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1 EINLEITUNG

1. EINLEITUNG
1.1. ACE-Inhibitoren: Entwicklung und Anwendungsgebiete

Die Geschichte der Arzneistoffklasse der ACE-Inhibitoren beginnt mit der
Beobachtung der blutdrucksenkenden Begleiteffekte peptidartiger Schlangengifte
(Roth HJ et al, 1988).Als Wirkmechanismus konnte die Hemmung des
Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE, E.C.3.4.15.1) ermittelt we(&enreira

SH, 1985) Dieses Enzym katalysiert nicht nur die Bildung des vasokonstrik-
torischen Octapeptids Angiotensin Il durch Abspaltung des C-terminalen
Dipeptids His-Leu aus dem inaktiven Vorlaufermolektl Angiotensin I, sondern
ebenso den Abbau des vasodilatierenden Nonapeptids Bradykinin:

ACE und Kininase Il sind identisclie(dos EG et al, 1962

Als erster oral wirksamer, kompetitiver ACE-Hemmestoff wurde 1977 Captopril
entwickelt Cushman DW et al, 1977&s handelt sich um ein Dipeptid-Analogon
der C-terminalen Angiotensin I-Sequenz, welches als strukturelle Besonderheit
eine freie SH-Gruppe aufweist, die sich jedoch fir die Affinitat zum Zink-Kation
im aktiven Zentrum des Konversionsenzyms als nicht essentiell erwies.
Nachfolgend entwickelte Wirkstoffe gehdren wie das 1984 eingeflinrte Tripeptid
Enalapril zu den dicarboxylhaltigen ACE-Inhibitoren. Den ACE-Hemmern der
zweiten Generation (Perindopril, Ramipril, Quinapril, Benazepril, Cilazapril,
Trandolapril) ist dabei aul3erdem ein bicyclisches Ringsystem anstelle des
Pyrrolidinringes der Aminoséaure Prolin gemeinsam. Eine strukturelle Ausnahme
bildet Fosinopril, ein Phosphinsaureester.

Um eine verbesserte orale Bioverfiigbarkeit zu erzielen, werden viele ACE-
Hemmer als Prodrugs (Ester) eingesetzt, so auch Quinapril, das in der Leber
vollstandig zum aktiven Metaboliten Quinaprilat hydrolysiert wird.

HO~ -0 CH,Q
W
H O COOH

Quinapril Quinaprilat

Abb.1.1.a: Strukturformel von Quinapril
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ACE Inhibitoren unterscheiden sich aufgrund ihrer chemischen Struktur
hinsichtlich ihrer Wirkstarke, Bioverfligbarkeit, Plasmahalbwertszeit und
Eliminationswege, sowie insbesondere ihrer Verteilung im Gewebiai T et

al, 1999 und ihrer Affinitdt zum Gewebe-ACEBrown N et al, 1998)In diesem
Zusammenhang konnen sich substanzspezifische Effekte ergeben.

Uber die Indikation Hypertonie hinaus haben sich ACE-Inhibitoren aufgrund
umfassender klinischer Studien in der Therapie der Herzinsuffizienz, der
linksventrikularen Dysfunktion und nach Myokardinfarkt etabliggivertz M,
Circulation 2001).Die klinische Relevanz vasoprotektiver Mechanismen, wie sie
derzeit im Mittelpunkt experimenteller Forschung stehen, konnte in ersten
Patientenstudien bestatigt werd&cliolkens BA, 2001).

In der HOPE-Studie (Heart Outcomes Prevention Evaluation) wurde die
Auswirkung des ACE-Hemmers Ramiprifysuf S et al, 20Q0auf kardio-
vaskulare Ereignisse bei atherosklerotischen Risikopatienten ohne Anzeichen
einer Herzinsuffizienz untersucht (9297 Patienten, 5 Jahre durchschnittliche
Therapiedauer; Ramipril 10 mg/d). Das Risiko fur kardiovaskulare Todesfalle,
Myokardinfarkt und Schlaganfélle gegentber Plazebo nahm dabei - unabhangig
von einem blutdrucksenkenden Effekt - signifikant ab.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind spezifische endothelprotektive und
antiatherosklerotische Effekte des ACE-Hemmers Quinaprilat.

1.2. Das Renin-Angiotensin-System

Grundlage der ACE-Hemmer-Wirkung ist zunachst der Eingriff in das Renin-
Angiotensin- System (RAS).

1.2.1. Komponenten des RAS

Das Renin-Angiotensin-System dient der Regulation des Blutdrucks, sowie der
Aufrechterhaltung des Flissigkeits- und Elektrolytgleichgewichtes.

Druckabfall im Vas afferens, erhOohter Natriumverlust und [3-adrenerge
Stimulation fuhren zur regulierten Freisetzung der Protdasain aus den
juxtaglomerularen Zellen der Niere. Renin spaltet aus dem in der Leber
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gebildeten und im Plasma zirkulierende®-Globulin Angiotensinogendas
inaktive Dekapeptid Angiotensin | ab, welches anschlieend durch das
Konversionsenzym (ACE) in das aktivAngiotensin |l umgewandelt wird.
Weniger als 10% des gesamten ACE-Bestandes des Organismus zirkuliert
(Cushman DW et al, 1971Bestimmend fur die Angiotensin II-Bildung ist die
Aktivitdt des membrangebundenen ACE (Gewebe-ACE), wie es unter
physiologischen Bedingungen auf der luminalen Endothelzelloberflache im
gesamten Gefal3system in unterschiedlicher Konzentration (mikrovaskular héher
als in grol3en GefalRen) vorkomndbfinston Cl et al, 1992

Fur das RAS existieren diverse pharmakologische Eingriffsmoglichkeiten:

NO, EDHF Angiotensinogen
4 Renin-Inhibitor 22 Betablocker
Bradykinin Angiotensin |
ACE-Inhibitor,
S — Vasopeptidase- ............................. >
Inhibitor
Inaktive Peptide Angiotensin I —»| ZNS-
Aktivierung
Angiotensin- AT ;-Rezeptor Norepi-
Rezeptor- | > nephrin
antagonist
v N —
Aldosteron Zielzellen
Aldosteron- Zielzellen
Rezeptor- | >
antagonist

Abb.1.2.a:  Pharmakologische Eingriffsmoglichkeiten in das RAS raarertz M., 2001
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Fur Angiotensin Il sind vielfaltige Wirkungen bekannt:

Zelle, Gewebe,| Rezep- |Signal- | Akute Wirkung Chronische
Organ tortyp  |transduk- Wirkung
tionsweg
Glatte Gefal3- | AT, PLC Kontraktion**, Erh6hung des Proliferation von
muskulatur, peripheren GefalRwiderstandes, | VSMC***;
Arteriolen Bludrucksteigerung Hypertrophie und
Hyperplasie
Nieren ATy PLC Verm. Durchblutung, aber erhdhte
GFR durch tberwiegende
Konstriktion des Vas efferens**
AT, AC Erhohung der NaReabsorption | Hypervolamie
und H'-Sekretion im proximalen
Tubulus
Nebennieren- | AT, (und|PLC Erhdhung der Aldosteronsynthesélypervolamie,
rinde (Zona AT,)* und —freisetzung*** Blutdruck-
glomerulosa) steigerung
Nebennieren- | AT1(und| PLC Erh6hung der
mark AT,)* Adrenalinfreisetzung**
Sympath. Ner- | AT PLC Erleichterung der
venendigungen Noradrenalinfreisetzung**
Herz ATy PLC Hypertrophie
(***?)
Hypophysen- | AT, PLC Vasopressin/ADH-Freisetzung**
hinterlappen
Hypothalamus | AT(und|PLC Durst
AT)*

Tab.1.2.a:  Wichtige Angiotensin Il vermittelte Wirkungen (naéfrstermann U, 2000
*Alle beschriebenen Wirkungen sind A‘Rezeptor vermittelt, die funktionelle
Bedeutung der AFBindungsstellen ist unklar;
** vermittelt durch IP3 (=Inositol-1,4,5-triphosphat)
*** yermittelt durch DAG (=1,2-Diacylglycerol)
PLC: Aktivierung der Phospholipase C
AC: Hemmung der Adenylylcyclase
GFR: Glomerulare Filtrationsrate



1 EINLEITUNG

1.2.2. Lokale RAS

Extrinsische, d.h. von zirkulierenden Komponenten wie Renin abhangige, sowie

komplette intrinsische, lokal wirksame Renin-Angiotensin-Systeme lassen sich

insbesondere im kardiovaskularen (Gefal3e, Herz), wie auch im renalen System
(Niere, Nebenniere) nachweisen.

Gewebe-ACE ist beteiligt an der regionalen BlutfluRregulation, Modulation der
lokalen sympathischen Aktivierung, sowie an komplexen Mechanismen der
Stimulation von Hypertrophie und Hyperplasiolinston Cl et al, 1992).

Wahrend das renal/hepatische, endokrine RAS vorwiegend fiur die Vermittlung
akuter Effekte verantwortlich ist, sind lokale parakrin/autokrin wirksame RAS in
chronische, insbesondere in pathogenetische Prozesse einbekzegeA.E.,
1992). Eine Akkumulation von gewebestandigem ACE findet sich in Regionen
atherosklerotischer Plaques, insbesondere in Makrophagen und auf
mikrovaskularen EndothelzelleBigt F et al, 1996).

Experimentell wurden lokal erh6hte ACE-Konzentrationen (ohne Erh6hung der
Plasmakonzentration) bei Hypertonie, linksventrikularer Hypertrophie und nach
Endothelschadigung nachgewies&oinston Cl et al, 1992).

Hemmung des Gewebe-ACE kann somit von entscheidender Bedeutung fur die
spezifische Wirkung einzelner ACE-Inhibitoren sein.

Bindungsstudien(Fabris B et al, 1989)ergaben beispielsweise folgende
Reihenfolge der AffinitatDzau VJ et al, 2001)

Quinaprilat = Benazaprilat> Ramiprilat > Perindoprilat> Lisinopril >
Enalaprilat > Fosinopril > Captopril

Hinweise fir die klinische Relevanz dieser Unterschiede geben insbesondere die
BANFF Studie (Brachial Artery Ultrasound Normalization of Forearm Flow,
Anderson TJ et al, 1999sowie die Vorstudie zu QUO VADIS (Effect of
Quinapril On Vascular ACE and Determinants of Ischae@asterga M et al,
2000:

BANFF Studie Bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit verbesserte nur die
Therapie mit Quinapril, nicht aber Enalapril (8 Wochens 80; Quinapril 20
mg/d, Enalapril 10 mg/d) die fluabhangige Vasodilatation signifikant.
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QUO VADIS: Bei Patienten, die vor einer Bypass Operation mit Quinapril,
Captopril oder Plazebo behandelt wurden (27 Tage187; Quinapril 40 mg/d,
Captopril 50 mg/d), fuhrte nur Quinapril zu einer signifikanten Hemmung der
Angiotensin lI-Bildung arterieller Segmente.

Auf die Bedeutung des Gewebe-ACE fur Endothelfunktion, Inflammation und

Atherogenese wird im folgenden Kapitel naher eingegangen. Fur die Ermittlung
solcher Effekte ist wesentlich, daf3 Zellkulturmodelle die Mdoglichkeit bieten,

lokale RAS unabhéngig von zirkulierenden Komponenten spezifisch zu
untersuchenliee MAE et al, 199

1.3. ACE-Hemmung: Bedeutung fur Endothelfunktion und Atherogenese
1.3.1. Das Endothel

Ein Monolayer von Uber 16 Endothelzellen mit einer Gesamtoberflache von
tiber 1000 rhbildet als innere Schicht die strukturelle Basis des BlutgefaRsystems
(Augustin HG et al, 1994 Das Gefaliendothel stellt nicht nur eine physikalische
Permeabilitatsbarriere dar. Vielmehr sezerniert es eine Vielzahl parakriner und
autokriner Mediatoren zur Regulation von Tonus und Permeabilitdt, aber auch
von Wachstums- und Remodelingprozessen der Gefallwand. Ebenso von
Bedeutung sind antithrombogene und antiinflammatorische Eigenschaften, sowie
die Funktion von Endothelzellen als antigenprasentierende Zellen .

Intrinsische Determinierung (embryonaler Ursprung), Uberwiegend aber die
Mikroumgebung (h&modynamische Faktoren, Zell-Zell Interaktionen) bedingen
dabei eine Heterogenitat (z.B. der Blutflu3regulation) zwischen arteriellem und
vendsem Endothel, Leitungs- und Widerstandsgefal3en, aber auch segmentale
Unterschiede innerhalb der Widerstandsgefalle eines Gefal3bettes (z.B.
unterschiedliche Kapazitat zur NO-Freisetzurigpégehold MA, 1998

Grundsatzlich sind folgende endotheliale Funktionen mit den dafur
verantwortlichen Mediatoren von Bedeutung:
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Funktion Mediatoren

vasodilatierend NO, PGIEDHF, BK, Adrenomedullin, CNP

vasokonstriktorisch ET-1, AT Il, TXA PGH, ROS

antiproliferativ NO, PGJ, TGF{3, Heparinsulfat

proliferativ ET-1, AT Il, ROS, PDGF, bFGF, IGF, Interleukine

antithrombotisch NO, PGlt-PA, Protein C, TFPI, VWF

prothrombotisch ET-1, ROS, PAI, TXAFibrinogen, TF

inflammatorisch Adhasionsmolekille (P- und E-Selektin, ICAM, VCAM),
Chemokine, NKB

permeabilitatskontrollierend RAGE

angiogenetisch VEGF

Tab 1.3.1.a:Endothelfunktior(nach Verma S, 2002)

Insgesamt wird die Gefallhomoostase wesentlich bestimmt von einem kritischen
Gleichgewicht endothelialer ,relaxing factors* (EDRF) - d.h. insbesondere NO -
und ,contracting factors* (wie Angiotensin Il, Endothelin-1).

1.3.2. Endotheldysfunktion und Atherosklerose

Eine Schadigung des Endothels und eine daraus resultierende endotheliale
Dysfunktion geht als initierendes Ereignis nachweisbaren atherosklerotischen
Veranderungen voraus. Die Endotheldysfunktion zeigt einen progredienten
Verlauf und hat entscheidende Bedeutung fur akute ischamische Manifestationen
der Koronaren Herzkrankhe¢hachinger V et al, 2000

Genetische, umwelt- und verhaltensbedingte Risikofaktoren fir die Entstehung
einer Endotheldysfunktion und einer atherosklerotischen Erkrankung sind
Hypercholesterinamie, Hypertonie, Alter, Diabetes, Rauchen, Ischamie—
Reperfusion u.a. Wesentliches, gemeinsames Merkmal ist das Auftreten von
erhdhtem oxidativen Stress (vgl 1.4.1).

Der Begriff Endotheldysfunktion bezeichnet eine eingeschrankte, endothel-
abhangige Vasodilatation, aber auch eine (durch Zytokine/ROS vermittelte)
Endothelaktivierung, d.h. die verstarkte Expression von Adhasionsmolektlen und
Chemokinen, sowie eine erhdhte Permeabilitat. Daraus resultiert eine vermehrte
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Adhasion und Einwanderung von Leukocyten und Monocyten in den
subendothelialen Raum, ebenso wie eine erhéhte Proliferation und Migration von
glatten Muskelzellen (VSMC). All diese Prozesse sind zugleich Bestandteile der
Entstehung von Atheroskleroder(seleit F et al, 2001

Die Bedeutung der einzelnen an einer koronaren Endotheldysfunktion beteiligten
Mechanismen ist zur Zeit noch nicht geklart.

SchlUsselfaktor ist jedoch eine verminderte Bioverfligberkeit von NO, der
folgende Ursachen zugrunde liegen kénrierekler H, 1999:

1)Verminderte NO-Synthese durch
a) verminderte Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS)
b) dysfunktionelle NOS (vgl 1.4.1)

2) Storungen der rezeptorvermittelten NO-Freisetzung/Signaltransduktion

3) Inaktivierung von NO durch ROS (vgl 1.4.1)

Im gesunden Zustand weisen sowohl epikardiale als auch mikrovaskulare
Koronargefal3e eine basale NO-Freisetzung als entscheidende vasodilatierende
Komponente des Ruhetonus sowie zum Erhalt antiadhasiver, antiaggre-
gatorischer und antiproliferatorischer Bedingungen auf.

FluBabhangig (durch erhdhten shear stress) oder rezeptorvermittelt (durch
Acetylcholin, Bradykinin, Catecholamine oder Plattchenmediatoren wie
Serotonin, Thrombin und ADP) bzw. durch chemische Veranderungen (Hypoxie,
pH Wert- Abfall), kommt es durch Aktivierung der eNOS zu einer gesteigerten
NO-Freisetzung und somit bedarfsgerechter Blutflul3regulatbrex{er H,
1999.

Vasomotionsstudien zeigen eine progressive Verschlechterung dieser
Funktionen, beginnend mit einer verminderten Acetylcholinantwort und
anschlieRend auftretender Beeintrachtigung der fluBabhangigen Dilatation
(Zeiher AM et al, 1991

Eine eingeschrankte Endothelfunktion bedeutet nicht nur eine Progression
atherosklerotischer Gefal3veranderungen, sondern auch ein erhdhtes Risiko fir
akute, koronare Ereignisse: Vasokonstriktoren wirken direkt auf glatte
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Muskelzellen und werden nicht durch EDRF kompensiert. Eine paradoxe
Konstriktion kann dann bei bereits vorliegenden Stenosen (50-70%) eine
Myokardischamie auslosen. Zusatzlich fuhrt ein dysfunktionelles, aktiviertes
Endothel zu erhéhter Plaqueinstabilitat bis hin zur Plaguerupteimga S et al,
2002.

Zur Ermittlung und Quantifizierung der koronaren Endothelfunktion wird die
endothelabhangige Dilatation nach Infusion von Acetylcholin (oder anderer
Testsubstanzen) untersucht. Die epikardiale Vasomotion kann mittels
guantitativer Koronarangiographie, die Reaktion der Widerstandsgefal3e durch
FluBmessung mittels Dopplerdraht gemessen werden. Eine mikrovaskukare
Endotheldysfunktion kann so auch ohne erkennbare morphologische
Veranderungen diagnostiziert werd&eiher AM et al, 19911

Die prognostische Relevanz dieser Untersuchungen konnte inzwischen durch
klinische Studien%chachinger V et al, 200@elegt werden:

Eine koronare, vasomotorische Endotheldysfunktion ist ein unabhangiger
Pradiktor fur das Fortschreiten einer atherosklerotischen Erkrankung und
korreliert mit dem Risiko ftr das Eintreten kardiovaskularer Ereignisse.

Eine pharmakologische Mdglichkeit zur Verbesserung der Endothelfunktion
bietet die Hemmung des Gewebe-AGEh@erson TJ, 1999

In der TREND Studie (Trial on Reversing Endothelial Dysfunctitdancini

GBJ et al, 199pkonnte gezeigt werden, dafl? die orale Gabe des ACE-Hemmers
Quinapril (6 Monate, n= 129, 40 mg/d) bei Patienten mit koronarer Athero-
sklerose ohne Hypertonie, Hyperlipidamie und ohne Anzeichen einer
Herzinsuffizienz die koronare Endothelfunktion signifikant verbessert.
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1.3.3. Endotheliale Wirkmechanismen von ACE-Inhibitoren

ACE-Hemmer zeichnen sich wie bereits unter 1.1 einleitend erwéhnt durch ein
duales Wirkprinzip aus:

{ Angiotensin II t Bradykinin

i i

t endotheliale Freisetzung von

NO
Prostacyclin (PG)
- EDHF

Abb.1.3.3.a:Duales Wirkprinzip der ACE-Hemmung

Gehemmt werden die Bildung von Angiotensin Il (AT Il) und der Abbau von
Bradykinin Curzen N, 199y Zusatzlich besteht eine direkte Interaktion der
ACE-Hemmer mit dem BKininrezeptor, wodurch dessen schnelle Desensiti-
vierung und Internalisierung bei hohen Bradykininkonzentrationen verhindert
wird (Benzig T et al, 1999 Die Bioverfugbarkeit, Wirkdauer und -intensitat von
Bradykinin werden somit erhoht.

Beide Komponenten sind fur die Gesamtwirkung auf Endothelfunktion und
kardiovaskulares System von Bedeutung:

Anqgiotensin Il:

AT Il ist nicht nur ein starker Vasokonstriktor. AT Il induziert die Expression
einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren (PDGF, bFGF, TGF-3, IGF-1), Cytokinen
(IL-6, IL-1, TNFa), Chemokinen (MCP-1, IL-8) und Adhasionsmolektlen
(VCAM-1, ICAM-1, E-Selectin) und vermittelt so Wachstum und Migration von
glatten Muskelzellen und Fibroblasten, Differenzierung von Monocyten in
Makrophagen und Adhéasion von Monocyten, Leukocyten und T-Lymphocyten.
Darliber hinaus besitzt AT Il apoptotische Effekte auf Endothelzellen, aktiviert

10
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Matrixmetalloproteinasen und extrazellulare Matrixproduktion und wirkt
prokoagulatorisch (erhdhte Produktion von PAI-¥diss D et al, 2001 Ein
wesentlicher Aspekt des Wirkspektrums von Angiotensin ist schlie3lich die
Aktivierung des Endothelinsystems (vgl.1.5).

Bradykinin:

Produktion und Abbau (vorwiegend durch ACE) bestimmen - angepal3t an den
systemischen oder lokalen Bedarf - die plasmatische und vaskulare Bradykinin-
konzentration. Uber den BRezeptor fihrt Bradykinin zu endothelialer
Freisetzung von vasodilatierenden Substanzen: NO, Prostacyclin und EDHF
(Mombouli J-V et al, 1996

Verschiedene bradykininvermittelte, vasodilatierende und antiatherogene Effekte
von ACE-Hemmern konnen in Tierversuchen mit dem selektiven B
Rezeptorantagonisten HOE 140 (Icatibant) blockiert wertez (W, 199%

NO:

Die zentrale Bedeutung von NO als endothelialer Mediator wurde unter 1.3.2.
dargestellt.

Das RAS und NO stehen in einem komplex regulierten Gleichgeliam W

et al, 1999): Expression und Aktivitdt von ACE werden durch NO/ cGMP
vermindert, wahrend Kinine und ACE-Inhibitoren die Expression und Aktivitat
der eNOS steigern kbnnen.

Interaktionen von RAS und NO kénnen zudem Uber eine NO-Freisetzung durch
AT (1-7) erfolgen, das als Metabolit von AT | bei einer Hemmung des ACE
vermehrt gebildet wird@happel MC et al, 2000 sowie Uber die Wirkung von

AT Il am AT ,-Rezeptorsubtyp (v.a. bei A-Rezeptor Blockade):

11
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Abb.1.3.3.b:Interaktionen zwischen ACE, Kininen und NO (duisz W, 1999
Ca*": intrazelluldres Calcium
NEP: Neutrale Endopeptidase 3.4.24.11
PEP: Prolyl-Endopeptidase
AT ant: Angiotensin 1-Rezeptorantagonist
ACEI: ACE-Inhibitor

Zusammengefal3t kann erwartet werden, dal3 ACE-Hemmer Uber hamodyna-
mische Veranderungen einer Blutdrucksenkung hinaus komplexe vasoprotektive
Effekte aufweisen. Die Bedeutung einer antioxidativen Wirksamkeit und
Beeinflussung des Endothelinsystems soll im Folgenden kurz beschrieben
werden.

1.4 Antioxidative Wirksamkeit
1.4.1. Vaskularer Oxidativer Stress

Eine UbermaRige Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen (reactive
oxygen species - ROS), die durch endogene antioxidative Schutzmecha-

12
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nismen nicht mehr kompensiert werden kann, wird als oxidativer Stress
bezeichnetCai H et al, 2000.

Risikofaktoren (z.B.: Hypercholesterinamie, Diabetes) und kardiovaskulare
Erkrankungen (z.B.: Atherosklerose) stehen in Zusammenhang mit erhdhtem
oxidativen Stress.

ROS sind Radikale - wie SuperoxidanionenJ@nd Hydroxylradikale (Ofl-

oder andere Oxidantien wie Wasserstoffperoxid( und Peroxynitrit
(ONOOQO). Wahrend ROS in niedrigen Konzentrationen als Signalmolekile
fungieren, bewirken sie in hohen Konzentrationen Zellschadigung und Zelltod
(Lum H et al, 2001).

Uber radikalische und oxidative Kettenreaktionen entstehen weitere reaktive
Zwischenprodukte (Bsp.: Lipidperoxidation in der Plasmamembran) und toxische
Endprodukte (4-Hydroxynoneal, Malondialdehyd). Allgemein werden Schaden
durch ROS durch die Oxidation biologischer Makromolekile (Lipide, Proteine,
Kohlenhydrate, DNA) hervorgerufen.

Besondere Bedeutung kommt den Oxidationsprodukten des LDL (OxLDL) zu
(Lusis AJ, 2000

* Aufnahme von OxLDL in Makrophagen uber scavenger Rezeptoren und
die Bildung von Schaumzellen ist ein initiales Ereignis der athero-
sklerotischen Plaqueentstehung.

e OxLDL (v.a. der Bestandteil Lysophosphatidylcholin) vermindert die
rezeptorvermittelte NO-Freisetzung und aktiviert die Superoxidanion-
produktion durch die endotheliale NAD(P)H-Oxidase.

* ,Minimal oxidiertes” LDL besitzt vielfache proinflammatorische Effekte.

Eine Hauptquelle fir ROS sind aktivierte, am Endothel anhaftende Leukozyten
(PMN), aber auch aktivierte Endothelzellen kbnnen eine gesteigerte ROS-
Produktion aufweiserLUm H et al, 2001

Enzymatische Quellen fur ROS in vaskularen Zellen (EC, VSMC) sind neben
Enzymen der mitochondrialen Atmungskette vor allem Enzyme des Arachidon-
saurestoffwechsels (Lipoxygenasen, Cyclooxygenasen, Cytochrom P450), die

13
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Xanthinoxidase, NAD(P)H-Oxidasen und eine dysfunktionelle eNC& H et
al, 2000Q.

Endotheliale NO- Synthase (eNOS):

Eine Produktion von © und ONOO durch eNOS tritt bei Mangel an
Tetrahydrobiopterin (Bl oder L-Arginin auf, jedoch sind die Ursachanvivo
noch nicht geklartCai H et al, 2000.

Grundsatzlich erfolgt eine simultane Produktion von @nd NO durch
induzierbare NO-SynthaseW¢ngX et al, 1998.

Endotheliale NAD(P)H-Oxidase:

Als wichtigste Quelle der Superoxidanionproduktion von Endothelzellen wird
inzwischen eine NAD(P)H-Oxidase angesehen, deren Struktur in den letzten
Jahren weitgehend aufgeklart werden konnte, wahrend die Aktivierungs- und
Regulationswege bislang nur partiell bekannt sind. Eine weitere Isoform findet
sich in glatten Muskelzellerriendling KK et al, 2000).

NAD(P)H-Oxidasen sind membrangebundene Enzyme, welche die Ein-
Elektronen-Reduktion von Sauerstoff mit NADH oder NADPH als
Elektronendonor katalysieren:

NAD(P)H +2 O, » NAD(P)" + H" + 2 O,

Die entstehenden Superoxidanionen konnen (durch SOD) weiter .23 H
metabolisiert werden.

Die Kapazitat vaskularer NAD(P)H-Oxidasen betragt ca. ein Drittel derjenigen
von phagozytierenden Zellen. Endotheliale NAD(P)H-Oxidasen zeigen eine
geringe konstitutive Aktivitat und die Aktivierung erfolgt innerhalb von Minuten
bis Stunden (bei Neutrophilen in Sekunde@jiendling KK et al, 2001

Ein Aktivator dieses Enzyms ist neben verschiedenen Cytokinen und anderen
Faktoren v.a. Angiotensin IWarnholtz A et al, 1999

Viele atherogene Angiotensineffekte (vgl. 1.3.3.) werden Uber die Aktivierung
der NAD(P)H-Oxidase und redoxsensitiver Signalkaskaden (MAPK, SAPK
AKT, NFkB) ausgelost\(Veiss D et al, 2001
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Abb.1.4.1.a: Modell der Aktivierung von NAD(P)H-Oxidasen und der funktionellen
Konsequenzen in kardiovaskularen Zellen (nacendling KK et al, 200D

Eine erhbhte NAD(P)H-Oxidaseaktivitat wurde im Tiermodell u.a. bei

Hypertonie und Herzinsuffizien£ai H et al, 2000 gefunden.

Ebenso wurde eine Korrelation der vaskularen NAD(P)H-Oxidaseaktivitat
(gemessen in der Vena Saphena) mit dem Vorhandensein von Risikofaktoren fir
Koronare Herzkrankheit (Diabetes, Hypercholesterinamie) sowie einer
bestehenden Endotheldysfunkti@ugzik TJ et al, 2000gefunden.

Gravierende Folge der vermehrten ROS-Produktion fiir die Endothelfunktion ist
eine deutliche Einschrankung der NO-Verfiigbarkeit.

Die Reaktion von @ mit NO erfolgt sehr schnell ( 6,7x2@nol/lxs). Eine daraus
resultierende, verminderte endothelabhangige Dilatation laft sich experimentell
durch Infusion antioxidativer Vitamin&C@i H, 2000 oder polyethylengycolierter
SOD Griendling KK et al, 200paufheben.

Neben Peroxynitrit kdnnen durch Oxidation von NO weitere reaktive
Stickstoffverbindungen (reactive nitrogen species-RNS) entstehen, die wiederum

15



1 EINLEITUNG

als starke Oxidantien fur Lipide und Proteine wirkéfiinzel T et al, 2001

Kontrollierte klinische Studien zum Einsatz von Antioxidantien bei
atherosklerotischen Erkrankungen erbrachten bislang nur zum Teil positive
Ergebnissel(ani K, Circulation Research 2000

1.4.2. Antioxidatives Potential von ACE-Inhibitoren

Experimentelle Modelle fiir Atherosklerose unterstiitzen die Annahme, daf3 ein
aktiviertes (lokales) RAS mit einer gesteigerten Superoxidanionproduktion durch
NAD(P)H-Oxidasen verbunden id¥i(inzel T et al, 2001

Wie unter 1.4.1. gezeigt, kann die Hemmung der Angiotensin lI-Bildung zu einer
verminderten NAD(P)H-Oxidaseaktivitat und damit zu einer geringeren ROS
Produktion fuhren. Die Bioverflugbarkeit von NO wird wiederhergestellt.

Gleichzeitig wirkt NO selber als Antioxidans. Folgende Mechanismen werden in
der Literatur beschrieben:

* NO inhibiert effektiv die Lipidperoxidation (durch Kettenabbruchreaktion)
in verschiedenen in vitro Systemen. Dies betrifft Membranlipide ebenso
wie LDL (O Donnell VB, 2001

Studien zeigen eine signifikante Hemmung der LDL-Oxidation bei
mehrwochiger Einnahme eines ACE-Hemmers sowohl bei Patienten mit
Hypertonie als auch bei Diabetdggchmani R, 2000

« NO reagiert mit Superoxidanionen bei UberschuR von NO zum nicht-
toxischen Endprodukt Nitrat und schitzt Zellen vor toxischen
Hydroperoxiden, indem NO hypervalente Metalloproteine abfangt.

* NO kann die Aktivierung der NADPH-Oxidase in Neutrophilen inhibieren
(Wink DA et al, 1999

Als ein Teilaspekt der antioxidativen Gesamtwirkung langfristiger ACE-
Hemmer-Anwendung ist schlie3lich die zunachst im TierversDehGavanagh

E, 1997 beobachtete Induktion antioxidativer Enzyme zu nennen.

Bei KHK-Patienten flihrte die Einnahme von Enalapril tber 4 Wochen zu einer
signifikanten Zunahme der endothelialen, extrazellularen SOD-Aktivitat,
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verbunden mit einer verbesserten fluRabhangigen Vasodilatatani¢ B et al,
2001).

Zusammengefal3t weisen ACE-Hemmer potentiell verschiedene effektive
antioxidative Mechanismen auf, die wesentlicher Bestandteil fur die bereits in
klinischen Studien (HOPE, TREND) gefundenen protektiven Effekte sein
konnen, aber auch weitere Einsatzmdglichkeiten (vgl. 2.6.) bieten.

1.4.3. Glutathion

Glutathion (GSH) ist ein in biologischen Geweben ubiquitar vorkommendes
Tripeptid aus y-Glutamat, Cystein und Glycin mit einer intrazellularen
Konzentration von bis zu 10 mMMeister A, 1988 Oxidiertes Glutathion liegt

als Disulfid vor (GSSG):

® 0 S g
A4l WA Ay HW* o®
[k} M
. ol . I HAE,I
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o
2 u l—/\r)l‘ it
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Abb. 1.4.3.a:Strukturformeln von GSH und GSSG (abiems W et al, 1996

Die Glutathionsynthese verlauft intrazellular in zwei SchrittgrGutamyl-
synthetase, GSH-Synthetase). Der Abbau erfolgt extrazellular, initial durch die
y-Glutamyl-Transpeptidase an der Aul3enseite der zellularen Plasmamembran.

Glutathion ist Cofaktor zahlreicher Enzyme.

Die Bildung von Glutathion S-Konjugaten (durch Glutathion S-Transferasen) ist
wichtig fur die Detoxifikation von Xenobiotika (Mercaptursaurebildung) und von
verschiedenen Metaboliten, die bei oxidativem Stress gebildet werden (Bsp.: 4-
Hydroxynoneal, Lipidhydroperoxide). Glutathion S-Transferase-Reaktionen
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(Hayes JD et al, 1999sind auRerdem am Stoffwechsel und der Funktion von
Arachidonsaurederivaten beteiligt.

Als reduziertes Thiol ist Glutathion ein wesentlicher Faktor fur die Synthese
ebenso wie fur die Stabilitat von NOMang W et al, 1998 Fur Nitrosoglutathion
(GSNO ) wurde die Funktion als EDRF nachgewiedgndrro LJ et al, 198

Wesentlich fur die Bedeutung des Glutathionstatus als Parameter fiir oxidativen
Stress sind jedoch die Redoxfunktionen von Glutathion. Eine Ubersicht gibt Abb
1.4.3.b:

Functions of Glutathione

L. Maintenance of Cellular Sulfhydryvl Status

A, Hedox oscle

ROOH 2GSH NADP-

VO Y

f;mmm G550 reductase HADPH [encrafing, cAIy™e

/ xm A

"'H']G - H‘lr

RODOH ROH + H,O

G5H S=minsferases

B. Fres radical reactions

R-+ G5H —a RH + G5
G5 + G5 ——— (G550

C. Thial-ranster reactions
Thicl ransferases
RS-SR" + GSH ™ RS-5C + R'SH
R5-5G + GSH =" RSH + G530

[L CONJUGATION
GSH S-ransfersses
Electrophiles (E} « G5H *= G5-E

Memls (M) - GSH— ™ G5-M
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Abb.1.4.3.b: Redoxfunktionen von Glutathion (aMgang W et al, 1998
AH,/ A: Reduzierte/ oxidierte Form von Verbindungen, die an der NADPH-
Synthese beteiligt sind
RH/R: Reduzierte/ oxidierte Form verschiedener organischer Molekiile
ROOH: Hydroperoxid
ROH: Alkohol
RS-SG: Glutathionthioester
RS-SR’": gemischtes Disulfid

GSH ist das wichtigste niedermolekulare, wasserlosliche Antioxidans der Zelle
(Schettler V et al, 2000

GSH kann Ascorbinsaure und Vitamin E regenerien und wird fir Disulfid-
reduktionen durch GSH-Transhydrogenasen verbraucht. Dabei treten neben dem
Endprodukt GSSG auch gemischte Disulfide RSSG auf, deren Konzentration
unter physiologischen Bedingungen jedoch als extrem niedrig gilt. Der Thiol-
Disulfid-Austausch spielt bei einer Vielzahl von physiologischen Prozessen eine
Rolle (z.B. Aktivierung und Inhibierung von Enzymen). Die meisten dieser
Reaktionen laufen unter Beteiligung von Glutathion Hlayes JD et al, 1999
Glutathion kann direkt oder enzymatisch mit freien Radikalen reagieren. Die
wichtigste Reaktion ist jedoch die Reduktion von Wasserstoff und organischen
Hydroperoxiden durch Glutathionperoxidasen (GPX). Diese schitzen Proteine
und Membranen vor Oxidatiom@yes JD et al, 1999

Die Glutathionperoxidaseaktivitat ist am hdchsten in Blut, Leber und Niere. Das
gebildete GSSG kann durch Glutathionreduktase wieder zu GSH reduziert
werden.

GPX bestehen aus vier Untereinheiten von denen jede ein Selenatom enthélt, es
kommen jedoch auch selenunabhéngige Formen vor.

Besonders Erythrozyten weisen neben einer hohen Glutathionperoxidase- auch
eine hohe Reduktaseaktivitat auf, ein Hinweis fir die besondere Notwendigkeit
dieses antioxidativen Systen@&iéms W et al, 1996

Bei Einwirkung von oxidativem Stress kommt es zuséatzlich zum aktiven
Transport von GSSG in den extrazellularen Raum. Dieser Vorgang wurde u.a. an
Erythrozyten und am isolierten perfundierten Herzen gezésptkawa T et al,
1986)
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Normalerweise liegen intrazellular weniger als 0,5% des Gesamtglutathions als
GSSG vor Meister A, 1988 im Interstitium und Plasma wird ein etwas erhdhter
oxidierter Anteil gemessenS{ems WG, 1996 Ein Anstieg des oxidierten
Glutathions innerhalb eines untersuchten Gewebes bzw. im Extrazellularraum
(Plasma) ist somit ein empfindlicher Parameter fir die Bewertung von
oxidativem StressHerrari R et al, 1990.

1.4.4. Nitrotyrosin

In niedrigen Konzentrationsbereichen, wie sie durch die konstitutive NO-
Synthase (eNOS) produziert werden, vermittelt NO durch eine direkte Interaktion
mit dem Zielmolekul (Bsp.: Guanylatcyclase) physiologische Effekte.

Indirekte Effekte resultieren aus der Reaktion von NO mit Sauerstoff oder
Superoxid unter Bildung reaktiver Stickstoffoxidverbindungen (RNS).
Normalerweise sind dazu héhere Konzentrationen von NO erforderlich, wie sie
durch Aktivierung der induzierbaren NO-Synthase (INOS) bei Entziindungs-
vorgangen entstehen.

Als wichtigstes Derivat wird Peroxynitrit angesehen. Dessen Halbwertzeit liegt
unter 1s, so dal3 die Detektion schwierig ist. Spontan oder katalysiert durch SOD
oder Ubergangsmetalle reagiert Peroxynitrit mit freiem und proteingebundenem
Tyrosin zum stabilen Endprodukt 3-Nitrotyrosin (3-NHerce-Pagliai C et al,
1998).3-Nitrotyrosin ist nicht spezifisch flr Peroxynitrit, sondern ein Marker fuir
RNS, die bei oxidativem Stress aus NO gebildet werthatligvell B, 1997).
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1.5. Interaktion des RAS mit dem Endothelinsystem

Das Ungleichgewicht, das eine Endotheldysfunktion kennzeichnet, ist neben
einer Verminderung vasodilatierender Mediatoren auch durch eine verstarkte
Produktion konstriktorischer Faktoren bedingt.

Einer der starksten bekannten Vasokonstriktoren von Venen und Arterien ist
Endothelin-1,.,;, die vorherrschende Isoform mehrerer 21-Aminosaurepeptide
(Burnett JC, 199y Zwar ist Endothelin-1 auch am Ruheton#8n{ay S et al,

200) und an der HomdOostase gesunder Gefaf3e beteiligt, doch sind erst
Risikofaktoren und kardiovaskulare Krankheitsbilder (Hypertonie, Athero-
sklerose, Herzinsuffizienz, Niereninsuffizenz, Restenose) mit einer Aktivierung
des Endothelinsystems verbundeiigcher TF et al, 2000

Studien an Patienten mit koronarer Endotheldysfunktion ergaben erhdhte
koronare und systemische Endothelin-Plasmaspiegel mit einem weiteren Anstieg
bei intrakoronarer Acetylcholininfusioh¢rman A et al, 1996

Plasmaspiegel und die Immunoreaktivitdt von Endothelin-1 in Intima und Media
atherosklerotischer Gefal3e korrelieren mit Plaqueentstehung und Entziddung (
Uscio LV et al, 2000).

ET-1 kann von glatten Gefaldmuskelzellen, Kardiomyocyten, mesangialen Zellen,
Macrophagen und Leukocyten produziert werden. Hauptquelle ist jedoch das
Endothel Lischer TF et al, 2000).

Als autokrin und parakrin wirksamer Mediator wird es Uberwiegend abluminal
sezerniert.

Die Synthese erfolgt wie in Abb.1.5.a gezeigt :
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Abb.1.5.a:  Biosynthese von Endothelinik; (ausLischer TF et al, 2000

Translation von Prepr&T-1 mRNA in das prepro-ET-1 Protein mit 203

Aminosauren

Spaltung durch Furin-Convertase zum 38 Aminosaure-Peptid Big-ET
Prozessierung zu ET-1 durch Endothelin-Converting Enzyme (ECES), Mastzell

und glatte Muskelzell-Chymasen und Nicht-ECE-Metalloproteasen

Ein neuer Mastzell-Chymase abhangiger Pathway fihrt zur Bildung von

Endothelin-1;.3;

Reguliert wird die Endothelinproduktion vorwiegend tber die Transkription von
Prepro-ET-1 mRNAMiyauchi T et al, 1999 Zusatzlich wurde die Moglichkeit

einer (schnellen) regulierten Freisetzung aus Weibel Palade Bodies beschrieben
(Russel FD et al, 1998 Die Endothelinsynthese wird bestimmt von
physikochemischen Mechanismen (shear stress, pH) und dabei stark aktiviert
durch Hypoxie. Folgende Faktoren der Aktivierung und Hemmung sind zudem

mittlerweile bekannt:
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Aktivierung Hemmung

OXLDL, Glucose, Thrombin, Cytokine, UbeMNO, Prostacyclin, ANP, Ostrogenel{ischer
gewicht, Alter Ctscher TF et al, 2000 TF et al, 2000

Insulin, Angiotensin I, Vasopressin, Norepi-
nephrin, BradykininKiyauchi T, 1999)

Tab 1.5.a:Aktivierung und Hemmung des Endothelinsystems

Die vaskulare Wirkung von Endothelin erfolgt Uber verschiedene G-
proteingekoppelte Rezeptoren. Unterschieden werden dgiREZeptorsubtyp
(auf glatten GefalRmuskelzellen, VSMC) und dergiRezeptorsubtyp (auf
Endothelzellen, weniger auf VSMC). Der endothelialezfRezeptor vermittelt

u.a. die Freisetzung von Prostacyclin und NO, die Wiederaufnahme von
Endothelin in Endothelzellen und die pulmonale Clearance zirkulierenden
Endothelinsi(tischer TF et al, 2000

Neben der starken Vasokonstriktion durch.HPETg) -Rezeptoren auf glatten
Muskelzellen wurde eine Vielzahl atherogener Wirkmechanismen von
Endothelin-1 auf verschiedene Zelltypen gezeigt :

Zelltyp Wirkung von ET-1

VSMC Mitogen, Migration , Hypertrophie , Kollagenproduktion,
Wachstumsfaktoren (PDGF,FGF)

EC Mitogen, Adhasionsmolekiile (ICAM-1, VCAM-1)
Monocyten/Macrophagen Einwanderund\ktivierung (Cytokine, MCP-1, @1 )
Fibroblasten Mitogen, Matrixsyntheise

Tab 1.5.b:Vaskulare Effekte von Endothelin (naBlest P et al, 2000

Eine spezifische Hemmung der Endothelinwirkungen ist experimentell mdglich
durch neu entwickelte Endothelinrezeptorantagonisten. An apoE-defizienten
Mausen konnte damit eine Verminderung der Atherosklerose und eine
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Wiederherstellung der NO-vermittelten Endothelfunktion gezeigt werden
(Luscher TF et al, 2000 Die klinische Anwendung ist jedoch bislang mit
Problemen verbunden und kontrollierte Studien stehen noch aus.

Die Therapie mit ACE-Hemmern bietet tiber die beschriebene Verbesserung der
NO- und Prostacyclinverfigbarkeit, sowie tber die Verminderung von AT Il
(vgl.Tab.1.5.a) potentiell die Moglichkeit zur Hemmung des Endothelinsystems.
Zugleich hat Endothelin wesentlichen Anteil an hypertensiven und hypertrophen
Effekten von Angiotensin I{D Uscio LV et al, 2000).

Die Interaktion eines ACE-Hemmers mit dem Endothelinsystem kdnnte somit
einen entscheidenden Beitrag zur vasoprotektiven Gesamtwirkung leisten.

1.6. Herztransplantation und Transplantatvaskulopathie

Die Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie (TVP) ist der limitierende
Faktor fur den langfristigen Erfolg einer Herztransplantation (HTX). Sie ist die
Haupttodesursache jenseits des ersten Jahres nach der Transplantation. Die
Inzidenz betragt 5-10% pro Jalof Scheidt W,2000

Immunologische Ausléser und nicht immunologische Faktoren beeinflussen
Entstehung und Verlauf der TVRMeis M, von Scheidt W, 2000

Endothelzellen der GefalRe des Spenderorgans sind das primare Ziel einer
humoralen und zellvermittelten Immunantwort (v.a. durch Empfanger T-Zellen).
Weitere Endothelschdden kénnen bei der Preservierung des Spenderorgans,
durch Ischamie/Reperfusion, durch die koronare Denervierung sowie durch
immunsuppressive Therapie, durch Cytomegalie Virusinfektion und durch
klassische Risikofaktoren eintretéW¢is M et al, 2000 Im Sinne von ,response

to injury” Pathomechanismen, wie sie auch der nativen Atherosklerose zugrunde
liegen, kommt es zu einer Endothelaktivierung (vgl 1.3.2) und chronischen
Entziindung der GefalRwand€ng MC et al, 2000

Die Manifestation der TVP beginnt mit einer friih detektierbaren (intravaskularer
Ultraschall) Intimaverdickung und zeigt im weiteren Verlauf sehr heterogene
Erscheinungsformeeis M, von Scheidt W, 2000

Die Pravalenz fir eine koronare Endotheldysfunktion nach Herztransplantation
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1 EINLEITUNG

betragt ca. 20 — 30 % im ersten Jahr und nachfolgend ca 30 — 40 %. Dabel
konnen eine epikardiale und eine mikrovaskulare vasomotorische
Endotheldysfunktion (vgl 1.3.2) unabhangig voneinander auftr&t&s(M et al,
2000.

Segmentale Unterschiede mit Bereichen intakter Endothelfunktion deuten zudem
darauf hin, daf3 hier keine diffuse, sondern eine lokale, mdglicherweise reversible
Endothelschadigung besteliv¢is M et al, 199y

Langzeitstudien (1-8 Jahre) mit herztransplantierten Patienten konnten kirzlich
zeigen, dalR eine koronare Endotheldysfunktion, die unabhéngig von
morphologischen Veranderungen bereits in der Friihphase nach HTX auftreten
kann, pradiktiv ist sowohl fir die Entwicklung einer angiographisch
nachweisbaren TVP (Stenosen50 %), als auch fir das Eintreten kardio-
vaskularer Ereignisse und kardiovaskularen THodllenberg SM et al, 2001;
Kuebrich M et al, 2002

Eine spezifische Therapie der Transplantatvaskulopathie steht derzeit noch nicht
zur Verfugung Weis M, von Scheidt W, 2000Endotheliale Effekte von ACE-
Hemmern konnten hier zu einer Verbesserung der Prognose beitragen, jedoch
liegen bislang kaum Studien vor. Eine kleine Fall-Kontrollstudie (n=32) zeigte
bei Patienten, die entweder mit Calciumkanalblocker oder ACE-Hemmer
behandelt wurden eine geringere Intimaverdickung im ersten Jahr nach HTX
(Mehra MR et al, 1996

Eine erhohte NO-Bioverflugbarkeit konnte eine Verbesserung der Endothel-
funktion bewirken. Darauf weist eine Untersuchung zum Einsatz von L-Arginin
bei herztransplantierten Patienten Himéxler H et al, 199

Die Ergebnisse einer Patientenstudie=(A) Gber drei Jahre nach HTX zeigen
zudem eine signifikante Verminderung der eNOS-Expression in
Myokardbiopsien tber die ZeWgjlstrup NG et al, 2002

Ebenso von Bedeutung ist aber auch nach Herztransplantation eine mdgliche
Hemmung des Endothelinsystems und die Verminderung von oxidativem Stress:

Endothelin nach Herztransplantation

Erhohte Endothelinplasmaspiegel treten bereits bei Herzinsuffizienz auf. Mehrere
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Studien zeigen einen noch deutlicheren Anstieg bei herztransplantierten Patienten
(Geny B et al, 1998 Gleichzeitig wird eine verminderte renale, vor allem aber
pulmonale Endothelin-Clearance beobachtet.

Erhohte Endothelinplasmaspiegel nach Herztransplantation werden wesentlich
zurlckgefiuhrt auf eine bereits vorbestehende systemische Endotheldysfunktion,
insbesondere aber auf die vermehrte Produktion von Wachstumsfaktoren und
proinflammatorischen Cytokine&ény B et al, 1998

Weiterhin kdnnen immunsupprimierende Medikamente durch eine direkte
Induktion der Genexpression (Cyclosporin A), durch eine generell endothel-
schadigende Wirkung (Tacrolimus) oder als Ausloser einer Hypercholesterindmie
(Corticoide, Cyclosporin A) zur Aktivierung des Endothelinsystems beitragen

(Tayara L et al, 200p

Komplikationen wie Nephropathie und Bluthochdruck nach der Transplantation
stehen in Zusammenhang mit Endothelin und lassen sich experimentell durch
Endothelinantagonisten vermindefagny B et al, 1998).

Seine inflammatorischen, proliferativen und konstriktorischen Wirkungen lassen
Endothelin als einen potentiellen pathogenetischen Faktor der Transplantat-
vaskulopathie vermuten. Tats&chlich weisen humane Koronararterien mit TVP
eine signifikant erhdhte ET-1 Immunreaktivitat akfayvalli S et al, 1996 ET,-
Rezeptorblockade verhindert die Entwicklung einer TVP bei heterotoper
Rattenherztransplantation mit Cyclosporinbehandiubgafia K et al, 1998

Eine koronare mikrovaskulare vasomotorische Endotheldysfunktion im ersten
Jahr nach HTX korreliert signifikant mit einer vermehrten myokardialen Prepro
ET-mRNA ExpressionWeis M et al, 1999

Ein aktiviertes Endothelinsystem nach HTX stellt somit einen Marker und
Mediator fur die Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie dar.

Oxidativer Stress nach Herztransplantation

Mdogliche Komplikationen nach HTX wie Hypertrophie, Herzinsuffizienz und
TVP sind assoziiert mit oxidativem Stress. In Rechtsherzbiopsien, die in drei
verschiedenen Zeitraumen bei herztransplantierten Patienten entnommen wurden,
finden sich hohe Werte fur Lipidperoxidationsprodukte (LPO) unmittelbar nach
Transplantation. Nachfolgend zeigt sich zunéchst eine Abnahme und mehr als
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ein Jahr nach HTX ein massiver Anstieg an LPO. Damit verbunden ist die
Induktion antioxidativer Enzyme (SOD, GPX), die jedoch die Zunahme an
oxidativem Stress letztlich nicht mehr kompensieren k&umimke | et al, 1999

Es besteht dabei keine Korrelation mit akuten Abstol3ungsreaktionen. Die
Ursachen fur oxidativen Stress nach HTX sind im Einzelnen nicht geklart.
Vermutet werden kdnnen jedoch Zusammenhéange wie unter 1.4.1. beschrieben.
Bekannt ist zudem die Uberexpression der 15-Lipoxygenase bei T&{Ru@ L

et al, 2000. Kirzlich konnte eine protektive Wirkung der Kombination von
Vitamin C und E hinsichtlich der Progression einer TVP gezeigt werBland

JC et al, 2002

Antioxidative Effekte einer ACE-Hemmung konnen somit auch nach
Herztransplantation klinisch relevant sein.

1.7. Hypothese und Studienziel

Herztransplantierte Patienten stellen ein Kollektiv mit hoher Pravalenz fir
funktionelle und morphologische Koronarveranderungen dar, die den
langfristigen Erfolg der Transplantation limitieren konnen. Experimentelle Daten
und Klinische Studien mit nicht transplantierten Patienten lassen eine
Verbesserung der Endothelfunktion durch ACE-Hemmer auch bei herztrans-
plantierten Patienten erwarten. Eine entsprechende Langzeitmedikation kdnnte
auf diese Weise zur Verbesserung der Prognose nach Herztransplantation
entscheidend beitragen.

Die vorliegende prospektive Studie sollte zunachst Aufschlul3 geben tber akute
Effekte von Quinaprilat - einem ACE-Hemmer mit hoher Gewebeaffinitat - auf
die koronare Vasomotion sowie auf spezifische fur die Endothelfunktion
relevante Parameter (oxidativer Stress, Endothelinsystem):

Bei 32 herztransplantierten Patienten wurde die Akutwirkung einer intra-
koronaren Quinaprilatgabe (Q) auf die koronare Vasomotion bei Patienten mit
und ohne einer koronaren Endotheldysfunktion ermittelt. Dabei sollten zum einen
direkte vasomotorische Effekte von Q zum anderen eine mdgliche akute
Reversibilitdt einer endothelialen Dysfunktion durch Q bestimmt werden.

Gleichzeitig sollten die akute antioxidative Wirksamkeit sowie die akute
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Interaktion mit dem Endothelinsystem untersucht werden.

Dazu wurden vor und nach Q arterielle und koronarventse Blutproben
entnommen und jeweils die Parameter Glutathionstatus, Nitrotyrosinspiegel und
Endothelinplasmakonzentration bestimmt.

Der Mechanismus der dabii vivo festgestellten akuten Interaktion der ACE-
Hemmung mit dem Glutathionsystem wurde vitro (durch Inkubation von
Blutproben mit verschiedenen Testsubstanzen) charakterisiert. Postuliert wurde
dabei eine Reaktion von Glutathion (GSH) mit durch Q stimuliertem NO unter
Bildung des Intermediarproduktes Nitrosoglutathion (GSNO).

Eine Hemmung des auf der Endotheloberflache exprimierten ACE Ilaf3t -

unhabhangig von systemischen Veranderungen, sowie von der Interaktion mit
anderen Zelltypen - direkte Effekte auf endotheliale Funktionen erwarten.

Endothelzellspezifische vaskuloprotektive Effekte von Quinaprilat wurden in

Zellkulturmodellen untersucht. Bestimmt wurden entsprechend der Intention der
Studie die antioxidative Wirksamkeit sowie die postulierte Hemmung der

Endothelinproduktion.
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2. PATIENTEN , MATERIAL UND M ETHODEN

2.1. Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller

Zentrifugen Kuhlzentrifuge Mikro 22R; Hettich, Tuttlingen
Zentrifuge Universal

Sterilbank BDK, Reutlingen

Brutschrank Begasungsbrutschrank Heraeus, Miinchen

Photometer Spektrophotometer DU-70 Beckmann, Frankfurt

ELISA Reader Titertek Multisc&fMCC/340 | Eflab, Helsinki

Auswertungssoftware PEAK Analysing Software,

ELISA Computerkontrolle
Windows Version 1.1

Fluoreszenzspektrometer

Fluorolite 1000

Dynatech Laboratories,
Denkendorf

Gamma Counter LKB Wallac1261 MultigammgaAmersham Biosciences
Gamma Counter Europe GmbH, Freiburg

HPLC Autosampler 717 Waters , Eschborn

HPLC Integrator D 2500 Merck-Hitachi, Darmstadt

HPLC Fraktionssammler

LKB Wallac Helirac 2212

Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg

HPLC Pumpe Merck-Hitachi L 6200 Scientific Instruments,
Unterhaching
HPLC Trennsaule Nucleosil 100-5 C 18, Lange| MacheryNage] Duren
250 mm, ID 4mm
HPLC UV-Vis Detektor | Merck-Hitachi L 4250 Scientific Instruments,

Unterhaching
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2.2 Patientenstudie

2.2.1. Patienten

Eingeschlossen wurden ausschliel3lich herztransplantierte Patiente®6 (31
Monate nach HTX, n=32) ohne akute Infektion, ohne akute Abstol3ungsepisode
und mit guter Nierenfunktion (Serumkreatinin unter 1,5 mg/dl), bei denen eine
routinemafiige Herzkatheteruntersuchung durchgefihrt wurde. Alle vasoaktiven
Medikamente sowie Acetylsalicylsaure wurden 24h, ACE-Hemmer 48h zuvor
abgesetzt.

2.2.2. Blutproben: Gewinnung und Verarbeitung

Material

EDTA- und Heparin-Primavetten (Braun, Melsungen), Trasylol 500.000 KIE
(Bayer, Leverkusen)

LOosungen:

Phosphatpuffer pH 7,4: NAPQO,, NaHPO, (143 mM), EDTA (17,5 mM;
Titriplex, Merck, Darmstadt), Wasser (Lichrosolv, Merck, Darmstadt)

Stoplésung: N-Ethylmaleimide (NEM: 60 mM, Sigma, Minchen), EDTA (2
mM) , Perchlorsaure 70% Suprapur (Merck, Darmstadt), Wasser

(Alle verwendeten Reagenzien hatten HPLC Reinheitsgrad)

Durchfiihrung:

Zu den beiden Mel3zeitpunkten (s.3.1.) wird jeweils arterielles und koronar-
vendses Blut abgenommen und sofort in auf Eis stehende EDTA-R6hrchen (zur
Endothelin- und 3-Nitrotyrosinbestimmung) und Heparinrbhrchen (zur
Glutathionbestimmung mit HPLC-Methode) uberfihrt. Ein 5 ml EDTA-
Rohrchen wird jeweils zur Hamatokritbestimmung in die Abteilung flr Klinische
Chemie des Klinikkums gegeben.

Endothelin, 3-Nitrotyrosin:
Vor der Blutabnahme werden je 0,5 ml Trasylol (als Peptidaseinhibitor) in ein 10
ml EDTA-R6hrchen gegeben.

Die Proben werden zur Homogenisierung geschwenkt, dann 10 min bei 2000g
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zentrifugiert Das Plasma wird aliquotiert und bis zur Messung bei -80°C
eingefroren.

Glutathion (HPLC):

Jeweils 1 ml Heparinblut wird sofort in ein vorbereitetes Probenréhrchen auf Eis
mit 2 ml Phosphatpuffer und 1 ml Stoplosung pipettiert, die Mischung
homogenisiert und 5 min bei 140009 zentrifugiert. Der klare Uberstand wird
aliquotiert und bei -80°C bis zur Messung eingefroren.

Diese Behandlung mit Stoplosung verhindert sowohl einen Glutathionabbau
durch Gamma-GlutamyltranspeptidaselT), indem die beigefligte Perchlor-
saure eine Proteinfallung bewirkt, als auch eine Oxidation von GSH durch
Blockade der freien SH-Gruppe mit N-Ethylmaleimid.

2.2.3. Enzymatischer Assay zur Bestimmung von Gesamtglutathion
Material:

GSH (Glutathionstandard, Sigma, Taufkirchen), GR (Glutathionreduktase aus
Hefe, Sigma, Taufkirchen) NADPH (Roche, Mannheim), DTNB (5,5 -Dithiobis-
2-Nitrobenzoic acid, Sigma, Taufkirchen), 5-SSS (5-Sulfosalicylsaure-Dihydrat
pa, Merck, Darmstadt), Kivetten (Halb-Mikro-Kivette, Polystyrol, Sarstedt,
Niebrecht)

Losungen:
Puffer: Natriumphosphatpuffer pH 7,5 (143 mM; 17,5 mMVLNZEDTA)

NADPH: 4,8 mM / 0,5% NaHC@LGsung
DTNB: 3,8 mM/Puffer

GR: 3,5 U/ml/Puffer

GSH: 0,05 mM/Puffer

Durchfiihrung:

FiUr die Bestimmung von Gesamtglutathion wird peripher entnommenes EDTA-
Plasma sofort verarbeitet, nicht eingefroren. Die Proteinfallung erfolgt durch
Zugabe von 100 pl 5-SSS (43 %) zu 900 ul Plasma und Zentrifugation bei
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140009 tiber 5min bei 4°C. GSH wird aus dem klaren Uberstand direkt bestimmit.

Testprinzip:

Grundlage des Assays ist die spektrophotometrische Bestimmung mit Ellmanns
Reagenz (DTNBJElimann GL, 195%

Dabei reagiert DTNB mit Thiolen zum Disulfid und dem stark farbigen p-
Nitrolatanion (TNB) mit einem Absorptionsmaximum bei 412nm.

Spezifisch fur Glutathion ist das auf der beschriebenen Reaktion basierende
enzymatische Verfahren nach Tietzdietze F, 1969). Die zugesetzte
Glutathionreduktase (GR) katalysiert nur die Reduktion von GSSG durch
NADPH. Die Zunahme der Absorption bei 412nm pro Minute (dA/min) ist
dabei proportional zur GSH-Konzentration in der Probe:

2GSH+2DTNB ——  GSSG + 2 TNB- 2H'
GSSG + NADPH + H —CSSGRedukasg, 5 gy 4 NADP

Enzymatische Methoden bieten bis auf spezielle HPLC-Methoden die beste
Selektivitat und Sensitivitat zur Glutathionbestimmung.

Testdurchfuhrung:

Die Bestimmung erfolgt mittels internem GSH-Standard. Pro Probe werden
jeweils 6 Ansatze - 3 Klvetten ohne, 3 Kivetten mit zugesetztem Standard -
simultan vermessen.

Ansatz einer Kivette: 10Q@ Puffer bzw. 98Qul Puffer + 20 ul GSH
100 ul Probe
50 ul NADPH
20 uIGR

mischen, 15 min bei 25°C equilibrieren,

starten mit 20 ul DTNB
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mischen, dann sofort vermessen (412 nm, 10 min, MeR3intervall: 1min)

Die dA/min wird jeweils aus den Einzelwerten als Steigung der Geraden
berechnet.

2.2.4. HPLC-Methode zur Bestimmung von GSH und GSSG

Die HPLC- Messungen werden im Physiologischen Institut, Minchen, im Labor
von Prof Becker nach einer dort entwickelten Methddagsoudy P et al, 1994)
durchgefthrt.

Material:

LOsungen
FlieRmittel fir die GSH-Bestimmung: 25 mM NH,PO, pH 6 mit 1% Methanol

(60% vol/vol in Wasser)

FlieBmittel fur die GSSG-Bestimmung: 0,01 mM HGI@it 1% Methanol, pH 2

Durchfiihrung:

GSH-Bestimmunag:

Die zu bestimmende Probe wird aufgetaut und der pH-Wert mit 1MACH auf

pH 6 eingestellt. Nach Zentrifugation (14000g, 5 min, 4°C) werden 200 ul der
Losung injiziert Die Flul3rate betragt 1 ml/min. Das System ist auf 37°C
equilibriert. Die Fraktion von 1,8 bis 3,4 min wird fir die spéatere
Rechromatographie zur GSSG-Bestimmung gesammelt. Die Retentionszeit des
GS-NEM Adduktes betragt ca 16 min. Durch Vergleich der Peakflache mit der
Peakflache einer GS-NEM Standardpraparation wird die GSH-Konzentration der
Probe ermittelt. Die Detektionswellenldnge des UV-Vis Detektors fir GS-NEM
liegt bei 210 nm.

GSSG-Bestimmung:

Das gesammelte Eluat wird lyophillisiert, der Riickstand in 250 ul destilliertem
Wasser gelost und davon 200 pl injiziert. Detektionswellenlange fir GSSG st
202 nm, die Retentionszeit betragt ca 8 min bei einer Flu3rate von 1 ml/min.
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Die Detektionsgrenze fur GSSG liegt bei dieser Methode bei 0,06 uM GSSG im
Blut.

In alle Berechnungen von GSH- und GSSG-Konzentrationen wird folgende
Volumenkorrektur mit einbezogen:

k (V) = 1- (0,0035 x HK)
k (V): Volumenkorrekturfaktor
HK: Hamatokritwert (%)

2.2.5. Bestimmung von Endothelin-1

Material:

Endothelin-ELISA (Biomedica, Wien, Osterreich)
Durchfiihrung:

Testprinzip:
Endothelin (1-21) in der Probe bindet zunédchst an einen immunaffinitats-

chromatographisch gereinigten polyklonalen Erstantikdrper, mit dem die
Mikrotiterplatte beschichtet ist. Ein fir Endothelin hochspezifischer
monoklonaler Detektionsantikdrper wird gleichzeitig mit der Probe zugegeben
und bildet mit dem in der Probe vorhandenen Endothelin und dem gebundenen
Erstantikdrper ein Sandwich. Nach einem Waschschritt, der alle nicht spezifisch
gebundendenen Substanzen entfernt, wird die Menge an gebundenem
Detektionsantikdrper bestimmt. Sie entspricht der Menge an Endothelin in der
Probe. In diesem Schritt wird ein mit Peroxidase konjugierter anti-
Mausantikorper eingesetzt. Nach abermaligem Waschen wird Tetramethyl-
benzidin (TMB) als Substrat zugegeben. Die im ELISA-Photometer mel3bare
Farbentwicklung ist direkt proportional der Konzentration an Endothelin in der
Probe.

Testdurchfuhrung:

Die Testdurchfiihrung erfolgt exakt entsprechend dem vorgegebenen Protokoll.
Die zu messenden Patientenplasmen werden auf Eis aufgetaut und jeweils durch
Vortexen homogenisiert. Waschpuffer, Standardverdiinnungen und Detektions-
antikdrper werden frisch angesetzt.
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Die Auswertung erfolgt mit der zum ELISA-Reader gehérenden Software Uber
eine Eichkurve mit 4PL Algorithmus. Die Absorption des Leerwertes wurde
jeweils abgezogen.

Testmerkmale:
Mit dem verwendeten Sandwich ELISA kann Endothelin-1 direkt aus humanem
EDTA-Plasma bestimmt werden.

Normalwerte: 0,2 - 0,7 fmol/ml
Standardkonzentrationen: 0; 0,61; 1,21; 3,961; 7,09; 10,19 (fmol/ml)
Nachweisgrenze: 0,05 fmol/ mi

Kreuzreaktionen: ET1(1-21): 100 %
ET 2 (1-21): 100 %
ET 3(1-21): <5%
Big Endothelin (1-38): <1 %

2.2.6. Bestimmung von 3-Nitrotyrosin

Material:

Protein Nitrotyrosine ELISA Kit (TCS Biologicals, Buckingham, U. K.)
Durchfiihrung:

Testprinzip:
Proben und Standards werden in die Wells der Microtiterplatte pipettiert, die mit

einer definierten Menge an nitriertem Protein beschichtet sind. Der anschliel3end
zugegebene Primarantikorper (polyklonaler Kaninchen-anti-Nitrotyrosin-
antikdrper) bindet kompetitiv an die Beschichtung und nitrierte Proteine der
Probe.

Je geringer also der Gehalt an nitriertem Protein in der Probe, umso mehr
Antikbrper bleibt nach dem Waschen an die Platte gebunden. Als
Detektionsantikbrper dient ein Esel-anti-Kaninchen-IgG-Antikérper, der mit
Peroxidase konjugiert ist. Der Substratumsatz kann photometrisch im ELISA-
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Reader bestimmt werden.

Testdurchfuhrung:
Die Testdurchfiihrung folgt exakt dem vorgegebenen Protokoll.

Die Konzentration an Nitrotyrosin in den Proben wird aus dem linearen Teil der
Nitro-BSA Standardkurve berrechnet.

Testmerkmale:

Mit dem verwendeten ELISA kénnen freies 3-Nitrotyrosin und proteingebundene
3-Nitrotyrosinreste in humanem EDTA-Plasma direkt semi-quantitativ, das heif3t
als Nitro-BSA-Aquivalente, bezogen auf einen nitrierten BSA Standard bestimmt
werden.

Als Positivkontrollen wurden nitrierte Proteine (KLH, Fibrinogen, Pepsinogen,
BSA, alpha 1-antitrypsin, HSA und Lysozym) getestet, die alle, wenn auch mit
signifikanten Unterschieden in der Affinitat, an den Primarantikdrper binden.

Die entsprechenden nativen Proteine zeigen keinen Effekt.

Bindung an den Primarantikdrper kann durch 10 mM Nitrotyrosin komplett
blockiert werden. Keinen Effekt zeigen dagegen Tyrosin, Phenylalanin u.a.

Als Standard wird nitriertes BSA im Konzentrationsbereich 6,1 bis 1500 nM
(0,35 bis 85 pg/ml) entsprechend 25 bis 6300 nM gebundenem Nitrotyrosin
verwendet.

2.2.7.In vitro Test zum akuten Effekt von Quinaprilat auf GSH-Blutspiegel
Material:

Primavetten fur EDTA-BIut, (Braun, Melsungen)

Accuprd’ i.v. (2,44 x 10*°M Quinaprilat; Parke- Davis, Freiburg)
GSNO (Nitrosoglutathion; Sigma, Minchen)

NO Gas (NO, Aga Gas GmbH, Hdllriegelskreuth)

Reagenzien:
Perfusat: Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,0
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Durchfiihrung:

Inkubation mit Quinaprilat:

10 pl Quinaprilatlésung (in Perfusat) werden zu 990 ul EDTA-Blut gegeben, so
daR die Endkonzentration von Quinaprilattzw 10’ M betragt. Dieser Ansatz
wird nach kurzem Vortexen im Brutschrank bei 37°C 5 min inkubiert. Die
untersuchten Kontrollen werden mit 10ul Perfusat versetzt.

Im Anschlul? an die Inkubation wird kurz gemischt, 800 pl enthommen und mit
Stoplésung sofort wie unter 2.2.2. beschrieben fur die spatere HPLC Messung
verarbeitet.

Inkubation mit GSNO:

950 pl Citratblut werden mit 50 pl GSNO-L6sung in Perfusat (Endkonzentration
400 uM) versetzt, fur die Kontrollen werden 50 ul Perfusat verwendet. Nach 5
min Inkubation bei Raumtemperatur werden jeweils 500 pl wie unter 2.2.2
beschrieben weiterverarbeitet

Einleitung von NO-Gas:

NO Gas wird unter vorsichtiger Ventiloffnung der Gaspatrone mittels eines
kleinen Plastikschlauches durch einen Stopfen in 2 ml Citratblut Uber 2 min
kontinuierlich eingeleitet. In anschlieRenden Bestimmungen mit einer pneu-
matischen Waage wird die dabei erreichte Konzentration an geldstem NO auf ca.
100 puM bestimmt. Als Kontrolle dient ein nicht behandeltes Aliquot von 2 mi
Citratblut. Jeweils 1 ml Blut wird nach dem Test sofort wie unter 2.2.2
beschrieben weiterverarbeitet.

HPLC-Messungen:

Die Bestimmung von GSH und GSSG erfolgt wie unter 2.2.4 beschrieben. Die
GSNO-Bestimmung erfolgt im ersten Lauf mit einer Retentionszeit von 12
Minuten.
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2.3. Zellkulturversuche
2.3.1. Endothelzellprimarkultur aus Schweineaorten (PAEC)
Material:

Kulturschalen: Flaschen (HDPE, Schréaghals mit Filterkappe), 80kfhml
6-well-Platten, 9,6 cAwell, 2 ml
12-well-Platten, 3,5 cfwell, 1 ml
96-well-Platten, 1,1 ciwell, 200p!
(jeweils: Nunc, Wiesbaden)
PBS: instamed 9,55 g/l (PBS Dulbecco w/o?CaVig®*, Biochrom/Seromed,
Berlin)
DMEM: (Dulbecco’s modified Eagle Medium, Life Technologies, Karlsruhe)
FCS Gold, (PAA Laboratories, Cdlbe)
Penicillin/Streptomycin (Biochrom/ Seromed, Berlin)
Heparin-Natrium (25.000 I.E./5 ml, Braun, Melsungen)
Trypsin (4-6U/mg, Serva, Heidelberg)
Collagenase Il (319 U/mg, Biochrom/Seromed, Berlin)
BSA (Albumin Bovine Fraction V Pulver, Sigma-Aldrich GmbH, Minchen)
Trypsin/EDTA Losung (0,05 % bzw 0,02 % in PBS w/o%avig®*, Biochrom/
Seromed, Berlin)

Enzymlosung: 0,19/100 ml Collagenase I
0,05 g/100 ml Trypsin
0,1 % BSA
in PBS, sterilfiltriert (0,2 pm)

Kulturmedium: 450 ml DMEM
50 ml FCS

5 ml Penicillin/Streptomycin
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Durchflhrung:

Schweineaorten vom Schlachthof werden in PBS mit 1250 U/ml Heparin bei 4°C
transportiert. Die Praparation erfolgt mit sterilisierten Materialien und Lésungen
unter Laminar Flow.

Die von umliegendem Gewebe befreiten Aorten werden entlang der Linie
austretender Gefalle getffnet und mit der Lumenseite nach oben in einen
Halterahmen eingespannt. Mit 5 ml Enzymlésung wird das Gefal3 10 min im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach Absaugen wird mit 2 mal 5 ml 10 %-
serumhaltigem Medium gespult und die resultierenden 10 ml Zellsuspension in
einem Sarstedtrohrchen 10 min bei 300g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 10
ml 10 %-serumhaltigem Medium resuspendiert und die Endothelzellen in eine
Zellkulturflasche ausgesaht. Der erste Mediumwechsel erfolgt nach 24 h, spater
alle 48 h.

Fur Zellkulturversuche werden Zellen der 1. und 2. Passage verwendet. Dazu
werden die Zellen 1 Woche nach Isolierung in die fir die jeweilige
Versuchsdurchfiihrung geeigneten wells gesplittet:

Nach Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit 5 ml PBS wird die
Zellschicht mit 5 ml Trypsin/EDTA-LOsung 5 min im Brutschrank inkubiert.

Durch Zugabe von 5 ml DMEM (10 %) wird das Enzym inaktiviert und die
Zellen 10 min bei 300g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 20 ml Medium
aufgenommen und die Zellzahl der Suspension in der Neubauer Kammer
bestimmt. Nach Verdiinnung auf eine angestrebte Konzentration von 10
Zellen/ml wird die Zellsuspension homogen in die entsprechenden wells verteilt.

2.3.2. Zellkultur zur Bestimmung des sezernierten Endothelins
Material:

Versuchsmedium:
1 % serumhaltiges DMEM

Testsubstanzen:
Accupro i.v. (5,22 mg/ml Quinaprilgd,0, Parke-Davis, Freiburg)
Xanefi.v. (1,379 mg/ml Enaprilét H,O, MSD Sharp&Dohme GmbH, Haar)

39



2 PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

Phosphoramidon (Dinatrium Salz, Calbiochem, Schwalbach)

Angiotensin Il (Acetat, Sigma, Minchen)

Thrombin(EC 3.4.21.5 human, 1 vial 10NIH, Sigma, Minchen)

LPS (Lipopolysaccharide; E.Coli 026:B6, Stimulation Index 71,4 at 125 pg/ml,
Sigma, Munchen)

Bradykinin (Acetat, Sigma, Minchen)

Durchfiihrung:

FUr die Versuche werden konfluente Monolayer in 6-well-Platten 24 h in 1 %
DMEM vorinkubiert. Die Inkubation mit den Testsubstanzen in den
entsprechenden Konzentrationen erfolgt ebenfalls in Versuchsmedium.

Jeweils 1 ml Uberstand wird anschlieRend entnommen und bei 4°C 5 min bei
14000g zentrifugiert. 800 ul werden zur spateren Bestimmung bei -80°C einge-
froren.

2.3.3. Kultivierung einer Zellinie humaner mikrovaskularer Zellen
(HMEC-1)

Material:

HMEC-1: mikrovaskulare dermale Endothelzellidedés EW et al, 1992

Kulturmedium: 200 ml Medium (MCDB 131, c.c.pro GmbH, Neustadt/W.)
37,5 ml FCS (FCS Gold, PAA Laboratories, Cdélbe)
12,5 ml L-Glutamin (200 mM, Biochrom/Seromed, Berlin)
125 ul Gentamycin (40 mg/ml, Brahms Arzneimittel GmbH,
Wiesbaden)

Testsubstanzen:
TNFa (rekombinanter Tumornekrosefaktor alpha, R&D Systems, Wiesbaden)

Durchfiihrung:
Die Zellen werden im Wasserbad (37°C) aufgetaut , die Suspension mit Medium
verdiinnt und in einer Konzentration von 5%1ellen/ml in Kulturflaschen
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ausgesaht. Fur die Versuche wird wie unter 2.3.1. fur PAEC beschrieben
gesplittet.

2.3.4. Bestimmung der NO-Freisetzung von PAEC
Material:

Platten fur Fluorolite

Hank's Puffer (w/o Phenolrot, Biochrom/Seromed, Berlin)
DAF-2 (4,5-Diaminofluorescein, Alexis, Griinberg)
L-Arginin (L-Arginine-HCI, Sigma-Aldrich, Minchen)
L-NA (N-Nitro-L-Arginin, Alexis, Grinberg)

Durchfiihrung:

Versuche zur NO-Freisetzung werden an konfluenten PAEC in 12-well-Platten
nach 24 h Vorinkubation in 1 % DMEM durchgeflhrt.

Zur Inkubation mit Testsubstanzen wird Hank's Puffer verwendet. Der
Fluoreszenzindikator DAF-2Nakatsubo N et al, 199&gl. 3.2.1) wird in einer
Konzentration von 10 uM unter Lichtschutz eingesetzt.

Die Fluoreszenzintensitat wird in je 200 pl Uberstand in einer schwarzen 96-
well-Platte im Fluorolite Gerat gemessen (Extinktion: 495 nm, Emission: 515
nm).

2.3.5. Endotheliale Endothelinproduktion

2.3.5.1. ELISA

Material:

ELISA Immunoassay Kit , humanes Endothelin-1; Biotrend, K&In

Durchfiihrung:

Testdurchfuhrung:

Die zu messenden Zellkulturiberstande werden aufgetaut und mit 1 % DMEM
im Verhdltnis 1:12 verdinnt. Reagenzien und Proben werden auf Raum-
temperatur erwarmt und der Test exakt entsprechend dem vorgegebenen
Protokoll durchgefuihrt. AbschlieRend werden die Endothelinkonzentrationen
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nach kolorimetrischer Messung der Testplatte im ELISA Reader bei 450 nm
anhand der gleichzeitig gemessenen Standardkurve ermittelt. Zur Auswertung
wird ein Cubic Spline Algorithmus herangezogen.

Testmerkmale:

Assay Range: 0,78 bis 100 pg/m

Sensitivitat: < 0,014 pg/ml

Wiederfindungsrate in Zellkulturmedium: 99,5 %

Kreuzreaktionen: Endothelin-1: 100 %
Endothelin-2: 3,32 %
Endothelin-3: < 0,1 %
Big-Endothelin-1: 0,10 %

Prazision: Intra Assay: 2,1 % CV
Inter Assay: 3,3 % CV

2.3.5.2. RIA

Material:

Antikorper (Rabbit Anti-ET-1-Serum, Peninsula, San Carlos, USA)
Standard (ET-1 Standard, Novabiochem, Schwalbach)

Radioaktives ET-1 (ET-1-(3(-125J)Tyr), 10 uCi/mM, Biotrend, Berlin)

LOosungen:
RIA-Puffer: 19 mM NaHPQ,, 81 mM NaHPQ,, 0,05 mM NaCl, 0,1 % BSA,

0,1% Triton X-100, 0,01 % NaN
Adsorptionslosung: 0,625 g Aktivkohle, 0,125 g BSA, 50 ml RIA-Puffer

Durchfiihrung:

Zur Bestimmung der Endothelinkonzentration im Radioimmunoassay (RIA)
werden die Zellkulturtiberstande auf Eis aufgetaut und mit RIA-Puffer im
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Verhaltnis 1:14 verdunnt. Jede Probe wird als Doppelwert angesetzt. Eine
Standardreihe von 1,57 bis 1600 fmol/ml wird ebenfalls in RIA-Puffer
hergestellt.

Zur Immunkomplexbildung werden je 350 ul Probenlésung mit 100 pl
Endothelin-Antikérper und 50 ul radioaktiv markiertem Endothelin Gber Nacht
bei 4°C inkubiert.

Die Trennung von gebundenem und nicht gebundenem radioaktiven ET-1 erfolgt
durch Inkubation mit 500 ul Adsorptionslosung (10 min) bei Raumtemperatur
und Zentrifugieren bei 3000g wahrend 10 min.

800 pl des Uberstandes werden jyaCounter gezahlt. Die MeRwerte werden
anhand der Standardkurve mittels der zugehorigen Auswertungssoftware
berechnet.

2.3.6. Bestimmung des intrazellularen Glutathiongehaltes in PAEC
Material:

Triton X-100 (Merck, Darmstadt)
Assayreagenzien: siehe unter 2.2.3

Testsubstanzen:

L-Buthioninsulfoxim (Fluka, Buckingham, U.K.)
Spermine NONOatgAlexis, Griinberg)

Durchfiihrung:

Die Methode zur Bestimmung des endothelialen Glutathiongehaltes wird in
Analogie zur Bestimmung der Plasmaglutathionkonzentration (vgl. Kapitel
2.2.3.) entwickelt.

Alle Versuche werden in 12-well-Platten mit 1 ml DMEM (1 %-serumhaltig)
durchgefthrt, die Zellen 24 hin DMEM (1 %-serumhaltig) vorinkubiert.

Im Anschluf3 an die Inkubation mit den Testsubstanzen wird mit PBS gewaschen
und die Monolayer wahrend 5 min in 0,1 % Triton X-100 (in PBS) lysiert. 450 pl
homogenisiertes Zelllysat werden zur Proteinfallung mit 50 pl 25 %
Sulfosalicylsadure versetzt. Nach Zentrifugation bei 14000g bei 4°C dber 5 min
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kann der Uberstand zur enzymatischen Glutathionbestimmung eingesetzt werden.

2.3.7. Endotheliale ROS-Bildung
2.3.7.1. Cytochrom C/SOD-Assay

Die Bestimmungen zur extrazellularen Superoxidanionproduktion endothelialer
Zellen wurden im Institut flr Physiologie (Labor Prof. Pohl) in Kooperation mit
Dr. Sohn mittels einer dort etablierten Methode durchgefiihrt

Testprinzip ist die photometrische Bestimmung der Reduktion von Ferricyto-
chrom C {Tarpey M et al, 2000 Der dabei durch Superoxiddysmutase
blockierbare Anteil entspricht der spezifischen Detektion vgr(fdidovich | et

al, 1985.

Material:

Cytochrom C (gewonnen aus Schweineherz, Sigma, Minchen)
SOD (Superoxiddysmutase, Roche, Penzberg)

DMEM ohne Phenolrot (Promocell, Heidelberg) serumfrei

LOsungen:

Cytochrom C: Stammlésung 800 uM/ PBS, -20°C
Verdinnung 40 uM/DMEM ohne Phenolrot

Stammldsung 5000 IE/ ml/ PBS, -20°C
Endkonzentration 200 IE/ml

SOD:

Durchfiihrung:

Konfluente Endothelzellen in 24-well-Schalen werden mit PBS gewaschen und
mit 400 ul Cytochrom C-Verdinnung sowie in den dafir bestimmten wells mit
13 pl SOD-L6sung inkubiert. Quinaprilat wird in einem Volumen von 5 pl in
einer Endkonzentration von 2™ bzw. 10’ M zugesetzt.

Pipettierschema:

K+ SOD

K+ SOD

K+ SOD

Q+SOD

Q+ SOD

Q+ SOD
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Abb.2.3.7.1.a:Anordnung der wells zur Inkubation mit Cytochrom C:
K: Kontrolle

Q: Quinaprilat
Nach einer Inkubationszeit von 30 bis 60 min werden die Uberstande sofort im
Photometer(Ultrospec 2000, Amersham Pharmacia Biotebl) einer Wellen-
lange von 550 nm vermessen.

Die Superoxidanionfreisetzung wird aus den Absorptionsdifferenzen der Proben
mit und ohne SOD (dA = Absorption ohne SOD - Absorption mit SOD)
berechnet, indem der Wert durch den Extinktionskoeffizienten fur die Reduktion
von Ferricytochrom C zu Ferrocytochrom €= 21,1 mM'cni®) dividiert

wird.

2.3.7.2. DCF-Fluoreszenz

Die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat der oxidierten Form (DCF) des
membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoffs Dichlordihydrofluoresceindiacetat
(H.DCFDA) bietet die Moglichkeit, die intrazellulare Bildung freier Radikale
(ROS) zu untersucheM(ang H et al, 1999)

Material:

DCF (Molecular Probes, Gottingen)

DCF-Stammldsung (10 mM in DMSO, Lagerung bei -80°C unter Argon)
Puffer (Hank's balanced salt solution mit 1,2 mM GaGthne Phenolrot, 20 mM
HEPES, Sigma, Mlunchen)

Testsubstanzen:

Bradykininacetat (Sigma, Mtnchen)
Diphenyleniodoniumchlorid (Sigma, Minchen)
Phorbol 12-Myristyl 13-acetat (Sigma, Mtinchen)

Durchfiihrung:

Fur Versuche mit DCF werden PAEC in 96-well-Platten mit 200 ul 10 %
serumhaltigem Medium pro well ausplatiert. Nach 24 h konnen die konfluenten
Monolayer mit Testsubstanzen inkubiert werden. Zur Inkubation werden dabei
200 pl 1 % serumhaltiges Medium pro well verwendet.
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Vor dem Beladen mit 5 uM DCF in 200 pl Puffer werden die Zellen vorsichtig
mit Puffer gewaschen. Die Pufferldsung wird zuvor auf 37°C temperiert.

Je nach Versuchsanordnung werden der DCF/Pufferlosung Testsubstanzen
zugegeben.

Mit DCF mul3 unter Lichtschutz gearbeitet werden. Zum Beladen werden die
Zellen 30 min bei 37°C in den Brutschrank gestellt, anschlieR3end wird die Platte
sofort im Fluorometer mit einer Extinktionswellenlange von 485 nm und
Emissionswellenldange von 520 nm vermessen und in der auf 37°C temperierten
MelRkammer belassen. In Abstanden von 5 bzw. 10 Minuten kbnnen so weitere
Mel3werte aufgezeichnet werden.

2.3.8. Proteinbestimmung

Zur Normierung des freigesetzten Endothelins auf die Zellzahl wird die
Gesamtproteinmenge der einzelnen wells bestimmt. Dazu werden die Monolayer
nach Versuchsabschlul3 mit PBS gewaschen und tber Nacht bei 4°C in 0,2 M
NaOH lysiert. Pro well werden zweimal 50 ul fir die Proteinbestimmung nach
der Methode von Lowryl{owry et al, 195]) eingesetzt. Als Standard wird ein
BSA-Standard von Pierce verwendet.

2.4. Statistische Auswertung

Statistische Analysen der Ergebnisse werden mit Hilfe des Microsoft Excel

Statistikprogramms Version 7.0 durchgefuihrt. Zellkulturversuche (Kontrollen vs

stimulierte Zellen) bzw Patientendaten (pre vs post Accupro i.v.) werden mit dem
zweiseitigen Student‘'s T-Test verglichen. In den graphischen Darstellungen ist
das Signifikanzniveau folgendermaf3en dargestellt:

*furp <0,05; *furp<0,01

Alle in der Arbeit enthaltenen Mel3werte sind als arithmetischer Mittelwert
Standardabweichung (sd) angegeben.

Graphiken und Tabellen im Ergebnisteil zur Patientenstudie (3.1.) beziehen sich
auf das Gesamtkollektiv (n = 32), soweit keine spezifizierenden Angaben zur
Grosse eines Teilkollektives gemacht werden.
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3. ERGEBNISSE
3.1. Patientenstudie

Koronare Vasomotion nach i.c.Gabe von Quinaprilat (Accupro i.v.) bei Patienten
nach Herztransplantation.

Durchfiihrung: Nach einer Ruhemessung erfolgt zunachst zur Prifung der
endothelabhangigen Vasomotion die i.c. Gabe von Acetylcholin in steigender
Dosierung (1 pg/min tber 5 min, dann 30 pg/min tGber 5 min). Nach Ruckkehr
auf einen basalen Ruheflul3 erfolgt die i.c. Gabe von Quinaprilat (1,5 mg tber 3
min, dann 5 mg dber 5 min), gefolgt von Acetylcholin (30 pg/min Gber 5 min).
Bei einer Untergruppe erfolgte zusatzlich zu Acetylcholin die Gabe von L-
Arginin (200 pmol/min).

Um die Anderung der mittleren, koronaren BlutfluRgeschwindigkeit (Reaktion
der kardialen Mikrozirkulation) zu bestimmen, wird eine kontinuierliche,
intrakoronare DopplerfluBmessung mit einem Dopplerdraht durchgefihrt. Zur
Ermittlung der Weitendnderung der epikardialen Koronararterien (Reaktion der
kardialen Makrozirkulation) erfolgt jeweils nach Substanzinfundierung eine
Koronarangiographie und spéatere Auswertung mittels quantitativer Koronar-
angiographie.

Vor und nach Quinaprilat (Q) werden koronarvenose und arterielle Blutproben
entnommen (vgl. Kapitel 2.2.).

Die i.c. Gabe von Q bewirkte keine signifikante Anderung von Blutdruck oder
Herzfrequenz.
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Ruhemessung
Testsubstanz: Acetylcholin 1 pg/min, 5 min
Acetylcholin ~ 30pg/min, 5 min
(+ L-Arginin 200 pmol/min)
Entnahme von Blutproben

Ruhemessung
Testsubstanz: Quinaprilat 0,5 mg/min, 3 min
Quinaprilat 1mg/min, 5 min
Ruhemessung

Testsubstanz:  Acetylcholin 30 pg/min, 5 min
(+ L-Arginin 200 pmol/min)
Entnahme von Blutproben

Abb.3.1.a :Schema der Substanzinfundierung und Blutproben

3.1.1. Koronare Vasomotion

Die i.c. Quinaprilat-Gabe fiihrt zu einer signifikanten Anderung des koronaren
Gefaldtonus:

Epikardiale Durchmesser nehmen um:1® % zu (proximale Segmentex®,3
%, p < 0,05; distale Segmente: 18,6 %, p <0,01).

Koronare Vasomotion nach Quinaprilat (5mg/5 min)

Epikardialer Durchmesser:
Anderung in %

O proximal W distal

Abb.3.1.1.a: Einflu3 von Q auf epikardiale Koronargefalie
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Die koronare Blutflu3steigerung nach i.c. Quinaprilatgabe betragt4$% (1,5
mg/ 3 min, p <0,01) bzw 118 5% (5 mg/ 5min, p < 0,001).

Koronare Vasomotion nach Quinaprilat

300
200 A

*%*

100 -
0

FluRsteigerung (%)

OQ! HQIl

Abb.3.1.1.b: Einflu von Q auf die koronare Mikrozirkulation
Q1l:1,5mg/ 3 min
QIl:5mg/ 5 min

Die akute Beeinflussung der Endothelfunktion im Acetylcholintest variiert
innerhalb des untersuchten Patientenkollektivs (vgl. Abb.3.1.1.c und
Abb.3.1.1.d). Eine koronare Endotheldysfunktion ist durch die akute Q-Gabe
sowohl epikardial als auch mikrovaskular bei 25 % der Patienten reversibel (3/12
epikardial; 4/16 mikrovaskular, n.s.).
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Endothelfunktion nach Quinaprilat

40
r=0,75; p<0.001

Anderung des Durchmessers (%)Ach-II
N
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[ |
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Anderung des Durchmessers (%) Ach-I

Abb.3.1.1.c: Einflu® von Q auf die epikardiale Endothelfunktion
Ach-I: Acetylcholin 150 pg/5min vor Quinaprilatinfusion
Ach-ll: Acetylcholin 150 pg/5min nach Quinaprilatinfusion

Endothelfunktion nach Quinaprilat
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Koronare FluR3steigerung (ACh-I); x-fach

Abb.3.1.1.d: Einflu3 von Q auf die mikrovaskuléare Endothelfunktion
Ach-I: Acetylcholin 150 pg/5 min vor Quinaprilatinfusion
Ach-ll: Acetylcholin 150 pg/5 min nach Quinaprilatinfusion

50



3 ERGEBNISSE

Nach Quinaprilat ist zundchst eine tendenziell verminderte, endothelabhangige
FluRsteigerung zu beobachten. Eine Erklarung dafir ist moglicherweise eine
Erschopfung der NO-Produktion. Fur das nachfolgend untersuchte Patienten-
kollektiv wird deshalb das Protokoll um eine zuséatzliche L-Arginingabe zu den
Acetylcholininfusionen vor und nach Q erweitert. Tatsachlich kann damit die
mikrovaskulare Acetylcholinantwort wiederhergestellt werden:

Koronare Flu3steigerung

3,5
| * p<0.01vs Ach-ll *

3
|

2,5

15

0,5

EACh-I 8Quinapril-IEQuinapril-1IEBACh-1I  BACh-II+L-Arginin

Abb.3.1.1.e: EinfluB einer zusétzlichen L-Arginininfusion auf die mikrovaskulare Endothel-
funktion nach Q
Ach-I: Acetylcholin 150 pg/5 min vor Quinaprilatinfusion
Ach-II: Acetylcholin 150 pg/5 min nach Quinaprilatinfusion
Quinapril-1: 1,5 mg/3 min
Quinapril-1l: 5 mg/5 min
Ach-Il + L-Arginin: Acetylcholin 150 pg/5 min, L-Arginin 1 mmol/5 min

Die vorliegende Studie ergibt fir den ACE-Hemmer Quinaprilat (Q) somit
folgende akut wirksame Effekte bei herztransplantierten Patienten:

Q bewirkt eine signifikante, konzentrationsabhangige Anderung des Ruhe-
tonus ohne Beeinflussung von Herzfrequenz und Blutdruck.
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Epikardiale GefalRdurchmesser nehmen unter der hochsten Q-Dosierung um
10+10% (distal > proximal) zu. Dabei besteht keine Korrelation zu bereits im
intrakoronaren Ultraschall diagnostizierbaren morphologischen Verande-
rungen .

Die koronare BlutfluBreserve (CFR) steigt nach Q Il um den:2)5 fachen
Wert an.

Q bewirkt bei Patienten mit einer epikardialen Endotheldysfunktion (Def.:
>10 % Vasokonstriktion nach Acetylcholin) eine Verbesserung der Acety-
Icholin vermittelten Vasomotorik um 26 % &0,05).

Die mikrovaskulare Endotheldysfunktion (Dek:2,5 fache Flul3steigerung
nach Acetylcholin) ist nach Q akut bei 25 % der Patienten reversibel, wird
jedoch bezogen auf das Gesamitkollektiv nicht signifikant verbessert.

3.1.2. Interaktion von Quinaprilat mit vaskularem Glutathion

Wesentlicher Bestandteil der protektiven Mechanismen von ACE-Hemmern sind
antioxidative Effekte. Ein etablierter Marker fur oxidativen Stress ist der
Glutathionstatus im Gewebe bzw. im BluEgrari R et al, 1990. Dieser
bezeichnet den Gehalt an Gesamtglutathion sowie das Verhdaltnis von
reduziertem Glutathion zu seiner oxidierten Disulfidform (vgl 1.4.3.).

3.1.2.1. Ergebnisse der Patientenstudie

Zunachst wurden zirkulierende Plasmaspiegel von Gesamtglutathion vor und
nach Q im enzymatischen Assay bestimmt. Gesamtglutathion bedeutet dabei
GSH-Spiegel plus den doppelten Wert der GSSG-Spiegel.

Literaturangaben fur Plasmaglutathionspiegel variieren zwischen 2,22 uM und
11,36 uM Michelet F et al,199bbei gesunden Probanden. Die Mittelwerte fir
die herztransplantierten Patienten betragen 2,816 uM vor vs 2,1+ 0,9 uM

nach Quinaprilat Bei der Bestimmung von Gesamtglutathion in peripher
entnommenen Plasmaproben ist somit eine deutliche Abnahme an
Gesamtglutathion (26 0,22 %; p< 0,01) nach Quinaprilat feststellbar:
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Glutathion-Plasmaspiegel

¢ (UM)

o N B~ O

.

**

Ovor Q Mnach Q n=10

Abb.3.1.2.1.a Akuter Effekt von Q auf Gesamtglutathion

Q: Quinaprilat ic

Far ein Kollektiv von 10 Patienten konnen GSH und GSSG direkt aus arteriellen
(art) und koronarvendsen (cv) Blutproben mit der beschriebenen HPLC-Methode
bestimmt (vgl. 2.2.4.) werden. Da Glutathion intrazellular - auch in Erythrozyten
- ca. 100fach hoher konzentriert vorkommt als extrazelllldiclielet F et al,
1995, wobei mehr als 99% des intrazellularen Glutathions in reduzierter Form
vorliegen Giems W et al, 1996 fuhren bereits geringe Hamolyseanteile zu
verfalschten Plasmawerten. Deshalb erscheint es sinnvoll, Glutathion grund-
satzlich nach vollstandiger Hamolyse im Vollblut zu bestimmen. Ebenso werden
eventuelle Anderungen des Hamatokrits wahrend der Infusionen in die
Berechnungen einbezogen (vgl. 2.2.4.).

Die gemessenen GSH-Werte sind in Tabelle 3.1.2.1.a aufgefthrt:

n=10 cGSH (mM) pre cGSH (mM) post
art 0,34:0,17 0,130,06
cv 0,410,22 0,150,06

Tab.3.1.2.1.aKonzentration von GSH vor und nach Q im Vollblut
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Durch die Quinaprilatinfusion wird GSH arteriell um 4744 % (p = 0,007),
koronarvends um 5821 % (p = 0,002) reduziert.

GSH

0,800
0,600 T
0,400

0,200 e
0,000 ﬁ

Bvor Qart MnachQ art Ovor Qcv Onach Qcv

cGSH(MM)

Abb.3.1.2.1.b:Akuter Effekt von Q auf GSH
Q: Quinaprilat i.c.

7 von 10 Patienten weisen mel3bare GSSG-Spiegb|q06 uM) auf. 0,246

0,153 uM art; 0,189+ 0,093 cv. Dies kann ein Hinweis auf systemischen
oxidativen Strel3 sein. Eine zusatzliche transkardiale GSSG-Freisetzung erfolgt
nicht. Die Quinaprilatinfusion fiihrt zu keiner signifikanten Anderung der GSSG-
Spiegel, wobei jedoch tendenziell eine Verminderung erkennbar ist.

Die Verminderung der GSH-Spiegel ist im Patientenkollektiv, das zusatzlich L-
Arginin erhielt, noch starker ausgepragt als bei den Patienten ohne L-Arginin-
infusion :

ohne L-Arg-31+ 23 % art; -46- 14 % cv;n=4, n.s.
mit L-Arg -58+18 % art; -67+ 4 % cv; n=6, p <0,05.
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Abb.3.1.2.1.c:Vergleich der Glutathiondifferenzen (dcGSH)
in den Patientenkollektiven ohne und mit L-Arginingabe

3.1.2.2In vitro Tests in Vollblut zum akuten Effekt von Quinaprilat auf
GSH

Zur genaueren Charakterisierung des in der Studie beobachteten akuten Effektes
der Quinaprilatinfusion auf GSH-Blutspiegel werden erganzendatro Tests
im Vollblutproben angeschlossen.

In Vorversuchen wird zunéchst gepruft, ob auch eine direkte Interaktion des
Quinaprilatmolekuls mit in Betracht zu ziehen ist. Glutathion kann spontan oder
katalysiert durch Glutathiontransferasen zahlreiche Konjugate bifand W et

al, 1999. Allerdings sprechen allein die Verhaltnisse von Quinaprilat-
plasmakonzentration und der gemessenen Differenz der Glutathionkonzentration
(dcGSH) gegen einen solchen direkten Effekt als entscheidenden Mechanismus:

Errechnete Q-Konz:ca 1,5 x M
dc (GSH)art: 0,21mM.

In zwei unabhangigen Tests wird EDTA-Blut tGber 5 min bei 37°C mit PBS
(Kontrolle) bzw. 10 M (Q1) und 10’ M (Q2) Quinaprilat inkubiert. Es ergeben
sich keine Unterschiede in den GSH- und GSSG-Konzentrationen. Eine direkte
Reaktion von GSH mit den Quinaprilatmolekdl ist somit nicht erfolgt.
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Analog wird in EDTA-Blut NO-Gas in zwei verschiedenen Konzentrationen tiber

2 min eingeleitet, um den postulierten (endothelabhéangigen) NO-Effekt einer
Abnahme von Glutathion durch Bildung von Nitrosoglutathion zu prifen. Die
Blutproben werden sofort entsprechend den Patientenblutproben verarbeitet.
Bestimmt werden die Konzentrationen von GSH, GSSG und GSNO. Fur GSH
ergibt sich in Abhangigkeit von der eingeleiteten NO-Menge eine Abnahme von
GSH. Bei einer NO-Konzentration unterhalb 100 uM wird ein grol3erer Anteil an
GSNO und GSSG (11 % bzw. 25 % des urspriinglichen GSH, p < 0,05) gebildet,
wahrend bei sehr hoher NO-Konzentration eine starkere Oxidation erfolgt. In
unbehandeltem Kontrollblut ist weder GSNO noch GSSG nachweisbar.

Parallel dazu wird Blut direkt mit dem NO-Donor GSNO (400 puM) tber 5 min
inkubiert. In den mit GSNO inkubierten Proben erfolgt eine deutliche Abnahme
von GSH verbunden mit einem Anstieg von GSSG.

Die Ergebnisse sind in Abb.3.1.2.2.a zusammengefal3t:

in vitro Test
1200
1000 1=
< 800 .
2 600 T %
400
200 -
0 ._| i_|
K NO GSNO
EGSH BGSSG OGSNO n=3

Abb.3.1.2.2.a:Effekte von NO und GSNO auf Vollblutspiegel von GSH, GSSG, GSNO
K: Kontrollblut nach 5 min
NO: NOs <100 puM, 2 min
GSNO: GSNO 400 pM, 5 min

Diese Resultate korrelieren sehr gut mit den Daten der Patientenstudie und
unterstitzen den Erklarungsansatz, dal durch die Infusion von Quinaprilat eine
starke NO-Freisetzung erfolgt, die auch in einer voribergehenden Abnahme der
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GSH-Spiegel zum Ausdruck kommt. Da in vivo komplexere Bedingungen
vorliegen und aus dem Intermediarprodukt GSNO - vermittelt v.a. durch
verschiedene Enzyme und reduzierende Verbindungen - eine Vielzahl von Folge-
produkten in unterschiedlichen Geweben entstehen kdnnen (vgl.4.1.), erfolgt kein
Anstieg von GSSG im Blut.

3.1.3. Akute Effekte von Quinaprilat auf koronare Endothelinspiegel

Als stark vasokonstriktorisches, proliferationsforderndes Peptid ist Endothelin- 1
(ET-1) ein Mediator koronarer Endotheldysfunktion und Atherosklerose{an

A et al, 199%. Die endothelprotektiven Effekte von ACE-Hemmern beinhalten
insbesondere komplexe Interaktionen mit dem Endothelinsystem (vgl. Kap.1.5.),
die im Wesentlichen eine daraus resultierende Hemmung der ET-Produktion
erwarten lassen.

Im Rahmen der vorliegenden Patientenstudie wurde der akute Effekt der i.c.
Quinaprilatinfusion auf arterielle und koronarvendse Endothelin-Plasmaspiegel,
bzw. auf die transkardiale Freisetzung oder Aufnahme untersucht. Dazu wurden
mit Trasylol stabilisierte EDTA-Plasmaproben verwendet

Die Normwerte des ELISA fir humanes EDTA-Plasma gesunder Kontroll-
personen liegen zwischen 0,2 und 0,7 fmol Endothelin/ml. Bei den Patienten
nach Herztransplantation liegen die Werte bei Q,6/57 im arteriellen Blut und
0,85+ 0,73 fmol/ml im Koronarsinusblut. 3 Patienten weisen Konzentrationen
uber 1fmol/ml auf. Die akute Quinaprilatinfusion bewirkte keine signifikanten
Anderungen der Endothelinspiegel:
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Abb.3.1.3.a: Endothelinplasmaspiegel vor und nach Quinaprilat i.c.
art: arterielle Konzentration
cv: koronarvendse Konzentration

Der transkardiale Gradient (arteriovendse Differenz, AVD = c{ETE(ET ).y
wird durch Quinaprilat in Richtung eines uptakes verandert (AVD vor Q: 9,14
0,36 fmol/ml; AVD nach Q: -0,02 0,25, n.s.). Vor Quinaprilat zeigen 7 der 11
Patienten eine transkardiale Endothelinfreisetzung, nach Quinaprilat noch 4.

Endothelin - Anderung der AVD
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06 AVD vor AVD nach

Abb.3.1.3.b: Akuter Effekt von Quinaprilat i..c. auf den transkardialen Endothelingradienten
AVD: transkardialer Gradient (AVD = c(EL)- C(ET)a)
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Wahrend die akute Quinaprilatgabe im untersuchten Patientenkollektiv somit
noch keine signifikante Verminderung der Endothelinplasmaspiegel bewirken
kann, stellt eine Beinflussung des transkardialen Gradienten mdglicherweise
einen interessanten Aspekt dar.

3.1.4. Akute Effekte von Quinaprilati.c. auf koronare 3-Nitrotyrosinspiegel

Wahrend NO in niedrigen Konzentrationsbereichen direkte physiologische und
gefal3protektive Effekte vemittelt, kommt es bei hohen lokalen NO-Konzen-
trationen unter Beteiligung von Sauerstoff und Superoxidanionen zur Bildung
reaktiver Stickstoffverbindungen (RNS). Stabiler Marker fiir RNS ist freies und
proteingebundenes 3-Nitrotyrosin (3-NT) (vgl. Kap 1.4.4.). Mit neuen ELISA-
Verfahren kann 3-NT direkt in humanem Plasma bestimmt werden.

FUr 8 Patienten werden die 3-NT-Konzentrationen, ausgedrlckt als Nitro-BSA-
Aquivalente in arteriellen und koronarvendsen Plasmaproben vor und nach
Quinaprilat bestimmt.

Nitrotyrosin

100

60

40

20

cNitroBSAeq (ng/ml)

‘Elv art Bnart Ovcv En cv‘

Abb.3.1.4.a: Akuter Effekt von Quinaprilat i.c. auf 3-NT-Plasmaspiegel

NitroBSAeq: Nitro-BSA-Aquivalente
Die Veranderungen unter Quinaprilat sind nicht signifikant. Die tendenziell
erkennbare Zunahme an 3-NT, vor allem im Koronarsinusblut, kann jedoch mit
einer starken Zunahme an lokal gebildetem NO (vgl. 5.1.) in Zusammenhang
stehen.

59



3 ERGEBNISSE

3.2. Zellkultur
3.2.1 Direkte Messung der NO-Freisetzung von PAEC mit DAF-2

Die gefal3protektiven Effekte von ACE-Hemmern werden Uberwiegend
vermittelt durch eine verbesserte endotheliale NO-Freisetzung (vgl.1.3.3.).
Deshalb wird die NO-Produktion im verwendeten Modell aortaler Endothel-
zellen vom Schwein (PAEC) untersucht. Neue Fluoreszenzindikatoren
ermoglichen eine direkte sensitive Bestimmung von NO in Endothelzell-
kulturen mit einer Detektionsgrenze von 2-5 r(Makatsubo N et al, 1998
Freigesetztes NO reagiert sofort mit dem nicht zellmembranpermeablen
Fluoreszenzindikator DAF-2 zum grunfluoreszierenden Triazolfluoreszein
(DAF=2T).

triazolofluorescein (DAF-2T)

Abb.3.2.1.a: Strukturen von DAF-2 und DAF-2 T

Um die Funktionsfahigkeit des Verfahrens zu testen, wird die NO-Produktion
der Zellen mit L-Nitroarginin (L-NA), einem Inhibitor der eNOS, gehemmit.

Die im PAEC-Uberstand erzielte Fluoreszenzintensitat wird dabei signifikant
vermindert: 39 % (p = 0,02) bei Vorinkubation mit 100 uM L-NA tber 30
min und anschlie3ender Inkubation mit DAF-2 tber 70 min.
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Abb.3.2.1.b: Detektion der basalen NO-Produktion von PAEC mit DAF-2
K: Kontrolle
L-NA: L-Nitroarginin 100 uM

Die NO-Produktion von PAEC laRt sich somit im Uberstand mit DAF-2
bestimmen und durch L-NA blockieren.

Wird dem Inkubationspuffer zur Verhinderung eines mdoglicherweise
limitierenden Substratmangels L-Arginin zugegeben, ist zusatzlich eine
deutliche Steigerung der NO-Freisetzung erkennbar.

DAF/NO-Fuoreszenz
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%

B ohne Emit L-Arg

Abb.3.2.1.c: Basale NO-Produktion von PAEC mit und ohne L-Arginin 100 uM
Inkubationszeit 0,5 h, n=3

Die beschriebenen Effekte bestatigen damit die Zuverlassigkeit der Methode.
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Unter Quinaprilat bzw. Quinaprilat mit Zusatz von exogenem Bradykinin ist
in allen Versuchen eine gesteigerte NO-Produktion erkennbar. Die Unter-
schiede sind hier unter den durch das Detektionssystem vorgegebenen
Bedingungen jedoch nicht signifikant.

DAF/NO-Fluoreszenz
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EK BQ OQ+BK OL-NA

Abb.3.2.1.d: NO-Produktion von PAEC mit Quinaprilat

Fluoreszenz nach0,5h,n=3

K: Kontrolle

Q: Quinaprilat 10 M

BK: Bradykinin 10°M

L-NA: L-Nitroarginin 100 uM
Als Grundlage fur diein vitro Versuche mit Quinaprilat kann mit der
optimierten Fluoreszenzindikatormethode nachgewiesen werden, dass die
verwendeten PAEC sowohl eine basale als auch eine stimulierbare NO-

Produktion aufweisen.

3.2.2 Effekte von Quinaprilat auf die endotheliale Endothelinfreisetzung

Die verwendeten aortalen Endothelzellen vom Schwein (PAEC) weisen eine
basal hohe ET-Produktion auf. Diese kann mit der Teilungsaktivitat der
Zellkultur variieren Ranta V et al, 1997 Deshalb werden konfluente
Monolayer 24 h bei minimaler Serumkonzentration (DMEM 1 %)
vorinkubiert und somit stets in ruhenden, wenig teilungsaktiven Zellen
gemessen.
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Die basale Endothelinkonzentration im Uberstand nimmt ber 24 h linear zu.
Folglich wird flr weitere Versuche zur Beeinflussung der Endothelin-
freisetzung jeweils Medium nach 6 bzw. 24 h Inkubationszeit abgenommen.

Endothelin
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Abb 3.2.2.a: Kinetik der ET-Freisetzung von PAEC (1.Passage)
Inkubation in DMEM 1% nach 24 h Vorinkubation in DMEM 1%
Bestimmung der Konzentration im Medium (ELISA)

In Tab.3.2.2.a sind die Mittelwerte der ET-Konzentration (6-well, 2ml
Uberstand) zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten angegeben. 1 pg ET
entspricht dabei 0,4 fmol ET.

(n=3) 2h 4h 6h 8h 24h

Mittelwert ET (pg/ml)| 156:19 | 317+ 35| 454+ 10| 527+ 44| 1663: 261

Tab 3.2.2.a: Daten zu Abb 3.2.2.a
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Entscheidend fir die Verwendbarkeit dieses Zellkulturmodells ist neben der
vorhandenen ET-Produktion auch deren Regulationsfahigkeit, erkennbar als
Aktivierung bzw. Hemmung.

Die endotheliale ET-Freisetzung kann durch unterschiedliche Faktoren
aktiviert werden (vgl.1.5.Schiffrin EL et al, 1998 Dazu zahlen Thrombin,
Lipopolysaccharide und insbesondere Angiotensin Il. Eine Hemmung der
Freisetzung kann durch Phosphoramidon, einem Inhibitor des Endothelin
Converting Enzyme (ECE), erfolgen.

Endothelin

—~ 2000
1500 =
1000

500

ET (pg/ml

OK BT OA OPhos ELPS n=6

Abb 3.2.2.b: Stimulation und Hemmung der ET-Freisetzung von PAEC
ET im Uberstand nach 24 h Inkubationszeit
K: Kontrolle
T: Thrombin 1U/ml
A: Angiotensin 11 10" M
Phos: Phosphoramidon 1w
LPS: Lipopolysaccharide 1 pg/ml.

Die ET-Freisetzung der PAEC lalt sich in allen Versuchsreihen durch
unterschiedliche Aktivierung geringfligig (n.s.) steigern und mit Phosphor-
amidon Uber 60 % (p = 0,02) hemmen.

Um den Einfluss unterschiedlicher Zellzahlen in den einzelnen wells
auszuschliessen, werden zusatzlich die gemessenen Werte auf die jeweilige
Gesamtproteinmenge der einzelnen wells bezogen und das Ergebnis in pg
ET/ug Protein ausgedruckt. Die Proteinmenge wird nach der Methode von
Lowry bestimmit.
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Mittelwerte (pg/ml)

Mittelwerte(pg/ug)

K

T

A
Phos
LPS

1522 + 92
1733 + 40
1636 + 19
497 +50
1762 + 67

7,02+ 0,09
7,61+ 0,38
7,56 + 0,27
2,61+ 0,49
7,86 + 0,62

Tab.3.2.2.b:Daten zu den Abbildungen 3.2.2.b und 3.2.2.d

Die im Uberstand bestimten Endothelinkonzentrationen korrelieren sehr gut
mit den auf die Proteine bezogenen Werten:

pg/ug

O N B~ O
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Endothelin

A
I

0,996
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/

/

500 1000
pg/mi

1500 2000

Abb.3.2.2.c: Korrelation der ET-Konzentration im Uberstand (pg/ml Medium) zur
freigesetzten ET-Menge bezogen auf Gesamtprotein (pg/ug Protein)

Bei konfluenten Monolayern mit vergleichbarer Proteinmenge bzw. Zellzahl

pro well und ausreichender Versuchsgrof3®)iefert somit die Bestimmung

der ET-Konzentration im Medium zuverlassige Daten zur ET-Freisetzung. So
wird auch das in Abb.3.2.2.b dargestellte Ergebnis zur Beeinflussbarkeit der
Endothelinproduktion in PAEC durch Ermittlung der normierten Werte

bestatigt:
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Abb.3.2.2.d: Normierung der sezernierten Menge an ET auf die Proteinmengen
der Zellkultur

In den weiteren Versuchen kann folglich die Endothelinkonzentration im
Uberstand der wells direkt zur Ergebnisermittlung eingesetzt werden.

Samtliche grundlegenden Versuche zum PAEC-Modell erfolgen zunachst mit der

ELISA-Testmethode, die ohne radioaktive Komponenten durchgefiihrt werden

kann. Nachteilig sind jedoch die verhéaltnismaflig hohen Kosten. GrofRere

Versuchsreihen werden deshalb anschlieBend mit einer bereits gut etablierten
RIA-Methode bearbeitet.

Die Vergleichbarkeit beider Methoden kann im Kontrollversuch mit Phosphor-
amidon gezeigt werden, das auch hier eine Hemmung Uber 60 % (p < 0,01)
bewirkt (vgl. Abb.3.2.2.b).
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Abb.3.2.2.e: Kontrollversuch (RIA) zur Hemmung der ET-Sekretion durch Phosphoramidon
Inkubationszeit 4 h, n=6
K: Kontrolle
Phos: Phosphoramidon 1™

Ziel der folgenden Versuche ist es - parallel zu dewivo Bestimmungen im
Rahmen der Patientenstudie (s. 3.1.) - den Einfluss von Quinaipriairo am
PAEC-Modell auf die endotheliale ET-Freisetzung zu prifen.

Dazu werden PAEC nach einer Optimierung der Inkubationszeit (6 h) mit
unterschiedlichen Quinaprilat-Konzentrationen auf den Einfluss des ACE-
Hemmers auf die Endothelinproduktion untersucht. Quinaprilat (Q) bewirkt dabei
in allen Versuchen eine Verminderung der basalen ET-Freisetzung:

Endothelin
5000
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S —|—|
S 3000 T x
é 2000
|_
W 1000
0
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Abb.3.2.2.f: Hemmung der ET-Sekretion durch unterschiedliche Quinaprilatkonzen-
trationen:
Inkubationszeit 6 h, n=6
K: Kontrolle
Q5-Q13: Quinaprilat 1®M bis 10*M

Der inhibitorische Effekt von Q ist konzentrationsabhangig mit einem Maximum
bei einer Konzentration c(Q) = fM (51 % Hemmung, p = 0,002). Oberhalb
einer Konzentration von c(Q) =T ist diese Wirkung geringer ausgepragt.

Verschiedene ACE-Hemmer kdnnen sich in lhrem Wirkprofil unterscheiden.

Von zentraler Bedeutung ist dabei ihre Affinitat zum Gewebe-ACE. Deshalb

wurden entsprechende Versuche (3.2.2.f) mit Enalaprilat, einem ACE-Hemmer
mit geringerer Affinitat (vgl. 1.2.2.) durchgefthrt:
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Abb.3.2.2.g: VergleichenderVersuch mit Enalaprilat
K: Kontrolle
E5 bis E13: Enalaprilat TOM bis 10**M

Dabei ergibt sich eine mit Quinaprilat vergleichbare Konzentrationsabhangigkeit.
Die maximale Hemmung mit c(E)=0 ist jedoch geringer (35 %,p = 0,01).

Diese Differenz wird auch im direkten Vergleich bestatigt:
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Abb.3.2.2.h: Parallelversuch mit Quinaprilat und Enalaprilat
Inkubationszeit 6 h, n =6
Q7: Quinaprilat 10 M
E7: Enalaprilat 13 M
** p < 0,01 vs Kontrolle
Dies korreliert klar mit der deutlich ausgepragteren Gewebsaffinitat von Quina-

prilat im Vergleich zu Enalaprilat.

Mechanistische Studien zur Wirkung von Quinaprilat in dem von uns
verwendeten PAEC—-Modell werden durchgefuhrt. Fur die Hemmung der
Endothelinproduktion sind beide Wege (via Angiotensin oder via Bradykinin, s.
Einleitung) von Bedeutung. ACE-Hemmer konnen den Abbau von Bradykinin
vermindern und dessen Konzentration damit erh6hen. Deshalb wird der direkte
Effekt unterschiedlicher Bradykininkonzentrationen gepruft:
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Abb.3.2.2.i; Effekt von Bradykinin auf die ET-Sekretion
Inkubationszeit 6 h, n =6
K: Kontrolle
BK: Bradykinin

Bradykinin 10° M vermindert die freigesetzte ET-Menge um 14 % (p = 0,05).
Unterhalb dieser Konzentration tritt keine Hemmung mehr auf. Somit ist belegt,
dal3 eine Erhéhung der Bradykininkonzentration einen wesentlichen Bestandteil
der Hemmwirkung von Quinaprilat ausmacht.

Im Hinblick auf die Bedeutung der mikrovaskularen Endothelfunktion wird
Quinaprilat auch in einem Modell mikrovaskularer Zellen (HMEC-1) getestet.
Zur Stimulation der ET-Produktion wird dabei TNFerwendet.

Endothelin
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O |

BK BTNF BHQ ETNF+Q

Abb.3.2.2.j: Effekte von Quinaprilat auf die ET-Sekretion mikrovaskularer Zellen
Inkubationszeit6 h, n=3
K: Kontrolle
Q: Quinaprilat 10 M
TNF: 1 ng/ml
*p < 0,05 vs Kontrolle
**p < 0,05 vs TNF

Die basale ET-Sekretion der HMEC-1 ist mit ca 90 pg/ml deutlich geringer
als im PAEC-Modell mit ca 450 pg/ml nach 6 h Inkubation (bei vergleich-
baren Proteinmengen).
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Deutlich ist eine Aktivierung durch TNF (+24 %, p = 0,05) erkennbar.
Wahrend die basale Freisetzung von Endothelin durch Quinaprilat nur
geringfligig vermindert (-6 %, g 0,05) wird, kann die stimulierte Freisetzung
durch gleichzeitige Quinaprilatinkubation um 50 % (p < 0,05) gehemmt
werden.

Zusammenfassend laldt sich sowohl in aortalen, als auch in mikrovaskularen
Endothelzellen ein eindeutiger hemmender Einflu@ des ACE-Hemmers
Quinaprilat auf die basale bzw stimulierte endotheliale ET-Freisetzung
zeigen.

3.2.3. Effekte von Quinaprilat auf endotheliale Glutathionspiegel

In Analogie zu der in der Patientenstudie beobachteten starken Abnahme der
Glutathionspiegel im Vollblut, wird der Einflu3 von Quinaprilat bzw. NO auf
intrazellulares Glutathion (GSH) im PAEC-Modell untersucht.

Basierend auf der Methode nach TietZEiefze F, 1969 wird dazu ein
enzymatischer Assay neu entwickelt: Nach der Lyse der Endothelzellen in
Triton X 100 (0,1 %) und Ausfallung der Proteine mit 2,5 %iger 5-
Sulfosalicylsaure, kann Gesamtglutathion nach dem Abzentrifugieren im
klaren Uberstand photometrisch mit Ellmanns Reagenz (Dithionitrobenzol,
DTNB) bestimmt werden.

Die Zunahme der Absorption des p-Nitrolatanions bei 412 nm pro Minute

(dA/min) ist proportional zur Gesamtglutathionkonzentration in der Probe.

Der lineare Zusammenhang ist in Abb.3.2.3.a mit einer GSH-Standardreihe
dargestellt.
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Abb.3.2.3.a: GSH-Standardreihe in 0,1 % Triton X 100, 2,5 % 5-Sulfosalicylsaure

Alle Versuche werden in 12-well-Platten durchgefiihrt. Die angegebenen
GSH-Konzentrationen beziehen sich auf ein Losungsvolumen von 1 ml Triton
(0,1 %) pro well.

Um die Funktionsfahigkeit der Methode und die Spezifitat des Glutathion-
nachweises zu bestéatigen, werden die PAEC mit einem Inhibitor der
Glutathionsynthase, Buthioninsulfoxim (BSO), inkubiert:
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Abb.3.2.3.b: Hemmung der GSH-Synthese in PAEC mit BSO, 18 h Inkubation in 12 well
mit DMEM 1 %
K: Kontrolle
BSO: Buthioninsulfoxim 125 uM

Dies fuhrt praktisch zum kompletten Verlust des gemessenen Glutathions.

Mit Quinaprilat ist im PAEC-Modell mit dem enzymatischen Verfahren eine
tendenzielle, doch nicht signifikante Verminderung der GSH-Konzentration
erkennbar. Dies kann darauf zurtickgeftihrt werden, dal} die unter diesen
Versuchsbedingungen freigesetzte NO-Menge begrenzt ist. Deshalb wird der
direkte EinfluR eines NO-Donors getestet. Ausgewahlt wird Spermine
NONOate (Sper/NO), welches 2 Mol NO pro Mol Sper/NO bei 37°C mit
einer Halbwertzeit von 39 min freisetzt. Inkubationszeit ist 40 min in DMEM

1 %.

Damit wird eine konzentrationsabhéngige Abnahme des intrazellularen GSH
erzielt (79 % mit 1mM Sper/NO;g 0,01), da das NO mit dem vorhandenen
GSH reagiert, wodurch die GSH-Konzentration gesenkt wird (vgl. 1.4.3.).

GSH

**
| **

OK ENOat 0,5mM ONOat 1 mM n=3

c (UM)
o N IS (@]

Abb.3.2.3.c: Verminderung des intrazellularen GSH durch NO
K: Kontrolle
NOat: SpermineNONOate

Dieser auch im PAEC-Modell mel3bare Effekt liefert somit einen weiteren
starken Hinweis (vglin vitro Tests mit Vollblut unter 3.1.) darauf, daf} der
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nach i.c. Gabe von Quinaprilat beobachtete Abfall der GSH-Spiegel in
Zusammenhang mit einer deutlich gesteigerten endothelialen NO-Freisetzung
gesehen werden kann.

3.2.4. Antioxidative Effekte von Quinaprilat

3.2.4.1. Bestimmung der Superoxidanionproduktion im Cytochrom C/
SOD-Assay

Untersucht wird zunachst der EinfluR von Quinaprilat auf die Superoxid-
anionproduktion von HUVEC und PAEC. Dabei zeigt sich zwar im
Vorversuch eine Hemmung der basalen Freisetzungsrate (vgl. Abb 3.2.4.1.a).
Diese ist jedoch in umfassenden Versuchsreihen nicht reproduzierbar.

Superoxidanionproduktion
N
S 01
g_ 5
5 E
2 S 0,05
o
=
o
2 0
<

OK BQ

Abb.3.2.4.1.a: Hemmung der basalen Superoxidanionfreisetzung durch Quinaprilat
HUVEC, 50 min Inkubationszeit, n =5
K: Kontrolle
Q: Quinaprilat 10° M

Die Ursachen fiur diese differierenden Ergebnisse konnten nicht geklart
werden.

3.2.4.2. Bestimmung der ROS-Produktion mit DCF-Fluoreszenz

Aufgrund der variierenden Ergebnisse zum Einflul3 von Quinaprilat auf die
Superoxidanionproduktion in Endothelzellkulturen im Cytochrom C assay,
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das die extrazellulare Superoxidanionenfreisetzung bestimmt, wird eine
Versuchsreihe mit dem membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff Dichlor-
dihydrofluoresceindiacetat (BCFDA) angeschlossen. Die Bestimmung der
Fluoreszenzintensitat von dessen oxidierter Form (DCF) bietet die
Maoglichkeit, die intrazellulare Bildung freier Radikale (ROS) zu untersuchen.
Die Endothelzellen (PAEC) kdnnen direkt in 96-well-Platten ausplatiert und
nach Konfluenz im Versuch eingesetzt und vermessen werden.

Positivkontrollen zur Funktionsfahigkeit des Indikators werden jeweils mit
1mM H,O, durchgefihrt Die DCF-Fluoreszenz erreicht dabei ca. die
dreifache Intensitat der DCF-Fluoreszenz von PAEC und bleibt tber die
gesamte Mel3dauer konstant.

Die Negativkontrollen mit DCF ohne Zellen zeigen eine Fluoreszenzintensitat
von ca. 2/3 der endothelialen Werte, wiederum ohne Veranderung. Die
Zuverlassigkeit der DCF-Fluoreszenzmessung ist somit bestéatigt.

In PAEC ist eine basale ROS-Produktion feststellbar:

DCF-Fluoreszenz
10000
= p - i ¢
c 5000
(]
E
O I [
30 40 50 60
min n=8

Abb.3.2.4.2.aKinetik der basalen DCF-Fluoreszenz in PAEC
Inkubation mit HDCFDA 30 bis 60 min

Diese zellvermittelte DCF-Fluoreszenz steigt im Gegensatz zu den Kontrollen
uber die gesamte Mel3dauer linear an.
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Darauf basierend kdnnen die Effekte von Quinaprilat auf den oxidativen Stress in
PAEC untersucht werden.

Bradykinin kann unter entsprechenden Bedingungen einen Anstieg
endothelialer ROS-Produktion Uber den Arachidonsdureweg bewirken
(Holland JA et al, 1990 Dieser eigenstandige, einer antioxidativen Gesamt-
wirkung des ACE-Hemmers (s.1.4.2.) moglicherweise entgegenlaufende
Effekt, wird deshalb im Vorfeld untersucht:

Mit H,DCFDA beladene PAEC wurden mit Bradykinin versetzt und im
Zeitraum von 5 bis 15 min nach Zugabe vermessen.

DCF-Fluoreszenz
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Abb.3.2.4.2.b:Effekt von Bradykinin auf die DCF-Fluoreszenz in PAEC
K: Kontrolle
BK: Bradykinin 10°M

Unter Bradykinin erfolgt ein geringfligig aber signifikant starkerer Anstieg der
DCF-Fluoreszenz (x 0,01). Die ROS-Produktion in PAEC ist somit durch
Bradykinin tendenziell stimulierbar. Dieser gegenlaufige Teileffekt erweist sich
in den Versuchen mit Quinaprilat (s. u.) jedoch als nicht ausschlaggebend.

Wesentlichen Anteil an der antioxidativen Gesamtwirkung von ACE-Hemmern
hat vermutlich eine verminderte NAD(P)H-Oxidaseaktivitat (vgl. 1.4.2.). Deshalb
wird die NAD(P)H-Oxidase abhangige ROS-Bildung im PAEC-Modell
untersucht:

Der Flavoenzyminhibitor Diphenyleniodonium (DPCross AR et al, 1996
hemmt die basale ROS-Produktion in PAEC signifikant (10 %< @,01).
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Stimulation der Zellen mit dem Proteinkinase C-Aktivator Phorbolmyristylacetat
(PMA, Inanami O et al, 1998 bewirkt eine massive ROS-Bildung (196 %
Fluoreszenzsteigerung vs. Kontrolle<p0,01). Unter diesen aktivierten Bedin-
gungen hemmte DPI zu 41 % (§0,01).

DCF-Fluoreszenz
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Intensitat
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Abb. 3.2.4.2.c:Stimulation und Hemmung der NAD(P)H-Oxidase in PAEC
Inkubationszeit: 3 h PMA, 2 h DPI
dann 60 min DCF bzw.DCF + DPI,n=8
K: Kontrolle
DPI: 10°M
PMA:5x10°M

PAEC weisen somit eine basale NAD(P)H-Oxidaseaktivitat auf, die durch PKC-
Aktivierung stark erhoht wird. Eine Hemmung der NAD(P)H-Oxidase kann
somit den oxidativen Stress in PAEC vermindern.

Auch NO-Synthasen konnen zur Superoxidanionproduktion beitragen (vgl.
1.4.1.). HDCF kann auch durch Peroxynitrit oxidiert werddgPogsel H et al,
1997. Ebenso konnen DPI und PMA nicht nur spezifisch die NAD(P)H-
Oxidasen beeinflussen, sondern auch die NO-Synth&eel(r DJ et al,1991; Li

H et al,1998) Um einen Einfluss dieser Effekte auf die oben beschriebene
Charakterisierung der NAD(P)H-Oxidaseaktivitat in PAEC ausschlieRen zu
konnen, werden die NO-Synthasen (NOS) unter basalen bzw. mit PMA
stimulierten Bedingungen mit L-NA inhibiert. Dabei ergibt sich, dal3 die NOS
keinen Anteil an der gemessenen ROS-Produktion haben, sondern im Gegenteil
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eine verminderte NO-Synthese tendenziell zum Anstieg der DCF-Fluoreszenz
fahrt,

DCF-Fluoreszenz

i
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Abb.3.2.4.d.:Einfluf3 von L-NA auf die basale und aktivierte DCF-Fluoreszenz in PAEC
3 h Inkubation, 60 min DCF, n=8
K: Kontrolle
L-NA: L-Nitroarginin 100 uM
PMA: Phorbolmyristylacetat 5x10M
Q: Quinaprilat 10°M
**p < 0,02 vs Kontrolle
Aus dieser Abbildung ist auch ersichtlich, dal3 Quinaprilat die starke ROS-

Produktion durch PMA nicht kompensieren kann.

Der Einflu3 von Quinaprilat auf die basale ROS-Freisetzung in PAEC wird in
zwei verschiedenen Ansatzen getestet: 3 h Inkubation mit verschiedenen Q-
Konzentrationen vor DCF-Beladung und Inkubation mit Q gleichzeitig mit DCF.
Dabei erwieist sich die lAngere Quinaprilateinwirkung als deutlich effektiver mit
einem Maximum fiir ¢(Q) = 10M (45 % Hemmung,  0,01):
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DCF-Fluoreszenz

Intensitat

EK BK+Q7 0Q5 HQ7 Q9| n=8

Abb.3.2.4.2.e:Einflu’ von Quinaprilat auf die basale DCF-Fluoreszenz in PAEC
Werte nach 60 min

K: Kontrolle

K+Q7: anschlieRende Zugabe von Quinaprilaf 10
Q5 bis Q9: 3 h Inkubation mit Q 1M bis 10° M

Als Aktivator der NAD(P)H-Oxidase wird nun Angiotensin |l getestet. Der
Anstieg der DCF-Fluoreszenz ist gering aber signifikant und wird durch
anschliel3ende Quinaprilatzugabe ebenso signifikant vermindert.

DCF-Huoreszenz
15000
'S 10000 -
(7))
c
g
c— 5000 -
0 i
B KB KQ7 OAT I mAT Q7
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3 ERGEBNISSE

Abb.3.2.4.2.f: Einflu3 von Angiotensin und Quinaprilat auf die DCF-Fluoreszenz
Werte nach 60 min
K: Kontrolle
K+Q7: Zugabe von Quinaprilat TOM zur Kontrolle gleichzeitig mit der
H,DCF-Beladung
AT II: 3 h Inkubation mit Angiotensin Il 186M
AT Il + Q7: Zugabe von Quinaprilat 10M zu AT Il aktivierten Zellen gleich-
zeitig mit H,DCF-Beladung
*. p < 0,05 vs Kontrolle
**: p <0,02 vs Angiotensin I

Zusammenfassend kann gezeigt werden, dal3 NAD(P)H-Oxidasen - insbesondere
unter aktivierten Bedingungen - im PAEC-Modell entscheidenden Anteil an der
als DCF-Fluoreszenz ermittelten ROS-Produktion haben.

Der oxidative Stress kann dabei durch Quinaprilat konzentrationsabhangig
vermindert werden. Dieser wesentliche, endothelprotektive Effekt wird damit im
PAEC-Modell belegt.
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4. DISKUSSION
4.1. Akutwirkung von Quinaprilat in vivo

Der Einflud einer ACE-Hemmung auf die koronare Endothelfunktion
herztransplantierter Patienten konnte in der vorliegenden Studie erstmalig
untersucht werden. Ausgewahlt wurde ein ACE-Hemmer mit hoher Gewebe-
affinitat (Dzau VJ et al, 2001 Quinaprilat

Die Vasomotionsstudie zeigt fur die intrakoronare Quinaprilatgabe akut eine
signifikante koronare Vasodilatation (1) sowie eine partielle Verbesserung der
Endothelfunktion (2).

Die durch Q vermittelte Vasodilatation ist verbunden mit einer akuten,
signifikanten Verminderung der Glutathionblutspiegel (GSH) (3). Zuséatzliche
Infusion von L-Arginin, dem Substrat der NO-Synthase, verstarkt diesen
Effekt.

Entsprechendan vitro Tests zum EinfluR@ von NO auf Blutspiegel von
Glutathion ergeben eine signifikante Abnahme von GSH, verbunden mit der
Bildung von GSNO.

Nitrotyrosinplasmaspiegel (4) und die Plasmaspiegel von Endothelin-1(5)
werden durch Q akut nicht signifikant beeinflut. Der transkardiale
Endothelingradient wird jedoch tendenziell in Richtung einer Aufnahme
verandert.

Die Mechanismen und die Bedeutung der beobachteten Akutwirkungen von
Quinaprilat sollen nachfolgend diskutiert werden:

(1)Akute Vasodilatation durch Quinaprilat:

Q bewirkt eine signifikante, konzentrationsabhangige Anderung des Ruhe-
tonus ohne Beeinflussung von Herzfrequenz und Blutdruck.

Unsere Ergebnisse zeigen, dal3 Quinaprilat bereits akut die vasomotorische
Funktion herztransplantierter Patienten positiv im Sinne eines ausgepragten
substanzeigenen, vasodilatierenden Effektes beeinflussen kann. Mikro-
vaskular scheint die Wirksamkeit gerade dann zu bestehen, wenn die basale
NO-Freisetzung bereits eingeschréankt ist.
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Verschiedene Mechanismen konnen an einem direkten, vasodilatierenden
Effekt von ACE-Inhibitoren beteiligt sein (vgl. 1.3.3):

(a) Verminderung der lokalen Angiotensin lI-Produktion und dessen direkter
vasokonstriktorischer Wirkung.

(b) Verminderung der durch Angiotensin Il erleichterten Norepinephrin-
freisetzung aus sympathischen Nervenendigungjaddei S et al, 1991

(c) Verminderung der durch Angiotensin |l aktivierten NAD(P)H-Oxidase-
aktivitat, d.h. einer erhéhten ROS-Produktion und NO-Inaktivierurg (
1.4.2).

(d) NO-Freisetzung durch Akkumulation des Metaboliten von Angiotensin I,
Angiotensin (1-7) Porsti | et al, 1993.

(e) Erhéhung lokaler Konzentrationen von Bradykinin und/oder direkte
Wirkung auf den B-Rezeptor. Bradykininvermittelte Freisetzung von NO,
Prostacyclin und/oder EDHRvI. 1.3.3).

An gesunden Probanden bewirkte eine intraarterielle Quinaprilatinfusion (3,9
nmol/min, 20 Minuten) einen signifikanten Anstieg des Unterarmblutflusses.
Enaprilat (13 nmol/min, 20 Minuten) zeigte diesen Effekt nicht. Beide ACE-
Hemmer steigerten dagegen die Wikung zusatzlich infundierten Bradykinins.
Die Vasodilatation unter Quinaprilat wurde durch L-NA vollstandig blockiert,
wahrend Aspirin keinen Einflul3 hat{elaefeli WE et al, 1997)

In diesem Modell liegt der Vasodilatation also eine substanzspezifisch
(Quinaprilat vs Enaprilat) gesteigerte NO-Synthese zugrunde.

Eine Studie mit herzinsuffizienten Patienten (NYHA [Il) Patienten ergab nach
Quinaprilat-, nicht aber nach Enaprilatinfusion (Q: 1,6pg/min; E: 5pug/min)
eine verbesserte (epikardiale) koronare fluRabhéngige Dilatation, d.h. einen
substanzspezifischen Effekt. Diese Wirkung war wiederum durch L-NA
blockierbar, also ebenfalls NO vermittelt.

Allerdings bewirkte auch Quinaprilat hier keine Vasodilatation unter
RubedingungenHornig B et al, 1998. Fir eine BeeinfluBung des Ruhetonus
scheinen somit auch das untersuchte Gefalisystem, sowie das Patienten-
kollektiv eine Rolle zu spielen.
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An gesunden Probanden wurde gezeigt, dal3 endogenes Bradykinin sowohl in
koronaren Leitungs- als auch Widerstandsgefal3en an der Regulation des
Ruhetonus und der fluBabhangigen Dilatation beteiligt Gtoges P et al,
1995.

Isolierte Rattenherzen weisen bei intaktem Endothel eine kontinuierliche
Bradykininfreisetzung auf, die durch Ramiprilat erhoht wiBh(imgarten CR
et al, 199).

Eine vergleichende Untersuchung von herztransplantierten Patientea (3,6
1,7 Monate nach HTX) und gesunden Kontrollpersonen hat gezeigt, dal3 die
Dilatation nach Bradykinininfusion (epikardial und mikrovaskular) bei einer
gleichzeitig bereits vorhandenen epikardialen Vasokonstriktion nach
Acetylcholin noch vollstandig erhalten ishjpectar E et a, 2000).

Andererseits zeigt eine Studie bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit, daf3
die Endothelfunktion nicht nur im Acetylcholintest, sondern auch hinsichtlich
der Wirkung von Bradykinin beeintrachtigt sein kann. Die Vasodilatation
durch exogenes Bradykinin kann dabei durch eine Quinaprilatinfusion (50ug/
min, 5 Minuten) wiederhergestellt werdeBgnacerraf S et al, 1999

Ein vergleichbarer Effekt kann auch fir endogenes Bradykinin angenommen
werden. Dessen Veflgbarkeit konnte zudem insbesondere bei verstarkter
ACE-Aktivitat vermindert sein. Dies konnte zugleich zu einer Erh6hung des
Ruhetonus beitragen.

Eine verbesserte Wirksamkeit endogenen Bradykinins bildet somit einen
maoglichen Erklarungsansatz fir den vasodilatierenden Effekt von Quinaprilat
bei Patienten nach HTX. Neben NO kdnnen weitere EDRF, insbesondere
EDHF daran beteiligt seinBgnacerraf S et al, 1999In welchem Ausmal}
zusatzliche Mechanismen in einzelnen GefalRabschnitten von Bedeutung sind,
kann hier nicht festgelegt werden.

(2)Akuter Einflul3 von Quinaprilat auf die Endothelfunktion

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen friherer Studien zur
Endothelfunktion nach Herztransplantation (vgl. Kap HértmannA et al,

1994 weist ein grofRer Anteil der Patienten des hier untersuchten Kollektivs
eine epikardiale (38 %) bzw mikrovaskulare (50 %) Endotheldysfunktion im
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Acetylcholintest auf. Nach Infusion von Quinaprilat ist eine partielle
(epikardial > mikrovaskuléar) Verbesserung zu beobachten.

Die akute Reduzierung der Vasokonstriktion unter Acetylcholin entspricht
gualitativ den Ergebnissen der TREND-Studie, d.h. dem Effekt einer
langfristigen Anwendung von Quinapril bei nicht transplantierten Patienten
(vgl 1.3.2.,Mancini GBJ et al, 1996

In einer parallel zur TREND-Studie durchgefiihrten Pilotstudie mit 13
Patienten wurde eine deutliche Verbesserung auch der mikrovaskularen
Acetylcholinantwort bei den mit Quinapril behandelten Patienten gefunden,
wahrend bei den mit Plazebo behandelten Patienten eine weitere
Verschlechterung eintrat. Aufgrund des kleinen Kollektivs wurde jedoch
ebenfalls keine Signifikanz erreict¢hlaifer JD et al, 1997

Von Prasad und Mitarbeitern wurde der akute Einflul3 von Enalaprilat (20ug/
min i.c., 10 Minuten) auf die epikardiale und mikrovaskulare Acetylcholin-
antwort von 56 Patienten mit koronarer Atherosklerose oder Risikofaktoren
(Hypertonie, Hypercholesterinamie, Diabetes, Rauchen) unterdeicgad A

et al, 2000: Enalaprilat beeinflu3te den Ruhetonus nicht.

Die epikardiale Vasomotion nach Acetylcholin wurde durch Enalaprilat

selektiv in den Segmenten verbessert, die vorher eine Konstriktion zeigten.
Auch die mikrovaskulare FluR3steigerung wurde in umgekehrter Korrelation
zum Ausgangswert signifikant verbessert.

Zusatzlich wurde hier der Zusammenhang zwischen der Wirkung des ACE-
Hemmers und dem ACE-I/D Genotyp untersucht. Vorhandensein des D-
Allels wird mit einer erhdhten Aktivitat des Gewebe-ACE in Verbindung
gebracht Danser AH et al, 1996 Zuséatzlich kdnnen jedoch weitere Faktoren
zur Hochregulation dieses Enzymes beitragen (vgl.1.2.2). Innerhalb der
Studie wurde kein Zusammenhang zwischen /D Polymorphismus und
Endothelfunktion im Acetylcholintest festgestelit.

Die Verbesserung der Acetylcholinantwort durch Enalaprilat war jedoch
abhangig vom Vorhandensein des D-Allels.

Diese Ergebnisse zeigen, dal3 akut wirksame Mechanismen von ACE-
Hemmern zu einer Verbesserung der koronaren Endothelfunktion beitragen.
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Dabei sind individuelle Unterschiede, wie etwa der ACE-Genotyp von
Bedeutung. Unsere Daten belegen, dal3 auch nach Herztransplantation eine
positive Beeinflussung der Endothelfunktion durch ACE-Hemmung mdglich
ist.

Eine IVUS-Studie mit 121 herztransplantierten Patienten zeigt einen
signifikanten Zusammenhang zwischen ACE-D Genotyp des Empfangers
und Entwicklung einer Transplantatvaskulopatiitethig K et al, 2000

Weitere Daten belegen den ACE-D Genotyp des Donors als potentiellen
Risikofaktor Cunningham D et al, 1998

Langfristige Studien kdnnen zeigen, ob sich der akut festgestellte Effekt von
Quinaprilat auf die Endothelfunktion herztransplantierter Patienten
entsprechend der TREND-Studie verstarkt und sich damit protektiv gegen
morphologische Verdnderungen der Transplantatvaskulopathie bzw. das
Auftreten kardiovaskularer Komplikationen auswirken kann. Dabel ist auch
zu klaren, ob bestimmte pradiktive Faktoren (z.B. der ACE D-Genotyp ) den
erfolgreichen Einsatz des ACE-Hemmers entscheiden kdnnen.

(3) Akute Interaktion mit dem Glutathionsystem

In der vorliegenden Patientenstudie erfolgt parallel zur Aufzeichnung der
koronaren Vasomotion die Bestimmung des Glutathionstatus im Blut vor und
nach Quinaprilatapplikation.

Die i.c. Quinaprilatgabe resultiert unmittelbar nach der Infusion in einer starken
Abnahme an reduzietem GSH im Blut, wahrend die GSSG-Spiegel
(nachweisbar bei 7 von 10 Patienten) unbeeinflu3t bleiben. Fir diesen
unerwarteten Effekt mufl3 ein anderer Mechanismus als ein einfacher
Redoxvorgang verantwortlich sein, der mit einer Veranderung der GSSG-Spiegel
verbunden waére.

Die Ergebnisse dean vitro Studien (vgl. 3.1.1.2.) zum direkten Einflul3 von
NO-Gas auf GSH in Blutproben sind mit der Hypothese vereinbar, dal3 der
beobachteten (akuten) Verminderung der GSH-Konzentration im Blut die
schnelle Reaktion von GSH mit NO unter intermediarer Bildung von
Nitrosoglutathion zugrundeliegt. Diese Reaktion erfolgt nur unter aeroben
Bedingungen mit NO/@Die freie Sulfhydrylgruppe des Glutathionmolekuls
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besitzt eine sehr hohe Affinitat zu reaktiven N@erbindungen - ca 150 mal
héher als Tyrosinresté\(ink DA et al, 1994

Literaturangaben zufolge ist GSH zugleich ein notwendiger Cofaktor fir die
endotheliale NO-Synthesé&shigo D et al, 1998 GSH wird demnach bei
Aktivierung der eNOS vermehrt bendtigt.

Die signifikante Abnahme der GSH-Spiegel kann somit als direkter Indikator
fur eine durch Q akut deutlich verbesserte NO-Bioverfligbarkeit gesehen
werden.

Eine unter Quinaprilat verbesserte endotheliale NO-Freisetzung wird mdglicher-
weise bei L-Arginingabe noch verstarkt und fihrt dann vermehrt zur Reaktion
mit Glutathion.

GSNO besitzt in Plasma bei 37°C eine Halbwertszeit von 50 Kaslfiba M et

al, 1999. Unsere Ergebnisse zeigen einen schnellen Abbau von zugesetztem
GSNO bereitsn vitro. In vivo besteht eine Vielzahl an moglichen intra- und
extrazellularen enzymatischen und nicht enzymatischen Reaktionen:

Untersuchter Mechanismus Endprodukte Literaturangabe
Enzymatische Spaltung durch | NO, GSH Nikitovich D et al, 1996
Thioredoxin-Reduktase/ Thio-
redoxin
Reaktion mit GSH In Abhanggigkeit von der GSHsingh SP et al, 1996
Konzentration:
GSSG, N@, N;O, NH;
Zerfall bei Raumtemperatur/ GSSG, GSgH/ JI'Y etal, 1999
Modifikation von Proteinen S-Glutathiolate, S-NO-Verbin-
dungen
Metabolismus von infundiertem | Abbau durchy-GT, NO- Kashiba M et al, 1999
GSNO in Ratten Freisetzung (i.z.) aus Cys-NO
Aktivierung der sGC durch Nachweis von GSNO/ Mayer B et al, 1997
NOS/GSH reduktive NO-Freisetzung (vgl
Abb.4.1.a)
Transnitrosierung/ GSNO+RSNO- GSH+RSNO/ Park JW et al, 1993
Reaktion mit Hémprpteingn (SehrHamprotein +GSNO
schnell), d.h. Vasodilatation durgh _
Reaktion mit SGC NO-Hamprotein +1/2 GSSG

Tab.4.1.a.:Reaktionen und Metabolismus von GSNO
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NO Synthase
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Abb.4.1.a: Signalubertragungswege von NQ/(hachMayer B et al, 199y
Simultan gebildetes NO und,®eagieren mit GSH (b) zu GSNO

Enzymatisch/ nicht enzymatisch wird daraus NO freigeset®t (lelches die
Guanylatcyclase aktivieren kann.

Die Reaktion von GSH mit Peroxynitrit erfolgt dagegen nur langsam und wird
durch CQ blockiert (a). In Abwesenheit von GSH ist SOD zur cGMP Bildung
erforderlich (c).

Bei der HPLC-Analyse der Blutproben eines Patienten auf GSNO im
Anschlul3 an dien vitro Tests kann kein GSNO-Peak nachgewiesen werden.
Dieses Einzelergebnis steht jedoch angesichts der beschriebenen Instabilitat
des Intermediarproduktes GSNO nicht im Widerspruch zu der von uns
postulierten Interaktion zwischen ACE-Hemmung, NO-Freisetzung und dem
Glutathionsystem.

Damit vereinbar sind auch die Ergebnisse von Versuchen zur Ischamie-
Reperfusion an isolierten Meerschweinchenherzen:

Innerhalb der ersten 5 Minuten der Reperfusion (nach 15 min Ischamie), also
dem Zeitraum des Anstiegs der Produktion von ROS, wurde ein deutlicher
Anstieg von GSH im Koronarsinusblut gefunden. Dieser wurde signifikant
vermindert durch den Zusatz von Ramiprilat oder Bradykinin zum Perfusat.
Die verminderte GSH-Freisetzung korrelierte dabei mit der postischamischen
Erholung der Herzfunktion. Die Wirkung des ACE-Hemmers (Kardio-
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protektion und Verminderung der myokardialen GSH-Freisetzung) wurde
vollstdndig blockiert durch Coapplikation des Bradykininrezeptorant-
agonisten HOE 140\assoudy P et al, 1994

WeiterfUhrende Versuche ergaben fir den NO-Donor SNP (Natrium-
nitroprussid) entsprechene Effekte wie flr Ramiprilat, sowie die Aufhebung
der Ramiprilatwirkung durch den NO-Antagonisten N-Nitro-L-Arginin
(Massoudy P et al, 1995

Experimentell konnte somit der Zusammenhang von ACE-Hemmung,
bradykininvermittelter NO-Freisetzung und Abnahme der GSH-
Konzentration in Verbindung mit kardioprotektiven Effekten eindeutig belegt
werden. Diese Versuche zeigen dartber hinaus, dal3 auch die Freisetzung von
GSH (nicht GSSG) einen Indikator fur oxidativen Stress darstellen kann. Von
dieser Arbeitsgruppe wurde ebenfalls der antioxidative Effekt von SNP in
Chemilumineszenzassays gezeigt.

Somit sind auch bei den Ergebnissen der Patientenstudie - neben der direkten
Reaktion von GSH und NO - antioxidative Wirkungen der ACE-Hemmung
(vermittelt durch NO) in Betracht zu ziehen.

In kultivierten Endothelzellen fiihrt die Inkubation mit dem NO-Donor SNAP
bei Freisetzung physiologischer NO-Raten (1-3 nM/s) nach einem voriber-
gehenden Abfall der intrazellularen GSH-Konzentration langfristig zur
Induktion der GSH-Synthese und damit zu einer Erh6hung dieses
antioxidativen Schutzsystems. Im Rahmen einer weiterfihrenden Studie mit
langerer Applikation von Quinaprilat, sollte dieser interessante Aspekt
Beachtung finden.

(4) Nitrotyrosinplasmaspieqgel

Als stabiler Marker fir reaktive Stickstoffverbindungen, wie sie bei Reaktion
von NO mit ROS, insbesondere mit Superoxidaniortésgner R et al, 1997
auftreten, wird bei 8 Patienten 3-Nitrotyrosin im Plasma bestimmt. Die
Quinaprilatinfusion bewirkt keine signifikante Veranderung der Werte, wobei
eine tendenzielle Erhéhung der koronarvendsen Spiegel zu beobachten ist.
Basal liegt kein transkardialer Gradient vor. Da es sich um einen
semiquantitativen Test zum Vergleich der Konzentrationen vor und nach Q
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handelt (vgl. 2.2.6.) und da aufgrund der geringen Probenkapazitat des ELISA
keine Plasmen von Kontrollpersonen gemessen werden, ermoglicht der Test
keine absoluten Aussagen zu den Nitrotyrosinplasmaspiegeln der herztrans-
plantierten Patienten. Der Vergleich mit Literaturdaten flr zwei Studien unter
Verwendung des gleichen Tests laf3t jedoch erhdhte Werte vermuten:

Plasmaspiegel fiir gesunde Personen werden mitO0,21 uM nitro-BSA

Equivalenten angegeberkKifan J et al, 1998 Zoliakiepatienten weisen
dagegen 1,2% 1,03 uM auf Ter Steege JCA et al 1998Die Werte der

Patienten nach HTX betragen im Koronarsinusblut @,88 uM.

Experimentell wurde gezeigt, dafd eine Angiotensininfusion bei Ratten Uber 3
Tage (in einer Konzentration, die keine Blutdrucksteigerung bewirkt) in einer
intimaspezifischen Erh6hung der 3-Nitrotyrosinimmunreaktivitat (in der
Aorta) resultiert, verbunden mit der Entstehung einer Endotheldysfunktion
(Wattanapitayakul S et al, 20D0Dies entspricht einer angiotensinvermittelt
gesteigerten Superoxidanionproduktion mit gleichzeitiger Inaktivierung von
NO (vgl.1.4.2.). Langfristig ware also eine Verminderung der 3-Nitrotyrosin-
bildung durch eine ACE-Hemmer-Therapie zu erwarten. Da sowohl die
Reaktion von NO mit @ als auch die 3-Nitrotyrosinbildung sehr schnell und
damit vorwiegend lokal am Entstehungsort (Endothel?) erfolgen, ist
zusatzlich die Aussagekraft der Plasmaspiegel zu klaren.

Die tendenzielle Erh6hung der Nitrotyrosinwerte im Koronarsinusblut laft
sich mechanistisch moglicherweise anhand umfassender Untersuchungen von
Amirmansour und MitarbeiternAmirmansour C et al, 1999erklaren, die
zeigen, dalR bei konstanter basaler Superoxidanionproduktion von
Aortenringen (Kaninchen) die Nitrotyrosinbildung bei Zugabe von NO-
Donoren (SNP, GSNO) konzentrationsabhéngig zunimmit.

Entsprechend kdnnte auch eine durch Quinaprilat gesteigerte lokale,
endogene NO-Bildung zu einer Nitrotyrosinbildung flhren. Literaturangaben
weisen allerdings darauf hin, daf3 die durch eNOS-Aktivierung erreichten NO-
Konzentrationen flr diese Reaktionen zu gering sind (vgl. 1.4.4.

Amirmansour C et al, 1999

(5) Akute Interaktion mit dem Endothelinsystem
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Vergleichbar mit den Ergebnissen einer friiheren Studie zur Bestimmung von
Endothelfunktion und Endothelin bei Patienten innerhalb des ersten Jahres
nach HerztransplantatioWeis M et al, 199) weisen auch die herztrans-
plantierten Patienten der vorliegenden Studie Uberwiegend erhohte
Endothelinplasmaspiegel auf. Im Gegensatz zum obengenannten frih
postoperativem Kollektiv ist in der jetzt vorliegenden Studie mit Patienten
31+ 36 Monate nach HTX im Durchschnitt eine transkardiale
Endothelinfreisetzung feststellbar.

Quinaprilat fahrt hier akut zu keiner signifikanten Veranderung der
Plasmaspiegel. Dabei fallt jedoch auf, da&ch der Quinaprilatinfusion die
Mehrzahl der Patienten eine transkardiale Endothelinaufnahme aufweist.

Hinsichtlich der Beeinflussung der Plasmaspiegel ist zunachst die kurze
Applikationszeit zu beachten. FUr die Endothelinfreisetzung ist tberwiegend
eine Regulation auf der Transkriptionsebene bekannt (vgl. 1.5). Hier reicht
das Mefintervall moglicherweise nicht aus, um eine Veranderung sichtbar zu
machen. Fiur die Bestimmung von Endothelinplasmaspiegeln gilt au3erdem,
dall diese nicht immer die lokale, vorwiegend abluminale Sekretion

reflektieren Grenier O et al, 1995%

Eine Ischamie/Reperfusionsstudie an perfundierten RattenhdBzannger F

et al, 1996 ergab allerdings eine Uberwiegend luminale Endothelinsekretion
mit einem signifikanten Anstieg zu Beginn der Reperfusion. Wurden dem
Perfusat wahrend der gesamten Versuchsdauer - d.h. 60 min Kontrollphase,
60 min Ischamie, 30 min Reperfusion - ACE-Hemmer (Ramiprilat 200 nMol,
Captopril 5 puMol) zugesetzt, erfolgte eine signifikante Verminderung des
Endothelinanstiegs. Innerhalb dieser Zeitspanne ist also bereits ein
Wirkungseintritt mdglich. Eine Hemmung erfolgte auch durch einen
Angiotensinrezeptorantagonisten (EXP 3174, aktiver Metabolit von
Losartan), wéahrend die Endothelinspiegel bei Kombination von ACE-
Hemmer und Bradykininrezeptorantagonisten (lcatibant) Uber die
Kontrollwerte (ohne Medikation) hinaus anstiegen. In diesem Modell sind
also sowohl Angiotensin- als auch Bradykinineffekte bestimmend fur die
Endothelinsekretion.
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4 DISKUSSION

Zwei finnische Studien zu Akuteffekten einer intravendsen Enaprilatinfusion
bei Intensivpatienten nach Herzinfarkighmo H et al, 1994bzw. Patienten
mit linksventrikularer Dysfunktion nach herzchirurgischen Eingrifféol{mo

H et al, 1997 ergaben jeweils eine Verminderung der erhdhten Endothelin-
plasmaspiegel innerhalb von zwei Stunden.

Zum langfristigen Effekt von ACE-Hemmern auf Endothelin nach Herztrans-

plantation liegen bisher keine Daten vor. Eine vergleichende Untersuchung
fur Patienten nach Nierentransplantation zeigt signifikant niedrigere

Endothelinplasmaspiegel fiur die mit Lisinopril behandelten Patienten

gegentber den mit Nifedipin behandelten Patienten. Dies korreliert zugleich
mit einer besseren mikrovaskularen Endothelfunktidsberg A et al, 2001

Insgesamt zeigen klinische Studien zum langfristigen Einsatz von ACE-
Hemmern und der Beeinflussung der Endothelinspiegel bei verschiedenen
Patientenkollektiven unterschiedliche Ergebnis®oldt J et al, 1998;
Schalkwijk CG et al, 2000

Eine Therapie mit Captopril oder Quinapril bei herzinsuffizienten Patienten
uber 4 Monate beeinfluRte die erhdhten Endothelinplasmaspiegel nicht
(Townend J et al, 1994 wahrend eine dreimonatige Anwendung von
Fosinopril bei Patienten mit Herzinsuffizienz die Endothelinplasmaspiegel auf
Normalwerte reduzierté3alatius-Jensen S et al, 1996

Der Langzeiteffekt von Quinapril auf Endothelin nach Herztransplantation
mufte somit in einer eigenen Studie geklart werden.

Offen bleibt auch die Frage, ob sich dann tatsachlich eine signifikante
Veranderung des transkardialen Endothelingradienten ergibt und wenn ja,
welche Mechanismen (verminderte kardiale Freisetzung oder kardialer
uptake?) daflr verantwortlich sind. In der oben genannten Studid\i@s et

al wurde eine Korrelation zwischen Endothelin-uptake und erhaltener
mikrovaskularer, sowie distaler epikardialer Endothelfunktion festgestellt.
Maoglicherweise spielen hier Expression und Funktion (Freisetzung von NO,
PGL Endothelinclearance, vgl. 1.5.) des Endothglezeptors eine Rolle.

Kirzlich konnte gezeigt werden, dal3 die Aufnahme von Endothelin in
Endothelzellen Uber ETI Rezeptoren erfolgt, Endothelin dabei partiell
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gespeichert wird und dal3 dieser Vorgang verbunden ist mit einer Inhibierung
der Transkription von Prepro-ET mRNA. Dieser negative Ruckkopplungs-
mechanismus kann fiur die physiologische Regulation des Endothelinsystems
entscheidend seirfsénchez R et al, 20D2

Interaktionen von ACE-Hemmung und Endothelinrezeptorexpression sind
bislang in der Literatur nicht bekannt.

4.2. Endothelspezifische Effekte von Quinaprilain vitro

Endothelspezifische Wirkungen von Quinaprilat - insbesondere die
Interaktion mit der Freisetzung von Endothelin sowie antioxidative Effekte -
werden anhand von Zellkulturmodellen untersucht. Dies ermoglicht zudem in
Erganzung zur Studie langere Inkubationszeiten und die Verwendung anderer
Detektionsmethoden fur oxidativen Stressialgivo.

Fluoreszenzmessungen im Uberstand von PAEC mit DAF-2 bestétigen
zundchst die endotheliale NO-Produktion (1) als eine wesentliche
Voraussetzung der postulierten Wirkmechanismen (vgl. 1.3.3.)

Quinaprilat bewirkt eine signifikante Hemmung der basalen Endothelin-
produktion von PAEC. Der Effekt entsprechender Konzentrationen von
Enalaprilat ist schwacher (2). Humane mikrovaskulare Endothelzellkulturen
(HMEC-1) weisen eine deutlich geringere Endothelinproduktion auf als
PAEC. TNFx bewirkt eine signifikante Steigerung der Endothelinproduktion,

die durch Coinkubation mit Quinaprilat signifikant gehemmt werden kann.

Die in der Patientenstudie beobachtete Interaktion von ACE-Hemmung und
Glutathionsystem und der vermutete Zusammenhang mit der Freisetzung von
NO konnen wiederum in einerer konzentrationsabhéngigen signifikanten
Abnahme intrazellularen Glutathions bei Inkubation von PAEC mit dem NO-
Donor Spermine-NONOate (3) bestatigt werden. Quinaprilat hat tendenziell
den gleichen Effekt.

Die Untersuchungen zur antioxidativen Wirksamkeit von Quinaprilat (4)
zeigen eine signifikante konzentrations- und zeitabhdngige Hemmung der
basalen und durch Angiotensin Il aktivierten DCF-Fluoreszenz von PAEC.
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(1) Detektion der NO-Freisetzung im PAEC-Modell

Eine intakte Funktion der eNOS im verwendeten Zellkulturmodell ist die
entscheidende, mechanistische Voraussetzung fir die postulierte Wirkung des
untersuchten ACE-Hemmers auf die endotheliale Produktion von Endothelin
und ROS (vgl. 1.5. und 1.4.2.).

In ergdnzenden Versuchen kann diese mit Hilfe eines Fluoreszenzindikators
zur direkten Bestimmung von freigesetztem NO im Zelliberstand (vgl. 2.3.4.;
Nakatsubo N et al, 199&achgewiesen werden.

Die bradykininvermittelte eNOS-Aktivierung durch Inkubation von
Endothelzellen (HUVEC, BAEC) mit einem ACE-Hemmer (Ramiprilat)
wurde zuvor anhand der Messung von intrazellular gebildetem cGMP gezeigt
und erfolgt bereits innerhalb von 10 miw{emer G et al, 1991

Mit der von uns verwendeten Methode ist entsprechend eine durch
Quinaprilat gesteigerte NO-Freisetzung feststellbar.

(2) Einflu® von Quinaprilat und Enalaprilat auf die Endothelinproduktion

Im PAEC Modell kann eindeutig belegt werden, dal3 die endotheliale
Endothelinfreisetzung durch Quinaprilat signifikant vermindert wird. Dieses
Ergebnis entspricht Untersuchungen an HUVEC, die diesen Effekt fir
Captopril und Enaprilat zeigenYpshida H et al, 1992 Die in unseren
Versuchsreihen feststellbare, starkere maximale Hemmung durch Quinaprilat
im Vergleich zu Enaprilat kdénnte auf Unterschiede in der substanz-
spezifischen Affinitat zum endothelialen ACBZau VJ et al, 200Llund der
Wirkdauer Kinoshita A et al, 1998zuriickzuftihren sein.

Die Hemmung kann sowohl durch Verminderung von Angiotensin Il, als
auch durch Potenzierung von Bradykinineffekten vermittelt sein (vgl. 1.5.).
An bovinen Endothelzellen wurde die Steigerung der Endothelinfreisetzung
durch Angiotensin Il gezeigEmori T et al, 1991 Dieser Effekt ist vermittelt
durch Induktion der Preproendothelin-1 mRNi&é&i T et al, 1992,

Die o0.g. Versuche vonyoshida et albestatigen eine Verminderung der
Endothelinfreisetzung durch Inkubation mit Bradykinin bzw. mit dem NO-
Donor SNP. In diesem Modell hat Angiotensin Il dagegen keinen Effekt.

93



4 DISKUSSION

Eine Erklarung fir diese Differenzen bietet vermutlich die unterschiedliche
Aktivierung einzelner Signaltransduktionswege im jeweiligen Zellkultur-
modell.

Die von uns verwendeten PAEC weisen bereits basal eine hohe Endothelin-
produktion auf. Der Anstieg unter Angiotensin Il war im Gegensatz zur
Verminderung unter Bradykinin nicht signifikant.

Die in einer kleineren Versuchsreihe eingesetzten humanen mikrovaskularen
Zellen (HMEC-1) zeigen eine - verglichen mit PAEC - basal geringe
Endothelinproduktion, die durch das Cytokinin TiNBignifikant gesteigert
wird. Die dabei gezeigte Hemmbarkeit der TéNBtimulierten Endothelin-
freisetzung kdnnte auch klinisch von Bedeutung sein.

Eine Zytokinaktivierung, wie sie gerade auch bei herztransplantierten
Patienten gefunden wirdWeis M et al, 1999 kann durch Induktion der
Preproendothelin-1 mRNA Marsden PA et al, 1992 zusatzlich eine
Aktivierung des Endothelinsystems verursachen. Die Therapie mit einem
ACE-Hemmer kdnnte diese Konsequenz abmildern.

AbschlielBend ist die Frage zu klaren, weshalb die Hemmwirkung von
Quinaprilat bei hoheren Konzentrationen wieder abnimmit.

Ein moglicher Erklarungsansatz dazu ist das Vorkommen von zwei
Bradykininrezeptorsubtypen auf EndothelzelleBulg C et al,1983 B;
Rezeptoren mit geringer und, Rezeptoren mit hoher Affinitat.

Durch Aktivierung des B Rezeptors wird NO freigesetzt und die
Endothelinproduktion inhibiert. Aktivierung des;BRezeptors stimuliert
dagegen die Endothelinsekretion. Bei vorrangiger Aktivierung de®/8ges

bzw. bei hohen Bradykininkonzentrationen steigt somit die gemessene
Endothelinkonzentration an. Ein entsprechendes Konzentrationsprofil wurde
auch fur Captopril gefundemMomose N et al, 1993

Eine eingeschrankte Wirksamkeit konnte zudem bedingt sein durch die
konzentrations- und zeitabhangige Induktion der ACE-mRNA, wie sie flr die
Inkubation von Endothelzellen mit Lisinipril und Captopril gezeigt wurde
(King SJ et al, 199p
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(3) Einflul exogener NO-Donoren auf intrazellulares Glutathion

Extrazellular ist die Bildung von S-Nitroso Verbindungen mit den
Eigenschaften von EDRF bekanrBtémler JS et al, 1992 Versuche mit
Neutrophilen haben gezeigt, dal3 extrazellulares NO (nach Diffusion) auch mit
intrazellularem Glutathion reagiert. Dabei wird GSNO gebildet, das zugleich
als Mediator antioxidativer Effekte fungiei€lancy RM et al, 19983

Vergleichbar damit und in Ergdnzung zu den Ergebnissen der Studie und der
in vitro Tests (vgl.4.1.), zeigen die Versuche mit Endothelzellen eine
konzentrationsabhangige Verminderung von intrazellularem GSH durch NO-
Donoren.

(4) Einflu® von Quinaprilat auf die endotheliale ROS-Produktion

Unsere Ergebnisse zeigen eine direkte antioxidative Wirksamkeit des ACE-
Hemmers Quinaprilat auf Endothelzellen. Die Zuverlassigkeit der dazu
verwendeten Methode einer direkten Bestimmung der intrazellularen DCF-
Fluoreszenz in Microtiterplatten wird in einer Arbeit von Wang und
Mitarbeitern bestatigt\ang H et al, 1999 Mit diesem Verfahren werden
jedoch verschiedene ROS (u.a. (4, organische Hydroperoxide,
Peroxynitrit) erfasst. Die DCF-Fluoreszenz als Index fur oxidativen Stress
kann sowohl durch eine Abnahme der ROS-Produktion, als auch durch eine
gesteigerte Aktivitat von Antioxidantien vermindert werddakubowski W et

al, 2000.

Auch bei der Bestimmung der extrazellulare Freisetzung von Superoxid-
anionen im Cytochrom C/SOD-Assay wurde ein inhibierender Effekt von
Quinaprilat gefunden. Untersuchungen mit dieser Methode und dem dabei
verwendeten HUVEC-Modell wurden jedoch aufgrund einer nicht
ausreichenden Reproduzierbarkeit nicht fortgesetzt. Die zugrundeliegenden
Ursachen konnten nicht geklart werden. Sie konnen unterschiedliche
Kulturbedingungen Jones SA et al, 1996 Sensitivitats-/Spezifitats-
unterschiede der Detektionsmethodérarpey MM et al, 2001 oder die
unterschiedlichen MelRkompartimente (intra-/extrazellular) beinhalten. Die
Orientierung der endothelialen Oxidasd&ariendling KK et al, 200D sowie

die Frage der extra- oder intrazellularen Freisetzung von Superoxidanionen
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und WasserstoffperoxidBayraktutan UB et al, 1998sind bislang nicht
eindeutig geklart.

Potentielle Mechanismen fir die antioxidative Wirkung wurden unter 1.4.1.
und 1.4.2. dargestelit.

Die Bedeutung einer Aktivierung vaskuldrer NAD(P)H-Oxidasen durch
Angiotensin Il, insbesondere fur die Entstehung von endothelialer
Dysfunktion und Atherosklerose, wird durch umfangreiche Literaturdaten
(Rajaopolan S et al 1996; Warnholtz A et al, 1999, Meyer JW et al, 2000
belegt. Daran konnen sowohl die verstarkte Expression von Untereinheiten
des Multienzymkomplexes als auch die Aktivierung durch Translokation der
cytosolischen Komponenten beteiligt sello(yz RM et al, 2002

Quinaprilat hemmt zunachst die basale DCF-Fluoreszenz von Endothelzellen.

NADH- und in geringerem Ausmal3 NADPH-abhangige Oxidasen wurden als
wichtigste Quelle der basalen ROS-Produktion in bovinen Endothelzellen
identifiziert. Beide werden durch DPI (vgl. 3.2.4.2.) gehemMbkazzab-H

KM et al, 1993.

Wesentliche Signaltransduktionswege zur Aktivierung von NAD(P)H-
Oxidasen verlaufen Uber die Aktivierung von Proteinkinase C (P&&rjach

A et al, 2000. Ein starker Aktivator von PKC ist PMA (vgl. 3.2.4.2.). Auch
fur Angiotensin Il konnte inzwischen eine PKC Beteiligung nachgewiesen
werden Mollnau H et al, 2002

Die entsprechende Charakterisierung der ROS-Produktion der von uns
verwendeten Endothelzellen durch DPI- und PMA-Inkubation zeigt eine
Beteiligung von NAD(P)H-Oxidasen unter basalen Bedingungen. Eine
maogliche Komponente der Quinaprilatwirkung ist somit eine verminderte
Aktivierung dieses Enzyms.

Nach PMA-Aktivierung ist keine signifikante Hemmwirkung von Quinaprilat
mehr erkennbarn vivo kdnnte der ACE-Hemmer jedoch zu einem friiheren
Zeitpunkt eingreifen, d.h. bereits die Bildung von Angiotensin Il und die
daraus folgende Aktivierung von PKC bzw NAD(P)H-Oxidasen verhindern.

Entsprechend den Ergebnissen der Arbeit von Zhang und Mitarbestkamg
H et al, 1999 an HUVEC bewirkt Angiotensin Il eine signifikante Steigerung
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der ROS-Produktion in PAEC. Von derselben Arbeitsgruppe wurde auch
gezeigt, dall dieser Anstieg verbunden ist mit der Aktivierung
membranstandiger NAD(P)H-Oxidasen, nicht aber der Xanthinoxidase.

Vergleichbar mit Quinapril bewirkte Lisinopril in dieser Studie eine
Verminderung der basalen Superoxidanionfreisetzung. Der Anstieg durch
anschlielRende Angiotensin Il Zugabe wurde jedoch nicht verhindert.

Unsere Ergebnisse zeigen, dall Quinapril auch bei Coinkubation mit
Angiotensin Il die DCF-Fluoreszenz signifikant verringert.

Dies ist ein Hinweis fur die Beteiligung weiterer Mechanismen, wie einer
gesteigerten NO-Freisetzung. Eine Madoglichkeit ist dabei die inhibierende
Wirkung von NO auf NAD(P)H-Oxidasen, ein Mechanismus, der bisher nur
an Neutrophilen gezeigt wurdeClancy RM et al, 1992 Eine weitere
Mdoglichkeit besteht in der Abschwachung dernD¥F-Oxidation durch
Reaktion von NO mit ROS (radical scavenger Effekte, vgl. 1.4.2).

SchlielZlich zeigen unsere Daten, dal3 die antioxidative Effektivitat des ACE-
Hemmers mit der Applikationsdauer deutlich zunimmt. Dieser Aspekt ist von
Interesse fur die Langzeituntersuchung der antioxidativen Wirksanmkeit
VIVO.

4.3. Schlul3folgerung

Insgesamt lassen die Ergebnisse der vorliegenden Patiententudie (koronare
Vasodilatation, partielle Reversibilitat einer Endotheldysfunktion,verbesserte
Bioverfluigbarkeit von NO), sowie die an Endothelzellen gezeigten
Quinaprilateffekte (Verminderung von Endothelin und oxidativem Stress)
somit erwarten, dafl} die langfristige Behandlung mit Quinaprilat oder
vergleichbaren ACE-Hemmern sich protektiv auf funktionelle und
morphologische Veranderungen der Transplantatvaskulopathie auswirken
kann.

Weitere Studien zur Anwendung von Quinaprilat nach Herztransplantation
konnten zusatzliche Mechanismen aufzeigen und deren klinische Relevanz
belegen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Eine Schadigung des Endothels und eine daraus resultierende
endotheliale Dysfunktion geht als initierendes Ereignis nachweisbaren
atherosklerotischen Veranderungen voraus. Eine koronare, vasomotorische
Endotheldysfunktion ist ein unabhangiger Pradiktor flr das Fortschreiten einer
atherosklerotischen Erkrankung und korreliert mit dem Risiko fur das Eintreten
kardiovaskularer Ereignisse.

Eine pharmakologische Mdglichkeit zur Verbesserung der Endothelfunktion
bieten ACE-Hemmer.

ACE ist identisch mit Kininase Il. ACE-Hemmung vermindert somit nicht nur
die Bildung des Vasokonstriktors Angiotensin Il und der damit verbundenen
atherogenen Effekte, sondern auch den Abbau von Bradykinin. Bradykinin-
vermittelt kommt es zum Anstieg von vasoprotektiven Mediatoren: NO,
Prostacyclin und EDHF. ACE ist zu 90 % im Gewebe und dabei Gberwiegend
auf Endothelzellen lokalisiert. Eine Endotheldysfunktion ist assoziiert mit der
Aktivierung lokaler Renin-Angiotensinsysteme (RAS) und verstarkter
Expression von Gewebe-ACE. Moglicherweise bestehen Klinisch relevante
substanzspezifische Unterschiede zwischen einzelnen ACE-Hemmern, die auf
einer unterschiedlichen Affinitdt zum Gewebe-ACE basieren.

Potentielle endotheliale Wirkmechanismen von ACE-Hemmern beeinhalten

(1) eine erhohte NO-Synthese

(2) antioxidative Effekte - insbesondere eine verminderte angiotensinvermittelte
Aktivierung von NAD(P)H-Oxidasen - und damit verbunden eine verbesserte
NO-Verflugbarkeit

(3) die Hemmung der Produktion des vasokonstriktorischen und proliferations-
fordernden Peptids Endothelin-1.

Herztransplantierte Patienten weisen eine hohe Pravalenz fir eine eingeschrankte
endothelabhangige epikardiale und mikrovaskuldre NO-vermittelte Dilatation
auf. Diese vasomotorische Endotheldysfunktion ist pradiktiv sowohl fir die
Entwicklung einer angiographisch nachweisbare TVP (StenosBf %), als

auch fur das Eintreten kardiovaskularer Ereignisse und kardiovaskularen Tod.

Ein aktiviertes Endothelinsystem nach HTX stellt einen Marker und Mediator ftir
die Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie dar. Die Bestimmung von
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Lipidoxidationsprodukten in Biopsien von herztransplantierten Patienten zeigen
eine zeitabhangige deutliche Zunahme von oxidativem Stress nach HTX.

Beide Faktoren - Aktivierung von Endothelin und erhdhter oxidativer Stress -
konnen ebenso wie eine verminderte eNOS-Aktivitdt zur Manifestierung einer
Endotheldysfunktion und damit zur Verschlechterung der Prognose beitragen.

Studienziel war deshalb die Ermittlung der Akutwirkung einer intrakoronaren
Applikation von Quinaprilat (Q, aktiver Metabolit von Quinapril, ACE-Hemmer
mit hoher Gewebeaffinitat) auf die koronare Vasomotion, die Bestimmung der
akuten antioxidativen Potenz, sowie des transkardialen Endothelingradienten vor
und nach Q. Parallel dazu wurden endothelzellspezifische Effekte in
Zellkulturmodellen detailliert untersucht.

Methoden:
Patientenstudie: Koronare Vasomotion nach i.c. Gabe von Q (Accupro iv) bei
Patienten nach HTX:

Die epikardiale (QCA) und mikrovaskulare (i.c. Doppler) Vasodilatation nach Q
(1,5 mg/ 3 min und 5 mg/ 5 min) wurde bei 32 herztransplantierten Patienten (31
36 Monate nach HTX) untersucht. Die Endothelfunktion wurde vor und nach Q-
Gabe im Acetylcholin-Test ermittelt. In Kooperation mit Prof. Becker
(Physiologisches Institut, LMU) wurden jeweils arterielle und koronarvendse
Konzentrationen fir GSH und GSSG (Glutathionstatus, Marker fir oxidativen
Stress) im Vollblut vor und nach Q mittels HPLC gemessen. Trankardiale ET-
Spiegel wurden aus den entsprechenden EDTA-Plasmaproben im ELISA
(Biomedica ermittelt. Zusatzlich wurde eine semiquantitative Bestimmung von 3-
Nitrotyrosinresten in Plasmaproteinen mittels ELISATCE Biologicals
durchgefthrt.

Der Mechanismus den vivo beobachteten akuten Interaktion von Quinaprilat mit
dem Glutathionsystem wurdalevitro (Blutproben) genauer charakterisiert.

Zellkulturversuche:

Als Basis fur die Versuche mit Endothelzellen wurde ein Modell fir aortale
Endothelzellen vom Schwein (PAEC) etabliert, sowie ergdnzend eine Zellinie
humaner mikrovaskularere Zellen (HMEC-1) verwendet.
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Endothelin-1 Konzentrationen im Zelliberstand wurden mittels Radioimmunoassay
(RIA) bzw. im ELISA (Biotrend bestimmt.

Die NO-Freisetzung der Zellen wurde durch Flureszenzmessungen (DAF-2)
verifiziert, die Interaktion von NO-Donoren mit intrazellularem Glutathion mit
einer modifizierten enzymatischen Bestimmungsmethode nach Tietze untersucht.
Zur Bestimmung antioxidativer Effekte von Q wurde zunachst die Superoxid-
anionenfreisetzung von HUVEC in Kooperation mit Dr. Sohn (Lehrstuhl  Prof
Pohl, Physiologisches Institut, LMU) in einem Cytochrom C/SOD-Assay
gemessen.

Weiterfihrende Untersuchungen wurden mit einer DCF-Fluoreszenzmethode bei
Herrn Prof. Krombach (Institut flr Chirurgische Forschung, LMU) durchgefuihrt.

Ergebnisse: Der ACE-Hemmer Quinaprilat (Q) bewirkt bei herztrans-
plantierten Patienten akut eine signifikante, konzentrationsabhéngige
koronare Vasodilatation ohne Beeinflussung von Herzfrequenz und Blut-
druck, sowie eine partielle Verbesserung der epikardialen und mikro-
vaskularen Endothelfunktion.

Die durch Q vermittelte Vasodilatation ist verbunden mit einer akuten,
signifikanten Verminderung der Glutathionblutspiegel (GSH) ohne Beein-
flussung von GSSG. Zusatzliche L-Arginingabe verstarkt diesen Effekt.

In vitro Tests zum Einflu@ von NO auf die Blutspiegel von Glutathion
ergeben eine signifikante Abnahme von GSH, verbunden mit der Bildung von
GSNO. Sie zeigen einen schnellen Abbau von GSNO und schlie3en eine
direkte Interaktion von Q mit GSH aus. Entsprechend bewirken NO-Donoren
eine Verminderung von GSH in Endothelzellen.

Ein Einflu3 einer Kurzinfusion von Q auf Plasmaspiegel von Endothelin-1
konnte nicht nachgewiesen werden. Der transkardiale Gradient wird
tendenziell in Richtung einer Aufnahme verandert.

In Endothelzellmodellen bewirkt eine Inkubation mit Q Uber 6h dagegen eine
konzentrationsabhangige Hemmung der basalen und stimulierten Freisetzung
von Endothelin, die im Vergleich zu Enalaprilat starker ausgepragt ist.
Wahrend akutin vivo keine Abnahme von Nitrotyrosin oder GSSG als
Marker fur oxidativen Stress nachweisbar ist, bewirkt die Inkubation von
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Endothelzellen mit Q eine konzentrations- und zeitabhangige Verminderung
der basalen und stimulierten DCF-Fluoreszenz.

Schlu3folgerung: Die prospektive Studie zeigt, dalR Quinaprilat stark
koronarvasodilatierend wirkt und teilweise die Endothelfunktion bereits akut
auch bei herztransplantierten Patienten verbessern kann. In Verbindung mit
den Ergebnissen der Zellkultur sprechen unsere Daten somit flr
weiterfuhrende Studien zum langfristigen Einsatz des ACE-Hemmers
Quinaprilat nach HTX. Akute antioxidative Effekte sind mit Hilfe des
Glutathionstatus noch nicht nachweisbar. Die beobachtete intrakoronare
GSH-Verminderung nach akuter ACE-Hemmung, verstarkt durch L-Arginin,
ist jedoch auch nicht mit der vermehrten Bildung von oxidiertem Glutathion
verbunden. Vielmehr unterstitzen die durchgefluhrtan vitro Unter-
suchungen in Verbindung mit Literaturdaten die Hypothese, dal3 der
festgestellte, akute koronarvasodilatorische Effekt einer ACE-Inhibition mit
Quinaprilat assoziiert ist mit einer stark verbesserten Bioverfiigbarkeit von
NO unter intermediarer Bildung von in Vollblut instabilem Nitroso-
glutathion.

Der bereits akut ausgepragte positive Effekt auf die koronare NO-Produktion
konnte sich langfristig (auch durch Induktion der eNOS-Expression)
verstarken. Insbesondere kdnnen auch idievitro gezeigte, antioxidative
Wirksamkeit und inhibierende Effekte auf das Endothelinsystem zum Erhalt
oder einer Wiederherstellung der koronaren Endothelfunktion beitragen.
Mdoglicherweise lassen sich damit auch morphologische Veranderungen einer
Transplantatvaskulopathie verhindern und eineVerbesserung der Prognose fur
herztransplantierte Patienten erreichen.
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