Aus der Franz-Volhard-Klinik
der Medizinischen Fakultat der Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Die Regulation der ANP-Freisetzung
bei Herzinsuffizienz

Zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat der Charité — Universitatsmedizin
Berlin

von

Angela Nikola Model

aus Berlin



Dekan: Prof. Dr. med. Martin Paul

Gutachter: 1. Priv.-Doz. Dr. med. R. Willenbrock
2. Prof. Dr. R. Schwinger
3. Priv.-Doz. Dr. med. A. Luchner

Datum der Promotion: 12.09.2005



Inhaltsverzeichnis

ADKUTZUNZEN. ...ttt ettt et ettt e b e et e et e eteeeabeesbeeesbeenseesnseenseaesseenseesnseenseeenseenseesnsaens 4
1. EINLEITUNG ..uucouiiiiiinnninenssisssnssesssisssnssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 6
1.1 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz .............ccoovvieiiiiiiiiiiiieiiieceeeeeee e 6
1.1.1 Kardiales RemMOdEIING .........c.cooeuiiiiiiiiieiieecie ettt e e ee 7
1.1.2 Die ProteinKiNase C......cc.coiiriiiiiiiiniieieiiesieeie ettt sttt s 9
1.1.3 Das kardiale GefaBsyStem........cc.uiiiiiiieiiiiieeiieeciie et 11
1.1.4 NeuroendoKring AKEIVIEIUNG. .......c.ceivieriierieeiieeie ettt et sieeeaeesaeeereeseaeenbeenaee e 11

1.2 Die natriuretischen Peptide .........ccviieiiiiiiiieceece e e 12
L.2.1T REZEPIOTEI.....eeiiueiieeiiie ettt ettt et ettt et e et e ettt e e atee et e e snbteessbeeesabteesaseeenaneeas 13
1.2.2 WITKUNZEI .....eiiiiiie ettt se e et e et e e eeesaaaeessaaeensaeeessaaesssaeesssaeensseeensseeas 15

1.2.3 KINETIK .ttt ettt et sb et et 16

1.3 FragestelIUNGEN .......ooeviieiiiieciee ettt et e et e e e et e e esbeeenaeeenseeensaeenenes 20

2. MATERIAL UND METHODEN ....coiivininnninsensecssncsesssesssnssesssessssssesssssssssssssssssassssesssssassane 21
2.1 THETNAITUNG ...ttt et e st e b e st e e e e sateebeesnbeebeesaneens 21
2.2 AortoKavaler SHUNL .........cocuiiiiiiieeee et 21
2.3 Organentnalime ........cc.eeeeruieiiiriiniiete ettt b ettt ettt sttt et sb bt ettt 22
2.4 Arbeit am isoliert schlagenden Herzen ............cccooiieiiiiiiiiiiiniiciccececee e 23
2.4.1 PerfuSIONSPIINZIP. .cccueeetieeiieeiieeiteetie et et te et et te st esteesteebeesabeesteesabeebeesnseesseesaseanseeans 23
2.4.2 TechniSChe UMSELZUNG .......cceeeiieriiieiieiiieeieeiee et eriteeveesiteeveeseeeenbeessaeesseessaesnsaessneens 24
2.4.3 Versuchsdurchflhrung ............cocooiiiiiiiiiiie e 25

2.5 Bestimmung der diskutierten Parameter ............cccoccvievieriieiieniiieieecie et 27
2.5.1 KOTONATPETTUSION .....eiiiiiiiieiieeiie ettt ettt et st e bt e et e e seesaseeaeeens 27
2.5.2 ANP-KONZENTIATION . ....eertietiiiieiietieie sttt ettt sttt et e st eateseeeseeetesaeenbeenaesaeenee 27
2.5.3 ANP-SEKICTION ...uviiiiiiiiiiieeciie ettt et e e st e e s ve e e s b e e e aseeensseeesaeeensaeesaneeas 27

2.6 StatiStISChe AUSWEITUNG ....ccvieviieiiieiiieeiieie et esteeteesteeebeeseeeebeesteeesseessaeesseesseessseenseessseens 28
3. ERGEBNISSE ...uuiiiiiiiniininsnisnnssnsssnssssssssssissssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssasssassns 29
3.1 Daten zum Shuntmodell...........cooouiiiiiiiii e e 29

3 1.1 HETZEEWICKE ..ottt ettt e ettt e ebe e naeenbeenene 29

3. 1.2 ANP — SEKICTION. ....uiiiiiieiiieiieitt ettt ettt et sttt e sae e et e b e 30
3.1.3 ANP — KONZENTIATION ..cuveiutiiiieiieieeiiesitete ettt sttt sttt 31
3.1.4 KOTonarpPeITUSION .....eeeiiiieiiieeiiiieeiiee et e eiteeeteeeeieeestaeesaeeessaeeessseeessseeessseeesseessseens 32

3.2 Versuch A: Analyse der dehnungsinduzierten ANP-Freisetzung........cocceeevveveenienienneenne. 33
3.2.1 ANP-SEKICION ...ttt ettt et et 33
3.2.2 ANP — KONZENTIATION ..cuveeutiiiiiiieieeiiesieet ettt ettt ettt et sttt st esae e 34
3.2.3 KOTONArPeTTUSION .....vvieiiiiieiiieeiieeeciiee et e et e eiteeeteeestaeesaeeessseeessseeessseeensseeensseeesseens 36

3.3 Versuch B: Stimulation der Proteinkinase C...........ccocereriiirieniniinienieeieeieseeeeeesieene 37
3.3.1 ANP = SEKICTION ..ttt sttt et 37
3.3.2 ANP — KONZENTIATION ..cuveiutiiieiieieeiiesieet ettt ettt sttt sttt 39
3.3.3 KOTONarpPeITUSION ......eeeiiiiieiiieeiiiieeiiee et e ettt e etteeeteeeetaeesaeeessteeessseeensseeessseeensseeesseens 40



o L I SN W

« DISKIUSSION caucuiiiiitinnennnsnensnnsnessesssessssssessssssssssessassssssssssssssssssessassssssssssssssasssassassasssasssassss 41

4.1 Daten zum Shuntmodell...........cc.oiiiiiiiiiii e e e 41
o I O 5 (3744534 (¢ o L USRS 41
4.1.2 ANP — FIEISCIZUNG ....eeouviiiiiiiiieiie ettt ettt ettt ettt et e s tee et e eteenbeesaeeenbeesnneenseans 42
4.1.3 ANP — KONZENTIAION ..ottt ettt sttt e eas 44
4.1.4 KOTONATPETTUSION ....uteiiiieiiieiii ettt ettt ettt ettt e et et e et esateeabeesseesnseenaeeeas 45

4.2 Versuch A: Analyse der dehnungsinduzierten ANP-Freisetzung...........ccceevvevcvvenienneenen. 46
4.2.1 ANP — FIEISEIZUNG ....eeoutiiiiiiiieeite ettt ettt ettt ettt ettt e et eseteenbeesaeeenbeesneeenseans 46
4.2.2 KOTONATPETTUSION ....uviiiiieiiieeiiieiie ettt eite ettt e st et siaeeteesateesbeesaaesnseesseeenseensaesnseenseaans 47
4.2.3 ANP — KONZENTIAION .....eouiiiiiiieiie ittt ettt et ens 48

4.3 Versuch B: Stimulation der Proteinkinase C............cccooviieviiiniiiiieiiieiecieeee e 49
4.3.1 ANP — FICISCIZUNG .....evieeiiiieiiie ettt ettt e et e e et e e st e e snaeeesebeeesnseeensseesnnseeennneesnnes 49
4.3.2 Integrative Diskussion der Parameter ............coceeeiieiiieniieiiienieeieeee e 51

« ZUSAMMENFASSUNG ...uciiuiiruisrensninsanssensnssssssesssissassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssas 54
. LITERATURVERZEICHNIS ....cccooviininsinninsenssenssnssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasssssses 56
« DANKSAGUNG .cccuiiteiniciisnecsicsnissesssissssssecssissssssessssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssasssssans 74
. ERKLARUNG AN EIDES STATT ...uoveveveresuesssessesessesssssssssssessssssessesssssssssessesssssssssessessese 74
« LEBENSLAUTF uuuiuiiiitininninnisenssissssssesssissssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssns 75




AbKkiirzungen

Abb.
ADH
Ang II
ANP
ATP
BNP
Ca2+
cAMP
cGMP
CNP
DAG
DNP
eNOS
ET-1
FGF
GC
GPgR
IGF
IL
iNOS
IP3
LD
MAPK
NO
NP
NPR
PIP2
PKC
PLC
PMA
RAAS
TGF
TNF
VEGF
WH

Abbildung

antidiuretisches Hormon = Vasopressin
Angiotensin II

atriales natriuretisches Peptid
Adenosintrisphosphat

brain natriuretic peptide

Calcium lon

zyklisches Adenosinmonophosphat
zyklisches Guanosinmonophosphat
C-type natriuretic peptide
Diacylglycerol

D-type natriuretic peptide
endotheliale NO-Synthase
Endothelin 1

fibroblast growth factor
Guanylatzyklase

G-Protein gekoppelter Rezeptor
insuline like growth factor
Interleukin

induzierbare NO-Sythase
Inositoltrisphosphat
Langendorff-Modus (retrograd)
mitogenaktivierte Proteinkinase
Stickstoffmonoxid

natriuretisches Peptid
natriuretisches Peptid Rezeptor
Phospatidylinositolbisphosphat
Proteinkinase C

Phospholipase
Phorbol-12-Myristat-13-Azetat
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
transforming growth factor
Tumornekrosefaktor

vascular endothelial growth factor
Working-Heart-Modus (anterograd)



1. EINLEITUNG

Die Herzinsuffizienz bezeichnet den pathophysiologischen Zustand, in dem eine gestorte kardia-
le Funktion fiir das Unvermdgen des Herzens verantwortlich ist, das Blut dem Bedarf der meta-
bolisierenden Gewebe entsprechend auszuwerfen, und/oder dies nur durch ein erhohtes diastoli-
sches Volumen méglich ist.'

Zusammen mit kardiovaskulidren Erkrankungen wie der chronisch ischdmischen Herzkrankheit
und dem akuten Myokardinfarkt stellte sie im Jahr 2001 rund 26% der Gesamtmortalitit in
Deutschland® und ist damit eine der schwerwiegendsten medizinischen sowie 6konomischen
Herausforderungen an das Gesundheitssystem. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, fokussierend
auf das atriale natriuretische Peptid, zur weiteren Erforschung der pathophysiologischen Vor-

génge bei der Herzinsuffizienz beizutragen.

1.1 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Die Vorstellung von den krankheitsprozessfordernden Vorgdngen bei der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz unterlag in der Vergangenheit gravierenden Veranderungen® und ist weiterhin
Gegenstand intensiver Forschung. Derzeit wird entsprechend der neurohormonalen Hypothese
davon ausgegangen, dass als Antwort auf ein primdr schidigendes Ereignis (index event) endo-
gene Neurohormone und Zytokine in ihrer Freisetzung variiert werden und somit strukturelle
und funktionelle Verdnderungen am Herzen (kardiales Remodeling) hervorrufen. Diese konnen
iber einen gewissen Zeitraum zur Ausbildung klinischer Symptome der Herzinsuffizienz fiih-
ren.” Verschiedenste Formen von Herzkrankheit wie Myokardinfarkt, Klappendefekte und Myo-
karditiden oder auch Zustinde, die zu einer Uberwisserung des Korpers fiihren wie z.B. bei Nie-
reninsuffizienz, konnen ein derartiges index event darstellen. Am hdufigsten scheint das Herz-
versagen mit Berufung auf die Framingham-Studie aus koronarer Herzerkrankung und arterieller
Hypertonie zu resultieren.*”

Bei akuter Belastung des Herzens (Minuten bis Stunden) stehen zur Aufrechterhaltung der
Pumpfunktion vor allem der Frank-Starling-Mechanismus und die Aktivierung noradrenerger
kardialer Nerven als Adaptationsmechanismen zur Verfiigung.® Der Frank-Starling-
Mechanismus besagt, dass es durch Erhohung des enddiastolischen Volumens mit konsekutiver
Dehnung der Ventrikelwand zu einer Lidngenzunahme intramyozytir gelegener Sarkomere

kommt. Die dadurch gesteigerte Kalzium-Sensitivitdt kontraktiler Filamente bewirkt am gesun-



den Herzen eine Erhohung der myokardialen Kontraktilitdt. Im herzinsuffizienten Zustand ist
dieser Effekt abgeschwicht.” Die Freisetzung von Noradrenalin an kardialen sympathischen
Nervenendigungen bewirkt ebenfalls eine Kontraktilitdtsteigerung des Myokards und verstéirkt
das bei Herzinsuffizienz aktivierte Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), wodurch
der arterielle Blutdruck und die Perfusion lebenswichtiger Organe aufrechterhalten werden kon-
nen.’

Bei chronischem Missverhéltnis zwischen der Belastung des Herzens und seiner Pumpfunktion
kommt es stromaufwirts, das heif3t hinter dem initial betroffenen Ventrikel, zu einem Riickstau
des Blutes (Riickwirtsversagen). Mit ansteigender Druckdifferenz zwischen intravasalem und
extravasalem Raum tritt dann intravasale Fliissigkeit ins Interstitium iiber und es kommt zur kli-
nischen Manifestation von Odemen in den vorgeschalteten Kérperpartien. Chronische Salz- und
Wasserretention wird auch durch eine Minderperfusion der Nieren (Vorwértsversagen) sowie
durch die RAAS-Aktivierung hervorgerufen. Klinisch fiihrt die Uberwiisserung des Korpers zu
dem Hauptbeschwerdebild der chronischen Herzinsuffizienz — der Atemnot. Durch Fliissigkeits-
einlagerung in das Lungengewebe kommt es zu einem erschwerten Gasaustausch und folglich
zum Auftreten von Dyspnoe vor allem bei Belastung und in liegender Position.' Je nach Schwe-
regrad der Erkrankung stellt die hierdurch bedingte Einschrinkung der korperlichen Belastbar-
keit bis hin zur Erstickungsangst eine enorme Minderung der Lebensqualitdt dar. Korpereigene
Substanzen wie die natriuretischen Peptide wirken einer Salz- und Wasserretention entgegen und
besitzen dadurch therapeutisches Potential. Eine pharmakologische Ausnutzung ihrer Kapazitét
war bisher nur eingeschriankt moglich, sodass auf diesem Gebiet weiterer Forschungsbedarf be-
steht. Das derzeitige Behandlungskonzept der Wassereinlagerung stiitzt sich vor allem auf eine
Trinkmengenbeschrankung, die Gabe von Diuretika und teilweise auf die Antagonisierung des
RAAS. In der Regel fiihrt dies zu einer Besserung der Symptomatik. Trotzdem kommt es in den
meisten Féllen fortgeschrittener Erkrankung zur wiederholten Dekompensation mit Fliissigkeits-

retention und weiterfithrend zur chronischen Belastung des Herzens.

1.1.1 Kardiales Remodeling

Chronisch starke Uberbeanspruchung des Herzens fiihrt zu einer Vielzahl struktureller Verinde-
rungen des Herzgewebes. Dazu gehoren unter anderem kardiozytdre Apoptose und die Aktivie-
rung spezifischer myokardialer Matrix-Metallo-Proteinasen, die am Abbau des kollagenen

Netzwerkes beteiligt sind. Dieses unterstiitzt im gesunden Zustand die dreidimensionale Anord-



nung der Kardiomyozyten. Unter mechanischem Stress kann es dann zu einem Auseinanderdrif-
ten der Kardiomyozyten (,,myocyte slippage*) kommen, welches zur pathologischen Ventrikel-
dilatation beitragt.

Seit langem bekannt ist auch die Zunahme des Herzgewichts bei Patienten mit Herzinsuffizienz.
Dafiir scheinen ein robustes Wachstum interstitieller Matrix und myozytdre Hypertrophie ver-
antwortlich zu sein, aber auch kardiomyozytire Hyperplasie wurde von einigen Autoren be-
schrieben.’

Uber die Hypertrophie als Reaktion der Herzmuskelzellen auf mechanischen Stress liegen bisher
die ausfiihrlichsten Informationen vor. Resultiert diese aus einer verstirkten Druckbelastung (Af-
terload) mit Zunahme der systolischen Wandspannung, entsteht infolge paralleler Neubildung
von Myofibrillen eine konzentrische Hypertrophie.*” Ein vermehrtes Volumenangebot (Preload)
mit Zunahme der Wandspannung wiahrend der Diastole bedingt durch Bildung neuer hinterein-
ander liegender Sarkomere eine exzentrische Hypertrophie.*'*"® Bei dem in der vorliegenden
Arbeit angewandten Modell des aortokavalen Shunts fiihrt dieser Mechanismus zur Entwicklung
der kardialen Hypertrophie und Insuffizienz.

Zur Erforschung der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz dienen aulerdem noch andere Mo-
delle, wobei zur Induktion der Herzinsuffizienz mit den verschiedensten primir schidigenden
Ereignissen gearbeitet wird. Zur Diskussion der vorliegenden Versuche wurden beispielsweise
Daten herangezogen, die an Infarktmodellen, genetisch bedingter Kardiomyopathie, experimen-
tell induzierter Klappeninsuffizienz, medikamentdser Hypertonie und anderen Modellen der
Herzinsuffizienz im Tierversuch gewonnen wurden.

Unabhéngig von der ausldsenden Ursache steigert kardiale Hypertrophie das Risiko eines plotz-
lichen Herztodes bzw. der fortschreitenden Entwicklung zur Herzinsuffizienz deutlich.'*'®
Mechanische Belastung fiihrt dabei liber eine komplexe Interaktion von extra- und intrazellulérer
Matrix zur Aktivierung diverser, teilweise untereinander vernetzter Signalkaskaden, welche auf
Transkriptionsebene zum Teil konvergieren und letztendlich zu den hypertrophietypischen mor-
phologischen Verdnderungen fithren. Die Wahrnehmung von mechanischem Stress scheint in
diesem Kontext iiber verschiedene zellulidre Proteine realisiert zu werden, u.a. Titin und Integri-
ne. Die Expression von Integrinen ist im herzinsuffizienten Zustand erhoht. Kardiale
Fibroblasten besitzen aulerdem die Féhigkeit, auf mechanische Stimulation hin auto- und pa-
rakrine Faktoren wie Endothelin 1 (ET-1) und Angiotensin II (Ang II) freizusetzen. Diese und
weitere Faktoren, wie der VEGF (vascular endothelial growth factor) und TGFf (transforming
growth factor-f), amplifizieren einen durch mechanische Dehnung getriggerten Wachstumssti-

mulus und wirken derart forderlich auf die Entwicklung einer Herzhypertrophie.!” Auch a-



1819 und Wachstumsfaktoren wie fibroblast growth factors (FGFS)ZO’21 und

22-24

adrenerge Agonisten
insuline like growth factor 1 (IGF1) wirken hypertroph auf kardiale Myozyten. Durch die
Aktivierung verschiedener Signalkaskaden kommt es infolgedessen zu einem globalen Ansteigen
der Proteinsyntheserate, der transienten Induktion von sogenannten ,,early genes“ (c-jun, c-fos,
Egr-1) und chronisch zur Rekapitulation fetaler Genprogramme.*>?® Letzteres umfasst die Rein-
duktion der fetalen Formen kontraktiler Proteine, das Absinken der Ca*"-ATPase am sarkoplas-
matischen Retikulum sowie die Hochregulation ventrikuldrer natriuretischer Peptidexpressi-

2829 Bei den kontraktilen Proteinen und der Ca’’-ATPase wurden Unterschiede zwischen

on
druck- und volumeninduzierter Hypertrophie festgestellt, wogegen ANP (das atriale natriureti-
sche Peptid) bei beiden Hypertrophieformen verstirkt in den Ventrikeln gebildet wird.”

In die intrazelluldire Vermittlung dieser modifizierten Genexpression sind mehrere Transdukti-
onswege involviert (in Ubersicht beschrieben von Frey und Olson®®). An der Zellmembran be-
trifft dies mehrere Ionenkanile, neurohormonelle Rezeptoren und rezeptorassoziierte G-Proteine.
Diese bewirken Verdnderungen im zytosolischen Ca*-Haushalt und fiihren zur Modulation der
Aktivitit komplex interagierender intrazelluldrer Proteine. Dazu gehoren z.B. Ca**-Calmodulin,
die Proteinkinase C, Phosphoinositid 3-Kinasen und die Proteinkinase A, welche iiber ange-
schlossene Signalkaskaden letztendlich mit regulativen Einheiten hypertrophieassoziierter Gene
kommunizieren und so zur einer Abwandlung deren Expressionsmuster fiihren.

Da der Proteinkinase C eine ausschlaggebende Rolle bei der Expression und Freisetzung atrialer
natriuretischer Peptide zugeschrieben wird, soll auf ihre Struktur und Wirkungsweise im Folgen-

den ausfiihrlicher eingegangen werden.

1.1.2 Die Proteinkinase C

Die ubiquitdr exprimierte Proteinkinase C (PKC) ist ein Schliisselenzym, das in die Regulation
diverser zelluldrer Prozesse, wie Wachstum, Differenzierung, Metabolismus, Sekretion und glat-
te GefdBmuskelkontraktion eingebunden ist. Sie stellt ein Bindeglied zwischen hypertrophen
sowie antihypertrophen Stimuli und vielfiltigen Effektorproteinen sowie Genregulatoren dar und
spielt somit eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz. Thre Stimulation fiihr-

171,229 - C - 230 -
" sowie am isoliert perfundierten Herzmodell™” zu einer

te in kardiomyozytiren Zellkulturen
Steigerung der ANP-Freisetzung. Kongruent dazu wurde ANP von atrialen Myozyten durch
PKC-Inhibition vermindert freigesetzt.**® Zahlreiche Faktoren, die eine ANP-Freisetzung for-

dern, vermitteln ihre Wirkung iiber die Proteinkinase C.”'



Es sind 11 Isoformen der PKC bekannt, die je nach Aktivierungsmodus in 3 verschiedene Sub-
klassen unterteilt werden:

1) die konventionellen (cPKC: o, B1s2, v; aktiviert durch Ca®" und Diacylglycerol (DAG)),

2) die neuartigen (nPKC: 9, €, 1, 0; aktiviert durch DAG) und

3) die atypischen Proteinkinasen vom C-Typ (aPKC: ¢, X; aktiviert durch Phospholipide).>'
Die Zuteilung der PKCp ist in der Literatur unklar definiert und ihr Aktivierungsgang erscheint
komplexer als jener der anderen PKC-Subtypen.
Da fiir die verschiedenen Isoformen immunhistochemisch unterschiedliche intrazelluldre Lokali-
sationen nachgewiesen wurden®, ist zu vermuten, dass sich auch ihre zelluliren Funktionen un-

1.3 das Vorhandensein von kon-

terscheiden. In humanem Myokard demonstrierten Bowling et a
ventionellen und neuartigen PKC-Typen in Form von PKCa, B, & und . Kerkel et al.*® zeigten
eine Beteilung der PKCa an der Regulation hypertropher Genexpression und der Freisetzung
natriuretischer Peptide. Auch fiir die Isoformen B und ¢ existieren deutliche Hinweise auf ein
Eingebundensein in die Vermittlung hypertropher Stimuli.>>>’

Fiir die PKC-Aktivierung wurden mehrere Mdglichkeiten vorgeschlagen.”® Der etablierteste und
in den Prozess kardialer Hypertrophieentwicklung involvierte Aktivierungsmodus wird durch
Ligand-Rezeptor-Interaktionen an G-Proteingekoppelten Rezeptoren (GPgRs) ausgeldst.”' Die a-
Untereinheit der G-Proteine ist im Stande die Phospholipase B (PLC B) zu aktivieren, welche
membrangebundenes Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP,) zu Diacylglycerol (DAG) und In-
soitoltrisphosphat (IP3) spaltet, die mit oben beschriebener Affinitdt die unterschiedlichen Sub-
klassen der PKC aktivieren. Die Aktivierung durch DAG erfolgt nach dessen Bindung an einer
zysteinreichen Struktur (zinc butterfly) in der N-terminalen regulatorischen Doméne der PKC.*®
Dieser Prozess kann durch DAG-Analoga wie PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Azetat) nachge-
ahmt und fiir experimentelle Zwecke genutzt werden.”” Auch bei den vorliegenden Versuchen
wurde mit PMA gearbeitet.

Durch Aktivierung translozieren die PKC-Subtypen dann in isoformspezifische Zellregionen und
modulieren dort verschiedene Ionenkanile und -transporter sowie kontraktile Proteine.***° Die in
»1.1.1 kardiales Remodeling* angesprochene Regulation der Genexpression scheint iiber die
Aktivierung spezieller mitogenaktivierter Proteinkinasen (MAPKKK - MAPKK - MAPK)
vermittelt zu werden. Sie konnen Transkriptionsfaktoren wie c-jun und c-fos stimulieren und so

die Expression hypertrophieassoziierter Gene modulieren.”'
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1.1.3 Das kardiale Gefal3system

Auch in der glatten Muskulatur der Blutgefifle vermittelt die PKC zelluldre Funktionen. Die
Aktivierung ihrer e-Isoform bewirkt dort eine Vasokonstriktion.*® Bei der Herzinsuffizienz wird
eine gesteigerte Vasokonstriktion als verstdrkender Pathomechanismus diskutiert.*' Studien zur
koronaren Ruhedurchblutung bei Herzinsuffizienz lieferten jedoch widerspriichliche Ergebnis-
se.** In Zustinden erhhten metabolischen Bedarfs konnte dagegen ein abgeschwichter An-
stieg der Koronarperfusion an Tiermodellen der Herzinsuffizienz gezeigt werden.*”™’

Im Herzen sind etwa dreimal mehr Endothelzellen zu finden als Herzmuskelzellen, obwohl sie
aufgrund ihrer deutlich geringeren GroBe nur einige Hundertstel des kardiomyozytiren Volu-
mens ausmachen.”® Organisiert in myokardialen Kapillaren befinden sie sich in unmittelbarer
Néhe der Kardiomyozyten, was eine intensive Kommunikation zwischen Herzmuskel und dem
Gefillsystem ermdglicht. So geben sie eine Reihe von Faktoren (wie Endotheline, Angiotensin

II, Stickstoffmonoxid und andere) an das Interstitium ab, welche im Stande sind, zu den Herz-

muskelzellen zu diffundieren und dort deren Funktion zu modulieren.*!

1.1.4 Neuroendokrine Aktivierung

Im Plasma herzinsuffizienter Individuen liegen zahlreiche, die kardiovaskuldre Funktion
beinflussende Faktoren in erhdhtem Malle vor, welche sich gegenseitig in ihrer Synthese, Frei-
setzung und Wirkung in komplexer Weise beeinflussen. Dazu gehéren Noradrenalin®~°, Endo-
thelin 1 (ET-1)"'", Renin und Angiotensin Il (Ang I1)**, sowie das antidiuretische Hormon
(ADH)™. Sie haben vasokonstriktive, antidiuretische sowie prohypertrophe Eigenschaften und
fordern so im Falle abgeschwichter Pumpfunktion des Herzens die Aufrechterhaltung des Blut-
drucks und damit die addquate Perfusion lebenswichtiger Organe. Thr chronischer Einfluss be-
wirkt allerdings eine kardiale Mehrbelastung, die im Sinne eines Circulus vitiosus wiederum zur
Minderung der Herzfunktion beitrigt.”® Auch die Plasmaspiegel von Entziindungsmediatoren
wie dem Tumornekrosefaktor oo (TNFa) und Interleukinen (IL) sind bei Herzinsuffizienz erhoht.
Es wurde gezeigt, dass sowohl TNFa als auch IL-1P kardiale Hypertrophie und die Induktion
fetalen Genprogrammes stimulieren kénnen.®

Biologische Gegenspieler dieses Systems sind die natriuretischen Peptide®’, Stickstoffmono-

69-71

xid®®, Adrenomedullin®”"', Bradykinine’* und Prostaglandine”. Sie wirken durch natriuretische,

diuretische sowie antihypertrophe Effekte kardioprotektiv und sind beim Vorliegen einer Herzin-
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suffizienz ebenfalls aktiviert. Mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz kommt es jedoch zum
Uberwiegen der chronisch herzschidigenden Einfliisse kardiostimulatorischer Faktoren und zur
Progredienz der Erkrankung bis hin zum Tod.

Warum kardioprotektive Substanzen diesen Prozess nicht authalten konnen, ist unbekannt. Die
Interaktion zwischen den einzelnen Faktoren erscheint komplex und ist mit dem jetzigen Stand
der Forschung nur in Ansétzen aufgekldrt. Vor diesem Hintergrund stellen die folgenden Ab-
schnitte das bisherige Wissen tiiber die natriuretischen Peptide und ihre Interaktion mit anderen

neurohumoralen Systemen bei der Herzinsuffizienz zusammenfassend dar.

1.2 Die natriuretischen Peptide

Schon 1956 konnten Kirsch et al.”* in atrialen Zellen elektronenmikroskopisch Granula nachwei-

1.”> dann ein bahnbrechen-

sen, die denen endokriner Driisen dhnelten. 1981 fiihrten de Bold et a
des Experiment durch, welches zeigte, dass intravends injizierter Extrakt atrialen Myokardiums
eine schnelle und potente natriuretische Antwort bei Ratten hervorrief. Purifikation und Charak-
terisierung der fiir diesen Effekt verantwortlichen Substanz flihrten kurze Zeit spéter zu der Ent-
deckung des atrialen natriuretischen Peptids (ANP).”®”” 1988 wurde ein weiteres natriuretisches
Peptid aus Schweinehirn isoliert und entsprechend seines Ursprungsorgans ,,brain natriuretic
peptide” (BNP) genannt.”® Spitere Studien zeigten jedoch, dass auch BNP vorwiegend im Her-
zen synthetisiert wird.” Ebenfalls 1988 wurde Urodilatin aus humanem Urin isoliert, analysiert
und als Mitglied der natriuretischen Peptidfamilie identifiziert.** Urodilatin wird in der Niere

81,82

freigesetzt und scheint vor allem lokal renale Wirkungen zu vermitteln. Zwei Jahre spiter

183

isolierten Sudoh et al.”> CNP (C-type natriuretic peptide) aus Schweinehirnzellen. Es wird {iber-

4- . . .
5% und scheint bei sehr geringen

wiegend im Gehirn und vaskuldren Endothelzellen synthetisiert
Plasmaspiegeln vornehmlich parakrin zu wirken®’. Das zuletzt entdeckte natriuretische Peptid ist
das DNP (Dendroaspis natriuretic peptide). Es wurde 1992 im Gift der namensgebenden Schlan-
genart Dendroaspis angusticeps gefunden und spdter auch in humanem Gewebe nachgewie-
sen.”®® Uber seine physiologische Bedeutung ist jedoch noch wenig bekannt.

Zusammenfassend besteht die Familie der natriuretischen Peptide (NP) nach dem derzeitigen
Forschungsstand aus fiinf Peptidhormonen (ANP, BNP, CNP, DNP und Urodilatin), welche aus-

geprigte strukturelle Gemeinsamkeiten aufweisen (Abb.1; DNP ist nicht abgebildet).
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HOOC

Urodilatin

CNP

Abbildung 1: molekulare Struktur der natriuretischen Peptide
(Abbildung zum Teil aus Forssmann et. al 1998242)

Charakteristischerweise bilden sie aufgrund einer intramolekularen Disulfidbriicke eine 17 Ami-
nosduren umfassende Ringsstruktur aus, die fiir die Rezeptorbindung und damit die biologische

Wirkung der NPs essentiell zu sein scheint.”

1.2.1 Rezeptoren

NP-Rezeptoren (NPR) befinden sich in einer Vielzahl von Organen, unter anderem: Niere, Ge-
faBsystem, Herz, Lunge, Nebennieren, Gehirn, Fettgewebe, Auge, Gastrointestinaltrakt, Kno-
chen, schwangerer Uterus und Plazenta %>°1:9%94100

Vier Rezeptorsubtypen sind bisher beschrieben worden, namentlich NPR-A, -B, -C und -D.

Der NPR-A ist ein Transmembranprotein, das in seiner Struktur den Rezeptoren von Wachs-
tumshormonen und Zytokinen &hnelt. Er besteht aus einer extrazelluliren Hormonbindungsdo-
méne (Affinitit fir ANP > BNP >> CNP'""), einer Transmembrandomine und einem intrazellu-
liren Proteinanteil, der Guanylatzyklaseaktivitit besitzt.'”> Der NPR-B ist dem NPR-A in Auf-
bau und Funktionsweise sehr dhnlich, bindet jedoch bevorzugt CNP.'” In Abwesenheit eines

Ligands liegen die Rezeptoren als Homodimere oder Homotetramere in stark phosphorylierter

Form mit geringer Guanylatzyklaseaktivitit vor. Die Bindung von ANP bewirkt eine Konforma-
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tionsdnderung des Rezeptorproteins sowie die Aktivierung der Guanylatzyklase (GC) und somit
die Bildung des second messengers cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat). Die Aktivie-
rung der Rezeptoren fiihrt im Folgenden zu ihrer Dephosphorylierung. Sie werden auf diesem
Wege gegeniiber natriuretischen Peptiden desensitiviert, womit die Losung der Ligand-Rezeptor-
Bindung erleichtert wird. Nicht nur der addquate Ligand ANP selbst, sondern auch andere, in
den Krankheitsprozess der Herzinsuffizienz involvierte Substanzen wie ADH, Angll und ET-1
sind im Stande eine Dephosphorylierung des Rezeptormolekiils und damit eine Wirkungsab-
schwichung natriuretischer Peptide hervorzurufen.'® Dies erfolgt an anderer Stelle {iber die Sti-
mulation der Proteinkinase C und bewirkt eine verringerte Bildung von cGMP nach Rezeptorak-
tivierung durch natriuretische Peptide. Ein weiterer Mechanismus, der die Minderung der ANP-
Wirkung bei Herzinsuffizienz erkldren konnte, ist die Rezeptordownregulation. Auch hierbei
konnte ein Zusammenhang mit insuffizienzkorrelierten Vasokonstriktoren (ADH und AnglI)

hergestellt werden.'™

Im insuffizienten Herzen wurden erniedrigte Werte fiir NPR-C-mRNA
gemessen, die Transkripte von NPR-A und NPR-B waren dagegen erhoht. In GefaBmuskelzellen
wiesen mehrere Arbeitsgruppen eine Herabregulierung von NP-Rezeptoren in vitro nach. Zur
Downregulation renaler NP-Rezeptoren liegen widerspriichliche Daten vor und adrenale Rezep-
toren sowie solche in der subfornikalen Region und Area postrema scheinen bei Herzinsuffizienz

nicht downreguliert zu werden.'*

Die pathophysiologische Bedeutung dieser Daten ist noch zu
evaluieren.

Die Bindung von ANP an NPR-A und -B ist chloridabhéngig, wobei eine niedrige Chloridkon-
zentration die ANP-Bindung blockiert.'” Dies konnte einen weiteren feed back Mechanismus
zur Modulation der ANP-Wirkung darstellen, da hierbei durch eine eingetretene ANP-Wirkung
(Kochsalzausscheidung mit entsprechendem Absinken der Chloridkonzentration) die fortlaufen-
de Signaliibermittlung vermindert wird.

In den meisten Geweben ist die Dichte des NPR-C hoher als die von NPR-A und -B; in Endo-
thelzellen z.B. gehdren 94% der Rezeptoren zum Typ C.'° Seine kurze intrazelluldre Doméne
besitzt keine Guanylatzyklasefunktion. An den NPR-C binden alle natriuretischen Peptide.'®’
Nach der Bindung wird der Ligand-Rezeptor-Komplex internalisiert und das natriuretische Pep-
tid lysosomal hydrolysiert. Der Rezeptor hingegen wird erneut auf der Zelloberfliche expri-
miert.'”® Auf diese Weise fungiert der NPR-C als Clearance-Rezeptor fiir natriuretische Peptide.
Zu erwihnen bleibt hierbei, dass es bei NPR-C knockout Mdusen zwar zu einer verlidngerten
Halbwertszeit von ANP kam, die basalen Plasmaspiegel des Hormons unterschieden sich jedoch

nicht von den Wildtyp-Kontrollen.'” Bei der Regulation der NP-Plasmakonzentration scheinen

daher andere Mechanismen eine Rolle zu spielen.
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Die Aktivierung des NPR-C fiihrt {iber inhibitorische G-Proteine auch zu einer Hemmung der
Adenylatzyklase mit konsekutiver Senkung der intrazelluldren cAMP-Konzentration (zyklisches
Adenosinmonophospat). Auch eine Aktivierung des Phosphoinositol-Weges wurde beobachtet,
konnte jedoch auch sekundir zur Wirkung auf die Adenylatzyklase auftreten.'*®

Auch der NPR-C wird in seiner Funktion von Faktoren beeinflusst, welche im Zustand der Herz-
insuffizienz in verdnderter Konzentration im Plasma vorliegen. Beispielsweise unterdriickt Angll
tiber eine PKC-Aktivierung die NPR-C vermittelte Adenylatzyklasehemmung. Noradrenalin
sowie CAMP fiihren zu einer Rezeptordownregulation.'*

Der vierte Rezeptor der natriuretischen Peptide, der NPR-D, wurde bisher nur in Gehirnzellen
des Aals nachgewiesen und ist nicht an eine Guanylatzyklase gekoppelt.''” Seine biologische

Funktion ist nicht bekannt.

1.2.2 Wirkungen

Wie die Vielfalt NP-Rezeptor-ausgestatteter Organe schon erahnen lésst, existiert ein weitgefa-
chertes Wirkspektrum der natriuretischen Peptide, wobei ANP und das (infolge dhnlicher Rezep-
torpriaferenz vergleichbar agierende) BNP im Mittelpunkt der folgenden Abhandlung stehen sol-

73 Die Steigerung der

len. Thre am lidngsten bekannten Effekte sind Natriurese und Diurese.
glomerulédren Filtrationsrate (durch Dilatation der afferenten und Konstriktion der efferenten
Arteriole)''? sowie die direkte Hemmung des Na'-Transports in proximalem Tubulus und Sam-

113,114

melrohr spielen bei der Vermittlung dieser Wirkungen eine Rolle. Ein indirekter Beitrag

115 .
und des Renin-

wird auch dank Antagonisierung der antidiuretischen Wirkung von ADH
Angiotensin-Aldosteron-Systems geleistet, letzteres mittels Hemmung der Aldosteronfreisetzung
sowie der Reninsekretion.''®""® Diese Antagonisierung der dariiber hinaus vasokonstriktorisch
wirkenden Substanzen Angll und ADH (und ebenso von ET-1 und Katecholaminen'"?) steuert
auflerdem einem weiteren wichtigen Aspekt der NP-Wirkung bei: der Senkung des arteriellen
Blutdrucks. Miuse, die nicht iiber ein ANP-Gen verfiigen, entwickelten demgemaéss eine chro-
nische Hypertonie.”> Durch Herabsetzung der Katecholaminsynthese und -freisetzung in den
Nervenendigungen des Sympathikus beeinflusst ANP direkt die sympathische Modulation des
Gefiltonus. Ferner bewirkt die Aktivierung guanylatzyklasegekoppelter Rezeptoren eine Rela-
xation von GefiaBmuskelzellen, wobei in diesem Zusammenhang auch CNP eine Rolle spielen

konnte. Zu einer Vasodilatation fiihrt auBerdem die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) in

Endothelzellen (mit anschlieBender Diffusion zur GefaBmuskulatur und dortiger Wirkungsentfal-
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tung), hervorgerufen durch die ANP-vermittelte Aktivierung der endothelialen NO-Synthase
(eNOS). ANP hemmt auch die Synthese und Freisetzung von TNFa in Makrophagen und ddmmt
damit seine potentiell fordernde Wirkung auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz. Calderone
bringt dies in seinem kiirzlich verdffentlichten Review'*’ mit der induzierbaren NO-Synthase
(INOS) in Verbindung, die einen Teil dieser krankheitsfordernden Wirkungen von TNFa vermit-
teln soll.

Ein weiterer Angriffspunkt zur Regulation des Blutdrucks ist die GefdBpermeabilitdt. ANP-
Infusionen erh6hen diese und bewirken so eine Volumenumverteilung von intravasal nach inter-
121

stitiell, welche wiederum einen hypotensiven Effekt darstellt.

Im GefaBsystem provoziert ANP aulerdem antiproliferative Reaktionen. Sie wurden sowohl in

122 122-124

Endothelzellen “* als auch in den glatten GefdBmuskelzellen nachgewiesen; in der Gefa3-
muskulatur unterdriickt es ferner die Produktion extrazelluldrer Matrix.

Der Hauptsyntheseort von ANP und BNP, das Herz, exprimiert selbst auch NP-Rezeptoren. In
beiden Vorhoéfen und im linken Ventrikel wurde mRNA der Rezeptortypen A, B und C gefun-
den. Auf Kardiomyozyten findet sich vor allem der NPR-A, wogegen auf kardialen Fibroblasten
der NPR-C pridominant zu sein scheint.'** NP-vermittelte Wirkungen am Herzen umfassen die
Hemmung der Proliferation kardialer Fibroblasten'*® sowie die Suppression deren Kollagensyn-

126 Auf Herzmuskelzellen wirkt ANP antihypertroph.®”®* Diese Effekte sprechen fiir ein

these
umfangreiches protektives Potential der natriuretischen Peptide im Bezug auf die maladaptive
Umstrukturierung kardialen Gewebes bei der Ausbildung einer Herzinsuffizienz.

Wieso es trotzdem zu einem Uberwiegen schidigender Einfliisse und der Progredienz der Er-
krankung kommt ist bisher nicht ausreichend geklart. Veranderungen an den Rezeptoren konnen
zur Wirkungsabschwichung natriuretischer Peptide im Sinne einer Hormonresistenz fithren und
wurden (wie unter 1.2.1 beschrieben) detailliert untersucht. Demgegeniiber scheint es auch zur

Modulation der ANP-Freisetzung bei Herzinsuffizienz zu kommen. Die vorliegende Arbeit soll

einen Beitrag zum Versténdnis der zugrundeliegenden Mechanismen dieser Variation leisten.

1.2.3 Kinetik

1.2.3.1 Synthese

Das ANP-Gen befindet sich auf Chromosom 1 und kodiert mit 3 Exons das Vorlduferprotein
PriaProANP"**"** (Abb.2). Durch Abspaltung des sogenannten Signalpeptids wird der Transport
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iiber die Membran des endoplasmatischen Retikulums ermdéglicht und es entsteht ProANP, die

Hauptspeicherform von ANP in kardialen Myozy‘[en.13 o141

Dies liegt dort in Zellmembran-
benachbarten Granula vor und wird in Reaktion auf addquate Sekretionsreize via Exozytose frei-
gesetzt.'**'** Im Zuge der Freisetzung erfolgt durch die Serinprotease Corin'** die Spaltung des
126 Aminosduren umfassenden ProANP in das C-terminale und biologisch aktive ANPgg.126 und
das N-terminale Peptid (ANP;.9g). In einigen Publikationen wurden auch fiir das C-terminale

Peptid und seine Spaltprodukte spezifische Wirkungen beschrieben.'**'*’

EXONS: 1 2 3

\ \\ . -:-:~:\ / / —
NCA e N\

\ -25 s 1-26 /
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99
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&3 )
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3
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126

Abbildung 2: schematische Darstellung der ANP-Synthese (Abbildung aus Ruskoaho 1992°%)

1.2.3.2 Freisetzung

Bei normaler Herzfunktion wird ANP vor allem in den Vorhéfen synthetisiert und freigesetzt.'*®

Fiir die Freisetzung des Hormons sind verschiedene Stimuli nachgewiesen worden. Der am
langsten bekannte und dulerst potente Sekretionsreiz ist die mechanische Dehnung kardialer
Myozyten.'*""*" Sein exakter Transduktionsmechanismus ist nicht bekannt, es sind jedoch eine
Vielzahl von Einflussfaktoren beschrieben worden, wie z.B. die zellulére Ca’"-Homéostase. So

wurde die ANP-Freisetzungsreaktion durch Dehnung kardialen Gewebes unter der Blockade

151

dehnungsaktivierter Tonenkanile'’’ und Hemmung der Ca*-Abgabe aus dem sarkoplasmati-

152-154 153,155,156

schen Retikulum vermindert. Auch die Inhibition von Ca®"-Calmodulin und der

Proteinkinase C "°*"° fiihrte zu einer Abschwichung der dehnungsinduzierten ANP-Sekretion.
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ET 1 dagegen steigert die Freisetzung bei Vorhofdehnung'**'®', wobei dieser Effekt durch die
Einwirkung von NO negativ beeinflusst wird'®>. Ang II hat wie ET-1 auch eine verstirkende
Wirkung auf die ANP-Sekretion, jedoch geringer ausgeprigt.'®

Nicht nur die dehnungsinduzierte sondern auch die basale Freisetzung von ANP wird durch
verschiedenste Plasmafaktoren beeinflusst. Sie wird durch ET-1 via Bindung an den G-Protein-

164-166 1~ - . . . . . .
Dieser bringt eine Signalkaskade in Gang, die zu einer

gekoppelten ETa-Rezeptor erhoht.
intrazelluliren Ca*"-Mobilisation und Aktivierung der Proteinkinase C fiihrt (siehe 1.1.2). Dass
diese intrazelluldren Vorginge in die Vermittlung der ANP-Sekretionssteigerung eingebunden

167-170

sind, wird dadurch unterstrichen, dass Ca2+-Kanal-Antagonisten und die Inhibition von

7LI72 gowie der Proteinkinase C'’"'” zu einer Herabsetzung der ET-1-induzierten

Calmodulin
ANP-Freisetzung fithren. Auch Noradrenalin bewirkt durch die Bindung an ebenfalls G-Protein-
gekoppelte a-Rezeptoren und die konsekutive Aktivierung der Proteinkinase C" sowie die zy-

157,174 . . .
717 eine Freisetzung von ANP aus Kardiomyozy-

tosolische Erhohung der Ca*"-Konzentration
ten. Weiterhin binden ADH'*'”'"7 und Ang II'*'” an GPgRs und haben eine ANP-
Sekretionssteigerung zu Folge.

Die PKC-Downstream-Transduktion birgt indes noch viele Rétsel. Bekannt ist eine ANP-

Geninduktion durch die Stimulation der MAP-Kinase-Kaskade.'3%!®!

Die Freisetzung von ANP
durch ADH'®, a-Rezeptor-Agonist Isoproterenol'®, PKC-Stimulator PMA'** sowie durch Ca**-
Kanaldffner'”” wird unter der Einwirkung von Cyclooxigenase-Hemmstoffen abgeschwicht,
sodass auch Prostaglandine in den Prozess der ANP-Sekretion involviert zu sein scheinen.

Gehemmt wird die ANP-Basalfreisetzung ebenfalls durch NO'*>'*® und Adrenomedullin'®’.

Im Zustand der Herzinsuffizienz sind die basalen Plasmaspiegel von biologisch aktivem
ANP®*" und dem N-terminalen Peptid'®'®' erh6ht. In vivo Experimente zeigten bei Vorhof-
dehnung jedoch eine abgeschwichte ANP-Freisetzung bei Herzinsuffizienz.2*>2'%2!!37

Die Plasmaspiegel korrelieren mit dem Schweregrad der Erkrankung’ und lassen sich aus die-
sem Grund diagnostisch einsetzen. In diesem Zusammenhang scheint allerdings die Messung
von BNP dem ANP als prognostischem Marker bei der Herzinsuffizienz iiberlegen zu sein.'”
Wie es zu der Spiegelerhdhung bei Herzinsuffizienz kommt, ist nicht vollstindig geklirt. Uber
eine Induktion am eigentlichen Syntheseort, den Herzvorhofen, bestehen divergente Ansichten.

So liegen widerspriichliche Daten zur ANP-mRNA-Menge in den Vorhofen insuffizienter Her-

zen vor."”"?%2* Auch in Bezug auf die Konzentration synthetisierten ANPs in atrialem Gewe-

194,200,214 194,214,219
be

und den Gesamthormongehalt der hypertrophierten Vorhofe gehen die Anga-

ben auseinander. Das fiir die vorliegenden Versuche angewendete Shuntmodell an der Ratte er-
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237,240,241

gab in fritheren Studien normale bis erhohte mRNA-Mengen und eine erhohte oder er-

niedrigte Konzentration von ANP*>"** in den Herzvorhofen. Der atriale Gesamthormongehalt

war beim Shunt normal bis erhght.>7#%®

Wahrscheinlich kommen die erhdhten ANP-Plasmaspiegel bei der Herzinsuffizienz vor allem

durch eine vermehrte Freisetzung aus den Herzkammern zustande. Diesbeziiglich wurden beim

237,240,241 . .
e und an anderen Tiermodellen der Herzinsuffi-

196,199,200

aortokavalen Shunt an der Ratte

193,197,214

zienz sowie bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie erh6hte Mengen an

ANP-mRNA in den Herzkammern nachgewiesen. Die ventrikulire ANP-Expression wird in

28,198 -

Verbindung mit der Reinduktion fetaler Genprogramme im Zuge der Entwicklung kardialer

Insuffizienz gesehen. Auch von vermehrtem Vorliegen synthetisierten Hormons im Ventrikel-

gewebe liegen zahlreiche Nachweise an unterschiedlichen experimentellen Insuffizienzmodel-

193,194 237,238

len (u.a. beim aortokavalen Shunt an der Ratte ) sowie bei humaner Herzinsuffi-

200217218 or Ungeklirt bleibt jedoch vorerst, wodurch die vermehrte ANP-Synthese und

zienz
-Freisetzung hervorgerufen wird. Bei der Herzinsuffizienz ist eine erhebliche Anzahl an Fakto-
ren aktiviert (Noradrenalin49’50, ET—151'53, Ang 1154, ADH”’, NO68, Adrenomedullin69'71,
Prostaglandine’), die in oben beschriebener Weise die Freisetzung von ANP beeinflussen kon-
nen. Zusétzlich ist es nicht auszuschlieBen, dass sich ihr Wirkmechanismus bei der Entwicklung
einer Herzinsuffizienz verdndert. So wurde beispielsweise fiir Angll ein forderlicher Effekt auf

178,179 . .
" Verschiedene Studien an

212,237

die ANP-Freisetzung aus atrialem Gewebe der Ratte festgestellt.
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie®'' bzw. an Tiermodellen der Herzinsuffizienz
deuten allerdings darauf hin, dass eine Wirkungsminderung von Ang II (via ACE-Hemmer bzw.
ATII-Rezeptor-Blockade) bei der Herzinsuffizienz die ANP-Plasmaspiegel anheben kann. Da
Ang II ebenso wie mehrere andere bei Herzinsuffizienz aktivierte Plasmafaktoren die Aktivitét
der Proteinkinase C beeinflusst, ist es von Interesse die Rolle der PKC bei der Regulation der
ANP-Freisetzung niher zu erforschen. Die der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden Versuche

sollen zur Kldrung dieser Problematik einen Beitrag leisten.

1.2.3.3 Abbau

Nach der Freisetzung aus den Kardiomyozyten, verweilt ANP durchschnittlich nur 4,5 Minuten

201

im Plasma.” Es wird vor allem durch die Bindung an den NP-Rezeptor C und enzymatische

Degradation via neutrale Endopeptidase 24.11 abgebaut.?”?
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1.3 Fragestellungen

Im Vorangegangenen wurde die Entstehung der Herzinsuffizienz basierend auf der neurohormo-
nalen Hypothese beschrieben. In diesem Kontext fokussiert die vorliegende Arbeit auf das kar-
dioprotektiv wirkende atriale natriuretische Peptid. Es liegt bei der Herzinsuffizienz in erhhtem

63-67

Male im Plasma vor und wurde mit Blick auf seine kardiale Freisetzung in vitro untersucht.

Zwei Aspekte standen diesbeziiglich im Vordergrund: die stimulierte ANP-Freisetzung durch
Vorhofdehnung und die basale ANP-Freisetzung unter Ruhebedingungen.
Folgenden Fragestellungen wurden dazu bearbeitet:

1. Wie ist die basale ANP-Freisetzung bei Herzinsuffizienz in vitro verdndert?

2. Weicht die dehnungsinduzierte ANP-Sekretion bei der Herzinsuffizienz auch in

vitro vom Zustand normaler Herzfunktion ab?

3. Welche Funktion hat die Proteinkinase C bei der Regulation der ANP-Freisetzung

bei der Herzinsuffizienz?

4. Stehen die ANP-Plasmakonzentration und hdmodynamische Parameter wie die Ko-

ronarperfusion in Zusammenhang mit der Freisetzung von ANP?
Zu diesem Zweck wurde die ANP-Freisetzung an einem Modell der Herzinsuffizienz (aortokava-

ler Shunt an der Ratte) unter Ruhebedingungen, bei Vorhofdehnung sowie unter Stimulation der

Proteinkinase C untersucht und mit gesunden Kontrollgruppen verglichen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tierhaltung

Fiir die Versuche sind ausschlielich ménnliche Wistar-Ratten (Moellegaard-Tierfarm, Schon-
walde) verwendet worden. Sie wurden in einem 12-h-Tag-Nacht-Rhythmus gehalten, erhielten

handelsiibliches Futter und hatten freien Zugang zum Trinkwasser.

2.2 Aortokavaler Shunt

0> angewendet und mit modifizierter

Die Methode wurde erstmalig von Garcia und Diebold 199
Technik wie folgt durchgefiihrt:

Bei 240-260g schweren Ratten wurde unter Athernarkose (Diethylither, Hedinger Chemikalien,
Stuttgart) nach Rasur des Fells und Desinfektion der Bauchhaut die Abdominalhéhle eroffnet
sowie die Vena cava inferior und Aorta abdominalis stumpf prépariert (Abb. 3a). Es folgte ein
kurzzeitiges Abklemmen der Aorta unterhalb der Abgédnge der Aa. renales zwecks Unterbre-
chung des arteriellen Blutflusses. Ein mit leichtem Druck auf den distalen Abschnitt der V. cava
inferior aufgesetzter Tupfer verhinderte den vendsen Riickstrom in das Operationsareal. In die-
sem Areal lieB3 sich dann die V. cava inferior mit einer Strauf3-Kaniile (1,8mm; Braun, Melsun-
gen) rechtsseitig punktieren und nach weiterem Vorschieben mit Perforation der aneinander-
grenzenden Winde von Aorta und Vena cava eine Verbindung zwischen diesen beiden Gefdllen
schaffen (Abb. 3b.). Die Kaniile wurde anschlieBend ziigig zuriickgezogen, die Einstichstelle mit
Zyanoacrylatkleber (Instant Krazy Glue, Bordon Company, Willowdale, Ontario, Kanada) ver-
schlossen und die Blutzirkulation wieder hergestellt.

Bei Gelingen der Shuntoperation war kranial der geschaffenen Fistel ein deutliches Anschwellen
der unteren Hohlvene mit Annehmen der helleren Rotfarbe arteriovendsen Mischblutes zu beo-
bachten (Abb. 3c). AbschlieBend wurde die abdominale Muskelschicht und die Haut via Knopf-
nahttechnik verschlossen.

Die Kontrolltiere erfuhren bis auf die Gefd8punktion eine identische Behandlung.
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Abbildung 3: Durchflihrung der Shunt-Operation.

2.3 Organentnahme

Vier Wochen nach Shunt-OP wurde unter Anésthesie mit Chloralhydrat (Merck, Darmstadt) der
Thorax erdffnet, das schlagende Herz mit Gefdl3stiel entnommen und in eiskalter KREBS-
Losung (Zusammensetzung siche 2.4.2. Technische Umsetzung) von eventuell mitentfernten
Gewebsresten befreit.

Nach Darstellung des ca. 3 mm langen Aortenstumpfes wurde das Herz umgehend an das Lan-

gendorff-Perfusionssystem angeschlossen und fiir den darauffolgenden Versuch pripariert.
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2.4 Arbeit am isoliert schlagenden Herzen

2.4.1 Perfusionsprinzip

Mit der verwendeten Apparatur (Isoliertes Herz Typ 830 Gr.3, Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugstetten) war es mdglich, das in vitro spontan schlagende Herz mit Hilfe zweier unterschiedli-
cher Perfusionsmodi zu untersuchen.

Zunichst wurde das Herz mit dem Aortenstumpf frei hdngend an der Aortenkaniile (Abb. 4) an-
gebracht. Die iiber die Aortenkaniile zugefiihrte, blutersetzende Perfusionslosung stromte mit
einem Druck von 65 mmHg retrograd (entgegengesetzt der physiologischen Flussrichtung) in die
Aorta und gelangte bei intakter Aortenklappe nicht in den linken Ventrikel, sondern floss tiber
die Koronararterien und den Sinus coronarius in den rechten Vorhof. Von dort aus lief es zu ei-
nem Teil durch die Hohlvenenstiimpfe und zum anderen Teil durch die Trikuspidalklappe, den
rechten Ventrikel und schlieBlich den verbliebenen proximalen Teil der A. pulmonalis ab und
konnte iiber eine Offnung im unteren Bereich des Sammelgefies aufgefangen werden.

Dieser retrograde Perfusionsmodus wird im Folgenden als Langendorff-Modus (LD) bezeichnet.
Durch Umstellen des Haupthahns war es binnen weniger Sekunden moglich, zum antegrad ver-
laufenden Perfusionsmodus zu wechseln. Bei diesem sogenannten Working-Heart-Modus (WH)
wurde das Perfusat mit einem Druck von 10 mmHg iiber eine abflussdicht im linken Atrium
platzierte Kaniile zugefiihrt. Dies hatte zum einen den Effekt der Vorhofdehnung, zum anderen
forderte das spontan schlagende Herz die Perfusionslosung aktiv in den linken Ventrikel und
gegen einen einstellbaren Widerstand von in diesem Fall 50 mmHg (Simulation der Nachlast) in
die Aorta. Das linke Herz leistete somit Druck-Volumen-Arbeit. Das in die Aorta gepumpte Per-
fusat floss anschlieend in die Koronararterien und nahm im weiteren den oben beschriebenen
Verlauf. Uberschritt das Herzminutenvolumen den koronaren Fluss, so stromte das zusitzliche
Volumen iiber den Nachlastschlauch direkt in das Sammelgefdl und konnte zusammen mit dem
tibrigen Perfusat fiir weitere Messungen aufgefangen werden.

Um ein Entweichen von Fliissigkeit aus dem linken Vorhof zu verhindern, sind die Venae pul-

monales vor Versuchsbeginn mit Perma-Hand Seide (3-0, Ethicon, Norderstedt) ligiert worden.
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Abbildung 4: Versuchsaufbau zur Arbeit mit isolierten Herzen. In der rechten Position des Haupthahns
wurde das Herz im Langendorff-Modus retrograd perfundiert. Durch Umschalten nach links in den Wor-
king-Heart-Modus wechselte die Flussrichtung des Perfusats nach antegrad.

(Abbildung zum Teil aus der Bedienungsanleitung zur Apparatur isoliertes Herz Grofie 3, Typ 830; Version 1.0243)

2.4.2 Technische Umsetzung

Als Perfusat wurde eine Variation der KREBS-HENSELEIT-Lsung mit folgender Zusammen-
setzung in mmol/l verwendet: NaCl 118; KCI; 4,70; CaCl, 1,50; MgSO4 2,10; NaHCO; 24,7,
KH,PO4 0,23; Glukose 11,1; EDTA 0,06. Eine Schlauchpumpe beforderte die Losung in den
temperierbaren (37°C) Oxygenator, an dessen zur OberflichenvergroBBerung kugelig ausgebuch-

teter Innenwand sie als diinner Fliissigkeitsfilm entlang lief und durch das eingeleitete Carbogen
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(5 Vol.% CO,, 95 Vol.% O, Fa. Linde) oxygeniert und auf einen pH-Wert von 7,4 gebracht
wurde.

Ein manuell in den linken Ventrikel eingefiihrter Mikro-Tip-Katheter-Druckaufnehmer (Millar
Instruments, Houston) und zwei diinne Schlauchkatheter im Aortenwindkessel/Blasenfang und
Vorhofkaniiliersystem mit angeschlossenem Druckwandler (P23XL, Statham) und Verstarker
(TA 11, Gould Electronics, Dietzenbach) ermdglichten die Messung der Druckbedingungen in
der Aorta, dem linkem Vorhof und dem linken Ventrikel.

2.4.3 Versuchsdurchfiihrung

Um die ANP-Freisetzung am Herzen zuvor shuntoperierter Tiere vergleichend mit der an Kon-
trolltierherzen zu untersuchen, wurden zwei Versuchsreihen (A & B) durchgefiihrt. Vor Beginn
jedes einzelnen Experiments erfolgte, nach Einbringen des zu untersuchenden Herzens in das
Perfusionssystem und dessen Prédparation unter Perfusion im Langendorff-Modus (LD), eine

30miniitige Aquilibrationsphase, in der keine Manipulationen stattfanden.

Zu Versuch A: Es wurde auf eine etwaige Abweichung der ANP-Freisetzung auf den adiquaten
Reiz (Vorhofdehunung) bei Herzinsuffizienz untersucht. Dazu wurde die dehnungsinduzierte
ANP-Sekretion vergleichend zwischen Kontrolle (n=13) und Shunt (n=14) analysiert. Im An-
schluss an die Aquilibrationsphase umfasste dieser Versuch einen Zeitraum von 40 Minuten und
bestand aus drei zeitlich aufeinanderfolgenden Abschnitten (Abb. 5):

(1) Baseline (0.-17.min): Unter Perfusion im LD-Modus wurden zu den Zeitpunkten
0.¢2¢.4.¢6.+8.210.11.213.215. Minute {liber je 60s Perfusat aufgefangen und gewogen. Anschlie-
end wurden davon ca. 1-2ml umfassende Proben entnommen und sofort eiskalt gekiihlt.

(2) Stretch (17.-23.min): Mit Beginn der 17. Minute wurde auf den WH-Modus umgestellt.
Dadurch kam es in oben beschriebener Weise zu einer Dehnung der Wand des linken Atriums.
Die Probenentnahme erfolgte nach dem Schema: 17.¢17,5.¢18.¢18,5.¢20.¢22. Minute. Die Ent-
nahmezeitrdume 17, 17,5 und 18 betrugen dabei je 30s, die folgenden jeweils 60s. Wieder wurde
das aufgefangene Perfusat gewogen (wenn nétig auf 60s normiert) und die entnommenen Proben
sofort in Eis gekiihlt.

(3) retrograde Perfusion (23.-40.min): Die Riickstellung auf den LD-Modus fand zu Beginn
der 23.Versuchsminute statt. Wahrend der 25., 30., 35. und 40. Minute wurde die Perfusionslo-
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sung iiber jeweils 60s aufgefangen und anschlieBend wie in den Schritten eins und zwei verfah-

ren.

Versuchsbeginn

Versuchsablauf: Aquilibration Baseline |Stretch | Retrograde Perfusion |
11,5
18,5
Probenentnahmen: YU bbb WV vy ¥ V R
Zeit (min): _3'0 0 2 4 6 8 1'011 13 15 | 18 2'0 22 25 3'0 35 4'0'
Perfusionsmodus: LD | LD | WH | LD |

Abbildung 5: Versuchsablauf A; LD = (retrograder) Langendorff-Modus; WH = (antegrader) Working-
Heart-Modus.

Die eisgekiihlten Proben wurden nach Versuchsende umgehend bei -80°C eingefroren und bis
zur Bestimmung der enthaltenden ANP-Konzentration mittels Radioimmunoassays gelagert.

Zu Versuch B: Hierbei wurde die ANP-Sekretion unter Einwirkung eines Proteinkinase-C-
Aktivators (Phorbol-12-Myristat-13-Azetat, PMA) im retrograden LD-Perfusionsmodus unter-
sucht.

In einer Zeit von 60 min wurde das Perfusat kontinuierlich aufgefangen und das entsprechende
Gefdll zur Probenentnahme und Registrierung des Perfusionsvolumens alle 2 min gewechselt.
Die ca. 1-2ml umfassenden Proben wurden sofort eiskalt gekiihlt und nach Beendigung des Ex-
periments bei —80°C gelagert.

Die ersten 12 min des Versuchs verliefen ohne Zugabe von PKC-stimulierenden Substanzen. Ab
Beginn der 13.Minute bis Ende des Experiments wurde dann mit PMA — enthaltendem Perfusat

(50nM) oder mit Vehikel stimuliert (Abb. 6).

Versuchsbeginn

Versuchsablauf: Aquilibration Baseline| Stimulation |
Probenentnahmen: LA RARARAARRARARAARARARARARA N
Zeit (min): -30 i 81@ 20 30 40 50 60
Perfusionsmodus: Langendorff-Modus |

Abbildung 6: Ablauf des Versuchs B; Langendorff-Modus entspricht retrograder Perfusion.
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Diese Versuchsreithe wurde mit insgesamt 25 entnommenen Herzen durchgefiihrt, wobei die

Zuteilung zu den verschiedenen Versuchsgruppen in Tabelle 1 zu sehen ist.

Stimulation mit 2> Vehikel 50 nM PMA
Kontrolle 5 5
Shunt 8 7

Tabelle 1: Tieranzahl in den Versuchsgruppen.

2.5 Bestimmung der diskutierten Parameter

2.5.1 Koronarperfusion

Um das Fliissigkeitsvolumen zu bestimmen, welches das zu untersuchende Herz in oben be-
schriebener Weise (2.4.1 Perfusionsprinzip) pro Minute passierte, wurde das Perfusat durch eine
Offnung im unteren Bereich der temperierten Herzkammer iiber einen Zeitraum von 0,5-2 Minu-
ten aufgefangen und anschlieend gewogen. Das gemessene Gewicht in Gramm ergab das ge-
forderte Volumen in Milliliter und wurde durch die Anzahl der Minuten, in denen die Fliissigkeit

gesammelt wurde, geteilt und ergab so das Perfusionsvolumen (Vperfysion) in ml/min.

2.5.2 ANP-Konzentration

Die ANP-Konzentration in den Perfusatproben wurde mittels eines spezifischen Radioimmuno-
assays (RIA) unter der Verwendung eines ANP-Antikorpers (J. Gutkowska, Montreal, Kanada)

von einer Mitarbeiterin des Labors bestimmt.

2.5.3 ANP-Sekretion

Anhand des Perfusionsvolumens (Vpefiusion) Und der gemessenen ANP-Konzentration im Perfusat
(canp) konnte die im Verlauf von einer Minute in die Perfusionsfliissigkeit sezernierte ANP-

Menge (nanp) berechnet werden.

NANp (fmol / min) = €Anp (fmol / ml) * Vperfusion (ml / min)
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2.6 Statistische Auswertung

Bei den variablen Parametern (ANP-Freisetzung, ANP-Konzentration und Koronarperfusion)
wurde zunéchst die Fldche unter der Kurve berechntet, die durch die jeweiligen Werte des Para-

meters (Y-Achse) iiber den Zeitverlauf einer bestimmten Versuchsphase (X-Achse) entsteht.

Die Daten der Versuchsgruppen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS®11.0 fiir Windows

2000 auf Normalverteilung getestet. Da diese nicht vorlag, wurden die Ergebnisse nichtpara-
metrisch getestet. Bei zwei unabhingigen Stichproben wurde der Mann-Whitney-U-Test, bei
mehreren unabhingigen Stichproben der Kruskal-Wallis-Test verwendet, um auf signifikante
Unterschiede in den Versuchsgruppen zu priifen. Abhdngige Stichproben wurden mittels Wilco-

xon-Test auf Signifikanz gepriift. Zur Analyse longitudinaler Daten kam die parameterfreie Va-

rianzanalyse nach Brunner zum Einsatz (SAS®VS.2). Die Signifikanzgrenze wurde mit p<0,05

festgelegt.
Alle gruppenspezifischen Werte wurden in Form des Medians der betreffenden Versuchsgruppe
angegeben. Zur Darlegung der Streuung der Werte, wurde der zugehdrige Interquartilsbereich

(75-25) in eckigen Klammern hinter dem Median aufgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Daten zum Shuntmodell

3.1.1 Herzgewicht

Dreillig Tage nach Operation der Versuchstiere waren die Herzen der Tiere in der Shuntgruppe
(3090g [865]) im Median deutlich schwerer als die der Kontrolltiergruppe (1460g [120];
p<0,001; Abb. 7).
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1000-
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n=23 n=29
0 I I
Kontrolle Shunt

Abbildung 7: Herzgewicht bei Kontrolltieren und Tieren mit Shunt nach 30 Tagen;
"**0<0,001 Shunt vs. Kontrolle.
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3.1.2 ANP — Sekretion

Die ANP-Freisetzung innerhalb des Zeitraumes von einer Minute war in der Shuntgruppe unter
Baselinebedingungen deutlich hoher als in der Kontrollgruppe (Kontrolle: 253,9 fmol/min
[133,7] vs. Shunt: 780,3 fmol/min [478,4]; p<0,001; Abb.8).

2250

2000 - o
1750 -
1500 -
1250 -
1000 -

750 -

500 -

250 7 %

n=23 n=27
T T

absolute ANP-Sekretion (fmol/min)

Kontrolle Shunt

Abbildung 8: ANP-Sekretion unter Baselinebedingungen; **p<0,001 Kontrolle vs. Shunt.
(o entspricht Ausreil3er)

Auch pro Gramm Herzgewicht setzten die Herzen von Shunttieren signifikant mehr ANP frei als
die Herzen der Kontrollgruppe (Kontrolle: 189,2 fmol/min*g [96,6] vs. Shunt: 250,1 fmol/min*g

[168,0]; p<0,01); Abb.9).
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Abbildung 9: ANP-Freisetzung je Gramm Herzgewicht unter Baselinebedingungen; “p<0,01
(o entspricht Ausreil3er).
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3.1.3 ANP — Konzentration

Die Konzentration von ANP in der perfundierenden Fliissigkeit war bei den Herzen der shunt-
operierten Tiere unter Baselinebedingungen signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (Shunt:

69,4 fmol/ml [71,8] vs. Kontrolle: 43,5 fmol/ml [25,6] p<0,01; Abb. 10).
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Abbildung 10: basale ANP-Konzentration in der Perfusionsflissigkeit bei Herzen von Kontroll- bzw.
Shunttieren; *p<0,01 Shunt vs. Kontrolle. (o entspricht Ausreiler)

Zwischen den Versuchen A und B kam es dabei zu Abweichungen, wobei im Perfusat der

Shuntgruppe des zweiten Versuchs hohere ANP-Konzentrationen vorlagen als bei der

Shuntgruppe des ersten Versuchs.
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3.1.4 Koronarperfusion

Die koronare Perfusion der Herzen von Shunttieren war unter Baselinebedingungen im Median

hoher als die der Kontrolltiere (Kontrolle: 5,6 ml/min [2,3] vs. Shunt: 9,8 ml/min [5,9]; p<0,001;
Abb.11).
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Abbildung 11: Koronarperfusion der Herzen aus der Kontroll- bzw. der Shuntgruppe unter Baselinebe-
dingungen; **p<0,001 Shunt vs. Kontrolle. (o entspricht Ausreiler)

Bezogen auf das Herzgewicht in Gramm fanden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede

zwischen Kontroll- und Shuntgruppe (Kontrolle: 4,0ml/min*g [1,1] vs. Shunt: 3,3ml/min*g [1,8]
p=0,16; Abb. 12).
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Abbildung 12: Koronarperfusion je Gramm Herzgewicht in der Kontroll- und der Shuntgruppe unter
Baselinebedingungen; p=0,16 Shunt vs. Kontrolle (o entspricht Ausreil3er).

32



3.2 Versuch A: Analyse der dehnungsinduzierten ANP-Freisetzung

3.2.1 ANP-Sekretion

Es zeigten sich Unterschiede zwischen der ANP-Sekretion der Herzen von Shunt- bzw. Kontroll-

tieren (Abb. 13).

Kontrolle

ANP-Sekretion (fmol/min)

0 - — T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 t(min)

| Baseline |Stretch I keine Manipulation |

Versuchsablauf

Abbildung 13: ANP - Sekretion; exemplarischer Einzelfallverlauf des Versuchs mit den Herzen von
jeweils einem Shunt- und einem Kontrolltier.

Die Herzen der Kontrolltiere zeigten einen starken Anstieg der ANP-Sekretion bei Vorhofdeh-
nung (Stretch: 509,2 fmol/min [332,9] vs. Baseline: 205,0 fmol/min [174,2]; p<0,01; Abb. 14).
In der Shuntgruppe dagegen fand sich keine signifikante Verdnderung der ANP-Ausschiittung
durch Vorhofdehnung (Stretch: 885,6 fmol/min [700,9] vs. Baseline: 654,8 fmol/min [269,3];
p=0,25). Die ANP-Freisetzung unter Vorhofdehnung war demnach bei Herzen von shuntoperier-
ten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe abgeschwicht.

Die absolute ANP-Sekretion der Herzen von Shunttieren unterschied sich in der Phase der Vor-
hofdehnung nicht von der Kontrollgruppe (p=0,06 Kontrolle vs. Shunt).

In der dritten Versuchsphase (retrograde Perfusion) wurde ANP in beiden Versuchsgruppen wie-
der auf dem jeweiligen Baselineniveau freigesetzt (Kontrolle: 187,3 fmol/min [89,1], p=0,35 vs.

Baseline; Shunt: 646,0 fmol/min [362,9]; p=0,42 vs. Baseline).
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Abbildung 14: ANP - Sekretion im Vergleich von Shunt und Kontrolle wahrend der Versuchsphasen:
Baseline, Stretch und retrograde Perfusion. *p<0,01 vs. Baseline der Kontrollgruppe .
(¢ entspricht Ausreil3er)

3.2.2 ANP — Konzentration

Die Konzentration von ANP in der perfundierenden Fliissigkeit dnderte sich wiahrend des Ver-

suchs nicht signifikant (Abb. 15).

Kontrolle
100 ] = Shunt

ANP-Konzentration (fmol/ml)

T L I T T T T —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 t(min)

| Baseline |Stretch I keine Manipulation |

Versuchsablauf

Abbildung 15: ANP-Konzentration im Perfusat; exemplarischer Einzelfallverlauf des Versuchs mit den
Herzen jeweils eines Shunt- und eines Kontrolltiers.
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Die ANP-Konzentration in der Fliissigkeit, welche die Herzen der Shuntgruppe perfundierte un-
terschied sich in keiner Versuchsphase von der Kontrollgruppe (Baseline: p=0,30 Shunt vs. Kon-
trolle; Stretch: p=0,40 Shunt vs. Kontrolle; retrograde Perfusion: p=0,37 Shunt vs. Kontrolle;
Abb. 16).

Auch fanden sich keine Unterschiede der ANP-Konzentration zwischen den verschiedenen Ver-
suchsphasen. So bewirkte die Vorhofdehnung in keiner Versuchsgruppe eine Anderung der
ANP-Konzentration im Perfusat (Kontrolle: Stretch 32,6 fmol/ml [24,7] vs. Baseline 42,1
fmol/ml [26,2], p=0,35; Shunt: Stretch 35,7 fmol/ml [50,6] vs. Baseline 44,4 fmol/ml [28,0],
p=1,00). Ebenso unterschied sich die ANP-Konzentration in beiden Gruppen wahrend der dritten
Versuchsphase (retrograde Perfusion) nicht von den vorhergehenden Versuchsphasen (Kontrolle:
30,6 fmol/ml [15,4], p=0,08 vs. Baseline, p=0,92 vs. Stretch; Shunt: 42,6 fmol/ml [43,1]; p=0,45
vs. Baseline; p=0,48 vs. Stretch).
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Abbildung 16: ANP-Konzentration im Perfusat im Vergleich von Kontrolle und Shunt wahrend der Ver-
suchsphasen: Baseline, Stretch und retrograde Perfusion. (¢ entspricht Ausreiler)
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3.2.3 Koronarperfusion

Die Anderung des koronaren Perfusionsvolumens iiber den Zeitverlauf von 40 Minuten wies

Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Shuntgruppe auf (Abb. 17).
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Abbildung 17: Koronarperfusion; exemplarischer Einzelfallverlauf des Versuchs mit den Herzen jeweils
eines Shunt- und eines Kontrolltiers.

Die Herzen von Shunttieren wurden unter Baselinebedingungen von einer groeren Fliissig-
keitsmenge perfundiert als die Herzen von Kontrolltieren (Shunt: 12,5 ml/min [11,0] vs. Kontrol-
le: 6,1 ml/min [2,0], p<0,001; Abb. 18). Durch Umschalten auf den Working-Heart-Modus und
damit Dehnung des linken Vorhofs (Versuchsphase: ,,Stretch®) stieg die Koronarperfusion in der
Kontrollgruppe stark an (Stretch: 20,5 ml/min [19,6] vs. Baseline: 6,1 ml/min [2,0]; p<0,01). Die
Perfusion der Herzen von Shunttieren dagegen steigerte sich im Working-Heart-Modus nicht im
Vergleich zur Baseline (Stretch: 24,9 ml/min [30,2] vs. Baseline: 12,5 ml/min [11]; p=0,22). Die
Koronarperfusion beider Versuchsgruppen erreichte damit im Working-Heart-Modus ein gleich
hohes Niveau (Kontrolle: 20,5 ml/min [19,6] vs. Shunt: 24,9 ml/min [30,2]; p=0,92).

Nach dem Wechsel zur retrograden Perfusion (3. Versuchsphase) sank das Perfusionsvolumen in
der Kontrollgruppe wieder auf Baslineniveau (6,2 ml/min [3,0]; p=0,97 vs. Baseline). In der
Shuntgruppe war es geringfiigig grofer als wihrend der Baseline (16,5 ml/min [9,7]; p<0,01 vs.
Baseline; Abb.18).
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Abbildung 18: Koronarperfusion bei Shunt- und Kontrollherzen wahrend der Versuchsphasen: Baseli-

ne, Stretch und retrograde Perfusion. **p<0,001; *p<0,01 vs. Baseline der Kontroligruppe; **p<0,01 vs.
Baseline der Shuntgruppe.

3.3 Versuch B: Stimulation der Proteinkinase C

3.3.1 ANP - Sekretion

Ohne Beeinflussung der Proteinkinase C war die ANP-Sekretion der Herzen von Kontrolltieren
zu Beginn des Versuchs ilibereinstimmend mit der Sekretion am Ende des Versuchs (p=0,08 Ba-

seline vs. Vehikel; Tabelle 2).
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Versuchs- Stimulation Baseline nach Stimulation (48-60min)
gruppe mit; Medlian [IB] in fmol/min Median [IB] in fmol/min
Kontrolle Vehikel 255,7 [138,5] 181,2[77,9]

Kontrolle PMA 256,4 [168,2] 196,0 [137,1]

Shunt Vehikel 811,5[715,2] 534,6 [423,7]

Shunt PMA 863,3 [651,4] 264,8[197,0]"

Tabelle 2: ANP-Sekretion unter Baselinebedingungen sowie nach Stimulation mit PMA bzw. Vehikel;
*p<0,05 Baseline vs. Stimulation (48-60min); [IB]= Interquartilsbereich (75-25).

Auch die Stimulation der Proteinkinase C mit PMA bewirkte in der Kontrollgruppe keinen Un-
terschied der ANP-Freisetzung im Vergleich zur Baseline (p=0,35 Baseline vs. PMA).

Bei der Shuntgruppe fiel die ANP-Freisetzung sowohl unter Gabe von Vehikel als auch unter der
Stimulation der PKC mit PMA ab (p<0,05 Baseline vs.Vehikel/PMA; Tabelle 2). Durch Betrach-
tung der prozentualen Verdnderung der ANP-Sekretion zur Baseline iiber den Zeitverlauf von 60
Minuten (Brunner-Varianzanalyse) ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Vehikel-
stimulierten Versuchsgruppen (p=0,49 Kontrolle vs. Shunt; Abb. 19). Die Kontrollherzen wur-
den in ihrer ANP-Sekretion durch die Stimulation der Proteinkinase C nicht beeinflusst (p=0,74
PMA vs. Vehikel). In der Shuntgruppe dagegen bewirkte die PMA-Zugabe einen deutlichen Ab-
fall der ANP-Freisetzung (p<0,001 PMA vs. Vehikel).

—a—Kontrolle
c 1207 - - - - -Kontrolle (PMA)
8 100 | —e— Shunt
17}
x g 80 4 - - O - -Shunt (PMA)
2
3 60 -
< o AN Fekeke
o T ~
E o\c 40 T ~G ...... °
- ©
2 20
©
0
0-12 min | 12-24 min ‘ 24-36 min ‘ 36-48 min ‘ 48-60 min
Baseline || Stimulation mit PMA
Versuchsablauf

Abbildung 19: ANP-Freisetzung unter Stimulation der Proteinkinase C mit PMA.
**p<0,001 Shunt (PMA) vs. Shunt (Vehikel).
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3.3.2 ANP — Konzentration

Die Konzentration von ANP im Perfusat blieb ohne Stimulation der PKC sowohl in der Shunt-
als auch in der Kontrollgruppe konstant (Kontrolle: p=0,50 Vehikel vs. Baseline; Shunt: p=0,06
Vehikel vs. Baseline; Tabelle 3). Bei den Herzen von Kontrolltieren kam es durch PKC-
Stimulation mit PMA zu einem starken Anstieg der ANP-Konzentration in der Perfusionsfliis-
sigkeit (p<0,05 PMA vs. Baseline). Im Gegensatz dazu zeigte sich im Versuch mit Herzen von
Shunttieren keine Verdnderung der ANP-Konzentration im Perfusat durch die Einwirkung von

PMA (p=0,98 PMA vs. Baseline; Tabelle 3).

Versuchs- Stimulation Baseline nach Stimulation (48-60min)
gruppe mit: Median [IB] in fmol/ml Median [IB] in fmol/ml
Kontrolle Vehikel 30,5 [47,8] 35,7 [29,0]
Kontrolle PMA 47,5 [33,0] 184,898,3]"
Shunt Vehikel 101,3[76,9] 137,4 [72,0]

Shunt PMA 87,4 [50,8] 72,1 [129,3]

Tabelle 3: ANP-Konzentration unter Baselinebedingungen und nach Stimulation der Proteinkinase C
mit PMA bzw. Vehikel. [IB]= Interquartilsbereich (75-25).

Die prozentuale Anderung der ANP-Konzentration zur Baseline wies im Verlauf von 60 Minu-
ten einen signifikanten Unterschied zwischen Vehikel- und PMA-stimulierter Kontrollgruppe auf

(p<0,001 Kontrolle (PMA) vs. Kontrolle (Vehikel); Abb.20).
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Versuchsablauf

Abbildung 20: ANP - Konzentration im Perfusat unter Stimulation der Proteinkinase C mit PMA.
**p<0,001 Kontrolle (PMA) vs. Kontrolle (Vehikel).

Zwischen den anderen Versuchsgruppen bestanden keine Unterschiede in der relativen Konzent-

rationsédnderung iiber den Zeitverlauf von 60 Minuten.

39



3.3.3 Koronarperfusion

Bei allen Versuchgruppen sank das koronare Perfusionsvolumen iiber den Zeitverlauf von 60

Minuten ab (Tabelle 4).

Versuchs- Baseline nach Stimulation (48-60min)
gruppe Stimulation mit: Median [IB] in ml/min Median [IB] in ml/min
Kontrolle Vehikel 5,7 [5,3] 4,3[34]"

Kontrolle PMA 5,111,9] 1,3[0,6]"

Shunt Vehikel 7.7 [3,5] 3,7[1,6]"

Shunt PMA 9,816,6] 2,6[4,9"

Tabelle 4: Koronarperfusion unter Baselinebedingungen und nach Stimulation der PKC mit PMA bzw.
Vehikel. [/B] = Interquartilsbereich (75-25); * p<0,05 vs. Baseline

Die koronare Perfusion der Herzen von Shunttieren nahm unter Vehikelgabe prozentual starker
ab als dies in der Kontrollgruppe (Vehikel) der Fall war (p<0,001 Kontrolle (Vehikel) vs. Shunt
(Vehikel); Abb. 21).

Die PKC-Stimulation mit PMA bewirkte in der Shuntgruppe allerdings keinen weiteren Abfall
der Koronarperfusion (p=0,85 Vehikel vs. PMA).

Dahingegen hatte die Stimulation der Proteinkinase C bei Herzen von Kontrolltieren einen signi-
fikanten Einfluss. Hier fiel der Koronarfluss unter Einwirkung von PMA stark ab (p<0,001 Kon-
trolle (Vehikel) vs. Kontrolle (PMA)).

—a— Kontrolle (Vehikel)
—a—Kontrolle (PMA)
— - — Shunt (Vehikel)

— -0 — Shunt (PMA)

Koronarperfusion
(% der Baseline)
(e}

o
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Stimulation |

| Baseline |
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Abbildung 21: Koronarperfusion unter Stimulation der Proteinkinase C durch PMA.
""p<0,001 Kontrolle (Vehikel) vs. Shunt (Vehikel) bzw. Kontrolle (Vehikel) vs. Kontrolle (PMA).
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4. DISKUSSION

4.1 Daten zum Shuntmodell

Als Modell der Herzinsuffizienz durch chronische Volumenbelastung wurde der aortokavale
Shunt bei der Ratte gewdhlt. Das Herz wurde zur Durchfithrung der Experimente entnommen
und isoliert schlagend untersucht, wobei die Perfusion unter konstanten Druckbedingungen auf-
recht erhalten wurde. Zur Diskussion der Versuche wurden dabei folgende Parameter herange-
zogen:
o Herzgewicht (als Hypertrophiemarker im Zuge kardialen Remodelings),
0 ANP-Freisetzung des Herzens pro Zeiteinheit (Fokus dieser Arbeit, der mit den {ibrigen
Parametern in Beziehung gesetzt werden soll),
o ANP-Konzentration in der perfundierenden Fliissigkeit (als Modell der ANP Plasmaspiegel
im lebenden Organismus) sowie die
o Koronarperfusion (zur Beurteilung von Weit- oder Engstellung der Herzkranzgefaf3e).
Im Folgenden wurden die variablen Werte wie ANP-Freisetzung, ANP-Konzentration im Perfu-
sat sowie die Koronarperfusion der isoliert schlagenden Herzen unter Ruhebedingungen aufge-
zeichnet (das heift bei retrograder Perfusion wihrend der Baseline der durchgefiihrten Versuche)
und zwischen Shunt- und Kontrollgruppe verglichen. Auf diesem Wege sollen die Verdnderun-
gen im Ruhezustand bei Herzinsuffizienz am Modell herausgearbeitet werden. Darauf basierend
werden im Anschluss die Verdnderungen der Parameter bei Vorhofdehnung im Versuch A sowie

bei Stimulation der Proteinkinase C im Versuch B, diskutiert.

4.1.1 Herzgewicht

Das Herzgewicht zuvor shuntoperierter Tiere war mehr als doppelt so gro3 wie das der Kontroll-
tiere. Eine gravierende Zunahme des Herzgewichts wurde bei Patienten mit Herzinsuffizienz von
A. Linzbach schon 1960*'® beschrieben. Fiir diesen Prozess scheinen vor allem myozytire Hy-
pertrophie und ein robustes Wachstum interstitieller Matrix verantwortlich zu sein, aber auch
von kardiomyozytirer Hyperplasie wurde durch einige Autoren berichtet (in Ubersicht abgehan-

delt durch Francis 2001°%).
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Durch die Shunt-Operation wurde eine Verbindung zwischen abdomineller Aorta und Vena cava
inferior geschaffen. Dadurch floss ein Teil des Herzminutenvolumens unter Umgehung der
Kreislaufperipherie direkt zuriick in den vendsen Schenkel und zum Herzen, wodurch es zu einer
verstirkten kardialen Volumenbelastung kam. Es ist anzunehmen, dass die dadurch zunehmende

8,10-13 eine

diastolische Wandspannung durch Bildung neuer hintereinander liegender Sarkomere
exzentrische Hypertrophie hervorrief, widergespiegelt in der deutlichen Gewichtszunahme der
Herzen in der Shuntgruppe.

In der Literatur und auch durch unsere Arbeitsgruppe wurden zahlreiche Abweichungen der
Hamodynamik shuntoperierter Ratten beschrieben. So kam es zu einer Erhohung des zentralen

237-239

Venendrucks bzw. rechtsatrialen Drucks und des linksventrikularen enddiastolischen

238-240

238,240 - - - - - -
Drucks™™""" sowie zu einer Abnahme des arteriellen Drucks . Diese Abweichungen sind

typisch fiir das Vorliegen einer Herzinsuffizienz.' Eine starke Zunahme des Herzgewichts durch
Shuntinduktion wurde auch von anderen Autoren beschrieben.”*!

Zusammenfassend kann der aortokavale Shunt an der Ratte als etabliertes und valides Modell der
volumeninduzierten Herzinsuffizienz gewertet werden. Das in den hier dargestellten Versuchs-
reihen ermittelte Herzgewicht entsprach dem anderer Versuchsserien in unserer Arbeitsgruppe,
in denen eine detaillierte himodynamische Charakterisierung durchgefiihrt wurde.””** Um
durch Manipulation mit kardialen Kathetern nicht auf die ANP-Freisetzung einzuwirken, wurde

in den vorliegenden Versuchen auf eine erneute hdmodynamische Messung verzichtet und die

Zunahme des Herzgewichts in der Shuntgruppe als Ausdruck kardialer Insuffizienz interpretiert.

4.1.2 ANP — Freisetzung

Die ANP-Menge, die unter Baselinebedingungen pro Minute von den Herzen shuntoperierter
Tiere sezerniert wurde, iiberstieg das Dreifache der Freisetzung in der Kontrollgruppe. Auch je
Gramm Herzgewicht war die ANP-Freisetzung der Herzen von Shunttieren signifikant hoher als
in der Kontrollgruppe.

Die beobachtete Steigerung der ANP-Basalfreisetzung konnte die deutlich erhohten ANP-
Plasmaspiegel bei Patienten mit kardialer Insuffizienz"®" erkldren. Am Shuntmodell**”** so-
wie an diversen anderen Modellen der Herzinsuffizienz'**'***!'* konnte bisher einheitlich eine
Erhohung der ANP-Spiegel im Plasma in vivo gezeigt werden. Das Fortbestehen der verdnderten

ANP-Freisetzung in vitro spricht hierbei fiir eine andauernde Storung, die auch in Abwesenheit
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von himodynamischer Uberbelastung und ohne den Einfluss von zirkulierenden Hormonen wei-
terbesteht.
In der Literatur besteht weitgehende Einigkeit dariiber, dass die Induktion der ANP-Synthese in

den Herzkammern eine wesentliche Rolle bei der Steigerung der ANP-Freisetzung bei Herzin-

237,240,241

suffizienz spielt. Diesbeziiglich wurden beim aortokavalen Shunt an der Ratte und an

193,197,214

anderen Tiermodellen der Herzinsuffizienz sowie bei Patienten mit dilatativer Kardio-

196,199,200

myopathie erhohte Mengen an ANP-mRNA in den Herzkammern nachgewiesen. Die

ventrikuldre ANP-Expression wird in Verbindung mit der Reinduktion fetaler Genprogram-

me”™'*® im Zuge der Entwicklung kardialer Insuffizienz gesehen. Auch von vermehrtem Vorlie-

gen synthetisierten Hormons im Ventrikelgewebe liegen zahlreiche Nachweise an unterschiedli-

- - 193,194
chen experimentellen Insuffizienzmodellen

237,238

(u.a. beim aortokavalen Shunt an der Rat-

200217218 5 In Anbetracht dieser Daten ist im vor-

te ) sowie bei humaner Herzinsuffizienz
liegenden Versuch eine wesentliche Beteiligung der Herzkammern an der vermehrten Basalfrei-
setzung von ANP aus den Herzen von Shunttieren sehr wahrscheinlich.

Mit der Anreicherung von ANP-Molekiilen im ventrikuldren Herzgewebe kann ANP iiber Re-
zeptoren auf den Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten auto- und parakrine Wirkungen
entfalten, welche einem maladaptiven kardialen Remodeling entgegenwirken.®”*>'*>!2° Da trotz
der protektiven Eigenschaften des Hormons eine extreme Gewichtszunahme der Herzen von
Shunttieren (als Zeichen kardialer Hypertrophie und Fibrosierung im Zuge maladaptiven Remo-
delings) zu beobachten war, scheinen prohypertrophe Einfliisse auch im vorliegenden Insuffi-
zienzmodell zu iiberwiegen.

Ob das vermehrt freigesetzte ANP der Herzen shuntoperierter Tiere auch aus den Vorhofen
stammt, ist auf dem derzeitigen Stand der Forschung nicht eindeutig zu beantworten.

Die Datenlage zur ANP-Synthese in den Vorhofen présentiert sich als widerspriichlich. Beim
aortokavalen Shunt an der Ratte fanden sich normale bis erhdhte mRNA-Werte.>”*****! Das
Infarktmodell an der Ratte zeigte eine gesteigerte ANP-Expression.”'**"> Bei kardiomyopathi-
schen Hamstern reichten die Ergebnisse in Bezug auf die ANP mRNA jedoch von erhdhten®”

%7 Bine Studie an Patienten mit dila-

{iber unverinderte”*' bis zu signifikant erniedrigten Werten
tativer Kardiomyopathie®” zeigte eine Verdopplung der atrialen ANPmRNA bei erkrankten In-
dividuen. Die Konzentration von synthetisiertem ANP in den Herzvorhéfen war bis auf wenige

200,237 -

- - - - Lo 194214238
Ausnahmen in den meisten Studien zur Herzinsuffizienz erniedrigt. ™™

Da es jedoch auch in den Vorhéfen zu einer hypertrophen Gewebevermehrung bei Herzinsuffi-
zienz kommt, wichen die Ergebnisse zum ANP-Gehalt der gesamten Vorhofe in manchen Fillen

von denen zur Konzentration, die sich auf das Gewicht bezieht, ab. Am Shuntmodell zeigten sich
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dadurch normale bis erhohte ANP-Mengen in den Vorhofen.”*”**® Studien an kardiomyopati-
schen Hamstern zeigten dagegen widerspriichliche Ergebnisse.'**!>1?

Der Anteil der Vorhofe an der Basalfreisetzung bei Herzinsuffizienz ist folglich aufgrund wider-
spriichlicher Ergebnisse zahlreicher Studien bislang nicht zu eruieren und geht aus der aktuell
bestimmten ANP-Sekretion des gesamten Herzen nicht hervor. Mit Blick auf die dargelegte Da-
tenlage stammt das in der Shuntgruppe des aktuellen Versuchs vermehrt freigesetzte ANP mit
groBBer Wahrscheinlichkeit im Wesentlichen aus den Herzkammern.

Wodurch die Induktion und Mehrfreisetzung von ANP aus den Herzkammern hervorgerufen
wird, ist bislang nicht geklirt. Bei Herzinsuffizienz aktivierte neuroendokrine Faktoren wie An-
giotensin II'’*'”, Endothelin 1'®*'%®, Noradrenalin”"'"* und ADH'*'">"""" steigern die ANP-
Freisetzung und konnten bei der Zunahme der ANP-Basalfreisetzung durch Shuntinduktion eine
Rolle gespielt haben. Eine aktuelle Studie von Tran et al.*'? zeigt eine gesteigerte Expression des
ProANP-spaltenden Enzyms Corin im linken Ventrikel am Infarktmodell der Ratte sowie in hy-
pertrophen Kardiomyozytenkulturen. Diese Ergebnisse deuten auf eine regulative Komponente
der verstarkten ANP-Freisetzung aus den Ventrikeln bei der Herzinsuffizienz hin.

Der im aktuellen Versuch beobachtete massive Freisetzungsanstieg von ANP in der Shuntgruppe
ist ein ausdriicklicher Hinweis darauf, dass der Zustand der Herzinsuffizienz nicht mit einer In-
suffizienz der basalen ANP-Freisetzung verbunden ist. Vielmehr scheint hier eine periphere Re-
sistenz der Rezeptor-tragenden Organe vorzuliegen, die im Fall der Niere schon wenige Jahre
nach der Entdeckung von ANP nachgewiesen wurde®**. Auf Rezeptorebene kommen mehrere
Mechanismen fiir eine derartige Wirkungsabschwéchung in Frage, darunter hormonelle Rezep-
tordesensitivierung®” und -downregulation'® sowie die chloridabhingige Modulation der Re-

zeptoraffinitit gegeniiber ANP'®. Sie wurden unter 1.2.1 niher beschrieben.

4.1.3 ANP — Konzentration

Bei den Herzen der shuntoperierten Tiere war die Konzentration von ANP in der perfundieren-
den Fliissigkeit unter Baselinebedingungen hoher als in der Kontrollgruppe. Setzt man modell-
haft die ANP-Konzentration im Perfusat der ANP-Plasmakonzentration im lebenden Organismus

63-67 als erhoht erwiesenen ANP-

gleich, entspricht diese Konstellation den in diversen Studien
Plamaspiegeln bei Herzinsuffizienz. Da Unterschiede zwischen den durchgefiihrten Versuchen
bestanden, und das Blut am isoliert schlagenden Modellherz nicht zirkuliert sondern stetig neu-

es’hormon-, enzym- und rezeptorfreies Perfusat zugeleitet wird, soll in der folgenden Diskussion
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der Versuchsergebnisse weniger auf die Basalkonzentration selbst als vielmehr auf deren Ande-

rungstendenz nach Manipulation eingegangen werden.

4.1.4 Koronarperfusion

Die pro Zeiteinheit durch die Koronararterien flieBende Fliissigkeitsmenge war bei den Herzen
von Shunttieren signifikant erhoht. Da maschinell bedingt konstante Druckverhiltnisse vorlagen,
muss also der Gesamtquerschnitt der das Herz versorgenden Blutgefdfle unter Ruhebedingungen
grofer gewesen sein, als das in der Kontrollgruppe der Fall war. Dieser Umstand kann prinzipiell
durch zwei Mechanismen hervorgerufen werden: die Vergrof3erung der GefaBBlumina (Dilatation)
und die Bildung neuer Gefdae (Angiogenese).

Eine Koronardilatation erscheint in diesem Zusammenhang unwahrscheinlich. Bei der Herzin-
suffizienz wird sogar eine Vasokonstriktion diskutiert.*’ Durch bisherige Studien**** zur korona-
ren Ruhedurchblutung bei Herzinsuffizienz konnten jedoch keine einheitlichen Ergebnisse erzielt
werden, sodass ein Beweis dieser pathologischen Vorgédnge bislang ausblieb. Von einer Dilatati-
on der Koronargefie in der Shuntgruppe kann in Anbetracht der Datenlage allerdings nicht aus-
gegangen werden.

Folglich lieBe sich die Zunahme des koronaren Perfusionsvolumens durch Shuntanlage eher mit

206 konnten bei volumeninduzier-

einer Induktion der Angiogenese erkldren. Tomanek und Torry
ter kardialer Hypertrophie eine verstirkte Angiogenese nachweisen. Somit kommt die Neubil-
dung von Blutgefdflen in den Herzen von Shunttieren zur Begriindung der erhohten Koronarper-
fusion im Ruhezustand in Frage.

Je Gramm Herzgewicht zeigten sich zwischen Kontroll- und Shuntgruppe keine Unterschiede in
der Koronarperfusion. Man kann dementsprechend einen bedeutenden Einfluss der Koronarper-
fusion auf die ANP-Sekretion unter Baselinebedingungen ausschlieBen und davon ausgehen,

dass die unterschiedliche basale ANP-Sekretion der beiden Versuchsgruppen durch andere Vor-

ginge ausgelost wurde.
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4.2 Versuch A: Analyse der dehnungsinduzierten ANP-Freisetzung

Der addquate Reiz fiir volumeninduzierte ANP-Freisetzung ist die atriale Dehnung
(Stretch).'*!*° Ziel des vorliegenden Versuches war es, ein etwaiges Abweichen dieser Reiz-
antwort bei Herzinsuffizienz (die zumindest in ihren schwereren Stadien in aller Regel mit einer
Volumeniiberlastung einhergeht) zu erortern. Zu diesem Zweck wurde iiber den linken Herzvor-
hof unter definiertem Druck Perfusionsfliissigkeit zugeleitet, was konsekutiv eine Dehnung der

linksatrialen Wand hervorrief.

4.2.1 ANP — Freisetzung

In der Kontrollgruppe bewirkte die Dehnung der Vorhofwand erwartungsgemif einen starken
Anstieg der ANP-Freisetzung auf mehr als das doppelte des Ruhezustandes. Die insuffizienten
Herzen shunt-operierter Tiere zeigten unter linksatrialem Stretch hingegen nur eine nicht signifi-
kante Tendenz zur Mehrfreisetzung. Im Gegensatz zur Basalfreisetzung ist die akute ANP-
Sekretion der Herzen von Shunttieren in Reaktion auf den addquaten Dehnungsreiz in vitro somit
drastisch abgeschwécht.

In vivo war die ANP-Freisetzungsantwort insuffizienter Herzen bei atrialer Dehnung in mehre-
ren Versuchsreihen abgeschwiécht. Die Dehnung der Vorhofwand wurde unter anderem durch
akute intravasale Volumenexpansion hervorgerufen und fiihrte beim Shunt-Modell an der Rat-
te’ sowie bei der Schrittmacher-induzierten Herzinsuffizienz bei Hunden™” zu einer signifikant
geringeren ANP-Freisetzung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie und leicht symptomatischem Herzversagen zeigten eine abgeschwéchte ANP-
Freisetzung in Reaktion auf intravasale Volumenexpansion.*'*?"!

Die Ergebnisse des vorliegenden Versuchs zeigen, dass die bei der Herzinsuffizienz in vivo beo-
bachtete verdnderte Regulation der ANP-Freisetzung in vitro fortbesteht. Dies spricht fiir eine
andauernde Storung der ANP-Freisetzung, die auch in Abwesenheit von hdmodynamischer
Uberbelastung und ohne den Einfluss von zirkulierenden Hormonen weiterbesteht.

Der pathophysiologische Entstehungsmechanismus dieser Sekretionsminderung ist noch nicht
geklart. Da beim Shuntmodell an der Ratte normale bis erhdhte Werte fiir den ANP-Gehalt im

237,238

linken Vorhof gemessen wurden , erscheint die frither angenommene Depletion der ANP-

Vorrite**® in diesem Fall als Ursache unwahrscheinlich.
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Mehrere Arbeiten deuten darauf hin, dass das bei Herzinsuffizienz aktivierte Angiotensin II eine
Rolle spielen konnte. Sata et. al.*'> untersuchten hierzu den Einfluss der Hemmung von angio-
tensinkonvertierendem Enzym (ACE) und von Angiotensin-Rezeptorantagonisten bei
medikamentos induzierter Hypertonie an der Ratte. Dadurch wurde ein signifikanter Anstieg der
ANP-Plasma-Konzentration sowie atrialer ANP-enthaltender Granula hervorgerufen.

Beim Shuntmodell an der Ratte konnte in vivo gezeigt werden, dass die abgeschwichte ANP-
Freisetzung der Herzen operierter Tiere bei Volumenexpansion durch den ACE-Hemmer Ra-
mipril wiederhergestellt wird.”” Auch die Herzen von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie
setzten bei Volumenexpansion unter ACE-Hemmung deutlich mehr ANP frei als die nicht be-

handelte Versuchsgruppe.*'

Angiotensin II scheint somit einen negativen Effekt auf die volu-
meninduzierte ANP-Freisetzung auszuiiben.

Langenickel et al.*** zeigten kiirzlich, dass die Expression von Corin, einem Enzym welches
ProANP zu sezernierbarem ANP und einem Spaltprodukt umwandelt, in den Vorhdfen shunt-
operierter Ratten vermindert ist. Dabei konnte es sich um einen regulativen Mechanismus han-
deln, der zur abgeschwichten ANP-Freisetzung bei Vorhofdehnung beitrdgt. Corin scheint bei

213 und in den Vorhofen vermindert

der Herzinsuffizienz also in den Herzkammern induziert
L 204

exprimiert”™ zu werden.

Bisher liegen noch keine Studien vor, die sich mit regulatorischen Einflussfaktoren auf Corin

beschiftigen. Im 2003 verdffentlichten Review von Ruskoaho'®

wurde allerdings eine differen-
tielle Regulation der ANP-Genexpression in den Herzvorhdfen und den Herzkammern durch
auto-, endo- und parakrine Faktoren angesprochen.

Mit Blick auf die moglicherweise ausschlaggebende Rolle von Corin bei der ANP-Freisetzung
erscheint es sinnvoll, den Einfluss von derartigen Faktoren wie z.B. Angiotensin auf die Expres-
sion von Corin zu untersuchen. Er konnte die aktuell gezeigte Diskrepanz zwischen verstérkter

ANP-Basalfreisetzung aus den Ventrikeln und abgeschwéchter ANP-Freisetzungsantwort auf

den Dehnungsreiz im linken Vorhof erkléren.

4.2.2 Koronarperfusion

Die Koronarperfusion der Shunt- und Kontrollherzen nahm einen ganz dhnlichen Verlauf wie die
ANP-Sekretion. Von erh6htem Baselineniveau ausgehend, glich das koronare Perfusionsvolu-

men der Herzen shuntoperierter Tiere unter Vorhofdehnung dem der Kontrollherzen. Dabei hatte
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die Zufiihrung von Perfusat in den linken Vorhof neben atrialem Stretch auch den Effekt, dass
das linke Herz nun aktiv Fliissigkeit forderte. Die bei Kontrollherzen beobachtete Zunahme der
Koronarperfusion im Zeitraum der atrialen Dehnung lieBe sich somit durch einen erhohten Ener-
gie- und Sauerstoffverbrauch des kardialen Gewebes erkldren, welcher auf bisher noch nicht
vollstindig gekldrte Weise eine Dilatation der Koronararterien hervorrufen kann (eine Zusam-

1.22 veroffent-

menfassung der zur Diskussion stehenden Mediatoren wurde 2002 von Tune et a
licht).

Bei den Herzen von Shunttieren fand sich im Gegensatz dazu kein signifikanter Anstieg der Ko-
ronarperfusion. Unter atrialem Stretch wurden sie von ebensoviel Fliissigkeit durchflossen wie
die Herzen der Kontrollgruppe. Verschiedene andere Arbeitsgruppen® ™ haben bei insuffizien-
ten Herzen ebenfalls einen abgeschwéchten Anstieg der Koronarperfusion in Reaktion auf atria-
les Pacing und korperliches Training (als Zustéinde erhéhten metabolischen Bedarfs) beobachtet.
Traverse et al.* setzten dies in Zusammenhang mit ebenfalls abgeschwichter O,-Aufnahme in

insuffizientem kardialen Gewebe, flir deren Ursache allerdings noch kein Erklarungsansatz exis-

tiert.

4.2.3 ANP — Konzentration

Die relativen Veranderungen der ANP-Sekretion und der Koronarperfusion beider Versuchs-
gruppen unterlagen in diesem Versuch parallelen Schwankungen. Somit dnderte sich die ANP-
Konzentration im Perfusat bei Vorhofdehnung nicht.

Andere Arbeitsgruppen hatten durch Vorhofdehnung an isoliert perfundierten Rattenherzen nor-
maler Herzfunktion eine Konzentrationserhdhung von ANP im Perfusat provoziert.”>' Dort wur-
de mit konstantem Perfusionsvolumen gearbeitet. Kongruent zu den vorliegenden Versuchser-
gebnissen wurde durch die Dehnung des Vorhofs eine Zunahme der ANP-Freisetzung bei Her-
zen von Ratten mit normaler Herzfunktion bewirkt. Da dies unter der im aktuellen Versuch vari-
ablen Koronarperfusion nicht zu einer Konzentrationsdnderung im Perfusat fiihrte, scheinen die
Koronarperfusion und die ANP-Plasmakonzentration bei der akuten ANP-Freisetzung durch

Vorhofdehnung eine untergeordnete Rolle zu spielen.
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4.3 Versuch B: Stimulation der Proteinkinase C

Bei der Herzinsuffizienz ist die basale ANP-Freisetzung erhoht, wodurch es zu einem Anstieg
der Konzentrationen von biologisch aktivem ANPyy_ 126 und dem N-terminalen Peptid (ANP;_9g)

. 63-67,188-191
im Plasma kommt. ’

Wie diese verstirkte Freisetzung zu Stande kommit, ist noch nicht
vollstidndig geklart, die Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPgR) konnte da-
bei jedoch eine bedeutende Rolle spielen. Diese setzen (iiber die Aktivierung der PLCp = DAG,
IP; > PKC - MAP-Kinasen / noch unbekannte Effektoren mit konsekutiver Induktion von Hy-
pertrophie-assoziierten Genprodukten) einen Transduktionsweg in Gang, der zur vermehrten
Synthese von ANP beitrdgt. Auch die ANP-Freisetzung aus den Kardiomyozyten scheint (via
Prostaglandinwirkung?'®"'**) von intakter PKC-Funktion abhingig zu sein. So wurde unter Sti-

171,229

mulation der Proteinkinase C in kardiomyozytdren Zellkulturen sowie am isoliert perfun-

dierten Herzmodell*° eine Steigerung der ANP-Freisetzung beobachtet. Kongruent dazu wurde

die Freisetzung von ANP in atrialen Myozyten durch PKC-Inhibition vermindert.***

Die getrig-
gerte ANP-Sekretion durch ET-1 171, Ang 1 , ADH176, ocl-Rezeptor-Agonisten15 7, sowie Gewe-
bedehnung'™ fiel unter PKC-Inhibition geringer aus.

Da bei der Herzinsuffizienz eine Reihe von GPgR-bindenden Faktoren (wie ET-1, Angll, ADH
und iiber a-Rezeptoren auch Noradrenalin) aktiviert sind, war es von Interesse, eventuelle Unter-
schiede in der Regulation dieser Signalkaskade bei Herzinsuffizienz herauszuarbeiten.

Zu diesem Zweck wurde im vorliegenden Versuch die Proteinkinase C kontinuierlich mit PMA

stimuliert und die ANP-Freisetzung ins Perfusat analysiert.

4.3.1 ANP — Freisetzung

Durch die Stimulation der Proteinkinase C mit PMA zeigten sich deutliche Unterschiede in der
ANP-Freisetzungsantwort zwischen den Versuchsgruppen. Bei den Herzen von Shunttieren kam
es zu einem starken Abfall der Sekretion von ANP. Eine derartige Signalumkehrung wurde bis-
lang nicht beschrieben. Eine PKC-Downregulation/Aktivititsminderung durch protrahierte Ein-
wirkung von PMA ist allerdings bekannt.”****” Es wire demzufolge denkbar, dass permanent
erhdhte Plasmafaktoren wie ET-1°", AngIl®*, ADH” und Noradrenalin®**" bei Herzinsuffi-
zienz iiber eine protrahierte Stimulation der PKC zu deren Downregulation/Aktivitdtsminderung
beitragen und so zu einer Toleranzentwicklung gegeniiber hormonellen Stimuli fiihren. Diese

Annahme wird dadurch unterstiitzt, dass die Koronarperfusion der Herzen von Shunttieren nicht
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durch PKC-Stimulation beeinflusst wurde, die der Kontrollherzen dagegen deutlich. Auch das
bei Herzinsuffizienz erhShte ANP selbst kann NPR-A-vermittelt die PKC-Aktivitit senken’®
und somit zu dem beschriebenen Phdnomen beitragen. Eine Signalumkehrung liee sich auf die-
se Weise jedoch nicht erkldren. An der Verdnderung der basalen ANP-Freisetzung bei Herzin-
suffizienz miissen also noch andere Mechanismen beteiligt sein.

Es wire zum Beispiel moglich, dass verschiedene PKC-Isoformen einen unterschiedlichen,
eventuell sogar gegensétzlichen Einfluss auf die ANP-Freisetzung ausiiben. In humanem Myo-
kard sind PKCa, B, & sowie & nachgewiesen worden.” Sie gehdren zu den konventionellen
(cPKC: a, B) und neuartigen (nPKC: 6 und €) Proteinkinasen vom C-Typ und sind daher mit Di-
acylglycerol aktivierbar.® In dem aktuellen Versuch wurden durch DAG-Analogon PMA also
alle dieser Unterformen stimuliert, wobei die Rolle hinsichtlich der ANP-Freisetzung nicht fiir
jede einzelne geklirt ist. Kerkeld et al.*® wiesen fiir die PKC a kiirzlich eine ausschlaggebende
Funktion bei der ET-1 induzierten ANP- und BNP-Freisetzung nach. In den Prozess der Herzin-
suffizienzentwicklung und -hypertrophie sind indes auch andere PKC-Isoformen involviert. So
wurde in kardialen Myozyten bei humaner Herzinsuffizienz eine verstirkte Transkription des [-
PKC-Gens gefunden.” Auch am druckinduzierten Insuffizienzmodell der Ratte konnte eine ge-
steigerte Aktivitit von PKCP sowie € gezeigt werden.”’ Es ist also nicht auszuschlieBen, dass die
verschiedene Reaktion der Herzen aus Kontroll- und Shuntgruppe auf PMA-Einwirkung durch
ein ungleiches Regulationsmuster der PKC-Subklassen bei Herzinsuffizienz hervorgerufen wird.
Dahingehend wire eine Funktionsanalyse der B- und &-PKC im Hinblick auf die ANP-
Freisetzung aufschlussreich, denn ein negativer Einfluss ihrerseits konnte eine Erklarung flir den
Abfall der ANP-Sekretion der Herzen von Shunttieren unter PMA-Einwirkung darstellen.

Einen weiteren Ansatzpunkt bieten die unter 4.2 erwéhnten Studien zur Rolle des Angiotensins
bei der ANP-Freisetzung. Angiotensin aktiviert liber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren die

PKC® und zeigte bei normaler Herzfunktion'’*'"”

einen positiven Effekt auf die ANP-
Freisetzung. Im Gegensatz dazu rief seine Wirkungsminderung durch ACE-Hemmer bzw. ATII-
Rezeptorantagonisten bei medikamtentds induzierter Hypertonie*'? eine Steigerung der basalen
ANP-Plasmaspiegel und bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie*'' sowie am Shuntmodell
der Ratte™’ eine Wiederherstellung der dehnungsinduzierten ANP-Freisetzung hervor. Diese
gegensitzliche Wirkung von Angiotensin auf die ANP-Sekretion von gesunden bzw. insuffizien-
ten Herzen konnte ein Ausdruck abweichend regulierter Proteinkinase C bei Herzinsuffizienz
sein und die bei der Shuntgruppe beobachtete Signalumkehr bei PKC-Stimulation erkliren.

Das exakte Zustandekommen der Unterschiede zwischen Shunt- und Kontrollgruppe lésst sich

auf dem bisherigen Forschungsstand allerdings nicht kldren. Die Ergebnisse des vorliegenden

50



Versuches deuten jedoch darauthin, dass fiir die gesteigerte ANP-Basalfreisetzung im herzinsuf-
fizienten Zustand andere Einfliisse, als die reine Stimulation der PKC (als Bestandteil der PKC-
beinhaltenden Signalkaskade G-Protein-gekoppelter Rezeptoren), eine bedeutendere Rolle spie-

len.

4.3.2 Integrative Diskussion der Parameter

In der Kontrollgruppe bewirkte die PKC-Stimulation keine signifikante Verdnderung der ANP-
Freisetzung im Vergleich zu den Vehikel-stimulierten Kontrollherzen. Isoliert betrachtet ist dies

171,22 .
71.229 als auch am iso-

ein unerwartetes Ergebnis, denn sowohl in kardiomyozytiren Zellkulturen
liert perfundierten Herzmodell**® wurde in der Vergangenheit ein positiver Effekt von PMA auf
die ANP-Freisetzung demonstriert. Zur Anndherung an diese Problematik erwies es sich als
sinnvoll, die aktuellen Versuchsbedingungen zunichst mit denen von Ruskoaho et al.**° zu ver-
gleichen, die mit einem analogen Herzmodell gearbeitet hatten. Die Gruppe stimulierte ebenfalls
die Proteinkinase C mit PMA (Synonym: TPA) in isoliert perfundierten Rattenherzen und konn-
ten einen Anstieg auf das circa Vierfache der Baseline durch PMA-Einwirkung nachweisen. Der
Versuchsaufbau war prinzipiell dhnlich: die Proteinkinase C in retrograd perfundierten Ratten-
herzen wurde durch PMA-Beimengung zum Perfusat kontinuierlich stimuliert. Der einzige Un-
terschied zu den vorliegenden Versuchsbedingungen bestand in der Koronarperfusion unter
konstanten Flussbedingungen, wéhrend die in unserem Labor verwendete Apparatur den Druck
konstant hielt. Dies ist insofern von Bedeutung, als dass die PMA-sensible PKCe an Gefdlmus-
kelzellen eine Vasokonstriktion infolge GPgR-Stimulation vermittelt (ausfiihrlich diskutiert von
Walsh et al.*®).

Dieser Umstand bewirkt bei der Durchstromung isolierter Herzen mit PMA-haltiger Fliissigkeit
eine GefaBBverengung, wodurch es im aktuellen Versuch zu einer starken Abnahme des korona-
ren Perfusionsvolumens von Kontrollherzen kam. Auch die Koronarperfusion Vehikel-
stimulierter Kontrollherzen nahm iiber den Zeitverlauf von 60 Minuten kontinuierlich ab, was
damit zusammenhéngen konnte, dass das zugefiihrte Perfusat komplett frei von Plasmafaktoren
war, welche den Gefdfitonus in vivo modulieren. Die Verdnderung der Koronarperfusion der
Vehikel-Gruppe war jedoch weitaus weniger ausgeprigt, als das in der PMA-stimulierten Kon-
trollgruppe der Fall war. Die Abnahme des koronaren Perfusionsvolumens war bei Herzen von
Shunttieren etwas stirker als bei den Vehikel-stimulierten Kontrollen und steht in Kongruenz mit

der Annahme, dass die koronarkonstriktiven Mechanismen bei der Herzinsuffizienz stiarker akti-
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viert sind, als im gesunden Zustand*'. Ganz im Gegensatz zu den herzgesunden Kontrollen gab
es in der Shuntgruppe allerdings keine signifikanten Unterschiede in der Koronarperfusion zwi-
schen PMA- und Vehikel-stimulierter Versuchsgruppe. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass die
Regulation der Proteinkinase C in koronaren GefiaBmuskelzellen bei der Herzinsuffizienz verén-
dert ist. Mit Bezug auf die Koronarperfusion kam es im vorliegenden Versuch somit zu ausge-
priagten Abweichungen in der Himodynamik der betrachteten Versuchsgruppen.

Auf die Experimente von Ruskoaho et al.**°

zuriickkommend, liegt in der Himodynamik ein
groBBer Unterschied zwischen den Versuchsbedingungen in dieser Arbeitsgruppe und denen des
aktuellen Experiments. Auch in deren Versuchen kam es zu einer Gefdverengung in normalen
Herzen in Reaktion auf PMA. Da allerdings unter konstanten Flussbedingungen gearbeitet wur-
de, bewirkte dies keine Absenkung der Koronarperfusion, sondern es wurde durchgehend das
gleiche Volumen gegen den infolge Vasokonstriktion ansteigenden Druck in die Aa. coronariae
gepresst. Diesen Sachverhalt beschrieben Ruskoaho et al. auch in ihrem einige Jahre spiter ver-
offentlichten Artikel™', in dem iiber Experimente mit dhnlicher Versuchsanordnung berichtet
wird. Unter derartig konstantem Perfusionsvolumen ist ein Anstieg der ANP-Konzentration im
Perfusat auch als Anstieg der ANP-Freisetzung zu werten und wurde bisher ausschlieflich unter
diesem Aspekt diskutiert. Da die Koronarperfusion im gegenwértigen Versuch variabel war, be-
steht bei dieser Versuchsanordnung nun die Moglichkeit, die gegenseitige Abhangigkeit von der
ANP-Freisetzung und der ANP-Konzentration im Perfusat (als Modell fiir die ANP-
Plasmaspiegel in vivo) zu untersuchen. Tatsdchlich zeigte sich fiir die Kontrollgruppe des kon-
kreten Versuchs ein starkes Ansteigen der ANP-Konzentration im Perfusat durch PMA-
Stimulation. Quantitativ stieg sie in etwa auf das Vierfache der Baseline, was den Ergebnissen

von Ruskoaho et al.?*°

entspricht. Dieser Sachverhalt impliziert, dass die basale ANP-
Freisetzung moglicherweise in Abhéngigkeit von der ANP-Plasmakonzentration iiber eine Mo-
dulation der PKC-Aktivitét reguliert wird. Ein solcher Feed-Back-Mechanismus erfordert nun-
mehr ein Bindeglied zwischen zirkulierenden ANP-Molekiilen und den sezernierenden Kardio-
myozyten — z.B. in Form eines NP-Rezeptors. Fiir ANP betréfe dies den NPR-C und den NPR-
A. Bei NPR-C knockout Méusen konnte kein Unterschied der basalen ANP-Plasmaspiegel im
Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden.'” Das Interesse konzentriert sich somit auf den
NPR-A, von dem Leskinen et al.** in der Tat das Eingebundensein in einen negativen Feed-
Back-Mechanismus von ANP auf seine eigene Freisetzung nachweisen konnten.

Interessanterweise wurden auch fiir die NO-Wirkung Unterschiede in Abhidngigkeit von konstan-

233

ten Druck- versus konstanten Flussbedingungen festgestellt.”~ Da eine Stimulation der endothe-

lialen NO-Synthase via NPR-A''"** sowie eine negative Modulation der ANP-Freisetzung
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durch NO'>'* bereits bekannt sind, konnte endothelial synthetisiertes Stickstoffmonoxid einen
mutmallichen Mediator der Modulation der ANP-Freisetzung in Abhéngigkeit von seiner Plas-
makonzentration darstellen. Diese theoretischen Schlussfolgerungen bediirfen freilich weiterer
experimenteller Bestétigung.

Die ANP-Konzentration im Perfusat dnderte sich bei den insuffizienten Herzen von Shunttieren
unter PKC-Stimulation nicht. Dies konnte dadurch hervorgerufen werden, dass die PKC-
einschlieBende Signalkaskade durch das vermehrte vorliegen GPgR-Liganden im Plasma nicht
weiter stimulierbar ist. Da die ANP-Freisetzung unter PMA-Einwirkung jedoch kontinuierlich
abfiel, scheint bei der Herzinsuffizienz eine Anderung in der Regulation der PKC-beinhaltenden
Signalkaskade vorzuliegen.

Demnach deuten die Ergebnisse des vorliegenden Versuchs daraufhin, dass die ANP-Freisetzung
iber die Proteinkinase C moglicherweise in Abhédngigkeit von den ANP-Spiegeln im Plasma
reguliert wird und dass dieser Regulationsmechanismus bei der Herzinsuffizienz veridndert zu
sein scheint. Es wurde demonstriert, dass erhhte ANP-Plasmakonzentrationen bei Herzinsuffi-

zienz z.T. durch die abweichende Regulation der Proteinkinase C erklédrt werden konnen.

Die durchgefiihrten Versuche zeigen am Shuntmodell der Ratte, dass die basale ANP-
Freisetzung bei Herzinsuffizienz erhoht ist. Bei Vorhofdehnung als addquaten Sekretionsreiz
wird sie jedoch nicht gesteigert. Die ANP-Sekretion am insuffizienten Herzen ist im Vergleich
zur normalen Herzfunktion somit verdndert. Als regulatorische Komponente kommt dabei die
Proteinkinase C in Frage, da sekretionsfordernde Faktoren bei normaler Herzfunktion {iber die
PKC zu einer ANP-Freisetzung flihren. Die vorliegenden Versuche haben gezeigt, dass die PKC-
Stimulation bei der Herzinsuffizienz zu einer Abnahme der basalen ANP-Freisetzung fiihrt. Da-
mit wurde der Verdacht erhdrtet, dass die Proteinkinase C in die Regulation der ANP-

Freisetzung bei der Herzinsuffizienz involviert ist.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Im Zuge der Entwicklung einer Herzinsuffizienz kommt es zur verstirkten Freisetzung von Fak-
toren mit vasokonstriktiven, fliissigkeitsretinierenden sowie kardiohypertrophen Eigenschaften.
Gegenspieler dieses chronisch zur kardialen Uberbeanspruchung fithrenden Systems sind unter
anderem die kardioprotektiv wirksamen natriuretischen Peptide, darunter das atriale natriureti-
sche Peptid (ANP). ANP wird vorwiegend aus dem Herzen freigesetzt und weist bei kardialer
Insuffizienz erhohte Plasmaspiegel auf. Sein addquater Sekretionsreiz ist die atriale Dehnung, die
bei Herzinsuffizienz in vivo nur in abgeschwichter Form zur ANP-Freisetzung fiihrt. Daneben
steigern verschiedene Agenzien iiber rezeptorvermittelte Stimulation der Proteinkinase C die
ANP-Freisetzung. Die durchgefiihrten Versuche analysieren zum einen die dehnungsinduzierte
Freisetzung von ANP und zum anderen die Rolle der Proteinkinase C bei seiner basalen Sekreti-
on im Vergleich von Herzinsuffizienz zur normalen Herzfunktion.

Dazu kam der aortokavale Shunt an der Ratte als Modell der volumeninduzierten Herzinsuftfi-
zienz zur Anwendung. Die Herzen wurden isoliert schlagend untersucht und dabei die Koronar-
perfusion sowie die ANP-Konzentration im Perfusat bestimmt und in Bezug auf die ANP-
Freisetzung der Herzen diskutiert. Eine Vorhofdehnung wurde durch linksatriale Druckerh6hung
erreicht. Der Einfluss der Proteinkinase C auf die basale ANP-Freisetzung konnte durch Stimula-
tion mit dem Phorbolester PMA analysiert werden.

Die basale Freisetzung von ANP war in der Shuntgruppe hoher als in der Kontrollgruppe. Bei
der Herzinsuffizienz kommt es somit zu einer Steigerung der ANP-Sekretion, welche die erhdh-
ten ANP-Plasmaspiegel bei herzinsuffizienten Patienten erklaren konnte.

Wihrend die Vorhofdehnung in der Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme der ANP-
Freisetzung verursachte, blieb die ANP-Sekretion der Shuntgruppe unverindert. Die bei der
Herzinsuffizienz in vivo beobachtete verdnderte Regulation der ANP-Freisetzung besteht somit
auch in vitro fort. Dies spricht fiir eine andauernde Storung der ANP-Freisetzung, die auch in
Abwesenheit von himodynamischer Uberlastung und ohne den Einfluss von zirkulierenden
Hormonen weiterbesteht.

Die Stimulation der Proteinkinase C (PKC) verdnderte die basale ANP-Freisetzung der Kontroll-
herzen nicht. In der Shuntgruppe wurde die ANP-Freisetzung durch PKC-Stimulation signifikant
abgeschwicht. Im herzinsuffizienten Zustand ist die Rolle der Proteinkinase C bei der ANP-
Freisetzung demnach verdndert. Das Shuntmodell der Herzinsuffizienz zeigt somit trotz erhohter

basaler ANP-Freisetzung gegeniiber den Kontrollen eine abgeschwéchte ANP-Sekretion bei atri-
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aler Dehnung sowie eine negative Modulation der basalen ANP-Sekretion durch PKC-

Stimulation.
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