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1. Einleitung

1.1 Pathogenese der Herzinsuffizienz

Unter dem Begriff ,Herzhypertrophie® versteht man eine Gré3enzunahme des
Herzmuskels. Nach der Ursache kann man zwischen idiopathischen, d.h. priméren
Hypertrophien ohne erkennbare Ausloser, und sekundaren Hypertrophien mit
bekannten Ursachen unterscheiden. Nach der Morphologie unterscheidet man
zwischen einer konzentrischen und einer exzentrischen Hypertrophie.

Ursachen fur die exzentrische, oder dilatative Hypertrophie, sind unter anderem eine
familiare Belastung, virale Infekte oder Alkoholabusus (Mestroni et al., 1999) sowie eine
chronische Volumenbelastung durch z.B. eine Aortenklappeninsuffizienz. Hierbei
kommt es sowohl zu einer Verdickung der Muskelschicht als auch zu einer Zunahme
des Volumens der Kammer (Grossman et al., 1975, Gupta et al., 2007). Daraus folgt
eine sog. systolische Funktionsstérung mit Abnahme der Auswurfleistung des Herzens.
Bei der konzentrischen Hypertrophie kommt es durch eine erh6hte Druckbelastung des
Ventrikels (z.B. durch Aortenklappenstenose oder arterielle Hypertonie) zu einer
Zunahme der Wanddicke (Grossman et al., 1975), wobei der Durchmesser des
Herzens weitestgehend gleich bleibt (Gupta et al., 2007), sich das Volumen der
betroffenen Herzkammer jedoch verringert. Folge ist eine sog. diastolische
Funktionsstoérung bei der die Fullung des Ventrikels gestort ist. Die konzentrische
Hypertrophie geht bei bleibender Druckbelastung in die exzentrische Form Uber
(Schwartzkopff et al., 2000).

Pathophysiologisch erklart sich die Herzvergro3erung unter anderem durch eine
Zunahme des Zellvolumens der einzelnen Herzmuskelfaser, welche unter anderem auf
einer Erh6hung der Proteinsynthese, Reorganisation des Zytoskeletts (Engelhardt und
Merkle, 2006) sowie einer Zunahme von kontraktilen Elementen beruht (Mihl et al.,

2008). Zudem kommt es durch die chronische Belastung des Herzens zu einer starken



Vermehrung von Fibroblasten (Wakatsuki et al., 2004) und einer Anh&ufung von
Kollagen (Pick et al., 1989).

Sorgt die Hypertrophie anfangs noch fur eine Normalisierung der durch die erhdhte
Druckbelastung angestiegenen Wandspannung im Ventrikel (Ricci et al., 2005) und
erhalt so die Auswurfleistung des Herzens aufrecht (Anselmi et al., 2008),
dekompensiert das Herz mit zunehmender Dauer der Belastung und wird insuffizient
(Takano et al., 2002).

Definiert ist die Herzinsuffizienz als Unvermogen des Herzens einen ausreichenden, fur
die Organperfusion nétigen, Blutdruck aufrecht zu erhalten (Spinarova und Vitovec,
2007).

Wesentliche Faktoren bei der Entstehung der Herzinsuffizienz sind einerseits die
zunehmende Dilatation des Ventrikels (Van Empel et al., 2005) und andererseits der
Verlust von Kardiomyozyten durch Apoptose (Olivetti et al., 1997). Ein entscheidender
Mechanismus dabei ist die Aktivierung des autonomen sympathischen Nervensystems
(Horwich und Middlekauff, 2008), welches tber eine Erhéhung der Schlagkraft und der
Frequenz des Herzens die Auswurfleistung des Ventrikels aufrecht erhalten soll
(Spinarova und Vitovec, 2007). Als wichtigster Transmitter des sympathischen Systems
zahlt in erster Linie Noradrenalin, welches seine Wirkung Uber die Bindung primar an
alpha- , aber auch Uber beta- Rezeptoren vermittelt (Singh et al., 2000).

Aufgrund einer Reduktion kardialer beta-Rezeptoren bei chronischer Stimulation des
Sympathikus (Osadchii, 2007) und gesteigerter Konzentration von Katecholaminen
kommt es in der Folge jedoch zu einer verminderten Ansprechbarkeit der
Kardiomyozyten auf den sympathischen Reiz (Vatner et al., 1999). Zudem kann
Noradrenalin selbst einen toxischen Effekt auf die Herzmuskelzellen austben und kann
zum vermehrten Absterben der Zellen fihren (Colucci et al.,, 2000). Daher
verschlechtert sich mit zunehmendem Krankheitsverlauf die kardiale Pumpleistung
weiter.

Einen  weiteren  Kompensationsmechanismus  zur  Aufrechterhaltung eines
ausreichenden Blutdruckes stellt das Renin-Angiotensin-Aldosteron System dar,
welches letztlich Uber eine vermehrte Natrium-RUckresorption in den distalen

Nierentubuli zu einer Erhdhung des extrazellularen Flissigkeitsvolumens fihrt. Das
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damit verbundene Ubermal? an Angiotensin 1l fihrt jedoch zu einer starken
Vasokonstriktion (Adams, 2004) mit einhergehender erhdhter Nachlast am Herzen.
Zudem Uben Angiotensin Il und Aldosteron ihrerseits einen direkten fibrosierenden
Effekt auf das Herz aus (Boccanelli und Battagliese, 2006, Johar et al., 2006). Eine
weitere Verschlechterung der kardialen Situation ist die Folge.

Diesen gesamten Umbauprozess des Herzens, der letzten Endes in einer
Herzinsuffizienz minden kann, fasst man unter dem Begriff “Remodeling” zusammen
(Cohn et al., 2000).

Die Folgen der Herzinsuffizienz sind vielféaltig. Durch die verminderte Pumpleistung
kann die Versorgung der Organe mit Blut nicht mehr aufrechterhalten werden. Durch
die diastolische Storung des linken Ventrikels kommt es zu einem Druckanstieg in der
Lungenstrombahn mit Austritt von Flussigkeit in das Lungengewebe — es bildet sich ein
sog. Lungenddem, welches die Leistung der Lunge vermindert. Atemnot ist die Folge.
Eine der groRten Gefahren jedoch geht von ventrikularen Herzrhythmusstérungen aus,
in deren Folge die Patienten an einem pl6tzlichen Herztod versterben kdnnen.

Die Sterberate von Patienten mit einer Herzinsuffizienz Grad IlI-IV, nach der Einteilung
der “New York Heart Association®, liegt pro Jahr bei ca. 40 %. Die Halfte dieser
Patienten verstirbt am plétzlichen Herztod (Bigger, 1987). Es wird von einer mittleren
Uberlebensdauer bei dekompensierten Herzinsuffizienz bei Mannern von 1,7 Jahren
und bei Frauen von 3,2 Jahren berichtet. Die 1- bzw. 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei
Mannern bei 57 % bzw. 25 % und bei Frauen bei 64 % bzw. 38 % (Ho et al., 1993).
Auch eine Studie aus dem Jahr 1999 von Senni et al. zeigt, dass sich an den
Uberlebensraten nicht viel geandert hat. Hier wird von einer 1-Jahres-Uberlebensrate
von 72 bzw. 77 % und einer 5 Jahres-Uberlebensrate von 34 bzw. 33 % nach
Erstdiagnose einer dekompensierten Herzinsuffizienz berichtet. Auch hier zeigte sich
ein signifikanter Anstieg der Erkrankung ab dem 70. Lebensjahr (Senni et al., 1999).
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1.2 Therapie der Herzinsuffizienz

Therapeutisch steht die Pravention der Entwicklung bzw. der Progression einer
Herzinsuffizienz im Vordergrund. Dazu gehdren in erster Linie die Reduktion von
Risikofaktoren wie z.B. das optimale Einstellen einer arteriellen Hypertonie oder eines
Diabetes mellitus, die konsequente und sofortige Behandlung eines Herzinfarktes oder
die Therapie von Herzrhythmusstdrungen.

Bei diagnostizierter chronischer Herzinsuffizienz sollte neben einer medikamenttsen
auch immer eine nicht-medikamenttse (supportive) Therapie erwogen werden. Hierzu
gehoren eine Normalisierung des Korpergewichtes, eine Verminderung der Kochsalz-
und Flussigkeitszufuhr sowie die Vermeidung von schadigenden Substanzen wie
Nikotin und Alkohol.

Die medikamentése Therapie erfolgt stadienabhangig, wobei eine der wichtigsten
Substanzgruppen die ACE-Hemmer darstellen, da sie das kardiale Remodeling
signifikant reduzieren (Chrysant und Nguyen, 2007) und damit die Uberlebensrate
verbessern. Zudem werden B-Blocker, welche ihre Wirkung Uber eine Senkung der
Herzfrequenz und somit einem reduzierten Sauerstoffverbrauch der Kardiomyozyten
ausuben, und Diuretika eingesetzt. Die Diuretika senken die Vor- und die Nachlast am
Herzen und vermindern so die Volumen- bzw. Druckbelastung des Myokards.

Ab Stadium Il kdnnen als weitere Erganzung des Therapieregimes Aldosteron-
Antagonisten eingesetzt werden (Hoppe et al., 2005).

Die Wirkung der ACE-Hemmer und der Aldosteron-Antagonisten beruht auf einer
Verringerung des Aldosteronspiegels bzw. einer Blockade der Aldosteronrezeptoren
wodurch das kardiale Remodeling verhindert wird (Taniguchi et al., 2006). Der Einfluss
von Aldosteron auf die Umbauprozesse am Herzen beruht auf einer
aldosteronabhéngigen Erhdéhung der Expression von inflammatorischen Stoffen, die
durch erhohte Kollagensynthese zur Fibrose des Herzmuskels fiihren (Brown, 2005,
Wilke et al., 1996).

Eine andere Substanzgruppe stellen die Angiotensin Il Rezeptorantagonisten (Sartane)
dar, welche neben den ACE-Hemmern einen positiven Einfluss auf den Verlauf der

Herzinsuffizienz gezeigt haben. Beide Substanzklassen vermindern Folgeschaden und
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senken Mortalitat sowie Morbititdt wobei die Sartane zumeist besser vertragen werden
(Werner et al., 2008).

Mit Aliskiren ist seit 2007 der erste direkte Renininhibitor verfiigbar. Das Mittel wirkt
Uber eine enzymatische Hemmung durch Besetzung des aktiven Zentrums von Renin.
Dadurch kommt es zu einer verringerten Synthese von Angiotensin | und Il.

Bisherige Studien zeigten eine gute Vertraglichkeit des Medikamentes sowohl als
Monotherapeutikum, als auch als Kombinationstherapeutikum mit ACE-Hemmern oder
AT-1-Rezeptorblockern. In wie weit sich das Medikament auf Lebensqualitat und
Uberleben der Patienten auswirkt muR jedoch noch in weiteren Studien geklart werden
(Mahfoud et al., 2009).

Andere Untersuchungen haben gezeigt, dass es bei akuter und auch chronischer
Herzinsuffizienz zu einer gesteigerten Produktion von Sauerstoffradikalen kommt
(Ungvari et al., 2005). Ein Enzym, welches sich an der Bildung dieser Radikale beteiligt
zeigte, ist die Xanthin-Oxidoreduktase. Sowohl in Tierversuchen als auch in einigen an
Patienten durchgeftihrten Studien zeigte sich eine positive Beeinflussung beziiglich des
Krankheitsverlaufes durch Hemmung der Xanthin-Oxidoreduktase (Boueiz et al., 2008),
sodass hier sicherlich noch weitere Studien zu erwarten sind.

Durch immer detaillierteres Wissen um Zellvorgange und physiologische, sowie
pathologische Ablaufprozesse, zeigen sich auch zunehmend andere Wege auf, um
neue Therapieoptionen zu entwickeln. Eine mogliche Option wurde von uns im Rahmen
dieser Arbeit untersucht. Es handelt sich um den Einflul des Raf-Kinase-Inhibitors

Sorafenib auf die Ausbildung der kardialen Hypertrophie.

1.3 Sorafenib

Sorafenib (Bay 43-9006) ist ein oral verfuigbarer Multikinase-Inhibitor der Firma Bayer.
Kinase-Inibitoren sind Stoffe, die in der Lage sind, die Aktivitdt verschiedener Zell-
Kinasen zu hemmen (Greil und Micksche, 2006). Kinasen wiederum sind Enzyme, die
Energie in Form von Phosphatresten von z.B. ATP auf andere Substrate Ubertragen
kbnnen.

Zunachst wurde der Wirkstoff als Hemmer der sog. Raf-Kinase entwickelt. In der Folge

zeigte sich jedoch, dass die Substanz auch auf Tyrosinkinasen der Zelle (Hahn und
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Stadler, 2006) sowie den VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) einwirkt
(Wilhelm et al., 2004).

Bei der Raf-Kinase handelt es sich um eine Seronin/Threonin Kinase des MAP-Kinase
Signalweges (“mitogen activated protein kinase cascade”) (Chong et al., 2003). Bei
.Mitogenen* handelt es sich um die Zelle beeinflussende, extrazellulare Substanzen.
MAP-Kinasen haben Anteil an einer Vielzahl von Signalwegen in der Zelle (English und
Cobb, 2002, Leicht et al., 2007) wobei es mit der ERK (extracellular-signal regulated
protein kinase), der JNK (c-Jun N-terminal kinase) und der p38 Kinase drei
verschiedene Untergruppen der MAP-Kinasen gibt (Wang et al., 1998), die jeweils auf
unterschiedliche extrazellulare Reize reagieren. Die ERK-Signalkaskade, deren
Bestandteil die Raf-Kinase ist, vermittelt in erster Linie die Differenzierung und die
Zellproliferation, die p38 und die JNK hingegen sind durch Stress aktivierte Kinasen, die
das Absterben der Zelle vermitteln (Shan et al., 1999).

Sorafenib beeinflusst somit Uber die Inhibierung der Raf-Kinase die Transduktion

extrazellularer Signale Uber die RAF-MEK-ERK Signalkaskade in den Zellkern.
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1.4 Signaltransduktionsweg

Initiilert wird die intrazellulare Signalkaskade durch die Bindung eines Liganden, z.B.
Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Hormone, an einen extra- oder intrazellularen
Rezeptor.

Dadurch werden sog. Ras-Proteine aktiviert, bei denen es sich um
zellmembrangebundene G-Proteine handelt (Adjei, 2001), die ihrerseits die Raf-Kinase
(MAPKK-Kinase, MAPKKK) aktivieren (Wellbrock et al., 2004). Nachfolgend werden in
weiteren Schritten zunachst die MAPK/ERK Kinase (oder MEK, alternativ auch MAPK-
Kinase) phosphoryliert und im Anschlu3 daran die ,extracellular signal regulated
kinase” (oder ERK bzw. MAPK) durch Phosphorylierung aktiviert. Diese Ubertragt dann
letztenendes durch Translokation (Campbell et al., 1998) das ankommende Signal in
den Zellkern (Chong et al, 2003) (Abbildung 1). Hier werden daraufhin
Transkriptionsfaktoren aktiviert (Campbell et al., 1998) die zur Expression
entsprechender Genprodukte und damit zur Beantwortung des extrazellularen Signals
fuhren (Hommes et al., 2003).

Extrazellulares Signal

Phosphorylierungskaskade @

Nukleolus

ranskriptions-
: faktoren

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Raf-Kinase Signalweges.
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1.5 Klinische Relevanz

Aufgrund der Erkenntnis, dass Raf-Kinase Isoformen in einer ganzen Reihe von
Tumoren Uberaktiv sind, so z.B. bei dem Nierenzellkarzinom, dem hepatozellularen
Karzinom oder dem nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom (Gollob et al., 2006), hat
Sorafenib seine  Anwendung in der Behandlung des fortgeschrittenen
Nierenzellkarzinoms bei Patienten, bei welchen eine Interferon-alfa oder eine
Interleukin-2 basierte Therapie nicht angeschlagen hat, gefunden (sog. Second-line-
therapie) (Strumberg und Martini, 2007). Hier zeigt der Wirkstoff durch Inhibition
verschiedener Rezeptor-Tyrosin-Kinasen eine hemmende Wirkungen auf die
Tumorangiogenese und das Voranschreiten des Tumors (Adnane et al., 2006, Caraglia
et al., 2006).

Zudem wird die Wirksamkeit in weiteren Studien bei nicht kleinzelligem
Bronchialkarzinom oder dem hepatozellularen Karzinom (Liu et al., 2006) erprobt.
Aufgrund der oralen Verflgbarkeit und den zum einen geringen und zum anderen in der
Regel vollstandig reversiblen Nebenwirkungen, ist das Medikament sehr gut als
Dauertherapeutikum anwendbar wobei die optimale Tagesdosis bei 2 x 400 mg zu

liegen scheint (Strumberg et al., 2007, Strumberg und Matrtini, 2007).

1.6 Ziel der Arbeit

Gestutzt auf die Erkenntnis, dass der MAP-Kinase Signalweg an der Entwicklung einer
Herzmuskelhypertrophie beteiligt ist (Bueno und Molkentin, 2002, Takano et al., 2002),
ist das Ziel dieser Arbeit den Einfluss des Multikinase Inhibitors Sorafenib auf die
Ausbildung einer Herzhypertrophie zu untersuchen.

Getestet wurde das Medikament an einem, durch transverse aortale Konstriktion
induzierten, murinen in vivo Hypertrophiemodell. Verglichen wurden die erhobenen

Testergebnisse mit einer unbehandelten Kontrollgruppe.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Bei den fur die Versuche verwendeten Tieren handelte es sich um méannliche Mause der
Inzuchtlinie C57/BL6 im Alter zwischen 12 und 14 Wochen und einem Kdrpergewicht
zwischen 20 und 25 g. Die Tiere stammten aus der institutseigenen Zucht. Die ersten
Zuchtpaare wurden bei Charles River erworben (Charles River GmbH, Sulzfeld,
Deutschland).

Die Aufzucht sowie die Haltung der Tiere erfolgte unter Beachtung artgerechter,
tierschutzrechtlicher und hygienischer Bedingungen unter Aufsicht eines Tierpflegers in
transparenten 365 x 207 x 140 mm grol3en Polykarbonatkafigen. Ausgelegt waren die
Kafige mit Altromin Tierstreu Granulat. Wasser sowie Nahrung (Altromin- Standarddi&t
Maus - Ratte) standen den Tieren zur freien Verfigung. Aufbewahrt wurden die Kafige
in einem Regalsystem, das durch standige Klimatisierung fur konstante
Umweltbedingungen sorgte (Raumtemperatur 20-22°C u nd eine relative Luftfeuchtigkeit
von 50%). Eine automatische Lichtanlage sorgte fir einen 12 Stunden Tag- und
Nachtzyklus.

Genehmigt wurden die Tierversuche unter dem Tierversuchsantrag mit der Nummer
50.203.2-AC43 38/06.

2.2 Versuchsgruppen

Fur die Versuche wurden vier Gruppen gebildet. In der Gruppe 1 und 2 wurden die Tiere
einer transversen aortalen Konstriktion (TAC) (Kap. 2.3.3) unterzogen. In der Gruppe 3
und 4 wurden die Tiere (Kap. 2.3.3) scheinoperiert (Sham).

Die Tiere der Gruppen 1 und 3 wurden ab dem zweiten postoperativen Tag fur 12 Tage

transgastral mit dem Medikament Sorafenib versorgt. In den Gruppen 2 und 4 wurde
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den Tieren im gleichen Zeitraum eine Tragersubstanz zu Kontrollzwecken
verabreicht (Kap. 2.4).

Insgesamt 14 Tage nach der Operation wurden bei den Tieren wesentliche
hamodynamische Parameter invasiv gemessen. Hierbei wurden unter anderem die
peripheren und die zentralen Blutdriicke, die Herzfrequenz sowie die maximale
Druckanstiegs- und Abfallsgeschwindigkeit bestimmt (Abbildung 2).

Am Ende der Untersuchung wurde den Mausen unter fortlaufender Anasthesie Blut
entnommen und das Herz entfernt, welches unter dem Mikroskop in rechten und linken
Ventrikel getrennt wurde. Des Weiteren wurden die Leber sowie beide Nieren entfernt

und die Lange der Tibia bestimmt.

Tag 2:
Beginn der
Medikamentengabe

L 4
N

0 2 5 10 14 Tage
Tag 14:
Tag O: . Hamodynamik-
Operation messung und
Organentnahme

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung

Gruppe 1: TAC + Sorafenib Gruppe 3: Sham + Sorafenib
Gruppe 2: TAC + Kontrollsubstanz Gruppe 4 : Sham + Kontrollsubstanz
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2.3 Operationstechnik

2.3.1 Anasthesie

Zur initialen Betdubung wurden die Tiere in eine luftdichte Inhalationskammer gelegt, in
welche ein Sauerstoff-Gasgemisch eingeleitet wurde (2 % Isofluran bei 21 Sauer-
stoff/min). Anschliel3end wurden die Tiere auf einem beheizten Operationstisch gelagert
und fixiert. Um ein vorzeitiges Aufwachen der Mause zu vermeiden, wurde die Narkose

bis zur Intubation Uber eine Inhalationsmaske aufrechterhalten.

2.3.2 Intubation

Zur Intubation wurde nach Beseitigung der Haare im Operationsgebiet und
anschlielender Desinfektion (Betaisodona-Ldsung) ein Hautschnitt vom Kinn bis auf
Hohe des 3. Interkostalraumes parasternal durchgefuhrt.

Daraufhin wurden die beiden rechts und links direkt unterhalb der Haut gelegenen
Speicheldrisenlappen sowie die nun erscheinende und auf der Trachea liegende
Muskulatur stumpf zur Seite préapariert, sodass die Trachea zum Vorschein kam.

Unter Sichtkontrolle und mittels eines Operationsmikroskopes wurde bei einer
sechsfachen VergréRerung zur Beatmung unter Narkose ein endotrachealer Tubus
eingefihrt (Abbildung 3). Die Narkose wurde mit einem Gasgemisch von 2% Isofluran
und 1,51 Sauerstoff/min aufrechterhalten. Das Beatmungsgerat wurde auf eine
Atemfrequenz von 110 Atemzigen pro Minute und ein Atemzugvolumen von 200 pl

eingestellt.
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Abbildung 3: Operationssitus nach Intubation; in der Mitte die Trachea mit Tubus; seitlich die

mittels einer stumpfen Pinzette zu Seite gehaltenen Speicheldriisen und die Muskulatur.

2.3.3 Transversale aortale Konstriktion und Scheino  peration

Bei zwei der vier Gruppen wurde eine sogenannte TAC Operation nach Rockman et al.
durchgefthrt, welche zu einer Erh6éhung des Widerstandes im Ausflusstraktes des linken
Ventrikels fuhrt und zunéachst eine linksventrikulare Hypertrophie induziert und erstmals
im Jahr 1991 beschrieben wurde (Rockman et al., 1991).

Hierzu wurde nach der Intubation der Thorax parasternal von der ersten Rippe bis in
den 3. Interkostalraum mit einer Schere aufgeschnitten. Die beiden Thoraxhalften
wurden mit Hilfe zweier so genannter Retraktoren gespreizt, um das OP-Gebiet offen zu
halten. Darunter liegend befindet sich der Thymus dessen beiden Lappen stumpf zur
Seite prapariert und mit den Wundretraktoren fixiert wurden.

Der Aortenbogen wurde zwischen dem Abgang des Truncus brachiocephalicus auf der
rechten Seite und dem Abgang der A. carotis communis sinistra vom umliegenden
Bindegewebe befreit.

Zur Konstriktion der Aorta wurde ein 2.0 Seidenfaden unter dem Aortenbogen hindurch
gezogen, zwei gegenlaufige Knoten vorbereitet und ein standardisierter Abstandshalter
in Form einer auf ca. 2 mm verkurzten Kanule der Grole G-27 zwischen das Gefal? und

den Faden eingelegt. Daraufhin wurden die Knoten nacheinander zugezogen und
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unmittelbar anschlieRend der Abstandhalter wieder entfernt (Abbildung 4 und Abbildung
5). So wurde bei allen Tieren eine vergleichbare Verkleinerung des Lumens der Aorta
um 70 % erreicht.

Abbildung 4: Intraoperative Aufnahme des OP-Situs

A: Retraktoren, Ligaturfaden und Trachea mit Tubus
B: Zu sehen sind der Aortenbogen mit umliegenden Ligaturfaden und den Knoten,

dazwischen der Abstandhalter

Die Fadenenden wurden abgeschnitten, die Retraktoren entfernt, der Thymus wurde
wieder zurtck verlagert und der Thorax mit Einzelknopfnahten und einem nicht
resorbierbaren monofilen Faden der Starke 6.0 verschlossen.

Die Hautnaht erfolgte fortlaufend mit einem nicht resorbierbaren 5.0 monofilen Faden.
Nach Verschluss des Operationsgebietes wurde dieses erneut desinfiziert. Die
Extubation erfolgte nach einsetzender Spontanatmung.

Zur postoperativen analgetischen Therapie wurde den Versuchstieren nach Beendigung

der Operation 0,075 mg Buprenorphin (Temgesic) intraperitoneal verabreicht.
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Die gesamte Operation wurde unter einem Stereomikroskop (OpMi-191294 der Firma
Zeiss) bei einer acht- bis sechzehnfachen VergroRerung durchgefuhrt.

A

kranial A . _
Truncus i o . carotis communis

) : sinistra
brachiocephalicus

Aaortenbogen mit
Konstriktionsstelle

A. carotis com.

A carotis

dextra com. sinistra

Truncus

brachiocephalicus Aorta

Abbildung 5 : : Darstellung der TAC.
A: OP-Situs nach durchgefiihrter Konstriktion

B: Schemazeichnung der TAC mit Ligatur des Aortenbogens zwischen dem Abgang des
Truncus brachiocephalicus und der A. carotis communis sinistra.
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2.4 Applikation von Sorafenib

Um den Tieren die Mdoglichkeit zu geben, sich nach der Operation zu regenerieren und
somit auch das Risiko von Wundheilungsstdrungen zu senken, wurde mit der
Applikation des Medikamentes erst mit dem zweiten postoperativen Tag begonnen. Den
Tieren der Gruppen eins und drei wurde der Raf-Kinase Inhibitor Sorafenib von der
Firma Bayer Schering Pharma appliziert.

Das Medikament wurde in Solutol HS 15°, einem alkoholhaltigen Lésungsvermittler der
Firma BASF geldst und bei — 20°C in 1,5 ml fassend en Eppendorfgefallen tief gefroren
aufbewahrt. Dieses als Tragersubstanz dienende Mittel ermoglicht dem Kaérper schlecht
wasserlosliche Wirkstoffe zu resorbieren (technische Information zu Solutol HS 15® von
BASF).

Nach dem Auftauen wurde die Losung mit 0,6 ml ca. 30°C warmem Wasser vermischt
da die Substanz erst ab einer Temperatur von 30°C flussig wird.

Die Dosierung des Medikamentes betrug 10 mg/kg KG. Die Tiere wurden taglich
gewogen um sicher zu stellen, dass jedes der Tiere die richtige Dosis erhalt. Appliziert
wurde die Loésung per Magensonde. Hierzu wurde eine 1,2 mm im Querschnitt
messende und 60 mm lange Stahlkantle der Firma Acufirm (Ernst Kratz Nadelfabrik,
Dreieich, Deutschland, Modell 1464LL) verwendet.

Den Mausen der Gruppen 2 und 4 wurde zur Kontrolle lediglich die Tragersubstanz
verabreicht.

Zur Applikation wurden die Tiere mit dem Zeigefinger und dem Daumen der linken Hand
im Nacken gegriffen. Um Verletzungen zu vermeiden wurde zudem der Schwanz der
Maus zwischen dem kleine Finger und dem Daumenballen der Hand fixiert.

Dann wurde die Magensonde, die auf eine 1 ml Spritze aufgesetzt wurde, in den
Osophagus der Maus eingefiihrt, in den Magen vorgeschoben und die Substanz

appliziert.
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2.5 Hamodynamik

14 Tage nach erfolgreicher Operation wurde bei allen Tieren eine invasive Messung der
hamodynamischen Parameter in der A. carotis communis dextra sowie der zentralen,
linksventrikularen Werte durchgefuhrt. Hierzu wurde ein 1,4 French Millar-Katheter
verwendet. Diese bei geschlossenem Thorax durchgefihrte Messmethode wurde
bereits mehrfach beschrieben (Baumgarten et al., 2006, Doevendans et al., 1998,
Lorenz und Robbins, 1997). Die Tiere wurden durch eine Inhalationsnarkose betéubt
(Kap. 3.1) und dann auf dem Operationstisch fixiert. Danach wurde ein Hautschnitt
entlang der alten Operationsnarbe durchgeftihrt. Nachfolgend wurde die rechtsseitige A.
carotis communis durch Freilegung der Muskulatur und der Speicheldriise prapariert.
Unter Schonung des Nervus vagus wurde die Arterie von dem umliegenden
Bindegewebe und der Vena jugularis befreit und drei vorbereitete Seidenfaden der
Starke 5/0 unter dem Gefal3d hindurch gelegt.

Mittels des kranialen Fadens wurde das Gefal3 abgebunden und durch einen
Nadelhalter Gber den Faden leicht angespannt. Am kaudalen Faden wurde ebenfalls ein
Nadelhalter befestigt der dazu diente, die Arterie leicht aufzuspannen und dadurch die
Blutzufuhr zu unterbinden. Mit dem mittleren Faden wurde ein lockerer Knoten geknupft
und vorerst liegen gelassen.

Nun wurde mit einer Augenschere ein moglichst weit kranial gelegener Schnitt so durch
den nun von der Blutzufuhr abgebundenen Gefal3abschnitt geflihrt, dass ein
ausreichend grof3es Loch fur den Millar-Katheter entstand, welcher mit dem mittleren
Faden fixiert wurde. Der kaudale Faden wurde gelockert, um ein Vorschieben des
Katheters zu ermdglichen (Abbildung 6 A und B).

Zunachst wurde fur 5 min. die peripheren Werte gemessen. AnschlieBend wurde die
Messsonde in den linken Ventrikel vorgeschoben und es wurde ebenfalls fir ca. 5 min
eine Messung durchgefuhrt. Die Lagekontrolle erfolgte tUber die Beurteilung, respektive
Veranderung des diastolischen Blutdrucks, welcher Uber das an den Katheter
angeschlossene ,Power lab data acquisition system* analysiert wurde (ADInstruments,

Unit 13, 22 Lexington Drive, Bella Vista, Australia).
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Mit der dazugehérigen Software (Chart 5 for Windows®) wurden der systolische und der
diastolische Blutdruck, die Herzfrequenz sowie die maximale Druckanstiegsge-
schwindigkeit (als Maf3 fur die Kontraktilitat) und die maximale Druckabfalls-
geschwindigkeit (als Mal} fir die Relaxation) gemessen. Nach Beendigung der Messung

wurde der Katheter wieder entfernt.

A. carotis nach

Inzision

Millar-Katheter mit

Drucksensor

Millar-Katheter in
Gefalk eingefuhrt

Abbildung 6:  A: Spitze des Millar-Katheters neben der inzidierten A. carotis communis dextra

B: Eingefihrter Katheter
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2.6 Blutentnahme

Im Anschluss an die Messung wurde 1 ml Blut zur Gewinnung von Serum aus der zuvor
fur den Messkatheter eroffneten A. carotis dextra entnommen, was letztlich zum
Versterben der Tiere fuhrte.

Das Blut wurde in ein Eppendorfgefald umgefullt und fir ca. 10 min bei 3000 U/min

zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei — 80°C tief gefroren.

2.7 Organentnahme

Im Anschluss an die Blutenthahme wurde den Versuchstieren die Organe Leber, Niere
sowie das Herz entnommen. Das Herz wurde an der Herzbasis ab préapariert und unter
dem Mikroskop in den linken und den rechten Ventrikel getrennt. Anschlie3end wurden
die Ventrikel in Pufferlosung (PBS) gereinigt, nach Entfernung der Blutreste auf einer
Feinwaage (Fa. Ohaus, Pinebrook, NJ USA) gewogen, um sie dann in beschrifteten
EppendorfgefalRen in flissigem Stickstoff bei -196° C Schock zu gefrieren. Zur weiteren

Verwendung wurden die Organe in einer Kuhltruhe bei — 80°C aufbewabhrt.

2.8 Vermessung der Tibia

Zuletzt wurde die Tibia des Tieres herausprapariert und die Lange mittels einer

Schieblehre (Fa. Mauser, St. Denis, Frankreich) bestimmit.
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2.9 Gerate und Materialien

2.9.1 Operationsmaterialien

» Betaisodona Ldsung, Mundipharma GmbH, Limburg

» Alkohol vergalt

« Isofluran: Forene®, Abbot GmbH & Co. KG, Wiesbaden

* Endotrachealkanile, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland

* Beatmungsgeréat: Minivent, Typ 845, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten

» Operationstisch:  Eigenanfertigung der feinmechanischen Werkstatt des
physiologischen Institutes 2 mit integriertem Warmebad der Firma Rhema-
Labortechnik, Hofheim

* Operationsmikroskop: OpMi-191294 der Firma Zeiss, Oberkochen

» Operationsbesteck: diverse Pinzetten, Scheren, Klemmen, Wundretraktoren,
Nadelhalter (Fine Science Tools Inc., San Francisco, CA, USA)

« Nahtmaterialien: 6/0 Prolene®- Faden, 5/0 Prolene®-Faden der Firma Ethicon,
Johnson+Johnson Company, Norderstatt/Glashtte

+ Seidenfaden: Seraflex ® 2/0 der Firma Serag Wiessner, Naila

2.9.2 Materialien zur Kathetermessung

* Millar-Katheter: Mikro-Tip Pressure Katheter aus Nylon mit 1,4 French
Drucksensor, ADInstruments GmbH, SpechbachPower Lab Data Acquisition
System der Firma ADInstruments

« Software Chart 5 for Windows®, ADInstruments
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2.9.3 Weitere Geréate und Materialien

» Zentrifuge: Model 5415R, Eppendorf AG, Hamburg

» Schieblehre der Firma Mauser, St. Denis, Frankreich

* Feinwaage, Model Voyager, Ohaus, Giessen

* Magensonde, 1,2 x 60 mm, Modell 1464LL, Firma Acufirm, Dreieich

* 1 ml Spritzen

« Losungsmittel Solutol HS 15° der Firma BASF, Ludwigshafen

« Raf-Kinase-Inhibitor Sorafenib (Nexavar®) der Firma Bayer HealthCare AG,
Leverkusen

* Spillésung PBS

2.9.4 Datenaufzeichnung und Statistik

Die mittels des Millar-Katheters gewonnen Daten wurden mit dem Programm “Chart 5

for Windows®"

der Firma ADInstruments aufgezeichnet. Aus den so gespeicherten
Datensatzen wurde ein Zeitintervall von zwei Minuten ausgewahlt und markiert. Fir den
markierten Bereich errechnete das Programm die Mittelwerte fiir Herzfrequenz,
systolischen und diastolischen Blutdruck, die Kontraktions- sowie die Relaxations-
geschwindigkeit.

Zur statistischen Auswertung wurden die Daten in das Programm Prism®, Version 4, der
Firma GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA, ubertragen und in allen
Tiergruppen die Mittelwerte (MW) und Standardfehler (SEM) errechnet.

Um Unterschiede in den einzelnen Gruppen darzustellen wurde eine einfaktorielle
Analyse (one-way ANOVA) sowie ein post hoc Test nach Bonferroni durchgefiihrt.

Als signifikant wurden Differenzen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05
angesehen.

Die gewonnen Werte wurden in Balkendiagrammen gegeneinander aufgetragen, wobei

signifikante Unterschiede durch ungleiche Buchstaben gekennzeichnet wurden.
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3. Ergebnisse

3.1 Tierzahlen und Mortalitatsraten

Fur die Versuche wurden insgesamt 97 Tiere operiert. Davon starben 35 % (= 34 Tiere)
an intra- bzw. unmittelbar postoperativ auftretenden Komplikationen vor allem zu
Studienbeginn.

Von den 63 Uberlebenden Tieren starben weitere 25 % (= 16 Tiere) wahrend der
14-tagigen Behandlung. Als Ursache kommen Herz-Kreislaufversagen bei zunehmender
kardialer Dekompensation (bei TAC operierten Tieren) sowie Infektionen in Frage. Die

Gesamtmortalitatsrate betrug 52 % (= 50 Tiere).

3.2 Hamodynamische Messdaten

3.2.1 Peripher (arteriell) gemessene Blutdriicke

Zwischen den Untersuchungsgruppen der TAC operierten Tiere und den Gruppen der
scheinoperierten Tiere gibt es signifikante Unterschiede in den gemessenen Werten.
Sowohl der systolische arterielle Blutdruck (SAD), als auch der mittlere arterielle Druck
(MAD) sind bei den TAC-Mausen signifikant hoher als bei den Sham-Mausen. Die
diastolischen Werte (DAD) hingegen zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen.

Weder fur SAD noch DAD oder MAD ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen
den mit dem Kinaseinhibitor stimulierten Tieren und der jeweiligen Kontrollgruppe
(Abbildung 7-Abbildung 9).
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Abbildung 7: Dargestellt sind die peripher gemessenen systolisch arteriellen Blutdriicke (SAD) der TAC
(transversale aortale Konstriktion) operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den
jeweiligen Sham operierten Kontrollgruppen in mmHg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben

gekennzeichnet.
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Abbildung 8: Dargestellt sind die peripher gemessenen diastolisch arteriellen Blutdriicke (DAD) der TAC
(transversale aortale Konstriktion) operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den
jeweiligen Sham operierten Kontrollgruppen in mmHg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben

gekennzeichnet.
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Abbildung 9: Dargestellt sind die arteriellen Mitteldriicke (MAD) der TAC (transversale aortale
Konstriktion) operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den jeweiligen Sham operierten
Kontrollgruppen in mmHg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.

3.2.2 Zentral gemessene Blutdriicke

Gemessen wurden die Blutdricke im linken Ventrikel als Mal3 fur den zentralen
Blutdruck.

Sowohl bei den systolisch aufgezeichneten Werten (SLVD), als auch bei den gemittelten
Blutdruckwerten (MLVD) gibt es signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen der
TAC operierten Tiere und den Gruppen der Sham-operierten Tiere.

Bei den mit Sorafenib behandelten Tieren und den jeweiligen Kontrollgruppen sowie der
in der Diastole erhobenen Blutdruckdaten (DLVD) gibt es keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 10 - Abbildung 12).
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Abbildung 10: Dargestellt sind die linksventrikularen systolischen Blutdriicke (SLVD) der TAC
(transversale aortale Konstriktion) operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den
jeweiligen Sham operierten Kontrollgruppen in mmHg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben

gekennzeichnet.
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Abbildung 11: Dargestellt sind die diastolisch linksventrikularen Blutdruckwerte (DLVD) der TAC
(transversale aortale Konstriktion) operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den
jeweiligen Sham operierten Kontrollgruppen in mmHg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben

gekennzeichnet.
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Abbildung 12: Dargestellt sind die arteriellen Mitteldricke (MLVD) der TAC (transversale aortale
Konstriktion) operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den jeweiligen Sham operierten
Kontrollgruppen in mmHg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.
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3.2.3 Kontraktionsgeschwindigkeit, Relaxationsgesch windigkeit und Frequenz

Bei der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dp/dt max), als MaR fur die
Kontraktionsgeschwindigkeit des Herzmuskels, ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abbildung 13).

+dp/dt max

150001
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TAC Sorafenib  TAC Kc;ntrolle Sham Sc')rafenib Sham Kontrolle

Abbildung 13: Dargestellt ist die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dp/dt max)

des linken Ventrikels der TAC (transversale aortale Konstriktion) operierten Mause mit und ohne
Sorafenib Applikation und den jeweiligen Sham operierten Kontrollgruppen in mmHg/s. Angabe von
Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen werden durch

unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.

Bei der Messung der maximalen Druckabfallsgeschwindigkeit (-dp/dt min), als Maf3 fur
die Relaxationsgeschwindigkeit des Herzmuskels, ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen den Tieren der TAC-Gruppen und denen der mit Sorafenib
behandelten Sham-Gruppe (Abbildung 14). Im Vergleich der anderen Gruppen

miteinander traten keine Signifikanzen auf.
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Abbildung 14: Dargestellt ist die maximale Druckabfallsgeschwindigkeit (-dp/dt min)

des linken Ventrikels der TAC (transversale aortale Konstriktion) operierten Mause mit und ohne
Sorafenib Applikation und den jeweiligen Sham operierten Kontrollgruppen in mmHg. Angabe von
Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen werden durch

unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.

Vergleicht man die Herzfrequenz (SPM) der verschiedenen Versuchsgruppen unter
einander ergibt sich nur zwischen der mit dem Multikinase-Inhibitor behandelten TAC-

Gruppe und der Sham-Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Abgebildet ist die Herzfrequenz pro Minute (SPM) der TAC (transversale aortale
Konstriktion) operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den jeweiligen Sham operierten
Kontrollgruppen in mmHg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.

3.3 Korpermalle

3.3.1 Herzgewicht

Aufgetragen sind die Herzgewichte der einzelnen Gruppen. Die Herzen wurden unter
dem Mikroskop in den linken (LVG) und rechten Ventrikel (RVG) getrennt und einzeln
gewogen. Aus der Addition des Gewichtes des linken mit dem Gewicht des rechten
Ventrikels ergab sich das Gesamtherzgewicht (GHG).

Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Sham- und den TAC-operierten
Tieren bei der Gesamtherzmasse sowie bei der Masse des linken Ventrikels. Beim
Gewicht des rechten Ventrikels ergab sich lediglich ein signifikanter Unterschied
zwischen der TAC Kontrollgruppe und der Gruppe der Sham operierten und mit dem
Kinaseinhibitor stimulierten Tiere (Abbildung 16 - Abbildung 18).

Keine signifikanten Unterschiede gibt es zwischen den mit Sorafenib behandelten Tieren

sowie den jeweiligen Kontrollgruppen.



36

Gesamtherzgewicht

2004

1504

1004

mg

504

TAC Sorafenib TAC Ko'ntrolle Sham Sc')rafenib Sham Kontrolle

Abbildung 16: Dargestellt ist das Gesamtherzgewicht (GHG) der TAC (transversale aortale Konstriktion)
operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den jeweiligen Sham operierten
Kontrollgruppen in mg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 17: Dargestellt ist das linksventrikulare Gewicht (LVG) der TAC (transversale aortale
Konstriktion) operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den jeweiligen Sham operierten
Kontrollgruppen in mg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 18: Dargestellt ist das rechtsventrikulare Gewicht (RVG) der TAC (transversale aortale
Konstriktion) operierten Mause mit und ohne Sorafenib Applikation und den jeweiligen Sham operierten
Kontrollgruppen in mg. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen

den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.

3.3.2 Korpergewicht

Als Hinweis auf eine in der Folge der Herzhypertrophie auftretenden Herzinsuffizienz,
wurde ein Quotient aus dem Einzelgewicht der Mause vor und dem Gewicht 14 Tage
nach der Operation gebildet. Ein Quotient > 1 deutet auf eine Gewichtszunahme hin. Ist
der Quotient < 1 hat die Maus an Gewicht verloren.

Eine deutliche Zunahme des Gewichtes wirde auf eine fortschreitende Insuffizienz der
Pumpleistung des Herzens hindeuten, da eine Einschrankung der Pumpfunktion des
linken Ventrikels, ausgeldst durch die TAC Operation, zu einem Anstieg des pulmonalen
Blutdruckes fluihrt. Der angestiegene pulmonale Blutdruck wiederum erhéht die
Beanspruchung des rechten Ventrikels. Kann diese Mehrbelastung vom rechten
Ventrikel nicht mehr geleistet werden, kommt es zu einem Riickstau des vendsen Blutes
in die Peripherie. Dadurch gelangt tber den zunehmenden hydrostatischen Druck in den

Venen vermehrt Flussigkeit aus den GefalRen in das umliegende Gewebe. Diese
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Zunahme der extravasalen Flussigkeitsmenge wirde sich in einer Steigerung des
Korpergewichtes (KG) dokumentieren lassen.
Bei der Auswertung der Daten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen (Abbildung 19). Das Durchschnittsgewicht der Tiere ist nach der Operation
nahezu konstant geblieben.
Korpergewicht
1.50

1.254

1.004

0.75+

Quotient

0.50 4

0.254

0.00+

TAC Sorafenib  TAC Kontrolle  Sham S(')rafenib Sham Kontrolle

Abbildung 19: Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung der Quotienten gebildet aus dem
Gewicht der Mause 14 Tage nach und dem Gewicht vor der Operation als Hinweis auf eine
eingeschrankte kardiale Pumpleistung. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen werden durch

unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.

3.3.3 Gewicht des linken Ventrikels / Kérpergewicht

Um Unterschiede im Gewicht und der KorpergroRe der einzelnen Mause und damit
entstehenden Ungenauigkeiten in der Bestimmung der Zunahme der Herzmasse
gerecht zu werden, wurden Quotienten gebildet.

Zum einen wurden das Korpergewicht (KG) und zum anderen die Lange der Tibia (TL)
(als Mal} fur die Korpergrol3e) jeweils mit dem Gewicht des linken Ventrikels verglichen.
Die entstehenden Quotienten wurden dann gegenuber gestellt.

Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen den Gruppen der Sham operierten
Tiere und denen der TAC Gruppe. Zwischen den beiden Gruppen der TAC operierten
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Mause und zwischen den Sham operierten Tieren ergeben sich keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 20).

LV / Kérpergewicht

10.01

7.54

5.0

Quotient

2.54

0.0

TAC Sorfenib TAC Ko'ntrolle Sham Sc;rafenib Sham Kontrolle

Abbildung 20: Gegeniber gestellt sind die Quotienten, die aus dem Gewicht des linken Ventrikels
und des Kdrpergewichtes gebildet wurden. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.
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3.3.4 Gewicht des linken Ventrikels / Ladnge der Tib  ia

Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen den Tieren der TAC-Gruppe und

denen der Sham-Gruppe (Abbildung 21). Darlber hinaus zeigten sich keine
Signifikanzen.

LV / Tibia

10.04

5.0

Quotient

2.54

L)
TAC Sorfenib Sham Sorafenib  Sham Kontrolle

Abbildung 21: Dargestellt sind die Quotienten gebildet aus dem Gewicht des linken Ventrikels und der
Lange der Tibia. Angabe in Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen werden durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.
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4. Diskussion

Rockman et al. entwickelte die Methode der transversalen aortalen Konstriktion zur
Induktion einer kardialen Hypertrophie in Folge einer linksventrikularen Hypertonie.
Diese Methode ist in einer Vielzahl von Arbeitsgruppen zur Untersuchung der
Pathogenese der kardialen Hypertrophie etabliert und akzeptiert (Loyer et al., 2008, Witt
et al., 2008).

Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurde eine Vielzahl von pathogenetisch relevanten
Faktoren zur Entwicklung einer Hypertrophie untersucht und beschrieben. Hintergrund
unserer Untersuchungen ist die von Esposito et. al beschriebene Beteiligung des MAP-
Kinase Signalweges an der Ausbildung einer HerzmuskelvergrofRerung (Esposito et al.,
2001). Diese Beobachtung war bereits Grundlage fir eine Vielzahl von Untersuchungen.
Bueno et al. zeigten im Jahr 2000 an einem in vitro und in vivo transgenen Mausmodell,
dass die MEK1-ERK1/2 Signalkaskade an der  Ausbildung einer
Herzmuskelhypertrophie beteiligt ist (Bueno et al., 2000). Zuvor waren es Bogoyevitch et
al. 1993, die in ihren in vitro Versuchen an Herzmuskelzellen von Ratten eine
Beteiligung des MAP-Kinase Signalweges an der Myokardhypertrophie vermuten liel3en
(Bogoyevitch et al., 1993).

Auch in einem aktuellen Beitrag von Gutkind und Offermans aus dem Jahr 2009 zeigt
sich, dass der MAP-Kinase Signalweg noch immer Gegenstand zahlreicher Studien ist
und immer noch nicht zur Ganze erklart werden konnte (Gutkind und Offermanns,
2009).

Vergleicht man nun zunachst die peripher gemessenen Blutdricke miteinander, zeigen
die gewonnenen Daten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen der mit
Sorafenib behandelten Tiere und den jeweiligen Kontrollgruppen. Gleiche Verhaltnisse
stellen sich in den Daten der linksventrikular erhobenen Werte dar, mit der Ausnahme,
dass es in der Diastole zwischen keiner der Gruppen einen statistisch signifikanten
Unterschied gibt.

In einer in vivo Studio von Moreno-Vinasco et al. zur Beeinflussung der pulmonalen
Hypertonie zeigt sich nach einer Behandlung mit Sorafenib eine deutliche Senkung des
pulmonalen Blutdruckes sowie ein eingeschranktes vaskuldres Remodeling (Moreno-
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Vinasco et al., 2008). Die Vergleichbarkeit der Studienergebnisse miteinander ist,
meiner Meinung nach, eingeschrankt, da die Untersuchungen an einem anderen Organ
durchgeftihrt wurden. Auch die nachgewiesene direkte Beeinflussung des VEGFR
(vascular endothelial growth factor receptor) durch Sorafenib (Wilhelm et al., 2004)
kénnte nach meiner Ansicht in der angefuhrten Studie einen ausgepragteren Effekt auf
das dargestellte Ergebnis erklaren, da der in unserer Versuchsreihe erzeugte
Widerstand im Ausflusstrakt des linken Ventrikels nicht auf endotheliale Veranderungen
der Aorta zuriick zu fuhren ist, sondern durch eine mechanische Obstruktion bedingt
wird.

Eine Studie von Klein et al. aus dem Jahr 2008 konnte ebenfalls einen ginstigen
Einfluss von Sorafenib auf die pulmonale Hypertonie nachweisen (Klein et al., 2008).
Zudem konnte in dieser Versuchsreihe ein positiver Effekt auf das rechtsventrikulare
Remodeling durch Sorafenib nachgewiesen werden. Dieser Effekt beruhte auf der
Unterdrickung des durch Vasopressin ausgelésten Remodelings.

Vasopressin (ADH- antidiuretisches Hormon) ist eine Substanz, die bei Patienten mit
Bluthochdruck (Zhang et al., 1999) und bei Herzinsuffizienz (Chatterjee, 2005) vermehrt
ausgeschittet wird und seinerseits einen direkten Effekt auf die Ausbildung der
kardialen Hypertrophie tber die Aktivierung des MAPK-Signalweges hat (Yan-Ping et
al., 2008).

Die Vergleichbarkeit mit unseren Daten ist jedoch nicht direkt mdglich, da es sich bei der
Verringerung des rechtsventrikularen Remodelings in vivo auch um einen sekundéaren
Effekt durch die nachgewiesene Verbesserung der pulmonalen Hypertonie handeln
kénnte. Der in dieser Studie gezeigte direkte antihypertrophe Effekt wurde an einem
Vasopressin induzierten in vitro Hypertrophiemodell erforscht und ist somit auch nicht
direkt mit dem in meiner Arbeit verwendeten in vivo Modell vergleichbar.

Shevchuk et al. haben 1993 in ihrer Studie eine gestdrte Relaxationsfahigkeit der
Herzmuskelzellen bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz nachgewiesen (Shevchuk et al.,
1993). Daher wurde zur Beurteilung der Funktionalitdt der Kardiomyozyten hinsichtlich
ihrer  Kontraktilitstt die  maximale Druckanstiegs- und die  maximale
Druckabfallsgeschwindigkeit gemessen. Zudem wurde die Herzfrequenz aufgezeichnet.
Eine Mdglichkeit die Kontraktilitat der Herzmuskelzellen unter physiologischen

Voraussetzungen zu erhohen ist durch den sog. Bowditch-Effekt beschrieben. Durch



Steigerung der Herzfrequenz  steigt  die Kontraktionskraft ~ und die
Relaxationsgeschwindigkeit und verbessert so die Auswurfleistung des Herzens (Varian
und Janssen, 2007). Eine signifikante Erh6hung der Herzfrequenz als Hinweis auf eine
kompensatorisch erhohte Kontraktilitat ergibt sich in dieser Arbeit allerdings nur
zwischen der mit Sorafenib behandelten TAC-Gruppe und der Sham-Kontrollgruppe.
Ruckschlisse lassen sich daraus nicht ableiten. Vergleicht man diese Ergebnisse mit
anderen TAC basierten Studien zeigt sich, dass es auch dort keine erhdhten
Herzfrequenzen im Vergleich zu den Kontrollgruppen gibt (Nakamura et al., 2001).

Bei der Messung der Druckanstiegsgeschwindigkeit im linken Ventrikel konnten
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
nachgewiesen werden. Die gemessenen Werte fur die Druckabfallsgeschwindigkeit als
Mal3 fur die Relaxationsgeschwindigkeit der Kardiomyozyten ergaben einen
signifikanten Unterschied zwischen den TAC-Gruppen und der mit Sorafenib
behandelten Sham-Gruppe. Eine Signifikanz zu der Kontrollgruppe der Sham operierten
Mause lies sich nicht nachweisen. Tendenziell scheint aber sowohl die maximal
Druckanstiegs- als auch die maximale Druckabfallsgeschwindigkeit in beiden TAC-
Gruppen im Vergleich zu den Sham-Gruppen herabgesetzt. Diese Beobachtung kdnnte
sich durch einen erhdhten kontraktilen Grundtonus des Herzmuskels bei erhohter
Steifheit des myokardialen Gewebes nach Ausbildung einer kardialen Hypertrophie
erklaren lassen, wie es bereits zuvor durch Takano et al. in einer Studie aus dem Jahr
2002 beschrieben wurde (Takaoka et al., 2002).

Vergleicht man das mittlere Herzgewicht der einzelnen Gruppen miteinander ergeben
sich sowohl fur das Gesamtherzgewicht als auch fur das Einzelgewicht des linken
Ventrikels signifikante Unterschiede zwischen den TAC-operierten und den Sham-
operierten Tieren. Dies ist eine Folge der TAC-Operation, nach welcher hauptsachlich
der linke Ventrikel an Gewicht zunimmt. Das Maximum dieser Zunahme ist nach ca. 10
Tagen erreicht (Nakamura et al., 2001, Wagner et al., 2004). Auch bei der Masse des
rechten Ventrikels ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der TAC-
Kontrollgruppe und der Sham-Sorafenib-Gruppe welcher jedoch keine Bedeutung fur die
Interpretation dieser Forschungsarbeit hat.

Die Gewichtszunahme des Myokards unterschied sich zwischen der TAC-Kontroll- und

der TAC-Sorafenib-Gruppe nicht signifikant. Es fiel allerdings auf, dass die TAC-



Sorafenib-Tiere gegenliber der Sham-Vergleichsgruppe lediglich eine 28,7%ige
Zunahme des Gesamtherzgewichtes aufwiesen, wahrend die Zunahme in der TAC-
Kontrollgruppe bei 45% lag. Der fehlende statistische Nachweis konnte auf einen zu
geringen Stichprobenumfang oder eine zu kurze Behandlungsdauer zurtickzuflhren
sein. Auch eine zu niedrige Dosierung des Medikamentes kénnte ein Grund fir den
ausbleibenden positiven Effekt auf die Hypertrophie sein.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten mit anderen Studien und um den korperlichen
Proportionen der Versuchstiere gerecht zu werden, wurden Quotienten zum einen aus
dem Korpergewicht und zum anderen aus der Lange der Tibia im Vergleich mit dem
linksventrikularen Gewicht gebildet. Die Vermessung der Tibia gleicht Ungenauigkeiten
beziglich des Ernahrungszustandes der Tiere aus, da das Herzgewicht unter
physiologischen Bedingungen mehr mit der Kdrpergrof3e als mit dem Korpergewicht
korreliert.

Zudem wurde ein Quotient aus dem Koérpergewicht der Versuchstiere vor der Operation
und dem Gewicht nach zweiwochiger Versuchsdauer in den einzelnen Gruppen
gebildet. Eine Gewichtzunahme wirde sich durch einen Wert > 1 darstellen lassen,
hatten die Tiere an Gewicht verloren ware der Wert < 1.

Bei nahezu konstantem Gewichtsquotienten ergibt sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Gruppen. Dies deutet daraufhin, dass die Operation von den
Tieren gut vertragen und auch die anschlie3ende zweiwbchige
Medikamentenapplikation von den Mausen korperlich gut toleriert wurde.

Zudem konnte ein zunehmendes Korpergewicht in der Gruppe der TAC operierten
Mause indirekt auf eine voranschreitende Herzinsuffizienz mit zunehmender
Wasserretention hindeuten. Diesbezuglich stellten van den Bosch et al. und Arany et al.
in ihren Forschungsarbeiten aus dem Jahr 2006 fest, das sich selbst 28 Wochen bzw.
zwei Monate nach erfolgter TAC- Operation echokardiographisch noch keine Zeichen
einer Dekompensation der Herzinsuffizienz nachweisen lassen (Arany et al., 2006, Van
Den Bosch et al., 2006).

Somit ist nach einem zwei Wochen dauernden Intervall nicht mit einer
Gewichtszunahme durch Verminderung der Herzleistung zu rechnen. Ein Rickschluss
auf die Wirksamkeit von Sorafenib auf die kardiale Hypertrophie lasst sich daher hier

nicht ableiten.
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Wie im Vergleich mit anderen Forschungsarbeiten (Mirotsou et al., 2006, Van Den
Bosch et al.,, 2006) zeigte sich eine signifikante Zunahme der gebildeten Quotienten
nach TAC im Vergleich zur Sham Gruppe als Zeichen einer kompensatorischen
kardialen Hypertrophie. Ein statistisch signifikanten Unterschied zwischen den mit dem
Raf-Kinase-Inhibitor behandelten Tieren und der jeweiligen Kontrollgruppe lasst sich
auch hier nicht nachweisen.

Somit lasst sich ein positiver Einfluss des Multikinase-Inhibitors Sorafenib auf die
Entstehung einer kardialen Hypertrophie als kompensatorischer
Anpassungsmechanismus des Herzens auf eine verdnderte Volumen- oder
Druckbelastung in dieser Arbeit nicht nachgewiesen. Allenfalls scheint sich tendenziell
die Hypertrophie in den mit Sorafenib behandelten TAC Versuchsgruppen geringer
auszupragen. In Anlehnung an eine Studie von Liu et al. aus dem Jahr 2006 in der eine
nachweisbare partielle Tumorreduktion des hepatozellularen Karzinoms bei einer
taglichen Gabe von 100 mg/kg KG in 50 % der Versuchstiere nachzuweisen war (Liu et
al., 2006), kénnte eine hohere Dosierung des Medikamentes evtl. einen grblieren
Einfluss auf die Myokardhypertrophie haben. Auch die Behandlungsdauer kénnte mit
knapp zwei Wochen zu kurz gewahlt sein um eine erkennbare signifikante Besserung
herbeizufihren. Ob und wie weit eine Veranderung des Designs der Studie allerdings zu
einer statistisch messbaren Verbesserung der Hypertrophie fihrt, lie3 sich mit dieser
Studie nicht klaren.

Eine negative Beeinflussung der kardialen Leistung durch das Medikament konnte in

dieser Studie nicht beobachtet werden.
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5. Aussichten

Ob und wie weit Sorafenib eine Rolle in der Behandlung der kardialen Hypertrophie
spielen wird, lasst sich anhand meiner Studienergebnisse nicht abschliel3end festlegen.
Daruber hinaus gibt es aber weitere Ansatze in denen die Wirksamkeit von Sorafenib in
anderen Erkrankungen, wie z.B. der pulmonalen Hypertonie (Moreno-Vinasco et al.,
2008) oder Krebserkrankungen wie dem hepatozellularen Karzinom (Liu et al., 2006),

getestet wird.
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6. Zusammenfassung

Die Herzinsuffizienz, die unter anderem infolge einer Herzmuskelhypertrophie auftritt, ist
eine der weltweit fihrenden Todesursachen und eine Behandlung dieser Erkrankung ist
bis heute nur symptomatisch mdglich.

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung des Multikinase Inhibitors Sorafenib der Firma
Bayer hinsichtlich seiner Wirkung auf die Entwicklung einer Herzmuskelhypertrophie
getestet. Bei diesem Medikament handelt es sich um einen bei der Behandlung des
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms eingesetzten Wirkstoff, der die sog. MAP-Kinase-
Signalkaskade der Zelle blockiert. Dieser Signalweg ist an einer Vielzahl von
Zellfunktionen beteiligt und sorgt fir die Ubertragung eines ankommenden
extrazellularen Signals durch das Zytosol in den Zellkern. Vermittelt werden so unter
anderem die Differenzierung, die Proliferation oder die Apoptose der Zelle.

Die Wirksamkeit der Substanz wurde an einem murinen in vivo Hypertrophiemodell
getestet. Dazu wurde das Medikament Mausen, die zuvor einer transversalen aortalen
Konstriktion (TAC) zur Induzierung einer myokardialen Hypertrophie unterzogen wurden,
in einer tagliche Dosis von 10 mg/kg KG mittels einer Magensonde verabreicht. Zudem
wurde eine TAC-Kontrollgruppe und zwei Sham Gruppen gebildet. In diesen beiden
Gruppen wurden die Tiere derselben Operation unterzogen, mit dem Unterschied, dass
der Aortenbogen nicht ligiert wurde und somit keine Obstruktion im Ausflusstrakt des
linken Ventrikels erzeugt wurde. Eine der Sham Gruppen wurde ebenfalls mit Sorafenib
behandelt, die andere erhielt, ebenso wie die TAC-Kontrollgruppe, die fur das
Medikament notwendige Tragersubstanz zur Kontrolle. Verabreicht wurde das
Medikament Uber einen Zeitraum von zwolf Tagen.

Nach diesem Zeitraum wurden die Tiere einer invasiven hamodynamischen Messung
unterzogen. Dabei wurde Uber die rechte A. carotis interna eine Messsonde eingefihrt
mit welcher zunachst die peripheren und nach einem adaquaten Messintervall durch
Vorschieben der Sonde in den linken Ventrikel die zentralen hamodynamischen Daten
aufgezeichnet wurden. Im Anschluss wurde den Tieren das Herz, die Leber und die
Nieren entfernt und die Lange der Tibia bestimmt. Leber und Nieren wurden fur evtl.
folgende Untersuchungen tiefgefroren aufbewahrt. Das Herz wurde ohne die Vorhofe in
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den rechten und linken Ventrikel getrennt, einzeln gewogen und anschlieBend ebenfalls
tiefgefroren.

Im Ergebnis konnte keine wesentliche, statistisch relevante Besserung der Hypertrophie
durch das Medikament nachgewiesen werden. Auch auf den Blutdruck oder andere
hamodynamische Parameter zeigten sich nach zwoélf tagigem Behandlungsintervall
keine signifikanten Auswirkungen.

Tendenziell erscheint indes die Hypertrophie nach der Applikation von Sorafenib
geringer ausgepragt zu sein als im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Bei fehlendem
statistischen Nachweis dieser Beobachtung ist zu diskutieren, in wie weit ein
verandertes Studiendesign hinsichtlich der Therapiedauer oder der zu applizierenden

Dosis ein signifikante Anderung herbeifiihren konnte.
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