native Form) oder a-MHC (denaturierte Form) hat
eine hdhere ATPase-Aktivitat und Kontraktionsgeschwindigkeit als V3 (B-MHC) und
fuhrt somit zu einer schnelleren aber undkonomischeren Kraftentwicklung. Die
Zusammensetzung der Myosin-Isoformen ist flr die kardiale Funktion von
Bedeutung, da sie neben der Kalziumkonzentration in den Myozyten fur die
Kontraktilitat des Myokards verantwortlich sind. Anderungen der relativen Anteile der
drei Myosinlsoformen V4, V, und V3, werden zum Teil fur die veranderte Leistung des
insuffizienten Herzens verantwortlich gemacht [Herron TJ et al., 2001].

Im normoxischen Ventrikelmyokard eines adulten Kaninchens (16 Wochen)
dominiert V3 mit 48 %, V4 ist mit 39 % vertreten und V, mit 13 % [Garcia Pomblum
SC, 2002]. Diese Verteilung ist der humanen Verteilung sehr ahnlich, denn im
menschlichen ventrikularen Myokard dominiert ebenfalls Vs [Bouvagnet P et al.,
1984]. Durch physiologische und pathologische Faktoren wie Alter, mechanische
Belastung des Herzen, Hypertonie, Schilddrisenhormone, schlechte Ernahrung
[Cummins et al., 1986; O’Neill L et al., 1991; Morkin E, 1993; Reiser PJ et al., 2001;
Buttrick P et al., 1991] und ventrikulares Remodelling [Swynghedauw B et al., 1989]
kann die Zusammensetzung der Isoformen beeinflusst werden. Diese verschiedenen
Faktoren fUhren zu einer Veranderung der Genexpression, so dass sich der mRNA-

Gehalt andert [Lowes B et al., 1997].
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5.2.1 Mechanische Faktoren

Um die Myosin-Verschiebung zu erklaren, gibt es verschiedene Ansatze.
Eine Moglichkeit scheint die veranderte Beanspruchung des Herzmuskels zu sein.
Durch eine hamodynamische Uberlastung, ob durch Volumen oder durch Druck
ausgelost, kommt es neben einer Hypertrophie zu einer Reduzierung der Kontrak-
tionsrate. Beide Mechanismen sind physiologische Anpassungsvorgange, um das
Myokard vor der erhdohten Beanspruchung zu schitzen. Die Hypertrophie hilft dem
Herzen, eine physiologische Wandspannug zu erreichen. Die Abnahme der Kon-
traktionsrate, die einen grof3en Einfluss auf die kardiale Funktion hat, korreliert mit
einer Abnahme der ATPase-Aktivitat. V3 bendtigt fir die Kontraktion weniger ATP
und tragt somit zu einer 6konomischeren Arbeit des Herzens bei, daher kommt es
nach einer Ischamie zu einer erhohten Genexpression von Vj. Die Kontraktion im
Myokard, das hauptsachlich V3 enthalt, ist finfmal 6konomischer aber auch neunmal
langsamer als in Myokard das hauptsachlich V¢ enthalt [Narolska NA et al., 2005].
Eine Isoenzym-Verschiebung erlaubt also dem Herzen langsamer zu arbeiten und
somit das Energiegleichgewicht zu bewahren [Swynghedauw B et al., 1982].

Eine Erklarung fur die Myosinverschiebung durch die mechanische Belas-
tung des Herzens bietet die erhdhte Wandspannung. Diese scheint in der molekula-
ren Regulation des a-Myosins eine Rolle zu spielen und fuhrt zu einer Downregu-
lation dieses Proteins [Lowes B et al., 1997]. Im Kaninchenherzen fihrten chronische
Tachykardien neben einer neurohumoralen Aktivierung zu einer Erhohung der Wand-
spannung. Es kam zu einer veranderten Genexpression des Myosins und dadurch zu
einem Vj-Verlust und einer klaren Vs-Dominanz. Obwohl eine erhdhte Wand-
spannung und eine neurohumorale Aktivierung Faktoren der Entwickung einer
Hypertrophie darstellen, blieb diese bei tachykardieinduzierter LV-Dysfunktion aus.

Hierfir werden degradative Prozesse der kontraktilen Proteine verantwortlich
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gemacht [Eble DM et al., 1997]. Dies zeigt, dass der Anstieg der Herzfrequenz die
Zusammensetzung der kontraktilen Proteine des Myokards beeinflussen kann. Umso
wichtiger scheint es, einen Anstieg der Herzfrequenz nach Infarkt zu verhindern, um
so die Myosinverschiebung beeinflussen zu konnen.

Der Shift in Richtung V3 bringt zwar einen energetischen Vorteil fur die Herz-
muskulatur, doch hat der Verlust von V4 auch negative Konsequenzen. Herron et al.
untersuchten den power output (Kraft x Geschwindigkeit = Leistung) an Kardiomyo-
zyten von Ratten. Dabei fUhrten bereits geringe a—Myosin-Mengen zu einer signi-
fikanten Steigerung der Myozyten-Leistung [Herron TJ et al., 2002; Korte FS et al.,
2005]. Eine Studie von James et al. an Kaninchen mit tachykardieinduzierter Kardio-
myopathie zeigte kardioprotektive Eigenschaften von V4, denn im Vergleich zu den
Tieren, die hauptsachlich V3 exprimierten, hatten die Tiere mit V{-Dominanz einen
hoheren systemischen Blutdruck und hohere dP/dtmax-Werte. dP/dtmi, war in dieser
Gruppe niedriger (-2450 £ 483 statt —2278 + 226 mmHg/s). Alpha-Myosin scheint
also die systolische und diastolische Funktion der Herzmuskulatur besser zu erhal-
ten. Ursachen hierflr konnte die Entwicklung einer unspezifischen Hypertrophie des
Myokards sein. Durch Vermehrung von Sarkomeren pro Kardiomyozyt konnte sich
die Kontraktilitat verbessern. Diese Vermutung wurde in dieser Studie allerdings nicht

bestatigt [James J et al., 2005].

In unserer Studie zeigten sich trotz der Unterschiede im V3;-Gehalt keine
Unterschiede in der Funktion. Es ist daran erinnert, dass in der Studie von James et
al. in beiden Gruppen entweder fast 100 % V4 oder 100 % V3 vorlagen. Bei uns
betrugen die Unterschiede nur ca. 15 %. Wahrscheinlich ist dieser Unterschied zu
gering, um sich in der Funktion bemerkbar zu machen. Dass ein veranderter Myosin-
gehalt nicht unbedingt mit einer veranderten Funktion korrelieren muss, zeigte auch

eine Studie an Ratten nach Myokardinfarkt. Trotz Einschrankung des Myosinshifts
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von V1 zu V3 war die Funktion nicht verbessert [Buttrick P et al., 1991]. In eine
ahnliche Richtung weisen Untersuchungen von Mahaffey et al. [Mahaffey KW et al.,
1995], bei denen bei Kaninchen nach Myokardinfarkt nach Gabe eines Schilddrisen-
hormonanalogums zwar die Herzfunktion verbessert, allerdings die Myosinzusam-
mensetzung nicht verandert war. Dies bestatigt ebenfalls den Verdacht, dass die kar-
diale Funktions-Verbesserung nicht allein auf einen V4-Anstieg zurlickgeflihrt werden

kann. Es spielen offensichtlich noch andere Faktoren, wie Hormone, eine Rolle.

5.2.2 Endogene Faktoren

In dieser Studie zeigte sich die Tendenz, dass die Myosinverschiebung durch
die Behandlung mit Metoprolol oder lvabradin nicht so stark ausgepragt war. Da wir
keine Besserung der hamodynamischen Situation gesehen haben, missen andere
Mechanismen an der Vi-Hoch-Regulation durch die Substanzen eine Rolle gespielt
haben. Neben den mechanischen Ursachen des Myosinshifts werden auch Hormone
fur die Veranderung verantwortlich gemacht. Eine erhdhte Arbeit des Myokards, wie
sie nach Ischamie beobachtet wird, ist mit einer erhdohten Neurotransmitter- und
Hormonfreisetzung assoziiert. Zu den Hormonen, die einen Effekt auf die Myosin-Iso-
formen haben, gehdéren die Schilddrisenhormone, aber auch Testosteron, Insulin,
Glukokortikoide, Wachstumshormon, ANP und Norepinephrin werden diskutiert
[Dillmann WH, 1984].

Katecholamine, wie Noradrenalin, scheinen fur die Expression der kontrak-
tilen Proteine eine wesentliche Rolle zu spielen. Neben direkten negativen Aus-
wirkungen im Sinne einer Zerstérung des myokardiales Gewebes [Brown MD et al.,
1988] fuhren sie Uber Stimulation der a- und B-Rezeptoren zum Zellwachstum und
somit zu einer Hypertrophie [Decker RS et al., 1993] und steigern die Protein-

synthese. Der MHC-Gehalt wird vor allem durch Noradrenalin gesteigert, und es
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kommt durch die Adrenorezeptoren zu einer verstarkten Expression von V3. Ob
dieser Mechanismus durch die a- oder (3-Rezeptoren vermittelt wird, ist letztlich nicht
geklart, aber viele Autoren machen die a-Rezeptoren dafur verantwortlich [Henning
RJ et al., 2000; Lee HR et al., 1988]. Waspe et al. wiesen als erste nach, dass die
Stimulation von a4-Rezeptoren das molekulare Signal fur eine erhdhte Vs-Expression
in hypertrophierten Rattenmyozyten darstellt [Waspe LE et al., 1990]. Der intrazellu-
lare Mechanismus, der durch Rezeptorstimulation die Proteinsynthese steigert, ist
noch unbekannt. Auch wenn meist die a-Rezeptoren flir den Myosinshift verant-
wortlich gemacht werden, so wirkt Noradrenalin sowohl auf a- als auch auf 31-Rezep-
toren. So ware es mdglich, dass die erhdhte Vs;-Expression Uber a- oder auch uber -
Rezeptoren vermittelt wird. Von einigen Autoren werden deshalb die p-Rezeptoren
fur den Myosinshift verantwortlich gemacht [Lowes BD et al., 2002; Lowes BD et al.,
1997; Wang L et al., 2002]. Diese Vermutung scheint vor allem deswegen plausibel,
weil eine B-Blockertherapie zu einer Veranderung der Genexpression der kontraktilen
Proteine flhrte. Lowes et al. zeigten, dass Metoprolol bei Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie neben einer verbesserten systolischen Funktion zu einer Hemmung
des Remodellings flihrte. Die Myosin-Isoformen wurden ebenfalls beeinflusst. So
fuhrte Metoprolol neben einer Erhdhung der SERCA (= Calcium ATPase; fur die
Kontraktilitat wichtiges Portein), zu einer Erhéhung der Vi-mRNA [Lowes BD et al.,
2002]. Ahnliche Beobachtungen nach B-Blocker-Gabe wurden von anderen For-
schungsgruppen bestatigt [Wang L et al., 2002].

Auch wir zeigten, dass Metoprolol ein Einfluss auf die Isoformen hat. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass der Myosinshift in Richtung V3 bei B-Blocker-
therapie nicht so stark ausgepragt war. Der Vs;-Gehalt wurde von 78,3 % in der
Placebo-Gruppe auf 63,4 % reduziert. Eine Beobachtung, die mit den Ergebnissen
anderer Studie Ubereinstimmt. Auch die Ergebnisse der Ivabradin-Gruppe wurden

sich Uber Noradrenalin erklaren lassen. Nach Hu et al. konnte Zatebradine den
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Gehalt an links- und rechtsventrikularem Norepinephrin senken [Hu K et al., 2004].
Nach lvabradin wurde eine ahnliche Beobachtung gemacht, denn der Noradrenalin-
Plasmagehalt sank durch die Behandlung signifikant [Mulder P et al., 2004]. Das
erniedrigte Norepinephrin kdnnte den Myosinshift in Richtung V3 einschranken.

Es erscheint schwierig, die Rolle der B-Rezeptoren isoliert zu untersuchen,
da deren Stimulation fast immer mit einer mechanischen Beeinflussung einhergeht.
Effekte konnen dann mechanische oder metabolische Ursachen haben. Lowes et al.
haben allerdings gezeigt, dass die Metoprololtherapie bei Patienten zwar die Gen-
expression des Myosins veranderter aber zu keinerlei Beeinflussung des pulmonalen
oder systemischen Blutdruckes fuhrte. Auch wir haben keine hamodynamischen
Unterschiede zwischen den Gruppen gesehen. Dies kdnnten Hinweise darauf sein,
dass B-Blocker direkt auf die Genexpression wirken und nicht Uber mechanische
Veranderungen Einfluss nehmen [Lowes BD et al., 2002]. Letztendlich ist die Rolle
der B-Rezeptoren in der Entstehung des Myosinshifts nicht endgultig geklart.

Um die Beeinflussung des Myosinshifts durch die Katecholaminkonzentration
und -wirkung zu beurteilen, miusste der Noradrenalingehalt bestimmt werden. Leider
wurde er in der vorliegenden Studie nicht bestimmt.

Die verbreitete Hypothese, dass Hormone auf den Myosinshift Einfluss
nehmen, ist nicht generell akzeptiert. Imamura et al. beobachteten, dass der Iso-
enzymshift nach hamodynamischer Belastung eine lokale Antwort war und nicht
durch intrinsische Faktoren, z.B. von Hormonen, beeinflusst wurde. In ihrem ele-
ganten Modell belasteten die Autoren die Ventrikel unabhangig voneinander,und
konnten so zeigen, dass sich die Genexpression nur im betroffenen Ventrikel veran-

derte [Imarura S et al., 1990].
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5.2.3 Andere Medikamente

Eine Beinflussung des Remodellings und der Myosin-lIsoformen (Bestandteil
des Remodellings) durch andere Medikamente ist schon langer bekannt. Sie erzielen

diesen Effekt auf sehr unterschiedliche Weise.

ACE-Hemmer. Fur ACE-Hemmer ist die Wirkung am besten beschrieben. An Ratten
kam es vier Wochen nach Myokardinfarkt zu einer Downregulation von V4. Vor dem
Infarkt dominierte a-MHC mit Gber 90 %. Nach dem Infarkt war es nur noch mit 50 %
vertreten. Die Behandlung mit dem ACE-Hemmer Imidapril konnte diesen Myosin-
shift teilweise verhindern. Dabei war der Proteingehalt des Gewebes konstant, so
dass ein Verlust von V4 durch Proteolyse ausgeschlossen werden konnte. Die veran-
derte Isoenzym-Zusammensetzung kommt durch eine veranderte Genexpression
zustande, was Messungen der mRNA bestatigten [Wang J et al., 2002]. Als Ursache
des Einflusses auf das Remodelling wird vor allem die Blockade des Renin-Angio-
tensin-Systems mit seinen Auswirkungen auf die Hdmodynamik angesehen. Imidapril
fuhrte zu einer Senkung der Nachlast und der Vorlast (enddiastolischer Druck).
Durch die Abnahme der Nachlast, wird die LV-Funktion verbessert, und Uber die
Abnahme der pulmonalen Hypertonie (Reduktion von LVP.q), wird die RV-Funktion
verbessert. Beide Mechanismen werden als Ursache fur die veranderte Isoform-
expression angesehen. ACE-Hemmer haben aber auch eine direkte Wirkung auf
myokardiales Gewebe und hemmen so das durch Angiotensin Il induzierte Zell-
wachstum und die erhdhte Proteinsynthese [Weber KT, 1997; Schunkert H et al.,

1995].

Angiotensin-lI-Rezeptorantagonisten. Diese Medikamente limitieren ebenfalls den
Myosinshift. Sie blockieren den AT-Rezeptor und hemmen so die Effekte von Angio-

tensin Il. Es kommt zur Vasodilatation und zu einer verminderten Aldosteron-
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sekretion. Auch hier kann man, wie bei den ACE-Hemmern, von einer Blockierung
des Renin-Angiotensin-Systems sprechen. Studien haben gezeigt, dass z.B. Losar-
tan den Myosinshift nach einem Myokardinfarkt hemmen konnte [Wang J et al,,
2004]. Das Ausmald des Myosinshift in Richtung auf V3 scheint mit der GroRe der
Infarktnarbe zu korrelieren. Bei Tieren mit groRen Infarkten war der Shift starker aus-
gepragt als bei Tieren mit kleinen Infarkten. Losartan l16ste mehrere Mechanismen
aus, die fur die Limitierung des Myosinshifts verantwortlich gemacht werden: es redu-
zierte die InfarktgroRe, die Wandspannung, die Inzidenz der Herzinsuffizienz und die
Hypertrophie. Es liegt also eine Kombination der hamodynamischen Effekte mit
Effekten vor, die durch eine direkte Wirkung auf Rezeptoren das Zellwachstum
hemmen [Zhang ML et al., 2003]. Aldosteronantagonisten wie Eplerone verstarken
den positiven Effekt der Angiotensin-ll-Antagonisten auf den Remodellingprozess
und die Myosinexpression, indem sie die Hochregulation der ACE mRNA verhindern
[Fracarollo D et al., 2005].

Da die Infarktgrofe eine Rolle zu spielen scheint, wirde Ivabradin in dieser
Hinsicht einen Vorteil bringen. Es reduzierte ebenfalls die Infarktgréof’e und kénnte
somit zu einer Limitierung der Myosin-Isoenzym-Veranderung fihren. In der hier

vorliegenden Studie reduzierte lvabradin den V3;-Gehalt von 78,3 % auf 61,7 %.

Erythropoetin (EPQO). Dieses hamatopoetische Hormon scheint ebenfalls Aus-
wirkungen auf die Verteilung der Myosin-Isoformen zu haben. Die Hauptfunktion von
EPO ist die Steuerung der Proliferation und der Differenzierung der Erythrozyten-
vorlauferzellen im Knochenmark. Da es aber auch auf3erhalb des hamatopoetischen
Systems EPO-Rezeptoren gibt, z.B. in den Kardiomyozyten, kommt es zu zusatz-
lichen Effekten des Hormons. So kann es bei einem akuten Myokardinfarkt die
InfarktgréRe reduzieren und fuhrt durch Neovaskularisation zu einer besseren Blut-

versorgung des infarzierten Myokards flhren. Fur die Kardioprotektion bei einem
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akuten Ereignis wird ein antiapoptotischer EPO-Effekt verantwortlich gemacht. Die
Protektion des Herzens wird aber auch nach einem Infarkt beobachtet. EPO-Gabe
nach Infarkt fUhrte an Ratten zu einer Senkung der Vs-Expression und zu einer ver-
besserten kardialen Funktion (Erhohung von LVP, Senkung von LVPeq). Fir den Ein-
fluss auf die Myosinexpression wird vor allem die Neovaskularisation verantwortlich
gemacht [van der Meer P et al., 2005]. Bei bradykarden Substanzen wurden ahnliche
Effekte beobachtet. Alinidin fuhrte durch Herzfrequenzreduktion nach Myokardinfarkt
zu einer Angiogenese, die durch den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor ver-
mittelt wurde. Durch die Stimulation der Angiogenese wurde die Koronarreserve ver-
bessert und der Remodellings-Prozess wurde limitiert [Lei L et al., 2004]. Fur lvabra-
din ware ein entsprechender Mechanismus denkbar. Kame es durch lvabradin zur
Angiogenese, konnten damit die Myosin-Isoenzyme und ihre Verteilung gunstig
beeinflusst werden. Allerdings haben wir keine andauernde Herzfrequenzreduktion
erzielen konnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass viele unterschiedliche Medikamente auf
die Myosinexpression einflussnehmen. Dabei handelt es sich meist um indirekte
Effekte die durch eine bessere Hamodynamik oder eine verbesserte

Sauerstoffversorgung erreicht wurden.

5.2.4 Regionale Unterschiede

Es gibt Untersuchungen in denen je nach Region der V{-Gehalt im norm-
oxischen Myokard des Kaninchens variiert. Dabei findet sich im rechten Ventrikel ein
hdherer V1 Anteil als im linken Ventrikel. Dieser Unterschied ist mit 5 % gering aber
statistisch signifikant. Eine Erklarung dafur liefert die unterschiedliche Druck-
belastung der Ventrikel: der linke Ventrikel baut einen wesentlich héheren Druck auf

als der rechte. Da Druckbelastung bekanntlich fur eine Verschiebung in Richtung auf
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V3 verantwortlich gemacht werden kann, liegt nahe, dass der Vs;-Gehalt im linken
Ventrikel hoher ist [Litten RZ et al., 1985]. Wir beobachteten keine signifikanten
Unterschiede in der Isoformzusammensetzung zwischen dem rechten und dem
linken Ventrikel. Unsere Ergebnisse korrelieren mit fruheren Untersuchungen [Lowes
BP et al., 1997; Yokota N et al., 1995], die ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Ventrikeln gesehen haben. Andererseits wurden auch geringe
Unterschiede zwischen beiden Ventrikeln berichtet, die bei 7 bzw. 5 % lagen [Wang J
et al., 2002; Mercadier JJ et al., 1981]. Wieder andere Studien berichten sogar von
grofRen Unterschieden zwischen dem rechten und dem linken Ventrikel (LV: 62 % V3,
RV: 86 % V3) [Devor S et al., 1998]. Imamura et al. konnten an Rattenherzen zeigen,
dass die veranderte Genexpression der Isoenzyme durch Druckbelastung des
Herzens eine lokale und keineswegs eine generelle Antwort auf eine kardiale Belas-
tung ist. So fanden sich in ihren Untersuchungen nur im betroffenen Ventrikel Ver-
anderungen der Isoformen [Imamura S et al., 1990]. Eine mdgliche Erklarung sind
die unterschiedlichen Ursachen flr einen Myosinshift. Mechanische Ursachen schei-
nen zu einer lokalen Veranderung der Zusammensetzung zu fihren, wohingegen
intrinsische Faktoren wie Hormone zu einer generellen Veranderung fihren. Dies
wlrde auch unsere Ergebnisse erklaren, da in unserer Studie von hormonalen
Ursachen fur den Myosinshift ausgegangen werden muss.

Die Unterschiede in der Myosinzusammensetzung zwischen den Spezies sind grol3.
Das Kaninchen &hnelt in der Hinsicht dem Menschen und ist daher fur Unter-

suchungen der Myosin-Isoenzyme gut geeignet [James J et al., 2005].

5.3 BNP

Bei einer Herzinsuffizienz werden einige neurohumorale Faktoren aktiviert.

Es kommt zu einem Anstieg der Plasmakonzentrationen von Noradrenalin, ANP,
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BNP und zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems. Von
diesen Faktoren scheint das BNP die grof3te Aussagekraft Uber die linksventrikulare
Funktion und Prognose zu haben. Die BNP-Konzentration im Plasma ist bei ver-
schiedenen Herzerkrankungen erhoht. Dabei fuhren unterschiedliche Faktoren zu
einem Anstieg der BNP-Konzentration. Eine erhohte Dehnung der Ventrikel wird als
Stimulus fur eine gesteigerte Peptidsekretion angesehen. Dabei steigt die BNP-Frei-
setzung mit der ventrikularen Volumenzunahme, der Druckbelastung und der daraus
resultierenden erhdohten Wandspannung als kompensatorische Antwort proportional
an [Tsutamotot T et al., 1997]. Die Plasma-BNP-Spiegel sind bereits angestiegen,
bevor eine Herzinsuffizienz klinisch symptomatisch wird.

Der BNP-Plasma-Spiegel wird aber nicht nur durch mechanische GroRen
beeinflusst. Vielmehr spielen auch Hormone eine Rolle. Adrenalin, Angiotensin Il und
Endothelin 1 kdnnen unabhangig von ihren mechanischen Auswirkungen die Expres-
sion von ANP und BNP verandern [Iso T et al., 1997].

Bei Kaninchen ist der BNP-Gehalt unter normalen Bedingungen sehr gering.
Bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz steigt die BNP-Konzentration deutlich an.
Dabei lasst sich der Anstieg durch eine erhdhte Wandspannung, als Ausdruck einer
linksventrikularen Uberlastung, erklaren [Luchner A et al., 2001]. Auch nach einem
Myokardinfarkt steigt die Plasmakonzentration an. Das Ausmall des des BNP-
Anstieges korreliert mit dem Schweregrad der Ischamie [Sabatine MS et al., 2004],
der BNP-Gehalt hat also eine prognostische Potenz. Je hoher die BNP-Werte, desto
wahrscheinlicher ist das Auftreten einer Herzinsuffizienz, und auch die Mortalitat und
die Wahrscheinlichkeit eines Reinfarkts korrelieren mit dem BNP-Gehalt. Das ist
verstandlich, wenn man bedenkt, dass der BNP-Gehalt das Ausmal} der kardialen
Dysfunktion wiederspiegelt [Richards AM et al., 2003].

Natriuretische Hormone beeinflussen das kardiale Remodelling indem sie vor

allem die Entwicklung der Fibrose hemmen. Das Myokard reagiert auf pathologische
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Bedingungen mit einer Zellproliferation der Fibroblasten und mit einer erhohten
Kollagenproduktion. Dies fuhrt zu einer erhohten Steifigkeit des Herzmuskels und
dadurch zu einer diastolischen Dysfunktion, aus der eine Herzinsuffizienz resultiert.
BNP kann die Entstehung der Fibrose und Hypertrophie nach Myokardinfarkt
hemmen. Dabei hemmt es die Wirkung von TGF-3, ein Faktor der im groRen Malie
zur Fibroseentstehung beitragt [Kapoun AM et al., 2004]. Auch fur C-natriuretisches
Peptid konnten ahnliche Effekte beobachtet werden, welches so die kardiale Funk-
tion verbessert [Soeki T et al., 2005].

In unserer Studie stiegen die BNP-Konzentrationen in allen Gruppen aul3er
der Sham-Gruppe nach Ligatur an. Dieser Anstieg war in der Placebo-Gruppe signi-
fikant, was nahelegt, dass sowohl Metoprolol als auch Ivabradin einen, wenn auch
begrenzten, protektiven Effekt ausldsten. Dies weist darauf hin, dass es durch die
Medikamente zu kleinen Veranderungen in der Volumen- und Druckbelastung
gekommen sein muss. Weiterhin deutet es darauf hin, dass die Expression der Myo-
sinlsoformen und die BNP-Anstiege in einem gewissen Umfang miteinander
korrelieren. Diese Beobachtung steht im Widerspruch mit einer Untersuchung an
herzinsuffizienten Patienten mit R-Blocker-Therapie, in welcher sich kein Zusammen-
hang zwischen der BNP-Konzentration und der Myosingenexpression zeigen liel3
[Yasumura Y et al., 2003]. Auch eine Untersuchung an Ratten zeigte, dass Verande-
rungen in der Myosinexpression unabhangig von der BNP-Konzentration auftreten

konnen [Yokota N et al., 1995].

5.4  InfarktgroRRe

Die InfarktgroRe in den beiden therapierten Gruppen war signifikant kleiner
als in der Placebogruppe. Es fallt auf, dass die Ventrikelfunktion bei derart grof3en

Infarkten auch nach vier Wochen noch Uberraschend gut erhalten war. Beide
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Medikamente fuhrten also zu einer Reduktion der InfarkigroRe. Dieses musste sich
eigentlich in der Funktion bemerkbar machen. Anderungen bei den
hamodynamischen Parametern blieben allerdings aus. Obwohl es sich bei unseren

Infarkten um grofRe Infarkte handelt sind die Tiere nicht insuffizinet geworden.

55 Mortalitat

Es besteht ein Zusammenhang zwischen Herzfrequenz und Mortalitat. Eine
erhdohte Herzfrequenz ist ein Marker furein erhdhtes Risiko fur die allgemeine
Mortalitat [Singh BN, 2001].

In unserer Studie lag die Mortalitdt nach Koronarligatur und
Medikamentengabe in der Placebogruppe bei 55 %. Eine vergleichbare
Mortalitatsrate ergab sich in einer anderen Studie an New Zealand White Kaninchen,
in welcher die Mortalitdtsrate nach Ligatur einer Koronararterie bei 60 % lag
[Edwards R et al., 2002]. Die Mortalitat in der Metoprolol- und in der lvabradingruppe
lag mit 18 bzw. 27 % deutlich niedriger.

Dass R-Blocker einen positiven Einfluss auf die Mortalitat haben, ist aus der
Literatur  hinreichend bekannt. Dies scheint sowohl bei ischamischen
Herzerkrankungen [Gundersen T et al., 1989; Hjalmarson A et al., 1990; Hjalmarson
A, 1998;], als auch bei chronischer Herzinsuffizienz [Lechat P et al., 2001] auf die
Herzfrequenzreduktion zurtuckzufuhren zu sein. Hjalmarson et al. zeigten eine
signifikante Reduktion der Sterblichkeit nach Metoprololgabe [Hjalmarson A et al.,
1981]. Trotz unserer niedrigen Dosierung (= 0,25 mg/kg/d) der Medikamente,
erzielten wir eine Reduktion der Mortalitat. Daten hinsichtlich der Mortalitat bei

Kaninchen nach Ivabradingabe liel3en sich in der Literatur nicht finden.
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56 Kritik der Methode

Insuffizienz und InfarktgréBe. Ein zentraler Kritikpunkt dieser Studie ist, dass wir
keine herzinsuffizienten Tiere haben. Die Definition der Herzinsuffizienz nach WHO
lautet: Unfahigkeit des Herzens, Blut oder Sauerstoff in einem Malde zu transpor-
tieren, welches den Bedurfnissen des Organismus gerecht wird. Auffallend war, dass
sich die Funktion der Herzen nach vier Wochen zwischen den einzelnen Gruppen
nicht unterschied. Daraus schlieRen wir, dass das Setzen der Myokardischamie bei
den Tieren zu keiner Herzinsuffizienz gefuhrt hat. Zumindest lag zu dem Zeitpunkt
nach vier Wochen keine Insuffizienz vor. Wir gehen davon aus, dass sich die Herzen
zu diesem Zeitpunkt in einer Phase des Remodellings befanden, in der der Verlust
des infarzierten Gewebes noch kompensiert werden konnte. Hatte man langer
gewartet waren die Kaninchen wahrscheinlich herzinsuffizient geworden. Die Infarkt-
grolle kann nicht die Ursache sein, da bei unseren Tieren grol3e Infarkte vorlagen
(Placebo 54 +6 %, Metoprolol 39 +8 %, Ivabradin 30 +4 %). Hatten wir noch
groliere Infarkte gesetzt waren unsere Kaninchen wahrscheinlich verstorben. Das ist
ein bekanntes Phanomen bei dieser Spezies. Bei Ratten werden in Studien oft grol3e
Infarkte gesetzt (>40 %), ohne dass die Tiere sofort versterben. Kaninchen hingegen
wurden solche grofen Infarkte gar nicht erst Uberleben. Ursache hierfur konnte eine
unterschiedliche Anatomie der Koronarien oder eine andere Kollateralversorgung in
der postischamischen Phase sein [Mahaffey KW et al., 1995]. In unserer Studie
bestatigte sich diese Beobachtung. Kaninchen mit noch groReren Infarkten ver-
starben meist in der postischamischen Phase.

Der Myosinshift in Richtung auf V3 scheint aber nicht vom Vorhandensein
einer Herzinsuffizienz, wie sie nach grol3en Infarkten zu beobachten ist, abhangig zu
sein. Er findet sich auch bei unkomplizierten Infarkten ohne hamodynamische Kon-

sequenzen. Allerdings ist dann der Shift nicht so stark ausgepragt [Zhang ML et al.,
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2003]. Dies wurde unsere Ergebnisse erklaren: Wir beobachteten zwar einen deut-
lichen Shift, der allerdings nicht so stark ausgepragt war, wie in anderen Unter-
suchungen, in denen der V3 Gehalt meist Uber 90 % lag [Eble DM et al., 1997, Lowes

BD et al., 1997].

Endogene Faktoren. In der Entstehung des Myosinshifts spielen nicht nur mecha-
nische sondern auch endogene Faktoren wie Hormone eine Rolle. In dieser Unter-
suchung wurde nur BNP gemessen. Andere Hormone wie Schilddrisenhormone, die
den groften Einfluss auf die Myosin-Isoformen haben, ANP, Noradrenalin, Gluko-
kortikoide und Insulin wurden nicht bestimmt. Vielleicht hatte sich hier ein
Zusammenhang zwischen der Medikamentengabe und den Hormonspiegeln gezeigt,

was wiederum unsere Shiftveranderung erklaren kénnte.

Myosin-Isoenzyme. Die Anzahl der Versuchstiere lag bei den
Myosinuntersuchungen bei n=3 oder n=4 pro Gruppe. Diese Anzahl ist zu klein, um
eine statistische Signifikanz zu erzielen. Daher kénnen wir bei unseren Ergebnissen
nur von Tendenzen sprechen, auch wenn die Unterschiede zwischen den Gruppen
deutlich waren.

Bei der hier verwendeten Methode werden die relativen Anteile der Iso-
formen und nicht die absoluten Proteinmengen bestimmt. So ist eine Aussage
daruber nicht moglich, ob es zu einer erhohten oder erniedrigten Proteinsynthese
gekommen ist.

Weiterhin wurde diese Methode nicht direkt mit der SDS-Methode (dena-
turierte Bedingungen) verglichen, die als Goldstandard gilt. Allerdings stimmen
unserer Ergebnisse mit der Methode unter nativen Bedingungen mit vergleichbaren
Studien Uberein [Reiser PJ und Kline WO, 1998; Mahaffey KW et al., 1995; Litten et

al., 1985].
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Dosierung. Ein zentraler Kritikpunkt dieser Studie ist die Dosierung von Metoprolol
und Ivabradin. Die relative niedrige Metoprolol-Dosis wurde gewahlt, um die ventri-
kulare Funktion nach Ligatur nicht zu verschlechtern. Durch dieses Vorgehen wurde
die Herzfrequenz nur moderat gesenkt. lvabradin entwickelte zwar bei der Operation
direkt nach Gabe einen bradykarden Effekt, doch war im weiteren Verlauf der Studie
und vor allem bei den Messungen nach vier Wochen die HF gegenuber den anderen
Gruppen nicht reduziert. Vielleicht lag das an der oralen Gabe des Medikaments. Es
konnte sein, dass die Resorption nicht ausreichend war und somit ein zu niedriger
Ivabradin-Plasmaspiegel vorlag. Sporadische Messungen der Herzfrequenz wahrend

der vier Wochen wurden nicht durchgefihrt.
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6 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

In der hier verwendeten Dosierung von 0,25 mg/kg flhrte der R-Blocker
Metoprolol zu keiner signifikanten Herzfrequenzsenkung oder zu anderen hamo-
dynamischen Auswirkungen. Ivabradin hingegen senkte wahrend der Operation die
HF um 16 %. Nach vierwdchiger Behandlung konnte fur beide Substanzen keine HF-
Reduktion oder Veranderung der anderen hamodynamischen Parameter beobachtet
werden. Positive Effekte der beiden Substanzen zeigten sich aber in der Infarktgréfie
und der Mortalitat. Beide Medikamente konnten die InfarktgroRe und die Mortalitat
senken.

Bei den Myosin-Isoformen zeigte sich, dass die Behandlung mit Metoprolol
und Ivabradin den Trend zeigte, den Myosinshift zu limitieren. Da keine mecha-
nischen Veranderungen zu beobachten waren, mussen andere Faktoren den
Myosinshift geghemmt haben. Der Norepinephringehalt, die Infarktgréf3e, direkte Wir-
kungen auf Myozyten oder eine Neovaskularisation durch lvabradin bieten mogliche
Erklarungen flr unsrere Beobachtungen. Die veranderte Myosinexpression korre-
lierte mit der BNP-Konzentration. Daraus schlieRen wir, dass die Expression der
Myosin-Isoenzyme multifaktoriell geregelt ist. Neben mechanischen Faktoren spielen
endogen Prozesse eine Rolle. Im direkten Vergleich der beiden Substanzen zeigten
sich keine Vorteile von lvabradin gegenuber Metoprolol. Beide Substanzen zeigten
keine Besserung der kardialen Funktion aber flhrten zu einer Limitierung des
Myosinshifts. Ivabradin und Metoprolol scheinen den Prozess des Remodellings auf

dem Niveau der Myosin-Isoenzyme zu hemmen.
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Myosin-lsoenzyme in postischmamischen Herzen

Doktorandin: Agnes Monika Schepan

In der hier verwendeten Dosierung von 0,25 mg/kg fuhrte der R-Blocker Metoprolol
zu keiner signifikanten Herzfrequenzsenkung oder zu anderen hamodynamischen
Auswirkungen. lvabradin hingegen senkte wahrend der Operation die HF um 16 %.
Nach vierwdchiger Behandlung konnte fir beide Substanzen keine HF-Reduktion
oder Veranderung der anderen hamodynamischen Parameter beobachtet werden.
Beide Medikamente konnten die Infarktgré3e und die Mortalitéat senken.

Bei den Myosin-Isoformen zeigte sich, dass die Behandlung mit Metoprolol und
Ivabradin den Trend zeigte, den Myosinshift zu limitieren. Da keine mechanischen
Veranderungen zu beobachten waren, missen andere Faktoren den Myosinshift
gehemmt haben. Der Norepinephringehalt, die Infarktgrofle, direkte Wirkungen auf
Myozyten oder eine Neovaskularisation durch Ivabradin bieten mégliche Erklarungen
fur unsrere Beobachtungen. Die verdnderte Myosinexpression korrelierte mit der
BNP-Konzentration. Daraus schlieBen wir, dass die Expression der Myosin-
Isoenzyme multifaktoriell geregelt ist. Neben mechanischen Faktoren spielen
endogen Prozesse eine Rolle. Im direkten Vergleich der beiden Substanzen zeigten
sich keine Vorteile von lvabradin gegeniiber Metoprolol. Beide Substanzen zeigten
keine Besserung der kardialen Funktion aber fuhrten zu einer Limitierung des
Myosinshifts. Ivabradin und Metoprolol scheinen den Prozess des Remodellings auf

dem Niveau der Myosin-Isoenzyme zu hemmen.

Dusseldorf, den 18.September 2006 Prof. Dr. rer.nat. J.D. Schipke
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