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4 EINLEITUNG

4.1 Herzinsuffizienz als eine Folge von koronarer Herzerkrankung und Myokardinfarkt

beim Menschen

Nach wie vor stehen Herz-Kreidauf Erkrankungen in den westlichen Industrieléndern als
Todesursachen an erster Stelle (87). Einen nicht unerheblichen Anteil daran stellen Patienten
mit der Diagnose Herzinsuffizienz. Unter Herzinsuffizienz verstent man laut Pschyrembel (76)
eine ,..unzureichende Funktion des Herzens. Das Herz ist nicht imstande, eine den
Anforderungen entsprechende Forderleistung zu erbringen.” Anders ausgedriickt handelt es
sich um ein klinisches Bild, bei dem das ventse Blutangebot nicht ausreichend bis in die
Peripherie gepumpt werden kann (18). Die haufigste Ursache fir die Herzinsuffizienz ist
heutzutage die koronare Herzerkrankung und hier insbesondere der Myokardinfarkt (25). An
zweiter Stelle folgt die dilatative Kardiomyopathie (41). Erst danach kommen Hypertonie,
Vitien und Myokarditis als Primarkrankheit in Betracht (71). Seltener flihren auch verschiedene
extrakardiale Ursachen zur Herzinsuffizienz. Ein verminderter O,-Transport bei Andmie ist
z.B. ds Grund bekannt. Die Koronarinsuffizienz kann vor allem durch Minderperfusion des
Myokards zur Kontraktionsschwéche fihren, wéhrend der Herzinfarkt direkt vitales Gewebe
unwiederbringlich zerstort. Das Uberlebende Myokard muf3 das verlorene Gewebe funktionell
ersetzen. Gerade bel grofderen Infarkten geschieht dies unzureichend, so dal3 die Entwicklung
einer Herzschwéche beginstigt wird. Meist geht der Entwicklung einer Herzinsuffizienz,
aufgrund einer koronaren Herzerkrankung, eine Latenzzeit von mehreren Monaten bis Jahren
voraus.

Die Herzinsuffizienz tritt vor alem im hoheren Lebensalter auf. Die Inzidenz betragt
3/1000/Jahr bei 35-64j8hrigen und 10/1000/Jahr in der Altersgruppe von 65-94 Jahren. Die
Mortalitéat steigt bei 75jahrigen fast um den Faktor 200 gegentber der Altersgruppe zwischen
35 und 44 Jahren (31). Die Mortditétsrate ist zwischen 1970 und 1983 anndhernd konstant
geblieben und betragt bei Mannern 8/10° und bei Frauen 5/10° pro Jahr, wie Untersuchungen in
den USA ergaben (31). Fur die Bundesrepublik sind gleiche Zahlen anzunehmen (71). Mehr as
50% der Patienten versterben in den ersten funf Jahren nach Diagnosestellung (25); (44). Nach
der New York Heart Association (NYHA) wird die Herzinsuffizienz in vier Schweregrade
eingeteilt (NYHA 1-1V). Patienten, die zur Klasse | und Il gezéhlt werden, klagen tber nur

geringe Belastungsintoleranz. Diese nimmt bis zum Stadium 1V zu, wobei hier Beschwerden



4. EINLEITUNG 5

schon in Ruhe auftreten. Die Prognose fur Erkrankte mit NYHA 11l bzw. 1V ist durch das
Auftreten einer Vielzahl von Komplikationen (Rhythmusstérungen, Lungentdem, kardiogener
Schock, Thrombosen) schlecht. Welche pathophysiologischen Mechanismen fur die
Entwicklung einer Herzinsuffizienz verantwortlich sind, werden im nun folgenden Kapitel
dargestellt.

4.2 Pathophysiologie der Herzarbeit

Die Pumpleistung des Herzens ist im wesentlichen von drel Faktoren abhangig:

1. Inotropie: Darunter wird die Kraft und Geschwindigkeit der Muskelfaserverkiirzung des

Herzens verstanden. Ein geeigneter klinisch mef3arer Parameter zur Bestimmung der
Kontraktilitét ist die maximae Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dP/dty.). Die maximale
Druckabfallgeschwindigkeit (-dP/dty,) charakterisiert die Lusitropie des Myokards. Eine
addquate und vollstdndige Relaxation des Herzens ist nétig, um eine ausreichende
diastolische Fillung der Herzkammern und eine effiziente Koronardurchblutung zu
ermaglichen.
Die Kontraktionskraft kann durch den Frank-Starling-Mechanismus gesteigert werden,
indem die Kammer durch zunehmende Vorlast (Preload), aso en gesteigertes
enddiastolisches Ventrikelvolumen vorgedehnt wird. Dadurch nimmt das Schlagvolumen zu.
Sowohl inotroper Zustand as auch Frank-Starling-Mechanismus sind die entscheidenden
Determinanten fir die Grof3e des Schlagvolumens (SV).

2. Die Grofle des SV hangt auferdem von der sogenannten Nachlast (Afterload) ab. Sie
représentiert die maximale systolische Wandspannung des Ventrikels und ist vom
Auswurfwiderstand abhéngig. Die Nachlast wird im wesentlichen vom arteriellen Blutdruck
bestimmt. Der Systemdruck wiederum wird u.a. vom peripheren Widerstand beeinluf.

3. Das Herzzeitvolumen ist das Produkt aus SV und Herzfrequenz (HF). Deshab kann der
chronotrope Zustand des Myokards ganz entscheidend zur Pumpleistung des Herzens
beitragen.

Bel der Herzinsuffizienz vermindert sich die Zahl der funktionsféhigen Herzmuskelzellen (7).

Die Kontraktilitét der verbliebenen Kardiomyozyten sinkt und dadurch fallt das maximal

erreichbare Herzminutenvolumen ab. Ein eforderliches SV 18 sich nur noch mit einer

Erhohung des linksventrikuléren enddiastolischen Drucks (LVEDP) erreichen. Aufgrund der

hohen Plastizitdt des Myokards entwickelt sich zuerst eine kompensatorische myokardiae



4. EINLEITUNG 6

Hypertrophie, welche die zuvor erhthte Wandspannung wieder in den Normbereich
zurtckfihren kann (10). Auf molekularer Ebene kommt es dabel zu einer Aktivierung von
verschiedenen Genen und einem verénderten molekularen Phéanotyp der hypertrophen
Kardiomyozyten (14).

Ein anderer Kompensationsmechanismus wird tber eine verstérkte 3-adrenerge Stimulation
erreicht. Die Folge sind eine Zunahme von Inotropie, Chronotropie und Lusitropie (51). Neben
der direkten Kurzzeitwirkung der Katecholamine bei gesteigertem sympathischen Tonus, sind
diese Substanzen wichtige Mediatoren des hypertrophen Wachstums (86). Bei anhaltender
Sympathikusaktivierung tber die physiologische Ebene hinaus, erfolgt eine Desensibilisierung
(Downregulation) von [-Rezeptoren am Herzen (24). Gleichzeitig steigert die
Katecholaminausschiittung den Arteriolentonus, in dessen Folge eine Erhdhung der Nachlast
auftritt. Reichen die Mdglichkeiten des Organismus nicht aus, eine suffiziente Anpassung zu

erreichen, kommt es zum Herzversagen.

4.3 Tiermodell zur Untersuchung chronischer Veranderungen nach Myokardinfarkt

Tiermodelle sind zur Untersuchung von physiologischen und pathologischen Veranderungen
geeignet, die im Rahmen verschiedenster Erkrankungen auftreten konnen. In der Regel
verbieten ethisch-moralische Grinde solche Studien am Menschen durchzufiihren. Dartiber
hinaus bietet das Tiermodell durch eine ausgepragte Homogenitdt ene bessere
Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Die Laborratte ist das kreidaufphysiologisch am besten
charakteriserte Versuchstier. Sie wurde bereits mehrfach as geeignetes Modell fir die
Entwicklung einer Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt (M)
untersucht (72); (16); (53); (104); (4); (5); (80). Durch Unterbindung der linken
Herzkranzarterie entsteht ein akuter MI. In der Regel kommt es zur Induktion transmuraler
Infarkte. Die Letalitdt bel diesen Versuchen betrdgt je nach Verfahren bis zu 50%. Das
infarzierte linksventrikulé&re Gewebe wird innerhab weniger Wochen (Uber eine
Koagulationsnekrose in  Narbengewebe umgewandelt. Um aber en bestimmtes
Herzminutenvolumen aufrechtzuerhalten, mu3 sich das Uberlebende Restgewebe an den
funktionellen Wegfall der vernarbten Region anpassen. Das betrifft nicht nur die
Herzmuskel zellen, sondern in gleicher Weise das Nicht-Myozytenkompartiment. Dazu gehdren
Blut- und Lymphgefél3e, die amorphe Interzellularsubstanz, Fibroblasten, Makrophagen,

Leukozyten, Kollagen und andere extrazelluléare Matrixproteine (11). Dieser Prozef3 wird als
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»Remodeling” (Umbau) bezeichnet. Die Aktivierung verschiedenster Wachstumsfaktoren
endokriner, parakriner oder neurohormonaler Art erzeugt eine veranderte Genexpression und
Proteinsynthese. Dadurch entwickelt sich eine zellulére Hypertrophie der Kardiomyozyten und
Proliferation anderer Zellen. Wesentlich beteiligt sind das Renin-Angiotensin-System (99),
Katecholamine und ene Viezahl anderer Wachstumsfaktoren. Dazu gehdren das
Wachstumshormon (GH) und der IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1), deren hypertrophe
Wirkungen in vitro nachgewiesen werden konnten (21). Eine Vielzahl von anderen vermuteten
Stimuli und die zugrunde liegenden Wirkmechanismen sind bei weitem noch nicht aufgekléart.
Interessant ist, dal3 sich wahrend des ,,Remodeling” der Gehalt sowohl an kollagenen, als auch
an nicht-kollagenen Proteinen im Uberlebenden Myokard signifikant erhoht (72). Bei der Ratte
kommt es zu einer typischen Verschiebung des Isomyosinmusters von V; mit hoher ATPase-
Aktivitdt nach V3 mit niedriger ATPase-Aktivitét. Ursache ist eine verstérkte Expression des
schweren Myosinketten (MHC)-3-Gens, wéhrend die Expression des a-MCH-Gens vermindert
ist (61). Fur das menschliche Herzen ist diese Verschiebung irrelevant, da ausschliefdich (3
MHC exprimiert wird (82). Proteine des Energiestoffwechsels und der kardialen Cat'-
Regulation sind ebenfalls betroffen (siehe Kap. 4.5).

Bel ausgedehnten Infarkten kann sich das Volumen der Uberlebenden Myozyten nahezu
verdoppeln (104). Ein wesentlicher Einflul3faktor fur die Entwicklung einer Hypertrophie des
Herzens ist die Grof3e des infarzierten Gewebes (29) und damit der Verlust funktionellen
Myokards. Untersuchungen haben ergeben, dal? es bei Infarktarealen um 20% zu sehr gering
ausgepragter Hypertrophie kommt (80). Mit zunehmender Infarktgrof3e nimmt das Ausmal3
der Hypertrophie zu. Ein Mal3 hierfir ist das absolute und relative links- und rechtsventrikul&re
Herzgewicht (relatives Herzgewicht ist gleich dem Quotienten aus Herzgewicht und
Koérpergewicht). Anversa und Mitarbeiter zeigten, dal3 es sich bel der Hypertrophie nach Ml
um die Kombination aus konzentrischem und exzentrischem Wachstum des Herzens handelt
(6). Die Hypertrophie erfald nicht nur das tiberlebende Gewebe des linken Ventrikel, sondern
in gleicher Weise auch die rechte Herzkammer (94), was daflr spricht, dal3 neben
mechanischen Einflissen auch die Stimulation durch zirkulierende Wachstumsfaktoren eine
entscheidende Rolle spielt. Infolge der rechtsventrikularen Hypertrophie erzeugt die
Muskulatur einen hoheren Druck in der rechten Herzkammer. Es kann zur Ausbildung einer
pulmonalen Hypertonie kommen (74).

Bel ausgedehnten Infarkten des Gewebes kann eine inadaquate Hypertrophie des Myokards
entstehen, gefolgt von einem Anstieg der diastolischen Wandspannung. Bei der nachfolgenden
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progressiven linksventrikuléren Dilatation (68); (75) ist der Ventrikel nicht langer in der Lage,
das ihm angebotene Blut in ausreichendem Malie auszuwerfen. Riickstau in das vendse System
und unzureichende Versorgung der Peripherie schlief?en sich an. Es entwickelt sich das
klinische Bild einer Herzinsuffizienz. Interventionen zur Induktion eines adaquaten
»Remodeling® nach Myokardinfarkt sollten deshalb ein geeigneter Ansaiz sein, um der
Entwicklung einer Herzinsuffizienz entgegenzuwirken. Dies ist u.a. Uber enen Eingriff in
Stoffwechselvorgange maoglich. Eine interessante neue Intervention sind pharmakologische
Eingriffe in die Substratoxidation von Fettsduren (FS) und Glukose, die Uber hypothetische
»metabolische Signale® das ,,Remodeling”® des Herzmuskels glinstig zu beeinflussen scheinen
(siehe Kap. 4.7). Das in vorliegender Studie zum Einsatz gekommene Etomoxir (siehe Kap.
4.8) hemmt die Carnitin-Pamitoyltransferase-1 (CPT-1). Dieses Enzym ist an der
Mitochondrienmembran lokalisiert und katalysiert die Aufnahme langkettiger Fettsduren in die

Mitochondrien, wo sie zur Energiegewinnung herangezogen werden.

4.4 Ca*-Homoostase und Funktion des sarkoplasmatischen Retikulums (SR)

Der Herzmuskel besteht aus einem Verbund einer Vielzahl von einzelnen Myozyten, die ein
funktionelles Synzytium bilden. Im normaen Herzzyklus werden im Sinusknoten
Aktionspotentiale (AP) generiert und auf ale Muskelzellen Ubergeleitet. Als Folge der
Erregung kommt es unter anderem zu einer Offnung von spannungsabhéngigen L-Typ Ca’*-
Kanden im Sarkolemm, was den Einstrom dieses lons in das Zytoplasma der Zelle ermdglicht
(Abb. 1). Daneben existieren in viel geringerer Anzahl sog. T-Typ Kandle, die sich
elektrophysiologisch und pharmakologisch von den L-Typ Kanden unterscheiden (35). Der
Uberwiegende Teil des einstromenden Ca* gelangt Uber den L-Typ Kana in die Zelle. Hier
triggern die Ca*-lonen die Ca™-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR),
einer Zellorganelle von zentraler Bedeutung fiir die Ca™*-Homdostase in der Herzmuskelzelle
(26). Strukturell besteht das SR aus drei unterschiedlichen Komponenten: (1) dem
longitudinalen Anteil, der von einem Tubulus-Netzwerk gebildet wird und die Myofibrillen
umgibt; (2) dem transversalen SR, aufgebaut aus Zisternen, die an die T-Tubuli gekoppelt sind
und sogenannte Diaden bzw. Triaden bilden; (3) einem speziellen nicht-junktionalen SR, das
die Verlangerung des longitudinalen SR ohne Verbindung zum Sarkolemm oder den T-Tubuli
darstellt (42).
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Abb. 1: Schema der Ca**-Bewegungen in einer Herzmuskelzelle
PKA, cAMP-abhéngige Proteinkinase; Ca’/CAM-PK, Ca’*-Camodulin abhangige
Proteinkinase; SR, sarkoplasmatisches Retikulum; SERCA?2a,
sarko(endo)plasmatische Retikulum Ca?*-ATPase Isoform 2a; PLB, Phospholamban;
P, Phosphorylierung; NCX, sarkolemmaer Na'/Ca*-Austauscher; PMCA,
Plasmamembran Ca’*-ATPase

Durch die Ca®*-getriggerte Ca’*-Freisetzung aus dem SR steigt die Ca™*-Konzentration in
kirzester Zeit um ca. zwei Zehnerpotenzen an. Ca™*-lonen &ndern die Konformation des
Troponinmolekils, wodurch Bindungsplétze fir Myosin am Aktin frelwerden und sich die
beiden kontraktilen Proteine miteinander vernetzen kénnen (Myofibrillen, Abb. 1). Dies fuhrt
letztendlich zur Verkirzung und Kraftentwicklung jeder einzelnen Herzmuskelzelle und im
Verband zur Kontraktion des Herzmuskels und zum Auswurf des Schlagvolumens. Um eine
adaquate diastolische Fillung der Ventrikel zu ermdglichen, mul3 das Kammermyokard
erschlaffen. Auf molekularer Ebene ist dafir die Inaktivierung der Aktin-Myosin Interaktion
erforderlich. Diese setzt ein, wenn der Ca™-Troponinkomplex infolge einer gesunkenen
intrazelluldren Ca’*- Konzentration [Ca™]; dissoziert. Fir eine schnelle [Ca™]i-Senkung ist
insbesondere die schnelle Riickbindung des zytosolischen Ca* in das Lumen des SR

verantwortlich. Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten von Kaninchen und Ratte haben
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gezeigt, dal’ 80-90 % des Ca™ auf diesem Wege aus dem Zytoplasma entfernt werden (8). Der
verbleibende Anteil wird zum einen von dem sarkolemmalen Na'/Ca™ -Austauscher (NCX)
zum anderen von der Plasmamembran Ca®*-ATPase (PMCA) aus der Zelle gepumpt. Fir die
langfristige Pufferung der [Ca®]; sind auRerdem Ca*-Bewegungen in die Mitochondrien von
Bedeutung (12).

Der Transport in das SR erfolgt unter Katalyse einer membranstdndigen Ca’*-abhéngigen
Mg**-ATPase (34); (22). Sie wird auch as sarko(endo)plasmatische Retikulum Ca**ATPase
(SERCA) bezeichnet. Unterschieden werden funf Isoformen, kodiert von drei verschiedenen
Genen. Das SERCA1- und SERCAZ2-Gen kodieren jeweils fur zwe aternativ gespleildte
Transkripte. Der Untertyp 2a ist derjenige, welcher im Herzen, sowie im undifferenzierten
weil3en und im roten Skelettmuskel exprimiert wird (3). Das Molekulargewicht dieses grof3en
Polypeptids betragt 110 kDa und reprasentiert tber 40 % des Total proteins im kardialen SR
(89). Durch ATP-Hydrolyse wird der Konformationszustand des Transporters verandert und
jeweils zwei Ca’*-lonen von der zytosolischen Seite mit hoher Affinitét zu der SR-luminaen
Seite mit niedriger Affinitat fur Ca* transportiert (Ubersichtsarbeit in (39)). SERCA2a ist vor
allem im SR-Netzwerk rund um die Myofibrillen lokalisiert, weniger dagegen im transversalen
Anteil. Nach Hydropathieanalyse besteht die Ca*-ATPase aus zehn transmembrandren Helices
und mehreren extramembrandaren Schleifen (59); (9) (Abb. 2). Ein ,Scharnier* (Hinge-
Region) ermdglicht die frele Beweglichkeit der extramembrandren Schleifen. An der
zytosolischen Seite sind Doménen fiir die Ca®*- und ATP-Bindung, furr Phosphorylierung und
Wechselwirkung mit dem Modulatorprotein Phospholamban (PLB) ausgebildet (59). Letzteres
ist in der longitudinaen SR-Membran lokalisiert und hat im unphosphorylierten Zustand einen
inhibitorischen Einflud auf die Ca™-ATPase (36). Erst durch Phosphorylierung von
Phospholamban wird die Ca®*-Affinitat der SERCA2a erhéht, und damit die Transportrate fiir
Ca™* in das SR gesteigert (90). Die Phosphorylierung erfolgt durch die cAMP-abhéngige
Proteinkinase A (PKA), die funktionell am bedeutendsten ist. Das Protein kann auch Uber die
Ca*/Camodulin-abhéngige Proteinkinase (CalCAM-PK) (Abb. 1) und in geringem Male
durch Proteinkinase C, sowie einer cGMP-abhangigen Proteinkinase phosphoryliert werden
(77); (48); (88); (45). Die Phosphorylierung des 52 Aminosauren-Proteins erfolgt an zwei
Aminosaureresten. Serin-16 wird durch cAMP-abhangige Proteinkinase und Threonin an

Position 17 durch Ca”*/Camodulin-abhéngige Kinase phosphoryliert (85).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der vorgeschlagenen Sekundéarstruktur der SR Ca’*-
ATPase
Erlauterungen siehe Text. Modifiziert entnommen aus (59)

4.5 Funktion des sarkoplasmatischen Retikulums bei Herzhypertrophie und

Herzinsuffizienz

Durch eine kompensatorische Hypertrophie des Uberlebenden Myokards nach Infarkt kann
vorubergehend die Kontraktilitét und damit die Auswurfleistung des Herzens verbessert
werden. Letztlich fuhrt das ventrikulére ,,Remodeling* jedoch bei grofRem Gewebeverlust zu
einer vorwiegend exzentrischen Massenzunahme (Volumenbelastung), zur Dilatation der
Kammer und zum Linksherzversagen (51). Erschwerend kommt hinzu, dal3 insuffiziente
Herzen einem verstarkten Sympathikotonus ausgesetzt sind. Dies fuhrt zu erhdhter
Herzfrequenz und damit zu einer Abnahme sowohl der Systolen- a's auch Diastolendauer, was

sich negativ auf eine 6konomische Arbeit des Herzens auswirkt. Dartber hinaus steigt der O,-
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Verbrauch bei zunehmender Frequenz an, so dald die Minderversorgung von ischamisch
vorgeschadigten Arealen zusétzlich verschlechtert wird.

Verschiedene Veranderungen auf molekularer Ebene, wie Stérungen des kontraktilen
Apparats, Beeintrachtigungen der Mitochondrien und des Energiestoffwechsels, werden durch
Aktivierung von Wachstumsfaktoren ausgelost. Ein wichtiges Kennzeichen ist dabel eine
gestérte Ca’*-Homdostase der Myozyten. Sie ist in entscheidendem Male fiir diastolische und
systolische Funktionsstérungen in hypertrophierten und insuffizienten Herzen verantwortlich
(13); (63). Es lassen sich erhohte diastolische Ca™*-Spiegel bel  experimenteller
Uberlasthypertrophie und an insuffizienten Herzen nachweisen. Die rhythmischen Cat'-
Transienten, aso die intrazelluléren Ca’*-Konzentrationen im zeitlichen Verlauf betrachtet,
sind verlangert (33); (32); (73). Ein diastolisch erhhter Ca’*-Spiegel bedeutet, dai? sich das
Myokard nicht adaquat relaxieren kann, die Fullung der Ventrikel demnach verzogert abl&uft
und zusétzlich die Perfusion des Myokards erschwert ist. Verantwortlich fur die gesteigerte
Ca™*-Konzentration in der Diastole ist eine verminderte Riickbindung von Ca* in das SR; die
unzureichende Transportleistung der SERCA2a spielt dabei eine zentrale Rolle. Die Folge
davon ist ein verringerter Ca®*-Gehalt im SR. Da die Ca*-lonen aber fiir die Aktivierung des
kontraktilen Apparats unerl&dich sind, erklart sich, warum zusétzlich zu diastolischen auch
systolische Funktionsstorungen auftreten kdnnen. Wie Untersuchungen an druckiberlasteten
hypertrophierten Herzen zeigten, wird die SERCA2a gemessen an den Erfordernissen nicht
ausreichend exprimiert. Druckiberlast und anschlief3ende Hypertrophie wurde durch Aorten-
bzw. Pulmonalarterienligatur induziert. Es liegt also keine Schadigung des Transportmolekiils
vor, vidmehr ist die Konzentration von Ca'-ATPase-Molekilen an der SR-Membran
verringert. Der Mechanismus, der zu verminderter SERCA2a-Expression fuhrt, ist vermutlich
mit einer verminderten Aktivierung des Gens verbunden, welches fir die SERCA2a kodiert.
Dies |&¥ sich anhand verminderter mRNA-Spiegel postulieren (15); (65). Feldman und
Mitarbeiter nehmen an, da? der Abfall des Ca’*-ATPasen-mRNA-Spiegels ein Marker fiir den
Ubergang von kompensierter Hypertrophie zur Insuffizienz darstellt. Diese Vermutung stiitzt
sch auf Befunde, bel denen lediglich bei Tieren mit Zeichen einer Dekompensation der
MRNA-Spiegel verringert war (27). Neben der SERCAZ2aist im Modell der druckiberlasteten
Herzen auch Phospholamban (65) und die Ca®*-Freisetzungskandle am SR (66) vermindert.
Letztere Befunde im Zusammenhang mit verminderten SERCA2a-mRNA-Spiegeln gesehen,

lassen an einen relativen Verlust von SR-Membranen in hypertrophierten Herzen denken (54).
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Erste Befunde zu Verdnderungen der Ca®*-Transportfunktion des SR bei experimenteller
Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt kommen aus dem Labor von Naranjan S. Dhalla (2). Die
SR Ca*-Transportfunktion in rechts- und linksventrikularen Membranpréparationen von
Ratten vier, acht und sechzehn Wochen nach Infarkt war im linken Ventrikel zu allen
Zeitpunkten signifikant vermindert. Das SR der rechten Herzkammer zeigte dagegen eine
Steigerung der Ca**-Aufnahme bei den Tieren vier und acht Wochen nach Infarkt und einen
Abfal der Transportfunktion nach sechzehn Wochen auf Kontrollwerte. Diese Befunde lassen
vermuten, dal3 der linke Ventrike in einem insuffizienten Stadium, der rechte Ventrikel
zumindest zu diesem Zeitpunkt noch kompensiert ist. Gestiitzt wurden die Befunde von einer
anderen Untersuchung, in welcher paralel der linksventrikuldre SERCA2a-mRNA- und
Proteinspiegel quantifiziert wurden. Vermindertes Ca®*-ATPase-Protein korrelierte mit
abgesunkenen mRNA-Werten (102).

Im gleichen Tiermodell ist ein deutlicher Abfall der sarkolemmaen NCX-Aktivitét
nachgewiesen worden (20). Im gesunden Herzen ist dieser Kationen-Transporter entscheidend
fir den diastolischen Ca*-Auswértstransport. Offensichtlich gehért die verdnderte Expression
verschiedener Gene der kardiden Caf*-Regulation zum Phénotyp des hypertrophierten
Myokards nach tberlebtem Myokardinfarkt. Somit wird verstandlich, dal3 eine Verminderung
der NCX-AKktivitét an einer gestérten Ca?*-Homdostase und an systolischen und diastolischen
Funktionsstorungen beteiligt ist.

Vergleichbare Ergebnisse liefen sich auch beim menschlichen Herzen feststellen.
Einschrénkend mul3 allerdings gesagt werden, dal3 Befunde am Humanmyokard grof3eren
individuellen Schwankungen unterworfen sind. Die Patienten haben haufig koexistente Stimuli
fur die Entwicklung ener Herzhypertrophie, wie z.B. arteriellen Hypertonus oder
Klappendysfunktionen (80). AufRerdem gelangen fast nur Herzproben von terminal
insuffizienten Patienten (NYHA 1V) zur Untersuchung, die zusdtzlich mit verschiedensten
herzwirksamen Medikamenten therapiert worden sind. Im Vergleich von insuffizienten Herzen
bel ischdmischer Kardiomyopathie und nicht-insuffizienten Herzen ergab sich allgemein ein
erniedrigter Spiegel der SERCA2a-mRNA (83); (33); (92); (62). Dagegen waren die
Ergebnisse bei der Untersuchung der SERCA2a Proteinspiegel nicht eindeutig.

Zusammenfassend ist festzustellen, dal3 es durch die Induktion eines Myokardinfarktes im
Tiermodell zuerst zu einer kompensatorischen Hypertrophie des Uberlebenden Myokards

kommt, die mit verdnderter Expression und Funktion von Ca*-Transportproteinen einhergeht.
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Ein Abfal der SERCA2a Expression ist vermutlich Folge einer verminderten Aktivierung des
SERCA2a-Gens. Im Gegensatz dazu ist die Expression einer groRen Anzahl anderer Gene
unter dem Einflul? verschiedener Wachstumsfaktoren gesteigert. Qualitativ zeichnet sich diese
durch die Reexpression von fétalen Genprogrammen aus, quantitativ als Zunahme der linken
und rechten Ventrikelmasse (95). Warum unter diesen Bedingungen eine Aktivierung der
Expression des SERCA 2a-Gens ausbleibt, und welche mdglichen Faktoren daran beteiligt sind,
ist nach wie vor nicht geklart. Sicher ist aber, dal? es zu keiner Expression anderer SERCA-

| soformen kommt (65).

4.6 Substratoxidation im Herzmuskel

Der Herzmuskd kann sowohl freie Fettsduren als auch Kohlenhydrate (KH) zur
Energiegewinnung oxidieren. Von Fisher und Williamson wurde 1961 ein wichtiges generelles
Prinzip entdeckt: Bel adaguater Koronarperfuson mit ausreichender Sauerstoff- und
Substratversorgung konkurrieren die verschiedenen Substrate um O, (28). Randle und
Mitarbeiter konnten 1963 nachweisen, dald die FS-Oxidation durch Glukoseangebot im
Koronarperfusat zu Gunsten der Glukose-Oxidation vermindert wird (sog. Glukose-Fettséure-
Zyklus oder Randle-Zyklus) (78). Umgekehrt gelang es Taegtmeyer und Mitarbeitern 1980
nachzuweisen, dal3 die Glukoseoxidation im Myokard durch das Angebot freier Fettsduren
reduziert werden kann (91). Das gesunde Herz oxidiert vor alem FS, wahrend die Glykolyse
durch anfallendes ATP und Zitrat gehemmt wird. Im Falle einer milden Ischdmie des Myokards
resultiert eine Stimulierung der Glykolyse, die auf dem anaeroben Stoffwechselweg zur
Synthese von Laktat fuhrt (Pasteur-Effekt). Bel schweren Ischdmien dagegen wird die
Glykolyse durch einen stark angestiegenen Laktatspiegel und niedrigen pH-Wert gehemmt.
Dadurch wird die Kapazitdt des Gewebes zum Uberleben des ischamischen Insults limitiert
(70).

4.7 Fettsaureoxidation in der Herzmuskelzelle

Fettsiuren (es dominieren OI- und Palmitinsiure) sind der wesentliche Energidlieferant in der
Herzmuskelzelle. Sie werden in die Mitochondrien transportiert und nach der 3-Oxidation dem
Zitratzyklus zugefthrt. Jeder Zyklus der 3-Oxidation schlief mit der Verkirzung der
Fettsdure um zwei Kohlenstoffatome und der Bildung von NADH und FADH, ab. Im
Zitratzyklus entstehen dann pro Mol aktivierter Essigsdure 12 Mol ATP, 2 Mol CO,, 3 Mol
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NADH und 1 Mol FADH,. Die Abb. 3 zeigt die zentrale Rolle der Carnitin-
Palmitoyltransferase-1 (CPT-1) bei der mitochondralen Oxidation von langkettigen Fettsauren.
Es werden zwel Formen dieses Enzyms unterschieden: CPT-1 und CPT-2. CPT-1 ist an der
aulReren Mitochondrienmembran lokalisiert (64). Es katalysiert die Kopplung von langkettigem
Acyl-CoA an L-Carnitin (30). In der Folge wird langkettiges Acylcarnitin gebildet. Erst dieses
Produkt kann in die mitochondrale Matrix mit Hilfe der Carnitin-Acyltransokase transportiert
werden. Kurz- und mittelkettige Fettsaure gelangen dagegen passiv in die Mitochondrien. An
der Innenseite der inneren Mitochondrienmembran befindet sich die CPT-2 (in der Abb. 3
nicht dargestellt). Dieses Enzym ist fur die Umwandlung von Acylcarnitin in Acyl-CoA
verantwortlich, das im Zitratzyklus zur Energiegewinnung verstoffwechselt wird. Ein geringer
Anteil des Acetyl-CoA wird zu Acetylcarnitin konvertiert und gegen Carnitin durch die
Carnitin-Acetyltrandokase aus den Mitochondrien herausgeschleust. Aus Acetylcarnitin
entsteht zuerst Acetyl-CoA, katalysiert durch die Carnitin-Acetyltransferase und im néchsten
Schritt Maonyl-CoA mit Hilfe der Maonyl-CoA-Carboxylase (beide Enzyme sind in der Abb.
3 nicht dargestellt). Maonyl-CoA ist der physiologische Hemmstoff der CPT-1. Somit existiert
ein negativer Ruckkopplungsmechanismus zwischen anfallendem mitochondralem Acetyl-CoA
und der Aktivitdt der CPT-1. Durch Hemmung der CPT-1, sei es durch Malonyl-CoA oder
durch synthetische Hemmstoffe wie Etomoxir (siehe Kap. 4.8), wird verstérkt Glukose
utilisert (Abb. 3), (56). Der Mechanismus, der dafir verantwortlich zeichnet, ist noch nicht
ganzlich aufgeklart. Klar ist, dal3 der Pyruvatdehydrogenasekomplex (PDK) in die Regulation
eingebunden ist. Diese Enzym katalysiert die Umwandlung von Pyruvat als Abbauprodukt der
Glykolyse. In einer mehrstufigen, a's dehydrierende Decarboxylierung bezeichneten Reaktion,
wird Acetyl-CoA synthetisert. Dieses Produkt dient nun im Zitratzyklus zur

Energiegewinnung.
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Abb. 3: Schema der Wechselwirkung zwischen Fettsdure- und Glukoseoxidation im

Myokard

PDK, Pyruvatdehydrogenasekomplex. Modifiziert aus: (57)
Da im gesunden Herzen bevorzugt Fettsduren mobilisiert werden, ist eine Hemmung der
Kohlenhydrat-Utilisation auf der Ebene des Glukosetransports, der Phosphofruktokinase, der
Hexokinase, der Glykogenphosporylase und Pyruvatdehydrogenase, genauso wie eine
Stimulierung der Glykogensynthetase, anzunehmen (17). Durch Unterbindung der FS-
Oxidation durch CPT-1-Inhibition unterbleibt folglich diese Hemmung auf den KH-
Stoffwechsel. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Effekt an chronisch infarzierten
Rattenherzen untersucht, die sechs Wochen mit dem CPT-1-Hemmstoff Etomoxir behandelt
worden sind. Durch die dauerhafte Verschiebung der myokardialen Substratoxidation von
Fettsduren nach Glukose sollten Einflisse auf das Uberlebende Herzgewebe analysiert werden.
Im folgenden Kapitel wird der CPT-1-Inhibitor Etomoxir mit seiner Wirkung eingehend

beschrieben.
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4.8 Der Carnitin-Palmitoyl-Transferase-1-Hemmstoff Etomoxir

Etomoxir (Ethyl 2-[6-(4-chlorphenoxy)hexyl]oxiran-2-carboxylat) (Abb. 4) ist ein Hemmstoff

der mitochondralen Carnitin-Palmitoyl-Transferase-1.

O\i/CH2
Cl Q O (CH,),—C— COOC H,

Abb. 4: Strukturformel von Etomoxir
Andere spezifische Inhibitoren der CPT-1 sind in Tab. 1 dargestellt. Intrazellular wird
Etomoxir in seinen CoA-Ester umgewandelt und bindet kovalent an die CPT-1. Es ist 100-

1000 Mal stérker wirksam als der physiologische Inhibitor der CPT-1 Malonyl (23).

Tab. 1: Hemmstoffe der mitochondralen Carnitin-Palmitoyl-Transferase-1

Agens Kurzform Referenz
2-Tetradecylglyzidat TDGA (49)
Natrium-2[5-(4-Chlorphenyl)-pentyl] oxiran-2- POCA (101)
carboxylat

Emeriamin (43)
Natrium-4-Hydroxyphenylglyzin Oxfenizin (37)

Etomoxir ist urspringlich fur die Behandlung des Diabetes mellitus entwickelt worden, da
dieser Stoff, wie in Kap. 4.7 beschrieben, die Glukoseutilisation steigert und gleichzeitig die
Glukoneogenese hemmt (55); (23). Darlberhinaus ist Etomoxir fir eine gunstige
Beeinflussung der Substratoxidation bei ischamischen Erkrankungen des Herzens interessant
geworden. Schon langer ist bekannt, dal3 sich nach einem akuten Myokardinfarkt toxische
Substanzen des FS-Stoffwechsals im Herzen akkumulieren. Zwel dieser FS-Metaboliten sind
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unter anderem langkettiges Acyl-CoA und langkettiges Acylcarnitin (38). Im Plasma |&3 sich
ein Anstieg der freien Fettsduren feststellen (69), die fir die Grofe des Infarktareals und die
Mortalitdt verantwortlich gemacht werden (98); (67). Der endogene langkettige Fettacylester
Palmitoylcarnitin hemmt in hoherer Konzentration die sarkolemmale Na'-K* ATPase und die
SR Ca**-ATPasen-Aktivitét, wie in vitro Versuche von Adams und Mitarbeitern ergaben (1).
Es kann daraus geschlossen werden, dal3 erhéhte Spiegel an Palmitoylcarnitin, das auch zu den
nach M1 verstarkt anfallemden Produkten gehdrt, EinfluR auf die Ca**-Riickbindung in das SR
nimmt.

Es gibt mehrere Ansatzmdglichkeiten, die Storungen im  Lipidstoffwechsel  nach
Myokardischamie pharmakologisch zu beeinflussen. Zum einen kann dies durch eine
Erniedrigung freier Fettéduren im Plasma erfolgen. Eine andere Moglichkeit liegt in der
Reduktion der Nahrungsmittellipide oder auch in der Hemmung der endogenen Mobilisation
von Fetten. Desweiteren kann die intrazelluldre Konzentration von Fettsduren durch Inhibition
von sarkolemmalen FS-Transportern erniedrigt werden (17). Auch der PDK ist en

Angriffspunkt fur Interventionen an der myokardialen Substratoxidation.

Welchen Effekt kann Etomoxir am ischdmischen Herzen bewirken? In einer Studie wurde
gezeigt, dal3 Etomoxir die myokardiale Funktion, ausgedriickt als Produkt aus Herzfrequenz
und systolischem Spitzendruck, nach einer Ischamiephase am isolierten, mit Palmitinsdure und
Glukose perfundierten Rattenherzen signifikant verbesserte (55). In  drucklberlasteten,
hypertrophierten Herzen zeigten Rupp und Mitarbeiter unter Etomoxirbehandlung einen
signifikanten Abfall der freien Fettsauren im Plasma, eine Zunahme des relativen
Herzgewichtes (Quotient aus Herz- und Korpergewicht) und eine Steigerung der
kolorimetrisch gemessenen SR Ca’"-ATPase Aktivitdt (81). Dariber hinaus wurde
nachgewiesen, dal3 CPT-1-Inhibition bei Druckuberlast mit einem erhéhten mRNA-Spiegel der
kardiaden SR Ca®*-ATPase einhergeht (103). Folglich scheint Etomoxir das firr die SERCA2a
kodierende Gen zu stimulieren oder die SERCA2a-mRNA zu stabilisieren.

Eine weitere Eigenschaft von Etomoxir ist die Induktion einer myokardialen Hypertrophie.
Eine 5-wdchige Behandlung von Versuchratten mit hohen Dosen (12-15 mg/kg/d) dieser
Substanz induzierte ein moderates biventrikuléares Myokardwachstum, das ale Kennzeichen
einer physiologischen Hypertrophie aufwies (97). Dieses Kennzeichen ist mehreren CPT-1-
Hemmstoffen gemeinsam. Vorangegangene Studien bei Nagetieren ergaben eine deutliche
Zunahme der Herzmasse bei Behandlung mit CPT-1-Inhibitoren (52); (50); (37). Histologische
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Untersuchungen des nichtinfarzierten Gewebes zeigten einen Anstieg des Volumens der
Herzmuskelzellen ohne Anzeichen ener Fibrose. Extravaskulare Flissigkeit oder
Fetteinlagerung nahmen nur geringfiigig zu (53). Daher ist anzunehmen, dal3 die Hypertrophie
des Herzens unter Etomoxirbehandlung vor allem durch eine gesteigerte Proteinsynthese
bedingt ist. Auf molekularer Ebene ist in Etomoxir-behandelten Ratten eine
Isomyosinverschiebung von V3 nach V3 nachgewiesen worden. Qualitativ dhnliche Effekte
kénnen z.B. auch durch Schilddriisenhormone ausgelost werden (96). Die Arbeiten der
Gruppen um Rupp und Vetter haben aul3erdem gezeigt, dal3 die |somyosinverschiebung hin zu
V1 mit erhbhter ATPase-Aktivitat mit gesteigerter SR Ca®*-Transportaktivitét korrelierte (97).
Deshab wurden ein oder mehrere bisher nicht identifizierte metabolische Signale postuliert, die
bei einer pharmakologisch induzierten Umschaltung der kardialen Substratoxidation von FS
nach Glukose an der Expression zusétzlicher SR Ca*-ATPasen beteiligt sein kénnten.

Nach den vorausgegangenen Ausfihrungen 183 sich folgende Schluf¥folgerung treffen:

Unter einer Behandlung mit Etomoxir nach MI kann erwartet werden, dal3 die
kompensatorische Hypertrophie verstarkt wird und die Entwicklung einer eventuellen
Herzinsuffizienz verzogert eintritt. Gleichzeitig soll durch die Inhibition der CPT-1 verstérkt
Glukose oxidiert und so der toxische Einflufd der langkettigen Fettséuren, die nach Ml
verstérkt anfallen, minimiert werden. Weiter wird vermutet, dal3 durch die Behandlung mit
Etomoxir eine verstérkte Gen-Aktivierung der SERCAZ2a induziert wird, und es in der Folge

zU einer verbesserten Ca?*-Homoostase in der Zelle kommt.

4.9 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit sollte tierexperimentell untersucht werden, wie sich der Verschliul3
der linken Herzkranzarterie, aso die Induktion eines Myokardinfarkts auf das hypertrophe
Myokardwachstum auswirkte. Es ist bekannt, dal3 es nach einem M| Uber das Stadium einer
kompensierten Hypertrophie zu einer zunehmenden Dysfunktion des Ventrikels und
Ausbildung einer Herzinsuffizienz kommen kann (68); (75); (6)). Da es bei Herzinfarkt zu
drastischen Verénderungen der Substratoxidation kommt, wurde in erster Linie untersucht,
welchen Einfluld eine pharmakologische Modulation der Glukose- und mitochondralen FS-
Oxidation auf das ,,Remodeling” hat. Vorliegende Arbeit ist Teil einer Studie, die zwischen
April und August 1996 am Universitatsklinikum Charité durchgefiihrt wurde. Dabei erfolgte
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die Untersuchung von Langzeitwirkungen von Angiotensin-Conversions-Enzym (ACE)-
Hemmung, (3-Blockade und Inhibition der CPT-1 auf das Uberlebende Myokard nach MI.
Vorliegende Arbeit enthdt drel Versuchsgruppen. Zum einen handelt es sich um en
unbehandeltes Kollektiv mit Myokardinfarkt (M1-Gruppe), zum anderen um eine Gruppe von
Ratten, die nach Infarkt mit Etomoxir (Etomoxir-Gruppe) behandelt wurden. Eine dritte,
scheinoperierte Kontrollgruppe (SO-Gruppe) diente as Vergleich. Im einzelnen sollen in der

Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

1) Wird die myokardiale Hypertrophie nach Infarkt durch chronische Hemmung der CPT-1

verandert?

2) Verandert die Etomoxir-Behandlung die kontraktile Funktion des Myokards nach M1?

3) Kann durch chronische Verschiebung der kardialen Substratoxidation von FS nach Glukose

die Ca®*-Transportfunktion infarzierter Herzen verbessert werden?
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5 UNTERSUCHUNGSGUT UND METHODIK

5.1 Verwendete Chemikalien

Tab. 2 enthalt eine Ubersicht der in dieser Studie verwendeten Chemikalien und Wirkstoffe.
Wenn nicht ausdriicklich vermerkt, stammten ale im Text erwadhnten Detergenzien von der
Firmen Serva, Heidelberg und entsprachen dem hdchsten Reinheitsgrad (p.A. Qualitét).

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Wirkstoffe

Agens Firma

Acrylamid BioRad, Richmond, CA, USA
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Anti-Kaninchen 1gG-Meerrettich Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Peroxidasekonjugat

*CaCl, Amersham, Little Chalfout, GB
EDTA Merck, Darmstadt

Enhanced Chemoluminescence Analysis Amersham, Little Chalfout, GB

Kit (ECL)

Etomoxir RBI, Natick, MA, USA

EGTA Merck, Darmstadt

Folin-Ciocalteus-Phenol reagenz Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Gentamicin Merck, Darmstadt

Kaninchen anti-SERCA 2a anti-Serum Geschenk von W. Dillmann, St. Diego, CA, USA
Ketaminhydrochlorid Parke-Davis, Berlin

Kreatinphosphat Boehringer-Mannheim

katalytische Untereinheit der PKA Préparation der Arbeitsgruppe
PKI-(6-22)amide GibcoBRL, Grand Island, New Y ork, USA
Ponceaurot-K onzentrat Sigma, Deisenhofen

Szintillatorl6sung Rotiszint Carl Roth, Karlsruhe

TrisATP Sigma, Deisenhofen

Xylazinhydrochlorid Bayer, Leverkusen
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5.2 Durchfuhrung des experimentellen Infarktes

Die Durchfihrung der Operation zur Herzinfarktinduktion —einschliefdich  der
Hamodynamikmessung erfolgte im Labor der Inneren Medizin an der Charité. Die
Tierversuche wurden von der Senatsverwaltung fir Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt.
Die Operationsmethode zur Unterbindung der linken Herzkranzarterie wurde im wesentlichen
nach Selye und Mitarbeitern (84) sowie Johns und Olson (40) durchgefiihrt. Versuchstiere
waren zehn bis flinfzehn Wochen alte mannliche HAN-Wistar-Ratten mit einem Kérpergewicht
zwischen 250 g und 350 g. Die Narkose wurde durch eine Mischinjektion aus
Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg KG) und Xylazinhydrochlorid (7.5 mgkg KG) in das
Peritoneum eingeleitet. AnschliefRend erfolgte die Fixation und Intubation der Ratte. Nach
Rasur der Brust, des Oberbauches und der unteren Halsregion folgte eine Hautdesinfektion.
Der Zugang zum Thorax wurde Uber einen kleinen Hautschnitt paramedia gewahlt. Nach
Durchtrennung des grof3en Brustmuskels erfolgte die Anbringung einer Tabaksbeutelnaht und
das Ablegen des lockeren Knotens auf der Ratte. Die kinstliche Beatmung wurde mittels eines
selbstgefertigten Tubus aufgenommen mit ca. 15 ml Raumluft/Atemzug/kg KG bei 40
Atemzigen/min. Nach vorsichtigem Durchtrennen der vierten und funften Rippe und Spreizen
der Wunde, folgte die Eréffnung des Herzbeutels, das Herausnehmen des Herzens und das
Umstechen und Verschlief3en der linken Koronararterie nahe dem Ursprung. Das Herz wurde
reponiert, die vorbereitete Tabaksbeutelnaht zugezogen und die kinstliche Beatmung beendet.
Daran schlof3 sich eine 15mindtige EKG Aufzeichnung nach Einthoven an. Alle Tiere erhielten
eine subkutane Injektion von Gentamicinsulfat (20 mg/Ratte) zur Antibiose. Bei den
durchgefiihrten Scheinoperationen entfiel der Verschlul? der Koronararterie. Bei der im Mittel
8 min dauernden Operation war der Brustkorb etwa 85 s offen. Nach der OP erfolgte eine
Randomisierung, um die Tiere zuféllig einer der Behandlungsgruppen zuzuordnen. Die

postoperative Letalitdt betrug unter den infarzierten Tieren annahernd 50 %.

5.3 Behandlungsmuster und Messung der Hdmodynamik

Die Tiere der SO-Gruppe erhielten Uber den gesamten Zeitraum von sechs Wochen
Rattenstandardfutter und Wasser ad libitum. Die MI-Gruppe wurde mit 30 g/kg KG
Rattenstandardfutter und 10 ml Wasser pro Ratte und Tag versorgt. Die Behandlung der
Etomoxir-Gruppe setzte am ersten postoperativen Tag ein. Jedes Tier bekam 8 mg/kg KG (+)
Etomoxir (Na'-Salz) in 10 ml Trinkwasser gel6st und Rattenstandardfutter ad libitum. Sechs
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Wochen nach Infarkt wurden die Ratten wiederum mit Ketaminhydrochlorid und
Xylazinhydrochlorid intraperitoneal narkotisiert. Es folgte die Ermittlung des Korpergewichtes,
eine Rasur und die Fixation der Tiere. Die Beatmung wurde, wie schon oben beschrieben,
durchgefiihrt. Uber die Arteria carotis communis wurde ein 2 French Mikrotip Katheter (Millar
Instruments, Houston, Texas, USA) unter Blutdruck-Monitorkontrolle bis in den linken
Ventrikel vorgeschoben. Es folgte die Messung des linksventrikuldren enddiastolischen
Drucks, der maximalen Druckanstiegss und Druckabfallgeschwindigkeit. Ein angelegtes
Elektrokardiogramm lieferte die Herzfrequenz. Anschlief3end wurde nach Durchtrennen der
dritten bis siebten Rippe rechts parasternal die Aorta freiprgpariert und zur Messung des
aortalen Blutflusses ein Flumel3kopf (Transsonic Systems, USA) um den aufsteigenden Tell
dieses Gefél3es gelegt. Nachfolgend wurden die arteriellen und vendsen Hauptgefalie
durchtrennt und das Herz entnommen und sofort in Blutersatz-Ldsung (NaCl 140 mM, KCl 5
mM, CaCl, 0.75 mM, MgCl, 1.1 mM, TrigHCI 10 mM, Glukose 11.1 mM, ph 7.4,
Zimmertemperatur) Uberfuhrt. Nach Abtrennen der Vorhofe und dem rechten Ventrikel
wurden die Ventrikelgewichte bestimmt und die linke Herzkammer von der Basis zur Spitze
aufgeschnitten. Im Anschlul? daran folgte die Aufspannung des Ventrikels mit dem Septum und
das Ausmessen des infarzierten Gewebes mit Hilfe von Planimetrie. Von der Gesamtfléche des
Ventrikels wurde das Infarktareal subtrahiert. Entnommene Papillarmuskeln aus dem linken
Ventrikel dienten zur Charakterisierung der kontraktilen Funktion des Myokards. Der Rest des
Gewebes wurde umgehend in flissigem Stickstoff schockgefroren und bel -80°C eingel agert.

Von der Entnahme des Herzens bis zum Einfrieren vergingen ca. funf Minuten.

5.4 Préaparieren der Homogenate

Von den Proben des gefrorenen Herzmuskelgewebes (-80 °C) wurde zwischen 20 und 30 mg
abgenommen. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten bei einer Temperatur von +4 °C. Die
Gewebestiickchen wurden zu einem dem Gewicht entsprechenden Volumen an Schutzpuffer
(250 mM Saccharose, 10 mM Histidin, 50 mM NaH,PO,, 10 mM NaF, 1 mM EDTA, 0.3 mM
PMSF, 0.5 mM DTT, ph 7.4) gegeben, so dal3 ein Milliliter Puffer 30 mg Gewebe enthielt.
NaH,PO,, NaF und PM SF dienten der Hemmung der Proteinphosphatasen, wéhrend DDT als
SH-Gruppenschutz eingesetzt wurde. Nun erfolgte eine mechanische Zerkleinerung des
Gewebes mittels einer Schere. Die Homogenisierung mit dem Polytron PT 3000 (Kinemata

AG, Littau, Schweiz) bei 21000 U/min erfolgte sechsmal fiir je 10 s. Um eine Uberhitzung zu
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vermeiden, wurden Pausen von je 15 s zwischen den Umlé&ufen eingehalten. Zur Entfernung
von bindegewebigen Anteilen erfolgte anschlie?end eine Filtrierung des Materials durch
Polyamidgaze mit 150 um Porengrof3e (NeoL ab, Heidelberg, Deutschland). Der Proteinverlust
durch die Filtrierung betrug etwa 5 %. Aliquots von je 100 pl wurden umgehend in fliissigem
Stickstoff tiefgefroren und bel -80 °C eingelagert. Je 50 Wl Homogenat diente zur
Proteinbestimmung. Die Homogenisierung des Gewebes zerstort die Zellmembranen der
Myozyten. In dem Schutzpuffer bilden sich aus den SR-Membranfragmenten spontan Vesikel,
von denen mindestens 90 % eine Membranorientierung wie in der intakten Zelle haben.
ATPase- und Ca**-Bindungsstelle der SERCA2a sind so dem Ca*-Transportmedium frei
zuganglich (Abb. 6 im Kap. 5.8).

5.5 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte in einer modifizierten Version nach Lowry und Mitarbeitern
(58). 50 W Homogenat wurden in 0.5 ml bidestilliertem Wasser aufgenommen. Im ersten
Schritt wurde jeweils 2.5 ml des Lowry-Reagenz (2 % N&CO; in 0.1n NaOH, 0.02 % K-Na
Tatrat, 0.01 % CuSO, x 5H,0) zugegeben. Nach 10 min folgte die Zugabe von 0.25 ml des
Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz, welches vorher 1:1 mit bidestilliertem Wasser verdinnt
worden war. 45 min danach schlof3 sich die photometrische Messung der optischen Dichte bei
einer Wellenlange von 585 nm am Spektrophotometer UV-1202 (Shimadzu, Tokio, Japan) an.
Gleichzeitig mit den Proben wurde mit Standardprotein eine Eichkurve im Bereich von O bis
100 pg ermittelt. Als Bezugsdsung diente eine Stammlésung in der Konzentration 5 mg/ml
Ovalbumin. Alle Eichwerte sind Duplikate. Die erhaltenen Absorptionswerte wurden durch
lineare Regression mit Hilfe des Programms Ligand (G.A. McPherson, Elsevier-Biosoft,

Cambridge, GB) in Proteinkonzentrationen umgerechnet.

5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Elektrotransfer

Die Homogenate wurden in Eiswasser aufgetaut und entsprechend ihrer Proteinkonzentration
mit Saccharose/Higtidin-Puffer (250 mM Saccharose, 10 mM Histidin) auf 2 mg/ml verdinnt.
Bel einer Temperatur von 22 °C und einer Schittelfrequenz von 1000/min (Eppendorf-
Thermomixer 5436, Hamburg, Deutschland) wurden die Proben in 4fach konzentriertem
Probenpuffer 1:4 verdunnt und fur 30 min solubilisert (Endkonzentration: 1.5 % Natrium
Dodecyl Sulfat (SDS), 62.5 mM Tris-HCl, 7.5 % Glycerol, 5% Mercaptoethanol, 0.1 %
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Pyronin, 0.04 % Bromphenolblau, ph 6.8). Die elektrophoretische Auftrennung der
solubilisierten Proteine erfolgte in einer Mini Elektophorese Kammer (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, USA). Der Zusatz von 4 M Harngtoff in die Trenngelpolymerisations ésung
(Acrylamid-bis-Acrylamidmonomerkonzentration T=7.5 %, Vernetzerkonzentration C=2.7 %,
375 mM Tris pH 8.8, 0.1 % SDS, 0.05 % Ammonium-Persulfat, 4 M Harnstoff , 0.05 %
Tetramethylethylendiamin (TEMED)) modifizierte die Vorschrift nach Laemmli (46). Das
Trenngel wurde sofort nach dem Gief3en mit einem dinnen Wasserfilm Uberschichtet. Nach
Polymerisation desselben (etwa 30 min) lief3 sich mit Filterpapier der Wasserfilm entfernen. Es
folgte die Herstellung des Sammelgels mit 4 % Acrylamid, 125 mM Tris pH 6.8, 0.01 % SDS,
0.005 % Ammonium-Persulfat, 0.1 % TEMED (T=4 %, C=2.7 %). Hier dauerte es wiederum
etwa 30 min bis zum Aushérten. Pro Minigel (1.5 mm x 10 cm x 8 cm) wurden 15 Proben mit
je 3 pug Protein im elektrischen Feld aufgetrennt. In die erste Bahn erfolgte die Auftragung
eines Molekulargewichtsstandards. Die beiden Gelkassetten wurden in  die
Elektrophoreseapparatur eingesetzt. In den Puffertank wurde Elektrodenpuffer (25 mM Tris,
192 mM Glycin, 1 % SDS, pH 8.3, Temperatur 4 °C) gefillt. Die angelegte Spannung (Bio-
Rad Power supply 1000/500, Richmond, USA) betrug 100 V fur 0.5 h und 150 V fir eine

weitere Stunde bel einer Stromstérke von 500 mA.

Anschlieffend  erfolgte  der  Elektrotransfer  der  aufgetrennten  Proteine  auf
Nitrozellulosemembran BA 85 (Schleicher & Schuell, Dassdl) in einer Mini Trans-Blot
Kammer (Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA) fur 1.1 h bel 100 V und 4 °C. Der
Transferpuffer enthielt 25 mM Tris, 192 mM Glycin pH 8.3, 20 % Methanol und 0.01 % SDS.
Daran schlof? sich eine 10minttige Farbung der auf Nitrocellulose Ubertragenen Proteine mit
Ponceaurot an. Bis zur Verarbeitung am ndchsten Tag lagerten die Membranen bei -20 °C. Zur
Kontrolle eines vollsténdigen Proteintransfers wurde das Gel mit Coomassie Brilliant Blau
G250 nach Standardprozedur angeférbt.

5.7 Quantitativer immunchemischer SERCA2a-Nachweis

Die bei -20 °C gelagerten und mit Ponceaurot angeférbten Membranen wurden zur Entférbung
in0.51 TBS (150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7.4) fur 10 min bei Raumtemperatur gewaschen.
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Anschlieffend erfolgte die Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen der Nitozellulose
in 100 ml 0.05 % TBST (TBS mit Tween-20) und 3% Ovabumin fur 1.5 h. Dann wurde
dreimal je 10 Minuten in 0.5 | TBST gewaschen, bevor die Inkubation mit dem priméren
SERCA2a-Antikorper erfolgte. Die Membranen wurden for 1.5 h in 10 ml TBS mit 1 %
Rinderserumalbumin, 1:5000 verdinntem Kaninchen anti-SERCA2a anti-Serum in
verschliearen 50 ml Polypropylenzentrifugenréhrchen auf einem Kipproller (Stuart
Scientific, Surrey, GB) inkubiert. Danach folgte mehrmaliges Waschen: zweimal je 10 min in
TBST, 5 min in 100 ml 3%iger Ovabuminlésung (gleicher Ansatz wie oben) und zweimal je
10 min in TBS. Die Nitozellulose wurde dann fir 1 h mit Anti-Kaninchen 1gG-Meerretich-
Peroxidasekonjugat (Verdinnung 1:5000) in 10 ml TBS mit 0.1 % Ovabumin inkubiert. Es
folgte ein zweimaliges Waschen mit 0.5 | TBST und 0.5 | TBS fir jeweils 10 min in einer
Kunststoffschale. Alle weiteren Schritte zur Sichtbarmachung des immunoreaktiven
SERCA2a-Proteins mit Hilfe eines Enhanced Chemoluminescence Analysis Kit (ECL) sind in
der Dunkelkammer durchgefiihrt worden. Bel der ECL-Reaktion kommt es unter alkalischen
Bedingungen zur Peroxidase/H,O,-katalysierten Oxidation des zyklischen Diacylhydrazids
Luminol (Abb. 5). Dabel befindet sich Luminol kurzzeitig in einem angeregten Zustand. Im
Beisein von chemischen Verstérkern wird unter Emission von Lichtquanten dieser Zustand
wieder verlassen. Durch Auflegen eines Rontgenfilms auf den mit ECL-Kit behandelten Blot
kommt es zur Schwéarzung. Die Intensitét des emittierten griinen Lichts ist dabei proportional
der SERCA 2a-Antigenmenge, so dal3 nach Scannen des entwickelten, belichteten Rontgenfilms

relative Verdnderungen zwischen untersuchten Proben quantitativ erfaldt werden kénnen.
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Oxidiertes Produkt
Protein oxidierte Form
K des Enzyms
- Ant1 SERCA2 \
(1. AK) Licht
Lumlnol
.| Nitrozellulose Verstirker Film
AN

Abb. 5: Prinzip der Chemoluminiszenz
AK, Antikorper; MPO, Meerretich-Peroxidase; aus: Produktbeilage der Firma
Amersham, Little Chafont, GB
Der 1. AK bindet spezifisch an die SERCA 2a-Proteinbande auf der Nitrozellulose.
Daran heftet sich der mit der MPO konjugierte 2. AK. In einer MPO/H,0,
katalysierten Reaktion wird Luminol oxidiert und zur Emission von Lichtquanten
angeregt. Dieses Licht schwérzt einen aufgelegten Rontgenfilm

In der vorliegenden Arbeit betrug die Expositionszeit der Membranen mit dem ECL-Kit 1 min,
waéhrend die Belichtungszeit fur den mittelempfindlichen Film (NIF 18x24 cm, Segrate, Italien)
je nach Signalstarke zwischen 10 s und 70 s vaiierte. Die optische Dichte der
immunoreaktiven Banden wurde durch einen Scanner (Modell DNA 35, PDI, Huntington
Station, NY, USA) digitalisert und mit dem Programm Quantity One (PDI, Huntington
Station, NY, USA) quantifiziert. Die erhaltenen Werte entsprechen der optische Dichte pro
mm’ (OD x mm?). Um die Linearitdt zwischen Proteinkonzentration und Intensitdt des
optischen Signals zu Uberprifen, wurden in einem separaten Versuch definierte Mengen von

Homogenat (1.5-6 pg Protein pro Bahn) aufgetragen und ausgewertet.
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5.8 Oxalat-stimulierte Ca*-Aufnahme in Membranvesikel des sarkoplasmatischen

Retikulums

Bei -80 °C gelagerte Homogenate wurden in Eiswasser aufgetaut und sofort fir Ca’*-
Transportmessungen eingesetzt. Der von der SERCA2a-katalysierte ATP-abhangige Transport
von Ca™ in SR-Membranvesikel wurde als Oxalat-stimulierte **Ca’*-Aufnahme nach einer von
Will und Mitarbeitern beschriebenen Methode gemessen (100). Das Ca®*-Aufnahmemedium
mit einem Ansatzvolumen von 250 Wl enthielt 40 mM Imidazol, 5 mM MgCl,, 100 mM KClI,
10 mM NaNs, 0.2 mM EGTA, 6 mM Kreatinphosphat, 5 mM Tris-ATP, 0.1 mM **CaCl,
(spez. Aktivitat: ~5 pCi/mol ) und 10 mM K-oxalat. Nach Vorinkubation der Reaktions Gsung
bei 37 °C fur 2 min startete die Ca®*-Aufnahme in die Vesikel durch schnelle Zugabe von 10 i
Homogenat zu 240 pl Aufnahmemedium. Das in das Lumen des Veskels transportierte
radioaktive Ca®* wird dort von passiv aufgenommenen Oxalatanionen gebunden und als schwer
|6diches Kalziumsalz zur Ausféllung gebracht (Abb. 6).

Abb. 6: Schema zur Oxalat-stimulierten Aufnahme von *Ca*" in Membranvesikel des SR
SERCA 24, sarko(endo)plasmatische Retikulum Ca*-ATPase; PLB, Phospholamban;
P, Phosphorylierung; Mg-ATP, Magnesium-Adenosintriphosphat; Ox, Oxalatanion;
SR, sarkoplasmatisches Retikulum; CaOx, prézipitiertes Kalziumoxalat. Netto Ca?*-
Aufnahme = SERCA 2a-katalysierte **Ca’*-Aufnahme - Ca*-Efflux
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Durch die Prézipitation dieses Salzes bleibt die freie Ca*-Konzentration im Vesikel niedrig, so
daR der Efflux von Ca®* vernachlassigbar klein ist. Die pro Zeiteinheit aufgenommene Ca’'-
Menge ist folglich ein MaR fur die SERCA2akatalysierte Ca’*-Transportaktivitét des SR.
Durch die Wirkung des Oxalats wird der SR Ca’*-Transport etwa 100fach verstarkt, was die
Transportmessungen in Homogenaten erst ermdglicht. Nach 0.5, 1, 1.5 und 2 min wurde von
der Reaktiondésung jeweils 0.05 ml abgenommen und durch einen 0.45 pm Membran-Filter
(Schleicher & Schuell, Dassel) unter Benutzung einer Vakuumpumpe filtriert (Abb. 7).

0.05 ml - «— 3 ml Waschlsung

Reaktionslosung mi T
2 pl Homogenat \ »—— Membranfilter

( I Vakuum

Abb. 7: Versuchsaufbau zur Messung der Oxalat-stimulierten Ca**-Aufnahme
Nahere Erlauterungen siehe Text.

Die mit *Ca”* angereicherten Veskel blieben as Filterriickstand zuriick. Zweimaliges
Waschen mit je 3 ml einer eiskaten Waschlésung (100 mM KCI, 2 mM EGTA, 40 mM
Imidazol, 1.25 mM NaNs, pH 7.0) entfernte unspezifisch gebundenes Ca® von den Filtern. Die
Raten der Ca’*-Aufnahme sind zusétzlich durch Messungen in Anwesenheit von 2 pM
katalytischer Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) und durch Zugabe von 10 pM eines
spezifischen inhibitorischen Peptids der Proteinkinase (PKI) erganzt worden. Alle Mef3werte
snd Doppelbestimmungen. Die Filter wurden anschlieffend in Szintillations-Mefkivetten
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Uberfihrt und bel 60 °C fur 30 min getrocknet. Nach Zugabe von 5 ml Szintillatorl6sung
Rotiszint erfolgte die Messung der [3-Strahlung im Flissigkeits-Szintillationszéhler Wallac
System 1400 (Pharmacia, Turku, Finnland). Die Ca*-Transportrate lie sich durch lineare
Regression der zu vier verschiedenen Zeitpunkten ermittelten transportierten Ca®*-Mengen
berechnen (Abb. 11, Kap. 6.5). Die ermittelten Ca®*-Transportraten sind in nmol Ca®/mg
Protein/min angegeben.

5.9 Statistik

Die statistische Uberprifung der Mef3werte aus den drei Gruppen SO, M1 und Etomoxir
erfolgte mit Hilfe des Programms Graph-Pad InStat (San Diego, CA, USA). Um die
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen zu prufen, erfolgte zuerst eine
Varianzanalyse fur unabhdngige Stichproben (ANOVA). Be p<0.05 wurden
Gruppenunterschiede mit dem Student-Newman-Keuls-Test statistisch gepruft. Fir nicht-
normalverteilte Stichproben kam der Kruska-WallisTest zum Einsatz. Die linearen
Regressionsanalysen erfolgten mit Hilfe des parametrischen Pearson-Tests. Statistische
Signifikanz wurde angenommen bel p<0.05. Wenn nicht ausdriicklich gekennzeichnet, sind ale

Werte in der vorliegenden Arbeit as Mittelwerte = Standardabweichung (SD) angegeben.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Allgemeine Charakteristika der Versuchstiere

Die algemeinen Charakteristika der Versuchstiere sind in Tab. 3 dargestellt. Sechs Wochen
nach Ligatur der linken Koronararterie konnte planimetrisch ein transmuraler Infarkt von ca
40 % des linksventrikuléren Myokards beobachtet werden. Die Behandlung der Versuchstiere
mit 8 mg/kg KG/d (+) Etomoxir reduzierte die Infarktgrof3e signifikant auf etwa 30 %. Die
Grof3e des infarzierten Areals im linken Ventrikel wies eine Variabilitét zwischen 1 und 45 %
auf. Da in diesem Tiermodell moderate Infarkte unter 20 % hdmodynamisch stumm sind und
keine kompensatorische Hypertrophie aufweisen (siehe Kap. 4.3), sind in dieser Arbeit nur
Tiere mit einer Mindestinfarktgréf3e von 20 % berticksichtigt worden.

Hinsichtlich ihres Korpergewichtes wichen die Tiere sechs Wochen nach Infarkt nicht
sgnifikant voneinander ab. Auffélig ist die signifikante Zunahme des Ventrikelgewichtes
(LV+RV-Gewicht) um 27 % in der MI-Gruppe und um 40 % bel den mit Etomoxir
behandelten Tieren. Betrachtet man das Gewicht von rechtem und linkem Ventrikel getrennt,
trat nur bei der Etomoxir-Gruppe eine signifikante Gewichtszunahme der linken Herzkammer
um 28 % auf. Die linksventrikuldre Gewichtszunahme von 18 % in der unbehandelten
Infarktgruppe war gegentiber der Kontrollgruppe nicht signifikant. Die rechtsventrikilére
Gewichtszunahme betrug 95 % (MI-Gruppe) und 82 % (Etomoxir-Gruppe). Als deutliches
Merkmal einer Hypertrophie zeigte sich der Anstieg des relativen Herzgewichtes, also der
Quotient aus Ventrikelgewicht in mg und Korpergewicht in g. Die Zunahme betrug 32 % in
der MI-Gruppe und 48 % in der Etomoxir-Gruppe. Das relative linksventrikul&re Herzgewicht
nahm unter CPT-1-Inhibition um 35 % zu, wéhrend das relative rechtsventrikuldre
Herzgewicht in der unbehandelten Gruppe um 105 % und im Etomoxir-Kollektiv um 93 %
anstieg. Der absolute linksventrikuldre Gesamtproteingehalt veranderte sich vergleichbar der
Massenzunahme des linken Ventrikels. Allerdings wurde aufgrund der grof3en Streuung keine
Signifikanz erreicht. Der spezifische Proteingehalt war dagegen zwischen den

Versuchsgruppen vergleichbar.
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Tab. 3: Allgemeine Charakteristika der Versuchstiere.

Parameter SO MI MI+Etomoxir
Zahl der Versuchstiere (n) 6 8 12

I nfarktgroRe (%) 0 38+4 31+77
KG (g) 375+25 362+34 356422
Ventrikelgewicht (mg) 998+75 1271+190 * 13954277 **
LV-Gewicht (mg) 785+56 928+140 ¥ 1008+178 *
RV-Gewicht (mg) 213+53 415+141* Y 387+156 *
Ventrikelgewicht/KG (mg/g) 2.67+0.11 3.53+0.59 * 3.95+0.91 **
LV-Gewicht/KG (mg/g) 2.1+0.13 2.63+0.38 % 2.84+0.53 **
RV-Gewicht/KG (mg/g) 0.57+0.12 1.17+0.39* 9 1.1+0.49 *
absol. LV-Proteingehalt (mg) ? 96+15 111+29 122+22
rel. LV-Proteingehalt (mg/g FG) ? 121+14 120+13 122+14

Alle Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit
unbehandeltem Myokardinfarkt; MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und Etomoxir-
Behandlung vom ersten postoperativen Tag an; KG, Kdrpergewicht; LV, linker Ventrikel; RV,
rechter Ventrikel; FG, Feuchtgewicht;

* p<0.05 vs. SO; ** p<0.01 vs. SO; *p<0.05 vs. MI; Y n=6; ? Werte beziehen sich
ausschliefdich auf Uberlebendes Myokard.
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6.2 Hamodynamik- und Frequenzmessung

Sechs Wochen nach Infarkt wurden bel den Versuchstieren in Narkose hd@modynamische
Messungen durchgeftihrt und Uber das EKG die Herzfrequenz abgeleitet. Einer der
hdmodynamischen Parameter ist der linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDP). Er
wird beeinflul® von der Wandspannung des linken Ventrikels, die nach Infarkt durch den
Verlust vitalen Gewebes kompensatorisch ansteigt. Wie in Abb. 8 dargestellt, wies der
LVEDP in der MI-Gruppe eine Steigerung um 146 % gegentber der scheinoperierten Gruppe
auf. In der Etomoxir-Gruppe fiel dieser Wert anndhernd auf den Ausgangswert zurtick. Die
maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dP/dty.x), €n Parameter fur die Kontraktilitét des
Herzens, sank in der MI-Gruppe deutlich. Keine signifikante Anderung zeigte sich zwischen
Etomoxir-Behandlung und der scheinoperierten Gruppe. Die  maximae
Druckabfallgeschwindigkeit (-dP/dtn,), die Uber die Relaxationsféhigkeit des Myokards
Aussagen zuldl3, unterschied sich in der MI-Gruppe hoch signifikant von den Kontrolltieren.
Es kam zu einer Reduzierung dieses Parameters um fast die Hélfte. Gleichfalls war eine
Abnahme der Druckabfallgeschwindigkeit zwischen SO-Gruppe und Etomoxir-Gruppe zu
erkennen.

Die Ableitung der Herzfrequenz ergab sich aus der EKG-Registrierung. Es traten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen auf (Tab. 4). Der aortale Blutfluld
wurde ebenso wie die hdmodynamischen Parameter unter Narkose bestimmt. Hier zeigten sich

keine signifikanten Differenzen zwischen den verschiedenen Behandlungsmustern.

Tab. 4: Darstellung von Herzfrequenz (HF) und aortalem Blutflul3 (AF).

Parameter SO M MI+Etomoxir
HF (1/min) 191+17 201+33 214+31
AF (ml/min) 204 18+8 21+10

Alle Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit
unbehandeltem Myokardinfarkt; MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und Etomoxir-
Behandlung vom ersten postoperativen Tag an; n=6-12; Die Parameter wurden unter
Ketamin/Xylazin-Narkose (siehe Methodik) im Labor der Inneren Medizin an der Charité
gemessen.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 der infarzierte Ventrikel ohne sechswdchige
Behandlung mit einem starken Anstieg des linksventrikuldren enddiastolischen Drucks
reagierte. Dieser Anstieg unterblieb in der Etomoxir-Gruppe. Desweiteren énderten sich der
kontraktile Parameter (+dP/dty.) und der lusitrope Parameter (-dP/dtyin) in der MI-Gruppe
signifikant. Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit zeigte keine signifikante Anderung in

der Etomoxir-Gruppe.
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Abb. 8: Veranderte linksventrikulare hamodynamische Parameter sechs Wochen nach experimentellem Myokardinfarkt
Alle Werte sind as Mittelwert + SD dargestellt (n=6-12). SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit unbehandeltem
Myokardinfarkt; MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und Etomoxir-Behandlung vom ersten postoperativen Tag an;
LVEDP, linksventrikularer enddiastolischer Druck; +dP/dtyn., maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit; -dP/dtmin,
maximale Druckabfallgeschwindigkeit; Die Parameter wurden unter Ketamin/Xylazin-Narkose im Labor der Inneren
Medizin an der Charité gemessen.

* p<0.05 vs. SO; **p<0.01 vs. SO; *** p<0.001 vs. SO; ¥ p<0.05 vs. M|
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6.3 Relaxationsverhalten von Papillarmuskelpraparaten nach Myokardinfarkt

In der Diastole jedes Herzzyklus muf? die Interaktion zwischen den kontraktilen Proteinen
Aktin und Myosin inaktiviert werden. Fir eine schnelle Erschlaffung der Herzmuskelzelle ist
vor allem die rasche Riickbindung des zytosolischen Ca* in das Lumen des SR von
Bedeutung. Zur Charakterisierung der kardialen kontraktilen Funktion in dieser Hinsicht
wurden Papillarmuskeln aus dem linken Ventrikel von chronisch infarzierten Rattenherzen
unter isometrischen Bedingungen untersucht. Die Papillarmuskeln wurden Tieren derselben
Versuchsserie entnommen. Herzmuskel gewebe dieser Versuchstiere stand fir die biochemische
Andlyse der SR Ca*-Transportfunktion nicht zur Verfigung. Es wurden nur Ratten
berticksichtigt, die sechs Wochen nach M1 eine Mindestinfarktgrof3e von 40 % aufwiesen. Um
die diastolische Ca?*-Riickbindung auf indirektem Wege zu analysieren, wurden folgende drei

Parameter herangezogen, die exemplarisch fir die isometrische Myokardrel axation sind:

1) Die Zeit T, gemessen vom Beginn der Relaxation bis zum Erreichen der maximaen
Relaxationsgeschwindigkeit (T[dF/dtmin]).

2) Die Zeit, die vom Beginn der Relaxation vergeht, bis die entwickelte Kraft halbmaximal
geworden ist (RTso).

3) Der Quotient aus maximaler Relaxationsgeschwindigkeit und der zu diesem Zeitpunkt
entwickelten Kraft ([dF/dtmin]/F).

Die ermittelten Ergebnisse sind in Tab. 5 dargestellt. Es zeigte sich, dal3 die
Relaxationsgeschwindigkeit in der unbehandelten und der behandelten Gruppe nach Infarkt erst
spater ihr Maximum erreichte. Die Gabe von Etomoxir vermochte keine Anderung dieser
Grof3e herbeizufiihren. Die RTso war in dhnlicher Weise verandert. Die Zeit bis zum Erreichen
von 50 % der Maximalkraft war léanger. Wiederum gab es keinen signifikanten Unterschied
zwischen M1 und Etomoxir-Gruppe. Der Quotient aus maximaler Relaxationsgeschwindigkeit
und der zugehdrigen Kraft erbrachte keine datistische Anderung zwischen den drei
Tierkollektiven.

Demnach fihrte eine Schadigung des Papillarmuskels durch Infarkt im linken Ventrikel zu
einer verlangsamten Relaxation. Sechswochige Behandlung mit Etomoxir blieb ohne

signifikanten Einfluf3.
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Tab. 5: Relaxationsparameter von linksventrikularen Papillarmuskelpréaparaten

chronisch infarzierter Ratten

Parameter SO Ml MI+Etomoxir
Anzahl (n) 22 21 16
T(dF/dtyin) (MS) 66+10 7612 * 7610 *
RTso (ms) 80+10 90+12 * 88+9 *
(dF/dtmin)/F (1/s) 13.9+1.9 13.4+1.9 14+2.3

Werte sind as Mittelwert + SD dargestellt. SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit
unbehandeltem Myokardinfarkt; MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und Etomoxir-
Behandlung vom ersten postoperativen Tag an; Erlauterungen der Parameter siehe Text. In
den Gruppen M1 und MI+Etomoxir sind nur Tiere mit einer InfarktgrofRe von mindestens 40 %
eingegangen. Die Messungen erfolgten im Ingtitut fir Physiologie der Charité nach einer
bereits friher beschriebenen Methode (47).

* p<0.05vs. SO

6.4 Beziehung zwischen Infarktgrofie und Hypertrophiegrad

Da der Infarkt-bedingte Untergang von Myozyten von einer kompensatorischen Hypertrophie
Uberlebender Herzmuskelzellen begleitet ist, wurde die Beziehung zwischen Infarktgrof3e und
Hypertrophiegrad eingehender analysiert. Aus Abb. 9 |&3% sich ersehen, dal3 zwischen
Infarktgrofie und relativem linksventrikularem Gewicht keine Korrelation bestand. Auffalig ist
die deutlich geringer ausgeprégte InfarktgrofRe unter Therapie mit dem CPT-1-Inhibitor
Etomoxir. Eine entsprechende Reduktion der kompensatorischen Hypertrophie in der
Etomoxir-behandelten Gruppe ist dabel nicht zu beobachten. Bei der eingezeichneten
gestrichelten Geraden handelt es sich nicht um eine Korrelationskurve. Es wird lediglich
demonstriert, dal3 es zwischen scheinoperierten Tieren und den beiden anderen Gruppen zu
einem Anstieg des relativen linksventrikul&ren Gewichtes kam.

Uber eine Vielzahl von bekannten und vermuteten zirkulierenden Wachstumsfaktoren wird
nach linksventrilulérem Infarkt die Massenzunahme in der rechten Herzkammer stimuliert. Die
Korrelation zwischen relativem rechtsventrikul&rem Gewicht und Infarktgréfe kommt in Abb.
10 zur Darstelung. Auch hier représentiert die engezeichnete Kurve keine

Korrelationsgleichung. Fir den rechten Ventrikel ergab sich ein Korrelationskoeffizient
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zwischen InfarktgrofRe (MI- und Etomoxir-Gruppe) und dem relativen rechtsventrikuléren

Herzgewicht von r=0.56.

5
o O
4
2
(@)
£ 3+ Qg. n
= Q e il
S| o T 60 O.b. @)
5 2- B =
Q
>
-
s 1]

0 | | | |

10 20 30 40

Infarktgrof3e [%0]

O SO
H Ml
O Ml + Etomoxir

Abb. 9: Beziehung zwischen Infarktgrofie und relativem linksventrikularem Gewicht

50

KG, Korpergewicht; SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit unbehandeltem

Myokardinfarkt;

MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt

und Etomoxir-

Behandlung vom ersten postoperativen Tag an; Gerade Uber alle Werte,
Korrelationskoeffizient fir Werte der unbehandelten und behandelten Tiere mit
Myokardinfarkt: r=0.07; p>0.05;

Eine Korrelation zwischen InfarktgrofRe und relativem Ventrikelgewicht ergab sich mit den

vorliegenden Mef3werten nicht.
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Abb. 10: Korrelation zwischen GroRRe des linksventrikularen Infarkts und relativem
rechtsventrikularem Gewicht
KG, Korpergewicht; SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit unbehandeltem
Myokardinfarkt; MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und Etomoxir-
Behandlung vom ersten postoperativen Tag an; Kurve Uber ale Werte
Korrelationskoeffizient fir Werte der unbehandelten und behandelten Tiere mit
Myokardinfarkt: r=0.56; p<0.05; n=6-12

6.5 Ca**-Transport in Membranvesikel des sarkoplasmatischen Retikulums

6.5.1 Transportaktivitat der SERCAZ2a in Herzmuskelhomogenaten

Da Stérungen des SERCAZ2akatalysierten Ca’*-Riicktransportes ein charakteristisches
Kennzeichen bei adaptiver Hypertrophie infolge hamodynamischer Uberlastung sind, wurde

diese Ca’*-Transportfunktion des sarkoplasmatischen Retikulums in den verschiedenen
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Versuchsgruppen untersucht. Dazu dienten aus linksventrikula&rem Gewebe préparierte
Homogenate. Fur drei représentative Proben wird in Abb. 11 die Zeitabhangigkeit des Oxalat-
stimulierten SR Ca*-Transports gezeigt. In 0.5 min Intervallen wurden, nach Zugabe von
homogenisiertem Herzgewebe, Proben aus dem “°Caf*-Resktionsgemisch entnommen und der

bis zu diesem Zeitpunk erfolgte Transport fur **Ca* bestimmt.
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Abb. 11: Zeitabhangigkeit des Oxalat-stimulierten SR Ca**-Transportes
Drei reprasentative Proben aus den Versuchsgruppen. SO, scheinoperiertes Tier;
M1, Tier mit unbehandeltem Myokardinfarkt; M1+Etomoxir, Tier mit
Myokardinfarkt und Etomoxir-Behandlung vom ersten postoperativen Tag an; die
Punkte reprasentieren Mittelwerte aus Doppel bestimmungen. Dargestellte Messung
erfolgte unter PKA-Einflul.

Er stieg bei zunehmender Reaktionszeit linear an. Dieser lineare Reaktionsverlauf konnte in

allen untersuchten Proben der drei Versuchsgruppen beobachtet werden. In Gegenwart des
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membranpermesbilisierenden Ca*-lonophores A23187 wurde kein Anstieg des Ca®*-Signals
gemessen. Daran zeigte sich, dal3 Ca* tatsichlich in Membranvesikel aufgenommen wurde
(Ergebnis nicht dargestellt). Darliber hinaus ist zu erkennen, da? die Ca®*-Transportwerte in
der unbehandelten und behandelten Infarktgruppe deutlich unter den Kontrollwerten des SO-
Kollektivs lagen. Dies trifft insbesondere fur die Messwerte zu, die 1.5min und 2.0min nach
Zugabe des Homogenates zur “Ca’™*-hatigen Reaktionddsung ermittelt wurden. Die
Transportwerte bei den unbehandelten MI-Tieren und unter Etomoxir-Behandlung lagen
dagegen eng beieinander. Aus diesen Einzelwerten liefd sich durch lineare Regressionsanayse
die Geschwindigkeit des “*Ca’*-Transportes in Membranvesikel des SR bestimmen.

Abb. 12 verdeutlicht, wie sich die oxdatstimulierten SR CA*-Transportraten unter
Kontrollbedingungen und nach Zugabe des Peptidinhibitors der Proteinkinase A (PKI) oder
Zugabe der katalytischen Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) verhalten haben. Der
Transport bezieht sich auf die Ca**-Menge, die pro Milligramm Protein und pro Minute
aufgenommen wurde. Unter alen drel Bedingungen war eine deutliche Abnahme der SR Cat*-
Transportaktivitat in der MI-Gruppe zu sehen. Durch Etomoxirbehandlung konnte dieser
verminderte SR Ca*-Transport nicht signifikant verbessert werden. Auffélig ist jedoch, daR
die Streuung der Mef3werte in der Behandlungsgruppe mit einem V ariationskoeffizienten von
37.6 % (unter PKI-Zusatz) am groftem war.
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Abb. 12: SR Ca*-Transportaktivitat unter Kontrollbedingungen sowie in Gegenwart von 10 uM Peptidinhibitor (PK1) der
Proteinkinase A und 2 pM katalytischer Untereinheit der Proteinkinase A (PKA)
Alle Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt (n=6-12). SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit unbehandeltem Myokardinfarkt;
MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und Etomoxir-Behandlung vom ersten postoperativen Tag an;
* p<0.05vs. SO
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Abb. 13: Stimulierung des SR Ca**-Transportes durch Proteinkinase A-abhangige
Phosphorylierung von Phospholamban
Alle Werte sind as Mittelwerte + SD dargestellt. (n=6-12); PKA, 2 uM
katalytische Untereinheit der Proteinkinase A; PKI, 10 puM Peptidinhibitor der
Proteinkinase A; SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit unbehandeltem
Myokardinfarkt; MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und Etomoxir-
Behandlung vom ersten postoperativen Tag an.

Die Stimulierbarkeit des SR Ca*-Transportes durch die katalytische Untereinheit der
Proteinkinase A ist in Abb. 13 dargestellt. Diese Stimulierung erfolgt Uber PKA-abhéngige
Phosphorylierung von Phospholamban. Dadurch wird der inhibitorische Einflul3 von nicht-
phosphoryliertem Phospholamban auf die SR Ca’*- ATPase aufgehoben. Die katalytische
PKA-Aktivitdt der zugegebenen exogenen C-Untereinheit der PKA ist dafir verantwortlich.
Durch den Einsatz der enzymatisch aktiven katalytischen Untereinheit der PKA konnte auf den
Zusatz des PKA-Aktivators CAMP in der Reaktionslésung verzichtet werden. Endogene, in
Homogenaten enthaltene Aktivitdt ist unter diesen Bedingungen von untergeordneter
Bedeutung. Diese in den Homogenaten enthaltene aktivierte PKA kann durch einen PKA-

spezifischen Inhibitor ausgeschaltet werden.
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Der PKA/PKI-Quotient ist ein MaR fir die maximale Zunahme der Ca®*-Transportrate durch
PK A-abhéngige Phosphorylierung von PLB in vitro. Dieser Wert betrug in allen drei Gruppen
nahezu 50%, d.h. unter den gewdhlten Bedingungen nahm die Geschwindigkeit des
Transportes fir Ca®* in SR-Vesike betréchtlich zu.

Wegen der auffélig grof3en Streuung der Mel3werte vor alem in der Etomoxir-behandelten
Gruppe, sind in Abb. 14 die Einze meRwerte fir die Oxalat-stimulierte SR Ca’*-Transportrate
der jeweiligen Gruppen einander gegentibergestellt. Wahrend die Werte in der scheinoperierten
Gruppe relativ eng beieinander liegen, nimmt die Streubreite Uber MI-Gruppe bis zur

Etomoxir-Gruppe stark zu.
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Abb. 14: Einzelwertdarstellung der Oxalat-stimulierten SR Ca**-Transport-
geschwindigkeit
Querbalken zeigt den Mittelwert an. SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit
unbehandeltem Myokardinfarkt; MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und
Etomoxir-Behandiung vom ersten postoperativen Tag an. Die *Ca'-
Reaktiond 6sung enthielt kein PKA oder PKI.

Bel 5/12 der Infarkttiere konnte durch Etomoxirbehandiung eine MI-bedingte Verminderung
der Ca®*-Transportaktivitédt verhindert werden. Dagegen sprachen 7/12 der infarzierten Tiere

nicht auf eine Behandlung an.
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6.5.2 Beziehung zwischen InfarktgréRe und Ca**-Transport in das sarkoplasmatische

Retikulum

Es wurde vermutet, dal3 das Ausmal’ der kompensatorischen Hypertrophie von der Gréle des
infarzierten Areals abhangt. Der Hypertrophiegrad kann gegebenenfalls in Beziehung zu den
Ca*-Transportverdnderungen stehen. Dieser Umstand wurde daher néher untersucht. Die SR
Ca™*-Transportrate war tatsichlich in Abhangigkeit von der GroRe des infarzierten Gewebes
vermindert. Dieser Sachverhalt ist in Abb. 15 wiedergegeben. Aufgezeigt sind die Werte unter
Kontrollbedingungen, also ohne Zusatz von PKA oder PKI. Je grof3er das Infarktareal, desto
weniger “°Ca’" wurde in die SR-Vesikel des iberlebenden Myokards gepumpt. In die Grafik
eingezeichnet ist eine Gerade, die den Abfall des Ca™*-Transportes von den scheinoperierten
Tieren zu den beiden Infarktgruppen demonstriert. Die Korrelation zwischen Infarktgrof3e und
Ca™*-Transportrate fiir die beiden Gruppen MI und MI+Etomoxir ergibt einen Koeffizienten

von r=0.55.
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Abb. 15: Korrelation zwischen InfarktgréRe und Oxalat-stimuliertem SR Ca®*-Transport
SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit unbehandeltem Myokardinfarkt;
MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und Etomoxir-Behandlung vom ersten
postoperativen Tag an; Die **Ca’*-Reaktions ésung enthielt kein PKA oder PKI.
Gerade Uber alle Werte; Korrelationskoeffizient fur Werte der unbehandelten und
behandelten Tiere mit Myokardinfarkt: r=0.55; p<0.05, n=6-12

6.6 Western-Blot Analyse der SERCA2a

Um zu priifen, ob die beobachteten Ca®*-Transportverénderungen in Abb. 12 durch eine
Veranderung der Ca®*-ATPasendichte bedingt war, wurde SERCA2a-Protein detektiert. Diese
guantitative Untersuchung erfolgte in der Western-Blot Technik. Eine Bande auf der
Nitrozellulose bei 110 kDa wurde mit Hilfe des Molekulargewichtstandards as SERCAZ2a-
Bande identifiziert. An dieser Stelle der NC haftete der polyklonale Antikorper gegen das
SERCA2a-Potein. Das Ergebnis dieser quantitativen Messung ist in Abb. 16 dargestellt. Das
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immunoreaktive SERCA2a-Signal, vermittelt Uber die Bindung des zweiten Antikorpers, war
in der MI-Gruppe signifikant vermindert. Unter Etomoxir-Behandlung lief3en sich keine
signifikanten Anderungen, verglichen mit der scheinoperierten Gruppe und der unbehandelten

MI-Population, zeigen.
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Abb. 16: Western-Blot Analyse der SERCA2a in Homogenaten
Oben: Exemplarischer Western-Blot der immunoreaktiven SERCAZ2a. Detektion
mittels ECL-Kit. Dargestellt sind drel représentative Banden aus den unten
aufgezeigten Gruppen.
Unten: Immunoreaktives SERCA2a-Signal. Alle Werte sind als Mittelwert = SD
dargestellt (n=5-7). SO, scheinoperierte Tiere; MI, Tiere mit unbehandeltem
Myokardinfarkt; MI+Etomoxir, Tiere mit Myokardinfarkt und Etomoxir-
Behandlung vom ersten postoperativen Tag an; OD, optische Dichte.
* p<0.01vs. SO
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Im vorliegenden Kapitel zu den Ergebnissen wird folgendes deutlich:

Die Infarktgrof3e zwischen der unbehandelten und mit Etomoxir-behandelten Gruppe mit
Myokardinfarkt unterschied sich signifikant. Nach Infarkt kam es sowohl in der MI-Gruppe,
als auch in der Etomoxir-Gruppe zu einer Steigerung verschiedener Herzgewichtsparameter im
Vergleich zu den scheinoperierten Tieren. Der relative und absolute Proteingehalt des linken
Ventrikels veranderte sich dagegen nicht signifikant. Hdmodynamisch betrachtet reagierte das
infarzierte, unbehandelte Herz mit einer Zunahme des linksventrikuldren enddiastolischen
Drucks, wéahrend der Kontraktilitatsparameter +dP/dtmn. und der Lusitropieparameter -dP/dtyin
deutlich absanken. Unter sechswochiger Etomoxir-Behandlung war eine signifikante Anderung
gegeniiber der SO-Gruppe nur bei der Druckabfallgeschwindigkeit zu ermitteln.

Die qualitative Untersuchung der SR Ca™-ATPase as wichtigstem Transporter fir die
Ruckbindung von Ca®* in der Diastole zeigte eine deutliche Abnahme der Ca®*-Transportrate
im Uberlebenden Myokard der MI-Gruppe. Eine gleichartige Aussage liel3 sich fur die
Etomoxir-Gruppe nicht treffen.

AbschlieRend wurde gezeigt, daRR die verminderte Transportrate fur Ca?* mit einer Abnahme
des SERCA 2a-Proteinspiegels korrelierte.
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7 DISKUSSION

Nach Myokardinfarkt kommt es kompensatorisch zu einer Hypertrophie des Uberlebenden
Herzmuskelgewebes. Bisang sind eine Reihe von Mechanismen und Faktoren bekannt, die
dafiir verantwortlich sind. Der Ubergang einer kompensierten Hypertrophie zur Entwicklung
des klinischen Bildes einer Herzinsuffizienz stellt eine vitale Bedrohung fir das Individuum dar.
Daher sind verschiedene Strategien sinnvoll, die diesen Ubergang entweder verhindern oder
maoglichst lange hinauszdgern. Eine Moglichkeit ist der in der vorliegenden Arbeit untersuchte
Effekt von chronischer Verschiebung der Substratoxidation von Fettsduren nach Glukose. Zum
einen wurde gepriift, ob das myokardiae ,, Remodeling* nach MI durch 6-wdchige Inhibition
der Carnitin-Palmitoyl-Transferase-1 veréndert ist. Darlber hinaus wurde untersucht, ob die
kontraktile Funktion des linken, infarzierten Ventrikels unter Etomoxir-Behandlung verbessert
werden kann. Als weiterer sehr wichtiger Punkt erfolgte die Analyse der Caf'-
Transportaktivitét des sarkoplasmatischen Retikulums. Hierbel stand die Beantwortung der
Frage im Vordergrund, ob es durch Behandlung mit Etomoxir zu einer erhdhten Cat'-
ATPasen-Dichte und damit verbesserten diastolischen Ca*-Riickbindung in das SR kommt.

Im weiteren Vorgehen werden die Kapitel des Ergebnisteils aufgegriffen und im

Zusammenhang mit bereits bekannten Studien betrachtet.

7.1 Allgemeine Charakteristika der Versuchstiere

Die Grof3e des infarzierten Gewebes im linken Ventrikel ist determinierend fur die Entwicklung
einer Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz. Je umfangreicher der Verlust an vitalem Gewebe,
desto stérker muf3 das verbleibende Myokard kompensatorisch hypertrophieren, desto grof3er
ist alerdings auch die Gefahr fur die Entwicklung des klinischen Bildes einer Herzinsuffizienz.
Im untersuchten Tiermodell unterschieden sich die InfarktgrofRen zwischen den beiden
infarzierten Kollektiven deutlich. Bei Berlicksichtigung der relativ kleinen Fallzahl kann eine
protektive Funktion von Etomoxir auf das Uberleben nicht irreversibel geschédigten Myokards
postuliert werden. Gerade im ischdmisch geschadigten Herzgewebe mit verminderter
oxidativer Stoffwechsalleistung, konnte eine verstarkte Glukoseoxidation fur diesen Effekt
verantwortlich sein. In einer Untersuchung verwendeten Litwin und Mitarbeiter anstelle von
Etomoxir den weniger wirksamen CPT-1-Hemmstoff Tetradecylglyzidat (TDGA). Diese 24 h

bzw. 4h vor Infarktinduktion erfolgte Behandlung ergab keine Differenzen im prozentualen
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Anteil desinfarzierten Areals (53). Daraus ist abzuleiten, dal3 erst die chronische Hemmung der
CPT-1 fir das Uberleben des ischdmisch nicht irreversibel geschéadigten Myokards
verantwortlich ist. Lopaschuk und Mitarbeiter haben gezeigt, dal3 Etomoxir nach einer
| schamiephase eine erhdhte Glukoseoxidation und einen erhdhten glykolytischen Flux, d.h. eine
gesteigerte Utilisation von Glukose, im isolierten, reperfundierten Herzen bewirkt. Darlber
hinaus berichtete die Arbeitsgruppe Uber verringerte Spiegel von langkettigem Acylcarnitin und
langkettigem Acyl-Coenzym A nach Myokardinfarkt (55). Diese beiden Fettsdurederivate
falen nach Ml verstéarkt an und sind fur ihre schadigenden Effekte auf mechanische und
metabolische Funktionen am Herzen bekannt (38). Die Behandlung mit Etomoxir setzte bel der
vorliegenden Arbeit am ersten postoperativen Tag ein. Die Ischdmiephase am isolierten
Rattenherzen im Versuchsaufbau von Lopaschuk dauerte 25 min. Der CPT-1-Hemmstoff
wurde dem Perfusonsmedium entweder kurz vor oder gegen Ende der Ischamiephase
zugegeben. Das bedeutet, dal3 in beiden zum Vergleich herangezogenen Studien der akute
Effekt von Etomoxir im Vordergrund stand, wahrend in der vorliegenden Arbeit die
Untersuchung der Langzeitwirkung erfolgte. Eine einfache Ubertragung der Resultate ist

demnach nicht moglich.

Das Korpergewicht der Versuchstiere variierte vor Infarzierung zwischen 250 g und 350 g.
Sechs Wochen nach dem Eingriff liefd sich kein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Gruppen SO, MI und Etomoxir feststellen. Bei Untersuchungen von Zimmer und Mitarbeitern
wurde die Korpermasse der Ratten vier Wochen nach Infarkt ermittelt. Bei Tieren mit grof3em
Infarkt, der Gber einen Abfall der linksventrikul&ren Funktion definiert wurde, kam es zu einem
sgnifikanten Abfall des Korpergewichtes (104). Eine andere Studie ergab hinsichtlich des
Korpergewichtes von infarzierten Ratten funf Wochen nach Infarkt keinerlei Unterschiede
zwischen SO- und unbehandelter Myokardinfarkt-Gruppe (80).

Das Herzgewicht der Versuchstiere gilt als Marker fur erfolgte myokardiale Zellhypertrophie.
Ursache fir die Massenzunahme ist eine gesteigerte Proteinbiosynthese und/oder verdnderte
Degradation von Proteinen (60). Das Zellvolumen kann sich in Herzen, die durch einen grof3en
Infarkt geschédigt wurden, fast verdoppeln (104). In vorliegender Studie nahm das
Ventrikelgewicht sowohl in der unbehandleten Gruppe mit MI- as auch in der Etomoxir-
Gruppe deutlich zu. Etomoxir vermag die Massenzunahme beider Kammern gegentiber der
Nicht-Behandlung nochmals zu steigern. Der Prozefd der Herzvergrél3erung ist, wie aus der

Literatur zu entnehmen, nur bei gréf3eren Infarkten zu beobachten (104); (80). Erst wenn eine
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ausgedehnte Narbe vorliegt, hypertrophiert das Herz signifikant und versucht, den
entstandenen Schaden zu kompensieren.

Um der Frage nachzugehen, ob nur der geschédigte linke Ventrikel in den Prozeld der
Hypertrophie eingeschlossen war, sind zusdtzlich das Gewicht des linken und rechten
Ventrikels getrennt ermittelt worden. Eine signifikante Zunahme der LV-Herzmasse ergab sich
nur in der Etomoxir-Gruppe. Dies ist deshalb bemerkenswert, da trotz kleinerem Infarktareal
unter CPT-1-Hemmung eine stérkere Hypertrophie des LV zu sehen war. Das a3t mit hoher
Sicherheit feststellen, dal3 diese deutliche Hypertrophie auf die 6-wdchige
Stoffwechselumstellung von Fettsaure- auf Glukoseoxidation zurtickzuftihren ist.

Interessant ist die besonders ausgeprégte Hypertrophieentwicklung des rechten Ventrikels. Die
Masse nahm in der unbehandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe noch stérker zu als
im Etomoxir-Kollektiv. Verstéandlich ist, dald der geschadigte LV kompensatorisch
hypertrophiert. Eine massive Zunahme des rechtsventrikularen Gewichtes mag Zeichen ener
sich entwickelnden pulmonaen Hypertonie sein, die sich begleitend zu ausgedehnten Infarkten
offenbart (74). Dafur mitverantwortlich scheint ein erhdhter LVEDP, der zu einem Rickstau
von Blut in den kleinen Kreidauf fihrt und dem rechten Ventrikel einen erhohten
Auswurfwiderstand entgegensetzt. Damit steigt zwangsaufig der Druck im Lungenkreislauf,
der in der Folge zu einer Hypertrophie des RV fuhrt. Der MI-bedingte Anstieg des
linksventrikul&ren enddiastolischen Drucks konnte durch die Etomoxir-Behandlung stark
vermindert werden (siehe Kap. 7.2). Es ist denkbar, dal3 unter diesen Bedingungen lber einen
verminderten Rickstau im kleinen Kreidauf eine Herabsetzung des Auswurfwiderstandes
erfolgte. Ein auf diese Welise abgeschwéchter hdmodynamischer Hypertrophiestimulus kann die
verminderte RV-Hypertrophie der Etomoxir-behandelten Tiere erklaren.

Bel Relativierung der ermittelten Ventrikelgewichtsdaten durch Bezug auf die Kérpermasse,
ergaben sich in der vorliegenden Arbeit gleichartige Ergebnisse wie fir die absoluten
Gewichtsparameter. Bei Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigten sich fir den LV
voneinander abweichende, fir den RV gleichartige Ergebnisse wie in dieser Arbeit.
Hypertrophieim RV bei ausgedehnten Infarkten wurde von mehreren Autoren beschrieben (2);
(53); (104); (80). Auch unter chronischer Inhibition der CPT-1 mit TDGA lief3en sich diese
Ergebnisse verifizieren (53).

Zur LV-Hypertrophie liegen in den gleichen Studien unterschiedliche Ergebnisse vor. Das
Gewichtsverhalten des LV zeigte in der Arbeit von Litwin in der unbehandelten MI-Gruppe

eine Abnahme der linksventrikuldren Masse (53). In der Untersuchung von Zimmer ergab sich
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eine Abnahme des LV-Gewichtes bei Ratten mit grof3em Infarkt (104), bel Rubin zeigte sich
bei Infarkten > 30 % eine Zunahme der Masse der linken Herzkammer (80). In der Arbeit von
Afzal und Dhalla nahm vier Wochen nach Induktion eines M1 das LV-Gewicht signifikant ab,
acht Wochen nach Unterbindung der Koronararterie blieb es konstant und 16 Wochen nach
Infarkt stieg die Masse der linken Herzkammer deutlich (2). Wie ist dieses unterschiedliche
Reagieren des LV zu erkldren? Zum einen bestimmt sicherlich der Zeitpunkt der Messung nach
MI die Grofe der bis dahin erfolgten Gewichtszunahme. Zum anderen beeinfluft der Umfang
des infarzierten Gewebes wesentlich die Ausbildung einer Hypertrophie. Nicht bel alen
Untersuchungen wurden Tiere mit direkt vergleichbaren Infarktarealen herangezogen.
Aul¥erdem kann es wichtig sein, ob das Gewicht des LV mit dem Septum oder getrennt von
diesem gemessen wurde. Nicht in allen Arbeiten ist dies klar herausgestellt worden.

Der absolute Proteingehat im linken Ventrikel (mg Protein pro g Feuchtgewicht x LV-
Gewicht) zeigte in vorliegender Arbeit eine Tendenz zu steigenden Werten von der SO- Uber
die MI- zur Etomoxir-Gruppe. Diese Ergebnisse waren allerdings nicht signifikant. Ein
indirekter Nachweis fur eine tatséchlich erfolgte Zunahme des Proteingehaltes ist der deutliche
Anstieg des LV-Gewichtes im Etomoxir-Kollektiv. Mit hoher Sicherheit ist anzunehmen, dal3
dieses durch eine gesteigerte Proteinsynthese verursacht worden ist. Bel Betrachtung der
Proteinkonzentration, also dem Bezug des Proteingehaltes pro Gramm Feuchtgewicht der
linken Herzkammer, [&% sich ene Gewichtszunahme der Herzkammer durch
Fllssigkeitseinlagerung oder nicht-proteinhaltiges Material weitgehend ausschlief3en. In alen
drei Gruppen war der relative Proteingehalt ndmlich konstant.

Abschlief¥end kann insbesondere festgehalten werden, dal die InfarktgrofRe nach chronischem
Infarkt zwischen MI-Guppe und Etomoxir-Behandlung einen signifikanten Unterschied zeigte.
Eine 6-wochige Behandlung mit Etomoxir hat demzufolge vermutlich einen protektiven Effekt
auf das durch den Infarkt nicht irreversibel zerstérte Myokard. Deutlich ist in den beiden
Kollektiven mit Infarkt die erfolgte myokardiale Hypertrophie des RV nachweisbar, wahrend
die Hypertrophie im LV nur unter CPT-1-Inhibition signifikant war.

7.2 Hamodynamik- und Frequenzmessung

Die Charakteriserung der Hamodynamik geschieht in der vorliegenden Arbeit durch vier
représentative Parameter. Zum einen ist dies der LVEDP, welcher bel einer gestorten Ca’*-

Homoostase in der Diastole ansteigt. Als Folge kommt es zu erhohter Steifigkeit des
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Ventrikels, die eine Ursache fir diastolische Funktionsstorungen ist (18). Ein Kontraktilitéts-
bzw. Inotropieparameter des Herzens ist die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit, wahrend
die Druckabfallgeschwindigkeit die Lusitropie des Myokards charakterisiert. Im infarzierten
Herzen ist ein Teil des Arbeitsmyokards irreversibel geschéadigt. Die Narbe nimmt nicht mehr
an der Auswurfarbeit teil, die Uberlebenden Myozyten kénnen sich dementsprechend nicht
addguat kontrahieren und relaxieren. Als Folge treten systolische und diastolische
Funktionsstorungen auf. Der aortale Blutflul3, der als vierter hdmodynamischer Parameter
gemessen wurde, liefert eine Aussage Uber das Herzminutenvolumen. Der im aufsteigenden
Tell der Aorta ermittelte AF nimmt ab, wenn der geschadigte Ventrikel auf}erstande ist, fir
einen ausreichenden Blutauswurf zu sorgen und folglich eine konstante Stromung in der
Hauptschlagader nicht mehr gewahrleistet wird.

Das insuffiziente Herz steht unter dem Einflul® einer verstérkten sympathischen Stimulation.
Einerseits wird dadurch die Kontraktilitdt des Myokards gesteigert, andererseits die
Herzfrequenz erhoht. Letzters fuhrt zu einer verminderten Systolen- und Diastolendauer, was
sch negativ auf die Herzfunktion auswirken kann. Insbesondere bei ischdmisch
vorgeschadigten Herzen kann eine verstérkte 3-Stimulation mit einem erhdhten O.-Verbrauch
kritisch sein (79).

In dieser Studie war der LVEDP in der MI-Gruppe sechs Wochen nach Infarkt deutlich erhoht.
Diese Steigerung unterblieb dagegen im Etomoxir-behandelten Kollektiv. Der CPT-1-
Hemmstoff vermag demnach zu verhindern, dal3 ene pathologische diastolische
Druckbelastung des linken Ventrikels nach Myokardinfarkt auftritt. Als Ursache kommt die
niedrigere Infarktgrof3e bei den Etomoxir-behandelten Tieren in Betracht, da bei eéinem kleinen
Infarktareal weniger mit dem Entstehen einer Insuffizienz zu rechnen ist. Der verhinderte
Anstieg des LVEDP ist daher nur ein indirekter Nachweis fur eine Wirkung des CPT-1-
Inhibitors am Herzen. Im Vergleich der vorliegenden Arbeit mit Studien anderer
Arbeitsgruppen ergaben sich hinsichtlich des LVEDP Gemeinsamkeiten. In verschiedenen
Studien zeigten sich vier bis sechzehn Wochen nach MI eine Zunahme des LVEDP um den
Faktor drei bis neun verglichen mit dem Kontrollwert (2); (53); (104); (20); (19). Unter
chronischer Hemmung der Carnitin-Palmitoyl-Transferase-1 durch Gabe von 20 mg/kg KG/d
TDGA konnte der LVEDP deutlich gegeniiber der MI-Population gesenkt werden (53). Von
Etomoxir, einem wesentlich potenteren Hemmstoff, reichten 8 mg/kg KG/d aus, um einen

gleichartigen Effekt zu erhalten.
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Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit war nur in der MI-Gruppe gegeniber den
scheinoperierten Tieren signifikant vermindert. Es 18 sich feststellen, dal3 systolische
Funktionsstorungen unter chronischer CPT-1-Hemmung nicht auftreten. Dagegen sank die
maximale Druckabfallgeschwindigkeit sowohl in der MI-Gruppe, as auch bel den Etomoxir-
behandelten Tieren. Folglich kann davon ausgegangen werden, dal3 nach Infarkt eine
Dysfunktion der myokardialen Relaxation vorliegen mul3. Gestitzt wird diese Vermutung
durch die Messung verschiedener muskelmechanischer Relaxationsparameter, die an
linksventrikuldren Papillarmuskelprparaten von infarzierten Rattenherzen aus der gleichen
Versuchsserie durchgefuhrt wurden (Kap. 6.3). Bel einer Infarktgrof3e von grofRer 40 %
verlangerte sich die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Relaxationsgeschwindigkeit
(T[dF/dtmin]) in der unbehandelten und Etomoxir-behandelten Gruppe gegentiber der
scheinoperierten Gruppe signifikant. Auferdem nahm die Zeit bis zur habmaximaen
Kraftrelaxation RTsp, in beiden Kollektiven gegeniiber der SO-Gruppe ebenso deutlich zu. Es
liefRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen mit Myokardinfarkt
feststellen. Fir den Quotienten aus maximaler Relaxationsgeschwindigkeit und der zu diesem
Zeitpunkt entwickelten Kraft ([dF/dt.,)/F) ergab sich keine Anderung zwischen den drei
Tierkollektiven. Die verlangsamte Relaxation der Papillarmuskel aus dem linken Ventrikel sind
Anzeichen dafiir, dal? eine rasche Riickbindung systolisch freigesetzten Ca* in das SR gestort
ist. Dadurch bedingt wird die Interaktion zwischen den kontraktilen Proteinen Aktin und
Myosin erst spéter beendet. Eine diastolische Funktionsstorung des Myokards ist die Folge.
Verminderte +dP/dty. und -dP/dtn, zwischen SO und unbehandeltem Kollektiv mit Ml
bestétigten eine Reihe von friheren Publikationen (2); (53); (104); (20); (19). Einen Kontrast
zu den ermittelten Ergebnissen zeigte die Arbeit von Litwin. Unter TDGA-Behandlung trat
hier ein Abfal von +dP/dt auf. Allerdings begann die Therapie erst am dritten Tag nach
Infarzierung fir eine Dauer von zehn Tagen. Zur maximalen Druckabfallgeschwindigkeit gibt
esin der Studie von Litwin keine Angaben (53).

Der aortale Blutfluld zeigte in der vorliegender Studie keine Unterschiede zwischen den drei
Gruppen. Dem entspricht ein dhnlicher Blutauswurf des linken Ventrikels in allen beobachteten
Kollektiven. Es ist deshalb anzunehmen, dal3 es bei den untersuchten Tieren nach dem Infarkt
zu keiner Dekompensation des LV gekommen ist. Einschrankend muf3 auf den Umstand
hingewiesen werden, dal? die Messung des AF in Narkose erfolgte. Dadurch waren die Tiere
keiner korperlichen Belastung ausgesetzt. Der linke Ventrikel war somit unter

Ruhebedingungen in seiner Auswurfarbeit nicht beeintréchtigt. Wie sich dieser Parameter unter
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Belastung verhalten hétte, bleibt offen. Messungen an wachen Tieren, die tatséchliche (patho)-
physiologische Bedingungen besser widerspiegeln, wurden wegen zuséizlicher starker
Belastung der Tiere unterlassen.

Die Herzfrequenz ist ein verl&dicher Indikator fir die vegetative Innervation des Herzens. Eine
erhdhte Stimulation durch den Sympathikus konnte Uber die Messung der Herzfrequenz nicht
nachgewiesen werden. In alen drei Gruppen zeigte die mittels EKG ermittelte Frequenz keine
signifikanten Unterschiede. Zu beachten ist, da3 auch die EKG-Ableitung in Narkose
durchgefuhrt wurde. Es ist bekannt, dal3 verwendetes Xylazin einen kardiodepressiven Effekt
hat. Ketamin dagegen erhoht die sympathische Aktivitdt, mit der Folge einer gesteigerten
Herzfrequenz und einem Anstieg des Blutdrucks (93). Es ist nicht auszuschlief3en, dald sich die
gegenteiligen Effekte der zwel Substanzen in der vorliegenden Studie aufheben. In der Arbeit
von Zimmer anderte sich die HF auch bei schweren Infarkten nicht (104). In drei weiteren
Untersuchungen ergab sich keine Anderung dieses Parameters vier und acht Wochen nach
Infarkt (2); (20); (19). Hervorzuheben ist, dal? auch durch 10t&gige CPT-1-Inhibition mittels
TDGA die HF nach MI nicht signifikant beeinfluf wurde (53). Im Gegensatz zu diesen Daten
wurde 16 Wochen nach Infarkt eine Verminderung der HF gefunden (2); (20); (19).
Zusammenfassend 183 sich festhalten, dal3 eine Etomoxir-bedingte Stoffwechselumstellung
von Fettsaure- nach Glukoseoxidation Uber einen Zeitraum von sechs Wochen zu einer
deutlichen Verbesserung der kontraktilen Funktion infarzierter Herzen fihrte. Das trifft
insbesondere fur die myokardiade diastolische Wandspannung und +dP/dtne im LV zu,
wéhrend die Verdnderung von -dP/dti, nicht signifikant war. Herzfequenz und aortaler Flul3
zeigten keine signifikanten Verénderungen zwischen den drei Gruppen. Gerade der nicht
veranderte AF 183t auf einen hdmodynamisch weitgehend stummen Verlauf des ,, Remodeling*
schliefZen.

7.3 Beziehung zwischen Infarktgroflie und Hypertrophie

Mit zunehmender Grole des Infarktareals mul3 immer mehr Myokard funktionell ersetzt
werden. Ein guter Parameter fir ene erfolgte myokardiale Hypertrophie ist die
Massenzunahme des Herzens bezogen auf das Korpergewicht (KG). Deshab wurde
untersucht, ob es eine Wechselbeziehung zwischen den relativen Herzgewichten und der
Infarktgrofe gab. Eine statistisch signifikante Korrelation konnte nur zwischen dem RV-
Gewicht pro KG und der Infarktgrofie gezeigt werden. Einschrénkend ist festzustellen, dal? bei
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dieser Studie nur Infarktgrof3en von 20-45 % beriicksichtigt wurden. Diese Spannbreite scheint
zu gering, um eine eindeutige Wechselbeziehung zwischen den Ventrikelgewichten pro KG
und der prozentualen Grof3e des infarzierten Gewebes nachzuweisen. Dariiber hinaus wurden
in der MI-Gruppe aus technischen Griinden nur sechs statt acht Mef3werte fir den rechten und
linken Ventrikel ermittelt.

Literaturbefunde zeigen, dal3 es als Kompensationsmechanismus nach MI zur Hypertrophie
und damit Gewichtszunahme des linken und auch rechten Ventrikels kommt. Allerdings wird in
der ersten Zeit nach Infarkt das Narbengewebe funktionell ersetzt, bevor es im weiteren

Verlauf zu einer ausgedehnten Hypertrophie beider Kammern kommt (19).

7.4 Ca’*-Transport in das sarkoplasmatische Retikulum und Western-Blot Analyse

In das Zytosol freigesetztes Ca®™ wird wieder in die intrazelluléren Speicherkompartimente
gepumpt und Uber das Sarkolemm aus der Zelle beférdert. Der mit Abstand grofdte Teil wird in
einem energieabhangigen ProzeR in das SR zuriickgepumpt, der von der Cat*-ATPase des
sarkoplasmatischen Retikulums katalysiert wird. Im Rattenmyokard sind das fast 90 % der
gesamten bewegten Ca™*-Menge im Verlaff enes Herzzyklus. Dabei  spielt das
Modulatorprotein Phospholamban eine wichtige Rolle, da dessen inhibitorischer Einfluld auf die
SERCA2a  durch  Phosphorylierung/Dephosphorylierung  kontrolliet  wird.  Die
Phosphorylierung von Phospholamban erfolgt in erster Linie durch Proteinkinase A am
Serinrest 16. In vorliegender Arbeit wurde die Ca™*-Transportaktivitét des SR durch Messung
des Oxalat-stimulierten SR Ca**-Transportes in Homogenaten bestimmt. Damit der gemessene
Oxaat-stimulierte SR Ca*-Transport tatsichlich die SR Ca**-Transportaktivitét
charakterisiert, missen mehrere Voraussetzungen erflllt sein. Um die Geschwindigkeit des
Transportes von Ca" in SR-Vesikel zu bestimmen, wurden die MeRwerte im linearen Teil der
Ca™*-Aufnahmekurve erfalt. Unter den gewahiten Reaktionsbedingungen war die Ca’*-
Aufnahmekurve Uber vier bis finf Minutem linear. Die Messungen vorliegender Arbeit
erfolgten 0.5 bis 2 min nach Zugabe des Homogenates zur Reaktionsldsung. Die in den
Homogenaten vorliegende Ca*-abhéngige ATPase-Aktivitat der Mitochondrien wurden durch
den Zusatz des Hemmstoffs NaN; ausgeschaltet. Kontrolluntersuchungen hatten zudem
gezeigt, dai? eine Inhibition der Ca?*-Pumpe des Sarkolemms keinen signifikanten Einflui auf

die gemessenen Ca*-Transportraten bewirkte.
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Mehrere Faktoren konnen fir eine verminderte Ca®*-Transportaktivitét verantwortlich sein.
Zum einen kann eine reduziete Phospholambanaktivitdt und/oder eine reduzierte
Phospholamban-Phosphorylierung  durch  Proteinkinasen Ursache herabgesetzter Cat'-
Transportraten sein. Ebenso denkbar sind Einfllisse toxischer Metabolite, die nach M| verstarkt
anfalen und eine Stérung der Lipid/Protein-Wechsalwirkung zur Folge haben. Diese
Moglichkeit der Einflu3nahme kann in der vorliegenden Arbeit nicht ausgeschlossen werden.
Letztlich ist neben vielen noch unklaren Mechanismen auch die verminderte Expression von SR
Ca™*-ATPasemolekillen in Betracht zu ziehen. Um aufzuzeigen, dai} die verminderte
Transportaktivitét bedingt ist durch eine reduzierte SR Ca**-ATPasenkonzentration, erfolgte

die Western-Blot Analyse zur quantitativen Bestimmung dieses Transporters.

In der vorliegenden Arbeit wurde aufgezeigt, dald ein deutlicher Abfall des Oxalat-stimulierten
SR Ca*-Transportes in der unbehandelten MI-Gruppe auftrat. Auch bei Inhibition der
endogenen Proteinkinase A-Aktivitdt bzw. Zugabe von katalytischer Untereinheit der PKA
nahm die Transportrate signifikant ab. Nach MI kommt es demnach vermutlich zu einer
verminderten Expression der SERCAZ2a. Dafiir spricht, daR die verminderte SR Ca™*-
Transportrate in der MI-Gruppe mit einem Abfal der SR Ca*-ATPase-Konzentration
korrelierte.

Unter der Behandlung mit Etomoxir lie3 sich furr keine Bedingung eine signifikante Anderung
der SR Ca*-Transportaktivitdt im Vergleich zur SO-Gruppe feststellen. Fir den durch
Western-Blot Analyse ermittelten Proteinspiegel zeigte sich im  Etomoxir-behandelten
Kollektiv kein signifikanter Abfall. Hemmung der CPT-1 Gber mehrere Wochen ging also mit
einer erhthten Konzentration an SERCAZ2a einher. Das Ergebnis ist folgendermal3en zu
interpretieren: Unter der 6-wdchigen Inhibition der CPT-1 kam es anscheinend zu einer
verstirkten Expression von SR Ca’*-Transportmolekiilen, deren Konzentration aber nicht die
in der Vergleichsgruppe SO erreichte. Die unter Etomoxir-Behandlung erhhte Ca’*-ATPase-
Konzentration erklart die beobachteten verbesserten Ca*-Transportraten. Allerdings mufR
einschrankend gesagt werden, dal3 die Einzelwerte fir die Transportraten gerade im Etomoxir-
Kollektiv einer starken Streuung unterworfen waren. Die Ursache hierfir ist unklar. Eventuell
reagierte das Myokard der Versuchstiere individuell auf die Gabe von Etomoxir. Dartber
hinaus ist nochmals auf die geringere Infarktgrof3e in der Etomoxir-Gruppe hinzuweisen. Ein
weniger geschadigter Herzmuskel vermag eine grolRere Menge Ca®* pro Zeiteinheit in das SR

zu pumpen, wie eindrucksvoll in einer Studie nachgewiesen werden konnte (2). In vorliegender
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Arbeit lief? sich die Wechselbeziehung zwischen Infarktgrole und Oxalat-stimulierter SR Caf*-
Transportrate deutlich zeigen (Abb. 15).

Dartiber hinaus konnte in allen drei Gruppen kein Unterschied in der maximalen Stimulation
des SR Ca**-Transportes durch Zugabe von Kkatalytischer Untereinheit der Proteinkinase A
gesehen werden. Es wird deutlich, dal3 die Proteinkinase A einen wesentlichen Faktor fur die
Phosphorylierung von Phospholamban und der Aktivierung der SERCA2 darstellt. Mégliche
Schadigungen der Signaltransduktion nach Myokardinfarkt scheinen demzufolge keinen
EinfluR auf die Regulation der SR Ca*-Pumpfunktion durch PK A-abhangige Phosphorylierung

von Phospholamban zu haben.

Im folgenden soll beschrieben werden, wie sich der SR Ca*-Transport und die
semiquantitative Bestimmung der SERCA2a verglichen mit anderen Publikationen darstellen.
Hinzu kommt die Betrachtung von in dieser Arbeit nicht ermittelten SERCA2a-mRNA-
Spiegel. In dem Modell der linksventrikularen Druckiberlastung, das nicht ohne weiteres
Ubertragbar ist auf das Infarktmodell, kam es nach kurzer Zeit zu einer Hypertrophie der linken
Herzkammer (15). Einen Monat nach Operation sank der SR Ca’'-Transport in stark
hypertrophierten Herzen im Vergleich zur SO-Gruppe signifikant. Damit korrelierte ein
erniedrigter  SERCA2a-mRNA-Spiegel, dem as Ursache vermutlich eine verminderte
Expression des die Ca®*-ATPase kodierenden Gens zugrunde lag. Daneben war der SERCA 2a-
Proteinspiegel deutlich abgesunken. Bel geméldigter Hypertrophie, die definiert wurde fir alle
Tiere mit einem LV/KG-Quotienten kleiner 2.6, erfolgte keine Anderung im Protein- und
mRNA-Spiegel. Lediglich die SR Ca*-Transportrate zeigte geringere Werte. Es kann der
Schluf3 gezogen werden, dal3 nur bei starker Hypertrophie des Myokards eine verminderte
Ca’*-Transportrate mit einen erniedrigten SERCA2a-mRNA-Spiegel einhergeht.

Das gleiche Hypertrophiemodell wurde in einer anderen Studie zur Untersuchung der Wirkung
von Etomoxir herangezogen (81). Hierbei ergab sich unter 12-13wdchiger Behandlung mit
Etomoxir ein Wiederanstieg der gesunkenen SR Ca’'-stimulierten ATPase-Aktivitét. Die
Hemmung der CPT-1 deigerte die Ca™-ATPase-Aktivitdt von unbehandelten,
druckUberlasteten Herzen auf fast den dreifachen Wert. Zarain-Herzberg und Mitarbeiter
berichteten Uber eine Steigerung der kardialen SR Ca**-ATPase nach acht Wochen Behandlung
mit Etomoxir im Vergleich zu druckuberlasteten Tieren ohne Behandlung. Ebenso deutlich fiel
das Ergebnis fir die Untersuchung der SERCA2a-mRNA aus (103). Inhibition der CPT-1
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bewirkt diesen beiden Arbeiten zufolge in druckiberlasteten Herzen eine erhGhte Expression
der SERCA2a.

Das Modell der linksventrikuldren Druckiberlastung ist allerdings, wie schon oben bemerkt,
nur bedingt Ubertragbar auf die kompensatorische Massenzunahme des Herzens nach
Myokardinfarkt. Es ist weitgehend unklar, ob die myokardialen Wachstumsfaktoren in beiden
Modellen die gleichen sind. Daher stellt sich folgende Frage: Wie verhét sich die fiir die Ca®*-
Homéostase so wichtige SR Ca’*-ATPase nach chronischem Infarkt? Zwei Studien versuchten
darauf eine Antwort zu geben (102); (2). In beiden Arbeiten sind Messungen vier, acht und
sechzehn Wochen nach Infarkt durchgefiihrt worden. Bel Afzal und Dhalla war in alen LV-
Homogenaten mit einer LV-Mindestinfarktgroe von 15 % die SR Ca’*-Aufnahme signifikant
vermindert (2). Die Arbeit von Zarain-Herzberg enthélt die Darstellung der SERCA2a-mRNA-
und Proteinspiegel. Der Ribonukleinsdurespiegel nahm schon nach vier Wochen merklich ab
und blieb auch acht und sechzehn Wochen nach MI vermindert. Dagegen war die
Proteinkonzentration nur nach acht und sechzehn Wochen signifikant gesenkt (102). Es
scheint, da die Analyse der mRNA sowie der Transportrate fiir Ca* in das SR ein sensitiverer
Marker fir eine Schadigung des Myokards ist als der SERCA2a-Proteinspiegel. Warum die
Proteinkonzentration |éngere Zeit nach M1 erhoht bleibt ist nicht bekannt. Nach dem bisherigen
Kenntnisstand in der Literatur ist die Langzeitwirkung von Etomoxir auf die SR Ca?*-ATPase-

Aktivitdt bel infarziertem Myokard bislang nicht untersucht worden.

Zusammenfassend 183t sich feststellen, daR die Ca’*-Riickbindung in das SR unter 6-wéchiger
Behandlung mit Etomoxir verbessert werden konnte. Dies zeigte sich in einem hoheren
SERCA 2a-Proteinspiegel und verbesserten SR Ca*-Transportraten, jeweils im Vergleich zu
dem unbehandelten Kollektiv mit Myokardinfarkt.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Zur Charakterisierung der myokardialen SR Ca™*-Transportaktivitdt nach experimentellem
Myokardinfarkt wurde 10-15 Wochen alten Ratten die linke Koronararterie unterbunden und
sechs Wochen spéter die Funktion und Expression der Ca®*-ATPase des sarkoplasmatischen
Retikulums untersucht. Ein Teil der Tiere wurde mit dem Carnitin-Palmitoyl-Transferase-1-
Inhibitor Etomoxir behandelt, der die mitochondrale Oxidation von langkettigen Fettsauren
hemmt und dadurch verstarkt Glukoseoxidation bewirkt. Diese Stoffwechselumstellung sollte
die Schadigung der myokardialen Funktion und die gestorte zelluldre Ca’*-Homdostase nach
Myokardinfarkt vermindern.

Die mit Etomoxir behandelten Tiere wiesen nach sechs Wochen eine deutlich verminderte
InfarktgroRe auf. Durch die CPT-1-Hemmung entstand ene starke biventrikulére
Hypertrophie. Darliber hinaus ergaben sich Hinweise auf den Erhat einer normalen
Wandspannung des linken Ventrikels und einer verbesserten Kontraktilitdt gegentiber der
unbehandelten Gruppe.

Unter Etomoxir zeigte die fiir die diastolische Ca™* Senkung verantwortliche ATP-abhangige
Ca™*-Riickbindung in das SR verbesserte Transportraten. Damit  korrelierte  der
immunchemisch gemessene erhthte SERCA 2a-Proteinspiegel.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dald es infolge einer Behandlung mit Etomoxir nach
Myokardinfarkt zu einer verbesserten Zellstoffwechsellage des ischamisch nicht irreversibel
geschadigten Myokards kommt. Dafur scheint die verstérkte Glukoseoxidation bei Hemmung
der Oxidation langkettiger Fettsduren im Herzmuskel verantwortlich zu sein. Die Grofe des
infarzierten Areals wird begrenzt, dadurch lassen sich zum Tell verbesserte hdmodynamische
Parameter und gesteigerte SR Ca’*-Transportraten und SERCA 2a-Proteinspiegel erklaren. Auf
die Hamodynamik hat sicherlich auch die durch Etomoxir erfolgte myokardiale Hypertrophie
einen wesentlichen Einflul3.

Fur weitere Studien bleibt abzuklaren, durch welchen Mechanismus Etomoxir seine
verbessernde Wirkung nach Myokardinfarkt entfaltet. Auf3erdem ist zu prifen, ob nach akutem
Myokardinfarkt beim Menschen mit dem Prinzip der chronischen Verschiebung der
myokardialen Substratverwertung von Fettsaure- nach Glukoseoxidation eine verbesserte
Uberlebensrate und das Hinauszogern bzw. Verhindern einer Dekompensation des Herzens zu

ereichenist.
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