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1. Zusammenfassung

Einleitung: Die Myokardhypertrophie ist einer der wichtigsten
Kompensationsmechanismen bei einer Nachlasterhéhung z.B. bei Hypertonie oder
Aortenstenose. Das kleine GTP-bindende Protein Racl spielt eine wichtige Rolle fur
die molekulare Genese der Myokardhypertrophie. Statine kénnen durch die Inhibition
der Synthese von Isoprenylderivaten die durch Ras-Proteine vermittelten Prozesse
hemmen. Statine erh6hen die lokale Verfugbarkeit an Stickstoffmonooxid durch die
Hemmung der Geranylgeranylierung von Rho-GTPase und fihren zu einer
Verminderung der Aktivitat der Rho-Kinase. Statine senken die Aktivitat von Rac-
abhangigen NAD(P)H-Oxidase durch die Hemmung der Synthese von
Geranylgeranylpyrophosphat und vermindern dadurch oxidativen Stress und die
Produktion von Sauerstoffradikalen. In Zellkulturexperimenten fuhrten die Statine zur
einen Herabregulation des kardialen hypertrophen Phanotyps. Wir pruften daher die
Wirkung der Statine in vivo an hypertrophierten Mauseherzen nach Aortenliagtur
(TAC).

Methoden: Bei 6-10 Wochen alten Mausen, C67/black6é wurde eine Aortenligatur =
transverse aortic constriction (TAC) durchgefuhrt. Die Behandlung mit Statinen
wurde drei Tage vor der Operation begonnen und dauerte insgesamt 10 oder 21
Tage. Die Mause wurden in drei Gruppen eingeteilt: TAC (nur die Aortenligatur),
TAC+Statine (Aortenligatur + Behandlung mit Atorvastatin) und SHAM. Die
Blutdruckmessung erfolgte invasiv mittels eines Mikro-Tip Druck-Katheters,
anschlieBend wurden die Korper-, Herzgewicht, Lungen- und Leberfeuchtgewicht
dokumentiert. Die angegebenen Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Die Expression von Racl-Proteinen wurde mittels
GST-PAK pull down assay bestimmt. Die Messung der Aktivitat der NAD(P)H-
Oxidase erfolgte mittels Lucigenin chemiluminescenten Assay. Zur mikroskopischen
Nachweis der  Gréienzunahme der Kardiomyozyten  wurden  diese
Immunfarbung(DAPI) unterzogen. Die statistische Signifikanz wurde mittels des

ANOVA-Testes bestimmt und fur p < 0,05 angenommen.



Ergebnisse: Nach 7 und 21 Tagen Aortenligatur entwickelten die Mause in der
TAC-Gruppe eine konzentrische Hypertrophie. Die Gabe von Atorvastatin
verminderte das Ausmald der Hypertrophie, wobei der gemessene linksventrikulare
systolische Druck in den TAC- und TAC+Statin-Gruppen keinen signifikanten
Unterschied zeigte. Lungen- und Leberfeuchgewichte als Ausdruck der
Herzinsuffizienz nahmen in der TAC-Gruppe starker zu und zeigten nach 7 Tagen
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die Aortenligatur fihrte zu
einer funffachen Erh6hung der Racl-Aktivitat, die nach der Behandlung mit Statinen
deutlich reduziert und in der SHAM-Gruppe deutlich geringer war. Die Aktivitat der
NAD(P)H-Oxidase stieg in der TAC-Gruppe vierfach im Vergleich zur SHAM-Gruppe
an, dies wurde durch Statine verhindert.

Schlussfolgerung: Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Statine in einem
tierexperementellem Modell der Entwicklung einer Myokardhypertrophie entgegen
wirken konnen. Die Racl-GTPase ist in diesen Prozess involviert. Durch die
Hemmung der Racl-Aktivitdit mittels Statinen wird die Entwicklung der
Herzhypertrophie vermindert. Ein wichtiger Mechanismus ist die Hemmung der
Superoxidproduktion NADP(H)-Oxidasen durch die Statine.

1.2 Summary

Introduction: Pressure-overload induced cardiac hypertrophy and heart failure are
common diseases and causes of mortality in industrialized countries. For this reason
investigation of their pathogenetic mechanisms and creation of new strategies in
their treatment are important. Data obtained from cell culture experiments suggest
that cardiomyocyte hypertrophy can be reduced through the inhibition of the small
GTP-binding proteins by statins. Hence, in this study the influence of atorvastatin on
the left ventricular hypertrophy in mouse model of aortic banding was investigated.

Methods: In 6-10-week-old wild-type (C57BI6) mice transverse aortic constriction
(TAC) or sham-operation (SHAM) was performed. The animals were separated into
three groups: one control group (SHAM) and two experimental groups (TAC and

TAC+STATIN). Atorvastatin or vehicle administration started 3 days before surgery



and continued 10 or 21 days until the end of each set of experiment. Left ventricular
(LV)-pressure was invasively measured. Body weight, heart weight, lung weight and
liver weight were obtained. Activity of Racl was evaluated by GST-PAK pull down
assay. Activity of NAD(P)H-Oxidase was measured by Lucigenin
chemiluminescenten assay. The measurement of cardiomyocyte short-axis diameter
was performed using sections immunostained for a-sarcomeric actin. Results are
presented as mean * standard error of the mean. Statistical significance was
estimated by ANOVA-Test. Values of p<0.05 were considered significant.

Results: Pressure overload for 7 and 21 days increased left ventricular systolic
pressure in both experimental groups and caused concentric left ventricular
hypertrophy which was significant reduced by treatment with statin. Aortic ligation for
7 days significantly increased lung and liver wet weight, compared with the SHAM-
group. Cardiac hypertrophy was accompanied by tremendous increase of both
Racl- and NAD(P)H-Oxidase-activity which was substantially diminished by

treatment with statin.

Conclusion: The data show that aside from its cholesterol-lowering action statin
reduces myocardial hypertrophy in mouse model of aortic ligation. This effect can be
explained by the inhibition of pro-hypertrophic signal transduction pathways through
inactivation of Racl and by diminishing oxidative stress through decrease of
NAD(P)H-Oxidase-activity.



2. Einleitung

2.1. Myokardhypertrophie

Wenn das Herz einer chronischen Nachlasterhéhung z.B. der Hypertonie oder
Aortenstenose ausgesetzt ist, wird die Aufrechterhaltung der Herzfunktion durch
Kompensationsmechanismen wie den Frank-Starling-Mechanismus, durch
neurohumorale Mechanismen und durch Myokardhypertrophie gewahrleistet. Der
Frank-Starling-Mechanismus basiert auf einer Erhéhung des Schlagvolumens bei
einer vermehrten Volumenbelastung, wobei die Dehnung des Herzmuskels eine
effektive Uberlappung der Myofibrillen mit verbesserter Kontraktilitat bewirkt. Die
Wirksamkeit dieses Mechanismus ist nur auf ein gewisses linksventrikulares
Volumen begrenzt, bei einer Uberschreitung dieses Volumens kommt es zur
Entwicklung einer Herzinsuffizienz mit einer konsequenter Verminderung des

Schlagvolumens.

Unter den neuroendokrinen Mechanismen versteht man die Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und des sympathischen Systems sowie die
vermehrte Ausschittung von ADH (Antidiuretisches Hormon), was zur Steigerung
der myokardialen Kontraktilitat fuhrt, welche initial der Aufrechterhaltung der
Herzfunktion dient. Jedoch kommt es im weiteren Verlauf zur Erh6hung von Vor- und
Nachlast mit einer Dekompensation, was letztendlich zu einem Versagen der
Pumpfunktion des Herzens flhren kann. Die Myokardhypertrophie spielt eine
zentrale Rolle bei der Kompensation der chronischen hamodynamischen Belastung.
Bei chronischer Druckbelastung wird aus diesem Kompensationsmechanismus ein
unabhéngiger  Risikofaktor  fir die  Entwicklung der  Herzinsuffizienz.
Myokardhypertrophie ist ein bedeutender Indikator fur kardiovaskuléare Erkrankungen
und plotzlichen Herztod (54,9). Man unterscheidet zwei Formen der
Herzhypertrophie, die exzentrische und die konzentrische: Die exzentrische
Hypertrophie entsteht durch eine Volumenbelastung, die mit einem erhdhten
Schlagvolumen und gleichzeitig einem grof3eren endsystolischen Volumen des
linken Ventrikels einhergeht und fiihrt primar zu einer verstarkten Replikation und

Dilatation, dadurch zur Verlangerung der Sarkomeren und letztendlich zur



Muskelhypertrophie des Ventrikels. Die konzentrische Hypertrophie entsteht durch
die Erhéhung des intraventrikularen Drucks, das endsystolische Ventrikelvolumen
bleibt nahezu gleich. Es kommt zu einer Zunahme der Wanddicke und der
Herzmuskelmasse durch Erh6éhung der Myozytenbreite sowie der Anzahl an

Sarkomeren.

Die molekulare Pathogenese der Herzhypertrophie ist erst teilweise bekannt. Beide
Formen der Hypertrophie sind mit einer Verdnderung der Genexpression assoziiert.
Dabei kommt es zur verstarkten Expression von Protoonkogenen, z. B. solchen wie
c-jun, c-fos (108,85) und eagl, und zur erneuten Expression der Gene, welche in der
fetalen Entwicklung aktiv waren und z. B. den Atrialen Natriuretischen Faktor und 13-
Myosinschwerketten(53) kodieren. Diese Verdnderungen betrachtet man als Hinweis
fur eine Hypertrophieentwicklung. Der Ausldsemechanismus dieser Verdnderungen
bleibt bis heute unbekannt. Die molekularen Mechanismen, welche fiir den
Ubergang der kompensierten Myokardhypertrophie in die Herzinsuffizienz
verantwortlich sind, sind ebenfalls nicht vollstandig geklart.

Inzwischen ist bekannt, dass die Hypertrophie Uber Agonisten an heterotrimeren G-
Protein-Rezeptoren wie z. B. Endothelin 1 (87), platelet-derived growth factor und
epidermal growth factor (23) sowie Uber Agonisten am gpl30-Zytokin-Rezeptor
(104) wie Cardiotrophin-1 und leukamieinhibitorischer Faktor (LIF) (85) vermittelt
wird. Es lasst sich anhand der aktuellen Publikationen vermuten, dass in der
Auslésung der Signalkaskade kleine GTP-bindende Signaltransportproteine der
Rho-Familie eine wichtige Rolle fir die molekulare Genese der Herzhypertrophie
spielen. Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Klarung der Rolle eines dieser

Proteine, der Racl-GTPase.

2.2. Kleine GTP-bindende Proteine

Das kleine G-bindende Protein Racl gehort zu der Rho-Familie, die wiederum ein
Teil der Ras-Superfamilie ist. Aufgabe dieser Proteine ist vor allem die Zellregulation
bezuglich Zytokinese, Phagozytose, Pinozytose, Morphogenese, Axon-Fihrung,

Zellpolaritat und Zellwanderung (17).Das Racl-Protein, wie die Proteine der Ras-
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Superfamilie, hat eine Molekularmasse von 21 kDa und wird kodiert von einem Ras
Gen, wobei man H-, N- und K-Ras-Gene unterscheidet. Es funktioniert wie ein
molekularer Schalter, d. h. es andert seine Konformation zwischen der aktiven GTP-
gebundenen Form und der inaktiven GDP-gebundenen Form. Seine Aktivierung
erfolgt Gber guanine nucleotide exchange Faktoren (GEF), von denen mehr als 30
Rho-spezifische GEF’s bekannt sind. Die inaktivierenden Proteine nennt man GAP
(GTPase-aktivierende Proteine), mehr als 20 sind Rho-spezifische GAPs. Die
Inaktivierung erfolgt mittels Hydrolyse (75). Das Racl-Protein entfaltet seine
Funktion mittels einer Membranverankerung, die durch eine posttranslationale
Modifikation eines lipophilen, hypervariablen C-terminalen Proteinanteils ausgeltst
wird. Am C-Terminus dient die CAAX-Box als Erkennungssequenz fur die
Farnesyltransferase. Nach Anhangen des Farnesylrestes an das Cystein werden die
drei C-Terminal liegenden Aminosauren abgespalten (33). Zur Membranverankerung
finden noch andere Modifizierungen statt, bei einigen Ras-Isoformen beispielsweise

zusatzliche Palmitylierungen an C-terminalen Cysteinen.

Zu einer der pharmakologischen Mdglichkeiten zur Beeinflussung der Rho-GTPase
Racl zahlen die HMG-CoA Reduktasehemmer, die auch Statine genannt werden.
Statine kobnnen durch Inhibition der Synthese der Isoprenylderivaten die durch Ras-
Proteine vermittelten Prozesse reduzieren. In Zellkulturexperimenten fihrt eine
Hemmung von Racl durch Statine zu einer Herabregulation des kardialen
hypertrophen Phanotyps (91). Daruber hinaus gibt es indirekte Hinweise aus
klinischen Studien flir eine ginstige antihypertrophe Wirkung dieser
Medikamentengruppe. Es war daher erforderlich, die Ergebnisse aus den
Zellkulturexperimenten an Tiermodellen fir eine Herzhypertrophie zu Uberprifen.
Diese Arbeit beschreibt ein Tiermodell fir Myokardhypertrophie und die Auswirkung
der Statinen-Behandlung auf dieses Modell. Dabei soll die Wirkung der HMG-CoA-
Reduktasehemmer auf die kardiale Physiologie und molekularen Veranderungen im

Myokard detailliert charakterisiert werden.
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2.3. Statine

Statine sind ursprunglich Naturprodukte. Einer der ersten entdeckten Statine war
Mevastatin, der im Jahr 1973 beim Screening von tausenden Pilzextrakten aus
Penicillinum citrinum von der japanischen Pharmafirma Akiro Endo identifiziert
wurde. Lovastatin (Mevacor®) wurde 1987 als erstes Statin von Merck & Co auf den
Markt gebracht, dieser wurde aus Aspergillus terreus isoliert (27). Mevastatin,
Lovastatin und Simvastatin liegen als Lactone vor. Sie sind Prodrugs und werden in
vivo zum aktiven Inhibitor hydrolysiert. Cerivastatin, Atorvastatin und Rosuvastatin
werden vollsynthetisch hergestellt, haben einen offenen Ring und liegen als

Carboxylate vor (Abb. 1). Der Hexahydronaphthalenring wurde durch verschiedene

Heterozyklen ersetzt (27).

OH OH O

OH

F

Abb. 1: Chemische Strukturformel des Atorvastatins.

Statine fuhren Uber eine kompetitive Hemmung der 3-Hydroxy-3-Methylglytaryl-
CoenzymA-Reduktase  zur  Reduktion der  Cholesterinbiosynthese  und
kompensatorischen Zunahme der hepatischen Low-density-Lipoprotein (LDL)-
Rezeptoren, was eine deutliche Abnahme des Plasma-LDL zur Folge hat. Diese
gunstige Regulation der Cholesterinbiosynthese ist ein wichtiger Hebel in der
Entstehung der kardiovaskularen Erkrankungen und der Herzinsuffizienz, und kann
zu deren priméren und sekundaren Pravention genutzt werden (101, 90, 17). Im
Rahmen der Senkung des Plasma-LDLs fuhrt die Behandlung mit Statinen zur
Stabilisation der atheromatosen Plaques, verlangsamt das Fortschreiten der

Atherosklerose sowie verbessert die endotheliale Funktion (5). Aber nicht nur
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Patienten mit hohen, sondern auch mit normalen LDL-Cholesterinspiegeln kénnen
von der Therapie mit Statinen profitieren und haben ein niedrigeres Risiko bei der
Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung (46, 18, 56). Diese Tatsache fuhrte zur
Annahme, dass der Profit von Statinen nicht nur auf Lipidsenkung basieren kénnte.
Tatsachlich sind die Statine inzwischen auch durch die sogenannten
cholesterinunabhéngigen  Wirkungen  bekannt  geworden. Viele  dieser
nichtlipidsenkenden Effekte von Statinen werden durch die Hemmung der
Zwischenprodukte der Cholesterinsynthese erklart. Zu diesen Zwischenprodukten
gehoren auch beide Isoprenylderivate Farnesypyrophosphat und
Geranygeranypyrophosphat, die als Lipidanker far intrazellulare
Signaltransduktionsmolekiile wie die GTPasen Rho, Ras, Rac dienen (98, 38). Die
Reduktion der Synthese von Isoprenylderivaten fiihrt zu einer Beeintrachtigung der
intrazellularen  Transportprozesse  und  subzellularen Lokalisation  der

membranassoziierten Proteine (43) (s. Abb. 2).

Zu den nichtlipidsenkenden Effekten von Statinen gehért die Stabilisierung der
Endothelfunktion, die Uber eine Zusammensetzung verschiedener Mechanismen
vermittelt wird. Zu einem ist die Erhohung der lokalen Verfiigbarkeit an
Stickstoffmonooxid zu  erwdhnen, die durch eine Hemmung der
Geranylgeranylierung der GTPase Rho und dadurch zu einer Verminderung der
Aktivitat der Rho-Kinase fuhrt. Dadurch wird die Expression der
Sticstoffoxydsynthese und die Stabilitat inrer mRNA erhéht. Zum anderen wird die
Produktion von Sauerstoffradikalen durch die Hemmung der Synthese von
Geranylgeranylpyrophosphat, die die Aktivitdtt von Rac-abhangiger NAD(P)H-
Oxidase reduziert, vermindert. Vasodilatierende Effekte werden verstarkt und

vasokonstriktorische abgeschwacht (28).

Die Hemmung der Cholesterinbiosynthese vermindert die Freisetzung von Zytokinen
und die Aktivierung von Makrophagen und Monozyten, was die Entstehung von
atherosklerotischen Plaques verhindert. Die Konzentration des C-reaktiven Proteins,
die mit dem KHK-Risiko positiv korreliert (76), wird durch Statine vermindert (86, 11).
Als weitere KHK-Risiken gelten hohe Konzentrationen von Fibrinogen und

Homozystein, die durch Statine ebenfalls gesenkt werden. Uber die Blockade der
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Isoprenylierung der GTPasen der Rho und Ras wird der antiproliferative Effekt auf
die glatten Muskelzellen der GefalRe vermittelt. Rho nimmt an der PDGF-induzierten
DNA-Synthese der Gefalimuskelzellen teil und Ras beeinflusst den Zellzyklus Gber
eine  Aktivierung der MAP-Kinase. Schliel3lich  werden durch diese
molekularbiologischen Mechanismen in den arteriosklerotisch geschadigten
Gefallen die Restenosierung und Neovaskularisation gunstig beeinflusst (82). Durch
direkte Hemmung der proteolytischen Matrix-Metalloproteasen verbessern die
Statine die Plaquestabilitat. Unter anderem wird die Thrombozytenaggregation
ebenfalls durch Statine verringert, indem die Thromboxan-A2-Synthese gehemmt
und die Dichte der Oberflachenproteine der Thrombozyten CD62 und CD63 (P-
Selektin  und  GP53) reduziert wird  (50). Die  Expression des
Gewebsplasminogenaktivators wird erhoht, die des Gewebsplasminogenaktivator-

Inhibitors-1 dagegen vermindert.

Acetyl-CoA
1 L

HMG-CoA

Mevalonat |— Isopentenyl-PP

/

Farmesyl-PP

-
Squalen

-~ Geranylgeranyl-PP
} }

eNOS NAD(P)H-ox
Endothelin ANF.MLC-2

A 4

CHOLESTERIN

Abb. 2: Die Hemmung der Isoprenylierung der kleinen G Proteine RhoA und Racl

durch Statine fiuhrt im Tierversuch zur Hochregulation der endothelialen NO-
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Synthetasen (eNOS) sowie zu einer Hemmung der Endothelin-Expression, der
NAD(P)H-Oxidase vermittelten Sauerstoffradikalfreisetzung und zur Hemmung der

Markergene fur eine Hypertrophie der Kardiomyozyten, ANF und MLC-2.

2.4. Oxidativer Stress und NAD(P)H-Oxidase

Reaktive Sauerstoffradikale (ROS) beeinflussen viele physiologische Prozesse,
unter anderem spielen sie eine wichtige Rolle bei der Herzinsuffizienz und
Hypertrophie. Diese beiden Erkrankungen sind durch den ,oxidativen Stress”, der
bei der verstarkten Freisetzung der Sauerstoffradikalen entsteht, charakterisiert.
NAD(P)H-Oxidasen sind Enzyme mit mehreren Untereinheiten, die die Produktion
von freien Sauerstoffradikalen katalysieren. Bei dieser Reaktion wird NAD(P)H zu
NAD(P)+ oxydiert und die dabei entstandenen freien Elektronen auf die andere Seite
der Zellmembran transportiert, um dort auf der AuRenseite der Zelle freie

Sauerstoffradikale zu bilden.

NAD(P)H-
Oxidase

Komplex

02

v

.0,

e_

Abb. 3: Enzymatische Wirkung der NAD(P)H-Oxidase bei der Entstehung von freien
Sauerstoffradikalen[-O ]. NAD(P)H-Oxidase besteht aus mehreren Untereinteiten:
gp91phox (oder deren Homologen Noxlund Nox4), p22phox, p47phox (oder
NOXO1), p67phox (oder NOXA1), und p40phox.
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Entdeckt wurde die NAD(P)H-Oxidase in den neutrophilen Granulozyten. Zurzeit
sind funf Untereinheiten dieses Enzyms bekannt: p47phox, p67phox, p40phox,
p22phox und die katalytische Untereinheit gp91phox (auch ,Nox2" genannt) (7, 20).
Die Untereinheiten p47phox, p67phox und p40phox befinden sich im inaktivierten
Zustand im Zytosol, wahrend die p22phox und gp91phox in der Zellmembran
lokalisiert sind, wo sie ein heterotrimeres Flavoprotein, Cytochrom b558 bilden (93).
Durch die Stimulation wird p47phox phosphoryliert, was zu der Bildung eines
Komplexes aus zytosolischen Komponenten fihrt, der zu der Zellmembran
transloziert wird. Dort verbindet sich dieser Komplex mit Cytochrom b558 zur aktiven
Oxidase-Form, die Elektronen vom O, zu -O,~ transportiert (94). Diese Aktivierung

erfordert die Teilnahme von Racl und RpalA(13).

Aul3er Phagozyten, in welchen die NAD(P)H-Oxidasen bei der Immunabwehr eine
Rolle spielen, exprimieren auch andere Gewebe diese Enzyme. Es sind einige
homologe Untereinheiten schon entdeckt worden. Inzwischen sind sieben Mitglieder
der sogenannten NOX-Familie der NAD(P)H-Oxidasen bekannt: Nox1, Nox2, Nox3,
Nox4, Nox5, Duoxl und Duox2 (41). Die Produktion findet in verschiedenen
Geweben statt und deren biologische Funktion ist vielfaltig. Nox1 findet man im
Colon sowie in glatten GefaBmuskelzellen und ist fir die Immunantwort und das
Zellwachstum verantwortlich. Park et al zeigten, dass Rac-GEF(guanine nucleotide
exchange factor) B3-PIX ist fir die EGF-induzierte ROS-Produktion in Caco-2(human
epithelial colorectal adenocarcinoma cells) und HEK(human embyonic kidney)293-
Zellen notwendig. R-PIX oder aktivierter Racl bindet an der C-terminalen Domain
von NOX1 im Bereich der proximalen Membran, und das fuhrt zur Blockade EGF-
induzierten ROS-Produktion(73). Nox2 ist die katalytische Untereinheit einer
Oxydase in Phagozyten, wird aber auch in den Geféal3en, Herz, Nieren und
Nervenzellen gebildet. Die Studien mit HEK293-Zellen zeigen, dass auch die Nox2
fur die Entfaltung ihrer Wirkung zusatzlich den aktivierten Racl benétigt, was bei der
Nox1l in Anwesenheit von NOXO1(Nox-oragnizer 1) und NOXA 1 (Nox-aktivator 1)
Proteinen nicht unbedingt notwendig ist (21, 92).

Die Nox3 befindet sich im fetalen und erwachsenen Innenohr und spielt in der

Vestibularfunktion eine Rolle. Die Nox3 Aktivitat ist weitgehend unabhéngig von Rac-
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Proteinen. Es gibt jedoch doch Hinweise darauf, dass die Expression von N17Racl
einen kleinen Effekt auf die Nox3-Aktivitdt in CHO( Chinese hamster ovary) Zellen
hat(96).Nox4 heil3t auch ,Renox” (renale Oxidase), weil sie haufiger in den Nieren,
aber auch in den Gefal3zellen, Osteoklasten und in den Mitochondrien der
Kardiomyozyten vorkommt. In den letzten Publikationen gibt es Hinweise darauf,
dass die Nox4 eine wichtige Quelle fir den oxidativen Stress in den Mitochondrien
und auch fur die Entstehung der kardialen Dysfunktion verantwortlich ist (55). Die
meisten Studien zeigen aber, dass die Nox4 im Gegensatz von Nox1, Nox2 und
Nox3 fur ihre Aktivitat p22phox benétigt, und unabhangig von p47phox/p67phox oder
NOXO1/NOXAL Proteinen und auch Racl ist (2, 66). Aber in Mesangiumzellen fihrt
die Nox4 zur Verminderung der intrazellularen ROS vermittelte Produktion der
Arachidonsaure (39), was zur Zunahme der Angiotensin Il Stimulation und als Folge
auch Racl-Aktivitat fuhrt. So wurde die Angiotensin Il und L61Racl induzierte
Aktivierung von Akt wurde durch die Reduktion von Nox4 Expression blokiert. Diese
Studie beweist, dass die Nox4 Aktivierung in Mesangiumzellen eine Racl
abhangige Signalkaskade ist (39). Nox5 ist Ca?*-abhangig und befindet sich in den
Gonaden und in lymphoidem Gewebe, aber auch in Gefal3zellen. Duox1 und 2 fand
man in der Schilddrise, dort spielen sie bei der Synthese der Schilddriisenhormone
eine Rolle (93). Wahrscheinlich gibt es noch mehr Mitglieder dieser Familie, die in
der nachsten Zeit entdeckt werden. Zurzeit ist die Rolle der Rac-Proteinen in Nox5

Aktivierung noch nicht untersucht.

2.5. Fragestellung dieser Arbeit

In Experimenten an den Zellkulturen flhrte die Hemmung von Rac 1 durch Statine
zur Verminderung der Hypertrophie. Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, die
Ergebnisse aus den Zellkulturexperimenten an den Tiermodellen fur eine
Herzhypertrophie zu Uberpriufen. Daher wird in dieser Arbeit die antihypertrophe
Wirkung der Statinen als HMG-CoA-Reduktase-Hemmer an  einem
Mauseherzmodell gepruft. Weiterhin wird der molekularbiologische Mechanismus
der Hypertrophie und die Rolle des Racl sowie die Produktion von NAD(P)H-

Oxidase als ein Marker fir den oxidativen Stress charakterisiert.
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3. Material und Methoden
3.1. Aortic Banding
3.1.1. Versuchstiere

Fir diese Arbeit wurden weibliche, 6 bis 10 Wochen alte Mause der Art C57/black 6
verwendet. Eine kurze postoperative Erholungszeiten waren die wichtigen
Argumente bei der Wahl dieser Tierart fur unser Modell. Aufgrund des geringen
Korpergewichts der Mause lielRen auch wirksame Substanzspiegel mit geringeren
Wirkstoffmengen erzielen. Das durchschnittliche Ausgangsgewicht der Tiere betrug
etwa 18 bis 22 g. Sie erhielten normales Laborfutter und Wasser ad libitum und
wurden bei einem zwolfstindigen Hell-Dunkel-Zyklus und einer Raumtemperatur von
22° C gehalten. Die Applikation der Medikamente erfolgte oral mit Hilfe einer
pharyngealen Sonde. Die Applikation begann am dritten praoperativen Tag und
dauerte insgesamt je nach Versuch 24 oder 10 Tage.

Wir untersuchten den Wirkstoff — Atorvastatin (Sortis®), das in den Dosierungen 0,2
mg/kg und 2 mg/kg den Tieren verabreicht wurde.

Je nach Operationsart wurden die M&use in eine von drei Gruppen eingeteilt:

TAC , SHAM und TAC + Atorvastatin.

Tabelle 1 zeigt die Anzahl der Tiere in den drei Gruppen, die in jeweilige

Versuchsreihen eingegangen sind.

SHAM TAC TAC+Atorvastatin
nach 7 Tagen n=5 n=5 n=7
nach 21 Tagen n=15 n=18 n=21

Tab. 1: Die Anzahl der Tiere in den Gruppen nach 7/21 Tagen. SHAM=sham-
operated mice; TAC=transverse aortic constriction; TAC+Atorvastatin=Behandlung

mit Atorvastatin nach transverse aortic constriction.
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3.1.2. Operationsinstrumentarium

Im Versuch kamen folgende Gerate zum Einsatz:
* OP- Mikroskop ,Nikon SMZ800”

11051 Pinzetten (FST)

 FD281R Knupfpinzetten (Aeskulap)

» Préaparationsschere 14088-10 (FST)

* Nadelhalter BM 350R (Aeskulap)

* Nahnadeln SUPRAMA (Payr556-3)

* Faden Firma SUPRAMA(Seide usp 6/0) (Hautnaht, Thorax)

« Faden Firma ETHICON® (Prolene)

» Herzkatheterfihrungsdraht (Guide Wire F 014 (= 0,36 mm)), BIOTRONIK , 15
mm

* FUhrungshilfe (24G Kanile)

« Desinfektionslésung (Softasept®N)

* Intubationstubus:

0 20mm Kunstspitze einer 22 G Kantule verbunden mit einem 20 mm
langen Metallstick einer 18 G Nadel + Adapterstick zum
Beatmungsgerat

* Beatmungsgerat:
o0 MiniVent TYPE 845 (Hugo Sachs Elektronik)

*  Warmematte
3.1.3. Anésthesie
Narkotisiert wurden die Tiere mittels Ketavet® 100mg/ml (Wirkstoff:
Ketaminhydrochlorid) und Rompun® 2% (Bayer, Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid).
Ketavet-Losung: Ketavet® 100mg/ml + 0,9 % NaCl [1:10].

Rompun-Lésung: Rompun® 2% + 0,9 % NaCl [1: 10].

Pro 20 g schweres Tier applizierten wir 0,3 ml fertiger Ketavet®-Rompun®-Mischung
(2:1) intraperitoneal. Diese Menge versetzte die Mause in eine Tiefnarkose fur ca.45
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Minuten, die fiur die Operationsdauer in der Regel ausreichte. Um Narkose zu
verlangern wurden 0,05 ml einer Ketavet-Rompun-Mischung intraperitoneal
nachappliziert. Nach der Extubation erhielten die Mause Atropin 0,04 mg/kg
(Atropin® (Braun, Wirkstoff: Atropinsulfat) + 0,9 % NaCl [1:50]). Ergénzt wurde die
Narkose mit einer Rimadyl®-Lésung: (Wirkstoff:Carprofen) Rimadyl® + 0,9 % NaCl
[1:15], die haufig in der Veterindrmedizin eingesetztes nichtsteroidales
Antiphlogistikum, die analgetische, antiphlogistische und antipyretische
Eigenschaften aufweist.

Bei jeder Operation wurde eine Checkliste gefthrt.

3.1.4. Einleitung

i.p. Narkose (s.0.)

Wiegen des Tieres (Waage (KERN))

Rasieren des Operationsfeldes (Einwegsrasierer)
Auftragen der Augensalbe(Bepanthen®)

3.1.5.Endotracheale Intubation

Die Maus wurde in einer langsgestreckten Position mittels einer Fadenschlinge um
die Schneidezéhne fixiert (Abb. 4). Mit einer atraumatischen Pinzette wurde die
Zunge seitlich aus der Mundhdhle herausluxiert, mit einer anderen atraumatischen
Pinzette wurde die Mundhdhle soweit gespreizt, bis man einen direkten Einblick auf
die Stimmritze hatte, um die Maus unter Sichtkotrolle endotracheal zu intubieren.
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Abb. 4: Eine narkotisierte Maus, bereit zum Intubieren.

3.1.6. Aortenligatur

Vor Beginn der Operation befand sich jedes Tier in einer Tiefnarkose, die
Schutzreflexe waren nicht auslésbar, Spontanatmung fehlte.Die Operation erfolgte
unter halbsterilen Bedingungen. In der Riuckenlage mit nach kranial luxiertem linken
oberen Pfotchen wurde die Maus auf einer Glasplatte fixiert (Abb. 5). Die fur

Thorakotomie vorgesehene Stelle wurde rasiert und desinfiziert.
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Abb. 5: Eine intubierte Maus fixiert auf dem Operationstisch.

Die Inzision erfolge am kaudalem Rand des Brustmuskels (entspricht in etwa beim
Menschen dem M. pectoralis), der wulstig hervortrat. Nach Einkerben unter dem
Brustmuskel gelangte man bis zur Interkostalmuskulatur. Nach Abzéhlen der
Rippen, trennte man die Interkostalmuskeln, in der Regel im Bereich der 2. ICR,
durch. Die oberen und unteren Rippen wurden auseinander gespreizt und mit
Haltefaden fixiert. Diese Exposition erméglichte einen guten Einblick auf das Herz
und die grolen GefalRe. Als Orientierungshilfe diente das linke Herzohr, welches
gewodhnlich bei linksseitiger anterolateralen Thorakotomie sehr gut zu sehen war.
Uber dem Herzohr kranial rechts befand sich der Aortenbogen. Falls der Einblick auf
den Aortenbogen das substernale Fettgewebe behinderte, wurde dieses stumpf
prapariert und entfernt. Nach dem Darstellen der Aorta wurde der erste Abgang, der
dem menschlichen Truncus brachiocephalicus entsprechen wiirde, identifiziert. Das
umgebende Bindegewebe dorsal des Aortenbogens wurde stumpf entfernt, so dass
dieses ohne Hindernis mit einer Ligatur mittels Fuhrungshilfe (24G Nadel)
umgeschlungen werden konnte. Nach dem Umschlingen des Bogens platzierte man
ein L-férmig gebogenes Stick (in unserem Fall ein Fuhrungsdraht von einem

Herzkatheter, D = 360 um) gegebenen Durchmessers (von ventral) auf die Aorta, so
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dass das L-Stlck parallel zum Bogenverlauf zu liegen kam. Anschlielend knlpfte
man mit der Ligatur die Aorta und das L-Stick mit vier entgegengesetzten
chirurgischen Einzelknoten fest zusammen. Wahrend dieser Zeit war die Aorta
zwischen dem ersten Abgang des Aortenbogens (entsprechend dem menschlichen
Truncus brachiocephalicus) und dem zweiten (entsprechend der linken Arteria
carotis communis) maximal komprimiert, so dass der Blutfluss an dieser Stelle
unterbunden war. Fur diesen kurzen Moment erfolgte der Blutstrom Uber eine
Umgehung, d.h. Gber den ersten Abgang (Truncus brachiozephalicus) zum Cranium
und dort Gber die intracraniellen Anastomosen, und vom Kopf nach kaudal tGber den
zweiten Abgang (linke A. carotis communis und A. vertebralis) zurick in den
Aortenbogen und anschlieBend in die Aorta descendens zu den peripheren
Organen. Somit war die Durchblutung des Gehirns und auch die der peripheren
Organe auch fur die kurze Zeit des Knotens gewahrleistet. Danach wurde das L-
Stuck seitlich aus der Ligaturschlinge entfernt, wodurch der Blutfluss im Aortenbogen
wiederhergestellt war. Der Grad der Stenosierung entsprach dabei in etwa dem
Durchmesser des L-Sticks, also in unserem Fall etwa 360 pm.AnschlielRend
erfolgten der Verschluss des Thorax und die Vernahung der jeweiligen Schichten.
Vor dem Extubieren wurde die Lunge kurzzeitig Uberblaht, um die wéhrend der

Operation entstandenen atelektaschen Bezirke wieder zum Ventilieren zu bringen.

3.1.7. Extubation

Vier Minuten vor der geplanten Extubation wurde 0,08 ml Atropin intraperitoneal
appliziert. Die Injektion des Atropins als Parasympatholytikum beschleunigte das
Einsetzen der Spontanatmung, was wahrscheinlich durch die Bronchodilatation, aber
maoglicherweise auch durch die positive chronotrope und dromotrope Wirkung am
Herzen zu erklaren ware, und verbesserte die Uberlebensrate der Tiere in den
ersten postoperativen Minuten. Vor dem Extubieren prifte man den Wachheitsgrad
der Tiere mittels Schutzreflexe, sobald das Tier die Schutzreflexe zeigte entfernte
man den Beatmungstubus. Die Spontanatmung setzte in der Regel innerhalb der
ersten zwanzig Sekunden ein. Als Analgetikum und Antiphlogistikum zur Erganzung
der Narkose wurde die Rimadyl-Losung (0,1 ml) subkutan verabreicht. Jedes Tier

wurde durch eine Warmematte vor dem Abkihlen geschitzt.
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Abbruchkriterien fir die Versuche waren: eitrige Infektionen, Kachexie (massiver
Gewichtsverlust von mehr als 20 %) sowie struppiges Fell bei den Tieren. Solche
Tiere wurden mittels einer CO»-Narkose eingeschléfert.

3.2. Blutdruckmessung

Die hdmodynamischen Veranderungen nach Ablauf von 21 oder 7 Tagen nach

Aortenligatur wurden mit einem Mikro-Tip Druck-Katheter erfasst.

Die Tiere wurden wie fur die oben beschriebene Operation vorbereitet:
* Narkotisiert
 (Gewogen
* Intubiert

» Fixiert auf der Glassplatte in Ruckenlage

Als Zugang zu der Spitze des linken Ventrikels wurde meistens 6-7 ICR links lateral
gewahlt. Mit der Nadel, die sich an der Spitze des Katheters befand, wurde die linke
Herzkammer punktiert. Die Messung dauerte 4-6 Minuten. Die richtige Position der
Nadel prufte wurde anhand der arteriellen Druckkurve geprift. Gleichzeitig wurden
systolischer, mittlerer und diastolischer Druck (mmHg), Herzfrequenz (Bpm) sowie
die Druckverédnderung dP/dt + und dP/dt - (mmHg/s) angezeigt und aufgezeichnet.

Anschlieend wahlten wir das reprasentative Intervall fir die Messung und
berechnete mit einem Programm fur den TIPP-Katheter die mittleren Druck- und

Herzfrequenzwerte.

Nach der Blutdruckmessung wurden die Mause durch einen Genickbruch getotet.
Die Organe (Lungen, Leber und Herzen) wurden entnommen, makroskopisch
beurteilt und gewogen. Die Herzen wurden zur weiteren Verarbeitung in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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3.3. Zubereitung des Ausgusspraparates

Um ein Ausgusspraparat anzufertigen, wurden ben6étig:
* Plexiglasklebstoff - Acrifix 150 (Firma R6hm),
o 20% Verdunner Typ 32 (Firma R6hm)
* 49%tiger Katalysator
» Farbstoff

Ca. 200 ul des Gemisches wurden in die Bauchaorta eines toten Tieres injiziert und
Uber 24 h harten lassen. Anschlie3end wurde das Préaparat in 1 M KOH Ldsung fur
Woche eingelegt, bis sich die organischen Weichteile aufgeltst haben. Der gefarbte
Plexiglasklebstoff, der Prolene-Faden sowie Knochen waren KOH-resistent.
Anschliel3end zeigte das fertige Praparat die Gefallen und Herzhéhlen des Tieres,
die mit gefarbtem Plexiglasklebstoff ausgeftillt waren(Abb. 6).
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Abb. 6: Ausgusspraparat des Aortenbogens eines gebandeten Tieres. Zentral
Knoten aus Prolene-Faden zwischen den ersten und zweiten Abgang des
Aortenbogens, unten ein Stiick vom Herzkatheterfihrungsdraht (360 pm).

3.4. Proteinexpression und Western Blot

Der Western Blot stellt eine molekularbiologische Methode dar, mit der eine
guantitative Protein-Bestimmung moglich ist. Dazu wird aus Zellen das
Gesamtprotein gewonnen und gelelektrophoretisch aufgetrennt, um Proteine
unterschiedlicher Gré3e zu separieren. Das Gesamtprotein wird vom Gel auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen (Blot) und mit einem spezifischen Antikérper
(gegen das gesuchte Protein) inkubiert. Nach Abwaschen der ungebundenen
Antikorperfragmente wird mit einem zweiten Antikorper, welcher Peroxidase
konjugiert ist, inkubiert. Nach erneutem Abwaschen wird ein Fluoreszenzfarbstoff
hinzugegeben, welcher durch die Peroxidase katalysiert wird und zu fluoreszieren
beginnt. Die Fluoreszenz wird mit Hilfe eines Réntgenfilmes sichtbar gemacht und

das Signal durch Densitometrie quantifiziert.
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3.4.1. Proteinisolation

Um die Proteinexpression bestimmen zu kénnen, wurden die Zellen mit Hilfe eines
Lysepuffers (0,1 M Tris, pH 6,8, 4% SDS, 20% Glycerol, Leupeptin 1pg/ml, Aprotinin
1pg/ml) von den Kulturschalen abgeschabt. Das gewonnene Gesamtlysat wurde 4

Minuten bei 95°C erhitzt, um eine Denaturierung de r Proteine zu gewabhrleisten.

3.4.2. Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung des Gesamtlysates aus glatten Gefalimuskelzellen erfolgte
nach der Methode von LOWRY et al., (1951), eine der Biuret-Methode verwandten,
koloritmetrischen Methode. Im ersten Schritt wird ein Kupfer-Protein-Komplex in
alkalischer Losung gebildet (Biorad®, D¢ Protein Assay Reagent A). Dieser Komplex
reduziert dann ein zugegebenes Phosphomolybdat-Phosphowolfram-Reagens
(Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagens; Biorad®, D. Protein Assay Reagent B), wobei
sich die Losung in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration intensiv blau farbt. Die
Absorption der Losung wurde bei 540 nm photometrisch gemessen. Als Standard

diente Rinderserumalbumin in einem Konzentrationsbereich von 100 - 1000 pg/ml.

3.4.3. Gelelektrophorese

Um die Konzentration des interessierenden Proteins bei verschiedenen
Versuchsbedingungen vergleichen zu koénnen, wurden jeweils 25 pg des
Gesamtlysates auf ein Gel geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu wurde
ein 10% SDS-Polyacrylamidgel verwendet. Die Elektrophorese wurde in
Anwesenheit eines [-Mercaptoethanolpuffers (5 % [R-Mercaotoethanol, 20 %
Glycerol, 20 % 10-%-es SDS, 2,5 % Bromphenol Blau) durchgefihrt.

3.4.4. Protein-Transfer
Die Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgte

mit Hilfe eines Transfer-Puffers (20 % Methanol, 14,5g/l Glycin, 2,9 g/l Trizma®) und
Filtern sowie der Semi-Dry-Transfer-Cell von Biorad®.
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3.4.5. Antikorperinkubation

Um die unterschiedliche Proteinexpression auf den so hergestellten
proteinbeladenen Nylonmembranen untersuchen zu kénnen, wurden sie mit einem
monoklonalen Rabbit-Racl-Antikérper (sc-217, 1:250 Verdinnung; Santa Cruz
Biotechnology INC., Santa Cruz, CA) fir 60 Minuten bei 37° C inkubiert. Die
nichtgebundenen Antikdrperfragmente wurden mit PBS-Tween-Puffer (8 g/L NacCl,
0,2 g/l KCI, 0,24 g/l KH,PO,4, 1,44 g/l Na;HPO,4, 1 ml/l TWEEN) abgewaschen.
Danach wurden die Membranen mit einem peroxidasekonjugiertem Goat-Anti-
Rabbit-Antikorper (1:4000 Verdinnung, 30 Minuten, Raumtemperatur; Sigma
Deutschland) inkubiert. Die ungebundenen Fragmente wurden ebenfalls mit PBS-
Tween abgewaschen. Die an die Proteinbanden gebundenen Fragmente wurden mit
dem ECL-Kit (enhanced chemiluminescence) von Amersham auf Rontgenfilmen

sichtbar gemacht und densitometrisch quantifiziert.

3.5. GST-Fusions-Pull-Down-Assay

GST-Fusionsproteine (in unserem Fall Pak 1B) binden mit ihrer GTPase binding
domain (GBP, fur Pak 1B aa 56-141) mit sehr hoher Affinitdt an ihre jeweilige
GTPase (Rac). Diese Eigenschaft der Downstream-Effektor-Moleklle wird beim
GST-Fusions-Pull-Down-Assay genutzt, um direkt und selektiv den Aktivierungslevel
von Kkleinen G-Proteinen zu bestimmen. Die Fusionsproteine werden in E. coli
exprimiert und anschlielRend isoliert, um dann die jeweilige GTPase auszuféllen.
Dazu wird gereinigtes Zellysat mit den spezifischen GST-Proteinen inkubiert, welche
die geeignete GTPase binding domain enthalten. Da diese zuvor an Glutathion-
Sepharose gebunden wurden, lassen sich nun die GTP-gebundenen Formen der
kleinen G-Proteine problemlos herauszentrifugieren. Danach werden die Proben
gewaschen, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe des Western Blots

analysiert.

3.5.1. Praparation der GST-Fusions-Proteine

Zuerst wurden die E. coli Bakterien (je eine Pipettenspitze) dber Nacht in 50 ml
LBamp-Medium (10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton/Pepton, 5 g/l Hefe + 50 pl Ampillicin) pro
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Bedingung bei 37°C und 130 U/min wachsen gelassen. Am nachsten Morgen wurde
das Medium 1:10 verdinnt und die Bakterien fur eine weitere Stunde wachsen
gelassen. Die GST-Fusions-Protein Produktion wurde durch die Zugabe von 50 ul 1
M IPTG (Endkonzentration: 0,1 mM) fur zwei Stunden in Gang gesetzt. Danach
wurde die Suspension fir 5 Minuten, mit 4500 Umdrehungen bei 4 in einer Herdus
Megafuge R 2.0 zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene
Pellet in 10 ml Bacterial-Lysispuffer (20 % Sucrose, 10 % Glycerol, 50 mM Tris pH
8,0, 0,2 mM Na,S,0s, 2 mM MgCI, 2 mM DTT) resuspendiert. Die Suspension wurde
fur 5 Minuten zur weiteren Lyse ins Ultraschallbad gelegt und anschlie3end 30
Minuten mit 4500 Umdrehungen bei 4° C zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand
wurde fur 30 Minuten mit 1 ml 50 % Glutathion-Sepharose-Slurry (2 ml PBS + 2 ml
Glutathion-Sepharose) bei 4C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (3000 U/min,
4° C, 5 Minuten) wurde der Uberstand verworfen und das entstandene gelartige
Pellet dreimal mit Bacterial-Lysispuffer gewaschen (5 Minuten, 4C, 3000 U/min).
Das Glutathion-Sepharose-Pellet wurde in 500 ul GST-Fish-Puffer (10 5 Glycerol, 50
mM Tris pH 7,4, 100mM NacCl, 1 % NP-40, 2 mM MgCI) resuspendiert.

3.5.2. Pull Down Proteine

Pro Bedingung wurde eine 15 cm Schale mit glatten GefaRmuskelzellen verwendet.
Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und funf Minuten bei 4C mit GST-
Fish-Puffer inkubiert. Danach wurden sie auf Eis abgeschabt und fiir 5 Minuten bei
4°C und 1.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand w urde mit dem oben gewonnenen
Glutathion-Sepharose-GST-Protein-Komplex inkubiert (30 Minuten, 4° C). Nach
erfolgter Zentrifugation (5 Minuten, 4°C, 3000 U/min) wurde das Pellet in GST-Fish-
Puffer dreimal gewaschen (5 Minuten, 4°C, 3000 U/m in) und anschlie3end in 200 pl

Proteinlysispuffer (siehe Proteinisolation) aufgenommen.

3.5.3. Analyse

Die Proben wurden wie im Kapitel Western Blot beschrieben, gelelektrophoretisch

getrennt und mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers analysiert.
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3.6. NAD(P)H-Oxidase activity Assay

Die Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase wurde mit einem Lucigenin verstarkten
chemiluminiscenten Assay in einem Puffer B, welches (in mmol/l) Phosphat 50 (pH
7,0), EGTA 1, Protease Hemmer (Complete®, Roche), Saccharose 150, Lucigenin
0,005 und NAD(P)H 0,1 enthalt, gemessen. Das Gewebe wurde mit Hilfe eines
Teflonhomogenisator in eiskaltem Puffer ohne Lucigenin und Substrat lysiert. Die
Gesamtproteinkonzentration wurde auf 1 mg/ml angepasst. Das Lysat vom
linksventikularen Myokard wurde in An- und Abwesenheit vom Atorvastatin, 1pmol/l,
10 Minuten lang bei 37°C inkubiert. 100ul des zubereiteten Proteins wurde Uber 10
Minuten unter Verwendung von NAD(P)H als Substrat in Scintillationszahler mit

einem Intervall von 1 Minute gemessen.

3.7  Sirius-Red-Farbung

3.7.1. Sirius-Red-L6sung

32 ml destillierten Wasser werden mit gesattigter wassriger Pikrinsaure (12%) bis auf
500 ml vermischt. Dazu werden 0,5 g Sirius Red Farbstoff gegeben, verrihrt und
Uber Nacht stehen gelassen.

3.7.2. Sirius-Red-Farbung

Objekttrager mit Paraffinschnitten wurden fur 20 Minuten bei 70° C aufgewéarmt. Das
verflussigte Paraffin wurde durch Eintauchen in Xylol jeweils 10 Minuten lang dreimal
abgewaschen. Danach wurden die Objekttrager in Ethanol-Lésungen verschiedener
Konzentrationen (100%, 90%, 70%, 30%) jeweils 2-5 Minuten dehydriert und
anschlieBend mit destilliertem Wasser abgespult. Gefarbt wurden die Praparate 1
Stunde lang in 0,1 % Sirius Red Lésung. Rehydrierung erfolgte durch Eintauchen in
Ethanol (90%,100%) und schlieRlich Xylol. AnschlieBend wurden die
Kollagengewebeschichten mit Entellan-L6sung gedeckt und die Deckglaser auf den
Objekttrager befestigt.
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3.8. Immunfarbung fur a-sarkomerisches Aktin

Die Mauseherzen wurden in das Paraffin eingebettet. Nach dem Zuschneiden wurde
das Paraffin entfernt. Zu den Préaparaten wurde Citrat-Puffer zugefuhrt. Dann stellte
man sie in die Mikrowelle bei 560 Watt fir 10 Minuten. Die Blockade erfolgte mit 4 %
BSA und 4xSSC 10 Minuten lang im Wasserbad bei+37T . Die Antikérper wurden
gegen quergestreiften Aktin 1:50 mit der Blockadelosung aufgeldst, anschliel3end
erfolgte die Inkubation der Praparaten mit diesen in einer Feuchtekammer im
Klhlschrank bei + 4° C Uber Nacht. Abwaschen erfolgte mit 4xSSC. Zu den
vorgefertigten Praparaten wurden Anti-Maus-IgM-TRITC-Antikérper 1:30 mit 4xSSC
verdinnt pippetiert. Anschlieend inkubierte man sie in der Feuchtekammer in
einem Wasserbad bei 37°C eine Stunde lang, danach erfolgte erneutes Abwaschen
mit 4SSC. Zum Schluss wurden die Praparate mit DAPI (1:50) in destilliertem
Wasser bei Zimmertemperatur gefarbt. Die Praparate wurden mit dem Fluoreszenz-

Medium eingedeckt.

3.9. Auswertung

3.9.1. Densitometrien und Fotografien

Alle Autoradiogramme wurden mit dem Programm PRISSM ausgewertet. Die
Fotografien dieser Arbeit wurden mit Hilfe des UVP ImageStore 7500-Systems
(Sony) erstellt. Ethidiumbromid-gefarbte Agarosegele wurden Uber UV-,
Autoradiogramme Uber weil3em Durchlicht (UVP White / UV Transluminator) mit der
Videokamera des Systems fotografiert und die Fotos als TIFF-Dateien auf Diskette

gespeichert.
3.9.2. Statistik
Die angegebenen Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes

(SEM) angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mittels des ANOVA-Testes

bestimmt. Statistische Signifikanz wurde fir p < 0,05 angenommen.
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3.10. Verwendete Substanzen

Acrylamid, Bio Rad, Muinchen

Ammoniumacetat, E. Merck, Darmstadt

Ampicillin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Anti-Maus-IgM-TITC-Antikorper, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Aprotinin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Bromphenolblau, E. Merck, Darmstadt

Collagenase (Typ I), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Cytosintriphosphat (CTP), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
5,6-Dicholorobenzimidazol (DRB), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Denhardt’s Solution, E. Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat, E. Merck, Darmstadt

Dithiothreitol (DTT), Ambion, Austin

Dodecylsulfat (SDS), E. Merck, Darmstadt

Dublecco’'s modifiziertes Eagle Medium (ohne Natriumpyruvat, mit 4500 mg/l
Glucose) Gibcco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland

Dublecco’s modifiziertes Eagle Medium (Ohne Phenol und Ostrogen), Gibcco BRL
Life Technologies, Eggenstein, Deutschland

Genestein, Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden

Glukose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Glycerol, Serva, Heidelberg

Glycin, Serva, Heidelberg

Dup753, Dupont

EGTA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Ethanol, E. Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Fetales Kalberserum (FKS), Bohringer, Mannheim
Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagens, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Formaldehyd, E. Merck, Darmstadt

Formamid, Carl Roth GmbH + Ko, Karlsruhe, Deutschland

FURA-2/AM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Goat-Anti Mouse 1gG, Biotin-konjugiert, Dianova
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Guanosintriphosphat (GTP), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Hefeextrakt, Difco, Detroit

Hyperfilm™MP, Amersham Buchler GmbH & Co.KG, Braunschweig
ICI 182780, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Igepal Ca-630, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Isopropanol, E. Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid, E. Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat, E. Merck, Darmstadt

Kalziumchlorid, E. Merck, Darmstadt

LY 294002, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Magnesiumacetat, E. Merck, Darmstadt

M2-Mercaptoethanol, Merck, Darmstadt

Methanol, Riedel-De Haen, Seelze

Mineral6l, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

M-MLV Reverse Transkriptase, Life Technologies, Eggenstein

Monoclonal Anti a-sarkomerisches Actin-IgM-Antikérper, Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Deisenhofen

Monoklonaler Rabbit-Racl-Antikdrper, Santa Cruz Biotechnology INC., Santa Cruz,

CA

Morpholinopropan-Sulfonsaure (MOPS), E. Merck, Darmstadt
N,N,N"N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Bio Rad, Miinchen
Natriumacetate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Natriumchlorid, Carl Roth GmbH + Ko, Karlsruhe, Deutschland
Natriumcitrat, E. Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS), Serva, Heidelberg

NucTrap Columns, Stratagene GmbH, Heidelberg

17B-Ostradiol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Pankreas-Elastase, Serva Feinbiochemica, Heidelberg

PD 98059, Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden
Penicillin/Streptoverdinlosung, Gibco BRL Life Technologies,
Deutschland

Pertussitoxin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Eggenstein,
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Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Piperazin-N"(2-Ethan)-Sulfonsdure  (HEPES), Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Rinderalbumin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Salzsaure, Merck, Darmstadt

SB 203580, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Sodium Acetate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Succrose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Tobramycin, Lilly, GielRen

Tryptone, Difco, Detroit

Tween, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Uridintriphosphat (UTP), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Vectashield Mounting Medium fir Fluoreszenz; Linaris, Germany



4. Ergebnisse

4.1. Druckinduzierte Myokardhypertrophie

Die Aortenligatur erzeugte die Entwicklung einer konzentrischen linksventrikularen
Hypertrophie in Mauseherzen. Es wurden vier Versuchsreihen durchgefihrt,
insgesamt wurden 193 Tieren operiert, 118 Tiere haben die Operation erfolgreich
Uberstanden. Die hohe Sterblichkeit war durch die Etablierung der Methode
begriindet. Gegen Ende des Proektes konnte die Sterblichkeit auf ca. 10% reduziert

werden. Die mittlere Operationsdauer betrug ca. 30 Minuten.

Die Einteilung der Versuchstiere erfolgte in drei Gruppen:

SHAM-Gruppe, TAC-Gruppe (nur Aortenligatur) und die TAC + Atorvastatin-Gruppe
(Aortenligatur plus Atorvastatin). Die Atorvastatin-Gruppe erhielt 2mg/kg/KG und 0,2
mg/kg/KG per os mit Hilfe einer Knupfkanlle verabreicht. Die Atorvastatin-Gabe
wurde 3 Tage praoperativ begonnen und anschlieRend 21 oder 7 Tage postoperativ
weitergefiuihrt. Die Mause der Kontrollgruppen erhielten per os das Lésungsmittel

DMSO, in den gleichen Mengen pro kg/KG wie die TAC + Atorvastatin-Gruppe.

4.1.1. Druckinduzierte Zunahme des Herzgewichts

Makroskopisch erzeugte die Aortenligatur eine deutliche Zunahme der Herzgrole.

Die Abb. 7 zeigt links das Herz einer Maus nach 21 Tagen SHAM-Operation,

welches ein Gewicht von 0,078 g aufweist, rechts nach 21 Tagen TAC (Aortic

banding), welches ein Gewicht von 0,194 g hat.
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SHAM TAC

Abb. 7: Druckinduzierte Myokardhypertrophie, C67/BI6; thorakale Aortenligatur
(TAC), 360 um, 21 Tagen, SHAM vs. TAC.

Schon nach Ablauf von 7 Tagen zeigten die Herzen eine deutliche Hypertrophie mit
den Hochstgewichten in der TAC-Gruppe von 0,118 + 0,0087 g. Der gegentiber wies
die SHAM-Gruppe die kleinsten Herzgewichte mit 0,079 + 0,0037 g. Die
TAC+Atorvastatin-Gruppe hatte mit 0,097 *= 0,0028g ebenfalls niedrigere
Herzgewichte als die TAC-Gruppe (Abb. 8), aber schwerer als die SHAM-Gruppe.
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Abb. 8: Herzgewicht [g] nach 7 Tagen TAC (Aortic banding), C67/BI6. TAC fuhrt zur
signifikanten Zunahme des Herzgewichts. Behandlung mit Atorvastatin vermindert
die Zunahme des Herzgewichts, und zeigt signifikanten Unterschied sowohl zu
SHAM als auch zu TAC-Gruppe. SHAM=sham-operated mice; TAC=transverse
aortic constriction; TAC+Atorvastatin=Behandlung mit Atorvastatin nach transverse
aortic constriction. n(SHAM)=5, n(TAC)=5, n(TAC+Atorvastatin)=7.

Wir fassten die drei Versuche, die 21 Tage dauerten, zusammen, da alle drei
Versuchsreihen unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden: die Tiere waren
6-10 Wochen alt, wurden 3 Tagen praoperativ mit 2 mg/kg/KG Atorvastatin bzw.
Losungsmittel vorbehandelt, wurden in der gleichen Umgebung gehalten und

erhielten dasselbe Futter.

Auch nach 21 Tagen war die durchschnittliche Herzmasse in der TAC-Gruppe mit
0,17 £ 0,01g gegenlber der SHAM-Gruppe mit 0,10 £ 0,003g (p < 0,01) wesentlich
hoher. Die mit Atorvastatin behandelten Mause lagen mit ihrem mittleren
Herzgewichten von 0,14 + 0,01 g zwischen beiden Kontrollgruppen und zeigten
signifikante Unterschiede zu beiden (Abb. 9)
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Abb. 9: Herzgewicht [g] nach 21 Tagen TAC(Aortic banding), C67/BI6. Nach 21
Tagen TAC kommt es zu weiteren Zunahme des Herzgewichts in der TAC-Gruppe.
Behandlung mit Atorvastatin vermindert immer noch die Zunahme des Herzgewichts
signifikant. SHAM=sham-operated mice; TAC=transverse aortic constriction;
TAC+Atorvastatin=Behandlung mit Atorvastatin nach transverse aortic constriction.
n(SHAM)=15, n(TAC)=18, n(TAC+Atorvastatin)=21.

4.1.2. Verhaltnis Herzgewicht zu Kérpergewicht nach Aortenligatur

Als indirektes Zeichen der Hypertrophie nahm der prozentuale Herzanteil am
Korpergewicht schon nach 7 Tagen in der TAC-Gruppe mit 0,69 + 0,06% deutlich zu.
Die niedrigste Zunahme des Herzanteils zeigte die SHAM-Gruppe mit 0,43 + 0,02%.
Die TAC + Atorvastatin-Gruppe lag mit 0,50 + 0,02% wieder zwischen den beiden

Kontrollgruppen. Alle drei Gruppen waren untereinander signifikant(Abb.10).
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Abb. 10: Relation Herzgewicht/Kdrpergewicht [%] nach 7 Tagen TAC, C67/BI6. TAC
fuhrt nach 7 Tagen zur Zunahme des prozentuellen Anteils des Herzens am
Korpergewicht. Atorvastatin vermindert diese Zunahme signifikant. SHAM=sham-
operated mice; TAC=transverse aortic constriction; TAC+Atorvastatin=Behandlung
mit Atorvastatin nach transverse aortic constriction. n(SHAM)=5, n(TAC)=5,
n(TAC+Atorvastatin)=7.

Nach Ablauf der 21 Tage blieb das Verhéaltnis Herzgewicht zu Kdrpergewicht mit
0,70 £ 0,04 % in der TAC-Gruppe am héchsten, gefolgt von der Atorvastatin-Gruppe
mit 0,60 + 0,03%, die eine Zunahme um 0,1% gegenuber dem 7-Tage-Versuch
zeigte. Am niedrigsten war dieses Verhaltnis in der SHAM-Gruppe mit 0,40 *
0,01%, das sowohl nach 7 als auch 21 Tagen konstant blieb (Abb. 11).
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Abb. 11: Relation Herzgewicht/Kérpergewicht [%] nach 21 Tagen TAC, C67/BI6.
Nach 21 Tagen TAC ist der prozentualle Anteil des Herzgewichts an Kérpergewicht
immer noch hoch im Vergleich zur SHAM-Gruppe. Atorvastatin vermindert die
Zunahme des Herzgewicht/Kdrpergewicht signifikant. SHAM=sham-operated mice;
TAC=transverse aortic constriction; TAC+Atorvastatin=Behandlung mit Atorvastatin
nach transverse aortic constriction. n(SHAM)=15, n(TAC)=18,
n(TAC+Atorvastatin)=21.
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4.1.3. Mikroskopischer Nachweis der Myokardhypertrophie

Herzgewicht [g]

Kardiomyozyten | mm 2

Abb. 12: Korrelation zwischen Kardiomyozytenzahl/mm?2 und Herzgewicht [g] , R=-
0,67, p=0,0001.

Die Myokardhypertrophie ist mit Abnahme der Kardiomyozytenzahl pro mm?2
charakterisiert. Die Abbildung 12 zeigt eine negative Korrelation zwischen der
Kardiomyozytenzahl pro mm2 und dem Herzgewicht, d.h. je ausgepragter

Hypertrophie ist desto weniger Kardiomyozyten pro mmz2 gibt es zu sehen.
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Abb. 13: GroRenzunahme der Kardiomyozyten nach 21 Tagen TAC, C57/BI6, a-
sarkomerisches Actin in rot, Zellkerne in blau (DAPI). Die TAC-Gruppe zeigt
niedrigste Kardiomyozytenzahl pro mm2 TAC+Atorvastatin und SHAM-Gruppen
zeigen hohere Kardiomyozytenzahlen pro mm?2 als TAC-Gruppe. SHAM=sham-
operated mice; TAC=transverse aortic constriction; TAC+Atorvastatin=Behandlung

mit Atorvastatin nach transverse aortic constriction.

Nach Immunfarbung des a-sarkomerischen Actins wurde auch mikroskopisch eine
deutliche Grol3enzunahme der Kardiomyozyten in der TAC-Gruppe beobachtet (Abb.
13), deren Kardiomyozytenoberflache mit 308,13 pum? mehr als doppelte der
Kardiomyozytenoberflache in der SHAM-Gruppe (130,27 um2) ausmachte. Die
TAC+Atorvastatin-Gruppe lag mit der durchschnittlichen Kardiomyozytenoberflache
bei 181,87 um? etwas Uuber die SHAM-Gruppe. Die Unterschiede der
Kardiomyozytenoberflachen aller drei Gruppen waren untereinander hochsignifikant.
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Abb.14: Kardiomyozytenoberflache in pm2 nach 21 Tagen TAC, C57/BI6.
Kardiomyozyten in der TAC-Gruppe zeigen die grol3te Oberflache als Ausdruck der
Hypertrophie(308,13 um?), die TAC+Atorvastatin-Gruppe zeigt mit 181,87 umz2 fast
nur halb so groRen Kardiomyozyten wie TAC-Gruppe, und in der SHAM-Gruppe sind
die Kardiomyozyten mit 130,27um2 am kleinsten, wobei zwischen den SHAM und
TAC+Atorvastatin-Gruppe kein signifikanter Unterschied besteht. n(SHAM)=15,
n(TAC)=18, n(TAC+Atorvastatin)=21.

4.1.4. Systolische Druckverhaltnisse im linken Ventrikel invasiv gemessen

Schon nach 7 Tagen des Aortic banding kam es zu einer signifikanten systolischen
linksventrikularen Druckdifferenz vom 40 mmHg zwischen TAC und SHAM-Gruppen,
die jeweils 94 + 15 mmHg und 54 + 4 mmHg ausmachten. Der systolische
linksventrikulare Druckanstieg auf 78 £ 2 mmHg wurde auch bei den mit Atorvastatin
behandelten Tieren beobachtet. Der linkventrikiilare systolische Druck in der
TAC+Atorvastatin-Gruppe zeigte aber keinen signifikanten Unterschied zu der TAC-
Gruppe (Abb.15).
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Abb. 15: Systolischer Blutdruck nach 7 Tagen thorakaler Aortenligatur (TAC),
C67/Bl6. TAC fuhrt zur signifikanten Steigung des linksventrikularen systolischen
Drucks. Die TAC+Atorvastatin-Gruppe zeigt ebenfalls ein Anstieg des
linksventrikularen systolischen Drucks. Die Unterschiede zwischen den beiden TAC-
Gruppen sind nicht signifikant. SHAM=sham-operated mice; TAC=transverse aortic
constriction; TAC+Atorvastatin=Behandlung mit Atorvastatin nach transverse aortic
constriction. n(SHAM)=5, n(TAC)=5, n(TAC+Atorvastatin)=7.
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Abb. 16: Systolischer Blutdruck nach 21 Tagen thorakaler Aortenligatur (TAC),
C67/Bl6. Nach 21 Tagen kommt es zu weiteren linksventrikularen systolischen
Druckanstieg in der TAC-Gruppe. In der TAC+Atorvastatin-Gruppe beobachtet man
ebenfalls weiteren Anstieg des linksvantrikularen systolischen Drucks. Die
Druckunterschiede in den beiden Gruppen bleiben immer noch nicht signifikant.
SHAM=sham-operated mice; TAC=transverse aortic constriction;
TAC+Atorvastatin=Behandlung mit Atorvastatin nach transverse aortic constriction.
n(SHAM)=15, n(TAC)=18, n(TAC+Atorvastatin)=21.

Nach 21 Tagen der Aortenligatur stieg der linksventrikulare systolische Druck in der
TAC-Gruppe weiter an, 142 + 6 mmHg (p<0,01), in der SHAM-Gruppe waren die
Druckwerte deutlich niedriger (99 + 7 mmHg), aber auch diese Gruppe weil3t einen
linksventrikularen systolischen Druckanstieg auf, wenn man die Druckwerte nach 7

Tagen betrachtet. Die Atorvastatin-Gruppe lag nach wie vor mit ihren systolischen
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Druckwerten zwischen den beiden Kontrollgruppen mit 122 + 5 mmHg und zeigte
weiterhin keinen signifikanten Unterschied zur TAC-Gruppe (Abb.16).

Es wurde beobachtet, dass der systolische Druck in allen drei Gruppen
verhaltnism&nRig gleich vom Tag 7 bis 21 angestiegen ist: In der TAC-Gruppe um 48
mmHg, in der SHAM-Gruppe um 45 mmHg, in der TAC-Atorvastatin-Gruppe um 44
mmHg.

Die Verteilung der linksventrikularen diastolischen und mittleren Druckwerte nach 7
und 21 Tagen in allen drei Gruppen SHAM, TAC, TAC + Atorvastatin sind in den
Tabellen 2 und 3 dargestelit.

nach 7 Tagen 18 +3,06 32 6,39 26 +0,85

nach 21 Tagen 29 £3,69 35 £2,02 48 £2,63

Tab. 2: Verteilung der linksventrikularen mittleren Druckwerte [mmHg] nach 7/21
Tagen, SHAM vs. TAC vs. TAC-Atorvastatin

nach 7 Tagen 5,0 £1,63 3,3 0,56 0,5 +0,29

nach 21 Tagen -9,8 +3,96 -7,9 £2,63 1,8 £2,08

Tab. 3. Verteilung der linksventrikularen diastolischen Druckwerte [mmHg] nach 7/21
Tagen, SHAM vs. TAC vs. TAC-Atorvastatin
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4.1.5. Lungen- und Leberfeuchtgewichte nach Aortenligatur

Das Verhdltnis zwischen dem Lungenfeuchtgewicht und dem Korpergewicht, als
Ausdruck der linksventrikularen Dekompensation, war nach 7 Tagen in der TAC-
Gruppe mit 1,58 + 0,37 % am hdchsten. Die SHAM und TAC + Atorvastatin-Gruppen
hatten mit jeweils 0,982 + 0,09 % und 0,903 %= 0,02 % annahrend vergleichbare
Werte, die untereinander nicht signifikant unterschiedlich waren, wohl aber beide

einen signifikanten Unterschied zur TAC-Gruppe aufwiesen (Abb.18).
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Abb. 17: Lungenfeuchtgewicht in Relation zum Kérpergewicht nach 7/21 Tagen
TAC, C67/Bl6. TAC fuhrt zur signifikanten Zunahme der Ratio
Lungenfeuchtgewicht/Korpergewicht nach 7 Tagen, nach 21 Tagen nimmt diese
Relation wieder ab und ist nicht signifikant zu den anderen Gruppen. Atorvastatin
verhindert die Zunahme der Ratio Lungengewicht/Kdrpergewicht nach 7 Tagen und
nach 21 Tagen. SHAM=sham-operated mice; TAC=transverse aortic constriction;

TAC+Atorvastatin=Behandlung mit Atorvastatin nach transverse aortic constriction.
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Nach Ablauf der 21 Tage blieb die Relation zwischen Lungenfeuchtgewicht und
Korpergewicht in der SHAM-Gruppe am niedrigsten 0,60 + 0,02 % (p<0,01). Die
TAC-Gruppe zeigte mit 0,10 + 0,13% als Ausdruck der maximal ausgepragten
Herzinsuffizienz den héchsten Wert. Die Lungen in der TAC + Atorvastatin-Gruppe
waren im Verhaltnis zum Koérpergewicht mit 0,7 £ 0,03% nicht so schwer wie in der
Banding-Gruppe. SHAM und TAC + Atorvastatin zeigten keinen signifikanten
Unterschied untereinander, waren aber beide im Vergleich zu der TAC-Gruppe
signifikant (Abb. 17).
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5,60 - W21 Tage 54

5,40 - 5.1

5.1
5,20 - 4.9

5,00 -
4,8

4,80 -

4,60 A

Leberfeuchtgewicht[g]/KG[g]x100%
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Abb. 18: Leberfeuchtgewicht in Relation zum Korpergewicht nach 7/21 Tagen TAC,
C67/BI6. TAC fuhrt zu nicht signifikanter Zunahme des
Leberfeuchtgewichtes/Kérpergewicht sowohl nach 7 als auch nach 21 Tagen. Nach
der Behandlung mit Atorvastatin kommt es nach 7 Tagen zu nicht signifikanter
Zunahme des Leberfeutgewichtes/Korpergewicht, nach 21 Tagen zu nicht

signifikanter Abnahme. SHAM=sham-operated mice; TAC=transverse aortic
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constriction; TAC+Atorvastatin=Behandlung mit Atorvastatin nach transverse aortic

constriction.

Das Verhéltnis zwischen dem Lebergewicht und dem Kérpergewicht, als Ausdruck
der globalen Herzdekompensation, lag nach 7 Tagen in der SHAM-Gruppe am
niedrigsten mit 4,8 + 0,06%, und in der TAC + Atorvastatin am hochsten mit 5,6 +
0,1%. Die TAC-Gruppe zeigte nach 7 Tagen mittelschwere Leberfeuchtgewichte mit
mit 5,1 + 0,1%. Die Werte aller drei Gruppen waren nicht untereinander signifikant.
Nach 21 Tagen nahm das Leberfeuchtgewicht in der SHAM-Gruppe minimal zu (4,9
*+ 1,4%), in der TAC-Gruppe etwas starker zu (5,4 + 0,1%). Und in der TAC +
Atorvastatin-Gruppe nahm das Verhaltnis Leberfeuchtgewicht/Kérpergewicht ab, und
erreichte den Wert von 5,16 + 0,1%. Die Ergebnisse blieben aber weiterhin in allen

drei Gruppen nicht signifikant.

4.2. Racl-Aktivitat

SHAM TAC+Atorvastatin TAC

Abb. 19: Representatives Western Blot von RhoGDla-Racl-Assoziation im linken
Ventrikel nach 21 Tagen TAC, C57/BI6. TAC fuhrt zur verstarktem Nachweis der
Racl-RhoGDla-Assoziation, als Ausdruck der verstarkten Racl-Aktivitdt. Nach
Atorvastatin-Behandlung ist die Anzahl an Rac1-RhoGDla-Verbindungen vermindert.
SHAM=sham-operated mice; TAC=transverse aortic constriction;
TAC+Atorvastatin=Behandlung mit Atorvastatin nach transverse aortic constriction.
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Abb. 20: Quantifizierung von aktiviertem Racl/Aktin in linkem Ventrikel nach 21
Tagen TAC, C57/BI6. TAC fuhrt zur 5-fachen Steigung der Racl Aktivitat. Statine
vermindern die Zunahme die Racl Aktivitat. SHAM=sham-operated mice;
TAC=transverse aortic constriction; TAC+Atorvastatin=Behandlung mit Atorvastatin

nach transverse aortic constriction.

GST-PAK pull down assay zeigt eine funffache Erhéhung der Racl Aktivitat bei
druckinduzierter linksventrikularer Hypertrophie in der TAC-Gruppe (567 = 146%) im
Vergleich zu SHAM-Tieren (p<0,05). In der Abb. 20 sieht man eine Reduktion der
Racl-Aktivitat durch die Behandlung mit Statinen auf 144 + 51% und in der SHAM-

Gruppe ist die Racl-Aktivitat kaum nachweisbar.
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4.3. NAD(P)H-Oxidase-Aktivitat

Die Aktivitatssteigerung des Racl in der TAC-Gruppe ist mit der vierfachen
Zunahme der Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase assoziiert (412 £ 137% im Vergleich zu
SHAM, p<0,05). Die Statine heben die NAD(P)H-Aktivitat fast komplett auf (163 *
52%, im Vergleich zu SHAM).

p<0,05

p<0,05 p<0,05
600 - 1 1 | |

500 4
400 -
300 A
200 4

100 - I

NADP(H)-Oxidase-Aktivitat[RLU/min/mg]

SHAM TAC TAC+Atorvastatin

Abb. 21: NADP(H)-Oxidase-Aktivitdt nach 21 Tagen TAC, C67/Bl6. SHAM=sham-
operated mice; TAC=transverse aortic constriction; TAC+Atorvastatin=Behandlung

mit Atorvastatin/Rosuvastatin nach transverse aortic constriction.
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5. Diskussion

5.1. Aortenligatur (TAC) fihrt zur Nachlasterhhung

In unserem Tiermodell wurden die Herzen der Tieren mittels Aortenligatur einer
Druckbelastung ausgesetzt, die mit der Zunahme der Nachlast, die mit einer
Aortenklappenstenose oder infolge der chronischen Hypertonie bei Menschen
vergleichbar ware, einhergeht. Die Tiere entwickelten eine linksventrikulare
konzentrische Hypertrophie und wiesen eine signifikante Zunahme der Herzmasse
von 0,118 £ 0,0087g nach 7 Tagen und 0,17 + 0,01g nach 21 Tagen auf, was die
Effektivitat der durchgefuhrten Operation bestatigt. Unsere Ergebnisse sind mit den
Ergebnissen anderer Autoren bei ahnlichen Tiermodellen vergleichbar. Bei Hara M.
wiesen nach dem Banding der Aorta abdominalis mittels 26G Nadel die Mause vom
Wildtyp Tiere ein Herzgewicht von 171,6 + 11,4 mg auf (44). Hill berichtete tGber die
Zunahme der Herzmasse bei 6-8 Wochen alten Mausen vom Typ C67/BI6 nach
Banding der Aorta thorakalis um 63 %, er benutzte ein 27G Nadel, drei Wochen
spater zeigten die Tiere ein Herzgewicht von 190 =+ 10 mg (47). Boulaksil M zeigte
eine Zunahme der Herzmasse auf 168,6 + 0,009g in der TAC-Gruppe nach 16
Wochen (15).

Die Zunahme des Verhdltnisses Herzmasse/Korpermasse in der TAC-Gruppe
versus SHAM als Ausdruck der linksventrikularen Hypertrophie wurde in unserem
Tiermodell ebenfalls sowohl nach 7 Tagen als auch nach 21 Tagen beobachtet.
Ahnliche Ergebnisse waren in der Arbeit von Hara M. mit Zunahme des LV/BW-Ratio
von 4,32 = 0,05 mg/g auf 6,17 + 0,.43 mg/g nach 4 Wochen, welches nach 15
Wochen mit 6,53 £ 0,67 mg/g fast unverandert blieb. Bei der Gruppe von Hill kam es
zu einer Steigerung desselben Verhaltnisses von 4,6 + 0,1 auf 7,8 £ 0,4 mg/g nach 3
Wochen. Parallel zu der linksventrikularen Masse nahm auch der linksventrikuléare
systolische Druck zu, der zu der Entwicklung der konzentrischen Hypertrophie
fuhrte. Nach 7 Tagen erreichte dieser in unserem Tiermodell die Werte von 94 + 15
mmHg in der TAC-Gruppe, nach 21 Tagen lag der systolische Druckwert schon bei
142 + 6 mmHg. Hill zeigte vergleichbare Werte fir den linksventrikularen

systolischen Druck von 135,3 + 10,8mmHg nach 4 Wochen des Bandings der Aorta
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thoracalis, die nach 15 Wochen wieder auf 106,0 = 13,1mmHg sanken, was
wahrscheinlich auf die Effektivitdt endogener Kompensationsmechanismen
zurtckzufihren war. Die Relation vom Lungenfeuchtgewicht zum Korpergewicht als
Ausdruck der akuten Linksherzdekompensation nahm nach 7 Tagen des Aortic
banding deutlich zu, und fiel nach 21 Tagen wieder ab, wahrscheinlich ebenfalls
infolge der Rekompensationsmechanismen einer chronischen Druckbelastung.
Etwas anders verhielt sich die Relation vom Leberfeuchtgewicht zum Koérpergewicht,
die nach 7 Tagen zunahm und im weiteren Verlauf stetig anstieg, was die chronische
Rechtsherzbelastung mit der Entwicklung einer globalen Herzinsuffizienz als Folge

widerspiegeln wirde.

Die Hypertrophie als die adaptive Antwort auf die hdmodynamische Belastung fuhrt
zur Veranderung der Expression der kardialen Gene. Die friheren Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Hypertrophie mit der Uberexpression des G-Proteins
gekoppelten Rezeptors vor allem kleiner G-Proteine einhergeht (29, 30). Es ist
schon mehrfach berichtet worden, dass das kleine G-Protein Racl an der
Signaltransduktion der Myokardhypertrophie beteiligt ist. In unserem Tiermodell
zeigten die Kardiomyozyten nach Aortic banding nicht nur die Entwicklung einer
signifikanten linksventrikularen Hypertrophie, sondern auch eine Uberexpression der
Rac 1-Proteine. Und folglich als Ausdruck fur den oxidativen Stress kam es mit der
zunehmenden Hypertrophie auch zu einer Steigung der Aktivitat der NAD(P)H-
Oxidase.

5.2. Antihypertrophe Effekt der Statinen bei Nachlasterhéhung

Mit der Erhohung der Nachlast entwickelten die Mause, die einer Aortenligatur
ausgesetzt waren, eine konzentrische linksventrikulare Herzhypertrophie. Bei den
Patienten mit den kardiovaskularen Erkrankungen betrachtet man die
Herzhypertrophie als einen negativen Prognosefaktor (53), der nach der
Framingham-Studie mit erhdhter Morbiditat und Tod einhergeht (3, 6). AuRerdem
fuhrt die erhohte linksventrikulare Masse haufiger zum plétzlichen Herztod (3,6).
Anfangs als Kompensationsmechanismus zu betrachten, wirkt die Entwicklung der

Hypertrophie durch die Reduktion der Wandspannung einer Verschlechterung der
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Ventrikelfunktion entgegen und dient somit der Aufrechterhaltung der
hamodynamischen Leistung des Herzen (49, 50). Die Anpassung uber den Frank-
Starling-Mechanismus bei der Erh6hung des Afterloads fuhrt zur Steigerung des
Schlagvolumens durch das vermehrte enddiastolische Volumen, was mit einer
starkeren Vordehnung der Myofibrillen und erhdhter Kontraktilitdt einhergeht. Spater
kann die Kontraktilitat nicht mehr gesteigert werden, das Herzzeitvolumen sinkt,
erhohter Sympathikotonus fuhrt zu steigendem Energie- und Sauerstoffverbrauch,
welches durch die relative Koronarinsuffizienz und die Herzinsuffizienz verstarkt
wird, was wiederum zur weiteren Senkung des Herzzeitvolumens fihrt. Letztendlich
fuhrt die Hypertrophie zu einer Dekompensation mit Verschlechterung der klinischen
Symptomatik mit Dyspnoe und starker Belastungseinschrankung. Ist die
Herzhypertrophie ein ,ginstiger* Kompensationsmechanismus? Oder sollte man, um
die Dekompensation zu vermeiden und zur allgemeinen Prognose-Verbesserung,
die Entwicklung einer Herzhypertrophie bremsen oder gar stoppen? Kann dadurch
die Entwicklung einer Herzinsuffizienz vermieden werden? Man hat herausgefunden,
dass bei den Knockoutméusen, die durch einen Gendefekt keine Herzhypertrophie
entwickeln konnen, es nach der Aortenligatur nicht zur Entwicklung der
Myokardhypertrophie kam, das fuhrte zur Aufrechterhaltung der linksventrikularen
Funktion trotz akuter Steigung der Nachlast, und somit wurde die Entwicklung einer

Herzinsuffizienz verhindert (32, 51).

Wie erwartet, kam es in unserem Experiment nach 21 Tagen nach der Aortenligatur
zur linksventrikularen Hypertrophie, die sich sowohl auf dem organischen (die
Zunahme der Herzmasse und Zunahme des Verhdltnisses der Herzmasse zur
Korpermasse) als auch auf dem zellularen Niveau (die VergroRerung der
Kardiomyozyten und die Abnahme der Zahl der Kardiomyozyten pro mm?) zeigte.
Die in den Ergebnissen dargestellte Korrelation bestatigt den Zusammenhang der

organischen und zellularen Veranderungen.

Die Behandlung mit Statinen hob den Effekt der Aortenligatur auf. Die mit
Atorvastatin-behandelte M&usen zeigten eine geringere Zunahme der Herzmassen,
genauso gering war die Relation von Herz- zu Kdrpergewicht als indirekter Ausdruck

der wenig ausgepragten Hypertrophie nach Statin-Gabe, was mit den Ergebnissen
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anderer Forschungsgruppen korreliert. Der antihypertrophe Effekt der Statinen
wurde schon nach 7 Tagen beobachtet. Die systolischen Blutdruckwerte stiegen
ebenfalls etwas weniger an als in der TAC-Gruppe. Wurde dieser Effekt infolge einer
Senkung des peripheren Widerstands oder sogar durch zu lockerer Ligatur der TAC
+ Atorvastatin-Gruppe hervorgerufen? Es ist auch bekannt, dass die Behandlung mit
Statinen zu einer Steigerung der Produktion von NO-Synthasen fuhrt, was mit
Erhéhung der NO-Produktion und peripheren Vasodilatation einhergeht (49). Die am
Ende des Versuchs durchgefiihrten invasiven Druckmessungen im linken Ventrikel
demonstrieren keine signifikanten Druckunterschiede zwischen der TAC- und TAC +
Atorvastatin-Gruppe. Somit wird die unterschiedliche Starke des Bandings in beiden
Gruppen widerlegt. Der antihypertrophe Effekt der Statinen kann nicht nur auf einer
Senkung der Nachlast infolge einer Vasodilatation basieren. Ein anderer

Mechanismus fiihrt diesen Effekt herbei.

5.3.  Zusammenhang zwischen den antihypertrophen Statinen-Wirkung und Racl-
Aktivitat

Bei der Entstehung der Herzhypertrophie kommt es zu diversen Verdnderungen in
der Zelle. Beide Formen der Hypertrophie fuhren zur erneuten Expression der
unreifen fetalen kardialen Gene, die fur Modifizierung der Zusammensetzung und
Regulation der motorischen Einheit, eine Anderung des Energiestoffwechsels sowie
Kodierung der hormonellen Antwort (ANP, ACE) verantwortlich sind (33,63).
Infolgedessen kommt es zur Veranderung der Zusammensetzung der intrazellularen
lonen (Abnahme der Ca-ATPase im sarkoplasmatischen Retikulum [SERCA-2](34)
und zur Zunahme des Nat/Ca2+-Austausches (36, 37)) und Abnahme der
parasympathischen und sympathischen Rezeptoren ([32-Adrenorezeptoren und M2-
Muscarinrezeptoren) sowie zur Zunahme des Verhdltnisses von Angiotensin Il zu
AT1-Rezeptor (37, 57, 58) und vermehrten Freisetzung von Endothelin-1 (59, 60).
Diese Veranderungen fihren zur vermehrten Expression der langsamen Myosin-
ATPase der 3-Myosinschwerketten im Gegensatz zur schnellen Myosin-ATPase der
a-Myosinschwerketten als adaptiver Mechanismus des myoenergetischen Sparens
(33). Bei den Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie kommt es zu weiteren

genetischen Verédnderungen, die die Freisetzung von kontraktilen Proteinen wie
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Troponin T und I, a-Tropomyosin, myosinbindenden Protein C, Myosinleichtketten 1
und 2, a-Aktin, aber auch Titin und mitochondrialen DNA kodieren (53, 54, 55, 56).
Insgesamt fuhrt all das zur Entstehung der myokardialen Hypertrophie. Mehrere von
diesen Prozessen werden durch die Aktivierung der kleinen G-Proteine ausgelost
(52). In unseren Untersuchungen haben wir die Rolle eines dieser Proteine, namlich
den Racl, erforscht. Racl gehort zu der Ras-Superfamilie, die man in Rho, Rac, und
Cdc42 einteilen kann (34). Ahnlich wie die alpha-Untereinheit der heterotrimeren G-
Proteine, wechseln sie zwischen aktivem GTP-gebundenem und inaktivem GDP-
gebundenem Zustand (38, 40, 41). Rho-GTPasen sind das grof3te Substrat fur die
posttranslationelle Modifikation der Isoprenylation, und die Isoprenylation fur den
Transport der Rho-GTPasen zur Zellmembran und somit deren Aktivierung
verantwortlich (41, 43, 45, 46, 61). Zu den Aktivatoren der Rho-Proteine zahlen
Wachstumsfaktoren, Cytokine, Integrine und G-Proteinen gekoppelte Liganden oder
Hormone, wie Bradykinin oder Lysophophatidsaure (46, 61, 62). Der
Schlusselschritt zur Rac-Aktivierung ist der Anbau von Geranygeraniol, einem
Isoprenoid, dem Zwischenprodukt der Cholesterolbiosynthese (62).

Statine hemmen die Geranylgeraniolsynthese oder als Geranylgeraniolsynthase-
Hemmer den Anbau von Geranylgeraniol an den kleinen G-Proteinen und inhibieren
somit die Membrantranslokation von Rho und dessen Aktivitat (22, 62). Dadurch
werden cholesterinunabhangige Statineffekte ausgeldst, die nicht nur in den
Gefaldzellen, sondern auch in anderen Zellen wie Leukozyten und
Knochenmarkzellen auf unterschiedliche Art und Weise beobachtet wurden (64, 61,
65, 67). Wir vermuteten, dass die Statine durch die Hemmung der
Geranygeraniolsynthese und folglich der Racl-Aktivierung auch einen
antihypertrophen Effekt haben kénnen.

Im von uns durchgefiihrten Pull-Down-Assay zeigten die hypertrophierten
Mauseherzen vermehrte Aktivierung von Racl, was die wichtige regulatorische Rolle
dieses Proteins in der Entstehung der Hypertrophie bestatigt. Nach der Behandlung
mit dem HMG-CoA-Reduktase Hemmer Atorvastatin kam es zur deutlichen
Verminderung der Racl-Aktivitat, die mit einer signifikante Verminderung der
linksventrikularen Hypertrophie korrelierte. Dieser Zusammenhang bestatigt, dass

der antihypertrophe Effekt der Statine unter anderem auf der Hemmung der
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Geranylbiosynthese und Inhibition der Racl-Membrantranslokation, somit der

Verminderung deren Aktivitat wie unsere Pull-Down-Assay zeigte, basiert.

5.4. Statine vermindern die NAD(P)H-Oxidase-Aktivitat

NAD(P)H-Oxidase(NOX) ist ein zellularer membrangebundener multimolekularer
Komplex, der in der Zellmembran und einigen anderen Zellorganellen lokalisiert ist.
Es existieren die ganzen Gruppen der NAD(P)H-Oxidasen, die sich in der Anzahl der
Untereinheiten, der zellularen Spezifitdt, der Regulation und anderen Parametern
unterscheiden. Unter anderem spielen die NAD(P)H-Oxidasen eine wichtige Rolle
bei der Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS), die viele physiologische
Prozesse wie z.B. die Immunabwehr, die Hormonbiosynthese und die zellulare
SignalUbertragung beeinflussen. Verschiedene Erkrankungen gehen mit erhdhten
ROS-Produktion (sog. '"oxidativem Stress") einher, u.a. Kkardiovaskulare
Erkrankungen einschlie3lich der Hypertonie, Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz,
aber auch Diabetes, Atherosklerose, chronische Niereninsuffizienz sowie Insult. Alle
diese Erkrankungen sind durch die tberschiussige Produktion von Oxidantien und
verminderten Bioverfligbarkeit an Stickstoffmonooxid (NO) charakterisiert. Die ROS-
Familie besteht aus vielen Molekilen, die unterschiedliche Auswirkungen auf die
zellulare Funktion zeigen, wie z.B. Regulation von Zellwachstum und
Differenzierung, Regulierung der Produktion und Verteilung der Proteine in der
extrazellularen Matrix, Inaktivierung von NO und Stimulation von vielen Kinasen und
proinflammatorischen Genen (69, 70, 71). Viele dieser pathologischen
Veranderungen beobachtet man bei den kardiovaskularen Erkrankungen und auch
bei der Herzhypertrophie. Die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) kann man in zwei
Hauptgruppen unterteilen: freie Radikale wie z.B. Superoxid [O27], Hydroxid [OH],
Stickstoffoxid [NO] und nichtradikale Sauerstoffderivate wie z.B. H202 und ONOO-
(72, 74). Freie Radikale besitzen ein oder mehrere ungepaarte Elektronen, was
ihnen eine hohe Reaktivitat verleiht und sie instabil macht. Die nichtradikalen
Sauerstoffderivate sind weniger aktiv, stabiler und haben eine langere Halbwertzeit.
ROS werden auch in den Kardiomyozyten und Endothelzellen produziert, dabei
scheinen-O™ und H202 eine besonders wichtige Rolle zu spielen (68). Die NAD(P)H-

Oxidasen katalysieren die-O2-Produktion und dienen als Elektronendonor:
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202+NAD(P)H->2:02- +NAD(P)++H+. Die NAD(P)H-Oxidase kann also als ein
Marker fir den oxidativen Stress dienen, um diesen Prozess zu untersuchen und um
neue Wege zu finden, um den oxidativen Stress zu beeinflussen.

Die Experimente an Mausen und Ratten zeigen, dass eine Blutdruckerhéhung
mittels Infusion von Angiotensin Il zur Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase fuhrte, die
Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten wie Nox1, Nox2, Nox4, p22phox
verstarkte und die Generation an ROS zunimmt (26). Die ROS-Produktion ist die
Aktivierung des AT1-Rezeptors mittels Angiotensin Il mit folgender Aktivierung von
NAD(P)H-Oxidase. Die Statine konnen die Angiotensin Il induzierte ROS-Produktion
auf zwei Wege inhibieren: Zum einem vermindern sie die Expression des AT-1-
Rezeptor-Gen durch die Destabilisation von AT-1-mRNA. Zum anderen vermindern
die Statine die Racl-Aktivierung, was zur Aktivierung von NAD(P)H-Oxidase durch
die Hemmung der Geranylgeranyl-abhangigen Translokation von Racl vom Zytosol
zu der Zellmembran fuhrt (80, 81, 82).

In unseren Experimenten zeigten sich im NAD(P)H-Oxidase Aktivity Assay ebenfalls
eine erhohte Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase bei den hypertrophierten Mauseherzen.
Also war auch in unserem Tiermodell die linksventrikulare Hypertrophie mit
verstarkter Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase assoziiert, was am ehesten durch die
Produktion der reaktiven Sauerstoffradikalen induziert wird. In der Gruppe, die mit
Statinen behandelt wurde, wurden signifikant niedrigere NAD(P)H- und Racl-
Aktivitditen gemessen. Das korrelierte wiederum mit einer wenig ausgepragten
linksventrikularen Hypertrophie. Das unterstreicht, dass die Kaskade der
Signalubertragung Uber die Racl-Aktivierung durch Geranylgeranylation und die
daraus resultierende Steigerung der Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase in den
Kardiomyozyten lauft. Also auch bei der Entwicklung der linksventrikul&ren
Hypertrophie steht die Zunahme der Racl-Aktivitat mit Steigerung ROS-Produktion
in einem direkten Zusammenhang, was fur die nichtphagozytaren Zellen schon

beschrieben wurde.

Die Suche nach den Mediatoren fur die Ausbildung der Myokardhypertrophie hat
schon vor Jahren begonnen. Heutzutage weil3 man, dass die G-proteingekoppelten

Neurohormone wie Angiotensin Il und Endothelinl nicht eine auslésende, sondern
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eher eine Rolle des Verstarkers in der biomechanischen Signaltransduktion der
Hypertrophie spielen. Auch Calcineurin und Calcium calmodulinabhéngige
Phosphatase konnen die Herzhypertrophie in einigen Tiermodellen beeinflussen, in
anderen wiederum nicht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass das kleine G-Protein -
Racl eine wichtige Rolle bei der Hypertrophieentstehung spielt. Jedoch legt bis
heute die Zusammensetzung der experimentellen Beobachtungen an Mensch und
Tier nahe, dass die Entstehung der Herzhypertrophie ein komplexer Mechanismus
mit mehreren Signalwegen ist, und die Ausschaltung eines einzelnen kann

maoglicherweise zur verstarkten Aktivierung alternativer Signalkaskaden fuhren (64).

5.5. Limitationen der Arbeit

Wie in allen Tierversuchen stellt sich natirlich die Frage der Ubertragbarkeit dieses
Modells auf den Menschen. In unserem Tiermodell wurden gesunde Tiere, bevor
man die einer Aortenligatur oder SHAM-OP unterzog, untersucht. Im menschlichen
Kollektiv ist die Hypertrophie und folgende Herzinsuffizienz ein jahrelang
bestehendes Krankheitsbild, welches ein langsam progredienten Verlauf zeigt. Zum
Zeitpunkt des Behandlungsbeginns ist die Hypertrophie des menschlichen Myokards
schon viel ausgepragter als in unserem Tiermodell, in welchem wir die Behandlung
mit Statinen drei Tagen vor der Aortenligatur begannen. Die Tiere weisten somit
schon préaoperativim Serum einen Medikamentenspiegel auf, damit die Statine Ihre
Wirkung zum Zeitpunkt der Hypertrophieentwicklung im Herzen und ganzen
Organismus komplett entfalten kdnnen. Bei den Menschen beginnt die Behandlung
der Hypertrophie erst mit der Diagnosestellung, so dass mdgliche praventive
Wirkung der Statinen ausbleibt und jahrelange Myokardhypertrophie und auch mit ihr
verbundenen molekularbiologischen Verdnderungen im menschlichen Korper
maoglicherweise schon irreversibel sind. Um eine endgultige Aussage zu machen,
wie gut die Statine ihre Wirkung in diesem Fall entfalten kdnnen und der Entwicklung
der Herzhypertrophie entgegen wirken koénnen, bendtigen wir noch die

Untersuchungen und Bestéatigungen durch die menschlichen Studien.
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