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1. Einleitung

Die Herzinsuffizienz ist ein klinisches Syndrom charakterisiert durch klinische Symptome,
die auf Grundlage einer linksventrikularen Dysfunktion entstehen und zu einem
verminderten Angebot an Blutvolumen und Sauerstoff in den Organen fihrt. Haufig werden
die pathophysiologisch entstandenen Beschwerden von den Betroffenen als Luftnot bei
Belastung beschrieben, die in fortgeschrittenen Stadien auch bei leichter kdérperlicher
Anstrengung oder in Ruhe auftreten kénnen. Die Mdglichkeiten der Echokardiographie
oder Herzkatheteruntersuchung stellen dabei eine etablierte Diagnostik im klinischen Alltag
dar. Sie zeigen bei 50% der Patienten mit klinischen Symptomen einer Herzinsuffizienz
eine isolierte diastolische Funktionsstérung mit einer normalen systolischen Pumpfunktion,
die auch als isolierte diastolische Herzinsuffizienz beschrieben wird [1],[2]. Die Pravalenz
der diastolischen Herzinsuffizienz nimmt dabei jéhrlich um 1% zu [3]. Einer der wichtigsten
pradisponierenden Faktoren, aus denen sich sekundar eine diastolische Funktionsstérung
entwickeln kann, ist der arterielle Hypertonus. Nach den neuen Leitlinien der European
Society of Cardiology wird die isolierte diastolische Herzinsuffizienz auch als
Herzinsuffizienz mit normaler Ejektionsfraktion - HFNEF und im Gegensatz dazu die
systolische Herzinsuffizienz als Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion - HFREF
beschrieben [4].

1.1 Herzinsuffizienz mit normaler EF (HFNEF)

1.1.1. Definition

Die Herzinsuffizienz ist ein klinisches Syndrom und setzt sich aus Symptomen zusammen,
die durch gesteigerte, extravaskulare Wasseransammlung und verminderter Organ- und
Gewebeperfusion entstehen [5]. Als einer der ersten wurden Gandhi und seine Mitarbeiter
darauf aufmerksam, dass Patienten mit einem akuten Lungenddem keine wesentliche
Verschlechterung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF), als Ausdruck einer
unauffélligen systolischen Funktion, Uber den Verlauf von drei Tagen zeigten. Diese



klinischen Merkmale wurden als Herzinsuffizienz mit normaler LVEF Uber 50% und
gestorter diastolischer Funktion beschrieben und kénnen nach den neuen Leitlinien als
HFNEF bezeichnet werden [6].

1.1.2. Pravalenz

Die Herzinsuffizienz ist eine der haufigsten internistischen Erkrankungen und zeigt eine
Pravalenz von 51 % in einer Normalpopulation [7]. Bis zu 50 % dieses herzinsuffizienten
Patientenkollektivs zeigen bei hdmodynamischen Messungen eine normale systolische
Funktion mit einer isolierten diastolischen Funktionsstérung [8-10]. Eine Studie
beobachtete Uber den Zeitraum von 15 Jahren Patienten mit klinischen Symptomen einer
Herzinsuffizienz. Dabei wurden die Patienten anhand einer normalen systolischen
Pumpfunktion beurteilt. In diesem Studienzeitraum zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg
bei den Patienten mit hdmodynamisch nachweisbarer normaler LVEF Uber 50% und

gleichzeitig bestehenden klinischen Symptomen.
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Abb.1: Pravalenz HFNEF im Verlauf von 15 Jahren, Owen et al., NEJM, 2006 [3]

Dieser kontinuierliche Anstieg dieser Gruppe erreichte nach 15 Jahren die ungeféahr

gleiche Pravalenz im Vergleich zu Patienten mit einer systolischen Pumpfunktionsstérung



und eingeschrankter LVEF unter 50 % bei dem insgesamt gescreenten Patientenkollektiv

mit Herzinsuffizienz. .
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Abb.2: Pravalenz HFNEF versus HFREF, Owan et al., NEJM, 2006 [3]

Besonders Patienten mit einem Alter von Uber 70 Jahren entwickeln eine diastolische
Funktionsstérung. Bei diesen Patienten konnte in Studien eine 50%ige Pravalenz fir das
Auftreten einer HFNEF gezeigt werden [7,11,12]. Diese Ergebnisse wurde ebenfalls in
einer Studie des ltalian Network on Congestive Heart Failure bestatigt [13]. Es zeigte sich
dabei kein signifikanter Unterschied in der Morbiditat im Gegensatz zu Patienten mit
systolischer Herzinsuffizienz und einem Alter von tber 70 Jahren [14,15]. Neben der mit
zunehmendem Lebensalter ansteigenden Morbiditat, ist die Anzahl der Diagnosen HFNEF
besonders beim weiblichen Geschlecht erhdht. Ausserdem zeigt sich eine signifikante
Haufigkeit fir diastolische Funktionsstérungen bei Patienten mit Bluthochdruck oder
Vorhofflimmern [16]. Die Morbiditat zeigt zusammenfassend eine Korrelation zwischen

Geschlecht, Alter und Vorerkrankung.



1.1.3. Mortalitat

In der Framingham-Studie wurde in einem Untersuchungszeitraum von funf Jahren eine
vierfach héhere Mortalitatsrate bei herzinsuffizienten Patienten gegentber einer gesunden
Population dokumentiert [7]. Die jahrliche Mortalitatsrate der HFNEF liegt bei 8 % und ist
damit zwar geringer als bei Patienten mit HFREF, die eine jahrliche Mortalitat von 19 %
zeigen — es besteht aber immer noch eine doppelte Letalitdt gegentber einem nicht
herzinsuffizienten Vergleichskollektiv [2]. Eine Studie untersuchte die Mortalitdt von
Patienten mit HFREF und HFNEF innerhalb eines Studienzeitraumes von finf Jahren. In
dieser Studie wurden die Patienten ebenfalls anhand ihrer linksventrikularen
Auswurffraktion charakterisiert. Dabei konnte im Studienverlauf kein signifikanter
Unterschied in der Mortalitéat von Patienten mit HFNEF oder HFREF festgestellt werden [3].
Weiterhin konnte in weiteren Studien bestéatigt werden, dass Patienten mit HFNEF oder
HFREF und einem Alter Gber 70 Jahren keinen Unterschied in der Letalitatsrate aufweisen
[17]. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Letalitat der HFNEF mit Héhe des

Lebensalters korelliert [12].
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Abb.3: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve, Owan et al., 2006 [3]

Die Mortalitdt steht dabei ebenfalls im Zusammenhang mit Alter, Geschlecht und
Vorerkrankung [18,19].
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1.1.4. Atiologie

Bei Patienten mit klinischen Zeichen einer Herzinsuffizienz wird in 75 % der Faélle ein
arterieller Hypertonus diagnostiziert. Der arterielle Hypertonus stellt eine der
Hauptursachen dar, die zur Entwicklung einer diastolischen Funktionsstérung flhren [20].
Auch in den groBen Herzinsuffizienz-Studien SOLVD und SAVE wurde ein vermehrtes
Auftreten der HFNEF bei Hypertonikern beobachtet. Vor allem Patienten mit
metabolischem Syndrom sind als Risikogruppe einzustufen [21]. Denn eine hohe
Insulinresistenz ist ebenfalls hdufig mit einem arteriellen Hypertonus assoziiert [22]. In der
Strong Heart -Studie konnte gezeigt werden, dass 80% der Patienten mit einem Diabetes
mellitus eine diastolische Dysfunktion entwickeln [23]. Die diastolische Dysfunktion kann
aber auch ein frihes Zeichen einer diabetischen Kardiomyopathie darstellen [24]. Neben

dem arteriellen Hypertonus konnten [25]

e KHK (koronare Herzerkrankung) [16]

e akute Myokardischamie [26]

e Diabetes mellitus [23]

e Schlafapnoe-Syndrom [27]

e Klappenerkrankungen (z.B. Aortenstenose) [28]

e Kardiomyopathien (obstruktive/nicht-obstruktive, restriktive, infiltrative
Kardiomyopathie, z.B. Amyloidose) [29]

e Erkrankungen der endokrinen Organe (z.B. Schilddrisenfunktionsstérung,
Akromegalie) [30]

e Veranderungen des Perikards (Fibrose) [28]

als primére Krankheitsursachen erkannt werden, aus denen sich sekundar eine mdogliche
HFNEF entwickeln kann [28,31] .
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1.1.5. Diagnhose

Um die Diagnose HFNEF stellen zu kénnen, veroffentlichte die European Study Group on
Diastolic Heart Failure klinisch grundlagenbasierende Diagnosekriterien, die 2007 von der
European Society of Cardiology erneut Uberarbeitet wurden [4]. Dabei wird die systolische
Herzinsuffizienz  als  Herzinsuffizienz mit  einer reduzierten linksventrikularen
Ejektionsfraktion unter 50 % als HFREF und die diastolische Herzinsuffizienz als
Herzinsuffizienz mit einer normalen oder nur geringgradig eingeschrankten
linksventrikularer Ejektionsfraktion Uber 50% als HFNEF definiert. Nach den neuen
Leitlinien missen folgende drei Punkte bei den betroffenen Patienten eruierbar sein um die

Diagnose einer HFNEF stellen zu kénnen.

1. Primér sollten klinische Symptome und/oder Zeichen einer Herzinsuffizienz
vorhanden sein, die von den Betroffenen als Belastungs- oder Ruhedyspnoe
geschildert und nach dem Kilassifikationsschema der New-York-Heart-Association
(NYHA I-1V) eingeteilt werden. Bei der kérperlichen Untersuchung kénnen Zeichen
der Rechts- und Linksherzinsuffizienz vorhanden sein [27,31]. Es ist aber nicht
moglich, anhand der klinischen Symptome zwischen einer systolischen oder

diastolischen Herzinsuffizienz zu unterscheiden [4].

2. Das Vorhandensein einer normalen oder nur gering veranderten linksventrikularen
systolischen Ejektionsfraktion Uber 50% und normwertigen linksventrikularen

Diameter stellt das zweite Kriterium dar [4,32,33].

3. Fur das Vorliegen einer diastolischen Dysfunktion sollte durch nicht-invasive
hamodynamische Messungen oder invasiver Diagnostik eine isovolumetrische
Relaxationsverzégerung, Flllungsstérung, verminderte linksventrikulare
Dehnbarkeit und erhéhte linksventrikulare Steifheit gemessen werden. Diese
kdénnen einzeln oder zusammen Auftreten und erlauben die beschreibende
Diagnose einer HFNEF [10,34].
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Bei 92 % der Patienten mit bekannter diastolischer Herzinsuffizienz und Nachweis einer
konzentrischen linksventrikularen Hypertrophie ist in Messungen ein erhdhter
linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVEDP) feststellbar. Ausserdem zeigen sich
Zeichen einer gestbrten diastolischen Relaxation, Blutfillung und eine zunehmende
Steifheit des linken Ventrikels [10]. Der Nachweis einer konzentrischen Hypertrophie
besitzt flr sich alleine bereits eine wichtige Bedeutung flr eine direkte Aussage Uber
die diastolische Dysfunktion. Um die Diagnose einer HFNEF weiter zu verifizieren gibt
die Society of Cardiology verschiedene Wege vor. Dabei werden Echokardiographie,
Herzkatheter und die Serumbestimmung von NT-pro BNP und BNP genutzt [4]. In den
nachsten Punkten werden die verschiedenen diagnostischen Wege dargestellt.

1. Bei Patienten mit den klinischen Zeichen einer HFNEF und LVEF Uber 50% sollte
durch Messungen mit dem Gewebsdoppler ein mittleres E/E"Verhéltnis Uber 15
feststellbar sein. Dies fuhrt zu einer direkten Bestatigung der HFNEF. Das
E/E"Verhaltnis korelliert dabei mit dem linksventrikularen Fullungsdruck. Liegt das
E/E"Verhaltnis zwischen 8 und 15 so ist die HFNEF nicht eindeutig und es sollten
Serumbestimmung von BNP und NT-pro BNP erfolgen. Liegt NT-pro BNP Uber 220
pg/ml und BNP Uber 200 pg/ml, so ist die Diagnose HFNEF zu stellen. Wird keine
Serumbestimmung durchgefuhrt, sollte mittels echokardiographischer
Blutflussdoppler-Messungen ein E/A < 0,5 und eine Dezelerationszeit Uber 280 ms
bestimmt werden. Diese Parameter aus dem Blutflussdoppler beschreiben ebenfalls
die Relaxation des Myokards. Dies, zusammen mit dem Gewebedoppler
E/E"Verhéltnis zwischen 8 und 15, erlaubt ebenfalls ohne Serumbestimmung von
BNP und NT-proBNP die Diagnose HFNEF [4].

2. Bei Patienten mit den klinischen Zeichen einer HFNEF und LVEF (ber 50%, bei
denen zuerst eine Serumbestimmung von NT-pro BNP (> 220 pg/ml) und BNP
(>200 pg/ml) durchgeftuhrt wird, muss durch darauffolgende Messung im
Gewebedoppler ein E/E’Verhéltnis Uber 8 vorliegen. Dann kann die Diagnose
HFNEF gestellt werden [4].
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3. Bei Patienten mit den klinischen Zeichen einer HFNEF und LVEF Uber 50 %, bei
denen als erste Diagnostik eine Herzkatheteruntersuchung durchgefihrt wird,
mussen ein mPCW > 12 mmHg oder ein Tau > 48 ms oder ein erhdhter LVEDP >
16 mmHg gemessen werden. Dies erlaubt ebenfalls nach der Society of Cardiology
die Diagnose HFNEF [4].

Die Serumbestimmung von BNP ist aber kein Screening-Verfahren flr die praklinische
Diagnostik einer diastolischen Herzinsuffizienz. Denn die Serumkonzentration von BNP
steigt mit zunehmendem Alter und ist beim weiblichen Geschlecht erhéht [35]. Andere
Erkrankungen wie Sepsis, Leber- und Niereninsuffizienz beeinflussen die BNP-Werte
[36,37]. Eine positive BNP-Bestimmung ist also kein alleiniges Diagnosekriterium und sollte
mittels Echokardiographie erganzt werden [38]. Die natriuretischen Proteine werden aber

zum Ausschluss einer pulmonalen Ursache der Dyspnoe empfohlen [4].

1.2. Himodynamik

Die Erfassung und Analyse der Herzfunktion ist flr die Diagnosestellung entscheidend.
Neben der Echokardiographie qilt die invasive Messung des Drucks im linken Ventrikel als
wesentlich und wird heute in der Klinik routineméaBig durchgefiihrt. Druck und Volumen
haben Einfluss auf die Herzfunktion. Schon Otto Frank und Ernest Starling, die den
Herzzyklus als graphische Druck-Volumen-Kurve aufzeichneten, erkannten diesen
Zusammenhang. Aufgrund dieser Druck-Volumen-Kurve war es méglich, physiologische
Aspekte der Herzfunktion im Frank-Starling-Mechanismus zu erklaren. Seit den 80er
Jahren kann diese Druck-Volumen-Kurve des linken Ventrikels beim Menschen
aufgezeichnet werden. Aufgrund der genauen Beurteilungen der Herzfunktion ist die
h&amodynamische Messung durch das Konduktanzverfahren eine standardisierte Methode
im Klinikalltag. Ein Problem stellt jedoch der hohe technische Aufwand dar, weswegen der
Konduktanzkatheter selten zur Priméardiagnostik eingesetzt wird. Im Kleintiermodell steht
diese Methode erst seit kurzem zur Verfigung und gilt trotz des technischen Aufwands als

eines der wichtigsten tierphysiologischen Untersuchungen.
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1.2.1. Echokardiographie

Far die Untersuchung einer HFNEF hat sich die nicht-invasive h&modynamische
Diagnostik in Form von Echokardiographie als beste Diagnostik durchgesetzt [39-42]. Mit
dieser unkomplizierten Messung kann bei Patienten mit klinischen Zeichen einer
Herzinsuffizienz eine LVEF Uber 50% berechnet werden. Ebenfalls wird die Hypertrophie
des Herzens bestimmt [43,44]. Wahrend bei einer HFREF eine exzentrische Hypertrophie
mit Abnahme der relativen Wanddicke und Zunahme des linksventrikularen-
enddiastolischen Durchmessers beobachtet wird, zeigt sich bei einer HFNEF eine
konzentrische Hypertrophie mit Zunahme der relativen Wanddicke und Abnahme des
linksventrikularen-enddiastolischen Durchmessers [45,46]. Unsere Arbeitsgruppe konnte
den Vorteil des Gewebedopplers, der im Gegensatz zum Pulsdoppler die Geschwindigkeit
des Gewebes misst, zeigen [47]. Durch die Bestimmung des E/E"Verhéltnisses aus der
Flussgeschwindigkeit des Blutes durch die Gewebsgeschwindigkeit an der Mitralklappe
wird die diastolische Funktion beurteilt. Dabei korelliert das E/E"Verhaltnis mit der invasiv
messbaren Relaxation [48]. Im Gewebedoppler kann die Dezelerationszeit — das ist die
Zeit vom Maximum der E-Welle bis zu ihrem Ende — bestimmt werden. Sie gibt die Dauer
an, die der linke Ventrikel bis zur vollstdndigen Entspannung braucht und ist somit bei
erhdhter  Steifigkeit und verminderter Dehnbarkeit erhdéht. Dagegen wird im
Mitralflussdoppler die Geschwindigkeit des Blutes an der Mitralklappe gemessen und das
E/A-Verhéltnis beurteilt. Die E-Welle entsteht durch den passiven Einstrom des Blutes in
den linken Ventrikel in Folge der Entspannung des ventrikularen Myokards. Die A-Welle ist
Ausdruck der Vorhofkontraktion. Physiologisch sollte der passive Einstrom gréBer als die
aktive Pumpleistung des Vorhofs sein. Es ist aber zu beachten, dass dieser Parameter
altersabhangigen Veranderungen unterliegt [49]. Die alleinige Diagnostik einer HFNEF
durch Blutflussdoppler-Messungen zeigt keine zuverlassigen Ergebnisse und besitzt 40-60
% geringere Aussagekraft als eine Herzkatheteruntersuchung [10,50,51]. Es gibt also
keinen singularen Parameter, der eine diastolische Funktionsstérung absolut erfasst.
Anhand der gewonnenen Untersuchungsdaten ist aber eine Bestatigung der Diagnose
HFNEF mit einer Sensitivitat von Gber 98% mdglich [52,53].
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1.2.2. Herzkatheter

Durch die Konduktanzmessung mit Linksherzkatheter ist es mdglich, eine Aussage Uber
den linksventrikularen Druck, Uber die Relaxation und das linksventrikulare Volumen zu
treffen. Ein groBer Vorteil dieser Untersuchung ist die Mdglichkeit der kurzfristigen
Vorlastsenkung. Durch diese Methodik kénnen Parameter gemessen werden, die von der
Vorlast unabhéngig sind, sogenannte ,load independent-Parameter, wodurch die
hamodynamische Situation unabhangig vom Volumen des Herz-Kreislaufsystems beurteilt
werden kann. Das ist von Bedeutung, weil zum Beispiel der linksventrikulare
enddiastolische Druck (LVEDP), ein wichtiger konventioneller Parameter der diastolischen
Funktion, abhangig von der Volumensituation im Herz-Kreislauf ist. Aufgrund des
veranderbaren LVEDP ist deshalb ein nur durch die Druck-Volumen-Messung erfassbarer
Parameter wichtig, namlich die enddiastolische Druck-Volumen-Relation (EDPVR). Die
EDPVR ist ein Parameter, der die passive Steifigkeit des linken Ventrikels wahrend der
Diastole erfasst. Diese Druck-Volumen-Beziehung ermdglicht es, die Dehnbarkeit des
linken Ventrikels wahrend der Blutflllung in der Diastole zu charakterisieren. Bei Patienten
mit einer HFNEF zeigt sich in den Druck-Volumen-Kurven ein normales oder leicht
vermindertes enddiastolisches Volumen (EDV) mit einem Anstieg des LVEDP. Dies
verursacht eine Anhebung und Linkswanderung der Druck-Volumen-Kurve [31]. Durch
zusatzliche Messung der isovolumetrischen Relaxationszeit, zusammen mit dem LVEDP,
sind diastolische Funktionsstérungen genauer zu beurteilen. Es konnte aber gezeigt
werden, dass die Genauigkeit der Parameter zur Bestimmung einer HFNEF in der
echokardiographischen Untersuchung mit weniger Fehlern behaftet ist, und auch eine
verminderte Anzahl falsch-positiver Aussagen als bei einer Herzkatheteruntersuchung
auftreten [10].
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1.3. Herzzyklus

Die Depolarisation des Myokards |6st eine mechanische Kontraktion des Herzmuskels aus
(Systole), der eine Erschlafungsphase der Muskulatur (Diastole) folgt. Die Systole treibt
das Blut durch die Semiulnarklappen von Aorta und Pulmonalarterien in den Herz- bzw.
Lungenkreislauf. In der Diastole strémt das Blut durch die Atrioventrikularklappen vom
linken Vorhof durch die Mitralklappe und vom rechten Vorhof durch die Trikuspidalklappe
in den linken bzw. in den rechten Ventrikel ein. Die Herzklappen haben eine Ventilwirkung
und ihre Offnungs- und VerschluBbewegung garantieren einen adaquaten Fluss im
Kreislaufsystem. lhre Offnung wird allein durch den BlutfluB und nicht durch die
Papillarmuskeln bewirkt. Bei der mechanischen Herzaktion unterscheidet man in der
Systole eine Anspannungsphase von einer Austreibungsphase, die Diastole wird in
Entspannungs- und Fulllungsphase unterteilt. In der Anspannungsphase steigt der
intraventrikulare Druck steil an und flhrt zu einem passiven Verschluss der AV-Klappen.
Bei geschlossenen Klappen kontrahiert sich der Ventrikel isovolumetrisch. Sobald der LV-
Druck den diastolischen Aortendruck von ca. 80 mmHg Ubertrifft, 6ffnen sich die
Taschenklappen und die Austreibungsphase beginnt. In Ruhebedingungen werden
ungefdhr 50% des diastolischen Volumens in die Aorta ausgeworfen. Die
Austreibungsphase endet mit dem SchluB von Aorten- und Pulmonalklappe. Die Diastole
beginnt mit einer isovolumetrischen Entspannungsphase, in der alle vier Klappen des
Herzens geschlossen sind. Der Druck im linken Ventrikel wandert gegen Null und fallt unter
den Vorhofdruck. Aufgrund des Druckabfalls 6ffnen sich die AV-Klappen, Blut strobmt aus
den Vorhéfen in die Kammern. Damit beginnt die Fullungsphase. Der zunachst rasche
Bluteinstrom verlangsamt sich. Die Kontraktion des Vorhofs fuhrt nochmals zu einer
Steigerung des Blutflusses in den Ventrikel. In Ruhe macht die atriale Kontraktion nur 8%
des enddiastolischen Volumens aus. Bei kdrperlicher Belastung liegt jedoch der Beitrag
der Vorhofkontraktion deutlich héher [54]. Aus dem so aufgezeichneten Herzzyklus kénnen
wesentliche Parameter analysiert werden. So kann neben konventionellen
Druckparametern auch direkt das kardiale Volumen gemessen werden, wodurch genaue
Aussagen Uber das Schlagvolumen, das Herzzeitvolumen und die Ejektionsfraktion

getroffen werden kdnnen. Das Herzzeitvolumen ist ein wichtiger Indikator flr die
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Pumpfunktion des Herzens und l&sst sich aus dem Produkt von Schlagvolumen und

Herzfrequenz berechnen.

Druck mmHg
3

o 20 wvolumen pl £ 0

Abb.4: Druck-VolumenKurve wahren eines Herzzyklus:
A) Offnung der Mitralklappe, B) Schluss der Mitralklappe, C) Offnung der Aortenklappe, D) Schluss der
Aortenklappe

Dabei ist die Pumpfunktion des Herzens abhangig von der Kontraktilitat (Inotropie), der
Nachlast und der Herzfrequenz [55]. Die Inotropie des Herzens wiederum ist abhangig von
der Vorlast (Frank-Starling-Mechanismus), der Frequenz (Bowditch-Effekt) und der
sympathoadrenergen Aktivierung. Der Frank-Starling-Mechanismus beschreibt die
Beziehung zwischen dem linksventrikuldrem enddiastolischen Druck und dem
Schlagvolumen. Nach dieser Kraft-Spannungs-Beziehung flihrt ein Anstieg des
Fallungsdrucks Gber eine vermehrte Vordehnung des Ventrikels zu einer Zunahme der
Muskelfaserverklrzung und damit zu einer Anhebung des Schlagvolumens.

Durch die Konduktanzmessung ist es nun mdglich, eine Aussage Uber den
linksventrikularen Druck und das linksventrikulare Volumen zu machen. Diese Aussage
kdénnte allerdings auch durch eine kombinierte Untersuchung einer konventionellen
Druckmessung und einer Echokardiographie gemacht werden.

Der wesentliche Vorteil dieser Druck-Volumen Kurven ist ein anderer. Wahrend der
Aufzeichnung der Druck-Volumen Kurven kdnnen durch eine kurzfristige Senkung der
Vorlast auch ,load-independet” Parameter erfasst werden, also Werte, die von der
kardialen Vorlast unabhangig sind. So kann die hdmodynamische Situation noch besser
und unabhangig von der aktuellen Volumensituation des Herz-Kreislaufsystems untersucht

werden. Das ist besonders wichtig, weil der linksventrikuldre enddiastolische Druck
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(LVEDP) ein wichtiger konventioneller Parameter der diastolischen Funktion, abhéngig von
der Volumensituation im Kreislauf ist. Hierdurch steht ein nur durch die Druck-Volumen
Messung erfassbarer Parameter im Vordergrund: die enddiastolische Druck Volumen
Relation (EDPVR) [56]. Die EDPVR ist ein Parameter, der die passive Steifigkeit des
linken Ventrikels wahrend der Diastole erfasst. Diese Relation gibt damit eine direkte
Information Uber die Dehnbarkeit des linken Ventrikels durch die Blutflllung wahrend der
Diastole.

Abb. 5: Druck-Volumen Kurve wahrend einer Vorlastreduktion mit eingezeichnetem EDPVR (eigene
Aufzeichnung)

1.4. Pathologie der diastolischen Dysfunktion

Ursachen, die fUr die Entwicklung einer diastolischen Funktionsstérung verantwortlich sind,
kénnen in myokardiale und extramyokardiale Fehlmechanismen eingeteilt werden und sind
innerhalb einer Herzmuskelzelle, in der umgebenden extrazellularen Matrix oder in Form

einer neurohumoralen Systemaktivierung zu finden [31]
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1.4.1. Kardiomyozyt

Die Kardiomyozyten enthalten die Myofibrillen, deren kleinste Baueinheit das Sarkomer
bildet. Im Sarkomer existieren Proteine wie Titin, das sich als groBes Protein von der Z-
Bande bis zur M-Linie des Sarkomers spannt [57-60]. Uber die physiologische
Sarkomerlange hinaus, bestimmen die im Sarkomer enthaltenen Proteine die Steifheit des
Myokards in der Diastole [61]. Das im Sarkomer enthaltene Titin ist dabei hauptsachlich
fur die Elastizitdt des Kardiomyozyten verantwortlich. Die elastischen Eigenschaften des
Sarkomers befinden sich dabei an der |-Bande. Titin wird in verschiedenen Isoformen
exprimiert, die fir unterschiedliche mechanische Eigenschaften verantwortlich sind. Es
wird vermutet, dass dieses Protein eine entscheidende Rolle fir die Veranderung der
passiven Steifheit im insuffizienten Herzen spielt [62,63]. Es sind hauptséchlich zwei

Isoformen bekannt:

e N2B: ein kurzes Segment mit geringerer Dehnbarkeit und erhéhter passiver Steifheit
e N2BA: ein langes Segment mit einer hohen Anzahl an Immunglobulinen und
groBerer Langenveranderung und Dehnbarkeit

Es konnte gezeigt werden, dass besonders in groBen Tieren vermehrt Titin der Isoform
N2BA zu finden ist [64]. Wahrend der Systole wird Titin komprimiert und gewinnt Energie,
die es wahrend der Diastole aufwendet, um, ahnlich einer elastischen Feder, das Myokard
auf seine ursprungliche Lange zurtckzufihren [59,65]. Die Expression der Titin-lsoformen
zeigen beim gesunden Herzen keinen Unterschied. Im experimentellen Endstadium einer
dilatativen Kardiomyopathie konnten mit Hilfe von Myokardbiopsien Veranderungen der
Titin-lsoformen festgestellt werden, die mit einer Zunahme der Steifigkeit des Myokards
korellierten [59]. Veranderungen der Titin-Isoformen sind somit eine mdgliche Ursache, die

diastolische Funktion des linken Ventrikels zu beeinflussen [66].
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1.4.2. Extrazellulare Matrix

Die extrazelluldre Matrix ist kein statisches Modell, sondern eher eine dynamische Einheit,
die eine grundlegende Rolle in der diastolischen Funktion darstellt. Eine der Aufgaben des
kardialen Bindegewebes besteht darin, dass die Herzmuskelzelle bei Pumpfunktion nicht
Uberdehnt und auch nicht auseinander gleitet. Dabei setzt sich das Bindegewebe aus
Kollagenfasern zusammen, die elastisch (Kollagen Ill) oder sehr fest, steif und Stahl-
ahnlich sein kénnen (Kollagen ). Die myokardiale extrazellulare Matrix besteht aus
wichtigen Bestandteilen zu denen fibrillare Proteine wie Kollagen Typ |, Kollagen Typ I
gehdren [67-69]. Dabei kénnen der Aufbau, die Bestandteile, der Grad der Vernetzung, der
Quotient von Kollagen | zu Kollagen Il oder der Kollagenstoffwechsel verandert sein
[70,71]. Fibroblasten sind einer der haufigsten Zelltypen im Myokard und fir die Synthese
des Kollagens verantwortlich. Sie reagieren sowohl auf physikalische als auch auf
biochemische Reize und kénnen schnell proliferieren. Der arterielle Hypertonus als solch
ein physikalischer Reiz verursacht durch Druckbelastung des Herzens in den Fibroblasten
eine gesteigerte Kollagenbiosynthese mit vermindertem Abbau von Kollagen und fihrt
dadurch zur verstarkten kardialen Fibrose [72]. Dagegen wird der Abbau von Kollagen
durch Zink-abhangige Enzyme, die sogenannten Metalloproteasen (MMP), beeinflusst, die
ebenfalls in Fibroblasten gebildet werden [73-76]. Die Aktivitdt und Konzentration der
MMPs wird sowohl durch Zytokine als auch durch natriuretische Peptide (ANP, BNP)
modifiziert, die wiederum von den Fibroblasten selbst ausgeschlttet werden. Diese
Signalmolekile fUhren einerseits zu einer verminderten Synthese von Kollagen in den
Fibroblasten selbst und andererseits, aufgrund der erhéhten Expression von Kollagen-
abbauenden Enzymen und damit einer erhdhten Konzentration der MMPs, zu einem
verstarkten Abbau von Kollagen [38,77,78]. Auch bei oxidativem Stress ist eine Induktion
Kollagen-Abbauender Enzyme in den Fibroblasten zu finden [72]. Besonders bei Patienten
mit hypertensiver Herzerkrankung aber auch Patienten mit einer diabetischen
Kardiomyopathie und Zustand nach kardialer Biopsie konnten erhéhte Konzentrationen an
Kollagen | gefunden werden [79],[38]. Deshalb werden sowohl ein Wechsel der
Kollagenarten als auch Veranderungen der Kollagensynthese und ein mdéglicherweise

gestorter Abbau von Kollagen fir den physiologischen oder pathologischen Umbau des
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Myokards im Zusammenhang mit der Entwicklung einer diastolischen Dysfunktion vermutet
[38,72,73,80,81].

1.4.3. Neurohumorale Aktivierung

Zur neurohumoralen Aktivierung werden unter anderem

e natriuretischen Peptide

e Stickstoffmonoxid (NO)

¢ Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS),
e Endothelin,

dazugezahlt [31].

1.4.3.1. Natriuretische Peptide

Zu den wichtigsten natriuretischen Peptiden (NP) gehdren ANP und BNP. Das atriale-
natriuretische-Peptid (ANP) wird in den Kardiomyozyten des Atriums gebildet. Das brain-
natriuretische-Peptid (BNP) wird von den Kardiomyozyten des Ventrikels und des Atriums
produziert. Die Hormone ANP und BNP werden hauptsachlich durch mechanische
Dehnung des Myokards sekretiert und besitzen inhibierende Effekie gegeniber dem
Renin-Angiotensin-Aldosteron System (RAAS) mit verminderter Sekretion von Aldosteron
aus der Nebennierenrinde und Renin aus der Niere. Die natriuretischen Peptide erhdhen
konzentrationsabhéangig die glomerulare Filtration, steigern die Diurese mit gleichzeitig
verminderter Retention von Natrium und inhibieren die Sekretion und die kardiale Synthese
von Katecholaminen [82-87], Ausserdem besitzen ANP und BNP antihypertrophe
Eigenschaften und wirken aufgrund hemmender Effekte auf die Kollagensynthese in den
Fibroblasten antifibrotisch [88,89]. In Studien konnte gezeigt werden, dass bei Patienten

mit klinischen Zeichen einer Herzinsuffizienz eine vermehrte Konzentration an ANP und
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BNP gemessen werden kann [90]. Neben der dehnungsinduzierten existiert aber auch eine
basale Freisetzung von ANP. Dieser Prozess wird durch verschiedenste Plasmafaktoren
wie zum Beispiel Angiotensin Il und Noradrenalin stimuliert. Dabei entfalten die
natriuretischen Peptide ihre Wirkung Uber Bindung an NP-Rezeptoren. Als ebenfalls
positive Eigenschaft ist die durch ANP und BNP gesteigerte eNOS-Expression zu
erwahnen, die zu einer gesteigerten Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) fihrt [91]. BNP
stellt zugleich laborchemisch einen guten Marker im klinischen Alltag dar um den Verlauf
einer HFNEF zu beurteilen. Denn je schwerer der Grad einer diastolischen Dysfunktion,
desto hoéher der messbare BNP-Spiegel im Blutplasma [92],[93]. Weiterhin findet die
Bestimmung des BNP-Spiegels bei Patienten mit Dyspnoe Anwendung um eine mdgliche
pulmonale Ursache als Grund fiir die Symptomatik auszuschlieBen [94]. Die Bestimmung
von BNP st jedoch keine Primardiagnostik zur Differenzierung zwischen einer
systolischen- oder diastolischen Herzinsuffizienz, aber hohe Werte an BNP korellieren mit
einer erh6hten Mortalitat [95].

1.4.3.2. NO-System

Das Molekill Stickstoffmonoxid (NO) wurde erstmals von Furchgott et al. 1970
beschrieben, die eine von Endothelzellen ausgeschittete instabile Substanz bemerkten,
die zur GeféBerweiterung flhrte. Nach der weiteren Charakterisierung durch Palmer et al.
1987 als endothelial dervining relaxing factor (EDFR), stellt NO eines der wichtigsten
Signalmolekile im menschlichen Kérper dar und ist in zahlreiche physiologische und
pathophysiologische Prozesse im Herz-Kreislaufsystem involviert [96]. Aus der
Aminosaure L-Arginin entsteht beim Vorhandensein von NADPH und Sauerstoff das L-
Citrullin und NO [96]. Bislang sind drei Isoenzyme bekannt, die aus verschiedenen
Geweben isoliert wurden und daher als neuronale (nNOS), endotheliale (eNOS), und
induzierbare (iINOS) NO-Synthasen bezeichnet werden [97].
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Die iNOS ist besonders in Makrophagen, Endothelzellen, Kardiomyozyten, Fibroblasten
und in glatter GefdBmuskulatur zu finden [98]. Die Aktivitdt der iINOS wird durch
Entziindung oder Infektion beeinflusst. Sowohl die Entziindung als auch die Infektion, die
durch die erhéhte Konzentrationen an Inflammationsmarkern getriggert werden, steigern
die iINOS-Aktivitdt und fihren damit zu einer vermehrten Sekretion von NO, das
zytotoxische Konzentrationen erreichen kann. Zu diesen Inflammationsmarkern gehéren
bakterielle Lipopolysaccharide (Endotoxine) und Zytokine. Als Beispiele der Zytokine sind
Interleukin-1, IFN-a, TNF-a und TNF-B zu nennen [96]. Das kardiale und vaskulare
Endothel, das Endothel der Niere, das skelettale Muskelgewebe, der sinusatriale- und
atrioventrikulare-Knoten und die Kardiomyozyten als auch einige Blutzellen enthalten die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) [99,100]. Die Aktivitat von eNOS kann ebenfalls infolge
neurohumoraler Faktoren beeinflusst werden. Diese Faktoren sind zum Beispiel
Katecholamine oder ANP und BNP [91,101]. Ausserdem ist die eNOS-Expression bei
erhdhtem Wandstress aufgrund arteriellen Hypertonus bedingten Druckes und
Volumenbelastung des Herzens unter Hypoxie und bei erhéhter Herzfrequenz gesteigert
[102],[103],[104]. Dagegen fuhrt die Progression einer Herzinsuffizienz zu einer
verringerten NO-Freisetzung, die vermutlich auf einer verminderten Synthese und
Expression durch die eNOS beruht [105,106]. Denn eine Studie mit eNOS-Knockout-

Mausen konnte zeigen, dass durch eine verringerte eNOS-Expression das ventrikulare
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Remodelling verstarkt und die Entstehung einer Herzinsuffizienz beglnstigt werden [107].
Es gibt aber auch Pharmaka, die eine Aktivierung der eNOS verursachen. In klinischen
Studien wie der SENIORS-Studie wurde eine verstarkte eNOS-Aktivierung mit erhdhter
Bioverfugbarkeit an NO unter der Therapie mit dem B-Blocker Nebivolol festgestellt [108].
Die Wirkung von NO ist in verschiedenen Studien untersucht worden. Folgende Merkmale
von NO konnten gezeigt werden:

e NO wirkt antihypertroph [109]
e NO wirkt antiproliferativ [110]
e NO wirkt antifibrotisch [111]
e NO wirkt Uber die Aktivierung der Guanylcyklase mit Erhéhung des c-GMP-Spiegels
und fuhrt zu einer Relaxation der glatten Muskulatur. Die Folgen sind [112-114]:
- eine Vasodilatation,
- eine Abnahme der myokardialen Steifigkeit,
- eine Abnahme der Kontraktilitat und
- eine Zunahme der diastolischen Zellange.

Das Molekil NO zeigt aber auch konzentrationsabh&ngig unterschiedliche Wirkungen:

e physiologische Konzentrationen an NO zeigen einen positiven inotropen Effekt
pathologische Konzentrationen an NO zeigen einen negativen inotropen Effekt
[115],

e physiologische Konzentrationen von NO vermindern die Apoptose,
pathologische Konzentrationen wirken proapoptotisch und zytotoxisch [116],

e physiologische Konzentrationen von NO erhdhen die B-adrenerge Wirkung [117],
pathologische Konzentrationen an NO inhibieren die B-adrenerge Wirkung [118].

Bei Patienten mit normaler LVEF und klinischen Zeichen einer Herzinsuffizienz konnte
durch Applikation eines Praparates, das intrakoronares NO freisetzt, eine Reduktion
sowohl des LVEDP als auch eine Verbesserung der diastolischen Dehnbarkeit des

Myokards demonstriert werden [113]. Es ist zu erwahnen, dass bei herzinsuffizienten
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Patienten eine erhéhte Konzentration an Inflammationsmarkern und insbesondere TNF - a
gemessen werden kann. Die Folge dieser Entziindungsmediatoren ist eine Aktivierung der
INOS, die bei einem dauerhaften aktivierten Zustand pathologische Konzentrationen an
NO produziert und zu einer verminderten Expression der eNOS fihrt. Eine Ineffektivitat der
eNOS ist ebenfalls bei Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder arteriellen Hypertonus zu
beobachten. Auch mit zunehmendem Alter wird eine geringere NO-Produktion vermutet, so
dass zusammenfassend Veranderungen der NO-Synthase in ihrer Expression als auch in

ihrer Aktivitat zu einer diastolischen Funktionsstérung fihren kénnen.

1.5. Pharmakotherapie

Trotz der klinischen Relevanz der HFNEF stehen bis heute nur wenige placebokontrollierte
Studien zur Behandlung zur Verfigung. Primar wurden Medikamente flr Patienten mit
systolisch eingeschrankter Pumpfunktion entwickelt und etabliert, die zu einer
nachweisbaren Reduktion der klinischen Symptomatik und zum Teil zur Senkung der
Mortalitat fihren und eine Klasse | Empfehlung der deutschen Gesellschaft fiir Kardiologie
zur Behandlung der Herzinsuffizienz darstellen. Trotz der unterschiedlichen
Pathophysiologie der systolischen- und diastolischen Herzinsuffizienz werden aber beide
mit den gleichen Wirkstoffgruppen behandelt. Ein wichtiges therapeutisches Ziel bei beiden
Erkrankungen ist die Verhinderung der Myokardhypertrophie. Eine groBe Bedeutung
stellen in diesem Fall die AT1-Antagonisten und ACE-Hemmer dar, die durch Hemmung
des RAAS-Systems die Hypertrophie verhindern und sogar zu einer Regression des
Herzgewichts und der kardialen Fibrose fihren [38]. Fir den ACE-Hemmer Enalapril
konnte in Nachstudien der SOLVD - Studie eine verbesserte Morbiditat bei Patienten mit
klinischen Symptomen festgestellt werden. Jedoch zeigte Enalapril keinen EinfluB auf die
Mortalitat [119]. Auch fir Candesartan, ein AT1-Antagonist, konnte im CHARM-Preserved-
Studien-Arm bei Patienten mit HFNEF eine Verringerung der Mortalitdt und
Hospitilationsrate von 11% nach 36 Monaten nachgewiesen werden. Dies war eine der
ersten groBen Studien zur HFNEF [38,120]. Jedoch verfehlen die Ergebnisse knapp die

Singnifikanzgrenze, so dass weitere Studien notwenig sind um diesen positiven Trend zu
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bestatigen. Der Einsatz der Medikamentengruppe der Aldosteron-Antagonisten, die
ebenfalls antifibrotische Effekte besitzen, erscheint sinnvoll und wird zur Zeit an Patienten
mit HFNEF Uberpruft [121,122]. Als weitere Therapiemoglichkeiten haben sich die B-
Blocker etabliert, die durch eine Herzfrequenzsenkung und durch die Blockade der
adrenergen Stimulation wirken. FUr Nebivolol konnte in der SENIORS-Studie eine Senkung
der Morbiditat und Mortalitat besonders bei alteren Patienten mit HFNEF analysiert werden
[123]. Vor allem profitierte das weibliche Geschlecht von diesem Medikament. Zuséatzlich
wurde erkannt, dass Nebivolol zu einer Aktivierung der eNOS mit nachgewiesener
Bioverfugbarkeit von NO flhrt. Es ist aber nicht geklart, ob dies eine spezifische Wirkung
dieses Wirkstoffes oder der gesamten Wirkstoffklasse darstellt. Die Gruppe der
Kalziumantagonisten kann bei Patienten mit arteriellem Hypertonus das Herzgewicht
reduzieren und verbessert die Belastungstoleranz [124]. Die Substanzklasse der Diuretika
ist durch ihre gesteigerte neurohumorale Aktivierung nicht Mittel der Wahl zur
Langzeittherapie und Mortalitdtsreduktion einer HFNEF. Die Diuretika haben aber in der
Klinik ihren Stellenwert, da sie die klinischen Symptome schnell und effektiv reduzieren
[122]. Eine neue Therapieoption ist die Medikamentengruppe der
Cholesterinesterasehemmer. Dabei konnte Fukuta mit seiner Arbeitsgruppe rickwirkend
eine Mortalitdtssenkung bei Patienten mit HFNEF und Behandlung mit HMG-Co-
Reduktase-Hemmern  feststellen. Dies wird auf pleiotrophe Effekte der
Cholesterinesterasehemmer zurlickgefiihrt, die mdglicherweise zu einer gesteigerten
eNOS-Aktivierung fahren [108]. Es existiert aber bis heute kein Medikament, das durch
eine direkte Aktivierung der eNOS wirkt.

1.7. Aufgabenstellung

Die Diagnose als auch Therapie einer diastolischen Herzinsuffizienz gewinnt zunehmend
an Relevanz im klinischen Alltag. Die Bedeutung dieser Erkrankung konnte in Studien mit
einer erhéhten Morbiditat und Mortalitat dargestellt werden [3]. Ebenfalls zeigen Studien,
dass besonders der arterielle Hypertonus eine entscheidende Rolle fir die Entwicklung

einer diastolischen Dysfunktion spielt [31]. Zur Untersuchung einer arteriellen Hypertonus
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induzierten diastolischen Dysfunktion eignet sich das etablierte Dahl-Salz-sensitive-
Rattenmodell. Es ist nicht nur ein klassisches Modell der Hypertonieforschung [125]. Es
hat sich ebenfalls als Tiemodell zur Untersuchung einer Herzinsuffizienz etabliert [126]. Es
konnte in experimentellen Arbeiten beobachtet werden, dass die Art der Funktionsstérung
einen zeitlichen Verlauf zeigt, und bei den hypertensiven Dahl-Ratten eine zuerst
beginnende diastolische Dysfunktion auftritt, und im weiteren Krankheitsverlauf systolische
Pumpfunktionsstérungen mit einer eingeschrankten LV-Funktion messbar sind [127]. Auf
dieser Grundlage konnte in tierexperimentellen Studien mit diesem Tiermodell nicht nur
das Verstéandnis fur die Pathologie einer Herzinsuffizienz und in dieser Hinsicht der
diastolischen Dysfunktion erweitert werden. Es konnten gezielt Veranderungen in den
Kardiomyozyten selbst als auch in der sie umgebenden ECM und der neurohumoralen
Aktivierung des Herz-Kreislaufsystems untersucht und gefunden werden, die zu einer
verminderten Dehnbarkeit und zunehmender LV-Steifheit fiihren [125,126,128]. Aufgrund
der zunehmenden klinischen Relevanz hat die diastolische Herzinsuffizienz zunehmend
an Bedeutung gewonnen. Es werden in diesem Zusammenhang klinische als auch
experimentelle Studien durchgefihrt um mdégliche Therapiestrategien zu Uberprifen. Dabei
wurden Medikamente verwendet, die in der Herzinsuffizienztherapie etabliert sind und
aufgrund ihrer antihypertrophen und antifibrotischen Eigenschaften eingesetzt werden
[129][37,129]. In neueren Arbeiten mit dem Dahl-Salz-sensitiven Rattenmodell wird den
Tieren Uber die Injektion von Streptozin ein zusatzlicher Diabetes mellitus induziert. Dabei
konnte gezeigt werden, dass sich bei diesen Tiergruppen eine raschere Progression und
Manifestierung einer diastolischen Funktionsstérung gegenltber den Kontrolltieren
entwickelte [83]. Aufgrund unserer gezielten Fragestellung als auch der Etablierung dieses
Tiermodells zur Untersuchung der diastolischen Herzinsuffizienz eignet sich das Dahl-Salz-
sensitive Rattenmodell fir unsere tierexperimentelle Studie. Die Tiere entwickeln unter
einer speziellen Salzkost einen arteriellen Hypertonus. Der Einsatz hamodynamischer
Messungen ermdéglichte es eine diastolische Dysfunktion zu beobachten und zu
diagnostizieren. Wir wollen in Verlaufsbeobachtungen mit Echokardiographie den Zeitpunkt
finden, bei dem die Tiere nach den Diagnosekriterien der European Society of Cardiology
eine isolierte diastolische Funktionsstérung mit einer normalen systolischen Pumpfunktion

mit LVEF Uber 50% zeigen. AbschlieBend erfolgte eine Koduktanzmessung mit einem
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Linksherzkatheter. Dabei werden Druck-Volumen Kurven graphisch dargestellt, die zur

weiteren Auswertung genutzt werden. Die Organe der Tiere wurden zur weiteren

molekularbiologischen  und  histologischen  Untersuchungen  aufgearbeitet. Die

Fragestellung lautete:

Entwickeln die Dahl-Salz-sensitiven Ratten einen arteriellen Hypertonus?

FOhrt der arterielle Hypertonus zu einer diastolischen Dysfunktion?

Ist es mdglich nach den Leitlinien der Society of Cardiology eine HFNEF zu
diagnostizieren?

Kann bei den hypertensiven Tieren eine Relaxationsstérungen mit zunehmender
LV-Steifheit und verminderter LV-Dehnbarkeit in hamodynamischen Messungen
bestatigt werden?

Ist es moglich mit dem Vorlast-unabhangigen Parameter die enddiastolische Druck-
Volumen-Beziehung (EDPVR), eine diastolische Dysfunktion zu charakterisieren?
Entwickeln die hypertensiven Tiere Uber den Studienzeitraum eine konzentrische
Myokardhypertrophie mit zunehmenden Herzgewicht und einem erhdéhten
linksventrikuldren Hypertrophieindex (LVH-Index)?

Ist es mdglich mit Picro-Sirius-Rotfarbung (PSR-Farbung) eine vermehrte kardiale

Fibrose bei den hypertensiven Tieren darzustellen?

Wir haben in unserer Studie einen Prototyp eines Medikamentes S803 genutzt, welches

tber eine pharmakologische Stimulierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase

mit einer gesteigerten eNOS-Genexpression wirkt [130].

Flhrt eine pharmakologische Stimulation der eNOS mit erhéhter physiologischer
Konzentration an NO zu einer Besserung der diastolischen Dysfunktion im
hypertensiven Dahl-Salz-Rattenmodell?

Ist es méglich den antihypertrophen und antifibrotischen Effekt von NO aufgrund
einer gesteigerten pharmakologischen Stimulation der eNOS darzustellen?

Ist ein eNOS-enhancer eine mdglich zukinftige Therapiestrategie zur Behandlung

einer diastolischen Dysfunktion?
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2. Material und Methodik

Die fur diese Promotion stattgefundenen Versuche an lebenden Wirbeltieren fir das
Versuchsvorhaben 0180/04 erfolgten nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes. Die
Genehmigung zur Durchfihrung der Versuche wurde am 01.04.2004 erteilt. Das in dieser
Arbeit genutzte experimentelle Tiermodell wurde nach den bestimmenden Richtlinien des
Deutschen Ethikrates und der US-Gesundheitsbehérde NIH und unter Beobachtung der
Ethikkomission des UKBF angewandt.

2.1 Studiendesign

Vor Beginn der Studie wurden die Tiere randomisiert und in verschiedene Gruppen
eingeteilt.

1. KON: 20 Dahl sensitive Ratten, Normalkost, Placebo

2. KONeNQOS: 20 Dahl sensitive Ratten, Normalkost, eNOS-enhancer S803

3. HFNEF: 20 Dahl Salz sensitive Ratten, Salzdiat, Placebo

4. HFNEFeNOS: 20 Dahl Salz sensitive Ratten, Salzdiat, eNOS-enhancer S803

Je nach Gruppeneinteilung erhielten die Tiere im Zeitraum von acht Wochen eine Salzkost
oder Normalfutter. Die Gruppen KONeNOS und HFNEFeNOS wurden mit dem Prototypen
eines Medikamentes S803- ein eNOS-enhancer — in der Dosierung 10mg/kg
Kérpergewicht mit der Einnahmezeit 0-0-1 behandelt. Die anderen Gruppen erhielten ein
Placebo bestehend aus Hydroxyethlystarke (HES). Nach Beginn der Salzbehandlung
wurde in der 4- und 8-Woche der Verlauf durch Echokardiographie dokumentiert. Die
abschlieBende Linksherzkatheteruntersuchung erfolgte mit einem Miller-Tip-Konduktanz-
Katheter nach der achten Behandlungswoche und wurde bei allen Gruppen durchgefihrt.
Nach der Untersuchung erfolgte eine Obduktion der Tiere um spezielle Organe zur
weiteren Aufarbeitung zu entnehmen und in flissigen Stickstoff zu konservieren. Die
Lagerung der Praparate erfolgte bei - 80°C.

30



2.2. Rattenstaimme

Die Dahl Salz-sensitiven Ratten wurden von L. Dahl aus normotensiven Sprague-Dawley-
Ratten gezichtet [131]. Neben der genetischen Pradisposition entwickelt dieser Stamm
aufgrund externer Bedingungen einen arteriellen Hypertonus. Aus der Ziichtung sind zwei
genetisch homogene Stadmme hervorgegangen, die als SS/Jr (salzsensitiv), SR/Jr
(salzresistent) bezeichnet werden. Die Dahl-Salz-sensitiven Ratten entwickeln -
gegeniber den Salz-resistenten Ratten — nach einer Salz-Erndhrung einen arteriellen
Hypertonus mit den Folgeerscheinung einer Myokardhypertrophie, und aufgrund einer sich
entwickelnden Herzinsuffizienz eine pulmonale Stauung mit erhéhten enddiastolischen
Dricken (LVEDP) [132]. Die Ursache fiir die erhéhte Salzempfindlichkeit ist nicht
vollstdndig geklart. Es wird einerseits eine genetische Veradnderung im ANP-System bei
den Dahl-Salz-sensitiven Ratten vermutet, die — im Vergleich mit den Dahl-Salz-resistenten
Ratten mit erhdhtem ANP-Plasmaspiegel — zu einer Minderung der Volumenelimination
fuhrt [133]. Eine weitere Erklarung wird in der unterschiedlichen Response der renalen und
extra-renalen GeféaBmuskulatur auf verschiedene hormonelle Vasokonstriktoren und -
dilatatoren wie ANP, NO, Angiotensin-2 und Endothelin-1 vermutet [134]. Auch ein
erhéhter Sympathikotonus mit erhéhten Noradrenalin-Konzentrationen, der einen erhdhten
peripherem GefaBwiderstand verursacht, kann verantwortlich fir die Entwicklung eines
arteriellen Hypertonus sein [135]. Eine weitere Mdglichkeit ist eine gesteigerte Chlorid-
lonen-Rickresorption an der Henle-Schleife bei den Salz-sensitiven Tieren. Die
hypertensiven Dahl-Ratten stellen dabei ein klassisches Modell in der Hypertonieforschung
dar [136].

2.3. Pharmakologische Behandlungen

Die Substanz S803 ist ein eNOS-enhancer, der vermutlich zu einer verstérkten

Transkription und Expression von eNOS fihrt. S803 ist eine vollsynthetische

Entwicklungssubstanz, die aus einem Screening-Verfahren gewonnen wurde. Aus

patentrechtlichen Griinden wurde S803 in verschiedenen Studien auf seine Fahigkeit, die
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eNOS-Expression zu steigern, Uberpriift. Uber eine Erhéhung der Luciferase-Expression
konnte eine eNOS-Expressionssteigerung nach Behandlung mit S803 indirekt in einem
Zelltest mit transfizierten Zellen, bei denen das Enzym Luciferase an das eNOS-
Promotorgen gekoppelt war, nachgewiesen werden (ECso = 0,409 uM/l). In einer weiteren
Studie mit humanen Nabelschnurzellen (,human umbilical endothelial cells”, HUVECs)
konnte eine Steigerung der eNOS-Expression durch Behandlung mit S803 bestatigt
werden. Dabei wurden HUVECs mit S803 inkubiert und mittels eines spezifischen
Western-Blots eine erhdhte eNOS-Proteinexpression nachgewiesen (ECso = 0,3-1uM/l).
Eine andere Studie zeigte, dass der eNOS-Transkriptionsverstarker die zellulare
Transkription in der humanen Endothelzellinie EA.hy 926 aktiviert und zu einer erhéhten
NO-Produktion in humanen Endothelzellen fahrt (Wohlfart et al., unpublished). Die
Behandlung von knochenmarksstandigen mononuklearen Zellen mit einem Strukturderivat
dieser Substanz konnte bereits ex vivo Uber eine Erh6hung der eNOS die Funktionalitat
dieser Zellen steigern [130]. Dagegen zeigte die Behandlung einer stabilen Zelllinie ohne
Endothel mit S803 keine erhdhte eNOS-Expression. Diese Studien zeigen deutlich, dass
der eNOS-Transkriptionsverstarker selektiv zu einer Steigerung der eNOS fuhrt, ohne
dabei die INOS- oder nNOS-Expression zu erhéhen. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Wirkstoffkonzentration den arteriellen Blutdruck bei gesunden Ratten nicht beeinflusst. Die
Tiere mit medikamentdser Behandlung erhielten S803, bei einer Dosierung von 10mg/kg
Kdrpergewicht, per gavage einmal pro Tag (0-0-1) fir die Dauer von acht Wochen. Das
Studienmedikament S803 wurde zuvor mit HES 0,2 ml (Hydroxyethylstérke) fir eine
Stunde mit einem RuUhrfisch geldst. Mit einer Heparinspritze wurde der geléste Wirkstoff
S803 direkt in den Magen appliziert. Diese Art der Medikamentengabe ist genauer als Uber
das Trinkwasser, weil Wasservolumen und Pharmakonlésung variieren kénnen. Die
unbehandelten Tiere erhielten als Scheinmedikation 0,2 ml HES als Placebo um eine
mogliche Beeinflussung durch diese Applikationsform zu verringern, und weil HES die
Ansatzlésung fur S803 darstellt. .
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2.4. Tierhaltung

Uber den gesamten Zeitraum dieser Studie befanden sich die Tiere in einem Tierstall der
Sicherheitsstufe S1. Die Tiere wurden in einem ,Makrolonkafig“ des Typs Il, der mit
staubfreiem Weichholzgranulat ausgelegt wurde, gehalten. In den mit Uberdruck
geschlossenen Raumen gab es eine konstante Raumtemperatur von 20°C und eine
Luftfeuchtigkeit von 50-60%. Die Raumbeleuchtung wechselte in einem 12-Stunden-Hell-
Dunkel-Rhythmus. Vor dem Betreten der Raume fand eine Handedesinfektion statt und es
wurden Mundschutz, Kittel, Haube und Handschuhe angelegt. Die Tiergruppen mit Salzdiat
bekamen als Futter Altromin Hochsalz 1324 mit 8% Salzgehalt, die Tiere mit Normalkost
wurden mit Altromin 1324 Alleinfutter (Altromin GmbH, Lage) erndhrt. Alle Ratten erhielten
Leitungswasser zu trinken. Bei Ankunft hatten die Tiere ein Alter von 3-4 Wochen. Das
durchschnittliche Kérpergewicht betrug 180g. Der Gesundheitszustand der Tiere wurde
taglich durch Pflegepersonal beobachtet und durch veterindrmedizinische Kontrollen

einmal monatlich bestétigt.

2.5. Hamodynamik
2.5.1. Echokardiographie

Die Echokardiographie ist eine Ultraschalluntersuchung des Herzens. Sie stellt eine
einfache und nicht-invasive Diagnostik dar. Ultraschall sind Wellen, die oberhalb des
menschlichen Hbérbereichs liegen und eine Frequenz von Uber 20kHz haben.
Ultraschallwellen werden in speziellen Kristallen durch Nutzung des piezoelektronischen
Effektes erzeugt. Die so erzeugten longitudinalen Schalldruckwellen— die durch Anlegung
eines elektrischen Wechselfeldes am Kristall zu einer mechanischen Verformung des
piezoelektronischen Materials fihren — verursachen eine Komprimierung oder Expansion
des geschallten Gewebes. Zur besseren Steuerung der Schallwellen wird in der
bildgebenden Diagnostik ein Schallkopf, der 192 dieser piezoelektronischen Elemente

enthélt, verwendet. Bei der Untersuchung werden die Ultraschallwellen von den
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verschiedenen Gewebearten und den unterschiedlichen akustischen Impedanzen
absorbiert oder reflektiert. Der Schallkopf dient dabei als Schallsender und -empféanger.
Aufgrund der bestehenden Proportionalitdt zwischen der Laufzeit des Impulses und der
Distanz der reflektierenden Gewebeflache zum Schallkopf kann durch die Umwandlung der
reflektierten Schallwellen in elektrische Impulse und ihrer gleichzeitigen Verstarkung auf
einem Bildschirm, die Reflexion der Ultraschallwellen sichtbar gemacht werden. Die
einfachste Darstellung der reflektierten Wellen ist ein oszilloskopischer Punkt (A-Mode).
Wird dieser Punkt Uber einen zeitlichen Moment dargestellt, kbnnen quantitative Aussagen
zur Ventrikel- und VorhofgréBe, zu Wanddicken, zur Geschwindigkeit der Wandbewegung
und zur Aorta getroffen werden. Dieses Verfahren heiBt M-Mode. Im Gegensatz dazu
werden in der 2D-Echokardiographie Bewegungsablaufe des Herzens, GréBenverhéltnisse
oder anatomische Auffélligkeiten beurteilt. Dabei wird der Schallkopf mechanisch

sektorférmig oder linear bewegt.

2.5.2. Linksherzkatheter

Die Messung der physiologischen Parameter von Druck und Volumen kann durch die
spezielle Technik der Konduktanz bestimmt werden. Das bedeutet, dass Uber die
Leitfahigkeit des Blutes das linksventrikulare Volumen bestimmt wird. Der
Konduktanzkatheter besteht aus einem Drucksensor Gber und unter dem sich paarweise
Elektronen befinden, die ein elekirisches Feld im linken Ventrikel erzeugen. Die
Potenzialveranderungen innerhalb des Feldes werden kontinuierlich aufgezeichnet.

Aus diesen Daten wird das intraventrikulare Volumen Vi durch die Formel

Vi(t) = (1/ a) (pL?) [Gi(t)-Gpi)
berechnet, wobei a einen Kalibrierungsfaktor darstellt. Andere Faktoren, die einen Einfluss
auf diese Gleichung haben, sind der elektrische Widerstand des Blutes (p), der Abstand

zwischen den Elektroden (L), die gesamte Konduktanz im linken Ventrikel und im

umliegenden Gewebe (Gi), auBerdem die Konduktanz des umgebenden Gewebes, die von
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der kompletten Konduktanz subtrahiert wird damit eine wirkliche Messung im linken
Ventrikel stattfindet. Aus den Parametern von Druck und linksventrikularem Volumen ist es

maoglich, eine in-vivo-Druck-Volumen-Kurve graphisch darzustellen.
2.6. Durchfiihrung der invasiven und nicht-invasiven Diagnostik
2.6.1. Anasthesie
Die Tiere wurden zur echokardiographischen und zur Herzkatheterdiagnostik mit
Phenorbarbital in der Dosierung 50 mg/kg Kérpergewicht intraperitoneal narkotisiert. Nach
einer Wartezeit von zehn Minuten wurde durch Schmerzreizsetzung die Narkosetiefe
Uberpraft.
2.6.2 Ablauf Echokardiographie
Nach erfolgter Narkose wurde die linke Brustseite mit einem elektrischen Standard-
Haarschneider rasiert und danach Ultraschall-Gel aufgetragen. Die Untersuchung wurde in
Linksseitenlage durchgefihrt.
2.6.2.1 M-Mode
Im M-Mode wurde der Schallkopf zur Messung links-parasternal angesetzt, um das Herz in
der kurzen Achse in halber Héhe des linken Ventrikels im Bereich des Papillarmuskels zu
vermessen. Dabei wurden bestimmt:

- der linksventrikulare endsystolische Diameter (LVDes)

- der linksventrikulare enddiastolische Diameter (LVDed)

- die Wanddicke des interventrikularen Septums, enddiastolisch (1VSed)
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- die Dicke der posterioren Wand des linken Ventrikels, enddiastolisch (PWed)
Aus den im M-Mode gemessenen Parametern des enddiastolischen und endsystolischen
Diameters des linken Ventrikels konnte die Verkirzungsfraktion des linken Ventrikels
(fractional shortening, kurz: FS) mit der Formel
FS (%) = [(LVDed-LVDes) / (LVDed)x100]
bestimmt werden.
Weiterhin interessierten uns die Herzgewichte, die aus dem im M-Mode gewonnen Werten
nach folgender Formel berechnet werden:
Herzgewicht (g) = 1,04 x [(LVDed + Pwed + IVSed)3 - LVDd?] x 0,8 + 0,14
Aus den im M-mode bestimmten Werten wird der Index der linksventrikularen Hypertrophie
bestimmt. Dazu werden der Diameter der Hinterwand (Pwd) und des Septums (IVSed)

addiert und durch den enddiastolischen Durchmesser (LVDed) dividiert:

LVH - Index = [(IVSed + PWD) / LVDed]

2.6.2.2. 2D-Mode

Far die 2D-Echokardiographie wurde das Herz in der langen Achse geschallt. Der
Schallkopf wurde dabei linksseitig parasternal angesetzt und es wurden gemessen:

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

- die Flache des linken Ventrikels endsystolisch, lange Achse (AlVes, long axis)
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Aus den im 2D-Mode gemessenen Parametern der gréBten enddiastolischen- und gréBten
endsystolischen Flache des linken Ventrikels konnte die Auswurffraktion des Herzens EF

mit der Formel
EF (%) = [(AlVed - AlVes) / AlVed x 100]

bestimmt werden.

Weiterhin kann das linksventrikulare enddiastolische Volumen (LVEDV) durch das
Halbellipsoid-Modell berechnet werden. Dabei wird bei dem zu bestimmenden Herzzyklus
die Flache der kurzen Achse (Am) parasternal auf H6he des Papillarmuskels gemessen,
und die Flache der langen Achse von der Herzspitze ausgehend bis zur Mitralklappe im 2-
oder 4-Kammerblick geschallt. Zur Berechnung des linksventrikularen Volumens wird das
funffache Produkt von Querschnittsflache im Kurzabschnitt und Flache der Ventrikellange
bestimmt und durch die Zahl 6 geteilt [137]:

LVEDV = 5/6 x Querschnittsflaiche im Kurzachsenschnitt(Diastole) x Ventrikellange
(Diastole)

Nach Abschluss der Untersuchung wurden die Tiere gesaubert und der Verlauf der
Aufwachphase dokumentiert. Die Messungen wurden digital mitgeschnitten.

2.6.3 Intubation und Ventilation

Die Tiere wurden in Rickenlage fixiert. Um die Epiglottis zu 6ffnen, wurden der Kopf der
Tiere rekliniert. Unter Sicht erfolgte die Einfihrung eines Plastikréhrchens (Braundile, griin)
bis zur trachealen Bifurkation. Nach zuvoriger Uberpriifung seitengleicher
Thoraxbewegung wurden die Tiere Uber ein Beatmungsgerat mit einem Hub von 1ml/kg
KG Raumluft und einer Beatmungsfrequenz von 200 Atemzige/min ventiliert.

37



2.6.4 Durchfiihrung der Herzkatheteruntersuchung

Der Halsbereich der Tiere wurde mit Wasser bespriht um Behinderungen durch Haare zu
vermeiden. Die Hautinszision am ventralen Halsbereich erfolgte mittig von cranial nach
kaudal. Dabei wurden die Halsmuskulatur und die Speicheldriisen vorsichtig durchtrennt
um maogliche Blutungen zu vermeiden. Verletzte GefaBe wurden koaguliert. Danach wurde
die rechte A. carotica communis freiprapariert. Hieran anschlieBend wurde eine proximale
und distale Blutsperrensetzung durchgefiihrt. Mit spezieller Katheterpinzette konnte der
Mikro-Konduktanz-Katheter in die A. Carotis communis eingefihrt und unter standiger
Kontrolle der H&modynamikparameter und Druck-Volumen-Kurve optimal vor der

Aortenklappe platziert und anschlieBend retrograd in den Ventrikel geschoben werden.

2.6.4.1 Kalibrierung des Herzkatheters

Es wurde die V. jugularis punktiert und ein intravendser Zugang gelegt, Gber den mit einer
Heparinspritze 0,5ml einer 10% NaCl-Lésung infundiert wurden. Dies ist notwendig um die
Parrallelkonduktanz des umliegenden Gewebes bestimmen zu kénnen. Der Katheter misst
die Gesamtkonduktanz, von der die Parallelkonduktanz abgezogen wird, damit die reale
Konduktanz des Blutvolumens bestimmt werden kann. Durch den Einstrom der hypertonen
Kochsalzlésung nimmt das Konduktanzsignal rapide bei sonst konstantem Blutvolumen zu.
Dieser rasche Anstieg zeigt, dass durch die Konduktanz die Osmolaritdt im gesamten

linken Ventrikel gemessen wird, aus der das Blutvolumen errechnet werden kann.
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2.6.5 Hamodynamische Messung durch Konduktanzkatheter

2.6.5.1 Vorlast-abhéngige Parameter

Zur Aufzeichnung der basalen Hamodynamik wurde der Konduktanzkatheter optimal im
linken Ventrikel platziert. Unter kurzer Apnoe wurden die Druck-Volumen-Kurven
aufgezeichnet, die Anzahl der dabei stattgefundenen Herzschlage analysiert und als
Mittelwert aller Schlage ausgewertet.

2.6.5.2 Vorlast-unabhéangige Parameter

Zur Bestimmung dieser Parameter wurden die Druck-Volumen-Kurven im linken Ventrikel
bei gleichzeitiger Senkung der Vorlast gemessen. Diese Vorlastsenkung erfolgte mit Hilfe
der V. cava inferior-Okklusion. Dabei wurde nach Eréffnen des Peritoneums und gezieltem
Aufsuchen der V. cava inferior diese mit einer Pinzette fir drei Sekunden abgeklemmt. Die
Folge ist ein Druckabfall mit folgendem Volumenmangel im linken Ventrikel. Eine

Linkswanderung und Verkleinerung der Druck-Volumen-Kurve zeigt dies auch graphisch.

2.6.5.3 Systolische Parameter

Als systolische Parameter wurden bestimmt:

e Herzfrequenz (HF b/min): Die Herzfrequenz ist die Anzahl der Schlage pro Minute
und wird in min-1 oder in beats per minute (b/min) angegeben.

e Maximaler linksventrikularer Druck (LVP max. mmHg): Der maximale
linksventrikulare Druck ist der hdchste Druck im linken Ventrikel und wird in mmHg
angegeben.

e Linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax mmHg/s): Die

linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit ist die maximale Geschwindigkeit
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der Druckzunahme wahrend der systolischen Anspannungsphase. dP/dtmax. ist ein
MaB fir die Herzkraft (Inotropie) und wird in mmHg/s angegeben.

e Schlagvolumen (SV ml): Das Schlagvolumen ist die Menge an Blutvolumen, das
wéahrend der Systole aus dem linken Ventrikel in die Aorta gepumpt wird. Durch
Abziehen des endsystolischen Volumens vom enddiastolischen Volumen kann das
Schlagvolumen berechnet werden. Die Einheit wird in ml angegeben.

¢ Ejektionsfraktion (EF %): Die Ejektionsfraktion ist die maximale Fraktion, die vom
enddiastolischen Volumen ausgeworfen wird. Die EF wird in Prozent angegeben.

Die Ejektionsfraktion ist geeignet zur Beurteilung der systolischen Funktion.

2.6.5.4 Diastolische Parameter

Als diastolische Parameter wurden bestimmt:

e linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVEDP mmHg): Der linksventrikulare
enddiastolische Druck ist der maximale Druck, der am Ende der Diastole kurz vor
Beginn der Systole im linken Ventrikel gemessen werden kann. Er ist einer der
wichtigsten Parameter zur Beurteilung der diastolischen Funktion und wird in mmHg
angegeben.

e Linksventrikulare Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt min mmHg/min): Die
linksventrikulare minimale Druckabfallgeschwindigkeit ist ein Parameter der frihen
diastolischen Relaxation des Ventrikels. Zur Bestimmung wird die 1. Ableitung der
Druckkurve verwendet. Die Einheit ist mmHg.

¢ Enddiastolisches Volumen (EDV ml): Das enddiastolische Volumen ist das
Volumen, das in der Diastole kurz vor der Austreibungsphase im linken Ventrikel
vorhanden ist. Die Einheit ist ml.

e Tau (ms): Tau ist die Zeit von Beginn der minimalen Druckabfallgeschwindigkeit bis
kurz vor Ende der Relaxation, d.h. bis der Druck auf 10 % des maximalen LVP
gefallen ist. Tau ist ein MaB far die friihe Diastole.
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e Enddiastolische Druck-Volumen-Beziehung (EDPVR): Die enddiastolische
Druck-Volumen-Beziehung ist ein Vorlast-unabhangiger Wert. Der Parameter wird
wahrend der V. cava-Okklusion mit bedingter Vorlastsenkung gemessen. Er ist ein
MaB fir die Steifigkeit bei Dehnung des linken Ventrikels in der Diastole. Dieser
Parameter wird durch Berechnung des Anstieges einer linearen oder exponentiellen
Funktion, die alle gemeinsamen Punkte der enddiastolischen Druck-Volumen-
Kurven berihrt, bestimmt.

9 20 volumen ul

Abb.7: EDPVR lineare Annaherung

Volumen pl

Abb. 8: EDPVR exponentielle Anngherung

2.7. Organentnahme

Zur Serumgewinnung wurde Blut entnommen, zentrifugiert und das Serum abpippetiert
und bei -80°C eingefroren. Die Tiere wurden mit Kalium-Chlorid getétet. AnschlieBend
wurden das Herz, die Leber und die Niere enthommen, gewogen und prapariert. Die Aorta
ascendes wurde kurz oberhalb der Aortenklappe vom Herz getrennt. In Eppendorf-Tubes
wurden die gewonnenen Praparate in flissigem Stickstoff eingefroren. Fir die

histologischen Untersuchungen haben wir Querschnitte von dem Herz, der Aorta und der
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Niere angefertigt und mit Tissue-Tek luftdicht eingeschlossen. Anschliessend wurden die
histologischen Schnitte in flissigem Stickstoff fixiert. Die endgdltige Lagerung bis zur
weiteren Aufarbeitung erfolgte bei -80°C.

2.8. Picro-Sirius-Rot-Farbung

Kollagen spielt eine entscheidende Rolle in der strukturellen Organisation des gesunden
und auch des erkrankien Herzmuskels. Studien von Whittaker zeigen, dass die PSR-
Farbung ein sehr klares histologisches Bild des Kollagen-Bindegewebes liefert und die
kombinierte Auswertung mit zirkuldr polarisiertem Licht eine sehr genaue quantitative
Beurteilung ermdéglicht [138,139]. Als Reagenzien wurden geséttigte Pikrinsdure und
Sirius-Rot 1% (1g Sirius-Rot auf 100ml Aqua destillata) verwendet. Der Ansatz bestand
aus 90ml Pikrinsdure und 10ml Sirius-Rot-Lésung und wurde mindestens 24 Stunden vor
Gebrauch hergestellt. Die Praparate wurden zirka 30 Minuten gefarbt und danach kurz in
Aqua destillata gespult. Das Entfarben erfolgte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe mit
50%, 75% und 95% Ethanol Uber je 1-2 Minuten. Daraufhin bedurfte es eines
finfminitigen Bads in Xylol und Alkohol abs. (1:1) und der Uberfiihrung in Xylol I, Il und IlI
fur je finf Minuten. Nach der Trocknung des Préaparates erfolgte der Verschluss mit

Entella.
2.9. Statistische Auswertung

FOr die Auswertung der gewonnen Ergebnisse wurde das Computerprogramm SSPSS
11.0 — Statistical Package for the Social Science — genutzt. Fir die Auswertung der
Signifikanz der Testergebnisse wurde eine Fehlerwahrscheinlichkeit p<0,05 als
signifikantes Ergebnis gewertet. Bei nicht-signifikanten Ergebnissen waren die p-Werte
also gréBer 0,05. Mit Hilfe der ANOVA (Analysis of Variance) wurden die Unterschiede
zwischen den verschiedenen Tiergruppen bestimmt. Fir die Nutzung von ANOVA missen

folgende Kriterien erflllt sein:
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e Normalverteilung der Fehlerkomponenten
e Homogenitat der Fehlervarianzen

e Unabhangigkeit der Fehlerkomponenten

Durch den Nachweis signifikanter Unterschiede zwischen den Tiergruppen mit der ANOVA
Methode wurde folgend der Post-HOC-Test der Tamhane’s T2 Test angewandt um
mogliche auftretenden Varianzen verursacht durch die gemessenen Variablen, zu
berechnen. Denn die ANOVA-Methode ist an folgende Bedingungen geknipft. Die
Fehlerkomponenten missen normalverteilt und unabh&ngig sein und Fehlervarianzen eine
homogene Einheit bilden. Zur Untersuchung eventueller Unterschiede in der Mortalitét der
Tiergruppen wurde, aufgrund der geringen Anzahl an Tieren in einer Gruppe der

Chi-Quadrat Test nach Fischer’'s Exact Test verwendet.
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3. Ergebnis

In diesem Kapitel werden die gemessenen Ergebnisse der durchgefiihrten Studie
dargestellt. Die Daten sind anhand der beschriebenen statistischen Testverfahren
abgesichert. Es werden die gewonnen Daten der Echokardiographie und die Werte der
systolischen und diastolischen Hdmodynamik besprochen. In den aufgefihrten Tabellen
werden Mittelwert und S.E.M. der einzelnen Gruppen dargestellt. Durch Markierung mit
Stern (*) und Raute (#) werden die Signifikanzen zwischen den Gruppen dargestellt.

e KON

e KONeNOS

e HFNEF

e HFNEFeNOS

3.1. Echokardiographie

3.1.1. Auswurffraktion EF

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS
8. Woche

EF (%) 61,5+35 62,8 +5.38 56,9 +49 543+54

8. Woche

Tabelle 1: linksventrikuldre Auswurffraktion (EF in %)

Die Ejektionsfraktion ist der prozentuale Anteil, der vom enddiastolischen Volumen in
der Systole ausgeworfen wird. Bei allen Gruppen war Uber den Studienzeitraum eine
LVEF Uber 50% messbar. Es konnte keine Signifikanz zwischen den Gruppen
festgestellt werden. Damit entsprechen die Gruppen HFNEF und HFNEFeNOS einem
Kriterium nach den Leitlinien fUr die diastolische Herzinsuffizienz.
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3.1.2. Enddiastolisches Volumen EDV

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS
EDV (ul) 584 + 36 604 + 28 354 +43 * 427 + 29 *#
8.Woche

Tabelle 2: enddiastolisches Volumen (EDV in pl)
* = p<0,05 HFNEF, HFNEFeNOS vs. KON, # = p<0,05 HFNEF vs HFNEFeNOS

700-
600-
500-
400-
300-
200+
100+

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Das enddiastolische Volumen wird in der Diastole kurz vor der Austreibungsphase im

linken Ventrikel gemessen. Die in der Echokardiographie gewonnenen Daten zeigen
eine signifikante Reduzierung des EDV bei den Gruppen HFNEF und HFNEFeNOS
gegentber den Kontrolltieren KON und KONeNOS. Bei den mit S803 behandelten
HFNEFeNOS-Tieren zeigten die Messungen ein signifikant erhbhtes EDV gegentber
den unbehandelten HFNEF-Tieren.
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3.1.3. Linksventrikularer Hypertrophieindex LVH Index

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS
LVH-Index 1,02 £ 0,04 1,04 + 0,05 1,97 £ 0,11 * 1,55 +£ 0,06 *#
8. Woche

Tabelle 3: linksventrikuldrer Hypertrophie Index (LVH-Index)
* = p<0,05 HFENEF, HFNEFeNOS vs. KON, # = p<0,05 HFNEF vs HFNEFeNOS

2.5

2.0

1.54

1.04

0.5

0.0

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Der LVH-Index wird durch die Summation der Werte des Septums und der Hinterwand

und anschlieBender Division durch den enddiastolischen Durchmesser bestimmt. In den

Auswertungen zeigen die hypertensiven Tiere HFNEF und HFNEFeNOS eine

signifikante Zunahme des Indexwertes gegenlber den Kontrolltieren KON und
KONeNOS. Bei der Gruppe HFNEFeNOS, die das Medikament S803 appliziert
bekamen, wurde eine signifikante Reduktion des LVH-Indexes gegenuber der HFNEF-

Gruppe berechnet.
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3.1.4. Herzgewicht HW

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS
HW (mg) 1,36 + 0,14 1,43 +0,08 1,81 £023% |1,62+0,13%#
8. Woche

Tabelle 4: Herzgewicht (HW in mg)

* = p < 0,05 HFNEF, HFNEFeNOS vs. KON, # = p < 0,05 HFNEFeNOS vs. HFNEF

2.5

2.0

1.04

0.5

0.0

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Die Tierguppen mit spezieller Salzdiat HFNEF und HFNEFeNOS zeigten eine

signifikante Zunahme des Herzgewichts gegenliber den Kontrolltieren KON und
KONeNOS am Ende der 8. Woche. Die Behandlung mit dem Studienmedikament S803
fihrte bei den Tieren HFNEFeNOS zu einer signifikanten Reduktion des Herzgewichts

gegentber den unbehandelten Tieren HFNEF.
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3.2. Konduktanzkatheter

3.2.1. Systolische Parameter

3.2.1.1. Herzfrequenz HF

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

HF (S/min) 405 + 17 402 + 35 423 + 19 427 + 12

Tabelle 5: Herzfrequenz (HF in Schlige/min)

Die Herzfrequenz ist die Anzahl der Herzschlage pro Minute. Es konnte keine
Signifikanz zwischen den Gruppen festgestellt werden.

3.2.1.2 Linksventrikularer endsystolischer Druck LVESP

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

LVESP (mmHg)  104,5 + 3,8 102,1 +5.7 207 £ 12,7 * 199,6 + 12,2 *

Tabelle 6: Linksventrikulédrer endsystolischer Druck (LVESP in mmHG)
* = p < 0,05 HFNEF, HENEFeNOS vs. KON

250-

200+

150+

100_ pr———

50+

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS
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Der LVESP ist am Ende der Systole kurz vor Beginn der Diastole im linken Ventrikel zu
messen. Die Tiere mit Salzerndhrung HFNEF und HFNEFeNOS zeigten einen
signifikanten Anstieg des LVESP gegenlber den Kontrolltieren KON und KONeNOS.
Dabei war keine Beeinflussung des arteriellen Hypertonus durch S803 erkennbar. Es
gibt keine Signifikanz zwischen den Gruppen HFNEF und HFNEFeNOS. Der LVESP
bei den HFNEF- und HFNEFeNOS-Tieren bestatigt, dass die Tiere einen arteriellen

Hypertonus entwickelten.

3.2.1.3. Kontraktionsgeschwindigkeit dP/dt max.

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS
dP/dtmax. 7876 + 209 7399 + 247 10203 +304 * 10976 + 405 *
(mmHg/s)

Tabelle 7: Kontraktionsgeschwindigkeit (dP/dt max. in mmHG/s)
* = p < 0,05 HFNEF, HFNEFeNOS vs. KON

12500+ *

100004

7500+

5000+

2500+

0

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Die dP/dt max. ist ein MaB fiir die Herzkraft (Inotropie) und beschreibt den Druckanstieg
in der systolischen Anspannungsphase. Die Gruppen mit einer Salzkost HFNEF und
HFNEFeNOS zeigten einen signifikanten Anstieg von dP/dt max gegeniber den
Kontrolltieren KON und KONeNOS. Zwischen den Gruppen HFNEF und HFNEFeNOS

besteht keine Signifikanz.
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3.2.1.4. Schlagvolumen SV

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

SV (ul) 331+ 38 359 +27 187+ 18 * 236+ 21 *#

Tabelle 8: Schlagvolumen (SV in ul)
* = p < 0,05 HFNEF, HFNEFeNOS vs. KON, # = p < 0,05 HFNEFeNOS vs. HFNEF

400-

—

300+

200- 1

100+

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Das Schlagvolumen ist die Menge an Blutvolumen, das wahrend der Auswurfphase aus
dem linken Ventrikel in die Aorta gepumpt wird. Die bei den Tiergruppen HFNEF und
HFNEFeNOS gemessenen Parameter zeigen eine signifikante Reduktion des SV
gegenlber den Kontrolltieren KON und KONeNOS. Zusatzlich ist das Schlagvolumen
bei der Gruppe HFNEFeNOS gegeniiber der unbehandelten Gruppe HFNEF signifikant
erhoht.

3.2.1.5. Herzminutenvolumen HMV

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

HMYV (ml/min) 129 + 11 138 +29 75 + 14 * 101 + 14 *#

Tabelle 9: Herzminutenvolumen (HMV in ml/min)

* =p < 0,05 HFNEF, HFNEFeNOS vs. KON, # = p < 0,05 HFNEFeNOS vs. HFNEF
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200+

100-

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Das Herzminutenvolumen gibt die Menge an Blutvolumen an, die in einer Minute aus
dem linken Ventrikel ausgeworfen wird. Das HMV wird aus dem Produkt von
Herzfrequenz und Schlagvolumen berechnet. In den Auswertungen zeigte sich eine
signifikante Reduktion des HMV bei den HFNEF- und HFNEFeNOS-Tieren gegenlber
den Kontrolltieren KON und KONeNOS. Die Behandlung mit dem eNOS-enhancer
S803 fluhrte bei der Gruppe HFNEFeNOS zu einer signifikanten Erhéhung des HMV
gegenuber der Gruppe HFNEF.

3.2.1.6. Endsystolisches Volumen ESV

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

ESV (ul) 253 +18 217 + 36 165 +32 201 +15

Tabelle 10: Endsystolisches Volumen (EDV in ul)
Das endsystolische Volumen ist das Volumen, das am Ende der Systole vor Beginn der

Diastole im linken Ventrikel vorhanden ist. Es konnte keine Signifikanz zwischen den
Gruppen festgestellt werden.
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3.2.2. Diastolische Parameter

3.2.2.1 Minimale Druckabfallgeschwindigkeit dP/dt min.

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

dp/dt min | 7263 + 186 7199 + 199 6793 + 288 8679 + 398
(mmHg/s)

Tabelle 11: Minimale Druckabfallgeschwindigkeit (dP/dt min. in mmHG/s)
Die minimale Druckabfallgeschwindigkeit ist ein Wert fir die Relaxation des Herzens bei

beginnendem Druckabfall. Es konnte keine Signifikanz zwischen den Gruppen
festgestellt werden.

3.2.2.2. Linksventrikularer enddiastolischer Druck LVEDP

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS
LVEDP 43+1 4,1+1 224 +35%* 14,4 + 2.6 “#
(mmHg)

Tabelle 12: Linksventrikulédrer enddiastolischer Druck (LVEDP in mmHG)
* =p < 0,05 HFNEF, HFNEFeNOS vs. KON, # = p < 0,05 HFNEFeNOS vs. HFNEF

30+

*

104

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS
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Als linksventrikularen enddiastolischen Druck, kurz LVEDP, bezeichnet man den Druck
im linken Ventrikel, der am Ende der Diastole herrscht. Die Tiere mit einer speziellen
Salzdiat HFNEF und HFNEFeNOS zeigten einen signifikanten Anstieg des LVEDP
gegenlber den Kontrolltieren KON und KONeNOS. Die Tiergruppe HFNEFeNOS, die
mit S803 behandelt worden waren, zeigten eine signifikante Reduktion des LVEDP
gegeniber der HFNEF-Gruppe.

3.2.2.3. Frithe Relaxationszeit Tau

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Tau (ms) 10,8 + 0,4 10,3 +0,6 243 +26* 15,5+ 1,9 ##

Tabelle 13: Frithe Relaxationszeit (Tau in ms)

* = p < 0,05 HFNEF, HFNEFeNOS vs. KON, # = p < 0,05 HFNEFeNOS vs. HFNEF

30+

20+

KON KONeNOS KON KONeNOS

Tau stellt einen wichtigen Parameter zur Beurteilung der diastolischen Funktion dar. Es
gibt die Zeit zwischen Beginn der minimalen Druckabfallgeschwindigkeit bis kurz vor
Ende der Diastole an. Dabei zeigen die Ergebnisse eine signifikante Erh6hung bei den
Gruppen HFNEF und HFNEFeNOS gegentiber den Kontrolltieren KON und KONeNOS.
Die Behandlung mit S803 bei den HFNEFeNOS-Tieren flhrte zu einer signifikanten
Reduktion von Tau in der HFNEF-Gruppe.

53



3.2.2.4. Enddiastolische-Druck-Volumen-Beziehung EDPVR

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

EDPVR 0,058 £ 0,004 0,062 £0,008 0,198 £0,012* |0,103 + 0,037 *#

Tabelle 14: Enddiastolische Druck-Volumen-Beziehung (EDPVR)
* = p < 0,05 HFENEF, HFNEFeNOS vs. KON, # = p < 0,05 HFNEFeNOS vs. HFNEF

0.254

0.20- 1

0.15- #

0.104

0.05-

0.00

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Die Steifheit des linken Ventrikels wird Uber die 1. Ableitung der enddiastolischen
Druck-Volumen-Beziehung (EDPVR) berechnet. Die EDPVR ist ein Vorlast-
unabhéangiger Parameter. Durch die EDPVR kann die intrinsische Steifigkeit des linken
Ventrikel gemessen werden. Bei der Auswertung war eine signifikante Zunahme des
EDPVR des Myokards bei den salzbehandelten Tieren HFNEF und HFNEFeNOS
gegenlber den Kontrolltieren KON und KONeNOS feststellbar. Die Gruppe HFNEF
zeigte eine signifikante Zunahme des EDPVR des linken Ventrikels gegenlber der mit
S803 behandelten Gruppe HFNEFeNOS.
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3.3. Kardiale Fibrose

Gruppen KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Area Fraction | 1,16 +0,47 1,46 + 0,65 3,46 £ 1,47 * 1,33 £ 0,41 *#

Tabelle 15: Kardiale Fibrose
* = p < 0,05 HFNEF, HFNEFeNOS vs. Kon, # = p < 0,05 HFNEFeNOS vs. HFNEF

—

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

KON KONeNOS HFNEF HFNEFeNOS

Abb.: histologischer Gewebsschnitt linker Ventrikel, mikroskopische Darstellung mit
bipolaren Licht und nach PSR-Firbung (Kollagen schimmert rétlich)

Bei den Gruppe HFNEF und HFNEFeNOS =zeigte sich in der PSR-Farbung eine
signifikante Zunahme der kardialen Fibrose gegeniber den Kontrollgruppen KON und
KONeNOS. Die Behandlung von HFNEFeNOS mit S803 flhrte zu einer signifikanten
Reduktion der kardialen Fibrose gegeniber den HFNEF-Tieren.
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3.4. Zusammenfassung

Die gemessenen Parameter LVP, dP/dt max., HMV, SV zeigten bei den Gruppen
HFNEF und HFNEFeNOS einen signifikanten Unterschied gegentiber den Kontrolltieren
KON und KONeNOS, wobei — gegenliber KON und KONeNOS — LVP und dP/dt max.
erhéht und HMV und SV vermindert waren. Die mit S803 behandelten Tiere
HFNEFeNOS zeigten in diesen gewonnenen Daten signifikante Unterschiede zu der
HFNEF-Gruppe. Das HMV als auch das SV waren bei den HFNEFeNOS-Tieren
signifikant gegentiber den HFNEF-Tieren erhéht. Fir die diastolische Funktion sind bei
LVEDP, Tau, EDPVR und EDV signifikante Unterschiede in den HFNEF- und
HFNEFeNOS-Gruppen gegeniber den Kontrolltieren feststellbar. S803 fiihrt zu einer
signifikanten Verbesserung der diastolischen Funktion bei den HFNEFeNOS-Tieren
gegenldber den HFNEF-Tieren. In der PSR-Farbung zeigte sich eine signifikante
Zunahme der kardialen Fibrose bei den HFNEF- und HFNEFeNOS-Tieren gegenlber
den Kontrolltieren. Die Behandlung der HFNEFeNOS-Gruppe fihrte zu einer
signifikanten Reduktion der kardialen Fibrose gegenlber der unbehandelten HFNEF-

Gruppe.
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4. Diskussion
4.1. Material und Methodik

4.1.1. Tiermodell

Die Dahl-Salz-sensitiven Ratten wurden von L. Dahl aus normotensiven Sprague-
Dawley Ratten geziichtet. Aufgrund genetischer Disposition entwickeln die Tiere unter
spezieller Salzdiat einen arteriellen Hypertonus. Es konnte gezeigt werden, dass die
Tiere als Folgeerscheinung eine Herzinsuffizienz mit  Myokardhypertrophie,
Lungenstauung und erhdhtem Serum-Noradrenalin-Spiegel entwickeln. Als Ursache fir
die Entwicklung eines arteriellen Hypertonus wird einerseits eine Veranderung von ANP
diskutiert, was eine verminderten Volumenelemination Uber die Niere bedingt [133].
Weitere Ursache werden in der Response der renalen und extrarenalen
GefaBmuskulatur auf verschiedene hormonelle Vasokonstriktoren und -dilatatoren wie
ANP, Angiotensin-2, NO und Endothelin-1 vermutet [134]. Ein weiterer Einfluss auf die
Entwicklung eines arteriellen Hypertonus wird im erhdéhten Sympathikotonus mit
erhdhtem Noradrenalin-Spiegel und erhdhten Plasmaspiegel an Vasopressin mit
dadurch bedingtem erhéhtem peripherem GefaBwiderstand gesehen [135]. Rapp und
seine Arbeitsgruppe vermuten als Ursache eines arteriellen Hypertonus eine mdgliche
Chlorid-Rickresorption an der Henle-Schleife der Nieren, was zu einer
Volumenretention von Wasser fuhrt und moglicherweise verantwortlich far den
Bluthochdruck der Tiere ist. Im Gegensatz zu anderen Tiermodellen, bei denen z. B.
durch ein gesteigertes Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ein arterieller Hypertonus
entsteht, entwickelt sich bei den Dahl-Salz-sensitiven Ratten ein arterieller Hypertonus
aufgrund externer Einfliisse. Der externe Einfluss wird durch die Salzdiat mit 8% NaCl-
Gehalt getriggert [136]. Das hypertensive Dahl-Salz-sensitive Rattenmodell gilt als
Standard in der Hypertonieforschung. So konnte in vielen Studien die Auswirkung des
arteriellen Hypertonus auf das Herz-Kreislaufsystem als auch Folgen des arteriellen
Hypertonus mit hypertensive Endorganschaden untersucht werden. Es konnte gezeigt
werden, dass sich bei den hypertensiven Dahl-Ratten eine reaktive
Myokardhypertrophie ausbildet, und die Tiere primar h&amodynamisch messbare
diastolische Funktionsstérung mit verminderter LV-Dehnbarkeit und LV-Steifheit zeigen

[126]. Die hypertensiven Dahl-Ratten entwickeln im weiterem Krankheitsverlauf
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systolische Funktionsstérungen mit eingeschrankter LV-Funktion [127]. In vielen
Arbeiten zur Untersuchung einer diastolischen Dysfunktion bildet das Dahl-Salz-
sensitiven Rattenmodell die Grundlage. So konnte durch dieses Modell das Wissen und
Verstandnis fir die Pathologie einer diastolischen Herzinsuffizienz erweitert werden,
und Ursachen fir zunehmende LV-Steifheit als auch verminderte LV-Dehnbarkeit in den
Kardiomyozyten selbst so wie in einer neurohumoralen Systemaktivierung als auch in
der extrazellularen Matrix gefunden werden. Durch dieses zunehmende Verstandnis far
die Pathologie einer diastolischen Dysfunktion konnten gezielt in diesem Tiermodell
mogliche Therapiestrategien Uberprift werden. Besonders ACE-Hemmer, AT-1
Antagonisten und Aldosteronantagonisten, Medikamente, die in der Behandlung der
systolischen Herzinsuffizienz etabliert sind, konnten erfolgreich getestet werden [37]. Da
die Pathologie  einer  diastolischen Dysfunktion eine konzentrischen
Myokardhypertrophie und eine zunehmenden kardialen Fibrose beinhaltet, konnten
diese Medikamente mit antihypertrophen und antifibrotischen Effekten positive
Ergebnisse zeigen. Ebenfalls kam es in diesen Studien zu einer gleichzeitigen
effektiven Blutdrucksenkung. Es existiert aber bisher keine Arbeit, die den Einfluss
eines eNOS-enhancers auf die diastolische Dysfunktion im hypertensiven Dahl-Salz-
sensitiven Rattenmodell untersucht. Die Pathologie einer diastolischen Dysfunktion ist
bis heute noch nicht vollstandig geklart. Weitere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass
Dahl-Salz sensitive Tiere, die einen Diabetes mellitus Gber Streptozin induziert
bekamen, eine raschere Progression und Manifestierung einer diastolischen
Funktionsstérung entwickeln. Somit wird es in Zukunft sicher weitere Arbeiten geben,
die dieses Tiermodell als Grundlage nehmen, um das Verstandnis einer diastolischen
Dysfunktion neben der Pathophysiologie auch in Form von molekularbiologischen
Untersuchungen zu erweitern. Allgemein bieten pathophysiologische Tiermodelle die
Méglichkeit, menschliche Erkrankungen nachzuahmen, Ursachen =zu eruieren,
Therapiestrategien zu Uberprifen und neue pharmakologische
Interventionsméglichkeiten zu testen. Ein Problem stellt die Ubertragung der
gewonnenen Ergebnisse der Tierstudien in die humane Herz-Kreislaufphysiologie dar.
Spezies die dem menschlichen Herzkreislaufsystem eher gleichen, wie etwa Schweine-
oder Hundetiermodelle, stehen aber nicht zu diesen Kosten und nicht transgen

verandert zu Verflgung, so dass diese Einschrankung angenommen werden muss.
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4.1.2. Hamodynamik

Seit den 80er Jahren kdénnen durch Konduktanzmessungen mit Linksherzkatheter
Druck-Volumen-Kurven beim Menschen aufgezeichnet werden. Aufgrund des hohen
Kostenfaktors und der zeitaufwendigen Interpretation gehdért die Untersuchung durch
einen  Herzkatheter beim  Krankheitsbild der Herzinsuffizienz  nicht  zur
Routineuntersuchung und wird nur bei speziellen Fragestellungen genutzt. Dagegen hat
sich die nicht-invasive Hamodynamik durch Echokardiographie aufgrund der hohen
Spezifitat als Primardiagnostik etabliert. Die Nutzung des 2D-Mode ermdglicht es, die
Bewegungsabldufe des Herzens, die GrdéBenverhaltnisse und die anatomischen
Auffalligkeiten zu beurteilen und im M-Mode quantitative Aussagen zur Ventrikel- und
VorhofgroBe, zu Wanddicken, zur Geschwindigkeit der Wandbewegung und zu den
GréBenverhaltnissen der Aorta zu treffen. Die Untersuchung ist eine schnelle und dem
Herzkatheter gleichgestellte Methode, mit der die physiologischen und
pathophysiologischen Herzfunktionen beurteilt werden kénnen. Wir nutzten in unserer
Studie die Echokardiographie fir den Studienzeitraum von 8 Wochen als
Verlaufskontrolle um neben den Verlauf der Hypertrophie des Herzens eine normale
systolische Funktion mit einer linksventrikularen Auswurffraktion Uber 50 % zu
bestimmen. Dabei stellt die LVEF einen relevanten Parameter zur Beurteilung der
systolischen Funktion dar. Bedingt durch den schmalen linksthorakalen Bereich der
Tiere, auf den der Schallkopf aufgesetzt wird, kbnnen Fehler wahrend einer Messung
entstehen. Um diese Unterschiede zu minimieren, nutzten wir einen Schallkopf der
Neonatologie. Dadurch konnten potentielle Fehler, die durch einen zu groBen
Schallkopf auf zu kleiner Schallflache entstehen kénnen, minimiert werden. Nach der
Verlaufskontrolle mittels Echokardiographie erfolgte die finale Konduktanzmessung mit
einem Linksherzkatheter. Diese tierphysiologische Untersuchung durch einen Katheter
mit Konduktanz ist erst in den letzten Jahren entwickelt worden, gehért aber heute zum
Goldstandard der tierphysiologischen Messungen am Herzen. Durch diese
Untersuchung war es mdglich, Vorlast- und Nachlast-unabhangige Parameter wie die
endsystolische Druck-Volumen-Beziehung (ESPVR) und die enddiastolische Druck-
Volumen-Beziehung zu messen (EDPVR). Diese Parameter sind so genannte ,load-
dependent“-Parameter. Durch eine kurzfristige Vorlastsenkung ist es mdglich, diese
Werte unabhangig von der hamodynamischen Situation also unabhangig von dem im

linken Ventrikel vorherrschenden Volumen auszuwerten. Hier zeigt sich der
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entscheidende Vorteil gegenltber der Echokardiographie, die als Untersuchung der
Herzkatheteruntersuchung gleichgestellt ist. Daher gilt der EDPVR mit seiner Aussage
Uber die intrinsische Steifigkeit des linken Ventrikels wéahrend der diastolischen
Dehnung durch die Blutfllung hier unabhangig von der Volumensituation als stabil und
sehr aussagekraftig fur die Funktion einer diastolischen Funktionsstérung. Somit
kénnen Rickschlisse Uber die Dehnbarkeit des linken Ventrikels getroffen werden.

4.1.3. Anasthesie

Vor den Untersuchungen mittels Echokardiographie und Linksherzkatheter wurden die
Tiere narkotisiert. Es wurde darauf geachtete, dass die Tieren ausreichend sediert
waren, so dass Einflisse einer Schmerzsymptomatik auf das Herz-Kreislaufsystem
minimiert werden konnten. Nach erfolgter Intubation und Ventilation der Tiere setzten
wir einen Schmerzreiz. Folgte keine Abwehrreaktionen des Tieres wurde die Narkose
fir die Untersuchung als ausreichend betrachtet. Wir nutzten in unserer Studie ein
mittellang wirkendes Barbiturat (Phenobarbital mit einer Halbwertszeit von 10-bis18
Stunden) mit einer Dosierung von 50 mg/kg Kérpergewicht. Phenobarbital wird heute in
der Klinik nur noch als Antiepileptikum bei generalisierten und fokalen Anfallen
eingesetzt. Phenobarbital besitzt eine sedierende, antikonvulsive, anxiolytische,
muskelrelaxierende und hypnotische Wirkung. Aufgrund der geringen therapeutischen
Breite zwischen sedierender und letaler Dosis wurden die Tiere gewogen und die
Konzentration der Narkosen einzeln berechnet. Phenobarbital besitzt lipophile
Eigenschaften. Dies fuhrt zu einem raschen Anfluten des Wirkstoffs in das ZNS und
unkontrollierter Verteilung in das periphere Fettgewebe. Nachspritzen wurde aufgrund
der schlechten Steuerbarkeit der Narkose vermieden. In Studien konnte gezeigt
werden, dass Barbiturate in ausreichender Sedierung nur eine geringe Wirkung auf die
kardiale Funktion besitzen und die Nachlast nicht beeinflussen. Die kardio-depressive
Wirkung von Barbituraten zeigt sich am ehesten in einer Beeinflussung der Inotropie mit
Abnahme der Kontraktilitat. Da aber alle Tiere mit Phenobarbital anasthesiert wurden,
sollte der Fehler systemisch sein und die Ergebnisse nicht verfélschen. Phenobarbital
zeigt in Studien aber entscheidende Vorteile gegeniiber anderen mdglichen
Injektionsnarkotika, namlich durch das geringe Nebenwirkungsspektrum auf das Herz-
Kreislaufsystem und die Vorteile einer raschen Anéasthesie. Eine wichtige, zu
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untersuchende Frage stellt die Beurteilung der durch Phenobarbital induzierten
gesteigerten Enzymaktivitat von Cytochrom P450 in der Leber dar, das mdglicherweise

zu einer Interaktion mit dem Studienmedikament S803 flihren kdnnte.

4.2. Ergebnisse

4.2.1. Systolische Funktion

Die systolische Funktion wurde innerhalo des Untersuchungszeitraums
echokardiographisch im Abstand von je zwei Wochen kontrolliert. Dabei war es
entscheidend, den jeweils richtigen Zeitpunkt zu bestimmen, damit eine isolierte
diastolische Dysfunktion erkennbar ist und keine — durch den arteriellen Hypertonus
bedingten — systolischen Funktionsstérungen auftreten und zu einer maoglichen
Globalinsuffizienz des Herzens fihren. Zur Beurteilung der Systole richteten wir uns
nach den Leitlinien der Society of Cardiology, die als Diagnosekriterium eine normale
systolische Funktion mit einer Uber 50 %igen Auswurffraktion des Herzens (LVEF)
fordert [4]. Wir stitzten uns auf dieses Kriterium, um in unserer Studie die
linksventrikulare Auswurfphase zu beurteilen. Dabei konnten wir im gesamten
Studienzeitraum bei allen Tiergruppen keine Einschréankung der systolischen Funktion
finden. Nachdem wir dieses Kriterium erflllt haben, interessierte uns als nachstes, ob
eine Hypertrophie aufgrund des arteriellen Hypertonus aufgetreten ist. Zur
Untersuchung nutzten wir die Mdéglichkeit der Echokardiographie zur Berechnung des
LVH-Indexes. Dabei konnten wir in unserem Studienverlauf die Hypertrophie des
Myokards bestatigen. Denn zeigte sich zu Beginn ein nicht signifikanter, geringer
Anstieg des LVH-Indexes bei den Salztieren HFNEF und HFNEFeNOS, konnten wir am
Ende der Studie einen signifikanten Unterschied des LVH-Indexes gegentber den
Kontrolltieren feststellen. Dieses Ergebnis war zu erwarten, denn bis zu einem
physiologischen Grad unterstitzt die Hypertrophie das Herz. Denn die Hypertrophie
stellt einen sich Uber den Studienzeitraum entwickelnden Kompensationsmechanismus
dar, um gegen die gesteigerte Nachlast aufgrund des hypertensiven Kreislaufsystems
zu reagieren. Es muss sichergestellt werden, dass ein adaquates Volumen in der

Systole aus dem linken Ventrikel ausgeworfen werden kann. Die Hypertrophie stellt
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aber keine akute Anpassung des Herzens an den arteriellen Hypertonus dar. Das Herz
besitzt physiologische Mechanismen, um auf akute Volumenbelastungen zu reagieren.
Diese akute Anpassung erfolgt bis zu einem gewissen Grad Uber den Frank-Starling-
Mechanismus, bei dem das Herz bei erhéhter Vorlast mit dadurch Volumen-bedingter
diastolischer Vordehnung ein erhdhtes systolisches Schlagvolumen aufweist.
Ausserdem spielt der Bowdwitch-Effekt eine Rolle, bei dem aufgrund der
Herzfrequenzsteigerung die Inotropie zunimmt. Die Hypertrophie des Myokards
dagegen resultiert aus einer chronischen Druckbelastung, bei der akute
Adaptionsmechanismen nicht mehr ausreichen. Die Kardiomyozyten entwickeln eine
Hypertrophie des Herzens ohne relevante Erhéhung der Anzahl an Kardiomyozyten.
Nachdem vermutet worden ist, dass Kardiomyozyten nicht in der Lage sind sich zu
teilen, konnte die Arbeitsgruppe von Quaini eine langsame Proliferation dieser Zellen
nachweisen [140]. Es ist aber bekannt, dass bei Patienten mit arteriellem Hypertonus
und systolischer Funktionsstérung eine exzentrische Hypertrophie mit Abnahme der
relativen Wanddicke und einer Zunahme des linksventrikularen enddiastolischen
Durchmessers beobachtet werden kann. Im Gegensatz dazu entwickelt sich bei
Patienten mit Bluthochdruck und diastolischer Dysfunktion eine konzentrische
Hypertrophie mit Zunahme der relativen Wanddicke und Abnahme des
linksventrikularen enddiastolischen Durchmessers [45]. Eine Folge der progredienten
Moykardhypertrophie ist die Unterversorgung des Myokards mit Sauerstoff. Ebenfalls
verursacht der arterielle Hypertonus eine Erhdéhung der Wandspannung und fuhrt zu
Mikrolasionen des Endothels. [141,142]. Nachdem wir die Hypertrophie im Verlauf
bestatigten konnten, méchte ich nun den Einfluss des Medikamentenprototyps S803
auf die Hypertrophie bei den behandelten Tieren darstellen. Aus den in M-mode
gewonnen Wert konnte der LVH-Index als auch das Herzgewicht berechnet werden. In
unserer Studie konnten wir eine signifikante Senkung des LVH-Index am Ende der 8.
Woche bei den HFNEFeNOS-Tieren im Gegensatz zu der Placebo-behandelten
Gruppe HFNEF feststellen. Dieser Parameter entwickelte aber erst im Verlauf seine
Signifikanz. Die Ursache hierflr liegt vermutlich in der bekannten antihypertrophen
Wirkung von Stickstoffmonoxid (NO), was wiederum auf eine mdgliche gesteigerte
Expression der eNOS zurlckzufihren ist. Es ist aber zu erwdhnen, dass nur eine
Beeinflussung des LVH-Indexes bei den hypertensiven und behandelten Tieren zu
finden war, so dass zu vermuten ist, dass nur bei einem aktivierten hypertensiven

Zustand des Herz-Kreislaufsystems die pharmakologisch gesteigerte eNOS-
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Expression antihypertrophe Wirkung entfalten kann. Ebenfalls ist zu diskutieren, ob
eine erhéhte NO-Produktion ausschlieBlich auf den eNOS-enhancer S803
zurUckzufihren ist. Denn aufgrund der Entziindungsreaktion, die durch die chronische
Druckbelastung ausgelést wird, kénnte auch eine gesteigerte Produktion der
induzierbaren NO-Synthase (iNOS) die Ergebnisse beeinflussen, da jene zu sehr hohen
Konzentrationen an NO im toxischen Bereich flihrt, aber bei physiologischen
Konzentrationen ebenfalls antihypertroph wirken kann.

In der Zusammenschau der systolischen Parameter lasst sich bei den Tieren mit einer
speziellen Salzdidt HFNEF und HFNEFeNOS eine hyperdynamische und
hyperkontraktile systolische Herzfunktion feststellen. Klare Indikatoren fir diese
hyperkontraktile LV-Funktion unter basalen Bedingungen sind die erhdhte
Ejektionsfraktion, die erhéhte maximale Druckabfallgeschwindigkeit (dP/dt max) und der
erhéhte linksventrikulare endsystolische Druck (LVESP). Der LVESP bestatigt, dass die
Tiergruppen HFNEF und HFNEFeNQOS eine arteriellen Hypertonus haben. Es zeigt sich
aber kein Unterschied im LVESP zwischen den hypertensiven Gruppen. Somit hat S803
keinen Einfluss auf den arteriellen Hypertonus. Weitere Zeichen der hyperdynamischen
systolischen Funktion sind in der Kontraktionsgeschwindigkeit als auch in den Werten
des endsystolischen Drucks zu finden. Diese Parameter spiegeln die LV-Hypertrophie
wider. Entwickelt sich bei den Tieren ein arterieller Hypertonus. Aufgrund der
Sympathikusaktivierung des Herz-Kreislaufsystems kommt es Zu
Kompensationsmechanismen mit Inotropie- und Auswurfssteigerung des Herzens. Es
werden das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und anderer Neurohormone, die zur
Vasokonstriktion der hauptséachlich arteriellen aber auch der venésen GefaBe mit Vor-
und Nachlaststeigerung am Herzen, erhéhter Noradrenalinkonzentration im Blutplasma
und gesteigerter Natrium- und Wasserretention flahren, aktiviert. Die durch den
Sympathikus stimulierten B-Rezeptoren bewirken eine vermehrte Expression von
Zytokinen wie TNF-a, TNF-B IL-1 und IL-6, die wiederum eine Induktion der
induzierbaren NO-Synthase (iINOS) bewirken, die zu Schaden des Herzens aufgrund
toxischer Konzentrationen an NO fihren kann [143]. Bei chronisch hohen
Plasmaspiegeln an Katecholaminen reagiert das Herz mit einer ,downregulation“ der
B1-Rezeptoren des Myokards und einer Funktionsstérung der Druckrezeptoren, infolge
dessen der Sympathikotonus weiter steigt [144], [145]. Die Vor- und Nachlast am
Herzen sind erhéht und kénnen aufgrund der zunehmenden und chronischen Belastung
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des Herzens zu pathologischen Veranderungen der Herzstruktur und Herzfunktion
fahren.

Um die Ergebnisse der systolischen Funktion zu vervollstdndigen, mdchte ich auf das
das HMV eingehen. Bei den Tiere mit der speziellen Salzdiat HFNEF und HFNEFeNOS
zeigte sich ein signifikant vermindertes HMV. Das HMV wird aus dem Produkt von
Herzfrequenz und Schlagvolumen berechnet. Somit resultiert ein niedriges HMV aus
dem signifikant niedrigen Schlagvolumen (SV), das bei den Ratten mit spezieller
Salzkost HFNEF und HFNEFeNOS gemessen wurde. Diese Beobachtung lasst
wiederum ein vermindertes enddiastolisches Volumen (EDV) vermuten, welches dann
in der folgenden Systole ausgeworfen werden kann. Diese Vermutung konnten wir
schlieBlich echokardiographisch bestatigen. Denn die Tiere mit der Salzkost HFNEF
und HFNEFeNOS entwickelten eine signifikante Minderung des EDVs am Ende der 8.
Woche, was durch eine konzentrisch bedingten Hypertrophie mit Abnahme des
enddiastolischen Durchmessers erklarbar ist. Die gemessenen Daten der systolischen
Funktion im hypertensiven Dahl-Salz-sensitiven Rattenmodell sind vergleichbar mit den

gewonnenen Daten aus anderen Arbeiten mit diesem Tiermodell.

4.2.2. Diastolische Funktion

Eine diastolische Dysfunktion manifestiert sich mit einer isovolumetrischen Verzégerung
der Relaxation mit einer Zunahme der Steifigkeit des Myokards und verminderter
linksventrikularer Dehnbarkeit [4]. Das sind die pathophysiologischen Ursachen, die fir
die diastolischen Funktionsstérungen verantwortlich sind. Ein Diagnosekriterium stellt
die normale systolische Funktion mit einer LVEF Uber 50% dar, die wir durch
Echokardiographie und Konduktanzmessungen bestatigen konnten. In unserer Studie
zeigten wir, dass die Tiergruppen sich nicht nur in den Vor- und Nachlast-
unabhangigen Parametern, sondern auch in den Vor- und Nachlast-abhangigen
Parametern unterschieden. Eine Verbesserung der diastolischen Funktion zeigte sich in
einer signifikanten Reduktion des linksventrikularen enddiastolischen Drucks (LVEDP)
bei den Tiergruppen mit einer Salzerndhrung HFNEF und HFNEFeNOS gegenliber den
Kontrolltieren KON und KONeNOS. LVEDP stellt dabei einen Vor- und Nachlast-
abhangigen Parameter dar, also ein Wert der abhangig vom Volumen ist. Dabei konnte
eine signifikante Abnahme des LVEDP bei den HFNEFeNOS-Tieren gegenlber der
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hypertensiven Kontrollgruppe HFNEF gemessen werden. Dies Iasst die Wirkung einer
gesteigerten eNOS Aktivitat vermuten. Denn NO aktiviert die Guanylcyclase und fihrt
zu einer Relaxation der glatten Muskulatur. Dies beeinflusst die Dehnbarkeit des
Myokards, was moglicherweise den intraventrikularen Druckanstieg in der
Flllungsphase reduziert. Dagegen ist die signifikante Erhéhung des LVEDP bei den
Salzgruppen HFNEF und HFNEFeNOS klar durch die konzentrische Hypertrophie mit
Abnahme des linksventrikularen enddiastolischen Durchmessers erklarbar. Die durch
die diastolische Dysfunktion entstandene Relaxationsstérung fihrt zu einer
verminderten Dehnbarkeit des Myokards mit Verminderung des enddiastolischen
Volumens (EDV), was sich in unseren Messungen bestatigte. Denn der Einstrom von
Blutvolumen in einen aufgrund der Hypertrophie verkleinerten Ventrikel fUhrt zu einer
Erhéhung des Drucks in der Diastole. Aber betrachten wir zunachst weitere Ergebnisse,
welche die in meiner Einleitung dargelegten Fragen beantworten. Als interessantester
und sensitivster Parameter zur Beurteilung der diastolischen Funktion untersuchten wir
den Vor- und Nachlast-unabhangigen Wert, namlich die enddiastolische Druck-
Volumen-Beziehung EDPVR. Dabei gibt es unterschiedliche Wege um diesen
Parameter zu berechnen. Es gibt die Mdglichkeit, aus einzelnen Herzschldgen ohne
direkte Vorlastsenkung die EDPVR zu bestimmen, allerdings gilt die direkte Erfassung
der Relaxation an aneinander folgenden Herzschlagen wahrend einer Vorlastsenkung
als genauer und zuverlassiger. Daher bietet sich diese Messung besonders im
Tiermodell an. Bei Erreichen des héchsten linksventrikularen enddiastolischen Druckes
und Volumens in der Kurve wird entweder eine lineare oder eine exponentielle Funktion
durch die einzelnen enddiastolischen Druck-Volumen-Punkte gelegt. Es ist aber
einfacher, einen gemeinsamen Punkt der groBtmdglichsten mathematischen
Annaherungen mit Hilfe einer exponentiellen Funktion zu finden und so den Wert
EDPVR zu berechnen. Die EDPVR ist ein Parameter zur Beurteilung der myokardialen
Steifigkeit. Dabei konnten wir deutlich den signifikanten Unterschied im EDPVR
zwischen den Tieren mit einer Salzerndhrung HFNEF und HFNEFeNOS und den
Kontrollgruppen KON und KONeNOS zeigen. In den beiden Salztiergruppen
unterschied sich die EDPVR signifikant zwischen den behandelten Tiere mit dem
eNOS-enhancer S803, HFNEFeNOS, und den Tieren mit Placebo, HFNEF. Auch beim
Menschen ist eine Messung der EDPVR durch Aufzeichnung von Druck-Volumen-
Kurven mittels Konduktanzmessung wahrend einer Herzkatheteruntersuchung durch
Aufblasen eines Ballons zur Okklusion der V.cava inferior méglich [38]. Tschépe und
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seine Arbeitsgruppe flhrten eine der gréBten klinisch-randomisierten Studien zur
Untersuchung der HFNEF am Menschen durch. Dabei wurden 70 Patienten
beobachtet, die klinische Symptome einer Herzinsuffizienz aufwiesen und deren
Krankheitsgeschichte rezidivierende stationdre Behandlungen beinhaltete. Alle
Patienten wurden nach nicht-kardialen Ursachen flr die klinischen Symptome
gescreent. Aus der Studie ausgeschlossen wurden Patienten, bei denen wéahrend der
Untersuchungen zusatzlich kardiale Krankheiten wie Vorhofflimmern, KHK,
Kardiomyopathie und Klappenfehler festzustellen waren. Die Patienten nahmen an
echokardiographischen und Konduktanz-Messungen mittels Linksherzkatheter teil.
Dabei zeigte sich in der Echokardiographie eine konzentrische Hypertrophie mit
signifikanter Zunahme des Herzgewichts und in den Konduktanzmessungen ein
signifikanter Anstieg des LVEDP und eine erhdohte EDPVR bei den Patienten mit
HFNEF gegentber der Kontrollgruppe. Die durch pacinginduzierte Tachykardie flhrte
bei Patienten mit HFNEF zu einer signifikanten Verminderung des Schlagvolumens.
Dagegen war bei Belastungsibungen, die die Patienten wahrend der Untersuchungen
durchflhrten, ein signifikanter Anstieg des LVEDP zu messen. Beide Untersuchungen
erbrachten aber keine signifikante Veranderung der EDPVR. So lasst sich in dieser
Studie deutlich die Korellation des Wertes EDPVR mit der diastolischen Funktion
darstellen. Ebenfalls Iasst sich aus dieser Studie vermuten, dass Verdnderungen der
EDPVR mit der Auspragung der klinischen Symptome korelliert [38].

Wie bereits erwéhnt, stellen sich in unseren Messungen eine signifikanten Zunahme der
myokardialen Steifigkeit (EDPVR) und erhéhte Werte fir LVEDP dar, wobei zu
vermuten ist, dass eine Erh6hung der EDPVR zu einer Erhéhung des LVEDP fihrt, und
EDPVR entscheidend von der Hypertrophie des Myokards beeinflusst wird. Somit spielt
auch in unserer Studie der gemessene Parameter EDPVR die entscheidende Rolle zur
Beurteilung der diastolischen Herzfunktion.

Wie aber ist diese signifikante Zunahme von LVEDP und EDPVR bei denen mit
Placebo und medikamentés behandelten Hypertoniegruppen erklarbar? Die EDPVR
kann sich aus unterschiedlichen Grinden verandern. Betroffen sein  kdnnen
myokardiale und extra-myokardiale Veranderungen histologischer Strukturen und
biochemische Prozesse. Diese pathologischen Prozesse kénnen innerhalb einer
Herzmuskelzelle durch mdgliche Titin-Verdnderungen auftreten oder sich in der
umgebenden extrazellularen Matrix manifestieren, was maéglicherweise einen gestérten

Kollagenstoffwechsel zur Folge hat und zu einer Zunahme der kardialen Fibrose flhrt.
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Extramyokardial werden diese Vorgange wiederum in Form einer Systemaktivierung,
wie zum Beispiel durch das RAA-, ANP- und BNP-System oder den Sympathikus
beeinflusst [31]. Eine wichtige Rolle spielt das im Sarkomer enthaltene Protein Titin, das
die Langsdehnung der Kardiomyozyten beeinflusst. Das Protein spannt sich von der Z-
Bande bis zur M-Linie des Sarkomers. Titin ist verantwortlich fir die Dehnung des
Ventrikels Uber die Sarkomerlange hinaus, indem es sich in der Diastole wie eine
Sprungfeder spannt, um in der Systole wieder in seinen entspannten Zustand
zurlckzukehren [59,65]. Dabei existieren zwei verschiedenen Isoformen des Titins. Das
Titin mit einem kurzen Segment besitzt eine geringere Dehnbarkeit und eine erhdhte
passive Steifheit, wahrend das Titin mit einem langeren Segment eine gréBere
Langenveranderung und Dehnbarkeit des Kardiomyozyten ermdéglicht [62,63]. Bei
einem gesunden Herz sind beide Isoformen anndhernd gleich exprimiert. Eine mdgliche
Theorie, die die Stérung der diastolischen Funktion erklart, ist, dass es zu einem
Wechsel der Titin-Isoformen mit Veranderung des Titin-Verhédltnisses kommt. Es
konnten im experimentellen Endstadium einer dilatativen Kardiomyopathie, aufgrund
durchgefihrter Myokardbiopsien, Veranderungen der Titin-Isoformen festgestellt
werden, die mit einer Zunahme der Steifigkeit des Myokards korellierten [59].
Ausserdem konnte bei erhéhter Druckbelastung des Herzens ein Anstieg der Dichte
von Mikrotubulli beobachtet werden, was zu einer Minderung der Elastizitat und zu
erhohter Steifigkeit der Kardiomyozyten und des Myokards flihrt [146]. Aufgrund der
pathologisch gemessenen Werte aus der Echokardiographie und Konduktanzmessung
lasst sich vermuten, dass es einen Zusammenhang zwischen den gewonnenen Werten
und der Veranderung der Titin-Isoformen und Gesamtkonzentration innerhalb des
Kardiomyozyten gibt. In unserer Studie konnten keine Veranderungen der Titin-
Isoformen festgestellt werden [38]. Somit fihrt in unserer Studie nicht der arterielle
Hypertonus aufgrund von Titin-Veranderung zu einer Relaxationsstérung des linken
Ventrikels, sondern es missen andere Ursachen flr die gestérte diastolische Funktion
bei den hypertensiven Gruppen verantwortlich sein. Die gewonnen Ergebnisse spiegeln
aber nur die gestdrte Physiologie der Diastole wieder. Was kénnen aber flr strukturelle
Veranderungen in der extrazellularen Matrix festgestellt werden? Hierzu méchte ich, wie
bereits erwahnt, auf eine weitere pathophysiologische Ursache, die zur diastolischen
Dysfunktion mit erhdhter Steifheit und geringerer Dehnbarkeit des linken Ventrikels
fuhrt, eingehen. Dies betrifft den Kollagenstoffwechsel der in den Fibroblasten, in der

extrazellularen Matrix stattfindet. Das den Kardiomyozyten umgebende Bindegewebe
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verhindert die Uberdehnung und das Auseinandergleiten der Herzmuskelzellen. Eine
wichtige Rolle spielt dabei die Konzentration der verschiedenen Kollagenarten, die
durch ihre elastischen Eigenschaften die physiologische Relaxation beeinflussen.
Bedingt durch die arterielle Druckbelastung des Herz-Kreislaufsystems kommt es zu
einer Induktion des Kollagenstoffwechsels. Die Bildung von Kollagen findet dabei in
Fibroblasten statt, die durch biochemische oder physikalische Reize aktiviert werden.
Dabei spielen erhdéhte Konzentrationen an Zytokinen und die Druckbelastung aufgrund
des arteriellen Hypertonus eine wichtige Rolle. Denn der arterielle Hypertonus bewirkt
eine gesteigerte Zytokinproduktion, die wiederum eine gesteigerten Kollagenproduktion
zur Folge hat. Der Abbau von Kollagen findet dagegen durch Zink-abhéngige
Metalloproteasen (MMP) statt, die ebenfalls in Fibroblasten gebildet werden [73,75,76].
Wie bereits erwahnt, wird aufgrund der Druckbelastung des Herzens eine gesteigerte
Kollagenbiosynthese in den Fibroblasten induziert, aber ebenfalls fihrt der arterielle
Hypertonus zu einer Stérung des Kollagenabbaus mit Folgen unkoordinierter
Abbauprozesse und verminderter Kollagenreduktion [72]. Ausserdem werden
Fibroblasten durch die Druckbelastung angeregt zu proliferieren, was eine weitere
erhéhte Produktion von Kollagen bewirkt. Im Gegensatz dazu fuhrt das Zusammenspiel
von BNP und ANP und anderen signalaktiven Molekulen, wie beispielsweise TNF-a, zu
einer vermehrten Aktivierung Kollagen-Abbauender Enzyme (MMPs) [77,78].

Es kénnen zwei Arten von Kollagen in den Fibroblasten gebildet werden. Kollagen | ist
ein Stahl-ahnliches Kollagen, Kollagen Typ Il besitzt elastische Eigenschaften. Die
Form der kardialen Fibrose, die zu einer vermehrten Steifheit des Myokards fihrt,
konnte am Tiermodell der diabetischen Kardiomyopathie durch erhdhte
Konzentrationen an Stahl-dhnlichem Kollagen | gezeigt werden [38]. In
Myokardbiopsien bei Patienten mit hypertensiver Herzerkrankung zeigte sich in den
Auswertungen ebenfalls eine erhdéhte Kollagen | Konzentration [79]. Dies ist eine
mogliche Begrindung fir die Abnahme der Relaxation und Zunahme der passiven
Steifigkeit. Denn bei einem chronisch bestehendem arteriellen Hypertonus entsteht ein
Ungleichgewicht zwischen den endogenen Substanzen, die die Kollagensynthese in
den Fibroblasten inhibieren oder eine Aktivierung der MMPs induzieren, wie das Zytokin
TNF-a, die natriuretischen Peptide ANP und BNP und das Molekil NO. Demgegenlber
fuhrt die chronische Druckbelastung durch den arteriellen Hypertonus zu einer
Aktivierung des Sympathikus und des RAAS, was wiederum durch Angiotensin Il zu
einer gesteigerten Kollagenbiosynthese flhrt und zur Proliferation der Fibroblasten
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anregt [72]. Somit ist das Zusammenspiel der Inhibition und Induktion der
Kollagensynthese und deren Abbau entscheidend.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde das Myokard der einzelnen Gruppen durch Picro-
Sirius-Rot-Farbung untersucht, um das Ausmal der kardialen Fibrose zu beurteilen.
Dabei konnte eine signifikante Zunahme der kardialen Fibrose bei den HFNEF-Tieren
gegenldber den Kontrolltieren festgestellt werden. Im Gegensatz dazu fihrt die
Behandlung mit S803 bei den HFNEFeNOS-Tieren zu einer signifikanten Reduktion der
kardialen Fibrose. Die HFNEFeNQOS-Tiere erreichten gleichwertige Ergebnisse in der
PSR-Farbung wie die Tiere in den Kontrollgruppen KON und KONeNOS. Somit ist die
sich in den gemessenen Werten widerspiegelnde verminderte Dehnbarkeit und Steifheit
des linksventrikularen Myokards durch die signifikante Zunahme des Kollagens und
damit durch die Zunahme der kardialen Fibrose erklarbar. Dabei wurde aber nicht
zwischen den verschiedenen Kollagenarten unterschieden. Anhand der gewonnen
Ergebnisse scheint es mdglich, dass es zu einer vermehrten Konzentration an Kollagen
| kommt. Diese Vermutung muss aber durch weitere molekularbiologische Tests des
Myokards erst untersucht werden, um das Verhéltnis und die Konzentration von
Kollagen | und Kollagen Ill zu bestimmen. Somit konnten wir in der Zusammenschau
der gewonnenen Ergebnisse in unserer Studie neben den antihypertrophen auch den
antifibrotischen Effekt durch eine mdgliche direkte Stimulierung der eNOS-Expression
zeigen. Es existieren aber auch Medikamente, die ebenfalls zu einer Erhéhung der
eNOS fihren. Medikamente wie Nebivolol, Cholesterinesterasehemmer (Statine) sind
zu nennen. Besonders bei Cholesterinesterasehemmern (Statine), die als pleiotrophe
Effekte zu einer Steigerung der eNOS Konzentration flhren, konnte in einer Arbeit von
Fukuta et al. eine Reduktion der Mortalitat bei Patienten mit HFNEF festgestellt werden
[108]. In weiteren klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass auch Perindopril, ein
ACE-Hemmer, der in der groBen EUROPA-Studie getestet wurde, zu einer gesteigerten
eNOS Produktion fuhrt [147,148]. Trotz der klinischen Relevanz und hohen Pravalenz
der HFNEF stehen bis heute keine adaquaten Leitlinien fir eine mogliche Behandlung
der HFNEF zur Verfigung. Aufgrund des friihzeitig malignen Verlaufs der klinischen
Symptomatik bei einer systolischen Herzinsuffizienz und schnell echokardiographisch
festzustellender systolischer Funktionseinschrankungen war die Pharmaindustrie zuerst
daran interessiert, eine moglichst deutliche Verbesserung der Mortalitat und Morbiditat
durch ein Pharmakon bei diesem gesonderten Patientenkollektiv zu zeigen. Deshalb
wurden Medikamente entwickelt, die dann in den ersten groBe Studien zur
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Herzinsuffizienz (z.B. SOLVD, SAVE) bei Patienten durchgefihrt wurden, die eine
schlechte linksventrikulare Pumpfunktion mit stark eingeschrénkter LVEF unter 50%
zeigten. Damit sind Patienten mit HFNEF aufgrund der hierbei bestehenden normalen
LVEF aus den Studien ausgeschlossen worden. Erst in den letzten Jahren erfolgten
groBe, randomisierte-Placebo-kontrollierte Studien, die gezielt mégliche Therapien flr
die diastolische Herzinsuffizienz untersuchten. Die erst kirzlich veréffentliche Studie, |-
Preserve, ist eine groBe randomisierte-Placebo-kontrollierte Studie zur Uberpriifung
moglicher Behandlungsstrategien einer HFNEF. Dabei wurde der AT-1 Antagonist
Irbesartan gegentber der Standardtherapie getestet. Dabei zeigten sich keine
signifikanten Ergebnisse gegenlber der Standardtherapie der diastolischen
Herzinsuffizienz [149].

Im heutigen klinischen Alltag finden wir eine eher symptombezogene Behandlung, die
gleich der Behandlung von Patienten mit HFREF ist. Das Hauptziel der zurzeit
bestehenden Therapie beinhaltet die Reduktion der klinischen Symptomatik und die

Verhinderung der weiteren Progression der Myokardhypertrophie.

4.2.3. Wirkung von NO

Die Wirkungsentfaltung auf Grund der antihypertrophen und antifibrotischen
Eigenschaften des NO-enhancers S803 ist anhand der gemessenen Parameter deutlich
zu erkennen. Der antihypertrophe Effekt zeigte sich am besten echokardiographisch
und post mortem in einer signifikanten Reduktion des Herzgewichts. Weiterhin war ein
signifikanter Rickgang der konzentrischen Hypertrophie zu verzeichnen, was sich auf
Grund eines erhdhten EDV bei den HFNEFeNOS-Tieren gegenlber den Kontrolltieren
vermuten lasst. Neben der Zellhypertrophie der Kardiomyozyten konnte eine im NEJM
verdffentlichte Studie zeigen, dass auch bei Kardiomyozyten die Fahigkeit der
Proliferation besteht. Prinzipiell kdnnte auch dies eine Rolle spielen, da aber die
Proliferationsrate sehr gering ist, hat sie keinen entscheidenden Einfluss auf das
Herzgewicht [140]. Eine Verbesserung des LVEDP I&sst sich hauptséchlich auf den
positiven Effekt von S803 auf die konzentrische Myokardhypertrophie mit einer
Abnahme der Lumeneinengung des linken Ventrikels in der Diastole zurtckflhren.
Neben der antihypertrophen Wirkung ist auch der antifibrotische Effekt von NO durch
Hemmung der Proliferation von Fibroblasten bekannt [110]. Die Behandlung der
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HFNEFeNOS-Tiere fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der linksventrikuldren
Steifheit, was sich am deutlichsten im Ergebnis EDPVR zeigt. Die Steifheit des linken
Ventrikels ist neben der Titin-Theorie am besten durch die zunehmende kardiale
Fibrose in der extrazellularen Matrix des Myokards erklarbar, zeigt sich doch bei den
behandelten HFNEFeNOS-Tieren in der PSR-Farbung eine signifikante Reduktion der
kardialen Fibrose die Normalwerte, wie die der Kontrollgruppen KON und KONeNOS
erreichte. Damit lassen sich antifibrotische Effekte unter pharmakologischer eNOS-
Aktivierung vermuten, da im Gegensatz dazu die signifikante massive Zunahme der
kardialen Fibrose bei der hypertensiven Gruppe ohne S803 sich deutlich darstellte. Es
ist aber noch nicht geklart, inwieweit eine Beeinflussung der Produktion als auch des
Abbaus der verschiedenen Kollagenarten durch NO erfolgt. Eine Verbesserung der
myokardialen  Steifigkeit durch erhdhte eNOS-Konzentrationen kénnte sich
maoglicherweise in einer verminderten Konzentration an Kollagen | zeigen. Einerseits ist
zu vermuten, dass NO eine direkte Hemmung der Kollagensynthese in den Fibroblasten
zur Folge hat und andererseits durch Aktivierung der MMPs zu einer Verminderung der
kardialen Fibrose fuhrt. Es ist aber auch mdglich, dass durch den arteriellen Hypertonus
bedingte zunehmende Wandspannung des Atriums, die natriuretischen Peptide ANP
und BNP von den Fibroblasten ausgeschiittet werden, die ebenfalls antihypertrophe
und antifibrotische Eigenschaften besitzen. Dann aber wéare wiederum eine Reduktion
der Fibrose als auch der Hypertrophie bei den HFNEF-Tieren zu finden, bei denen
aufgrund des arteriellen Hypertonus eine erhéhte Wandspannung vorhanden war, was
sich aber nicht bestatigte. So dass vermutlich die Effekt von ANP und BNP keinen
Einfluss in dieser Studie zeigten. Trotzdem kann in dieser Studie nicht unterschieden
werden, ob die Verbesserung durch eine gesteigerte eNOS-Aktivierung stattgefunden
hat oder ob es andere Kompensationsmechanismen gab, die fir die positiven
Veranderungen, die in unserer Studie gemessen werden konnten, verantwortlich sind.
Die gewonnenen Daten lassen aber eine NO-Wirkung, die mit einer gesteigerten eNOS-
Expression erklarbar ist, vermuten. Die Verminderung des EDPVR ist auf eine
zunehmende diastolische Zellange, verbesserten Relaxation der glatten Muskulatur und
Abnahme der myokardialen Steifigkeit aufgrund der NO-Wirkung zuriickzufihren. Dabei
kam es aber in dieser Arbeit trotz des vasodilatatorischen Effekts von NO zu keiner
signifikanten Senkung des Blutdrucks bei der HFNEFeNOS-Gruppe. Schon Paulus und
seine Arbeitsgruppe konnten die verbesserte Relaxation des Myokards bei direkter
intrakoronarer NO-Applikation am humanen Herzen zeigen [113]. Es ist aber bisher kein
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Medikament bekannt, welches Uber einen langeren Zeitraum verwendet werden kann,
da sich eine Nitrattoleranz entwickelt. Aus diesem Grund wurden ein neuer
pharmakologischer Wirkstoff entwickelt, der eNOS-enhancer. Es konnte in in-vitro
Versuchen eine gesteigert eNOS-Genexpression auf zellularer Ebene nachgewiesen
werden [130]. Der vollstdndige Wirkmechanismus des eNOS-enhancers ist nicht
geklart. Es konnte in tierexperimentellen Studien, die mit einem eNOS-enhancer
gearbeitet haben, eine vermehrte eNOS-Expression nachgewiesen werden. In in-vivo
Versuchen, die die Wirkung eines eNOS-enhancers auf das Knochenmark einer Maus
untersuchten [130] als auch eine Arbeit mit einem Streptozin induzierten diabetischen
Rattenmodell, die die Wirkung einer eNOS-Aktivierung auf die endotheliale Dysfunktion
untersuchten, zeigte sich in beiden Projekten eine nachweisbare, pharmakologisch
erhdhte eNOS-Genexpression [38]. Um aber eine eindeutig fassbare gesteigerte
Expression der eNOS und damit eine erhéhte Produktion an NO nachzuweisen,
mussen weitere Untersuchungen des Myokards erfolgen. Diese Untersuchungen
wurden nicht im Rahmen dieser Doktorarbeit von mir durchgefihrt. Es wurden aber in
der vollstdndigen Publikation meiner Arbeitsgruppe eine Real-time PCR (RT-PCR) zum
Nachweis einer pharmakologisch gesteigerten eNOS-Genexpression angefertigt. Dabei
zeigten sich eine erhéhte eNOS Gen-Expression bei den mit dem eNOS-enhancer
behandelten Tieren HFNEFeNOS gegenliber den Placebo-Gruppen [38]. Mit diesem
Ergebnis zeigt sich die gewlinschte pharmakologische Wirkung des applizierten eNOS-
enhancers. In den gewonnenen Daten der HFNEFeNOS-Tiere sind die positiven
Ergebnisse der Hamodynamik als auch der kardialen Fibrose wahrscheinlich auf die
pharmakologisch gesteigerte eNOS-Genexpression zurtickzufihren. Es stellt sich aber
die Frage, weshalb in der KONeNOS Gruppe keine signifikante Zunahme der eNOS-
Genexpression nachgewiesen werden konnte. So 1Bt sich vermuten, dass ein eNOS-
enhancer nur bei den kranken Tieren mit einer vermutlich gestérten eNOS-Aktivitat
seine positive Wirkung entfalten kann.

72



1 Q0000007 o

10 0. 00 00DE o

1 00,00 0005 T

400000004

41009000003

Abb. 9 : eNOS-Genexpression, p<0,05 * HFNEFeNOS vs. KON, HFNEF (Westermann et al., 2009)

Dagegen konnten &hnliche Ergebnisse, die wir in unseren Hamodynamikparametern
der HFNEFeNOS-Gruppe gefunden haben, ebenfalls in tierexperimentellen Arbeiten mit
einem Phosphodiesterase-5-Inhibitor gemessen werden, da PDE-5-Inhibitoren Einfluss
auf die NO-Synthese mit erhdhter Verflgbarkeit von NO haben [150]. In einer
tierexperimentellen Arbeit, in der das Dahl-Salz-sensitive Rattenmodell die Grundlage
bildete, wurde ein AT-1Antagonsit versus ein Statin in der Mono- gegenlber der
Kombinationstherapie getestet. In den Auswertungen war in allen Gruppen eine
signifikante Zunahme der eNOS-Aktivitdt gegenitber den Kontrollgruppen zu
beobachten. Das eNOS-enhancement war in der Zweifachkombination additiv zu der
Monotherapie. Bei den Statinen werden die pleiotrophen Effekte auf die erhéhte eNOS-
Aktivitat zurtckgefuhrt [151]. In einer tierexperimentellen Studie mit eNOS Knock-out
Méausen als Infarktmodell war in dieser Gruppe ein signifikant zunehmendes kardiales
Remodelling vorhanden. Das kardiale Remodelling flhrte zu einer diastolischen
Funktionsstérung [107]. In Zusammenschau der experimentellen Arbeiten spielt die
verminderte eNOS-Aktivitat eine wichtige Rolle in der Entwicklung einer diastolischen
Herzinsuffizienz. Der Signalweg und die Aktivierung der eNOS ist noch nicht vollstandig
geklart. Zusammenfassend zeigt sich in unserer und anderer Arbeiten mit Dahl-Salz-
sensitiven Ratten, dass vermutlich ein eNOS-enhancement eine madgliche
Therapieoption zur Behandlung einer diastolischen Herzinsuffizienz bei Patienten mit
Salz-sensitivem arteriellen Hypertonus darstellt. Es missen aber weitere Studien

erfolgen.
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4.3. Einschrankungen dieser Studie

Das Tiermodell der Dahl-Salz-sensitiven-Ratten ist in der Hypertonieforschung ein
etabliertes Tiermodell und fur die Untersuchung der Hypertonie-bedingten diastolischen
Dysfunktion geeignet. Es existiert aber kein geeignetes Tiermodell, das bis auf
Molekularebene dem Menschen &hnelt. So werden bei den Dahl-Ratten verschiedene
Ursachen in Betracht gezogen, die flr die Entwicklung eines Salz-induzierten arteriellen
Hypertonus verantwortlich sind. Ausserdem ist in dieser Studie kein direkter Nachweis
einer erhdhten NO- oder eNOS-Konzentration oder deren Metabolite erfolgt. Es stellt
sich auBerdem die Frage, ob Kompensationsmechanismen der Tiere diese Studie
beeinflusst haben. Denn eine erhéhte Wandspannung durch den arteriellen Hypertonus
fihrt zu einer gesteigerten Sekretion von ANP und BNP, die ebenfall antihypertrophe
und antifibrotische Eigenschaften besitzen und zu einer gesteigerten eNOS-Expression
fihren kénnen [89,91]. Auch die Wirkung der iNOS, die durch den arteriellen
Hypertonus aktiviert wird, kann zu den positiven Eigenschaften bei physiologisch
vorherrschenden Konzentrationen von NO beitragen. Eine groBe Einschrankung dieser
Studie ist die geringe Anzahl der Tiere. Dadurch kénnen nur eingeschrankte Aussagen
zur Wirkung von NO getroffen werden. Aufgrund der geringen Anzahl und der
unterschiedlichen Mortalitét im Studienverlauf durch z.B. die Anédsthesie, konnten keine
relevanten Auffélligkeiten in der Mortalitdt zwischen den verschiedenen Gruppen
beobachtet werden. Nach den Richtlinien der Society of Cardiology konnten wir die
diastolische Dysfunktion zwar feststellen, es fehlten aber die klinischen Symptome wie
die Belastungsdyspnoe, um von einer diastolischen Herzinsuffizienz HFNEF zu
sprechen. Zwar zeigten einige Tiere ein erhéhtes Lungenfeucht- und Lungentrocken-
Gewicht was fir ein Lungenddem sprechen kénnte, aber aufgrund des geringen
Auftretens, konnte diese Beobachtung nicht als relevantes Kriterium mit einbezogen
werden. Weiterhin ware zu diskutieren, ob die pharmakologische Dosierung des eNOS-
enhancers optimal gewahlt worden ist. Dazu missten erneute Studien mit
verschiedenen Konzentrationen erfolgen. Die Bestimmung des E/E’- und E/A-
Verhéltnisses in der Echokardiographie zeigte sich als schwierig und fehlerhaft und
wurde in unserer Studie nicht als Parameter zur Messung einer diastolischen

Relaxationsstérung genutzt.
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4.4. Zusammenfassung

Mit einer zunehmenden Pravalenz von 1% pro Jahr riickt die HFNEF zunehmend in den
Blickpunkt klinischer und experimenteller Forschung [3]. Aufgrund der Uberarbeiteten
Leitlinien durch die Society of Cardiology ist es mdglich, eine HFNEF zu
diagnostizieren. Besonders der arterielle Hypertonus stellt einen zentralen Risikofaktor
bei der Entwicklung einer HFNEF dar. Die sich dadurch entwickelnden Symptome
werden aber im heutigen klinischen Alltag unabhangig von einer systolischen oder
diastolischen Funktionsstérung symptombezogen behandelt mit den Therapiezielen
eine Reduktion der klinischen Symptomatik als auch Verhinderung der Progression der
Herzhypertrophie. Als pathologische Ursachen fir die Entwicklung einer diastolischen
Funktionsstérung konnten Prozesse und Veranderungen in den Kardiomyozyten selbst
und in der sie umgebenden extrazellularen Matrix oder neurohumoralen
Systemaktivierung gefunden werden. Besondere Aufmerksamkeit gilt in dieser Hinsicht
seit einigen Jahren dem Verstandnis der eNOS und deren Produkt Stickstoffmonoxid.
NO ist in einer groBen Anzahl an physiologischen Prozessen involviert und beeinflusst
konzentrationsabhangig die diastolische Funktion. Dieses Molekil wirkt Uber eine
Erhdhung der Guanylcyclase mit folgendem c-GMP- Anstieg. Dieser Anstieg flhrt zu
einer Relaxation der glatten Muskulatur und Gber diesen Weg zu einer Vasodilitation,
einer Abnahme der myokardialen Steifigkeit und zu einer Zunahme der diastolischen
Zellange. Der Zusammenhang zwischen dem arteriellen Hypertonus, der diastolischen
Dysfunktion und einer vermutlich verminderten Expression der eNOS konnte in unserer
Studie durch die pathologisch gemessenen Parameter der Hamodynamik als auch
durch die Zunahme der Kollagenkonzentrationen dargestellt werden.

Wir haben in unserer Studie eine neue Medikamentengruppe, die eNOS-enhancer,
getestet, die Uber eine pharmakologische Stimulierung eine gesteigerte Expression der
eNOS bewirken und positiven Einfluss auf den Verlauf einer aufgrund des arteriellen
Hypertonus bedingten diastolischen Funktionsstérung haben. Dies konnten wir anhand
der gewonnenen Ergebnisse sowohl durch die Hdmodynamik als auch durch die PSR-
Farbung bei den HFNEFeNOS-Tieren, die mit dem eNOS-enhancer behandelt worden
waren, zeigen. Somit kdnnten Therapiestrategien, die zu einer direkten Erhéhung der
eNOS flhren, eine neue zukinftige Option in der Therapie einer Herzinsuffizienz mit
normaler Ejektionsfraktion HFNEF darstellen.
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