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Referat

Zielsetzung: Unter Anwendung eines bestehenden pharmakokinetisch-pharmakodynamischen
Modells (Sermsappasuk und Weiss, 2009) fiir den durch o;-Adrenozeptoren induzierten
inotropen Effekt sollte in dieser Arbeit der Einfluss pathophysiologischer Zustinde auf die
Bindungs- und Signaltransduktionsparameter der o;-Adrenozeptoren des Rattenherzens
untersucht werden. Dabei handelte es sich um die Effekte einer einstiindigen Infusion mit 12,3
uM Phenylephrin- bzw. 5 - 10”7 M Isoprenalin-Lésung, einer 20-miniitigen partiellen Hypoxie

sowie einer durch Isoprenalin-Injektionen induzierten Myokardhypertrophie.

Methoden: Unter Nutzung einer Langendorff-Apparatur wurden die Versuche an isoliert
perfundierten Rattenherzen durchgefiihrt. Das zugrundeliegende pharmakokinetisch-
pharmakodynamische Modell basiert auf dem ,,operational model of agonsim* (Black und Leff,
1983), das die Stimulus-Wirkungs-Beziehung zwischen einem Agonisten und seinem
induzierten Effekt beschreibt. Durch die Modellierung der Kinetik der kompetitiven Interaktion
zwischen dem a;-Agonisten Phenylephrin und dem o,-Antagonisten Prazosin lieen sich die
Agonisten-Parameter flir jede Versuchsreihe aus den Zeitverlaufen der Prazosin-
Ausflusskonzentration und des inotropen Effekts unter Anwendung der Software ADAPT 5
(Programm MLEM) schitzen. Verglichen wurden die geschitzten Parameter unter
Kontrollbedingungen zu Beginn des Versuches mit denen, die nach Einwirkung einer
einstiindigen Infusion mit 12,3 uM Phenylephrin- bzw. 5 - 10”7 M Isoprenalin-Losung oder einer
20-miniitigen partiellen Hypoxie ermittelt wurden. Die Hypertrophie wurde durch
intraperitoneale Injektionen einer Isoprenalin-Losung (5 mg/kg), die innerhalb einer Woche

einmal taglich appliziert wurden, induziert.

Ergebnisse: Die akuten Infusionen von Phenylephrin- bzw. Isoprenalin-Losung induzierten
keine signifikanten Parameterdnderungen, die die Vermutung einer Rezeptordesensitivierung
stiitzen wiirden. Die 20-miniitige partielle Hypoxie flihrte zu einer Reduktion der maximalen am
System moglichen Wirkung. Bei den Hypertrophie-Herzen zeigte sich eine signifikante

Abnahme der Rezeptordichte sowie eine Zunahme des maximal erreichbaren Effekts.

Schlussfolgerungen: Die Pharmakokinetik-Pharmakodynamik Modellierung erweist sich fiir

Liganden mit einer hohen spezifischen Bindung als eine geeignete Methode, um sowohl
Bindungs- als auch Signaltransduktionsparameter der o;-Adrenozeptoren unter verschiedenen

pathophysiologischen Einfliissen zu ermitteln.

Arendt, Petra: Einfluss pathophysiologischer Zustinde auf a,-Adrenozeptor-Bindungs- und
Signaltransduktionsparameter am isoliert perfundierten Rattenherzen: Pharmakokinetik-
Pharmakodynamik Modellierung, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2013
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1. Einleitung

1.1 Systempharmakologie und pharmakokinetisch-
pharmakodynamische Modellierung

Die Systempharmakologie vereint experimentelle Studien mit mathematischen Modellen. Ziel
dabei ist der Verstdndnisgewinn im Hinblick auf die Wirkungsweisen, Effekte und mogliche
Nebenwirkungen von Medikamenten im Kontext des biologischen Systems. Dabei wird
versucht, die gewonnenen strukturellen Informationen mit pathophysiologischen
Verdnderungen zu korrelieren. Vor allem die Optimierung bestehender Therapien sowie die
Ausweitung der Nutzung von bereits bekannten Wirkstoffen riickt dabei immer mehr in den
Mittelpunkt der Forschung (Wist et al., 2009).

Quantitative Pharmakologie ist ein Ansatz in der Entwicklung von Arzneimitteln, bei der
verschiedene Wissenszweige kombiniert werden. So gehen sowohl Kenntnisse iiber biologische
und (patho-)physiologische Vorgidnge als auch Untersuchungen zu Wirkungs- und
Bindungscharakteristiken des Wirkstoffes sowie in-vitro- und in-vivo-Studien an Tieren und
spater am Menschen in den Entwicklungs- und Entscheidungsprozess mit ein (Zhang et al.,
2006, 2008). Potentielle Gefahren konnen aus verschiedenen Faktoren heraus entstehen, wie
Unterschieden in der Bioverfiigbarkeit, der Bildung aktiver Metaboliten, nicht-linearen Dosis-
Konzentrations-Beziehungen, konzentrationsabhingiger Plasmaproteinbindung oder
Interspeziesunterschieden. Deshalb sind besonders die Untersuchung und Verbindung der
gewonnenen Kenntnisse aus Konzentrations-Wirkungs-, Dosis-Wirkungs- und Dosis-
Konzentrations-Kurven sowie deren zeitlichen Verldufe ein wichtiger Bestandteil der
Arzneimittelforschung. Ein besonderes Augenmerk richtet sich dabei auf die Modell-basierte
Arzneimittelentwicklung, bei der die pharmakokinetisch-pharmakodynamische Modellierung
eine zentrale Rolle in der pharmakologischen Grundlagenforschung einnimmt (Gabrielsson und
Green, 2009).

Hierbei wird ein pharmakokinetisches Modell, das den zeitlichen Verlauf eines Wirkstoffes und
seiner Metaboliten beschreibt, mit einem pharmakodynamischen Modell, welches die
Beziehung zwischen der Konzentration des Wirkstoffes und dem erzielten Effekt charakterisiert,
kombiniert. Es wird zwischen einer empirischen und einer mechanismusbasierten
Herangehensweise unterschieden. Das empirische Konzept wird genutzt, um Aussagen {iber den
zeitlichen Verlauf eines Effektes und seiner Abhéngigkeit von der Wirkstoffkonzentration zu
treffen. Bei der mechanismusbasierten Herangehensweise werden weitere Determinanten
untersucht, die den Weg zwischen Wirkstoff und hervorgerufenem Effekt charakterisieren.
Dazu zéhlen die Verteilung des Targets (zum Beispiel einem bestimmten Rezeptor),

Targetbindung und -aktivierung, pharmakodynamische Interaktionen, Transduktion,



homoostatische Feedback-Mechanismen sowie der Effekt des Wirkstoffes auf einen
Krankheitsverlauf und die Krankheitsprogression. Bei dieser Form der pharmakokinetisch-
pharmakodynamischen Modellierung wird zwischen Parametern unterschieden, die zum einen
wirkstoffspezifische Eigenschaften und zum anderen spezifische FEigenschaften des
biologischen Systems beschreiben. Dabei zdhlen zu den wirkstoffspezifischen Eigenschaften
solche, welche die Interaktion zwischen dem Wirkstoff und dem biologischen System
hinsichtlich Target-Affinitit und Target-Aktivierung charakterisieren. Diese sind oft bei
unterschiedlichen Spezies identisch. Demgegeniiber bezichen sich systemspezifische
Eigenschaften auf die Funktionsweise des biologischen Systems selbst. Dazu gehort unter
anderem die Hohe der Expression des Target-Proteins.

Diese systemspezifischen Parameter konnen zwischen den verschiedenen Spezies, einzelnen
Individuen sowie unter veridnderten systemischen Bedingungen variieren. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit der Beachtung von intra- und interindividueller Variabilitdt vor allem bei den
systemspezifischen und nur in geringem MaBle bei den wirkstoffspezifischen Eigenschaften

(Meibohm, 2006; Danhof et al., 2007; Breimer, 2008).

1.2 Elektromechanische Kopplung am Herzen

Zum besseren Verstindnis der Herzphysiologie ist in Abb. 1 ein Uberblick iiber die
elektromechanische Kopplung am Herzen dargestellt.

Das Aktionspotential im Arbeitsmyokard zeichnet sich durch einen mehrphasigen Verlauf aus:
Der steile Aufstrich in der frilhen Phase (Phase 0) wird durch die Aktivierung
spannungsabhiingiger Na'-Kanile hervorgerufen, die zur Depolarisation fijhren. In der ersten
Phase kommt es durch die Wirkung von transient auswirtsgerichteten K'-Kanilen zu einer
initialen Repolarisation. Daran schlie8t sich die Ausbildung eines Plateaus an, das durch die
Aktivierung spannungsabhingiger Ca**-Kanile gebildet wird (Phase 2). In der dritten Phase
erfolgt durch die Offnung von K'-Kanilen die Repolarisation, die schlieBlich in Phase 4 zur
Normalisierung des Membranpotentials beitragen (Schmidt et al., 2000).

Das Aktionspotential breitet sich entlang der Zellmembranen aus und wird iiber das transversale
(T-)Tubulussystem auch ins Zellinnere fortgeleitet. Dort kommt es zur Aktivierung
spannungsabhingiger L-Typ-Ca”**-Kanile (Dihydropyridinrezeptoren). Der dadurch ausgeloste
initiale Ca**-Einstrom (I¢,) reicht zunéchst nicht aus, um den kontraktilen Apparat hinreichend
zu aktivieren. Er dient vor allem als Triggerreiz und fiihrt durch die Stimulation von Ryanodin-
Rezeptoren (RyR) zur sogenannten Ca’'-induzierten —Ca’’-Freisetzung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum (SR). So steigt die Ca**-Konzentration im Zytoplasma an und

die Bindung von Ca*-lonen an Troponin C ermdglicht anschlieBend durch eine



Konformationsédnderung die Bildung von Querbriicken zwischen Aktin und Myosin mit
nachfolgender Kontraktion des Muskels.

Wihrend der Diastole wird Ca®" {iber ATP-getricbene Ca*’-Pumpen des sarkoplasmatischen
Retikulums (SERCA) sowie iiber Na'/Ca®"-Austauscher (NCX) und Ca®-ATPasen im
Sarkolemm wieder aus dem Zytosol entfernt. Der Na'-Gradient wird iiber die Na'-K'-ATPase
aufrechterhalten. Mit dem Absinken der Ca’*-Konzentration und der fehlenden Ca**-Bindung an
Troponin C folgt die Relaxation der Herzmuskelzellen (Wier und Balke, 1999; Bers, 2002;
Maier und Bers, 2007).

Aktionspotential 5
3 Na

Sarkolemm ATP NCX

™~
T~

' RyR . o C& cd ;
Ca¥ =—— . ca’ Ca 8 2 ca’
les F Ca ca \ ca® ca? de
SERCA
ca”

T-Tubulus

Myofilamente

Abb. 1 Vereinfachte Darstellung der elektromechanischen Kopplung am Herzen (modifizierte
Abb. nach Maier und Bers, 2007).

1.3 Uberblick iiber Adrenozeptoren

Adrenozeptoren (AR) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) mit sieben
Transmembrandoménen, die in neun Subtypen eingeteilt werden. Man unterscheidet a- und -
Adrenozeptoren, die sich in a4, o5, 0p, 024, OB, Ozc SOWie in 1, B, und B; unterteilen lassen
(Hieble et al., 1995).

Als zusétzlicher Subtyp der a,-ARs wird a; -AR diskutiert. In einer Studie mit Knockout-
Maiusen konnte festgestellt werden, dass es sich dabei um einen funktionellen Phinotyp neben
dem eigentlichen a;4-AR handelt, die sich beide vom selben a;,-AR-Gen ableiten (Muramatsu
et al.,, 2008). Urspriinglich wurde ein o;c-AR beschrieben, fiir den sich spiter jedoch die

gleichen Eigenschaften wie fiir a,54-AR zeigten (Perez et al., 1994). Aus menschlichen Geweben



konnten sechzehn verschiedene a,4-AR-Isoformen differenziert werden, von denen fiinf Splice-
Varianten in voller Lange und elf gekiirzte Splice-Varianten darstellen (Hawrylyshyn et al.,
2004). Dabei exprimieren verschiedene Gewebe unterschiedliche Isoformen. Es wird vermutet,
dass sich die Varianten mit voller Lénge sowohl in ihrer G-Protein-Spezifitét als auch in ihren
Mechanismen der Downregulation unterscheiden. Die kurzen Splice-Varianten haben weder
Anteil an der Ligandenbindung noch an der Signaltransduktion, jedoch wird ihre Rolle bei der
Modifizierung der a;5-AR-Expression diskutiert (Chang et al., 1998; Cogé et al., 1999).
Beziiglich der Verteilung der a-AR-Subtypen konnte initial gezeigt werden, dass a;4-ARs den
Hauptanteil im menschlichen Herzen bilden, wihrend im Rattenherzen sowohl a.14-AR als auch
o13-AR dominieren (Michelotti et al., 2000). Hinsichtlich der Verteilung der a;-ARs wurde im
Rattenherzen die hochste Anzahl im linken Ventrikel festgestellt, mit jeweils abnehmender
Anzahl im linken Vorhof, Apex, rechten Ventrikel, Ventrikelseptum bis zum rechten Vorhof
(Wolff et al., 1998). In einer spiteren Studie am menschlichen Myokard konnte ebenfalls die
Expression von mRNA aller drei o;-AR-Subtypen nachgewiesen werden, wobei o4
vorherrschend ist. Dagegen konnte gleichzeitig gezeigt werden, dass in der Bindung von
Agonisten an die ARs nur o, und ap identifiziert werden konnten, mit mehrheitlicher Bindung
an o,p. Dies impliziert eine vergleichbare Verteilung der a,-ARs im menschlichen wie im
Rattenherzen (Jensen et al., 2009a). Unter Normalbedingungen sind jedoch B-ARs (B; und ;)
sowohl im menschlichen als auch im Rattenherzen vorherrschend, die den positiv inotropen und
positiv chronotropen Effekt von Katecholaminen vermitteln (Brodde, 1993).

Fiir a;p-ARs konnte sowohl fiir die mRNA als auch das Protein eine pridominante Verteilung
in menschlichen Koronararterien nachgewiesen werden. Die selektive Aktivierung der a;p-ARs
fiihrte zur Koronarkonstriktion. In der Bindung an B-ARs zeigte sich der P,-Subtyp in
menschlichen Koronararterien vorherrschend (Jensen et al., 2009b). Durch Stimulation mit
einem Agonisten konnte eine vermehrte Expression von a;4-AR-mRNA sowie eine verminderte
Expression von o;g-AR- und o;p-AR-mRNA in Myozyten-Zellkulturen von Ratten von
beobachtet werden (Rokosh et al., 1996).

Sowohl die a;-ARs als auch B-ARs werden durch Adrenalin und Noradrenalin aktiviert. Die
Aktivierung von a;-ARs wie von B-ARs fithrt zu einer positiv inotropen Reaktion sowohl im
menschlichen als auch im Rattenherzen (Briickner et al., 1984; Steinfath et al., 1992b;
Williamson et al., 1994). Bei Mausen konnte durch Stimulation der a;-ARs im Myokard des
linken Ventrikels eine positiv inotrope Reaktion nachgewiesen werden, wiahrenddessen im
rechten Ventrikel eine negativ inotrope Reaktion beobachtet wurde (Wang et al., 2006). Dieser
positiv inotrope Effekt durch Stimulation von a;-ARs wird bei adulten Ratten vor allem tiber
die Aktivierung der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) und zu einem kleineren Anteil auch

iiber die Rho-Kinase vermittelt (Andersen et al., 2002). Unter Normalbedingungen kommt es im



gesunden Herzen zu keiner chronotropen Reaktion bei der Aktivierung von a;-ARs (Wagner
und Brodde, 1978).

Die Stimulation von B-ARs fiihrt iiberwiegend iiber G; zur Aktivierung der Adenylatcyclase
(Acl) mit konsekutiver Erhohung des cAMP-Spiegels. Dieser Second-Messenger aktiviert die
Proteinkinase A, die intrazelluldre Proteine, wie zum Beispiel Phospholamban, Ca**-Kanile
sowie Myofilament-Proteine, phosphoryliert. Ebenfalls ist die Aktivierung von Gj;-Proteinen
durch B,-ARs beschrieben worden (Xiao et al., 1999).

Die Aktivierung von a;-ARs fiihrt hauptséchlich iiber Pertussis-Toxin-insensitive G-Proteine
Goq und Gg;; zur Hydrolyse von Membranproteinen mit nachfolgender Aktivierung der
Phospholipase Cg (PLC). Darauthin kommt es zur Bildung von Second-Messengern in Form
von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;) sowie Diacylglycerol (DAG). IP; stimuliert die Ca®'-
Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum, DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC),
die wiederum verschiedene zelluldre Substrate phosphorylieren kann (Summers und McMartin,
1993). Dadurch wird sowohl der positiv inotrope Effekt vermittelt als auch unter anderem die
Produktion von antiapoptotischen Protein Bcl-2 (Leszczynski et al., 1994), die Aktivierung vom
Na'/H"-Austauscher sowie vom Na'/Ca’"-Austauscher stimuliert (Rehring et al., 1998; Steng] et
al., 1998; Yokoyama et al. 1998).

Waihrend die Aktivierung der PLC iiber G,q und G, fiir alle drei Subtypen beschrieben wurde
(Chen et al., 1996), konnte auch eine Kopplung an andere G-Proteine nachgewiesen werden. So
lie sich sowohl fiir a;,-ARs als auch fiir a;5-ARs eine Aktivierung der PLC durch Stimulation
von G4 sowie fir a;g-ARs ebenfalls durch Stimulation von G4 zeigen (Wu et al., 1992). Fiir
aja- und o;3-ARs wurde auBerdem eine Kopplung an den Gy/cAMP-Pfad beschrieben
(Shinoura et al., 2002). Uber diesen konnte die ;- und a;5-AR-vermittelte Hemmung von K'-
Kanilen dargestellt werden, die eine Verldngerung des Aktionspotentials zur Folge hat (Lee und
Rosen, 1994; Gallego et al., 2005). In einer anderen Studie wurde jedoch gezeigt, dass die o, -
AR-Stimulation durch geringe Phenylephrin-Konzentrationen zu einer Aktivierung von K'-
Kanélen und daraus resultierend zu einer Verkiirzung des Aktionspotentials fiihrt. Dies bewirke
auBlerdem eine Verkiirzung der funktionellen Refraktirperiode in ischdmischem Gewebe und
damit die Auslosung von Arrhythmien (Gorostiza et al., 1995).

o1-ARs konnen auBlerdem an G; koppeln und iiber die Aktivierung der Proteinkinase C zur
ischdmischen Prikonditionierung beitragen (Hu und Nattel, 1995).

Weiterhin lieB sich eine subtypenspezifische Bindung von a;5-ARs und a;p-ARs an Gy
nachweisen (Chen et al., 1996; Hwang et al., 1996). Ebenfalls wurde die Aktivierung der
Phospholipase D, Phospholipase A, sowie spannungsabhingiger und -unabhingiger Ca®'-
Kanéle durch Stimulation von a,-ARs beschrieben (Perez et al., 1993). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass a;,-ARs iliberwiegend an die Signalkaskade der Phosphatidylhydrolyse

gekoppelt sind, wohingegen a;5-ARs vornehmlich den Mitogen-aktivierte-Proteinkinase



(MAPK)-Pfad aktivieren (Wenham et al., 1997; McWhinney et al., 2000). Uber Stimulation von
a;3-ARs kommt es iiber G, zur Aktivierung der Signalkaskade {iber Rho-GEF/RhoA-GTPase,
Calmodulin (CaM), Src-Tyrosin-Kinasen, MAPKK-Kinase (MAPKKK), MAPK-Kinase
(MAPKK) sowie MAPK. Zu den MAPK gehoren verschiedene Subgruppen: unter anderem c-
Jun N-terminale Kinasen (JNK), extrazellulédr-signalregulierte Proteinkinasen (ERK) und p38-
MAPK (Della Rocca et al., 1997; Pearson et al., 2001; Qi und Elion, 2005). In einer anderen
Studie an o ABKO-Maiusen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von ERK nur durch
den a;-Subtyp erfolgt. Dadurch konnte ebenfalls die Vermittlung einer kardioprotektiven
Wirkung durch o;-ARs nachgewiesen werden (Huang et al., 2007). Fiir die RhoA-GTPase/Rho-
Kinase konnte eine kontraktilititssteigernde Wirkung in Rattenmyozyten durch Organisation
der Myofibrillen (Hoshijima et al., 1998), eine direkte Phosphorylierung der Myosin-leichte-
Ketten (MLC) sowie eine Inhibition der Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP)
nachgewiesen werden (Amano et al., 1996; Kimura et al., 1996).

Eine Ubersicht der Signalkaskaden fiir die o.;-ARs ist in Abb. 2 dargestellt.
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Abb. 2 Schematische und vereinfachte Ubersicht iiber die Signalkaskaden der o;-ARs
(modifizierte Abb. nach Della Rocca et al., 1997 und Michelotti et al., 2000).



ARs konnen auch in der Abwesenheit von Agonisten mit G-Proteinen interagieren, was als
,Precoupling® bezeichnet wird. Diese von Agonisten unabhidngigen Effekte spiclen eine Rolle
fiir den Basaltonus (Lefkowitz et al., 1993). Weiterhin konnte die Beteiligung von
Aktinfilamenten an der Agonisten-vermittelten Internalisation der o;5-ARs nachgewiesen
werden (Xu et al., 2007). Fiir den weiteren Transport der a;4-AR-Endosomen nach initialer
Aktin-Beteiligung wurde eine Mitwirkung der Mikrotubuli beschrieben. Es wurde eine
maximale Transportgeschwindigkeit von 0,2 m/s fiir den initialen Endosomen-Transport entlang
der Aktinfilamente ermittelt (Liang et al., 2007).

Phenylephrin konnte als voller Agonist an a;-ARs identifiziert werden (Minnemann und
Esbenshade, 1994; Taniguchi et al., 1999). Prazosin agiert als inverser Agonist sowohl an o -
ARs als auch an a;3-ARs (Rossier et al., 1999). Volle Agonisten zeigen eine hohere Affinitat
zur aktiven Rezeptorkonformation und filhren zur Stimulation der Rezeptoren mit
nachfolgender Aktivierung der Signaltransduktion. Dagegen wurde flir inverse Agonisten eine
hohere Affinitdt fiir die inaktive Rezeptorkonformation nachgewiesen. Durch Beeinflussung des
Gleichgewichts hin zum inaktiven Rezeptor wird dieser Rezeptorzustand stabilisiert (Letkowitz
et al., 1993; Samama et al., 1993).

In Abb. 3 ist die Strukturformel fiir Phenylephrin sowie in Abb. 4 fiir Prazosin dargestellt.
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Abb. 3 Strukturformel von Phenylephrin

H,CO " N\)
Y
=N
H,CO
MNH,

Abb. 4 Strukturformel von Prazosin

Des Weiteren werden in der Literatur diverse pathophysiologische Bedeutungen der a;-ARs
diskutiert. So wurde an Rattenfibroblasten der Einfluss der a;-AR-Subtypen auf den Zellzyklus

untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass durch die Stimulation von a;-ARs in



Fibroblasten die Transkription von den Zellzyklus regulierenden Genen beeinflusst wird. Dabei
fiihrte die Aktivierung von a;5-ARs und a;p-ARs zu einem Arrest, die Aktivierung von op-
ARs zu einer Progression des Zellzyklus (Gonzalez-Cabrera et al., 2004). Potentiell konnte {iber
diesen Mechanismus vaskuldres Remodeling vermittelt werden. Dabei wird, durch Experimente
an KO-Maiusen gestiitzt, vermutet, dass dieser Prozess ebenso wie die Ausbildung einer
Hypertension nach chronischer Noradrenalin-Infusion durch den o,5-Subtypen vermittelt wird.
Selektive Aktivierung von o 5-ARs konnte demnach einem vaskulirem Remodeling
entgegenwirken (Vecchione et al., 2002; Zhang et al., 2004; Simpson, 2006). Chaulet et al.
(2006) demonstrierten an Méiusen, dass eine kardiale Uberexpression von a;5-ARs zur
Entwicklung einer progressiven myokardialen Fibrose fiihrt.

In einer Studie an ventrikuldren Rattenmyozyten konnte gezeigt werden, dass durch Stimulation
von a;-ARs iiber Erhohung der Aktivitdt des Na'/H -Austauschers eine Steigerung der Ca®'-
Empfindlichkeit der Myofibrillen vermittelt wird (Kusakari et al., 2002). Ebenfalls diskutiert
wird die Beteiligung der durch a;-AR-Stimulierung hervorgerufenen Aktivierung der PKC in
Bezug auf die Translokation von GLUT-1 und GLUT-4 von intrazellulédren Vesikeln in die
Plasmamembran (Fischer et al., 1996). Beide Mechanismen implizieren eine direkte bzw. durch
verbesserte  Glukoseaufnahme der Myozyten eine indirekte Verbesserung der
Myokardkontraktilitdt durch Stimulation von a;-ARs.

Diese Studien zeigen, dass der Untersuchung der a,-AR eine groBBe Bedeutung sowohl fiir die
regulatorischen Mechanismen im Zuge einer Ischdmie als auch im Rahmen einer

Herzinsuffizienz zukommt.



2. Zielsetzung

Pathophysiologische Verdnderungen wihrend der Entwicklung einer Herzinsuffizienz
beinhalten die Downregulation und Desensitivierung der B-ARs, vor allem des [B;-Subtyps,
sowie einen erhohten basalen Katecholaminspiegel durch dauerhafte Aktivierung des
sympathischen Nervensystems (Bristow et al., 1982, 1986; Fowler et al., 1986; Calderone et al.,
1991). Es wurde weiterhin festgestellt, dass bei Herzinsuffizienz keine Downregulation von
a1a-ARs und o,5-ARs stattfindet, statt dessen deutete sich sogar eine Tendenz zur Zunahme der
o14-AR-Anzahl an (Jensen et al., 2009a).

Den a,-ARs scheint durch diesen Prozess eine grofere Bedeutung in der Vermittlung von
Inotropie im Herzen zuzukommen (Bohm et al., 1988), aber auch der Stimulation von
Kardiomyozytenwachstum sowie der Entwicklung einer Hypertrophie mit daraus
resultierendem erhéhtem myokardialen Sauerstoffbedarf (Knowlton et al., 1993; O’Connell et
al., 2003). Ebenfalls spielen a;-ARs eine wichtige Rolle in der Regulation des Gefdfitonus
(Jensen et al., 2009b).

Es existieren bereits verschiedene Studien am menschlichen und am Nagetiermyokard sowie an
Zellkulturen iiber das Verhalten unter kompletter Hypoxie sowie nachfolgender Reperfusion. In
diesen wird ein ischdmischer Pridkonditionierungseffekt beschrieben, der das Herz nach
kurzzeitigen Ischdmiephasen vor Schiden nach langandauernder Ischdmie schiitzt. Dieser
Prozess soll auch durch a;-ARs vermittelt werden (Murry et al., 1986; Heathers et al., 1987; Hu
und Nattel, 1995; Ghosh et al., 2000; Loubani und Galifianes, 2001; Rorabaugh et al., 2005).
Fiir a-ARs konnte bereits ein mechanismusbasiertes pharmakokinetisch-pharmakodynamisches
Modell etabliert werden (Sermsappasuk und Weiss, 2009). Aufbauend auf diesem Modell soll
in der vorliegenden Arbeit die Verdnderung der pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Parameter unter verschiedenen Bedingungen untersucht werden. So
stellt die Einfiihrung einer partiellen Hypoxie auf das System der a;-ARs einen neuen Ansatz
dar, das Verhalten des Herzens unter inkompletter Ischdmie zu untersuchen. AuBlerdem wird das
Verhalten der Parameter auf anhaltende Stimulation durch einen o,-Agonisten (Phenylephrin)
und ein nicht-selektives PB-Sympathomimetikum (Isoprenalin) sowie auf Hypertrophie des
Herzens untersucht. Dabei liegt der Vorteil der verwendeten mathematischen Analyse der
kinetischen Daten in der Moglichkeit, zwischen dem Einfluss von Rezeptorbindung und

Signaltransduktion zu unterscheiden.



3. Material und Methodik

3.1 Das Langendorff-Herz

3.1.1 Prinzip und Entwicklung

Das Langendorff-Herz ist eines der frithesten Modelle fiir isoliert perfundierte Herzen, das
erstmals von O. Langendorff im Jahre 1895 beschrieben wurde. Es ist heute eine weitverbreitete
Methode sowohl in der physiologischen, pharmakologischen, biochemischen als auch in der
klinischen Forschung. Sie ermdglicht die Untersuchung der ventrikuldren Muskelkontraktion,
des Stoffwechsels im Herzen sowie von Effekten an den koronaren Blutgefdf3en.

Die Langendorff-Apparatur wurde mit der fortschreitenden technischen Entwicklung immer
wieder modifiziert und weiterentwickelt. Das Grundprinzip hat sich jedoch nicht verdndert: Das
isolierte Herz wird mittels einer Kaniile durch die Aorta retrograd mit physiologischem Puffer
perfundiert. Der durch die retrograde Perfusion entwickelte Druck schlieBt die Aortenklappen,
so dass das Perfusat iiber die Koronararterien das Herz mit Nahrstoffen und Sauerstoff
versorgen kann. Uber die Koronarien und den Sinus coronarius gelangt das Perfusat in den
rechten Vorhof und den rechten Ventrikel. Von dort flieBt es schlieBlich {iber die
Pulmonalarterie wieder hinaus.

Als Perfusat kann Blut, Locke- oder Tyrode-Losung sowie Krebs-Henseleit-Puffer genutzt
werden. Es sollte kontinuierlich mit Carbogen begast und auf physiologische Korpertemperatur
(37 °C) erwédrmt werden. Die Flussrate des Perfusats kann fiir Konstant-Druck-Bedingung durch
hydrostatischen Druck bestimmt, fiir Konstant-Fluss-Bedingung durch eine Schlauchpumpe
erzeugt werden (Doring, 1996; Fawzi, 1997; Dhein, 2005). Fiir die nachfolgenden Versuche
wurde die Konstant-Fluss-Bedingung gewdhlt.

Die Vorteile des isolierten Langendorff-Herzens bestehen in den fehlenden Wechselwirkungen
durch hormonelle und nervale Kontrolle, die im Korper von auflen auf das Herz einwirken.
Dadurch lassen sich die spezifischen Effekte von Wirkstoffen am Herzen besser unter

kontrollierten Bedingungen untersuchen.
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3.1.2 Aufbau des Systems

Fiir die nachfolgenden Versuche wurde die Langendorff-Apparatur fiir isolierte Herzen Grof3e 3
(HSE-Harvard, March-Hugstetten, Deutschland) genutzt. Eine schematische Darstellung der
Apparatur ist in Abb. 5 gezeigt.

Die Apparatur besteht aus mehreren Komponenten: einer Schleuderpumpe, einem Oxygenator,
einer Schlauchpumpe, einem Wirmetauscher, einer Herzkammer und Messfithlern. Der
Oxygenator ist ein doppelwandiges, temperierbares GlasgefaBl, dessen Innenfliche in Form
dreier Kugeln ausgebildet ist, um eine moglichst groBe Oberfliche zu erhalten. An seiner
unteren Seite wird ein Gasgemisch eingeleitet und eine Niveauelektrode ist ebenfalls dort fixiert.
Das Perfusat wird von oben in den Oxygenator gepumpt und trifft dort auf eine rotierende
Schleuderpumpe. Diese verteilt das Perfusat fein, so dass es an der Innenseite des Oxygenators
als diinner Film herunter flieB3t. Die grole Oberfliche ermdglicht die Erwarmung des Perfusats
und die Sittigung mit dem Gasgemisch. Mit Hilfe der Niveauelektrode, eines elektronischen
Reglers und der Schleuderpumpe wird der Fliissigkeitspegel im Oxygenator konstant gehalten.
Diese Funktionsweise des Oxygenators erlaubt einen raschen Wechsel zwischen verschiedenen
Gasgemischen innerhalb eines Versuchs. Ebenso kann dadurch auf ein Vorbegasen und
Vorwirmen des Perfusats verzichtet werden (Zink et al., 2007).

Eine Schlauchpumpe transportiert das temperierte und mit Gas geséttigte Perfusat zum Herzen
und stellt einen konstanten Perfusionsfluss her. Ein kleiner Warmetauscher aus Glas soll dabei
den Temperaturverlust im Pumpenschlauch kompensieren. Bevor das Perfusat durch die
Aortenkaniile zum Herzen flieBt, ist noch eine Blasenfalle zwischengeschaltet, die
gegebenenfalls im Perfusat befindliche Gasblasen abfingt, bevor sie in das Herz und die
Koronargefdfie gelangen kdnnen.

Nach Anbringen des Herzens an die Apparatur wird eine Kammer iiber das Herz geschoben. Es
handelt sich um ein temperierbares, doppelwandiges Gefal3, das dort als feuchte Kammer dienen
und die Temperatur konstant halten soll.

SchlieBlich zeichnen die Messfithler 1 und 2 den Perfusionsdruck beziechungsweise den
linksventrikuldren Druck auf. Dabei ist der Messfithler 1 an die Blasenfalle angeschlossen,
wihrend der Messfiihler 2 mit einen Latex-Ballon verbunden ist, der in den linken Ventrikel

eingefiihrt wird.
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Abb. 5 Schematischer Aufbau der Langendorff-Apparatur unter Konstant-Fluss-Bedingung
(modifizierte Abb. nach Dhein, 2005 und Zink et al., 2007).
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3.1.3 Krebs-Henseleit-Puffer

Als Perfusatfliissigkeit wurde modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer genutzt. Er enthélt: NaCl
(118 mmolT"), KCI (4,7 mmol1™), CaCl, (1,5 mmoll™"), MgSOy4 (1,66 mmoll"), NaHCOs
(24,88 mmol1"), KH,PO, (1,18 mmol1™), Glukose (5,55 mmol1™"), Na-Pyruvat (2 mmol1") und
bovines Serumalbumin (0,1% w/v). Der Puffer wurde an jedem Versuchstag frisch mit
destilliertem Wasser angemischt und durch eine 0,45 um hydrophile Mikrofiltrationsmembran

aus Polyethersulfon (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) filtriert.

3.1.4 Vorbereitungen vor Versuchsbeginn

An der Langendorff-Apparatur wurde ein konstanter Fluss von 9,5 + 0,5 mI'min™ eingestellt.
Der Krebs-Henseleit-Puffer wurde stindig mit Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 %

Kohlenstoffdioxid) begast und auf eine Temperatur von 37 °C erwérmt.

3.1.5 Priparation des Rattenherzens

Die Herzen wurden méinnlichen adulten Wistar-Ratten (Gewicht: 250-300 g) entnommen.
Zunichst wurden die Ratten durch eine intraperitoneale Pentobarbital-Injektion (Narcoren®,
16g/100ml Pentobarbital-Natrium; Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) von 50-80
mg/kg Korpergewicht betdubt. Zusitzlich wurden 1500 Einheiten Heparin intraperitoneal
injiziert. Sobald die Ratte betdubt war, folgte eine zervikale Dislokation durch Fixierung des
Rattenhalses und einem kréftigen Zug am Schwanz der Ratte. Nach einem zusétzlichen
Schmerzprovokationstest begann die Operation.

Zunichst wurde die Trachea freigelegt, inzidiert und intubiert. Danach folgte ein vertikaler
Bauchschnitt bis zum Zwerchfell. AnschlieBend wurde der Schnitt zu beiden Seiten erweitert
und das Zwerchfell inzidiert. Es folgte eine laterale Durchtrennung beidseits und ein
Umklappen des Thorax. Nach Abklemmen der Vena cava caudalis wurde das Herz exzidiert
und in oxygenierten, eiskalten Krebs-Henseleit-Puffer iiberfiihrt.

Sobald das Herz still stand, wurde es im Puffer pripariert. Die Aorta wurde freigelegt und auf
circa 3 bis 5 mm Léange gekiirzt. Danach folgte das Einfiihren einer mit oxygenierten Krebs-
Henseleit-Puffer gefiillten Kaniile, die an der Aorta fixiert wurde. SchlieB8lich wurde das an der
Kaniile fixierte Herz rasch an die Langendorff-Apparatur angeschlossen. Die Lungen wurden
entfernt ebenso wie Reste von Trachea und Osophagus. Es folgte ein Schnitt neben dem rechten
Herzohr, der ein wenige Millimeter groes Loch in den linken Ventrikel erdftnete. Durch dieses
wurde ein Latex-Ballon eingefiihrt, der mit einem Druckmessfiihler verbunden war. Der Ballon
war mit 50-prozentigem Methanol gefiillt. Diese Vorfiillung sollte einen diastolischen Druck

von 5 bis 6 mmHg erzeugen.
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Das angeschlossene Registriersystem (HSE Harvard, March-Hugstetten, Deutschland) erfasste
wihrend des gesamten Versuchs die Messwerte: linksventrikuldrer systolischer Druck (LVSP),
linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP), Herzfrequenz (HR) und den koronaren
Perfusionsdruck (CP). Dabei ist zu beachten, dass der linksventrikuldr entwickelte Druck
(LVDP) definiert ist als LVDP = LVSP — LVEDP. Der koronare Gefa3widerstand (CVR) wird
berechnet als Quotient aus Perfusionsdruck und koronarem Fluss.

Fir jede Versuchsreihe wurden sechs Rattenherzen prépariert, die jeweils der gleichen
Behandlung unterzogen wurden.

Die Versuche erfolgten konform zu den Richtlinien der Europdischen Gemeinschaft fiir
Versuchs- und andere wissenschaftliche Zwecke verwendete Tiere. Das Versuchsvorhaben
wurde vom Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt (Abteilung Verbraucherschutz und

Veterindrangelegenheiten) genehmigt.

3.2 Versuchsprotokoll

3.2.1 Verwendete Pharmaka

Prazosin Hydrochlorid, L-Phenylephrin Hydrochlorid und D,L-Isoproterenol Hydrochlorid
wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland) bezogen. [7-methoxy-"H]-
Prazosin wurde von PerkinElmer (Boston, USA) erworben, Dimethylsulfoxid (DMSO) von Carl
Roth GmbH und Co. (Karlsruhe, Deutschland).

3.2.2 Herstellung der Stammlosungen

Eine Stammldsung von konzentriertem Prazosin wurde hergestellt, indem 2 mg Prazosin in 1 ml
DMSO gelost wurden. 15 pl dieser Stammldsung wurden mit Perfusatpuffer auf 50 ml
aufgefiillt, so dass man eine 1,4 uM Prazosin-Losung erhielt.

Eine Phenylephrin-Stammldsung mit der Konzentration 12 mg/ml in destilliertem Wasser
wurde hergestellt und jeweils 100 bzw. 200 pl dieser Losung mit Puffer auf 1 Liter aufgefiillt,

um eine 6,1 und eine 12,3 pM Losung zu erhalten.

3.2.3 Effekt einer einstiindigen Behandlung mit Phenylephrin

Fiir den Versuch wurden 4,5 ml der 1,4 uM Prazosin-Lésung mit 8,2 pl [7-methoxy-"H]-
Prazosin gemischt. Dieses markierte Prazosin wurde spiter ins Herz infundiert.

Ubersicht iiber den Versuchsablauf gibt Abb. 6. Nach einer 25-miniitigen Stabilisierungsphase
wurde vom Perfusatpuffer auf eine 12,3 puM Phenylephrin-Losung gewechselt. Nach 15
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Minuten wurden zusétzlich 1,286 nmol markiertes Prazosin innerhalb einer Minute in die
Aortenkaniile direkt iiber dem isolierten Herzen infundiert. Danach wurden alle 5 Sekunden fiir
1,5 Minuten, alle 10 Sekunden fiir die nidchsten 1,5 Minuten, alle 30 Sekunden fiir die ndchsten
7 Minuten und jede Minute fiir die nidchsten 5 Minuten Proben des ausflieBenden Perfusats
genommen.

Anschlieend wurde auf eine 6,1 uM Phenylephrin-Losung gewechselt. Erneut wurden 15
Minuten abgewartet, nach denen wiederum dieselbe Dosis markiertes Prazosin infundiert und
die Proben auf die oben beschriebene Weise gewonnen wurden.

Nach der letzten Probennahme wurde nochmals auf die 12,3 pM Phenylephrin-Lésung
gewechselt. Nach einer Stunde wurde erneut Prazosin infundiert und Proben genommen.

Die gesammelten Proben wurden bei -20 °C gelagert und innerhalb von drei Tagen analysiert.

Prazosin Prazosin Prazosin
1,286 nmol 1,286 nmol 1,286 nmol
Phenylephrin 12,3 uyM Phenylephrin 6,1 uM Phenylephrin 12,3 uM
Stabilisierungs- 0 15 30 45 60 120 135 min

phase

Abb. 6 Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der Versuchsreihe mit einstiindiger Phenylephrin-
Infusion.

3.2.4 Effekt einer einstiindigen Infusion von Isoprenalin

Fiir den Versuch wurde eine Isoprenalin-Stammldsung mit der Konzentration 4 mM hergestellt,
indem 1 mg Isoprenalin in 1 ml destilliertem Wasser gelost wurden. 124 pl dieser Stammldsung
wurden mit Puffer auf einen Liter aufgefiillt, um eine 5 10”7 M Isoprenalin-Lsung zu erhalten.

4,5 ml der 1,4 uM Prazosin-Losung wurden mit 8,2 pl [7-methoxy-"H]-Prazosin gemischt.
Dieses markierte Prazosin wurde spiter ins Herz infundiert.

Ubersicht iiber den Versuchsablauf gibt Abb. 7. Nach einer 25-miniitigen Stabilisierungsphase
wurde vom Perfusatpuffer auf eine 12,3 uM Phenylephrin-Losung gewechselt. Nach 15
Minuten wurden zusétzlich 1,286 nmol markiertes Prazosin innerhalb einer Minute in die
Aortenkaniile direkt iiber dem isolierten Herzen infundiert. Wéhrend dieser Minute wurden alle
5 Sekunden fiir 1,5 Minuten, alle 10 Sekunden fiir die ndchsten 1,5 Minuten, alle 30 Sekunden
fiir die nichsten 7 Minuten und jede Minute fiir die ndchsten 5 Minuten Proben des Ausflusses
genommen.

Danach wurde auf eine 6,1 uM Phenylephrin-Losung umgeschaltet. Erneut wurden 15 Minuten
abgewartet, nach denen wieder dieselbe Dosis markiertes Prazosin infundiert und die Proben auf

die beschriebene Weise gewonnen wurden.
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Nach der letzten Probennahme wurde auf eine 5 - 107 M Isoprenalin-Losung gewechselt. Nach
einer Stunde wurde erneut auf eine 12,3 uM Phenylephrin-Losung umgeschaltet und 5 Minuten
Anpassungszeit abgewartet. Danach wurde wieder Prazosin infundiert und Proben genommen.

Die gesammelten Proben wurden bei -20 °C gelagert und innerhalb von drei Tagen analysiert.

Prazosin Prazosin Prazosin

1,286 nmal 1,286 nmol 1,286 nmal
Phenylephrin 12,3 uM Phenylephrin 6,1 uM Isoprenalin 5 10°M Phenylephrin 12,3 uM
Stabilisierungs- 0 15 30 45 60 120 125 140 min

phase

Abb. 7 Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der Versuchsreihe mit einstiindiger Isoprenalin-
Infusion.

3.2.5 Einfluss einer partiellen Hypoxie

Fiir den Versuch wurden 3,6 ml der 1,4 uM Prazosin-Lsung mit 6,5 pl [7-methoxy-"H]-
Prazosin gemischt. Dieses markierte Prazosin wurde spiter ins Herz infundiert.

Ubersicht iiber den Versuchsablauf gibt Abb. 8. Nach einer 25-miniitigen Stabilisierungsphase
wurde vom Perfusatpuffer auf eine 12,3 puM Phenylephrin-Losung gewechselt. Nach 15
Minuten wurden zusétzlich 1,286 nmol markiertes Prazosin innerhalb einer Minute in die
Aortenkaniile direkt tiber dem isolierten Herzen infundiert. Wahrend dieser Minute wurden alle
5 Sekunden fiir 1,5 Minuten, alle 10 Sekunden fiir die nidchsten 1,5 Minuten, alle 30 Sekunden
fiir die nichsten 7 Minuten und jede Minute fiir die ndchsten 5 Minuten Proben des Ausflusses
genommen.

Danach wurde auf ein Gasgemisch folgender Zusammensetzung umgeschaltet: 35 % Stickstoff,
60 % Sauerstoff und 5 % Kohlenstoffdioxid (Linde AG, Leuna, Deutschland). Eine
Stabilisierungsphase von 20 min wurde abgewartet. Danach wurden erneut 1,286 nmol
markiertes Prazosin infundiert und die Proben auf die gleiche Weise gewonnen.

Die gesammelten Proben wurden bei -20 °C gelagert und innerhalb von drei Tagen analysiert.

Prazosin
Prazosin 1,286 nmol

1,286 nmol

| partielle Hypoxie
Phenylephrin 12,3 uM

Stabilisierungs- 0 15 30 50 65 min
phase

Abb. 8 Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der Versuchsreihe unter partieller Hypoxie.
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3.2.6 Einfluss einer Myokardhypertrophie

Fir den Versuch wurde eine Isoprenalin-Stammldsung mit der Konzentration 5 mg/ml
hergestellt, indem 7,5 mg Isoprenalin in 1,5 ml physiologischer Kochsalzlosung gelost wurden.
3,6 ml der 1,4 pM Prazosin-Lésung wurden mit 6,5 pl [7-methoxy-"H]-Prazosin gemischt.
Dieses markierte Prazosin wurde spiter ins Herz infundiert.

Allen Versuchstieren wurden téglich sieben Tage lang zur gleichen Uhrzeit 0,3 ml der
Isoprenalin-Stammldsung intraperitoneal (5 mg/kg) appliziert. 24 h nach der letzten Injektion
wurde das Herz entnommen und der Versuch durchgefiihrt. Die Versuchsreihe wurde als
Pilotstudie geplant ohne Durchfiihrung einer Kontrollreihe, in der die Ratten mit NaCl statt
Isoprenalin vorbehandelt wurden, da vorangegangene Versuche gezeigt haben, dass eine
Scheinbehandlung die Parameter nicht beeinflusste.

Ubersicht iiber den Versuchsablauf gibt Abb. 9. Nach einer 25-miniitigen Stabilisierungsphase
wurde vom Perfusatpuffer auf eine 12,3 pM Phenylephrin-Losung gewechselt. Nach 15
Minuten wurden zusétzlich 1,286 nmol markiertes Prazosin innerhalb einer Minute in die
Aortenkandiile direkt iiber dem isolierten Herzen infundiert. Wéhrend dieser Minute wurden alle
5 Sekunden fir 1,5 Minuten, alle 10 Sekunden fiir die ndchsten 1,5 Minuten, alle 30 Sekunden
fiir die ndchsten 7 Minuten und jede Minute fiir die ndchsten 5 Minuten Proben des Ausflusses
genommen.

Danach wurde auf eine 6,1 uM Phenylephrin-Lésung gewechselt. Erneut wurden 15 Minuten
abgewartet, nach denen wieder die identische Dosis markiertes Prazosin infundiert und die
Proben auf die gleiche Weise gewonnen wurden.

Die gesammelten Proben wurden bei -20 °C gelagert und innerhalb von drei Tagen analysiert.

Prazosin Prazosin

1,286 nmol 1,286 nmol
Phenylephrin 12,3 uM Phenylephrin 6,1 uM
Stabilisierungs- 0 15 30 45 60 min

phase

Abb. 9 Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der Versuchsreihe mit hypertrophierten Herzen.

17



3.3 Messung der Prazosin-Konzentrationen

Die in den Versuchen gesammelten Proben wurden innerhalb von drei Tagen mittels eines
Liquid Scintillation Counter (Perkin Elmer Instruments, Shelton, USA) bestimmt. Dafiir wurde
eine Verdiinnungsreihe erstellt, indem die 1,4 uM markierte Prazosin-Losung zuerst 1 : 10, dann
fortlaufend 1 : 2 verdiinnt wurde bis zur Verdiinnung von 1 : 20480. Anhand dieser
Verdiinnungsreihe wurde eine Eichkurve erstellt.

Je 200 pl der Proben wurden mit je 2 ml Lumasafe Plus gemischt und mittels des Liquid
Scintillation Counter gemessen. Den ermittelten Messwerten konnte anhand der Eichkurve die

Hohe der Konzentration des Prazosins zugeordnet werden.

3.4 Pharmakokinetisch-pharmakodynamisches Modell und
Datenanalyse

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem von Sermsappasuk und Weiss (2009)
beschriebenen Modell, auf dem auch die folgende Darstellung beruht.

Dabei handelt es sich um ein Zwei-Kompartiment-Modell, bei dem das zentrale Kompartiment
den vaskuldren Raum und das periphere Kompartiment den myokardialen interstitiellen Raum
darstellt. Dieses Modell beschreibt den transkapilliren Transport von Prazosin, dessen
kompetitive Bindung an den Rezeptor, die zu einem Abfall der Rezeptorbindung von
Phenylephrin fiihrt, sowie die Verdnderungen der inotropen Wirkung. Das Kompartiment-
Modell, das die Anderungen der Prazosin-Konzentrationen im vaskuliren Raum und im

Myokard beschreibt, ist in Abb. 10 dargestellt.

3.4.1 Pharmakonaufnahme und Rezeptorbindungs-Kinetik

Die kompetitive Interaktion zwischen dem a;-Agonisten Phenylephrin (4) und dem ;-

Antagonisten Prazosin (B) lasst sich wie folgt beschreiben:

koﬁ,'B kon,A
BR+A ——= B+R+4 ——— B+4R ——— Wirkung (D)
kon,B koij

wobei k,, und k. die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziation bzw. Dissoziation
darstellen. In den durchgefiihrten Versuchen wurde Phenylephrin kontinuierlich mit
gleichbleibender Konzentration infundiert, sodass angenommen werden kann, dass fiir die

Bindung AR zum Zeitpunkt der einminiitigen Prazosin-Infusion (t,) im Steady-State gilt:
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_ Rtot[A] _ 2
AR ST K BR(t,)=0 2

wobei [A4] fir die Agonisten-Konzentration steht und K, die Dissoziationskonstante im

Gleichgewicht darstellt. Fiir K4 gilt:

k,;
K= 3)

on,A
R, beschreibt die Menge der Rezeptorstellen, die zur Bindung féhig sind:
Ri = AR +BR +R “4)

kontinuierliche
Infusion von A 1-mindtige Infusion
(Phenylephrin) von B (['H]Prazosin)

wérl

Gefal Myokard
VUZIS
( interstitiell Rezeptor \
gebunden
k" km B(le'AR'BR) "
Bull) < BJO [ " BR(Y)
kw koﬂ.l!
K.u(R.-AR-BR)
(Al = Ad [ _ "l AR() SE(t)
\ J

|
V¥ Cult) = Bu)

Abb. 10 Zwei-Kompartiment-Modell der kardialen Uptake-Kinetik und der Bindung des
Antagonisten Prazosin (B) und des Agonisten Phenylephrin (A) an o;-Rezeptoren. Die
Rezeptorbesetzung (AR) fithrt zum inotropen Effekt (E) (siche Text); (modifizierte Abb. nach
Sermsappasuk und Weiss, 2009).
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Der Perfusat-Fluss O gelangt durch die intraaortale Kaniile direkt in den vaskuldren Raum, der
das Volumen V,, besitzt. Von diesem aus konnen die Substanzen iiber transkapilliren
Transport ins myokardiale Gewebe gelangen. Dabei kann fiir den Steady-State des passiven
Transportes angenommen werden, dass die vaskuldre [A4,,/ der interstitiellen Phenylephrin-
Konzentration A,/ identisch ist, die wiederum der Konzentration im Perfusat entspricht. &,
und k;, bezeichnen die Geschwindigkeitskonstanten, die den Prazosin-Transport zwischen
vaskuldrem und interstitiellem Raum beschreiben.

Davon ausgehend, dass die Wirkstoffe am Herzen iiber die Bindung an Rezeptoren an der
Zellmembranoberfliche ihre Wirkung vermitteln, ist die interstitielle Konzentration des

Agonisten entscheidend (Weiss, 2011).

Die Uptake-Clearance (auch Permeabilitits-Oberflachenprodukt genannt) ergibt sich aus

CLW‘ = kvi . Vvas (5)

und ist damit sowohl von k, als auch von V,, abhingig. Unter der Annahme passiver

Transportvorginge gilt:

kvi . Vvas = kiv . Vapp,is (6)
wobei Vs das scheinbare Verteilungsvolumen des interstitiellen Raums beschreibt. Aufgrund
der quasi sofort auftretenden unspezifischen Gewebsbindung von Prazosin ist dieses groBer als

der reale Verteilungsraum V.

Die freie Konzentration von Prazosin im interstitiellen Raum, die fiir die Rezeptorbindung

mafgeblich ist, ergibt sich wie folgt:

B () . k.
[Bis ](t) = = > mlt Va LIS = ( - )Vvas (7)
Vapp,is " kiv

Fiir die zeitabhéngigen fraktionalen Bindungsraten von Prazosin und Phenylephrin an freie

Membranrezeptoren gilt dann:

konpl/Rwt —AR(t) — BR(t)] und kopa/Ri: — AR(t) — BR(1)] ®)
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wobei AR(t) und BR(t) die Hohe an zum Zeitpunkt  am Rezeptor gebundenen Phenylephrin und
Prazosin beschreiben. Die Phenylephrin-Konzentration [4,/(?) ist vor und nach Anderung der

Konzentration von 12,3 uM auf 6,1 uM als konstant anzunehmen.

Der o,-Antagonist Prazosin verdringt den Agonisten Phenylephrin; das fiihrt zur Verringerung
der Rezeptorbesetzung AR(t), die iiber eine Stimulus-Wirkungs-Beziehung zur Verringerung
des inotropen Effekts durch Phenylephrin fiihrt. E(z) ist die beobachtete Verdnderung des
linksventrikuldr entwickelten Drucks (LVDP). Die Konzentration von B im Ausfluss (Cpgrz(?))

wird gemessen und entspricht der vaskuldaren Konzentration /B ./ = Bas(t)/Vyas.

Die Rezeptorbesetzung vor Phenylephrin-Infusion zum Zeitpunkt t = 0 kann jedoch nicht als
null angenommen werden, da die Bindung endogener Liganden an diese Rezeptoren nicht
ausgeschlossen werden kann.

AR(0) = AR, )

Das Modell von Pharmakonaufnahme und Rezeptorbindung wird durch folgende auf dem

Massenwirkungsgesetz basierende Differentialgleichungen beschrieben:

%:—%Boahlm) (10)

Pl (k) B0+, B0+ 2 Byl an

% =k,B,, (t)—k,B, ()= k,, 5(R,, — AR(t)— BR(t)) 5.0, k5 BR(1) (12)
app.is

de(’ ) —k, (R, — AR(t)~ BR(?)) Bj (t) —k,; ,BR(t) (13)

% =k,, «(R,, — AR(t) — BR())[ A, 1(t) — k. AR(?) (14)

wobei [p fiir die Inputrate von Prazosin steht (1,286 nmol als einminiitige Infusion). Zuerst
passiert Prazosin das Mischvolumen V), in der Kaniile und den groBen Gefdlen, die nicht am

Austausch mit dem Gewebe teilnehmen, und gelangt danach in den vaskuldren Raum.
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Fiir die Prazosin-Konzentration im vaskuldren Kompartiment gilt dann:

Bvas (t)
Crrs = v (15)

vas

Die Differentialgleichungen 10 bis 14 werden im Prozess der Parameterschitzung mit der
Software ADAPT 5 numerisch geldst (Kurvenanpassung der Prazosin-Konzentrationen und
inotropen Wirkung, siehe Kapitel 3.4.4 Datenanalyse mittels ADAPT 5). Die Initialbedingungen
sind dabei: By(0) = B,4(0) = Bis(0) = BR(0) = 0. Vom Programm ermittelt wird AR(0) = AR,.

3.4.2 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung

Die Beziehung zwischen der Rezeptorbesetzung durch einen Agonisten und dem dadurch
induzierten positiv inotropen Effekt wird durch die Stimulus-Wirkungs-Beziehung AE(?) =
@[AR(t)] beschrieben, wobei sich ¢ auf die Kette zelluldrer Prozesse bezieht, bei der aus dem
Stimulus eine Wirkung entsteht. Nach dem ,,operational model of agonsim® (Black und Leff,
1983; Black et al., 1985; Kenakin, 2004, 2012) kann die Signaliibertragung von der

Rezeptorbesetzung in eine Wirkung ¢ durch eine hyperbolische Funktion

o ARD"

E=E,
() base Kg-i‘AR(t)N

(16)

beschrieben werden. Dabei ist E,,. der Baseline-Effekt fiir AR = 0, @, der maximal
erreichbare Effekt und Ky die Transducer-Konstante, bei der die Agonistenbindung an den
Rezeptor AR 50 % von ¢, erzeugt. Kp stellt dabei auch die virtuelle Michaelis-Menten-
Konstante fiir die Interaktion vom Rezeptor mit gebundenem Agonisten und der Zelle dar,
wobei die Zelle als virtuelles Enzym definiert wird. N ist der Hill-Koeffizient, der die
Sigmoiditdt der Kurve bestimmt. Sinkt K, steigt der Wirkungseffekt.

Die Daten fiir LVDP(t) werden dabei als ein MaB fiir den inotropen Effekt verwendet: E(t) =
LVDP(t). Bereits vor der Rezeptorstimulation durch Phenylephrin kann eine gewisse Inotropie
(Epase) bestehen und endogene Liganden konnen einen moglichen Effekt £y = Ep.e + @[ARy]
hervorrufen. Die Kinetik der Verdringung des Agonisten von den Rezeptoren durch Prazosin

fiihrt zu einem voriibergehenden Absinken in LVDP(t).
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3.4.3 Gleichgewichts-Konzentrations-Wirkungs-Kurve

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve im Steady-State kann durch Substitution von AR = AR

aus Gleichung 2 in Gleichung 16 unter Verwendung von N = 1 hergeleitet werden.

R |14
Ess = Ebase + ¢max m[[ ] (17)
K K, +[AI(K; +R,,)
Durch Substitution von —*~ durch 7 ergibt sich:
E
A
E _E + ¢maxz-[ ] (18)

s TR+ [Al(0+ 1)

Dies ist die Grundgleichung des ,,operational model*“ der Arzneimittelwirkung. 7 steht dabei
sowohl fiir die intrinsische Wirksamkeit des Agonisten als auch die Sensitivitdt des Rezeptors
zum Agonisten sowie die Effizienz der Rezeptor-Kopplung an den Stimulus-Wirkungs-

Mechanismus der Zelle (Kenakin, 2004, 2012).

Die Anderung im positiv inotropen Effekt durch Phenylephrin kann durch folgende Gleichung

beschrieben werden:

(19)

PE

— ¢max Rtot [AO] + CPE _ [AO]
KE + Rtot ECSO + CPE ECSO

wobei Cpg fiir die Konzentration an Phenylephrin und /4,/ fiir die endogener Liganden steht,

fiir die gilt:
AR K
gl = 20
[ ]0 Rmt - ARO ( )
und
[A] = [Ao ] + CPE (21
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Der Wert ECsg pr beschreibt die Konzentration Cpg, die 50 % von AE .. pr hervorruft. ECsypg

ergibt sich wie folgt:

K
ECso PE — KA £ + : (22)
’ K.+R, R, / ARO -1

Der maximal durch Phenylephrin induzierte Effekt auf die LVDP-Anderung lisst sich

folgendermaf3en beschreiben:

AE — ¢max Rtot 1_ (Rtut /ARO — 1)[(E (23)
e KE + Rtot KE + Rtot

Aus den Gleichungen 19 bis 23 lassen sich mittels ADAPT 5 die Sekundérparameter /A4,/, EC's,

pe und AE ., pp ermitteln.

3.4.4 Datenanalyse mittels ADAPT 5

Fiir die Schétzung der Modellparameter wurde die Maximum-Likelihood-Schitzung mit Hilfe
des EM-Logarithmus genutzt (Walker, 1996), die in der Software ADAPT 5 (D’Argenio et al.,
2009) implementiert ist (Programm MLEM). Das zugrundeliegende Modell ist durch die
Differentialgleichungen 10 bis 14 gegeben (siche Kapitel 3.4.1.) Die Prazosin-
Ausflusskonzentrations-Daten und die Effektdaten (Anderung von LVDP) wurden simultan
gefitted. Es erfolgte eine Populationsanalyse, das heiflt die Daten aller Experimente einer
Versuchsreihe wurden gleichzeitig analysiert. Die Initialwerte fiir die MLEM-Analyse wurden
der Literatur und den Ergebnissen fritherer Experimente entnommen (Sermsappasuk und Weiss,

2009).

Das Programm bietet die Moglichkeit die Mittelwerte der Population, die Inter-Subjekt-
Variabilitét und die individuellen Parameter zu schidtzen. Dazu wurden die ermittelten Werte fiir
die Prazosin-Konzentrationen und fiir die Anderung von LVDP als Ausdruck der inotropen
Wirkung mit den Modellfunktionen Cprz und E(?) gefittet, um die Werte der Parameter V', k.,

kiv, Kg, ko, Ka, kofpas Riots KEs @max, N und Ejgee zu bestimmen. Fiir &, 4 und k,,  gilt dabei:

k
k()n,A = ﬂ und kOVl,B = % (24)
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Die Parameterschéitzung beruht auf den nachstehenden Annahmen:

Die ermittelten Messwerte lassen sich mit der Gleichung
z(t,)=y(0,t,)+e(t,) miti=1,...,n (25)

beschreiben, wobei z(#;) den Vektor der beobachteten Werte fiir den Modell-Output-Vektor
y(0,t;) zum Zeitpunkt #; mit dem Systemparameter-Vektor & und dem Vektor des additiven

Output-Fehlers e; beschreibt. Anteilig handelt es sich bei e; um Fehler wihrend des

Messprozesses. Fiir die Varianz von e; (Var{e(t)}) wird folgende Annahme gemacht:

var{e(ti)} = (O-inter + Osiope J (e,ti))z mit 7 = 1,...,]’[ (26)

Dabei beschreibt die Gleichung i = Gjuer + Ogope ¥(0,t;) eine lineare Funktion mit dem

Ordinatenschnittpunkt ;.- und dem Anstieg oo (2).

Die Dichtefunktion der Parameterverteilung kann im MLEM-Programm wie folgt definiert

gewdhlt werden:

p(@)= N(u,Z) fir multivariate normalverteilte Parameter und

p(@)=LN(u,X) fur multivariate lognormalverteilte Parameter, (27)

wobei p den Vektor des Anfangserwartungswertes und X die Kovarianz-Matrix der

Modellparameter 0 beschreibt (D’ Argenio et al., 2009).

Der EM-Logarithmus arbeitet in zwei Schritten: im ersten Estimation-Schritt werden die
bedingten Erwartungswerte und Kovarianzen fiir jeden individuellen Parameter abgeschitzt. Im
zweiten Maximization-Schritt werden die Populations-Mittelwerte und die Kovarianz- sowie die
Fehler-Varianz-Parameter ermittelt. Diese Schritte werden iteriert, bis es zur Konvergenz

kommt (Walker, 1996; D’ Argenio et al., 2009).

Bei der Parameterschitzung wurde eine Normalverteilung angenommen und beim Fitten
anstelle des Lognormal-Modus verwendet, da die Qualitit der Fits dadurch zunahm.

Um die Giite der Modell-Anpassung zu ermitteln, wurde der AIC-Wert (Akaike Information
Criterion) (D’Argenio et al., 2009) sowie die grafische Darstellung der vorhergesagten Werte

gegen die ermittelten Messergebnisse herangezogen. Je kleiner der AIC eines Modells im
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Vergleich mit anderen ist, desto besser beschreibt es die vorliegenden Daten. Des Weiteren
ermittelt das Programm MLEM die interindividuelle Variabilitdt der geschétzten Parameter.

Ebenfalls zur Giiteabschitzung eines Fits wurde das BestimmtheitsmaB R’ genutzt, fiir das gilt:

<5

S, -7
1_ i=1

RP=1-
2, -1)
i=1

(28)

wobei Y die vom Modell abgeschitzten Werte und Y die Mittelwerte der Messdaten darstellen
(Menard, 2000). Die Werte fiir R* konnen zwischen 0 und 1 liegen, wobei eine Untergrenze von
0,8 festgelegt wurde.

Der Hill-Koeffizient N wurde auf 1 festgesetzt, da sich die Kalkulationen von N nicht

signifikant unterschieden.

3.4.5 Statistische Analyse

Alle Daten werden als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) bzw. mit der interindividuellen
Variabilitét (%) angegeben. In den Diagrammen sind die Mittelwerte + Standardfehler (SEM)
dargestellt.

Die Signifikanzpriifung der Parameter-Anderungen erfolgte fiir die Versuchsreihen unter
einstiindiger Infusion einer 12,3 pM Phenylephrin-Lésung bzw. 5 10”7 M Isoprenalin-Losung
sowie unter partieller Hypoxie mit dem gepaarten t-Test. Fir die Versuchsreihe der
Hypertrophie-Herzen erfolgte die Signifikanzpriifung mit dem ungepaarten t-Test. P-Werte

unter 0,05 wurden als signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1 Effekt einer einstiindigen Behandlung mit Phenylephrin

Insgesamt vier Versuche wurden zur Modellierung herangezogen. Die Ausgangswerte zu
Beginn des Experiments betrugen dabei fiir LVDP 106,15 + 4,25 mmHg, fiir die Herzfrequenz
218 + 21 min' und fir CVR 2,83 £ 0,51 mmHgminml". Die inotrope Wirkung von
Phenylephrin zeigte einen triphasischen Verlauf mit initial positiv inotropen Effekt, gefolgt von
einer kurzzeitigen negativ inotropen Reaktion, an die sich eine anhaltend positiv inotrope
Wirkung anschloss. Fiir die Modellierung aller Versuchsreihen wurde dabei nur die positiv
inotrope Wirkung ohne kurzzeitigen Negativeffekt verwendet. Die Verdnderungen des LVDP
sind anhand Abb. 11 beispielhaft fiir einen Versuch der Reihe gezeigt. In Abb. 12 bis 14 sind
die Mittelwerte + Standardfehler der ermittelten Messwerte fiir den Prazosin-Ausfluss, LVDP
sowie fiir die Herzfrequenz dargestellt.

Die initiale viertelstiindige Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Losung bewirkte eine
signifikante Zunahme von CVR um 48,78 + 19,63 % (p < 0,05). Die Herzfrequenz énderte sich
dabei nicht signifikant, LVDP nahm um 15 % zu. Wihrend der ersten einminiitigen Infusion
von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) nahm die Herzfrequenz dagegen signifikant um 5,29 +
2,62 % zu, CVR sank signifikant um 23,28 + 6,41 % (p < 0,05). Wihrend der zweiten (45.
Minute) und dritten (120. Minute) Prazosin-Infusion blieb die Herzfrequenz unverindert, aber
CVR fiel maximal um 26,77 + 6,85 % bzw. um 15,62 + 4,2 % ab (p < 0,01). Verglichen mit der
CVR nach der ersten viertelstiindigen Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Losung, stieg die
CVR nach einstiindiger Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Lésung signifikant um 6,19 +
0,85 % (p < 0,05).

Die Hohen der Grundlinien des linksventrikuldar entwickelten Drucks (LVDP) unterschieden
sich signifikant mit 108,18 + 18,0 mmHg direkt vor und 98,0 + 16,77 mmHg nach einstiindiger
Infusion von 12,3 pM Phenylephrin-Losung (p < 0,01). Der maximale Effekt der Prazosin-
Infusionen auf den linksventrikuldr entwickelten Druck (LVDP) — ausgedriickt als prozentualer
Anteil des maximalen Abfalls vom Ausgangswert des LVDP — differiert ebenfalls signifikant
mit 16,26 + 2,88 % nach viertelstiindiger Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Lsung und 25,34
+ 4,11 % nach einstiindiger Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Lésung (p < 0,05).

Mit Hilfe des in Kapitel 3.4 beschriebenen Modells wurden die ermittelten Daten mittels
MLEM gefittet. Daraus ergaben sich die in Tab. 1 dargestellten Werte fiir die Parameter unter
Kontrollbedingungen und in Tab. 2 nach einstiindiger Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-
Losung. Signifikante Anderungen ergaben sich im Vergleich zu den Kontrollen fiir k;,, K, und
Kp. In Abb. 15 sind die ermittelten Messwerte und die Modell-Vorhersage fiir die Prazosin-
Konzentration im Ausfluss und in Abb. 16 fiir die Werte von LVDP fiir die Kontrollen
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dargestellt. In Abb. 17 und Abb. 18 folgt die gleiche Darstellung fiir die Prazosin-Infusion nach

der einstlindigen Behandlung mit 12,3 uM Phenylephrin-Losung.
Abb. 19 zeigt beispielhaft den Fit eines Kontroll-Versuches fiir den Verlauf der Prazosin-

Konzentration im Ausfluss und Abb. 20 fiir den Verlauf von LVDP. In Abb. 21 und 22 folgt die

gleiche Darstellung nach der Behandlung.
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Abb. 11 Aufgezeichnete Anderungen im Verlauf des LVDP fiir die Kontrollen bei Beginn der
12,3 uM Phenylephrin-Infusion (A), wihrend und nach einminiitiger Prazosin-Infusion (B), fiir
die Umstellung auf 6,1 uM Phenylephrin-Infusion (C) und wihrend sowie nach einminiitiger
Prazosin-Infusion unter 6,1 uM Phenylephrin-Infusion (D). Danach folgte die Umstellung auf
12,3 uM Phenylephrin-Infusion fiir eine Stunde (E zu Beginn, F am Ende der Infusion). Im

Anschluss erneute einminiitige Prazosin-Infusion (G).
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Abb. 12 Prazosin-Konzentration im Ausfluss vor und nach einstiindiger Infusion von 12,3 uM
Phenylephrin-Lésung jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (g). Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM (n = 4). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte.
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Abb. 13 Verlauf des linksventrikuldr entwickelten Drucks (LVDP) vor und nach einstiindiger
Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Losung jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin ().
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (n = 4). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte
sowie der initiale Anstieg nach Prazosin-Injektion.
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Abb. 14 Verlauf der Herzfrequenz vor und nach einstiindiger Infusion von 12,3 uM
Phenylephrin-Losung jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (g). Dargestellt sind die

Mittelwerte £ SEM (n = 4). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte sowie der initiale
Abfall nach Prazosin-Injektion.
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Abb. 15 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration (nM) im
Ausfluss bei den Kontrollen nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der
Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die
individuelle Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 16 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP (mmHg) bei den Kontrollen
nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM
Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die individuelle Modell-
Vorhersage dar.
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Abb. 17 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration (nM) im
Ausfluss nach einstiindiger Behandlung mit 12,3 pM Phenylephrin-Losung sowie nach
Injektion von 1,286 nmol Prazosin (120. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM
Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die individuelle Modell-
Vorhersage dar.
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Abb. 18 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP (mmHg) nach einstiindiger
Behandlung mit 12,3 uM Phenylephrin-Losung sowie nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin
(120. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die
Messwerte, die Linie (-) die individuelle Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 19 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration nach
Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin.
Die Kreise (0) stellen die Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage dar.

150

05000

140 A

130 A

120 A

LVDP (mmHg)

110 A

100 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Zeit (min)

Abb. 20 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP nach Injektion von 1,286 nmol
Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (0) stellen die
Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 21 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration nach
Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute — entspricht der 120. Minute im
Gesamtversuchsverlauf) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin nach einstiindiger
Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Lésung. Die Kreise (0) stellen die Messwerte, die Linie (-)
die Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 22 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP nach Injektion von 1,286 nmol
Prazosin (15. Minute — entspricht der 120. Minute im Gesamtversuchsverlauf) in der
Anwesenheit von 12,3 pM Phenylephrin nach einstiindiger Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-
Loésung. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage dar.
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Tab. 1 Durch Fitten der Daten des Prazosin-Ausflusses und der inotropen Wirkung unter
Kontrollbedingungen mit MLEM ermittelte Mittelwerte und interindividuelle Variabilitét
(relative Standardabweichung) der Parameter fiir Distribution, Bindung und Wirkung (n = 4).

Parameter Mittelwert Interindividuelle Variabilitit (%)
Distribution
Vias (ml) 0,0780 3,11
k,; (min™") 182 5,02
k;, (min™) 1,37 0,894
Bindung
K5 (nmolT™") 0,0346 4,84
kogs (min™) 0,200 37,7
R, (pmol) 108,1 31,9
K, (nmol1™) 87,7 4,41
kogs (min™) 1,10 16,4
Wirkung
D,0x (mmHg) 106,8 16,9
K& (pmol) 12,3 52,7
Epuse (mmHg) 233 20,0
AR(0) (pmol) 157 205
AE o pe (mmHg) 517 190
EC5ypr (nmol ™) 166 195

Tab. 2 Durch Fitten der Daten des Prazosin-Ausflusses und der inotropen Wirkung nach
einstiindiger Behandlung mit 12,3 uM Phenylephrin-Lésung mit MLEM ermittelte Mittelwerte
und interindividuelle Variabilitét (relative Standardabweichung) der Parameter fiir Distribution,
Bindung und Wirkung (n = 4).

Parameter Mittelwert Interindividuelle Variabilitit (%)
Distribution
Vyas (ml) 0,0706 9,97
k,; (min™) 176 6,33
k;, (min™) 1,14 * 10,2
Bindung
K (nmol 1) 0,0340 * 0,958
ko5 (min™) 0,181 25,4
R,y (pmol) 114,6 17,3
K, (nmol1™) 89,4 * 0,982
kopa (min™) 1,06 2,87
Wirkung
D0 (mmHg) 93,4 22,8
K (pmol) 24,1 10,3
Epase (mmHg) 23,2 1,02
AR(0) (pmol) 148 46
AE yyar.pe (mmHg) 7,34 39,5
ECsppe (nmol1™) 163 43,1

* p < 0,05 vs. Kontrolle (gepaarter t-Test)
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4.2 Effekt einer einstiindigen Infusion mit Isoprenalin

Insgesamt fiinf Versuche wurden zur Modellierung herangezogen. Die Ausgangswerte zu
Beginn des Experiments betrugen dabei fiir LVDP 103,4 + 13,86 mmHg, fiir die Herzfrequenz
245+ 28 min” und fiir CVR 3,85+ 0,47 mmHgminml". Die Verénderungen des LVDP sind
anhand Abb. 23 beispielhaft fiir einen Versuch der Reihe gezeigt. In Abb. 24 bis 26 sind die
Mittelwerte + Standardfehler der ermittelten Messwerte fiir den Prazosin-Ausfluss, LVDP sowie
fiir die Herzfrequenz dargestellt.

Die initiale viertelstiindige Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Losung bewirkte eine
signifikante Zunahme von CVR um 50,16 + 24,68 % (p < 0,01). LVDP nahm dabei um 16 % zu,
die Herzfrequenz dnderte sich nicht signifikant. Wahrend der ersten einminiitigen Infusion von
1,286 nmol Prazosin (15. Minute) nahm die Herzfrequenz dagegen signifikant um 4,21 =+
3,11 % zu (p < 0,05), CVR sank signifikant um 13,87 £ 5,39 % (p < 0,01). Wahrend der zweiten
Prazosin-Infusion (45. Minute) blieb die Herzfrequenz unverindert, aber CVR fiel maximal um
18,22 + 8,8 % ab (p < 0,05). Nach der einstiindigen Infusion mit 5 - 10”7 M Isoprenalin-Lésung
stieg die CVR signifikant um 246,24 + 180,94 % (p < 0,05).

Die Hoéhen der Grundlinien des linksventrikuldr entwickelten Drucks (LVDP) unterschieden
sich signifikant mit 115,44 + 5,92 mmHg nach der initialen viertelstiindigen Infusion von 12,3
uM Phenylephrin-Lésung und 102,10 £ 4,93 mmHg nach der einstiindigen Infusion mit 5 - 107
M Isoprenalin-Lésung und der folgenden fiinfminiitigen Umstellung auf 12,3 uM Phenylephrin-
Losung, dies entspricht einer Abnahme um 11,32 £ 7,07 % (p < 0,05). Nach der einstiindigen
Infusion mit 5 - 107 M Isoprenalin-Losung und der folgenden fiinfminiitigen Umstellung auf
12,3 uM Phenylephrin-Losung stieg dagegen die Herzfrequenz signifikant um 10,51 + 4,89 %
im Vergleich zur initialen viertelstiindigen Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Losung (p <
0,01). Der maximale Effekt der Prazosin-Infusionen auf den linksventrikuldr entwickelten
Druck (LVDP) unterscheidet sich signifikant mit 16,84 + 4,27 % nach viertelstiindiger Infusion
von 12,3 uM Phenylephrin-Losung und 27,36 + 9,56 % nach einstiindiger Infusion mit 5 - 10”
M Isoprenalin-Losung und der folgenden flinfminiitigen Umstellung auf 12,3 uM Phenylephrin-
Losung (p < 0,05).

Die ermittelten Daten wurden mittels MLEM gefittet. Daraus ergaben sich die in Tab. 3
dargestellten Werte fiir die Parameter unter Kontrollbedingungen und in Tab. 4 nach
einstiindiger Infusion von 5 10”7 M Isoprenalin-Losung. Es ergaben sich im Vergleich zu den
Kontrollen signifikante Anderungen fir k;, und K. In Abb. 27 sind die ermittelten Messwerte
und die Modell-Vorhersage fiir die Prazosin-Konzentration im Ausfluss und in Abb. 28 fiir die
Werte von LVDP fiir die Kontrollen dargestellt. In Abb. 29 und Abb. 30 folgt die gleiche
Darstellung fiir die Prazosin-Infusion nach der einstiindigen Infusion mit 5 10”7 M Isoprenalin-

Losung.
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Abb. 31 zeigt beispielhaft den Fit eines Kontroll-Versuches fiir den Verlauf der Prazosin-
Konzentration im Ausfluss und Abb. 32 fiir den Verlauf von LVDP. In Abb. 33 und 34 folgt die

gleiche Darstellung nach der Infusion.
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Abb. 23 Aufgezeichnete Anderungen im Verlauf des LVDP fiir die Kontrollen bei Beginn der
12,3 uM Phenylephrin-Infusion (A), wiahrend und nach einminiitiger Prazosin-Infusion (B), fiir
die Umstellung auf 6,1 uM Phenylephrin-Infusion (C) und wihrend und nach einminiitiger
Prazosin-Infusion unter 6,1 uM Phenylephrin-Infusion (D). Danach folgte die Umstellung auf 5 -
107 M Isoprenalin-Lésung fiir eine Stunde (E zu Beginn, F am Ende der Infusion). Im
Anschluss erneuter Wechsel zu einer 12,3 puM Phenylephrin-Infusion (P) und 5 min
Stabilisierungsphase (G), vor einminiitiger Prazosin-Infusion (H).
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Abb. 24 Prazosin-Konzentration im Ausfluss vor und nach einstiindiger Infusion von 5107 M
Isoprenalin-Losung jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (w). Dargestellt sind die
Mittelwerte £ SEM (n = 5). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte.
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Abb. 25 Verlauf des linksventrikuldr entwickelten Drucks (LVDP) vor und nach einstiindiger
Infusion von 5 - 10”7 M Isoprenalin-L3sung jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (g).
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (n = 5). Nicht dargestellt sind sich tiberlappende Punkte
sowie der initiale Anstieg nach Prazosin-Injektion.
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Abb. 26 Verlauf der Herzfrequenz vor und nach einstiindiger Infusion von 5 - 107 M
Isoprenalin-Lésung jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (g). Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM (n = 5). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte sowie der initiale
Abfall nach Prazosin-Injektion.
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Abb. 27 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration (nM) im
Ausfluss bei den Kontrollen nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der
Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (0) stellen die Messwerte, die Linie (-) die
individuelle Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 28 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP (mmHg) bei den Kontrollen
nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM
Phenylephrin. Die Kreise (0) stellen die Messwerte, die Linie (-) die individuelle Modell-
Vorhersage dar.
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Abb. 29 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration (nM) im
Ausfluss nach einstiindiger Infusion mit 5 10”7 M Isoprenalin-Lésung sowie nach Injektion von
1,286 nmol Prazosin (125. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 pM Phenylephrin. Die Kreise
(o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die individuelle Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 30 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP (mmHg) nach einstlindiger
Infusion mit 5 - 10”7 M Isoprenalin-Losung sowie nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (125.
Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die Messwerte,
die Linie (-) die individuelle Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 31 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration nach
Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin.
Die Kreise (0) stellen die Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 32 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP nach Injektion von 1,286 nmol
Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die
Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 33 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration nach
Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute — entspricht der 125. Minute im
Gesamtversuchsverlauf) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin nach einstiindiger
Infusion von 5 - 107 M Isoprenalin-Lésung. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-)
die Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 34 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP nach Injektion von 1,286 nmol
Prazosin (15. Minute — entspricht der 125. Minute im Gesamtversuchsverlauf) in der
Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin nach einstiindiger Infusion von 5 - 10”7 M Isoprenalin-
Losung. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage dar.
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Tab. 3 Durch Fitten der Daten des Prazosin-Ausflusses und der inotropen Wirkung unter
Kontrollbedingungen mit MLEM ermittelte Mittelwerte und interindividuelle Variabilitét
(relative Standardabweichung) der Parameter fiir Distribution, Bindung und Wirkung (n = 5).

Parameter Mittelwert Interindividuelle Variabilitit (%)
Distribution
Vyas (ml) 0,0889 5,60
k,; (min™) 182 7,33
k;, (min™) 1,64 1,32
Bindung
K5 (nmol1™) 0,0401 29,8
ko (min™) 0,147 5,52
R, (pmol) 118,8 36,5
K, (nmol1™) 114,8 7,06
ks (min™) 1,24 4,75
Wirkung
D0 (mmHg) 97,1 5,18
Kz (pmol) 9,71 33,9
Epuse (mmHg) 26,7 16,4
AR(0) (pmol) 130 153
AE . pr (mmHg) 5,62 134
EC5ppr (nmolT?) 139 144

Tab. 4 Durch Fitten der Daten des Prazosin-Ausflusses und der inotropen Wirkung nach
einstiindiger Infusion mit 5 - 10”7 M Isoprenalin-Lsung mit MLEM ermittelte Mittelwerte und
interindividuelle Variabilitdt (relative Standardabweichung) der Parameter fiir Distribution,
Bindung und Wirkung (n =5).

Parameter Mittelwert Interindividuelle Variabilitit (%)
Distribution
Vyas (ml) 0,0898 3,68
k,; (min™) 180 9,14
k;, (min™) 1,57 #*%* 2,17
Bindung
K (nmol 1) 0,0391 1,13
ko5 (min™) 0,165 12,3
R,y (pmol) 122,0 31,0
K, (nmolT™") 118,2 ** 1,20
kopa (min™) 1,27 3,15
Wirkung
D0 (mmHg) 126,6 43,8
K (pmol) 38,8 71,3
Epase (mmHg) 26,5 1,04
AR(0) (pmol) 135 66,4
AE yyar.pe (mmHg) 16,8 67,3
ECsppe (nmol1™) 164 59,5

** p<0,01 vs. Kontrolle (gepaarter t-Test)

**% p <0,001 vs. Kontrolle (gepaarter t-Test)
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4.3 Einfluss einer partiellen Hypoxie

Insgesamt fiinf Versuche wurden zur Modellierung herangezogen. Die Ausgangswerte zu
Beginn des Experiments betrugen dabei fiir LVDP 84,9 + 15,14 mmHg, fiir die Herzfrequenz
231 + 14 min™ und fiir CVR 3,04+ 0,64 mmHg min'ml ™.

Die Verdnderungen des LVDP sind anhand Abb. 35 beispielhaft fiir einen Versuch der Reihe
gezeigt. In Abb. 36 bis 38 sind die Mittelwerte £ Standardfehler der ermittelten Messwerte flir
den Prazosin-Ausfluss, LVDP sowie fiir die Herzfrequenz dargestellt.

Die initiale viertelstiindige Infusion von 12,3 puM Phenylephrin-Loésung bewirkte eine
signifikante Zunahme von CVR um 74,15 £ 55,99 % (p < 0,05). Die Herzfrequenz stieg
signifikant um 20,48 + 4,22 % (p < 0,001), LVDP nahm um 26,05 £+ 22,91 % zu (p < 0,05).
Wihrend der ersten einminiitigen Infusion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) nahm die
Herzfrequenz signifikant um 3,25 + 2,36 % zu, CVR sank signifikant um 17,83 £ 9,74 % (p <
0,05). Nach der Umstellung auf das Gasgemisch (35 % Stickstoff, 60 % Sauerstoff und 5 %
Kohlenstoffdioxid) und wahrend der zweiten Prazosin-Infusion (50. Minute) blieben die
Herzfrequenz und CVR unveréndert.

Die Hohen der Grundlinien des linksventrikuldr entwickelten Drucks (LVDP) unterschieden
sich signifikant mit 104,3 + 13,61 mmHg direkt vor und 66,26 + 5,55 mmHg nach 20-miniitiger
Umstellung auf das Gasgemisch (p < 0,001). Dies entspricht einer Abnahme um 36,14 + 3,28 %.
Der maximale Effekt der Prazosin-Infusionen auf den linksventrikular entwickelten Druck
(LVDP) unterscheidet sich nicht signifikant zwischen Kontrolle und Behandlung mit dem
Gasgemisch.

Mit Hilfe des in Kapitel 3.4 beschriebenen Modells wurden die ermittelten Daten mittels
MLEM gefittet. Daraus ergaben sich die in Tab. 5 dargestellten Werte fiir die Parameter unter
Kontrollbedingungen und in Tab. 6 nach Umstellung auf das Gasgemisch fiir die particlle
Hypoxie. Fiir @, zeigte sich eine signifikante Abnahme um 51,2 £+ 6,53 % (p < 0,001).

In Abb. 39 sind die ermittelten Messwerte und die Modell-Vorhersage fiir die Prazosin-
Konzentration im Ausfluss und in Abb. 40 fiir die Werte von LVDP fiir die Kontrollen
dargestellt. In Abb. 41 und Abb. 42 folgt die gleiche Darstellung fiir die Prazosin-Infusion nach
der Umstellung auf das Gasgemisch.

Abb. 43 zeigt beispielhaft den Fit eines Kontroll-Versuches fiir den Verlauf der Prazosin-
Konzentration im Ausfluss und Abb. 44 fiir den Verlauf von LVDP. In Abb. 45 und 46 folgt die
gleiche Darstellung unter partieller Hypoxie.
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Abb. 35 Aufgezeichnete Anderungen im Verlauf des LVDP fiir die Kontrolle bei Beginn der
12,3 uM Phenylephrin-Infusion (A), wahrend und nach einminiitiger Prazosin-Infusion (B), fiir
die Umstellung auf partielle Hypoxie (C) und wahrend und nach einminiitiger Prazosin-Infusion
unter partieller Hypoxie (D).
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Abb. 36 Prazosin-Konzentration im Ausfluss unter normoxischen Kontrollbedingungen und
unter partieller Hypoxie jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (g). Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM (n = 5). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte.
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Abb. 37 Verlauf des linksventrikuldr entwickelten Drucks (LVDP) unter Kontrollbedingungen
und unter partieller Hypoxie jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (g). Dargestellt
sind die Mittelwerte = SEM (n = 5). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte sowie der
initiale Anstieg nach Prazosin-Injektion.
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Abb. 38 Verlauf der Herzfrequenz unter Kontrollbedingungen und unter partieller Hypoxie
jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (). Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM (n =
5). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte sowie der initiale Abfall nach Prazosin-
Injektion.
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Abb. 39 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration (nM) im
Ausfluss bei den Kontrollen nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der
Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (0) stellen die Messwerte, die Linie (-) die
individuelle Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 40 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP (mmHg) bei den Kontrollen
nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM
Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die individuelle Modell-
Vorhersage dar.
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Abb. 41 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration (nM) im
Ausfluss unter partieller Hypoxie nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (50. Minute) in der
Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die
individuelle Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 42 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP (mmHg) unter partieller
Hypoxie nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (50. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM
Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die individuelle Modell-
Vorhersage dar.
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Abb. 43 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration nach
Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin
unter Kontrollbedingungen. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die Modell-
Vorhersage dar.
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Abb. 44 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP nach Injektion von 1,286 nmol
Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 upuM Phenylephrin unter
Kontrollbedingungen. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage
dar.
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Abb. 45 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration nach
Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute — entspricht der 50. Minute im
Gesamtversuchsverlauf) in der Anwesenheit von 12,3 pM Phenylephrin unter partieller Hypoxie.
Die Kreise (0) stellen die Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 46 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP nach Injektion von 1,286 nmol
Prazosin (15. Minute — entspricht der 50. Minute im Gesamtversuchsverlauf) in der
Anwesenheit von 12,3 pM Phenylephrin unter partieller Hypoxie. Die Kreise (o) stellen die
Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage dar.
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Tab. 5 Durch Fitten der Daten des Prazosin-Ausflusses und der inotropen Wirkung unter
Kontrollbedingungen mit MLEM ermittelte Mittelwerte und interindividuelle Variabilitét
(relative Standardabweichung) der Parameter fiir Distribution, Bindung und Wirkung (n = 5).

Parameter Mittelwert Interindividuelle Variabilitat (%)
Distribution
Vias (ml) 0,102 14,1
k,; (min’™") 169 10,9
k;, (min™) 1,57 10,2
Bindung
K5 (nmolT™") 0,0289 12,7
kogs (min™) 0,157 22,2
R o (pmol) 150,1 15,0
K, (nmol1™) 117.4 7,81
kogs (min™) 1,88 8,28
Wirkung
D,0x (mmHg) 82,5 6,29
Kg (pmol) 8,19 29,3
Epuse (mmHg) 27,2 422
AR(0) (pmol) 22.8 71,5
AE o pe (mmHg) 16,5 58,4
EC5ypr (nmol ™) 28,9 57.8

Tab. 6 Durch Fitten der Daten des Prazosin-Ausflusses und der inotropen Wirkung unter
partieller Hypoxie mit MLEM ermittelte Mittelwerte und interindividuelle Variabilitét (relative
Standardabweichung) der Parameter fiir Distribution, Bindung und Wirkung (n = 5).

Parameter Mittelwert Interindividuelle Variabilitit (%)
Distribution
Vyas (ml) 0,113 22,3
k,; (min™) 164 6,33
k;, (min™) 1,80 18,5
Bindung
K (nmol 1) 0,0283 0,882
ko5 (min™) 0,156 0,992
R, (pmol) 135,8 13,8
K, (nmolT™") 120,1 0,981
kopa (min™) 1,90 0,954
Wirkung
D0 (mmHg) 40,3 *** 13,9
K (pmol) 8,11 14,2
Epase (mmHg) 27,2 1,00
AR(0) (pmol) 27,2 17,0
AE yyar.pe (mmHg) 7,58 17,5
ECsppe (nmol1™) 34,0 16,4

**% p < 0,001 vs. Kontrolle (gepaarter t-Test)
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4.4 Einfluss einer Myokardhypertrophie

Insgesamt vier Versuche wurden zur Modellierung herangezogen. Da die Versuchsreihe als
Pilotstudie ohne Durchfithrung einer eigenen Kontrollreihe geplant wurde, wurden hier die
Kontrollreihen der vorangehenden Versuchsreihe mit partieller Hypoxie (n = 5) als Kontrollen
zu den hypertrophierten Herzen herangezogen.

Das absolute Herzgewicht bei den mit intraperitonealen Isoprenalin-Injektionen (5 mg/kg)
vorbehandelten Ratten betrug im Mittel 1,77 + 0,10 g und war damit signifikant um 11,71 %
gegeniiber den Kontrollen mit 1,58 + 0,08 g erhoht (p < 0,05). Ebenso zeigte sich das relative
Herzgewicht als Verhiltnis von Herz- zu Korpergewicht signifikant erhoht, mit 0,66 + 0,06 %
vs. 0,55 + 0,03 % (p < 0,05). Tab. 7 stellt sowohl das Korpergewicht als auch das dazugehorige
Herzgewicht fiir die vorbehandelten Ratten, Tab. 8 fiir die Kontrollen dar. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede im Korpergewicht der Ratten, mit 268,0 £ 9,6 g fiir die
vorbehandelten Ratten und 285,6 & 6,7 g fiir die Kontrollen.

Tab. 7 Aufstellung tiber Korper- und Herzgewicht der vorbehandelten Versuchstiere.

Versuchsnummer | Korpergewicht (g) absolutes relatives
Herzgewicht (g) Herzgewicht (%)
1 257 1,82 0,71
2 265 1,88 0,71
3 270 1,71 0,63
4 280 1,65 0,59

Tab. 8 Aufstellung iiber Korper- und Herzgewicht der Kontrollen.

Versuchsnummer | Korpergewicht (g) absolutes relatives
Herzgewicht (g) Herzgewicht (%)
1 274 1,62 0,59
2 287 1,65 0,57
3 288 1,55 0,54
4 288 1,62 0,56
5 291 1,46 0,50

Die Ausgangswerte zu Beginn des Experiments betrugen fiir LVDP 104,55 + 7,88 mmHg, fiir
die Herzfrequenz 240 = 9 min™' und fiir CVR 3,94+ 0,9 mmHgmin'ml". Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zu den Grundwerten der Kontrollen. Die Verdnderungen des LVDP
sind anhand Abb. 47 beispielhaft fiir einen Versuch der Reihe gezeigt. In Abb. 48 bis 50 sind
die Mittelwerte + Standardfehler der ermittelten Messwerte fiir den Prazosin-Ausfluss, LVDP
sowie fur die Herzfrequenz dargestellt. Abb. 51 und 52 stellen vergleichend den Verlauf von
LVDP sowie der Herzfrequenz der Kontrollen den der hypertrophierten Herzen gegeniiber.

Die initiale viertelstiindige Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Losung bewirkte eine
signifikante Zunahme von CVR um 52,08 £ 18,96 % (p < 0,05). Die Herzfrequenz stieg
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signifikant um 18,13 + 4,26 % (p < 0,01), LVDP nahm um 11 % zu. Wihrend der ersten
einminiitigen Infusion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) verdnderte sich die Herzfrequenz
nicht, CVR sank signifikant um 18,13 = 8,79 % (p < 0,05). Wéhrend der zweiten Prazosin-
Infusion (45. Minute) stieg die Herzfrequenz signifikant um 5,15 + 2,17 % (p < 0,05), CVR
blieb unveridndert. Der maximale Effekt der Prazosin-Infusionen auf den linksventrikuldr
entwickelten Druck (LVDP) — ausgedriickt als prozentualer Anteil des maximalen Abfalls vom
Ausgangswert des LVDP — unterscheidet sich signifikant mit 17,68 + 3,76 % nach
viertelstiindiger Infusion von 12,3 puM Phenylephrin-Lésung und 26,79 + 3,11 % nach
viertelstiindiger Infusion von 6,1 pM Phenylephrin-Losung (p < 0,05). Verglichen mit den
Kontrollen ergaben sich keine signifikanten Verdnderungen fiir LVDP, die Herzfrequenz sowie
CVR nach der ersten viertelstiindigen Infusion von 12,3 uM Phenylephrin-Losung oder der
nachfolgenden Infusion von 1,286 nmol Prazosin.

Die ermittelten Daten wurden mittels MLEM gefittet. Daraus ergaben sich die in Tab. 10
dargestellten Werte fiir die Parameter der Herzen mit Myokardhypertrophie. In Tab. 9 sind die
Parameter der Kontrollen gegeniibergestellt. Signifikante Anderungen ergaben sich im
Vergleich zu den Kontrollen bei &;,, R, (bezogen auf das Herzgewicht) und @,,,,. Die relative
Anzahl an Rezeptoren betrug fiir die Kontrollen 94,97 + 14,43 pmolg’' und fiir die
hypertrophierten Herzen 74,6 + 9,45 pmol'g”, dies entspricht einer signifikanten Reduktion um
21,45 % (p < 0,05). Fiir @,,,, wurde bei den Kontrollen ein Wert von 82,49 £ 5,19 mmHg
ermittelt, bei den hypertrophierten Herzen dagegen von 92,67 + 7,20 mmHg, was einer
signifikanten Zunahme um 12,35 % entspricht (p < 0,05).

In Abb. 53 sind die ermittelten Messwerte und die Modell-Vorhersage fiir die Prazosin-
Konzentration im Ausfluss und in Abb. 54 fiir die Werte von LVDP fiir die hypertrophierten
Herzen dargestellt. Abb. 55 zeigt beispiclhaft den Fit fir den Verlauf der Prazosin-
Konzentration im Ausfluss und Abb. 56 fiir den Verlauf von LVDP.
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Abb. 47 Aufgezeichnete Anderungen im Verlauf des LVDP fiir die Herzen mit
Myokardhypertrophie bei Beginn der 12,3 uM Phenylephrin-Infusion (A), wiahrend und nach
einminiitiger Prazosin-Infusion (B), fiir die Umstellung auf 6,1 uM Phenylephrin-Infusion (C)
und wihrend und nach einminiitiger Prazosin-Infusion unter 6,1 pM Phenylephrin-Infusion (D).
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Abb. 48 Prazosin-Konzentration im Ausfluss unter Infusion von 12,3 uM bzw. 6,1 uM
Phenylephrin-Losung jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (g). Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM (n = 4). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte.
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Abb. 49 Verlauf des linksventrikuldr entwickelten Drucks (LVDP) unter Infusion von 12,3 pM
bzw. 6,1 pM Phenylephrin-Losung jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (m).
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (n = 4). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte
sowie der initiale Anstieg nach Prazosin-Injektion.
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Abb. 50 Verlauf der Herzfrequenz unter Infusion von 12,3 uM bzw. 6,1 uM Phenylephrin-
Losung jeweils nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (g). Dargestellt sind die Mittelwerte =
SEM (n = 4). Nicht dargestellt sind sich iiberlappende Punkte sowie der initiale Abfall nach

Prazosin-Injektion.
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Abb. 51 Verlauf des linksventrikuldr entwickelten Drucks (LVDP) unter Infusion von 12,3 pM
Phenylephrin-Losung nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (w). Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM der hypertrophierten Herzen (n = 4) in Rot und der Kontrollen (n = 5) in
Schwarz. Nicht dargestellt ist der initiale Anstieg nach Prazosin-Injektion.
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Abb. 52 Verlauf der Herzfrequenz unter Infusion von 12,3 pM Phenylephrin-Lésung nach
Injektion von 1,286 nmol Prazosin (w). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der
hypertrophierten Herzen (n = 4) in Rot und der Kontrollen (n = 5) in Schwarz. Nicht dargestellt
ist der initiale Abfall nach Prazosin-Injektion.
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Abb. 53 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration (nM) im
Ausfluss bei den hypertrophierten Herzen nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute)
in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie
(-) die individuelle Modell-Vorhersage dar.
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Abb. 54 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP (mmHg) bei den
hypertrophierten Herzen nach Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der
Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin. Die Kreise (0) stellen die Messwerte, die Linie (-) die
individuelle Modell-Vorhersage dar.

58



100
8
o
(@]

~ 80

=

£

c

o

T 60 -

IS

& T

c

o

X 40

£

%)

o

N

o

o 20

0@ T © O-0-0)
0 5 10 30 35

Zeit (min)

Abb. 55 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf der Prazosin-Konzentration nach
Injektion von 1,286 nmol Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin
beim hypertrophierten Herzen. Die Kreise (o) stellen die Messwerte, die Linie (-) die Modell-
Vorhersage dar.
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Abb. 56 Giite der Modell-Anpassung fiir den Verlauf von LVDP nach Injektion von 1,286 nmol
Prazosin (15. Minute) in der Anwesenheit von 12,3 uM Phenylephrin beim hypertrophierten
Herzen. Die Kreise (0) stellen die Messwerte, die Linie (-) die Modell-Vorhersage dar.
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Tab. 9 Durch Fitten der Daten des Prazosin-Ausflusses und der inotropen Wirkung unter
Kontrollbedingungen mit MLEM ermittelte Mittelwerte und interindividuelle Variabilitét
(relative Standardabweichung) der Parameter fiir Distribution, Bindung und Wirkung (n = 5).

Parameter Mittelwert Interindividuelle Variabilitit (%)
Distribution
Vyas (ml) 0,102 14,1
k,; (min™) 169 10,9
k;, (min™) 1,57 10,2
Bindung
K5 (nmol1™) 0,0289 12,7
ko (min™) 0,157 22,2
R, (pmol) 150,1 15,0
R,oi/m (pmol'g™) 94,97 15,19
K, (nmol1™) 117.4 7,81
ko4 (min™) 1,88 8,28
Wirkung
@, (mmHg) 82,5 6,29
K¢ (pmol) 8,19 29,3
Epuse (mmHg) 27,2 422
AR(0) (pmol) 22,8 71,5
AE 4, pr (mmHg) 16,5 58,4
EC5ppr (nmolT™) 28,9 57.8

Tab. 10 Durch Fitten der Daten des Prazosin-Ausflusses und der inotropen Wirkung bei den
hypertrophierten Herzen mit MLEM ermittelte Mittelwerte und interindividuelle Variabilitat
(relative Standardabweichung) der Parameter fiir Distribution, Bindung und Wirkung (n = 4).

Parameter Mittelwert Interindividuelle Variabilitit (%)
Distribution
Vias (ml) 0,0955 2,66
k,; (min™") 159 2,49
k;, (min™) 1,27 ** 3,11
Bindung
K5 (nmolT™") 0,0284 0,919
kogs (min™) 0,154 1,77
R, (pmol) 132,0 13,3
R,oi/m (pmol'g™) 74,6 * 12,67
K, (nmolT™") 119,3 0,965
kopa (min™) 1,86 1,20
Wirkung
@, (mmHg) 92,7 * 7,76
K (pmol) 8,49 29,5
Epue (mmHg) 27,2 1,03
AR(0) (pmol) 28,0 16,5
AE o pr (MmHg) 17,8 22,1
ECsppe (nmol1™) 35,3 16,7

* p < 0,05 vs. Kontrolle (ungepaarter t-Test)

** p<0,01 vs. Kontrolle (ungepaarter t-Test)
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5. Diskussion

5.1 Kontrollen der Versuchsreihen

Die Modellvorhersagen zeigen fiir alle Versuchsreihen eine gute Ubereinstimmung mit den
ermittelten Messwerten. Alle Messwerte (0), die auf der Identitétslinie (-) liegen, sind mit der
Modellvorhersage identisch. Werte (o) oberhalb der Linie sind groer, Werte unterhalb der
Linie sind kleiner als der Vorhersagewert (vgl. Abb. 15-22, 27-34, 39-46, 53-56).

Die Verwendung von zwei verschiedenen Phenylephrin-Konzentrationen in den Kontrollen der
einstiindigen Behandlung mit Phenylephrin bzw. Isoprenalin sowie der Hypertrophie-Herzen
diente der Ermittlung groBerer Datenmengen zur Verbesserung der Schitzgenauigkeit fiir die
Kontrollen. Fiir die Versuchsreihe unter partieller Hypoxie bot sich diese Vorgehensweise
aufgrund des Versuchsaufbaus nicht an.

Die geschitzten Parameter fiir die Kontrollen stimmen gut mit bereits publizierten Werten
iiberein. So betriagt die transkapilldre Uptake-Clearance CL,; fiir Prazosin in den Kontrollen
14,19 + 0,90 ml'min™', 16,18 + 1,67 ml'min” bzw. 17,42 + 3,29 mI'min”". Im Vergleich dazu
wurde von Sermsappasuk und Weiss (2009) ein Wert von 18 mlmin™ fiir die Prazosin-
Clearance ermittelt.

Die Dissoziationskonstante von Prazosin K betrdgt fiir die Kontrollen 0,0346 + 0,0017 nmolT™,
0,0401 + 0,0119 nmoll' bzw. 0,0289 + 0,0037 nmoll'. Diese Werte entsprechen den
publizierten Dissoziationskonstanten in Radioliganden-Bindungsstudien an
Membranpréparationen von Rattenventrikeln in Hohe von 0,047-0,052 nmol 1" (Steinfath et al.,
1992a), 0,07 nM (Leoén-Velarde et al., 2001), 0,09 nM (Butterfield und Chess-Williams, 1990),
0,096 nmol 1" (Miigge et al., 1985), 0,17 nM (Colucci et al., 1984; Fouad et al., 1985) bzw. 0,18
nM (Yamada et al., 1980).

Fiir die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante von Prazosin k.45 konnten folgende Werte fiir
die Kontrollen ermittelt werden: 0,200 + 0,076 min™', 0,147 = 0,008 min"' und 0,157 = 0,035
min'. Diese stimmen gut mit bereits publizierten Werten flir k.55 von 0,078 min™ fiir arterielles
Gewebe (Tanaka et al., 2004) sowie 0,116 min™ fiir isolierte Rattenmyozyten (Skomedal et al.,
1984) und 0,193 min™ (Sermsappasuk und Weiss, 2009) im isoliert perfundierten Rattenherzen
iiberein.

Fiir R, ergaben sich Werte von 108,1 + 34,4 pmol, 118,8 = 43,4 pmol und 150,1 + 22,5 pmol in
den Kontrollreihen. Diese reprisentieren die Anzahl der funktionellen Rezeptoren. Unter der
Annahme, dass das Gewicht des linken Ventrikels circa 80 % des Gesamtherzgewichtes
ausmacht, entsprichen diese Werte einer GroBenordnung zwischen 854 und 118,7 pmolg”
Nassgewicht. Bei Untersuchungen im perfundierten Rattenherzen und nachfolgender

Homogenisierung des Gewebes wurde eine Dichte von 13,2 pmol'g” Nassgewicht festgestellt
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(Edwards et al., 1988)., mittels Positronen-Emissions-Tomographie konnte ein Wert von 12,2
pmolg’ Nassgewicht gemessen werden (Law et al., 2000). Im Vergleich dazu konnten in
Radioliganden-Bindungsstudien an homogenisiertem ventrikuldren Gewebe von Ratten fiir die
Rezeptorendichte Werte zwischen 76 fmolmg™” und 167 fmolmg" Protein ermittelt werden
(Mukherjee et al., 1983; Colucci et al.,, 1984; Miigge et al., 1985; Butterfield und Chess-
Williams, 1990; Steinfath et al., 1992a; Ledn-Velarde et al., 2001; Zhang et al., 2002). Diese
Werte stimmen bei einem angenommenen Proteingehalt des myokardialen Gewebes von 10 %
(100 mg Protein'g” Nassgewicht) mit den publizierten Werten von 12,2 pmol'g” Nassgewicht
bzw. 13,2 pmol'g” Nassgewicht iiberein (Law et al., 2000). Eine mogliche Erklirung fiir die in
der Literatur publizierten niedrigeren Werte im Vergleich zu der in den aktuellen
Versuchsreihen ermittelten Anzahl an Rezeptoren konnte der Verlust an rezeptortragenden
Membranen durch die Homogenisierung des Materials darstellen (Tanaka et al., 2004).
Ebenfalls ergaben sich mit den von Sermsappasuk und Weiss (2009) mit der gleichen Methode
ermittelten Parameter vergleichbare Werte fiir: K, 87,7 + 3.9 nmol 1", 114,8 + 8,1 nmol1" und
117,4 9,2 nmol 1" verglichen mit 101 nmol1"; koga 1,10 £ 0,18 min™, 1,24 + 0,06 min" und
1,88 £ 0,16 min™ verglichen mit 1,001 min'; @, 106,8 + 18,1 mmHg, 97,1 + 5,0 mmHg bzw.
82,5 + 5,2 mmHg verglichen mit 98,6 mmHg; K 12,3 £ 6,5 pmol, 9,71 + 3,3 pmol und 8,19 +
2,4 pmol verglichen mit 13,9 pmol; E. 23,3 £ 4,7 mmHg, 26,7 + 4,4 mmHg bzw. 27,2 + 11,5
mmHg verglichen mit 37,0 mmHg. Die Kontrollen der Versuchsreihe unter partieller Hypoxie
ergaben ebenso #dhnliche Werte wie die von Sermsappasuk und Weiss (2009) ermittelten
Parameter: fiir AR(0) 22,8 + 16,3 pmol verglichen mit 19,5 pmol; firr 4E .. pr 16,5 £ 9,6 mmHg
verglichen mit 24,3 mmHg sowie fiir £Cspr 28,9 £ 16,7 nmol 1" verglichen mit 57,7 nmol 1.
Basierend auf den Werten fiir K, und K3 ergibt sich damit fiir Prazosin eine im Vergleich zu
Phenylephrin deutlich hohere Affinitét fiir die a;-ARs.

Die grofle Variabilitdt der sekundidren Parameter bei den Versuchsreihen mit einstiindiger
Phenylephrin- bzw. Isoprenalin-Infusion ldsst sich moglicherweise auf den Einfluss dulerer
Bedingungen, wie z.B. jahreszeitlichen Schwankungen in der Versuchsdurchfithrung,
zuriickfiithren. Das Verhalten der Herzfrequenz auf die initiale viertelstiindige Phenylephrin-
Infusion unterscheidet sich bei den Kontrollen zwischen den beiden genannten Versuchsreihen,
bei denen keine Anderung der Herzfrequenz festzustellen war, und den Reihen unter partieller
Hypoxie bzw. Hypertrophie mit signifikanter Steigerung der Herzfrequenz. Hier zeigt sich ein
Zusammenhang zwischen der Herzfrequenz und der Inotropiesteigerung. Der Einsatz von
gepacten Herzen hitte hierbei konstante Bedingungen ermoglicht, diese standen jedoch fiir die
Versuchsdurchfiihrung nicht zur Verfiigung.

Der triphasische Verlauf der inotropen Reaktion auf Phenylephrin wird durch ein
Zusammenspiel von a;4-ARs und o;5-ARs erklért. So sind beide Rezeptorsubtypen fiir den

anhaltenden positiv inotropen Effekt verantwortlich, wéhrend a;3-ARs den kurzzeitigen negativ
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inotropen Effekt vermitteln (Williamson et al., 1994). Vor allem unter pathologischen
Bedingungen scheint diesem Zusammenwirken zwischen diesen beiden Rezeptorsubtypen eine
wichtige Funktion zuzukommen (Michel et al., 1994).

Das Absinken des LVDP nach den einminiitigen Prazosin-Infusionen auf Werte unterhalb der
Baseline ldsst sich auf die Besetzung der Rezeptoren mit endogenen Liganden (Noradrenalin)

zurickfuhren.

5.2 Einfluss der Behandlungen

5.2.1 Effekt einer einstiindigen Behandlung mit Phenylephrin bzw. Isoprenalin

Fiir die einstiindige Infusion einer 12,3 pM Phenylephrin-Losung lieB sich eine signifikante
Verstérkung des maximalen Effekts der einminiitigen Prazosin-Infusion auf den LVDP (Abfall
um 16,26 + 2,88 % vs. 25,34 + 4,11 %, p < 0,05) nachweisen. Dies deutet auf einen verstirkten
durch Stimulation mittels eines Agonisten vermittelten Effekt an den a;-ARs hin, wenn der
Agonist liber einen kurz- bis mittelfristigen Zeitraum zugefiihrt wird.

Die Unterschiede hinsichtlich der Dissoziationskonstanten K4 und K zeigten sich signifikant,
waren jedoch so gering, dass diesen Anderungen in der Affinitit keine physiologische
Bedeutung zukommt. Um die signifikante Anderung von k;, einzuordnen, ist dessen Einfluss
zur Berechnung des Verteilungsvolumens V,,,;; zu beachten. Auch hier ergaben sich keine
biologisch relevanten Veridnderungen.

Dariiber hinaus zeigten sich keine weiteren signifikanten Parameterdnderungen. In der Literatur
wurden dahingegen Anderungen hinsichtlich der Rezeptoranzahl und -affinitit beschrieben. So
konnten Gengo et al. (1988) zeigen, dass eine sechstigige Infusion von 3 mgkg'h’
Phenylephrin zu einer Abnahme der [’H]Prazosin-Bindungsstellen um 39 % fiihrte, wéhrend
sich sowohl die Affinitdt als auch die inotrope Wirkung auf Phenylephrin nicht &nderte.
Ebenfalls sank die Dichte der B-ARs um 31 %. Bei Hunden wurde nach Vorbehandlung mit
dem o,-Agonisten Amidephrin an Aortenpriparationen keine Anderung der o,-AR-Dichte,
jedoch eine Erhohung der Dissoziationskonstante K von 0,14 nM auf 0,29 nM festgestellt, die
einer Reduktion der Rezeptoraffinitit entspricht (Kiuchi et al., 1992).

Bei der einstiindigen Behandlung mit 5 - 107 M Isoprenalin-Losung zeigte sich ebenfalls eine
signifikante Verstirkung des maximalen Effekts der einminiitigen Prazosin-Infusion mit einem
Abfall des LVDP nach Prazosin-Infusion um 16,84 + 4,27 % vs. 27,36 = 9,56 % (p < 0,05).
Auch hier konnten neben Anderungen von K, und k;, die ebenfalls keine biologische
Signifikanz zeigten, keine weiteren signifikanten Parameterdnderungen festgestellt werden.

Im Vergleich dazu konnten Chang et al. (1982) nachweisen, dass eine zweistlindige Isoprenalin-

Infusion (400 pgkg'h™) iiber eine implantierte Pumpe im Nacken der Ratten in vivo zu einer
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Reduktion der Sensitivitdt der kardialen B-ARs fiihrt. Dort zeigten sich ebenfalls weder
Anderungen in der Affinitit noch in der Dichte der o,-ARs. Butterfield und Chess-Williams
(1993) untersuchten den Effekt einer 3-tégigen Isoprenalin-Infusion {iber implantierte Pumpen
an Ratten und wiesen ebenfalls eine Abnahme der Dichte an B-AR-Bindungsstellen nach.
Jedoch zeigte sich auBerdem eine verstirkte o,-vermittelte Reaktion auf Phenylephrin, wiahrend
sich auch hier die Dichte an a;-ARs nicht signifikant dnderte.

Der Zeitraum von einer bis zwei Stunden fiir die anhaltende Infusion von Phenylephrin-Losung
bzw. Isoprenalin-Lésung erscheint aktuell nicht ausreichend, um eine Anderung der Bindungs-

oder Transduktionsparameter hervorzurufen.

5.2.2 Einfluss einer partiellen Hypoxie

Unter 20-miniitiger partieller Hypoxie zeigte sich eine signifikante Reduktion von @,,,, um etwa
die Halfte von 82,5 mmHg auf 40,3 mmHg (p < 0,001). Dies entspricht einer Herabsetzung des
maximal erreichbaren Effekts durch Stimulation der o;-ARs unter einer partiellen Hypoxie.
Diese spiegelt sich auch in der um 36,14 + 3,28 % reduzierten Hohe der Grundlinie des LVDP
nach 20-miniitiger Umstellung auf das Gasgemisch wider (p < 0,001).

Es zeigte sich jedoch keine signifikante Anderung hinsichtlich der Rezeptoranzahl, wihrend
diese bei diversen Studien unter akuter Hypoxie beschrieben wurde. So konnten Heathers et al.
(1987) unter der Einwirkung einer 30-miniitigen Hypoxie auf adulte Kardiomyozyten einen
zwei- bis dreifachen Anstieg der o;-AR-Anzahl feststellen. Auch Butterfield und Chess-
Williams (1990) konnten nachweisen, dass eine 30-miniitige Ischdmie im isoliert perfundierten
Rattenherzen zu einem signifikanten Anstieg der [*H]-Prazosin-Bindungsstellen von 123.,6
fmolmg™ Protein auf 177,9 fmolmg™ Protein fiihrte. In der aktuellen Studie konnte jedoch
keine signifikante Anderung der o;-AR-Anzahl festgestellt werden. Vermutlich ist der Zeitraum
von 20 Minuten fiir eine partielle Hypoxie zu kurz, um bereits eine Anderung in der
Rezeptordichte hervorzurufen, obwohl es schon zu Anderungen in der Signaltransduktion
kommt,

In anderen Studien wurde im Gegensatz zur reinen Hypoxie bzw. der aktuell untersuchten
partiellen Hypoxie ein Prikonditionierungseffekt durch gezielten Einsatz einer kurzzeitigen
Hypoxie mit nachfolgender Reperfusion untersucht. Fiir die ischdmische Prikonditionierung
wird dabei {iber zwei verschiedene Typen berichtet: eine frilhe und eine verzogerte
Priakonditionierung. Die frithe Prikonditionierung zeichnet sich durch den Schutz des Herzens
vor Schaden durch Ischdmie unmittelbar nach einem prikonditionierendem Reiz aus und halt
fiir eine Stunde an. Die verzdgerte Prakonditionierung schiitzt das Herz zwischen 24 Stunden

und 72 Stunden nach dem priakonditionierenden Reiz (Baxter und Ferdinandy, 2001).
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Aktuell lagen jedoch keine Studien vor, die Aussagen liber die Auswirkung einer ischdmischen
Priakonditionierung auf Rezeptorebene getroffen haben.

Eine partielle Hypoxie kann im Herzen auch auftreten, ohne dass ein Ast bzw. eine komplette
Koronararterie zu 100 % verlegt werden. Zunehmende Geféf3stenosen, die nicht das gesamte
Lumen ausfiillen, kénnen dazu fiihren, dass es in den Gebieten, die am weitesten von dem
versorgenden Ast entfernt liegen, zu einer Sauerstoffminderversorgung kommt, jedoch
weiterhin ein geringe Zufuhr von Sauerstoff erhalten bleibt. Betroffen davon sind vor allem die
inneren subendothelialen Schichten des Myokards, man spricht hier auch vom "Prinzip der
letzten Wiese". Nach den vorliegenden Daten scheint sich dabei zundchst die positiv inotrope
Wirkung endogener Katecholamine an den «;-ARs zu vermindern, indem die
Signaltransduktionseffizienz der a,-ARs sinkt. Bei langanhaltender und stirker ausgeprégter

Ischdmie kann es spiter auch zu Verdanderungen in der Rezeptordichte kommen.

5.2.3 Einfluss einer Myokardhypertrophie

Die erfolgreiche Induktion der Hypertrophie wurde bei den fiir 7 Tage mit Isoprenalin (5
mg/kg) vorbehandelten Ratten iiber die Anderung von absolutem und relativem Herzgewicht
evaluiert. Beide GroBen zeigten sich signifikant erhoht. Kral'ova et al. (2008) bestitigten mittels
elektrokardiografischer Messungen ebenfalls die Entwicklung einer linksventrikuldren
Hypertrophie nach 7-tdgiger Vorbehandlung mit Isoprenalin-Injektionen (5 mg/kg). Auch
Chang et al. (1982) und Hayes et al. (1984) konnten eine signifikante Zunahme des
Herzgewichtes nach 7-tdgiger bzw. bereits nach 4-tdgiger Isoprenalin-Infusion feststellen. Ledn-
Velarde et al. (2001) konnten zeigen, dass bei Ratten eine Infusion von Noradrenalin iiber 21
Tage zur Ausbildung einer linksventrikuldren Hypertrophie fiihrt. Es wurde vermutet, dass die
Erhohung der Nachlast durch o;-vermittelte Vasokonstriktion sowie die Steigerung der
myokardialen Kontraktilitét iiber die Aktivierung von B-ARs die Entwicklung der Hypertrophie
vermitteln. Die Effekte der Hypertrophie wéren somit durch die Desensitivierung bedingt.

Bei den hypertrophierten Herzen wurde eine Abnahme der Rezeptordichte um 21,45 % (p <
0,05) ermittelt, jedoch begleitet von einer signifikanten Zunahme von @,,,, um 12,35 % (p <
0,05). Dabei bezieht sich die Rezeptordichte auf das Gesamtherzgewicht der hypertrophierten
Herzen bzw. der Herzen der Kontrollreihe. Da sich mit der Entwicklung einer Hypertrophie
auch der Anteil des linken Ventrikels am Gesamtherzgewicht verdndert (Olivetti et al. 1994),
dieser in der aktuellen Studie jedoch nicht nédher klassifiziert werden konnte, wurde diese
Vorgehensweise zum Vergleich der Rezeptordichte gewihlt. Fiir die Anderung von k;, ergab
sich hier ebenfalls keine biologische Signifikanz.

Auch Fouad et al. (1985) konnten eine signifikante Reduktion der Rezeptordichte bei Ratten

nachweisen, bei denen eine linksventrikuldre Hypertrophie durch Induktion einer renalen
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Hypertension hervorgerufen wurde. Begleitet wurde dies durch eine Abnahme der inotropen
Wirkung auf Phenylephrin. Es wurde vermutet, dass in fritheren Stadien einer
kompensatorischen Hypertrophie die Ansprechempfindlichkeit auf eine a-Stimulation zunichst
steigt, um die reduzierte Wirkung auf eine B-Stimulation zu kompensieren. Da die
zugrundeliegenden Versuche 8 Wochen nach operativer Induktion der Hypertension
durchgefiihrt wurden, konnte es sich bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Versuchen mit einer durch einwdchige Isoprenalin-Injektionen hervorgerufenen Hypertrophie
um so ein frithes Stadium handeln.

Die Grundlinie von LVDP zeigte sich in der aktuellen Versuchsreihe im Vergleich zur
Kontrolle erhoht, jedoch lieB sich kein signifikanter Unterschied nachweisen. Ebenfalls konnte
keine signifikante Anderung der Herzfrequenz ermittelt werden. Dies entspricht den ermittelten
Daten an isoliert perfundierten Rattenherzen, die 10 Tage lang tdglich mit intraperitonealen
Isoprenalin-Injektionen (5 mgkg™) vorbehandelt wurden (Silva et al., 2001). Im Gegensatz zu
der dort publizierten Erhohung der Sensitivitit auf Phenylephrin unterscheidet sich der Effekt
auf die erste 15-miniitige Phenylephrin-Infusion in der aktuellen Studie nicht signifikant
zwischen den hypertrophierten Herzen und den Kontrollen.

Ebenfalls wurde von Silva et al. (2001) festgestellt, dass die 10-tidgigen Isoprenalin-Injektionen
zu einer Desensitivierung von kardialen B-ARs fithren. Ebenso konnten Chang et al. (1982)
nach 7-tdgigen Isoprenalin-Infusionen bei in-vivo-Experimenten an Ratten eine signifikante
Reduktion der B-AR-Dichte nachweisen. Auch diese Ergebnisse stiitzen in Verbindung mit der
verstirkten inotropen Wirkung auf Phenylephrin die Hypothese, dass a;-ARs als
Reservemechanismus fungieren konnten, wenn die Funktion der B-ARs reduziert ist. Im
menschlichen Herzen konnte ebenfalls sowohl bei primérer als auch sekundirer Hypertrophie
eine Abnahme der B-AR-Dichte nachgewiesen werden (Choudhury et al., 1996).

Zwar sinkt sowohl in der aktuellen Studie als auch in den genannten Vergleichsdaten aus der
Literatur die Rezeptordichte bei hypertrophierten Herzen fiir die a,- und B-ARs, jedoch zeigt
sich ein unterschiedliches Verhalten der erhaltenen inotropen Wirkung auf Phenylephrin. Dieses
konnte durch die Abhingigkeit vom Stadium der Hypertrophie (frithes bzw. spiteres Stadium)
erklart werden. In der aktuellen Arbeit ergab sich dahingehend ein signifikanter Anstieg des
maximal erreichbaren Effekts (@,,,) durch Stimulation der a,-ARs, auch wenn sich fiir die
Reaktion auf die Phenylephrin- bzw. Prazosin-Infusionen in der Versuchsreihe keine
signifikanten Anderungen im Vergleich zur Kontrollreihe zeigten. Dies deckt sich auch mit den
Ergebnissen von Osadchii et al. (2007), die mittels Dosis-Wirkungs-Kurven eine Steigerung der
maximalen inotropen Wirkung auf Phenylephrin bei unverdndertem ECs, feststellen konnten.
Aus dieser Studie ging jedoch nicht hervor, ob dieses Ergebnis durch eine Anderung in der

Rezeptorbindung oder der Signaltransduktion bedingt war. In der aktuellen Untersuchung
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konnte nun, nach aktueller Studienlage zum ersten Mal, der beteiligte Parameter (@,,,,) ermittelt
werden.

Da Ratten mit einer Herzinsuffizienz ein signifikant erhohtes Herzgewicht aufweisen, kdnnten
sich hier Parallelen zu der verdnderten Pharmakokinetik in hypertrophierten Herzen zeigen. Bei
herzinsuffizienten Ratten dndert sich die inotrope Reaktion auf die Stimulation von a;-ARs im
Vergleich zum gesunden Herzen nicht, bleibt jedoch im Gegensatz zum abnehmenden Effekt
auf B-Stimulation erhalten (Sjaastad et al., 2003). Die p-AR-Dichte nimmt mit zunehmendem
Schweregrad der Herzinsuffizienz ab (Fowler et al., 1986). Fiir herzinsuffiziente Menschen
konnte festgestellt werden, dass der endogene Agonist Noradrenalin iiber die Aktivierung von
o-ARs eine vergleichbare inotrope Reaktion hervorruft wie durch die Stimulation von B-ARs.
Dies hebt die Bedeutung der a,-ARs fiir das insuffiziente menschliche Herz hervor (Scholz et
al., 1996; Skomedal et al., 1997). Anderungen in der Anzahl und Affinitit von a,-ARs wurden
ebenfalls beschrieben. So konnte in menschlichen insuffizienten Herzen eine Abnahme der -
AR-Dichte auf 29,9 fmol'mg™ Protein im Vergleich zum gesunden Herzen mit 70,4 fmol'mg™”
Protein festgestellt werden. Die Dichte der o;-ARs stieg dagegen auf 10,3 fmol'mg™ Protein an,
wihrend im gesunden Herzen eine Dichte von 3,9 fmolmg™ Protein ermittelt wurde. Dabei
dnderte sich auch die Dissoziationskonstante des Prazosins, die im gesunden Herzen 0,34
nmol 1! betrug, auf 0,47 nmol 1! (Steinfath et al., 1992b). Sowohl das gesunde als auch das
insuffiziente menschliche Herz reagieren in vivo auf eine Stimulation der a;-ARs mit einer
Steigerung der Kontraktilitidt (Landzberg et al., 1991). Beim insuffizienten Herzen dndert sich
zudem die Verteilung der a;-ARs und B-ARs (Grigore et al., 2005), diese normalisiert sich
jedoch nach Einbau eines Left Ventricular Assist Devices durch die Unterstiitzung der
Herztatigkeit (Schnee et al., 2008).

Der Einsatz von B-Blockern begrenzt das Fortschreiten einer Herzinsuffizienz und reduziert die
Mortalitdt (Packer et al., 1996). Eine sechswochige orale Vorbehandlung von Ratten mit
0,125 % Propranolol fiihrte zu keiner Anderung von Kérper- und Herzgewicht, jedoch zur
signifikanten Erhohung der a,-AR-Dichte (Miigge et al., 1985). Dies unterstiitzt die Vermutung,
dass a;-ARs eine kompensatorische Rolle zukommt, sobald die {iber B-ARs vermittelten Effekte

kompromittiert werden.

5.2.4 Methodendiskussion

Die vorliegenden Daten heben die Bedeutung der pharmakokinetisch-pharmakodynamischen
Modellierung zur Ermittlung der Verdnderungen von Eigenschaften des a,-Adrenorezeptors
unter bestimmten pathophysiologischen Bedingungen hervor. Uber die Anderungen der
ermittelten Parameter lassen sich langfristig Konsequenzen fiir die Therapiemoglichkeiten von

Erkrankungen des Herzens ableiten.
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Die Verwendung dieser Methode bietet den Vorteil, dass bereits ein Experiment die Erstellung
einer vollstdndigen Dosis-Wirkungs-Kurve sowie Aussagen zur Wirkstoff-Rezeptorinteraktion
ermdglicht. Dadurch reduziert sich auch die Anzahl der bendtigten tierexperimentellen
Versuche. Sowohl die Bindungs- als auch die Transduktionsparameter konnen in einem
Experiment untersucht werden. Auflerdem gelingt es, die Bindungsparameter ohne Verdnderung
am Gewebe (z.B. durch Homogenisierung) zu ermitteln. Die Agonisten-Parameter kdnnen auf
Grundlage der kompetitiven Interaktion zwischen dem o;-Agonisten Phenylephrin und dem o, -
Antagonisten Prazosin aus der Ausflusskonzentration des Antagonisten geschitzt werden.

Dies wire grundsatzlich auch auf Basis von Dosis-Wirkungs-Kurven moglich, es kdnnten
jedoch keine genauen Aussagen sowohl iiber die Rezeptor- als auch {iber die Postrezeptorebene
getroffen werden. Hier bietet das "operational model" den einzigartigen Vorteil, die beiden
Parameter K, (die Gleichgewichtsdissoziationskonstante, die die Affinitdt fiir den Agonisten
widerspiegelt) und 7 (die intrinsische Wirksamkeit des Agonisten und Sensitivitit des Rezeptors
zum Agonisten) zu schétzen. Die Parameter Ky und @,, sind Pharmakon-unabhingige
MalgréBen des Agonismus und dienen der Quantifizierung der Signaltransduktion (Kenakin,
2012).

Fiir die Interpretation der Daten ist zu beachten, dass auch die Lage der a;-ARs innerhalb der
Zellen kontrovers diskutiert wird. Konventionell wird von einer Lokalisation der o;-ARs an der
Zellmembran ausgegangen, die eine Aktivierung der Signalkaskade zur Folge hat, so dass die
Signale von "auBen nach innen" vermittelt werden. In Studien an adulten Mauskardiomyozyten
konnte nun gezeigt werden, dass sich die a;-ARs vornehmlich (mindestens 80 %) an der
Membran des Nukleus bzw. perinukledr befinden und nur ein kleiner Teil der a;-ARs nicht-
nukledr lokalisiert ist. Dieses Ergebnis impliziert die postrezeptionale Signaliibermittlung an die
Plasmamembran sowie die Notwendigkeit eines Agonisten-Transports an die nukledre
Membran (Huang et al., 2007; Wright et al., 2008, 2012). Die funktionelle Relevanz dieser
nukledren Rezeptoren ist jedoch weitgehend ungeklart.

Da die Details iiber die genaue Lokalisation der a;-ARs noch nicht vollstindig geklért sind,
wurde fiir das zugrundeliegende Modell zunichst angenommen, dass sich die a;-ARs an der
Plasmamembran befinden. Jedoch zeigt sich das Modell auch fiir eine nukledre Lokalisation der
Rezeptoren kompatibel; dann wiirde die Uptake-Clearance CL,; der Aufnahme in die Zelle und
nicht in den interstitiellen Raum entsprechen.

Dariiber hinaus ergeben sich verschiedene Uberlegungen zum Einsatz des genutzten o;-
Agonisten Phenylephrin bzw. des a-Antagonisten Prazosin. Prazosin ist ein inverser Agonist
(Rossier et al., 1999), wirkt jedoch in einem System ohne konstitutive Aktivitit wie ein
neutraler kompetitiver Antagonist. Dieser kompetitive Charakter ist fiir die mathematische

Modellierung entscheidend, bei der das "operational model" die Mdglichkeit bietet, den
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zeitlichen Verlauf des negativ inotropen Effekts von Prazosin zu beschreiben (Sermsappasuk
und Weiss, 2009; Weiss et al., 2009).

Uber Phenylephrin wurde berichtet, dass es neben der agonistischen Wirkung auf o;-ARs auch
einen geringen Effekt auf kardiale B-ARs zeigt, der bei hohen Konzentrationen auftrete. Auf die
Verwendung eines B-Blockers wie Propranolol wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch
verzichtet. Griinde dafiir liegen zum einen darin, dass Prazosin als spezifischer Antagonist an
a1-ARs wirkt und zum anderen auch eine Interaktion zwischen dem B-Blocker und den a;-ARs
nicht ausgeschlossen werden konnte (Dzimiri, 2002; Brahmadevara et al., 2003; Xiao et al.,
2000).

Fiir die Einordnung der Ergebnisse der Versuchsreihe mit Myokardhypertrophie muss ebenfalls
beachtet werden, dass in der vorliegenden Arbeit keine Kontrollreihe durchgefiihrt wurde, die
exakt den Haltungsbedingungen der vorbehandelten Ratten entsprach. Da vorangegangene
Versuche gezeigt haben, dass eine Scheinbehandlung die Parameter nicht beeinflusste, wurde
hier auf die Durchfiihrung einer Vorbehandlung mit NaCl verzichtet.

Natiirlich stellt das Modell nur eine Vereinfachung der Realitdt dar. Unter in vivo Bedingungen
wiirde es versagen, weil die a;-AR-Stimulation einen systemischen vasokonstriktiven Einfluss
hitte, der himodynamische Verdnderungen nach sich ziehen wiirde (White et al., 1999).

Andere Herangehensweisen zur funktionellen Analyse der kardialen a;-ARs im intakten Herzen
miissen entwickelt werden. Zahlreiche Fragestellungen konnen mit biochemischen bzw.
molekularbiologischen Methoden besser gelost werden, jedoch ergibt sich dabei der Nachteil,
dass ein Informationsgewinn {iber die Funktion fehlt. Die pharmakokinetisch-
pharmakodynamische Modellierung bietet hier den Vorteil, dass sie nicht nur Informationen
iiber den Wirkmechanismus eines Stoffes, sondern auch iiber die physiologische Rolle der
Modellkompartimente und die pharmakokinetischen Prozesse vermittelt (Weiss, 2011).

In groBen klinischen Studien, der ALLHAT ("The Antihypertensive and Lipid-Lowering
Treatment to Prevent Heart Attack Trial") und der V-HeFT ("Vasodilator-Heart Failure Trials"),
zeigte sich, dass der Einsatz eines nicht-selektiven a,-Antagonisten (Doxazosin bzw. Prazosin)
die Inzidenz einer Herzinsuffizienz erhoht sowie eine Tendenz zum Anstieg der Mortalitit
aufzeigt (Cohn, 1993; ALLHAT Officers and Coordinators for the ALLHAT Collaborative
Research Group, 2000). Langfristig wére der Einsatz kardio- bzw. subtypenselektiver a-
Agonisten bzw. Antagonisten als sinnvolle Therapieoption denkbar, um unerwiinschte
Wirkungen an den kardialen bzw. vaskulidren Rezeptoren zu vermeiden. Dahingehend besteht
weiterer Forschungsbedarf. Die Quantitative Pharmakologie kann durch ein besseres
Versténdnis der kardialen Pharmakokinetik und Pharmakodynamik dabei helfen, den sicheren
und effizienten Einsatz von Pharmaka in der klinischen Praxis zu fordern (Zhang et al., 2008;

Weiss, 2011).

69



5.2.5 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit konnten unterschiedliche Anderungen in den Bindungs- und
Signaltransduktionsparametern der a;-ARs unter dem Einfluss pathophysiologischer Zustédnde
ermittelt werden. So zeigte sich fiir die akuten Infusionen von 12,3 uM Phenylephrin- bzw. 5 -
107 M Isoprenalin-Losung eine Verstirkung des maximalen Effekts der einminiitigen Prazosin-
Infusion auf den LVDP, ohne dass es bereits zu einer signifikanten Anderung der
Transduktionsparameter kam. Unter dem Einfluss einer 20-miniitigen partiellen Hypoxie zeigte
sich der positiv inotrope Effekt durch Phenylephrin reduziert, bedingt durch eine Abnahme der
a-Signaltransduktionseffizienz. Die Induktion einer Hypertrophie fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der a;-Rezeptorendichte unter gleichzeitiger Steigerung der maximalen inotropen
Wirkung auf Phenylephrin, wobei die am System mogliche maximale Wirkung @,,,, als der
bestimmende  Parameter identifiziert —werden konnte. Die  mechanismusbasierte
pharmakokinetisch-pharmakodynamische Modellierung erweist sich hier als ein wertvolles
Instrument, das zum Dbesseren Verstindnis der Wirkstoff-Rezeptor-Interaktion und
Signaltransduktion beitrdgt (Danhof et al., 2007). Dabei zeigen sowohl die aktuelle als auch
vorhergehende Studien, dass die pharmakokinetisch-pharmakodynamische Modellierung ein
geeignetes Mittel ist, um die ao;-AR-Bindungs- und Signaltransduktionsparameter unter
physiologischen und pathophysiologischen Einfliissen am isoliert perfundierten Rattenherzen zu

bestimmen (Sermsappasuk und Weiss, 2009; Weiss et al., 2009).
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6. Zusammenfassung und Ausblick

In der Entwicklung von Arzneimitteln sind Kenntnisse iiber die kardiale Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik von Wirkstoffen wichtig, um Therapien hinsichtlich ihrer Sicherheit,
Vertraglichkeit und Wirksamkeit zu optimieren. Hier bieten Versuche am isoliert perfundierten
Herzen die Moglichkeit, mathematische Modelle von der Aufnahme, Metabolisierung bis zum
erzeugten Effekt des Wirkstoffes zu etablieren, die Aussagen iiber die Bindungskinetik treffen.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Bindungs- und Signaltransduktionsparameter der a;-ARs
auf der Grundlage eines bereits etablierten pharmakokinetisch-pharmakodynamischen Modells
(Sermsappasuk und Weiss, 2009) unter dem Einfluss verschiedener pathophysiologischer
Zustinde untersucht. Dabei standen die Effekte einer einstiindigen Infusion mit 12,3 puM
Phenylephrin- bzw. 5 10”7 M Isoprenalin-Lésung, einer 20-miniitigen partiellen Hypoxie sowie
einer Myokardhypertrophie im Mittelpunkt der Untersuchung.

Hier konnte erstmals die maximal mogliche Wirkung im System (@,,,,) als der bestimmende
Parameter identifiziert werden, der bei einer Hypertrophie die Steigerung der maximalen
inotropen Wirkung von Phenylephrin widerspiegelt. Dabei lassen sich auflerdem Parallelen zur
Pathophysiologie der Herzinsuffizienz finden.

Auch der Einfluss einer partiellen Hypoxie konnte mit einer Anderung von @,,,, beschrieben
werden, wo der Parameter eine Abnahme der a;-Signaltransduktionseffizienz vermittelt und
damit den positiv inotropen Effekt durch Phenylephrin reduziert.

Einstiindige Infusionen von 12,3 uM Phenylephrin- bzw. 5 - 107 M Isoprenalin-Losung fiihrten
zu keinen biologisch signifikanten Parameterdnderungen, wihrend bei langfristiger Einwirkung
iiber Verdnderungen berichtet wurde. Hier konnten ndhere Untersuchungen zu eventuellen
mittelfristigen Auswirkungen auf die Signaltransduktions- und Bindungsparameter erfolgen, um
Aufschliisse liber die ablaufenden Mechanismen zu gewinnen.

Desgleichen wiren weiterfilhrende Studien zum Einfluss einer partiellen Hypoxie zur
ischdmischen Prakonditionierung wiinschenswert. Ebenso konnten weitere Daten zu einer
langfristigen Einwirkung einer partiellen Hypoxie Aufschliisse dariiber geben, ob es mit einer
langeren Latenz zu weiteren Parameterdnderungen kéme.

Ebenfalls wiren weitere Untersuchungen zur Lokalisation der a;-ARs, z.B. mittels Herstellung
und Einsatz eines Transporthemmers, denkbar und konnten dazu beitragen, Erkenntnisse {iber

die funktionelle Bedeutung von nukledr lokalisierten a;-ARs zu gewinnen.
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8. Thesen

1. Die kinetische Modellierung der Rezeptor-vermittelten Pharmakokinetk und
Pharmakodynamik am isoliert perfundierten Rattenherzen liefert quantitative Informationen
iiber den Einfluss experimenteller pathophysiologischer Zustinde auf Parameter der

Rezeptorbindung und des Signaltransduktionsprozesses.

2. Fiir die Untersuchung kardialer a;-Adrenozeptoren mit dieser Methode ist Prazosin ein

geeigneter Ligand, da Prazosin eine hohe spezifische Bindung aufweist.

3. Die einstiindigen Infusionen von 12,3 pM Phenylephrin- bzw. 5 - 107 M Isoprenalin-
Losung filhrten zu geringen Anderungen der Rezeptoraffinititen, aber zu keinen
signifikanten Parameterdnderungen, die die Vermutung einer Rezeptordesensitivierung

stiitzen wiirden.

4. Die 20-miniitige partielle Hypoxie beeinflusste nur den Signaltransduktionsprozess; es kam
zu einer Reduktion der maximalen am System mdglichen inotropen Wirkung, die durch o, -

Adrenozeptoren induzierbar ist.

5. Bei der Isoprenalin-induzierten Myokardhypertrophie kam es trotz einer signifikanten
Abnahme der Rezeptordichte, aufgrund einer verbesserten Transducer-Funktion (Zunahme
des maximal erreichbaren Effekts), zu einer Erhohung des durch o;-Adrenozeptoren

vermittelten positiv inotropen Effekts.
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