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1. Einleitung

Die Rolle von Angiotensin und des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE) steht schon lange
im Mittelpunkt des Interesses kardiovaskuldrer Forschung. So werden fiir verschiedene
pathophysiologische Mechanismen, wie bei der Entstehung des systemischen Bluthochdrucks,
der ventrikuldaren Hypertrophie, der Proliferation und Hypertrophie von GefaBmuskelzellen
und der Intimahyperplasie nach Gefdverletzung Angiotensin I und das Angiotensin-
Converting-Enzyms (ACE) verantwortlich gemacht. Der Subtyp I der Angiotensin II
Rezeptoren (AT;-Rezeptor) wird als Aktivator speziell fiir die wachstumsférdernden und
vasokonstriktorischen Eigenschaften von Angiotensin II angesehen. Den Zusammenhang
zwischen pulmonaler Vasokonstriktion, daraus resultierender rechtsventrikuldrer
Hypertrophie und Blockade des AT;-Rezeptors experimentell an der Ratte zu untersuchen,

war Ziel dieser Arbeit.

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist pharmakologischer Angriffspunkt fiir
die ACE- und Angiotensin II Rezeptor-Blockade. Durch erhohte sympathische Aktivitét
kommt es iiber Betarezeptorstimulation zu gesteigerter Reninsekretion. Daraus resultiert iiber
die Zwischenstufen Angiotensinogen und Angiotensin I die vermehrte Bildung des
Angiotensin II. Angiotensin II bewirkt eine Vasokonstriktion an der glatten Muskulatur der
Gefile [26] und die Freisetzung von Aldosteron aus der Zona glomerulosa der
Nebennierenrinde [1].

Unter Angiotensin Il kommt es zudem zu einer Stimulation der Hypertrophie von

GefidBmuskelzellen [2] und einer verstirkten Genexpression von Wachstumsfaktoren [19].



Mit der Blockade des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE) gelang es erstmals, dieses
humorale Regulationssystem zu beeinflussen.

Hemmstoffe des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE-Hemmer) verhindern die
Umwandlung von Angiotensin I in Angiotensin II, wodurch die direkten
vasokonstriktorischen Eigenschaften des Angiotensin II und die Freisetzung von Aldosteron
vermindert werden.

Angiotensin II Rezeptorblocker hingegen wirken antagonistisch am Subtyp I des Angiotensin
IT Rezeptors (AT;-Rezeptor), iiber den Subtyp II vermittelte Aktivitdt wird jedoch nicht

beeinflusst.

Bereits vor iiber 50 Jahren beschrieben von Euler und Liljestrand die pulmonale
Vasokonstriktion durch alveoldre Hypoxie [29]: Ein vaskuldrer Feedback-Mechanismus der
pulmonalen Gefale fiihrt zu einer Blutumverteilung von den weniger ventilierten
Lungenabschnitten zugunsten einer verbesserten Durchblutung der mehr ventilierten
Regionen. Dies geschieht durch eine Vasokonstriktion der arteriellen Pulmonalgefisse in den
schlechter beliifteten Lungenarealen. Hiermit wird eine verbesserte Oxygenierung des Blutes
durch Verminderung des intrapulmonalen Shunts erreicht. Langanhaltende inspiratorische
hypoxische Bedingungen fiihren folglich zu einer generellen pulmonalen Vasokonstriktion
und damit zu einem erhohten Widerstand in den Pulmonalarterien. Daraus resultiert eine
erhohte Druckbelastung des rechten Ventrikels mit konsekutiver Hypertrophie ohne
Beteiligung des linken Ventrikels. Rabinovitch beschrieb erstmals die Entwicklung einer

pulmonalen Hypertrophie durch chronische Hypoxie im Tiermodell an Ratten [24].



Unterschiedlichste experimentelle Modelle zeigen inzwischen, dass chronische
Hypoxiebedingungen an der Ratte eine rechtsventrikuldre Hypertrophie erzeugen. Der hieraus
resultierende pulmonale Druckanstieg kann durch ACE-Hemmer giinstig beeinflusst werden.
Morrell et al. erzeugten durch hypobare Umweltbedingungen eine chronische Hypoxie und
damit eine rechtsventrikuldre Hypertrophie [18].

Es gibt jedoch viele verschiedene experimentelle Modelle um eine rechtsventrikulére
Hypertrophie zu erzeugen.

In dem hier angewendeten Versuchsaufbau wurden die Tiere unter intermittierend
hypoxischen Bedingungen gehalten. Dabei leben die Tiere einige Stunden pro Tag unter
Hypoxiebedingungen, die iibrige Zeit des Tages und am Wochenende jedoch unter

Raumluftatmosphire.

Alle bekannten physiologischen Effekte von Angiotensin II werden durch den Angiotensin-II-
Rezeptor vom Subtyp 1 (AT)) vermittelt. Eine neu entwickelte Klasse von Angiotensin-II-
Rezeptorantagonisten, spezifisch wirksam am AT;-Rezeptor, hat sich als sinnvolle Ergidnzung
zur Erforschung des Renin-Angiotensin-Systems und der kardialen Hypertrophie erwiesen.
Losartan (LO), der bekannteste Vertreter dieser Gruppe, ist weltweit im Einsatz bei der
Behandlung der essentiellen Hypertonie, der linksventrikuldren Hypertrophie und der
Herzinsuffizienz.

Verschiedene Untersuchungen bewiesen, dass Angiotensin II zur Entwicklung einer kardialen
Hypertrophie beitragt [2, 14, 27, 30].

In scheinbarem Widerspruch hierzu stehen die Ergebnisse einer Arbeit von Rabinovitch et al
aus dem Jahr 1988. Diese Untersuchungen ergaben, dass Angiotensin II sowohl den akuten

und den chronischen, hypoxieinduzierten Anstieg des Pulmonalarteriendrucks als auch die



chronische, hypoxieinduzierte Hypertrophie des rechten Ventrikels verhindern konnte.
Vermutlich bewirkt eine iiber Angiotensin vermittelte Prostazyklinfreisetzung eine pulmonale
Vasodilatation [25]. Jedoch konnte sowohl in einem Modell von Nossaman mit isoliert
perfundierter Lunge [21, 22] und auch in einer Studie mit intakten Tieren von Morrell [18],
keine Wirkung von Losartan (LO) auf den akuten hypoxieinduzierten Anstieg des
Pulmonalarteriendrucks beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte aber sowohl Losartan
(LO) als auch der ACE-Hemmer Captopril die Auspriagung einer rechtsventrikulidren
Hypertrophie wihrend einer chronischen Hypoxiebehandlung verringern [18].

Im Hinblick auf diese widerspriichlichen Ergebnisse bleibt die genaue Funktion des
Angiotensin bei der Entwicklung und Beeinflussung einer rechtsventrikuldren Hypertrophie

ungeklart.

Um die Rolle des Angiotensin II bei der Entstehung einer hypoxieinduzierten
rechtsventrikuldren Hypertrophie besser zu verstehen, wurden in dieser Arbeit die priaventiven
Effekte von Losartan (LO) auf die resultierenden morphologischen, himodynamischen und
biochemischen Veridnderungen untersucht.

Neben den vasokonstriktorischen Effekten von Angiotensin II sollten auch
wachstumsstimulierende Eigenschaften nachgewiesen werden. Diese bewirken sowohl eine
Induktion der Proteinsynthese und der mitotischen Zellteilung der GefdBmuskelzellen als auch
eine gesteigerte Synthese von Kollagen I und III in den Fibroblasten, die zur Myokardfibrose
fiihrt.

Deshalb wurden in Ergédnzung zu den hamodynamischen Messungen die Verdnderungen in
der GroBe der Kardiomyozyten und die Aktivitidten der Enzyme des Pentosephosphatweges,

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und 6-Phospho-Gluconat-Dehydrogenase, untersucht.



2. Material und Methoden

2.1. Tiere

Als Versuchstiere wurden 29 weibliche ,,Sprague Dawley* Ratten verwendet (Charles River

Wiga GmbH in Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wogen bei Versuchsbeginn 160g-200g und
waren ca. 8§ Wochen alt.

Die Ratten konnten sich zu jeder Zeit frei im Kéfig, bzw. in der Kammer bewegen und hatten
freien Zugang zu Wasser und zu Trockenfutter (,,Altromin C 100%, Altromin GmbH, Lage,

Deutschland).

2.2. Hypoxie

Das Modell der intermittierenden Hypoxie sah wie folgt aus:

Die Tiere wurden tiber 4 Wochen acht Stunden am Tag, fiinf Tage die Woche (von Montag
bis Freitag), unter hypoxischen Bedingungen gehalten, in der Nacht und die iibrige Zeit bei
Raumluft. Dazu wurde eine Plexiglaskammer (siehe Abbildung) verwendet, in der sich
maximal sechs Tiere gleichzeitig befanden.

Die erniedrigte Sauerstoffkonzentration in der Kammer wurde durch eine Pressluft/Stickstoff-
Mischung erreicht, die mit einem konstanten Fluss von ca. 150 1/h durch einen Einfluss im
Kammerdeckel einstromte und der durch ,,Driger Gasflussmessuhren* (Drédgerwerk AG,
Liibeck, Deutschland), eingestellt wurde.

Der Sauerstoffgehalt in der Kammer wurde zu Beginn der Hypoxiebehandlung auf 16 vol.%

eingestellt und durch einen ,,Dréiger Oxydig O,-Sensor* (Dréiigerwerk AG, Liibeck,



Deutschland) in der Abluft der Kammer kontrolliert. Innerhalb von 3 Tagen wurde der
Sauerstoffgehalt in der Kammer dann schrittweise auf 10 vol.% reduziert.

(siehe Abbildung)

Air / N

Zufluss der Pressluft (Air)/Stickstoff (N)-Mischung

‘ =
Hypoxiekammer
J—m
Gasflaschen »Drager GasfluBmessuhren» Ausfluss mit O,-Sensor

Abbildung:

Skizze der Hypoxiekammer



2.3. Medikation

Die Tiere wurden mit dem AT;-Rezeptorblocker Losartan (12 mg/kg/d) behandelt, die
Kontrollgruppe erhielt keine Medikation.

Fiir eine kontinuierliche Zufuhr von Losartan wurden den Tieren osmotische Minipumpen
(alza, Palo alto, USA) intraperitoneal implantiert, einen Tag bevor mit der
Hypoxiebehandlung begonnen wurde. Die Kontrolltiere, die kein Losartan erhalten sollten,
bekamen ein Stiick Silikonschlauch implantiert, welches der GroB3e der Pumpe entsprechend
war.

Dazu wurde unter Athernarkose die Bauchhohle mit einem ca. 1 cm langen Schnitt erdffnet
und die Pumpe, bzw. der Silikonschlauch intraperitoneal eingebracht. Es folgte die Naht von
Muskulatur und Haut. Alle Eingriffe verliefen komplikationslos.

Die Forderrate der Pumpe betrug konstant 0.5 pl/h iiber 14 Tage. Fiir eine Behandlung iiber
vier Wochen war daher ein Wechsel der Pumpen nach 14 Tagen nétig, ebenso wurden die
Silikonschlauchstiicke gewechselt, um gleiche Bedingungen fiir die Kontrolltiere und die mit
Losartan behandelten Tiere zu gewihrleisten.

Die Tiere wurden zu Beginn des Versuchs und nach Beendigung der himodynamischen
Messungen (nach 4 Wochen) gewogen. Zur Unterscheidung wurden die Tiere aulerdem an

den Schwinzen mit Farbe markiert.



Versuchsgruppen

(4 Tiere pro Gruppe)

Gruppe 1

Hypoxiebehandlung mit Losartan

Gruppe 2

Hypoxiebehandlung ohne Losartan

Gruppe 3

Keine Hypoxiebehandlung (Kontrolle) mit Losartan
Gruppe 4

Keine Hypoxiebehandlung (Kontrolle) ohne Losartan

Mittelwert* Mittelwert*
Anfangsgewicht Endgewicht
(8 (®
175 233
178 236
192 252
175 227

Tabelle: Ubersicht Behandlungsgruppen, * Mittelwerte gerundet

2.4. Himodynamische Messungen

2.4.1. Narkose und Priparation

Die Tiere wurden mindestens eine Stunde vor den himodynamischen Messungen aus der

Hypoxiekammer genommen, um eine Aquilibration unter Raumluftbedingungen zu erreichen.

Zur Narkose wihrend der himodynamischen Messungen erhielten die Tiere 80 mg/kg

Thiopental (,,Trapanal®, Byk Gulden, Konstanz, Deutschland) vor den Messungen

intraperitoneal appliziert. Sobald eine ausreichende Narkosetiefe erreicht war, iiberpriift durch

entsprechende Schmerzreize (z.B. wurde eine Extremitét mit einer chirurgischen Pinzette

gekniffen), wurde eine Tracheotomie durchgefiihrt und eine Trachealkaniile eingelegt.




Danach wurden lateral der Trachea die Arteria carotis und die Vena jugularis aufgesucht und
freiprapariert. Auch bei der Ratte sind die beiden Gefisse durch die muskuldre Wandstruktur

und Pulsation der Arterie und den zarten Wandaufbau der Vene klar zu unterscheiden.

2.4.2. Rechts- und linksventrikuldre Katheterisierung und Messung

Zur Messung der Himodynamik wurden Ultraminiatur-Tip-Katheter von »Millar Instruments
INC.« (Houston, Texas) verwendet (model SPR-249, 3 French und model SPR-503, 2
French). Vor jeder Messung wurden die Katheter mit einem Manometer (Hugo Sachs
Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland) kalibriert.

Der Katheter fiir die linksventrikuldre Messung wurde iiber die Arteria carotis in den linken
Ventrikel eingefiihrt. Sobald der Katheter die Aortenklappe passiert hatte und sicher im linken
Ventrikel lag, was sich anhand der Druckunterschiede zwischen Ventrikel und Aorta klar
differenzieren lief}, wurden iiber 15 Minuten Herzfrequenz (HR), maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) und Druck (P) parallel und kontinuierlich mit einem
Schreiber (Gould Instrument Systems, Dietzenbach, Deutschland) aufgezeichnet.

Danach wurde der Katheter in die Aorta zuriickgezogen, und es wurden systolischer und
diastolischer Aortendruck (SAP, DAP) gemessen. Der mittlere arterielle Druck (MAP) wurde
dann als Mittelwert aus diesen beiden GroBen errechnet.

Nachdem die linksventrikuldre Messung beendet war, wurde der Katheter fiir die Messung der
rechtsventrikuldren Parameter unter Druckkontrolle iiber die Vena jugularis in den rechten

Ventrikel eingebracht.
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2.4.3. Messung des Herzzeitvolumens (CO)

Das Herzzeitvolumen (CO) wurde mit der Thermodilutionsmethode gemessen.

Dazu wurde der Tip-Katheter in der Vena jugularis durch einen Polyethylenschlauch (innerer
Durchmesser 0.58 mm) und der Tip-Katheter in der Arteria carotis durch eine thermosensitive
Sonde ersetzt (1.5 F, Columbus Instruments, Columbus, Ohio).

Dann wurde iiber den Polyethylenschlauch 0.1 ml gekiihlte Kochsalzlosung (18° C) in den
rechten Vorhof injiziert und die Temperaturanderung durch die in der Aorta liegende Sonde
gemessen. Die dadurch entstehende Temperaturkurve wurde durch einen Cardiomax II
Computer (Columbus Instruments, Columbus, Ohio) aufgezeichnet.

Es wurden bei jedem Tier fiinf aufeinanderfolgende Messungen durchgefiihrt und daraus ein
Mittelwert errechnet.

Der totale periphere Widerstand (TPR) wurde aus dem Quotienten von mittlerem arteriellen
Druck (MAP) und Herzzeitvolumen (CO) berechnet.

Die Schlagarbeit des Herzens (SW) wurde durch Multiplikation des Schlagvolumens (SV) mit

dem systolischen Aortendruck (SAP) ermittelt.

2.4.4. Entnahme der Herzen

Nach Abschluss der hamodynamischen Messungen wurde der Thorax und danach das
Perikard eroffnet. Das Herz wurde nun rasch von den groB3en Gefidf3en abgetrennt und
herausgenommen.

Bei den Herzen (n = 14), die fiir die biochemische Analyse vorgesehen waren, wurde dann in

die Aorta eine stumpfe Kaniile eingefiihrt, und das Herz langsam retrograd mit eisgekiihlter

11



Kochsalzlosung gespiilt. Danach wurden auch die Vorhofe entfernt, und die freie Wand des
rechten Ventrikels wurde abgetrennt. Nach Einfrieren in fliissigem Stickstoff wurden die
beiden Ventrikel gewogen.

Die Herzen (n = 15), die zur Isolierung der Kardiomyozyten entnommen wurden, mussten mit

einem Zellseparationsverfahren (wie in 2.5. beschrieben) behandelt werden.

2.5. Kardiomyozytenisolation aus dem rechten und linken Ventrikel

Um die Auswirkungen der Behandlung auf das Kardiomyozytenvolumen (CV) und die
Zellange zu beurteilen, wurden Kardiomyozyten unter Anwendung der Kollagenase-
Zellseparation aus dem rechten Ventrikel isoliert.

Dazu wurden die Herzen vorsichtig mit 20 ml 37° C warmer, oxygenierter, kalziumhaltiger
Tyrode-Losung gespiilt und danach an einem modifizierten Langendorff-Perfusions-Aufbau
10-30 Minuten lang mit kalziumfreier Tyrode-Losung perfundiert, um das noch im Herz
verbliebene Blut und die kalziumhaltige Tyrode-Losung auszuwaschen. Im Anschluss wurden
die Herzen in der Langendorff-Perfusion 30 Minuten lang mit einer Isolationslosung mit
Kollagenase behandelt.

Nun wurden auch bei diesen Herzen die Ventrikel voneinander getrennt, diese dann in
kalziumfreier Tyrode-Losung erst grob zerkleinert und dann mit einem Glaspasteur zu einer
Zellsuspension homogenisiert. Danach wurde diese Suspension durch ein Nylonsieb
(Maschenweite 200 pm) filtriert, um Bindegewebe sowie grobe Zellreste zuriickzuhalten.
Die Kardiomyozyten wurden dann in Fixans mit Glutaraldehyd und Puffer (G-6257 Sigma,
Miinchen, Deutschland) fixiert und mikroskopisch zur Qualitdtskontrolle des

Isolationsvorgangs untersucht.
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Die Messungen des Zellvolumens erfolgten unter Verwendung eines Coulter Counter
Channelyzer (Coulter Electronics, Krefeld, Deutschland) [20]. Fiir die genauere Berechnung
des Zellvolumens der stabformigen Kardiomyozyten wurde ein Formfaktor von 1,05 mit
einbezogen [8].

Die Messung der Zelldange wurde lichtmikroskopisch mit einem Zeiss Axioskop (Carl Zeiss,
Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Fiir jeden Ventrikel wurde der Durchschnittswert von
30 gemessenen Kardiomyozyten verwendet. Der Kardiomyozytendurchmesser wurde aus dem

Quotienten von Zellvolumen (CV) und Zelldnge ermittelt.
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Zusammensetzung der verwendeten Losungen (in mmol/l):

kalziumhaltige Tyrode-Losung

NaCl
KCl
MgCl,
CaCl,
HEPES

Glucose

kalziumfreie Tyrode-Losung

NaCl
KCl1
KH,PO4
MgSO,
HEPES

Glucose

pH 7,35 mit NaOH 10%ig

137,0
5.4
0,5
1,8
11,6

5,0

pH 7,35 mit NaOH 10%ig

130,0
5.4
1,2
1,2
6,0

10,0
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Isolationslosung:

Fixans:

150 ml kalziumfreie Tyrode-Losung

22 U Kollagenase

( Typ II in kalziumfreier Tyrode-Lsg., Sigma, Miinchen,
Deutschland)

72 U Pronase

750 mg bovines Albumin

(U = Einheit)

84 ml Aqua bidest.
16 ml 25% Glutaraldehyd (Sigma, Miinchen, Deutschland)
23 ml Na H; PO, (0,15 Molar, pH 7,2)

77 ml Na, H POy (0,15 Molar, pH 7,2)

15




2.6. Biochemische Analyse zur Protein- und Enzymbestimmung

2.6.1. Enzymaktivitdtsmessung der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PD) und

6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase (6-PGD)

Bei der Messung der spezifischen Aktivititen der myokardialen G-6-PD und 6-PGD wurde

nach den Methoden von Glock and Mc Lean [6] vorgegangen.

2.6.1.1.Vorbereitung der Zellen

Bei Entnahme der Herzen wurden diese mit eisgekiihlter Kochsalzlosung gespiilt und in
Stickstoff gefroren.

Dann wurde ein Stiick der freien Wand des rechten Ventrikels mit dem Morser homogenisiert
und in ein Perfusionsmedium mit Kaliumchloridpufferlosung gegeben, welches dann auf pH
7,0 eingestellt und zentrifugiert wurde (Beckman Ultrazentrifuge, Modell L5-65, 30 Minuten
bei 4°C unter Vakuum und 20000 U/min). Der bei der Zentrifugation entstandene Uberstand
wurde danach in Kaliumchloridpufferlosung iiber 12 Stunden bei 4°Celsius in
Dialyseschlduchen aufbewahrt, in denen sich ein osmotisches Gleichgewicht einstellen

konnte. Nun konnte die Enzymaktivitdt im Spektralphotometer gemessen werden.

16



Es wurden folgende Reagenzien fiir den Messansatz verwendet:

Triethanolamin-Hydrochlorid (TREA )-Puffer
9,3g Triethanolamin in 500g bidestilliertem Wasser (Aqua bidest.), wurde mit
Natronlauge (NaOH) auf pH 7,60 eingestellt.

Magnesiumchlorid 0,1 M (MgCl,)

NADP (C,; Hyg Ni7 O17 P3 Nay) 80 mg in 8 ml Aqua bidest. gelost.

Homogenat
Aqua bidest.
Glukose-6-Phosphat 40 mg in 4 ml Aqua bidest. gelost
6-Phosphoglukonat 36 mg in 3 ml Aqua bidest. gelost

Zuerst wurden nun Puffer (TREA), Magnesiumchlorid und bidestilliertes Wasser (Aqua

bidest.) im Wasserbad auf 37°C erwérmt.

Die Proben (Homogenat), NADP, Glukose-6-Phosphat und 6-Phosphoglukonat wurden bis

zur Messung in Eis gekiihlt.

2.6.1.2. Durchfithrung der spektralphotometrischen Messung

Mit der spektralphotometrischen Messung wurde die Aktivitdt der G-6-PD und 6-PGD durch

den Umsatz an NADP" zu NADPH festgestellt. G-6-PD katalysiert die Reaktion in Gleichung

(1), 6-PGD die Reaktion in Gleichung (2). Gemessen wurde hierbei die Ausloschung

(Extinktion) durch NADPH bei einer Wellenldnge von 340 nm.

17



Die Reaktionen verlaufen nach folgenden Gleichungen:

(1) Glukose-6-Phosphat + NADP* SR > 6-Phospho-Glukonolakton + NADPH + H*

(2) 6-Phosphoglukonat + NADP* ey > Ribulose-5-Phosphat + NADPH +H" + CO,
Ansatz/ Leerwert Probe 1
Reagenzien Probenleerwert G-6-P 6-PG G-6-P+6-PG
Kiivette (Nr.) 1 2 3 4 5
Puffer TREA 2,5 2,4 24 2,4 2,4
MgCl, 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
NADP 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Homogenat - 0,1 0,1 0,1 0,1
Aqua bidest. 0,1 0,2 0,1 0,1 -
Glukose-6-Phosphat 0,1 - 0,1 - 0,1
6-Phosphoglukonat - - - 0,1 0,1

Tabelle: Aktivititsmessung der G-6-PD und 6-PGD (Alle Angaben in ml)
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Ansatz/ Leerwert Probe 1 Probe 2
Reagenzien Probenleerwert Probe Probenleerwert Probe
Kiivette 1 2 3 4 5
Puffer TREA 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl, 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
NADP 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Homogenat - 0,1 0,1 0,1 0,1
Aqua bidest. 0,1 0,1 - 0,1 -
Glukose-6-Phosphat 0,1 - 0,1 - 0,1

Tabelle: Aktivititsmessung der G-6-PD (Alle Angaben in ml)

Die Aktivitit der Enzyme wurde in Einheit pro Gramm Protein (U/g) ausgedriickt.

2.6.1.3. Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung des Proteingehaltes des ventrikuldren Homogenats mit einem Analysekit

(Sigma; Miinchen, Deutschland) erfolgte nach den Methoden von Lowry [15].
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2.6.1.4. Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwerte +/- S.E.M. analysiert und dargestellt. Fiir die Erhebung der

statistischen Signifikanz wurde ANOVA und das Vergleichsverfahren nach den Methoden

von Duncan verwendet. Ein Wert von P<0.05 wurde als signifikant festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Linksventrikuliire und systemische Kreislaufparameter

Wie die in den Tabellen 1 und 2 dargestellten Werte zeigen, erzeugte die intermittierende
Hypoxie iiber 4 Wochen nur einen leichten Abfall der Herzfrequenz (HR).

Die linksventrikuldre maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (LV dP/dtmax), der
linksventrikuldre Druck und der Aortendruck (LVSP, MAP, DAP) waren bei den Tieren unter
Hypoxiebehandlung im Vergleich zu den Kontrolltieren unverindert.

Das Herzzeitvolumen (CO) war nach 4 wochiger intermittierender Hypoxiebehandlung leicht,
aber nicht signifkant erhoht.

Dagegen waren nach der Hypoxiebehandlung der totale periphere Widerstand (TPR)
signifikant erniedrigt und das Schlagvolumen (SV) ebenso wie die Schlagarbeit (SW) des
linken Ventrikels gegeniiber den Kontrolldaten deutlich erhoht.

Der linksventrikuldren Druck (LVSP) und der Aortendruck (MAP, DAP) (siehe auch Tab. 2)
wurde durch Blockade der Angiotensin-1-Rezeptoren (AT;) mit Losartan (LO) sowohl in den
Tieren der Kontrollgruppe als auch in der hypoxiebehandelten Gruppe gesenkt.

Die linksventrikuldre maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (LV dP/dtmax) wurde durch
Losartan (LO) nur in der Hypoxiegruppe reduziert.

Das Herzzeitvolumen (CO) und das Schlagvolumen (SV) blieben unbeeinflusst durch die

Behandlung mit Losartan.
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Versuchsgruppe

Kontrollgruppe ohne
LO

Kontrollgruppe mit
LO

Hypoxiegruppe ohne
LO

Hypoxiegruppe mit
LO

Herzfrequenz

[HR;
Schléige/min.]

Herzzeitvolumen

[CO;
ml/kg/min.]

Schlagvolumen

[SV;
ml/kg]

Totaler peripherer
Widerstand
[TPR;
mmHgekgemin/ml]

391,6 +£5,2 (14)

367,0 £ 6,8+(14)

360,3 £7,1%(15)

342,2 +10,0++(14)

412,0+ 11,3 (13)

443,1 £29,3 (14)

464,9 £ 13,0 (15)

412,6 + 15,6 (11)

1,05 £ 0,03 (13)

1,21 £ 0,08 (14)

1,30 £ 0,05*%(15)

1,18 £ 0,06 (11)

0,327 £ 0,018 (13)

0,260 £ 0,014+(14)

0,274 £ 0,014%(15)

0,257 £0,021*(11)

Tabelle 1

Herzfrequenz, Herzzeitvolumen, Schlagvolumen und totaler peripherer Widerstand in allen Gruppen der Studie.
*p<0,05 v Kontrollgruppe ohne LO; +p<0,05v Kontrollgruppe mit LO

Versuchs- LVSP DAP MAP LV dP/dtmax LV SW
Gruppe [mmHg] [mmHg] [mmHg] [mmHg/s] [mmHgeml/kg]
Kontrollgruppe | 1494+33 (14) | 114,1£39(14) | 132,0%3,6 (14) 11936 + 544 (14) | 156,5+4,0 (13)
ohne LO
Kontrollgruppe | 126,6 +2,7+(14) | 94,8 £ 3,4%(14) 110,9 £3,0%(14) | 10957 =356 (14) | 153,7 £ 11,5 (14)
mit LO
Hypoxiegruppe | 147,77 £5,0+(15) | 104,7 5,7 (15) | 126,3%5,1+(15) | 11626 £ 425 (15) | 190,8 £7,8++(15)
ohne LO
Hypoxiegruppe | 116,1 + 3,8+# (14) | 80,4 = 4,6%+#(14) | 98,5+ 4,1++#(14) | 8971 £+ 444+4#(14) | 140,1 £ 4,4#(11)
mit LO

Tabelle 2

Aortendruck und linksventrikuldire Parameter;

Linksventrikuldrer systolischer Druck (LVSP), Diastolischer Aortendruck (DAP), Mittlerer Aortendruck (MAP),
Linksventrikuldre maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (LV dP/dtmax), Linksventrikulire Schlagarbeit (LV

SW).

*n<0,05 v Kontrollgruppe ohne LO; +p<0,05 v Kontrollgruppe mit LO; #p<0,05 v Hypoxiegruppe ohne LO
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Der totale periphere Widerstand (TPR) wurde durch die Losartanbehandlung nur bei den
Kontrolltieren signifikant erniedrigt.
AuBerdem verminderte Losartan die linksventrikuldre Schlagarbeit (LVSW) bei den

hypoxiebehandelten Tieren.

3.2. Rechtsventrikulidre Parameter

Bei allen hypoxiebehandelten Tieren wurde, wie in Tabelle 3 dargestellt, eine deutliche
Erhohung des rechtsventrikulédren systolischen Drucks (RVSP; 52%) der maximalen
Druckanstiegsgeschwindigkeit (RV dP/dtmax; 49%) und der Schlagarbeit (RVSW; 89%)
festgestellt.

Losartan hatte auf diese rechtsventrikuldaren Parameter bei den Tieren, die unter
Kontrollbedingungen gehalten wurden, keinen Effekt, jedoch konnte der hypoxie-induzierte
Anstieg verringert werden. Die Schlagarbeit (RVSW) und der rechtsventrikulére systolische
Druck (RVSP) blieben hingegen im Vergleich zu den Kontrollwerten auch nach Losartangabe
erhoht. Auch der enddiastolische rechtsventrikulire Druck (RVEDP) war nach der
Hypoxiebehandlung erhoht (siehe auch Tab. 3) und konnte durch Losartangabe nicht

signifikant beeinflusst werden.
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Versuchsgruppe

Kontrollgruppe
ohne LO

Kontrollgruppe mit
LO

RVSP [; RV dP/dtmax RVEDP RV SW
[mmHg] [mmHg/s] [mmHg] [mmHgeml/kg]
38,1 £0,83 (16) 2,704 £ 102 (16) 2,50£0,38 (11) 399+ 1,5 (13)

36,8 £ 0,97 (15)

2,640 £ 83 (15)

3,06 £ 0,35 (8)

45,2+ 3,6 (14)

Hypoxiegruppe 58,1 = 1,42+4+(15) 3,782 £ 191++(15) 3,87 £0,35%(13) 75,4 £ 3,1+%+(15)
ohne LO

Hypoxiegruppe mit | 49,5 £ 2,06%+#(13) 3,046 £ 263#(13) 3,23 +0,51 (11) 59,5 + 3, 1*+#(11)
LO
Tabelle 3

Rechtsventrikuldre Parameter:
Rechtsventrikuldrer systolischer Druck (RVSP), Rechtsventrikulire maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (RV
dP/dtmax), Rechtsventrikuldrer endiastolischer Druck (RVEDP), Rechtsventrikulire Schlagarbeit (RV SW).

*n<0,05 v Kontrollgruppe ohne LO; +p<0,05 v Kontrollgruppe mit LO; #p<0,05 v Hypoxiegruppe ohne LO

3.3. Gewicht, Grosse und Volumen der Kardiomyozyten

Weder Myokardmasse noch Kardiomyozytenvolumen zeigten im linken Ventrikel nach

vierwochiger intermittierender Hypoxiebehandlung oder Langzeitgabe von Losartan eine

signifikante Veridnderung (siehe auch Tab. 4, 5).

Dagegen waren im rechten Ventrikel das Verhiltnis von Ventrikelgewicht zu Korpergewicht

(RVW/BW) und das Zellvolumen der Kardiomyozyten (RVCV) nach intermittierender

Hypoxie iiber 4 Wochen deutlich erhoht (siehe auch Tab. 4).

Da die Zelldnge der Kardiomyozyten in allen Gruppen nahezu identisch war, konnte die

Zunahme des Zellvolumens (RVCV) nur durch einen Anstieg des Zellquerschnitts bedingt

sein.

Losartan (LO) verminderte unter Raumluftbedingungen im rechten Ventrikel weder das

Verhiltnis von Ventrikelgewicht zu Korpergewicht (RVW/BW), noch das Zellvolumen

(RVCV) signifikant. Der Gewichtszuwachs des rechtsventrikuldren Herzmuskels (RVW)
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wurde in den hypoxiebehandelten Tieren parallel zum rechtsventrikuldren, systolischen Druck

(RVSP) durch die Losartanbehandlung signifikant verringert.

Versuchs- Tag 1 Tag 20 LVW LVW/BW RVW RVW/BW
gruppe [Korper- [Korper- [mg] [mg/g] [mg] [mg/g]
gewicht in g] | gewicht in g]

Kontroll- 1949+4,4 | 2433156 | 706,1 £40,4 (2,925+0,189 | 204,1 12,1 0,844 + 0,053
gruppe (16) (16) ®) (®) (®) (®)

ohne LO

Kontroll- 207,9+£5,0 | 256,6+59 [ 632,0£27,9 |2,515+0,173| 200,0 £ 104 0,784 £ 0,029
gruppe mit (16) (16) (®) (®) (®) ®)

LO

Hypoxie- 206,1 £59 | 2557+4,8 [ 756,5+51,8 (2,925+0,200 | 302,5 16,0+ | 1,166 £ 0,049*+
gruppe 15) 15) (®) (®) (®) (®)

ohne LO

Hypoxie- 2004 +£7,6 | 2552199 | 662,1£51,8 (2,549 +0,135 [254,9 &+ 18,4*+# | 0,990 + 0,072+#
gruppe mit (14) (14) @) @) (7) @)

LO
Tabelle 4

Links- und rechtsventrikuldre morphologische Parameter:
Links- und rechtsventrikuliires Gewicht (LW; RW), Verhdltnis von links- und rechtsventrikulirem Gewicht zu
Korpergewicht (LVW/BW; RVW/BW)
*n<0,05 v Kontrollgruppe ohne LO; +p<0,05 v Kontrollgruppe mit LO; #p<0,05 v Hypoxiegruppe ohne LO

Versuchsgruppe

Kontrollgruppe
ohne LO
Kontrollgruppe mit
LO

LVCV
[um’]

RVCYV
[um’]

RVCL
[um]

RV CSA
[um’]

27,084 £ 1,924 (4)

26,703 = 3,234 (5)

24,248 + 1,193 (8)

22,896 + 0,855 (8)

132,3£2,1 (8)

129,5 £ 1,7 (8)

183,2£7,9 (8)

176,6 £4,9 (8)

Hypoxiegruppe 25,342 £2.250 (4) | 29,541 % 1,765%+(7) 130,9 £ 1,6 (7) 225,1 £ 11,4%+(7)
ohne LO

Hypoxiegruppe mit | 23,729 * 1,740 (6) 24,524 +2.370#(7) 127,6 £ 1,4 (7) 191,7 £ 17,1#(7)
LO

Tabelle 5

Links- und rechtsventrikuldre Kardiomyozytenparameter:
Links- und rechtsventrikuldres Kardiomyozytenvolumen (LVCV; RVCV), rechtsventrikuldre Zellldnge (RVCL),
rechtsventrikuldre Zellquerschnittsflciche (RV CSA)
*p<0,05 v Kontrollgruppe ohne LO; +p<0,05 v Kontrollgruppe mit LO; #p<0,05 v Hypoxiegruppe ohne LO
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Der Anstieg des rechtsventrikuldren Zellvolumens (RVCV) konnte durch die Gabe von

Losartan (LO) vollkommen verhindert werden.

3.4. Biochemische Parameter

Die Aktivitdt von Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PD) und 6-Phospho-Glukonat-
Dehydrogenase (6-PGD) wurde im linken Ventrikel (LV) weder durch die
Hypoxiebehandlung noch durch die Gabe von Losartan (LO) beeinflusst.

Beide Enzymaktivititen waren dagegen im rechten Ventrikel (RV) nach intermittierender

Hypoxie deutlich erhoht.

Versuchsgruppe LV G-6-PD RV G-6-PD LV 6-PGD RV 6-PGD
[U/mg Protein] [U/mg Protein] [U/mg Protein] [U/mg Protein]

Kontrollgruppe 4,63 £ 0,31 (8) 5,08 £ 0,29 (8) 14,35 £ 0,55 (8) 15,70 £ 0,31 (8)
ohne LO

Kontrollgruppe mit 4,43 £ 0,30 (8) 4,99 £ 0,35 (7) 13,44 £ 0,48 (8) 12,77 £ 1,09 (7)
LO

Hypoxiegruppe 5,52+0,72 (9) 9,58 £ 1,26*+(9) 13,88 £ 0,68 (9) 20,69 £ 1,36*+(9)
ohne LO

Hypoxiegruppe mit 5,40 £ 0,40 (7) 7,40 £ 0,62 (7) 13,29 + 0,44 (7) 17,67 £ 1,34+(7)
LO
Tabelle 6:

Links- und rechtsventrikulire Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (RV G-6-PD) und 6-Phosphoglukonat-
Dehydrogenase (6-PGD)
*p<0,05 v Kontrollgruppe ohne LO; +p<0,05 v Kontrollgruppe mit LO; #p<0,05 v Hypoxiegruppe ohne LO

Tabellen 1 bis 6: LO = Losartan (12 mg/kgKG/d). Anzahl der Experimente in Klammern.

Losartan (LO) hatte keinen eindeutigen Einfluss auf andere Enzymaktivitdten im rechten

Ventrikel (RV) unter Kontrollbedingungen, erniedrigte jedoch den hypoxie-induzierten

26



Anstieg der 6-Phospho-Glukonat-Dehydrogenase (6-PGD), wie in den Grafiken 1 und 2

dargestellt.

RV G-6-PD

W+ - SEM
O Uimg
DProtein
Eontrollgruppe ohne  Eontrollgruppe mit  Hypomegruppe chne  Hypomegruppe mit
Lo Lo Lo® Lo
Grafik 1:
Rechtsventrikulire Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (RV G-6-PD)
RV 6-PGD
B+ ZEM
O Timg
Protein

Eontrollgruppe ohne  Eontrollgruppemit Hypomegrmppe chne  Hypomegruppe mit
LO (&) Lo Lo Lo

Grafik 2:

Rechtsventrikulire 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase (6-PGD)

Losartan (LO), Anzahl der Experimente in Klammern, SEM in roter Sdule dargestellt.

*p<0,05 v Kontrollgruppe ohne LO; +p<0,05 v Kontrollgruppe mit LO; #p<0,05 v Hypoxiegruppe ohne LO
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4. Diskussion

Eine rechts- und linksventrikuldre Hypertrophie am Herz der Ratte wurde nach experimentell
induzierter chronischer Infarzierung des Myokards durch Ligatur der linken absteigenden
Koronararterie [35, 36] als auch nach Infusion von Katecholaminen [9] und nach Behandlung
mit Trijodthyronin [34] beobachtet. Eine isolierte rechtsventrikuldre Hypertrophie ohne
Anzeichen einer Beteiligung des linken Ventrikels konnte bisher nach experimenteller
Pulmonalarterienstenose [32], nach Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie nach
Bestrahlung der Lunge [34] und auch nach andauernder Hypoxiebehandlung nachgewiesen
werden [13, 23, 24].

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit vorgestellten Experimente zeigen, dass das Modell der
intermittierenden Hypoxiebehandlung iiber vier Wochen geeignet war, um eine Hypertrophie
des rechten Ventrikels zu erzeugen. Diese Hypertrophie war auf den rechten Ventrikel
beschriankt, weder das Verhiltnis von linksventrikuldirem Gewicht zu Korpergewicht
(LVW/BW) noch das linksventrikuldre Kardiomyozytenvolumen (LVCV) waren bei den
hypoxiebehandelten Ratten erhoht.

Bei der Medikation war, wie auch bereits in fritheren Untersuchungen, eine Dosis von

12 mg/kg/d Losartan (LO) gewihlt worden. In einer Studie mit normotensiven ,,Sprague
Dawley* Ratten hatte diese Dosierung nach kontinuierlicher zweiwochiger Applikation keine
wesentliche Auswirkung auf den systemischen Blutdruck gezeigt [10]. Gleichzeitig war diese
Dosierung in einer anderen Untersuchung von Timmermans et al. ausreichend effektiv, um

den Blutdruck in spontan-hypertensiven Tieren zu senken [28].
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4.1. Linksventrikulire und systemische Kreislaufparameter

Der totale periphere Widerstand (TPR) war in der Hypoxiegruppe um etwa 15% gegeniiber
den Kontrolltieren erniedrigt. Jedoch zeigten die linksventrikuldren Druckwerte und die
maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) keine deutliche Beeinflussung durch die
intermittierende Hypoxiebehandlung. Dagegen blieben rechtsventrikuldrer systolischer Druck
und auch die Kontraktilitit im rechten Ventrikel fiir mehrere Stunden erhoht, auch nachdem
wieder Raumluftbedingungen hergestellt worden waren.

Der beobachtete Abfall der Herzfrequenz (HR) der hypoxiebehandelten Tiere steht in Konsens
mit fritheren Berichten in der Literatur. Bei Menschen und anderen Sdugetieren ist eine
Erniedrigung der Herzfrequenz (HR) nach anhaltender Hypoxieexposition zu beobachten [17].
Die Effekte des Angiotensin-II-Rezeptorantagonisten Losartan (LO) auf die
himodynamischen Werte unter Raumluftbedingungen bestanden hauptséichlich aus einem
Druckabfall im linken Ventrikel und der Aorta. Der totale periphere Widerstand (TPR) war
auch reduziert, wihrend das Herzzeitvolumen leicht erhoht war. Diese Druckreduktion im
systemischen Kreislauf war in einem fritheren Experiment an Ratten von Irlbeck et al [10], in
dem Losartan (LO) intravends iiber zwei Wochen gegeben worden war, nicht zu finden. Auch
in einer Studie von Wong et al [31], in der man Losartan (LO) wachen, normotensiven Tieren
infundierte, konnte keine Blutdrucksenkung beobachtet werden.

Das Ergebnis in der hier prisentierten Studie wird als ein leichter vasodilatierender Effekt von
Losartan (LO) interpretiert. Dieser Effekt konnte durch die Hemmung einer basalen
Angiotensinaktivitit in Gefidlen des gro3en Kreislaufs erkldart werden. Die linksventrikulédre
Kontraktilitdt wurde jedoch nicht beeinflusst, da die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit

(dP/dtmax) im linken Ventrikel durch Losartan (LO) nicht vermindert wurde.
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4.2. Funktionelle Parameter des rechten Ventrikels

Die intermittierende Hypoxieexposition bewirkte im rechten Ventrikel einen deutlich
messbaren und anhaltenden Anstieg des rechtsventrikuldren systolischen Drucks (RVSP) von
38,1+0,83 auf 58,1+1,42. In Vorversuchen war die Erh6hung des rechtsventrikulidren
systolischen Drucks (RVSP) nach vierwochiger intermittierender Hypoxiebehandlung
festgestellt worden, nachdem die Ratten bereits mehr als 16 Stunden wieder unter
Raumluftbedingungen gehalten worden waren. Dies liel die Vermutung zu, dass sich durch
die intermittierende Hypoxie ein fixierter pulmonaler Hochdruck entwickelt hatte.

Die Pulmonalarterie der Tiere mit einem Katheter zu sondieren war nicht moéglich, so dass der
pulmonalarterielle Widerstand nicht festgestellt werden konnte. Die wahrscheinlichste
Erkldarung ist jedoch, dass die Erhohung des rechtsventrikuldren systolischen Drucks (RVSP)
die Folge einer Erhohung der rechtsventrikuldren Nachlast war, welche durch eine
hypoxiebedingte, pulmonale Vasokonstriktion hervorgerufen worden war [24]. Losartan (LO)
hatte auf die rechtsventrikuldren Parameter unter Kontrollbedingungen keinen Einfluss,
verminderte jedoch die Auspriagung eines hypoxieinduzierten, rechtsventrikuldren
Hochdrucks. Werte, wie unter Kontrollbedingungen gemessen, wurden aber nicht ereicht.

Es wird vermutet, dass diese Druckverringerung im rechten Ventrikel durch einen
vasodilatativen Effekt von Losartan (LO) im Lungenkreislauf oder durch eine direkte
Hemmung der hypoxiebedingten, pulmonalen Vasokonstriktion hervorgerufen sein konnte.
Unter Kontrollbedingungen zeigte Losartan (LO) aber keinen messbaren Effekt auf den
systolischen Druck im rechten Ventrikel. Aulerdem konnten Morrell et al. zeigen [18], dass
Losartan (LO) die vasokonstriktorische Reaktion der Pulmonalgefésse als Folge einer akuten

Hypoxie nicht beeintriachtigt. Auf der anderen Seite zeigten Studien von Kiely et al. an
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gesunden Probanden, die mit Losartan vorbehandelt worden waren [12], eine deutlich
niedrigere Auspragung einer pulmonalen Vasokonstriktion aufgrund akuter Hypoxie.

Als Erkldrung hierfiir werden Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies vermutet.
Andere Ergebnisse von Morrell et al. [18] in einem vergleichbaren Hypoxiemodell an Ratten
zeigten, dass Losartan die Entwicklung einer Mediaverdickung und eines peripheren
Muskelzuwachses in kleinen Pulmonalarterien einschrinken konnte.

Es ist daher anzunehmen, dass die Blockade von AT;-Rezeptoren eine Hypertrophie der
Pulmonalarterien und dadurch auch die Entwicklung eines pulmonalen Hochdrucks
verhindern kann.

Die Senkung des rechtsventrikulédren systolischen Drucks (RVSP) konnte auch durch einen
negativen inotropen Effekt auf den rechten Ventrikel bedingt sein. Dies ist trotz der
niedrigeren, rechtsventrikuldren maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit (RV dP/dtmax) eher
unwahrscheinlich. Bei einer Reduktion der rechtsventrikuldren Kontraktilitdt und einem
konstant hohen Pulmonalarteriendruck hitte man einen Anstieg des enddiastolischen Drucks
(RVEDP) beobachten miissen, besonders da das Herzzeitvolumen (CO) unveridndert blieb.
Der enddiastolische Druck (RVEDP) war jedoch bei den hypoxischen Tieren, die mit Losartan
(LO) behandelt wurden, nicht erhoht. Deshalb ist der erniedrigte rechtsventrikulédre systolische
Druck (RVSP) am ehesten auf eine Hemmung der Angiotensinaktivitit an den

Pulmonalgefissen zuriickzufiihren.
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4.3. Herz und Zellgrofien

Wie erwartet, verursachte die intermittierende Hypoxiebehandlung eine isolierte
rechtsventrikuldre Hypertrophie, die durch einen Anstieg des Verhiltnisses von
rechtsventrikuldarem Gewicht zu Korpergewicht (RVW/BW) (Kap.3; Tabelle 4) und einer
Erhohung des Kardiomyozytenvolumens belegt werden konnte (Kap.3; Tabelle 5). Da sich die
rechtsventrikuldre Kardiomyozytenzelllinge bei den hypoxiebehandelten Tieren nicht von den
Kontrolltieren unterschied und gleichzeitig die Zellquerschnittsflache (CSA) erhoht war,
handelte es sich um eine Hypertrophie vom konzentrischen Typ.

Diese Behauptung stiitzt sich auf die von Linzbach erstmals 1960 beschriebene konzentrische
und exzentrische Hypertrophie als Folge einer Druck- bzw. Volumenbelastung [16], die auch
Gerdes [36] iibernommen hat. Eine Druckbelastung fiihrt hierbei zu einem Anstieg der
Ventrikelwandstirke bei iiberwiegend unverdndertem Ventrikelvolumen. Hingegen zeigt sich
bei einer Volumenbelastung ein erhohtes Ventrikelvolumen bei variablen Verdnderungen in
der Wandstirke des Ventrikels. Deshalb ist die Zellquerschnittsflache (CSA) und folglich das
Zellvolumen bei druckbelastetem Ventrikel erhoht, es besteht eine konzentrische
Hypertrophie. Bei Volumenbelastung findet sich ein Anstieg der Zelllinge und des —volumens
und damit eine exzentrische Hypertrophie.

Dies wurde durch die morphologischen Verdnderungen bei Ratten bestétigt, welche iiber vier
Wochen eine ausgedehnte Infarzierung des linken Ventrikels durch Ligatur der linken
Koronararterie (LAD = left anterior descending) entwickelt hatten. Hierbei korrelierte die
Erhohung des rechtsventrikulédren systolischen Drucks und die Zunahme der Schlagarbeit des
rechten Ventrikels deutlich mit einem Anstieg von rechtsventrikuldirem Gewicht zu

Korpergewicht, einem vergroferten Zellvolumen und erhohter Zellquerschnittsfliche der
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Kardiomyozyten des rechten Ventrikels. Dabei musste registriert werden, dass die Tiere mit
einem linksventrikuldren enddiastolischen Druck (LVEDP) von 32 +2 mmHg ein schweres
Linksherzversagen aufwiesen, verglichen mit den Kontrolltieren, bei denen der
linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDP) lediglich bei 3.4 0.8 mmHg lag [36].

In der hier vorliegenden Studie verminderte Losartan (LO) die Gewichtszunahme des rechten
Ventrikels (RVW/BW) ebenso wie den rechtsventrikuldren sytolischen Druck (RVSP). Werte
wie bei den Kontrollen konnten aber nicht vollstindig erreicht werden. Interessanterweise
wurde jedoch der Anstieg des Zellvolumens und die QuerschnittsvergrofSerung der
Kardiomyozyten durch Losartan (LO) vollkommen verhindert. Hieraus lésst sich ableiten,
dass eine AT;-Rezeptorblockade durch Losartan die Entwicklung einer konzentrischen
Hypertrophie verhindern kann, auch wenn eine Gewichtszunahme des rechten Ventrikels
gegeniiber den Kontrolltieren zu beobachten war. Hierfiir muss letztendlich eine Zunahme des
Bindegewebes verantwortlich gemacht werden, insbesondere das Kollagen scheint dabei eine

Rolle zu spielen.

4.4. Biochemische Parameter

Die Enzyme Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD) und 6-Phosphoglukonat-
Dehydrogenase (6-PGD) sind wichtige GroB3en, um die Aktivitit in der Zelle, beispielsweise
im Rahmen einer Hypertrophie, zu beurteilen. Sie katalysieren Reaktionen im
Pentosephosphatweg, wobei es zur Regenerierung von NADP* zu NADPH/H" kommit.
NADPH/H" wird vor allem bei der Fettsiure- und Steroidbiosynthese benétigt, wobei

NADPH/H* zu NADP"* reoxidiert wird.
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Die Aktivititen der Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD) und 6-Phosphoglukonat-
Dehydrogenase (6-PGD) lassen sich am Umsatz von NADP* zu NADPH/H" bestimmen.
Das erste Enzym des Pentose-Phosphat-Weges, Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G-6-PD), ist aufgrund seiner Aktivitit das limitierende und Durchsatz-regulierende Enzym.
Es wurde schon in fritheren Experimenten mit der myokardialen Hypertrophie in Verbindung
gebracht. Die Aktivitit der Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD) war sowohl bei der
katecholamininduzierten Myokardhypertrophie [10], bei der durch Thyroxin induzierten
Hypertrophie in spontan-hypertensiven Ratten [7], als auch bei Hypertrophie nach
Stenosierung des Aortenbogens [33] erhoht. In einem Modell mit chronischer
Myokardinfarzierung war die Aktivitit der Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD)
ebenfalls erhoht [37, 38].

Diese Ergebnisse bestitigen die Annahme, dass die Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-
PD) als Marker fiir Myokardhypertrophie zu betrachten ist.

In einem anderen Versuchsmodell von Zierhut et al. [32], in dem durch Konstriktion der
Pulmonalarterie fiir zwei Wochen eine rechtsventrikuldre Hypertrophie erzeugt worden war,
kam es zu keiner Erhohung der Aktivitdt der Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD).
In diesen hier vorliegenden Versuchen induzierte eine intermittierende Hypoxiebehandlung
einen Anstieg der Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD) Aktivitit im rechten
Ventrikel, welcher vergleichbar mit dem Anstieg der Aktivitdt im linken Ventrikel bei
anderen Versuchsmodellen mit kardialer Hypertrophie war. Das Fehlen des Anstiegs der
Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD) Aktivitidt im linken Ventrikel in unserem
Modell zeigte, dass die Verdanderungen im Myokard nicht durch die systemische Hypoxie
herbeigefiihrt worden waren. Es wurde auch klar, dass der Anstieg der Glukose-6-Phosphat

Dehydrogenase-Aktivitit, der in den anderen Modellen mit kardialer Hypertrophie gesehen
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worden war, nicht etwa auf einen Sauerstoffmangel, sondern vielmehr auf die zusétzliche
kardiale Belastung (erhohte Nachlast) zuriickzufiihren ist.

Ein anderes Enzym des Pentose-Phosphat-Weges ist die 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase
(6-PGD), welches ebenso wie die Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD) einen
Hauptlieferanten von NADPH in der Herzmuskelzelle darstellt. Keines der fritheren
Experimente hatte einen Zusammenhang zwischen kardialer Hypertrophie und der Aktivitét
des Enzyms 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase (6-PGD) gezeigt.

Bei dem hier prisentierten Versuch iiber vier Wochen konnte jedoch ein signifikanter
hypoxie-induzierter Anstieg der 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase (6-PGD) Aktivitidt im
rechten Ventrikel beobachtet werden (Kap.3; Tabelle 6, Grafik 2), wenn auch weniger stark
ausgeprigt als der Anstieg der Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD). Diese erhohte
6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase (6-PGD) Aktivitit im hier vorliegenden Modell konnte
durch die langere Dauer des Versuchs erkldart werden, denn frithere Experimente liefen
lediglich iiber maximal zwei Wochen. Moglicherweise benotigt ein Anstieg der 6-
Phosphoglukonat-Dehydrogenase-Aktivitiat mehr Zeit.

Losartan (LO) verringerte beide Enzymaktivititen nach vierwochiger intermittierender
Hypoxie auf Werte, die fast den Kontrollen entsprachen. Es ging aus den Experimenten nicht
klar hervor, ob dieser Effekt von Losartan (LO), ebenso wie die Effekte auf die
Kardiomyozytenzellgrosse und das Ventrikelgewicht, eine direkte Folge einer AT)-
Rezeptorblockade oder nur eine indirekte Folge durch eine Senkung des ventrikuldren Drucks
waren.

Da Losartan (LO) aber das hypoxie-induzierte Myozytenzellwachstum trotz eines immer noch
erhohten rechtsventrikulédren systolischen Drucks (RVSP) vollstindig verhinderte, erscheinen

direkte Effekte durch eine AT,-Rezeptorblockade denkbar.
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Aufgrund dieser Ergebnisse und schon bekannter klinischer Erfahrungen mit AT -
Rezeptorantagonisten besteht Hoffnung, mit dieser relativ neuen Gruppe im Kreis der
Antihypertensiva eine Ergianzung oder auch Alternative zu bisherigen Therapiemdoglichkeiten
zu bieten. Die selektive Blockade des AT;-Rezeptors erweist sich als besonders giinstig,

da GefalBkontraktion, Wachstum und Aldosteronproduktion offenbar AT;-Rezeptor vermittelt
sind.

Die biologische Funktion des AT,-Rezeptors ist hingegen noch nicht vollstindig geklart.
Moglicherweise werden iiber diesen Rezeptortyp, der sich vorwiegend in fetalem Gewebe,
aber auch im Uterus, Nebenniere, Gefidllendothel und Gehirn finden lasst [1, 19, 21, 26, 27],
Vorginge reguliert, die pathophysiologische Mechanismen giinstig beeinflussen konnen.

So stellte Rabinovitch schon 1988 fest, dass eine pulmonale Vasodilatation, vermutlich durch
eine Angiotensin vermittelte Prostacyclinfreisetzung, einen akuten und chronischen
hypoxieinduzierten Anstieg des Pulmonalarteriendrucks und die darauf folgende
rechtsventrikuldre Hypertrophie verhindern konnte [24].

Eine selektive AT;-Blockade, die vermutlich eine vermehrte Stimulierung des Angiotensin-II-
Rezeptor Subtyps 2 (AT,-Stimulierung) zur Folge hat, konnte noch mehr Bedeutung
gewinnen, wenn sich bestdtigen sollte, dass diese antiproliferativen Effekte und auch die
Hemmung der Akkumulation verschiedener Proteine iiber den AT,-Rezeptor gesteuert
werden. Damit konnte dann moglicherweise eine wirksame Blockade der unerwiinschten
Angiotensinwirkungen erreicht werden und erwiinschte, iiber den AT,-Rezeptor vermittelte
Effekte, wiirden erhalten bleiben. Hier bedarf es sicherlich noch liangerer klinischer Erfahrung
und weiterer Erkenntnisse iiber die Funktionen des Angiotensin und der einzelnen Subtypen

der Angiotensinrezeptoren.
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5. Zusammenfassung

Es wurden die hamodynamischen, biochemischen und morphologischen Effekte einer
Angiotensin-II-Rezeptorblockade auf eine hypoxie-induzierte rechtsventrikuldare Hypertrophie
an der Ratte untersucht. In weiblichen ,,Sprague Dawley* Ratten wurde eine isolierte
rechtsventrikuldre Hypertrophie durch intermittierende Hypoxie hervorgerufen. Nach
Beendigung der Hypoxiebehandlung wurden links- und rechtsventrikuldre himodynamische
Parameter unter Raumluftbedingungen an narkotisierten Tieren mit speziellen
Ultraminiaturtipkathetern gemessen. Das Herzzeitvolumen wurde mit der
Thermodilutionsmethode bestimmt. Herzmuskelzellen wurden aus dem rechten und linken
Ventrikel isoliert. Als Stoffwechselparameter wurden die Enzyme Glukose-6-Phosphat
Dehydrogenase und 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase gemessen.

Die intermittierende Hypoxie bewirkte einen Anstieg des rechtsventrikuldren Drucks und eine
Erhohung des Verhiltnisses von Ventrikelgewicht zu Korpergewicht im rechten Ventrikel, die
Hypoxiebehandlung hatte keinen Einfluss auf die linksventrikulidren Kreislaufparameter oder
das Herzzeitvolumen. Die Aktivititen der Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase und der 6-
Phosphoglukonat-Dehydrogenase waren nach der Hypoxiebehandlung im rechten Ventrikel
erhoht, jedoch nicht im linken Ventrikel. In der Hypoxiegruppe ohne Losartan war das
Zellvolumen der isolierten Kardiomyozyten erhoht, die Kardiomyozytenzelldnge unveridndert,
so dass man von einer hypoxieinduzierten rechtsventrikuldren Hypertrophie vom primir
konzentrischen Typ ausgehen muss.

Losartan verringerte den hypoxie-induzierten Anstieg des rechtsventrikuldren systolischen
Druckes, die Zunahme des Verhiltnisses von rechtsventrikuldirem Gewicht zu Korpergewicht

und die Enzymaktivititserhohung signifikant, wenn auch nicht vollstindig. Die Zunahme des
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Volumens und der Querschnittsfldche der isolierten Kardiomyozyten wurde durch Losartan
jedoch vollkommen verhindert.

In Anbetracht dessen konnte Losartan in der Behandlung der Herzinsuffizienz und der
Hypertonie einen noch deutlich hoheren Stellenwert einnehmen, vor allem wenn man die
Vorteile einer sehr niedrigen Nebenwirkungsrate und einer grofen therapeutischen Breite,
kombiniert mit einer sehr selektiven Blockade am Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 1 (AT;-
Blockade), mit einbezieht. Uber eine selektive AT;-Blockade konnte dann moglicherweise
eine wirksame Ausschaltung der unerwiinschten Angiotensinwirkungen erreicht werden und

erwiinschte, iiber den AT,-Rezeptor vermittelte Effekte, wiirden erhalten bleiben.
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