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Einleitung

|. Einleitung

.1 Vasopeptidase-Inhibition

Der Begriff Vasopeptidase ist aus der Zusammensetzung der beiden Begriffe
‘vasoaktiv’ und "Peptidase” entstanden. So kann unter einer Vasopeptidase jegliche
Peptidase verstanden werden, die an der Bildung oder am Abbau vasoaktiver
Peptide beteiligt ist (Molinaro, Rouleau, et al. 2002). Eingang in die Literatur erhielt
diese Wortschépfung im Jahre 1999 als Uberbegriff fir eine neue
Medikamentenklasse, die Vasopeptidase-Inhibitoren (VPIs). Kennzeichnend fir die
urspringlich auch Metallopeptidase-Inhibitoren genannten Wirkstoffe ist, dass sie als
duale VPIs gleichzeitig ACE (angiotensin-converting-enzyme) und NEP (neutrale
Endopeptidase) (Burnett 1999) oder sogar als ‘triple” VPIs, zusatzlich ECE
(endothelin-converting-enzyme) hemmen (Ksander, Savage, et al. 1998).
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Die Notwendigkeit, neue, effektive Behandlungsstrategien flr eine optimierte
Einstellung von arteriellem Hypertonus und zur Therapie schon bestehender
Herzinsuffizienz zu entwerfen, dréngt sich angesichts der hohen Patientenzahlen und
einem betrachtlichen, nicht suffizient behandelten Kollektiv auf (Berlowitz, Ash, et al.
1998). Der Gedanke, durch eine kombinierte ACE- und NEP-Hemmung eine bessere
Alternative zur ACE-Monotherapie zu bieten, basiert auf den Interaktionen der drei
Regulierungssysteme, die fur Blutdruck und Flissigkeitshaushalt zustandig sind. Das
RAAS (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System), das Kallikrein-Kinin-System und das
NPS (natriuretic peptide system) spielen physiologischerweise erfolgreich zusammen
und eine selektive Hemmung eines einzelnen Schlisselenzyms, ACE oder NEP,
fuhrt oft nicht zu den erhofften umfassenden und lang anhaltenden Erfolgen, wie es
sich gerade im Falle der selektiven NEP-Hemmung, aber auch teilweise bei
selektiver ACE-Hemmung zeigte (Corti, Burnett, et al. 2001; Burnett 1999; Cleland &
Swedberg 1998; Richards, Wittert, et al. 1993). Ein weiteres denkbares
Anwendungsgebiet der Vasopeptidase-Inhibitoren wéare das Management nach
Myokardinfarkt (Lapointe, Blais, et al. 2002) und zur Verminderung eines Ischamie-
Reperfusionsschadens im Rahmen von Organtransplantationen, nach Kardioplegie
bei Herzoperationen, nach PTCA usw., wo derzeit u. a. ACE-Hemmer zum Einsatz
kommen (Gurevitch, Pevni, et al. 1997; Korn, Kréner, et al. 2002; Lazar, Volpe, et al.
1998).

Die Tatsache, dass ACE und NEP, beides membranstandige, Zink-abhangige
Metallopeptidasen, strukturelle Ahnlichkeiten am katalytischen Zentrum aufweisen,
ermoglichte die Entwicklung eines dualen Vasopeptidase-Inhibitors (Robl, Sun, et al.
1997). Inzwischen sind mehrere duale Vasopeptidase-Inhibitoren synthetisiert
worden, von denen einige zur Zeit in préklinischen und klinischen Studien erprobt
werden (Weber 2001), allen voran Omapatrilat (Vanlev™, Bristol-Myers-Squibb), das
im Kapitel 1.6 nédher charakterisiert wird.
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.2 ACE - Schliisselenzym des Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systems (RAAS) und Kallikrein-Kinin-Systems

ACE wurde 1956 erstmalig als ,hypertensin-converting-enzyme* isoliert (Skeggs,
1956). Heute ist diese 180 kDa schwere Zink-abhdngige Metalloprotease
hauptsachlich als Angiotensin-converting-enzyme (ACE) (EC 3.4.15.1), als
Kininase Il oder Peptidyldipeptidase A bekannt. ACE kommt vorwiegend an der
Blrstensaummembran der Niere, am GefaBendothel der Lunge, aber auch in
verschiedenen anderen Organen wie Herz, Gehirn und Intestinum vor. Es ist als
Ektoenzym mit einem kurzen C-terminalen Ende in der Membran verankert. Beide

aktiven katalytischen Zentren sind an der Zelloberflache exponiert.

Angiotensin converting enzyme
(ACE, EC 3.4.15.1)

Somatic

T
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Abb. I.1: Struktur des humanen Angiotensin-Converting-Enzymes (ACE)

Neben den bekanntesten Substraten des ACE, Angiotensin | und Bradykinin, ist das
Enzym an der Spaltung einer Reihe weiterer Peptide beteiligt. Dazu gehdren Ang (1-
7), Kallidin, des-Arg®-BK, N-acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro, Substanz P, Enkephaline, LHRH
und Neurotensin (Campbell 2003; Eriksson, Danilczyk, et al. 2002; Erdés 1990). Mit
der Umwandlung von AT | zu dem potenten Vasokonstriktor AT Il hat ACE einen
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wesentlichen Einfluss auf die Blutdruckregulation. Zudem spielt Angiotensin Il auch
eine Rolle bei der Proliferation und Hypertrophie von Endothel- und glatten
Muskelzellen in BlutgefaBen (Stroht & Unger 1999). Als Kininase Il wandelt ACE
Bradykinin in inaktive Metabolite um und schaltet so dessen vasodilatierende
Wirkung aus (Linz, Wiemer, et al. 1995; Bhoola, Figueroa, et al.1992). Auf diesen
Eigenschaften aufbauend, wurden die ACE-Inhibitoren als pharmazeutische
Optionen in der Behandlung des arteriellen Hypertonus, sowie der Herzinsuffizienz
synthetisiert. Dort stellen sie heute einen Grundpfeiler in der Therapie dar (Patel,
Konstam, et al. 2002). Zudem stellte sich heraus, dass diese Medikamentenklasse
neben den hamodynamischen Effekten auch in Situationen nach Ischamie und
Reperfusion sowohl kurz- als auch langerfristige positive Wirkungen aufweist (Wang,
Pernow, et al. 2002). So kénnen ACE-Hemmer u. a. zu einer Verbesserung der
postischdmischen Herzfunktion beitragen (Massoudy, Becker, et al. 1995; Linz &
Schélkens 1987) und langerfristig bindegewebigen Umbauvorgangen im Myokard
nach einem Myokardinfarkt, dem kardialen ‘remodeling’, entgegenwirken und damit
die mittlere Uberlebenszeit nach einem solchen Ereignis verlangern (Linz, Wiemer, et
al. 1995; Yousef, Redwood, et al. 2000; Pfeffer, Braunwald, et al. 1992).

. . Kininogen
| Angiotensinogen |
Kallikrein
+
- l

Bradykinin ’/'
Angiotensin | i

T +

| ACE |—™

Inaktive
Angiotensin n Metaholite

Abb. 1.2: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und Kallikrein-Kinin-System




Einleitung

.3 Neutrale Endopeptidase

Die neutrale Endopeptidase EC 3.4.24.11, auch Enkephalinase oder Neprilysin
genannt, wird der Familie der M 13 Membran-Metallopeptidasen (MME) zugeordnet
und ist ein membrangebundenes, an der Zelloberflache lokalisiertes Enzym, das in
vielen Organen und Geweben vorkommt. Hohe Aktivitaten finden sich im
Tubulussystem der Niere, im ZNS, in der GefadBwand aber auch im Parenchym von
Herz, Lungen, Intestinum und Nebennieren (Veelken & Schmieder 2002; Weber
2001; Erd6s & Skidgel 1989; Roques, Noble, et al. 1993). NEP ist ein Metalloenzym
mit Zink im aktiven Zentrum, das Peptide am N-terminalen Ende hydrophober
Aminosauren spaltet. Damit greift die neutrale Endopeptidase in vielfaltiger Weise in
die Funktion endogener Peptide ein. Sie inaktiviert vasodilatierende Substanzen wie
die natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP, Bradykinin, Adrenomedullin und ist
am Abbau von Substanz P, Endothelin I, Angiotensin Il u. a. beteiligt (Molinaro,
Rouleau, et al. 2002; Erdés & Skidgel 1989; Roques, Noble, et al. 1993). Zudem
weist NEP, wie schon erwdhnt, strukturelle Ahnlichkeit mit der katalytischen
Untereinheit des ACE auf.

Da die neutrale Endopeptidase am Abbau kardiovaskuldrer und renal wirksamer
Peptide beteiligt ist, ging man davon aus, dass eine NEP-Hemmung eine attraktive
Méglichkeit zur Behandlung von arterieller Hypertonie und Herzinsuffizienz waére. In
klinischen Studien jedoch erwiesen sich die selektiven NEP-Inhibitoren als nicht
suffizient, da bei langerfristiger NEP-Hemmung eine kompensatorische Aktivierung
des RAAS eintrat, was die zuvor erreichte Blutdrucksenkung relativierte (Kentsch,
Otter, et al. 1996; Richards, Wittert, et al. 1993). Ein weiterer mdglicher Grund fir die
limitierte Wirkung der selektiven NEP-Hemmer kénnte die Unspezifitdt der Neutralen
Endopeptidase sein, die auch am Abbau vasokonstriktorischer Peptide wie
Angiotensin Il und Endothelin beteiligt ist (Sagnella 2001; Richards, Wittert, et al.
1993).
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Abb. 1.3: Struktur der humanen neutralen Endopeptidase (mit Phosphoramidon)

.4 Die natriuretischen Peptide

Die wichtigsten Vertreter aus der Familie der natriuretischen Peptide sind derzeit:
ANP (atrial natriuretic peptide), BNP (brain natriuretic peptide) und CNP (C-type
natriuretic peptide). Jedes einzelne dieser natriuretischen Peptide unterliegt einer
eigenen, spezifischen Gewebeverteilung und Regulierung. Strukturell gesehen
verbindet diese Peptide ein allen gemeinsamer 17 Aminosauren langer, Gber eine
intramolekulare Disulfidbriicke zusammengeflgter Cys-Cys-Ring (Abb. 1.4). Das NPS
(natriuretic-peptide-system) zeigt eine Vielfalt von mabglichen Wirkungen, wie
Natriurese, Diurese, Vasodilatation, eine Hemmung des RAAS (Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System), eine Verringerung der Zellproliferation in BlutgefaBen und
Myokard sowie Hemmung des Sympathikus (Corti, Burnett, et al. 2001; Levin,
Gardner, et al. 1998).

Die Aktivitat der natriuretischen Peptide erfolgt tGber Rezeptoren an der Oberflache
der Zielzellen (NPR-A und NPR-B), die Uber die membranstéandige Guanylylcyclase

6
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(particulate guanylyl cyclase, PGC), zu einer Bildung von cGMP als second
messenger fuhren. Der Abbau der natriuretischen Peptide wird, je nach
Gewebelokalisation zu verschiedenen Anteilen, zum einen von der neutralen
Endopeptidase (NEP), zum anderen vom NPR-C (natriuretic-peptide-clearance-
receptor) Ubernommen (Levin, Gardner, et al. 1998; Sagnella 2001). Vorrangig
aufgrund ihrer hamodynamischen Effekte rlicken die natriuretischen Peptide oder
synthetisierte Designer-Peptide immer mehr ins Interesse und werden derzeit teils in
praklinischen und klinischen Studien getestet (Sagnella 2001; Colucci, Elkayam, et
al. 2000). Auch in der Diagnostik nimmt die Bedeutung der natriuretischen Peptide zu
(Maisel, Krishnaswamy, et al. 2002).

Abb. |.4: Struktur der natriuretischen Peptide
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.4.1 ANP und N-terminale ANP-Fragmente

Atrial natriuretic peptide, 1981 von de Bold erstmalig entdeckt (de Bold, Borenstein,
et al. 1981), wird vorwiegend in den Herzvorhéfen produziert, dort in Granula
gespeichert und u. a. bei erhéhter Vorhofwandspannung, die den Hauptstimulus fir
die Freisetzung von ANP darstellt, freigesetzt (Stein & Levin 1998). Das 126
Aminosauren lange Prakursor-Protein pro-ANP wird in ein 98 AS langes Amino-
Fragment (1-98), sowie in ein aus 28 AS bestehendes Carboxy-Fragment (99-126)
gespalten, das dem reifen ANP (a-ANP [1-28]) entspricht. Beide Fragmente sind im
humanen Blutplasma nachweisbar. Erhdéhte Plasmaspiegel werden u. a. bei
Patienten mit Herzinsuffizienz (Levin, Gardner, et al. 1998; Burnett 1999) und nach
Myokardinfarkt (Wilkins, Redondo, et al. 1997; Stein & Levin 1998) beobachtet. Des
Weiteren gibt es mehrere andere pro-ANP-Fragmente, die ebenfalls biologisch aktiv
zu sein scheinen: Fragment 1-30, ‘long acting natriuretic peptide” genannt, Fragment
31-67 oder "vessel dilator peptide” und “kaliuretic peptide” (Fragment 79-98) (Vesely
2001; Vesely, Dietz, et al. 1999). ANP bt seine Wirkung vorwiegend Uber Bindung
an den NPR-A-Rezeptor aus, der eine cGMP-abhangige Signalkaskade aktiviert
(Levin, Gardner, et al. 1998). Die ANP-abhangige Blutdrucksenkung kommt zum
einen durch Auslésung einer Natriurese und Diurese in der Niere, einer
gegenregulatorischen Hemmung des RAAS und einer Vasodilatation zustande. Zum
anderen wird eine Flissigkeitsverschiebung in den Extravasalraum durch erhdhte
Endothelpermeabilitdt diskutiert (Wijeyaratne & Moult 1993). Durch Verminderung
der sympathikotonen Wirkung am peripheren GefaBsystem flhren erhdhte ANP-
Spiegel zu einer Vasorelaxation. Zudem werden sowohl ANP als auch BNP
parakrine Eigenschaften zuteil, indem sie auf die glatten Muskelzellen der
GefaBwande proliferationshemmend wirken und einer Myokardhypertrophie
entgegenwirken (ltoh, Pratt, et al. 1990; Corti, Burnett, et al. 2001; Hayashi,
Tsutamoto, et al. 2001). Noch nicht ganz geklart ist die Rolle von ANP bezlglich der
Hemmung des Vasokonstriktors Endothelin (Ando, Rahman, et al. 1995; Hu, Levin,
et al. 1992; Ruschitzka, Corti, et al. 1999).
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1.4.2 Weitere natriuretische Peptide

BNP wird v. a. im Ventrikelmyokard produziert. Der adaquate Stimulus fir die
Freisetzung von BNP ist ein gesteigertes Ventrikelvolumen. Erhdhte Plasmaspiegel
an BNP werden demnach z. B. bei Patienten mit ventrikularer Hypertrophie und
Herzinsuffizienz gefunden (Maisel, Krishnaswamy, et al. 2002). Pro-BNP ist ein 108
Aminosauren langes Molekil, reifes BNP besteht aus 32 AS. Die Wirkung erfolgt
zum Grossteil Uber die Bindung an den NPR-A, der Abbau, wie auch bei ANP, lber
die neutrale Endopeptidase und den NPR-C (natriuretic-peptide-clearance-receptor)
(Levin, Gardner, et al. 1992; D’Souza, Yellon, et al. 2003; Wilkins, Redondo, et al.
1997).

Von CNP existieren zwei Formen: eine 22 AS lange Form und ein aus 53 AS
bestehendes Molekull. Die klrzere Form ist biologisch aktiver und herrscht auch
quantitativ vor. Insgesamt sind jedoch die Plasmakonzentrationen an CNP sehr
gering (Clavell, Stingo, et al. 1993). CNP ist im Organismus weit verbreitet und
kommt sowohl in Niere, Lunge, Herz, ZNS als auch in Endothelzellen der GefaBwand
vor (Levin, Gardner, et al. 1998; Barr, Rhodes, et al. 1996). Den adaquaten Reiz fir
die CNP-Freisetzung stellen Scherkrafte am Endothel dar. Die Wirkung von C-type
natriuretic Peptide scheint, entgegen seinem Namen nicht natriuretisch zu sein,
sondern eher lokal am Endothel anzusetzen (Clavell, Stingo, et al. 1993) und dort zu
einer Vasodilatation zu fahren. Ferner wirkt es, ahnlich wie ANP, antiproliferativ
(Levin, Gardner, et al. 1998; Chen & Burnett 1998). CNP bindet vorwiegend an den
NPR-B. Uber ein Zusammenspiel mit NO bei der Beeinflussung des GefaBtonus
(Wennberg, Miller, et al. 1999) als auch Uber eine Beteiligung bei der Entstehung
atheromatéser Plaques (Brown, Chen, et al. 1997) werden MutmaBungen angestellt.

Ein weiteres, erst kirzlich aus dem Gift der grinen Mamba (Dendroaspis
angusticeps) isoliertes Mitglied der Peptidfamilie ist DNP (Dendroaspis natriuretic
peptide) (Schweitz, Vigne, et al. 1992). Funktion und Vorkommen von DNP sind noch
weitgehend ungeklart, jedoch gibt es Hinweise auf eine Immunoreaktivitit von DNP
sowohl im humanen Plasma als auch im Vorhofmyokard. DNP zeigt eine, dem ANP
ahnliche natriuretische und diuretische Wirksamkeit; des Weiteren wird Uber

vasorelaxierende Eigenschaften und eine starke Erhéhung der cGMP-Spiegel

9
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berichtet. Es soll eine erhéhte Resistenz gegeniber der neutralen Endopeptidase
aufweisen (Lisy, Jougasaki, et al. 1999; Schirger, Heublein, et al. 1999).

Sowohl Urodilatin, ein aus dem Urin isoliertes pro-ANP Fragment (95-126), sowie
Adrenomedullin, ein aus Phaochromazytomen isoliertes Peptid zeigen natriuretische
und vasodilatierende Eigenschaften (Levin, Gardner, et al. 1998; Lisy, Jougasaki, et
al. 1998). Eine Applikation von Urodilatin scheint den Reperfusionsschaden zu
verringern (Inserte, Garcia-Dorado, et al. 2000). Adrenomedullin soll z. B. bei
Herzinsuffizienz positive hdmodynamische Effekte ausiben (Nagaya, Satoh, et al.
2000).

.5 Bradykinin

Das Nonapeptid Bradykinin stellt den prominentesten Vertreter der, aus einer Reihe
potenter, bioaktiver Autakoide bestehenden Kinin-Familie dar, die durch Abspaltung
vom Vorlaufer Kininogen entstehen (siehe Abb. |.2). Die Konzentration und damit die
Wirksamkeit der Kinine hangt insbesondere von ihrem enzymatischen Abbau ab
(Regoli & Barabe 1980; Linz, Wiemer, et al. 1995; Kokkonen, Lindstedt, et al. 2000).
Im Herzen sind sowohl ACE, als auch die neutrale Endopeptidase daran beteiligt,
wobei bezlglich der Lokalisation Unterschiede vermutet werden. So scheint im
Interstitium die neutrale Endopeptidase maBgeblich an der Degradierung des
Bradykinins beteiligt zu sein, im GefaBbett ACE den Grossteil des Abbaus zu
ubernehmen (Kokkonen, Lindstedt, et al. 2000). Bradykinin zeigt vor allem
hamodynamische Wirkungen, indem es Uber die Freisetzung von NO,
Prostaglandinen (Lamontagne, Kénig, et al. 1992) und EDHF (endothelium-derived
hyperpolarizing factor) (Hecker, Bara, et al. 1994) vasorelaxierend wirkt. Neben
positiven Kurzzeiteffekten nach Myokardinfarkt, sowie postischamischer Reperfusion,
sind auch langerfristige Auswirkungen bekannt, wie eine Reduktion der
linksventrikularen Hypertrophie, als auch das Aufhalten einer Progression einer
Herzinsuffizienz. Kinine Gben ihre pharmakologische Wirkung Uber die Aktivierung
von BKj- und BK3-Rezeptoren aus, wobei Lys-BK (Kallidin) und BK Agonisten des
BK2>-Rezeptors sind, Lys-BK und BK (1-8) am BKji-Rezeptor binden (Dumoulin,
Adam, et al. 1998; Raut, Rouleau, et al. 1999; Kokkonen, Lindstedt, et al. 2000).
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1.6 Omapatrilat (Vanlev™)

Omapatrilat (BMS 186716, Vanlev™) ist der Vasopeptidase-Inhibitor, der in seiner
Klasse innerhalb der klinischen Studien am weitesten fortgeschritten ist. Arterieller
Hypertonus und Herzinsuffizienz stellen mdgliche Einsatzgebiete dar. Abb. 1.5 zeigt
die chemische Struktur von Omapatrilat (C19H24N204S,), dessen Molekulargewicht
408.5 Da betragt. Omapatrilat hemmt selektiv kompetitiv gleichzeitig NEP und ACE,
wobei die Hemmkonstanten ca. 8,9 nM fir NEP und 6,0 nM fir ACE betragen
(Rouleau, Pfeffer, et al. 2000; Burnett 1999). In Konzentrationen bis zu 100 pmol/l
konnte keine Hemmung anderer Metalloproteasen (wie z. B. Kollagenase,
Carboxypeptidase A und B, Aminopeptidase, Endothelin-converting-enzym, Matrix-
Metalloprotease) beobachtet werden (Weber 2001).

Abb. 1.5: Chemische Struktur von Omapatrilat

Omapatrilat hat eine orale Bioverfligbarkeit von 30% und wird aufgrund seines
lipophilen Charakters zu ca. 80% an Plasmaeiwei3 gebunden. Omapatrilat wird
hepatisch metabolisiert und renal eliminiert. Die effektive Halbwertszeit liegt bei 14-
19 Stunden (Quaschning, Corti, et al. 2000; Rouleau, Pfeffer, et al. 2000).

11



Einleitung

Angiotensinogen

Angiotensin |
| —]
s <‘
f Inaktive
mMetabaliten
A J Kininogen 'V

Angiotensin I ﬂ ini £t
ngiotensin Bradykinin n | 50

Abb. 1.6: Wirkmechanismus des Vasopeptidase-Inhibitors Omapatrilat

In einigen préklinischen und klinischen Studien hat sich Omapatrilat als ein
wirkungsvolles Therapeutikum erwiesen. Bei Versuchen mit Ratten erzielte eine
Einmaldosis Omapatrilat in allen drei Renin-Modellen eine signifikante Senkung des
mittleren arteriellen Drucks (Trippodo, Robl, et al. 1998). Ferner fihrte Omapatrilat
bei Salz-sensitiven Dahl-Ratten zu einer weitaus gréBeren endothelabhéngigen
Relaxation, als eine Behandlung mit dem selektiven ACE-Hemmer Captopril
(Quaschning, Corti, et al. 2000). In Versuchsreihen mit kardiomyopathischen
Hamstern zeigte eine Behandlung mit Omapatrilat verldngerte Uberlebenszeiten,
verglichen mit dem ACE-Inhibitor Captopril (Trippodo, Robl, et al. 1998). Bei Hunden
mit einer, durch elektrische Uberstimulation induzierter Herzinsuffizienz, fiihrte
Omapatrilat zu einer verbesserten kontraktilen Restfunktion (Thomas, McDaniel, et
al. 1998). Sowohl die praklinischen Studien als auch die anschlieBenden groB
angelegten klinischen Studienprogramme, die die Wirksamkeit und Sicherheit von
Omapatrilat fir die zugelassenen Anwendungsgebiete (arterielle Hypertonie und
Herzinsuffizienz) testen sollten (IMPRESS, OPERA, OKTAVE und OVERTURE),
erzielten insgesamt recht ermutigende Ergebnisse (Rouleau, Pfeffer, et al. 2000;
Sheth, Parker, et al. 2002; Coats 2002; Packer, Califf, et al. 2002; Nawarskas, Rajan,
et al. 2001). Die OVERTURE-Studie ergab jedoch, entgegen den Erwartungen,
keinen Vorteil von Omapatrilat zu Enalapril. Zudem trat das bei ACE-Hemmung
schon bekannte Angioédem bei Omapatrilat-behandelten Patienten deutlich haufiger
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auf. Diese Erkenntnisse stoppten die Zulassung des Vasopeptidase-Inhibitors
Omapatrilat bis auf weiteres (Coats 2002).

.7 Der postischamische Reperfusionsschaden

Eine Unterbrechung des Blutflusses, also ein Perfusionsstopp, verursacht, je nach
Dauer und Art des Gewebes, einen Ischamieschaden. Paradoxerweise 16st eine
Wiederherstellung des Blutflusses, die im Falle des Herzens die Rettung des
ischamischen Myokards darstellt, selbst eine Kaskade von Ereignissen aus, die zu
einer zusatzlichen Zellschadigung, dem sogenannten Reperfusionsschaden fiihrt. So
beschreibt der Reperfusionsschaden einen, von einer vorausgehenden Ischamie
abhangigen, weiteren Prozess, der von einer erneuten Perfusion des geschadigten
Gewebes ausgel6st wird (Piper, Garcia-Dorado, et al. 1998; Anaya-Prado & Toledo-
Pereyra 2002). Obwohl die Abgrenzung zwischen den durch Ischamie und
Reperfusion bedingten Schaden nicht immer eindeutig ist, besteht doch inzwischen
Einvernehmen (ber die Existenz eines eigenstandigen, der ischamischen Phase
folgenden Reperfusionsschadens (Hearse & Bolli 1992, Bolli 1992; Fox 1992). Bei
der Schwere und Ausdehnung des Reperfusionsschadens spielt die Dauer der
vorangegangenen Ischamie eine wesentliche Rolle. So ist bei einer sehr kurzen
Ischamiezeit ein zu vernachlassigender bis geringer Reperfusionsschaden zu
erwarten. Ebenso wird bei einer sehr lang anhaltenden, eventuell schon zur Nekrose
fihrenden Ischamie die Reperfusion einen relativ geringeren zusatzlichen Schaden
herbeiflihren (Gebhard 1990).

Im klinischen Alltag tritt der Ischadmie-Reperfusionsschaden bei einer Reihe von
Krankheitsbildern und therapeutischen Interventionen auf, wie z. B. bei
Myokardinfarkt, cerebralen Insulten, PTCA (perkutane transluminale
Koronarangioplastie), Kardioplegie bei Herzoperationen, Organtransplantationen,
usw. (Verma, Fedak, et al. 2002) und ist daher Gegenstand vieler Studien. Der
Reperfusionsschaden des Herzens wird durch myokardiale, kardiovaskulare und
elektrophysiologische Dysfunktion, die durch den wiedereinsetzenden Blutfluss
bedingt ist, apparent. Klinisch auBert er sich durch Arrhythmien, myokardiales
‘stunning” (reversible, kontraktile Dysfunktion), Endothelschaden und Zelluntergang
(letaler Reperfusionsschaden) (Hearse & Bolli 1992).
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Mechanismen, die zur Entwicklung eines Reperfusionsschadens beitragen, sind die
Bildung freier Sauerstoffradikale, eine intrazellulare Ca®*-Uberladung, endotheliale
und mikrovaskulare Dysfunktion, sowie die Aktivierung von Plattchen, Neutrophilen
und Plasma-Komplement (Wang, Pernow, et al. 2002; Verma, Fedak, et al. 2002).
Zusatzlich kommt es zur akuten Freisetzung des inflammatorischen Zytokins TNF-a
(Gurevitch, Frolkis, et al 1996).

I.7.1 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen

Freie Radikale, vor allem Hydroxylradikal (OH), Superoxid (O2) und Stickoxid (NO),
sowie Oxidantien wie H.O,, HOCI und ONOOQO" spielen eine zentrale Rolle bei der
Entstehung des Reperfusionsschadens (Verma, Fedak, et al. 2002; Anaya-Prado,
Toledo-Pereyra, et al. 2002; Hearse & Bolli 1992, Becker, Massoudy, et al. 1993).
Freie Radikale sind dadurch gekennzeichnet, dass sie ein ungepaartes Elektron
enthalten und daher &uBerst reaktionsfreudig sind. Mit Einsatz der Reperfusion
kénnen innerhalb weniger Minuten groBe Mengen an Sauerstoffradikalen und
Oxidantien entstehen, die bis zu Stunden nach Wiedereinsetzen des Blutflusses
weiterproduziert werden (Bolli, Jeroude, et al., 1989; Ambrosio & Tritto 1999).
Molekularer Sauerstoff, der auf das ischamische Gewebe ftrifft, stellt eine Quelle flr
die O.-Radikalbildung dar, zum anderen spielen die Enzyme Xanthin-Oxidase,
Cytochrom-Oxidase, Cyclooxygenase und NO-Synthase eine Rolle, sowie die
Oxidation von Katecholaminen. Auch sind die Aktivierung von Neutrophilen und die
Freisetzung von PAF (platelet activating factor) am Entstehungsprozess der
reaktiven Sauerstoffverbindungen beteiligt (Verma, Fedak, et al. 2002; Carden &
Granger 2000).

Zudem sind die endogenen Schutzmechanismen, z.B. enzymatische Radikalfanger
und Antioxidantien wie Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase, Katalase u. a.,
durch die Ischamie geschadigt und kénnen dem Reperfusionsschaden nicht oder nur
eingeschrankt entgegenwirken (Wang, Pernow, et al. 2002; Verma, Fedak, et al.
2002).

14



Einleitung

1.7.2 Stérung des Kalzium-Haushalts

Wahrend der Ischamiezeit kommt es nach der Depolarisation der Zellmembranen zu
einem massiven Kalziumeinstrom in den Intrazellularraum. Zusatzlich wird
intrazellular Kalzium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt. Unter
physiologischen  Umstanden wirde nach dem  Kalziumeinstrom eine
Muskelkontraktion folgen. Da aufgrund der Ischadmie nur noch ungentigend ATP zur
Kontraktion zur Verfigung steht, kommt es erst mit Einsetzen der Reperfusion und
damit der erneuten Mdglichkeit zur Bildung der nétigen Energiedaquivalente zur
Kontraktion. Die extrem erhdhte intrazellulare Kalziumkonzentration fihrt bei wieder
bereitgestelltem ATP zu unkontrollierten Hyperkontrakturen der Kardiomyozyten, vor
allem in der ersten Phase der Reperfusion, was zu schweren Schaden des zellularen
Cytoskeletts oder gar zum Zelltod fihren kann (Piper, Siegmund, et al. 1996; Piper,
Garcia-Dorado, et al. 1998).

Des Weiteren werden Zellschadigungen durch Kalzium-aktivierte Proteasen, als
auch eine Proteolyse des Troponin | diskutiert (Bolli & Marban 1999; Gao, Atar, et al.
1997; Gao, Liu, et al. 1996)

1.7.3 Mikrovaskuladre und endotheliale Dysfunktion

Ischamie und Reperfusion flihren zu einer Dysregulation des Endothels. So stellt das
Endothel in dieser Situation eine Quelle potenter Vasokonstriktoren, wie z.B.
Endothelin | oder der oben genannten Sauerstoffradikale (scavenger des
Vasodilatators NO) dar, was zu einer Reduktion des Koronarflusses flihren kann.
Zusatzlich tragt das geschadigte Endothel zur Aktivierung von Neutrophilen und
Plattchen, als auch zum Austritt von FlUssigkeit und Proteinen und damit zur
Odembildung bei (Wang, Pernow, et al. 2002; Carden & Granger 2000; Verma,
Fedak, et al. 2002).
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1.7.4 Aktivierung von Platichen, Neutrophilen und Komplement

Das aktivierte Endothel erfahrt eine vermehrte Expression von Adhasionsproteinen
und eine gesteigerte Zytokinfreisetzung. Zudem werden im ischamischen bzw.
minderperfundierten GeféaBsystem auch Blutplattchen aktiviert. Diese Mechanismen
fordern die Adharenz, Aktivierung und Akkumulation von Neutrophilen und
Monozyten im reperfundierten Gewebe. Die so aktivierten Neutrophilen kénnen bei
der Entwicklung des Reperfusionsschadens eine entscheidende Rolle spielen, indem
sie Sauerstoffradikale, Proteasen und Entzindungsmediatoren freisetzen (Hansen
1995; Park & Lucchesi 1999) und zusatzlich durch eine mechanische Blockade einer
suffizienten Reperfusion entgegen stehen. Diese Stérung im mikrovaskularen
System wird als ,no-reflow“-Phdnomen bezeichnet (Ambrosio & Tritto 1999). Die
Aktivierung des Komplementsystems wahrend der Ischdmie und Reperfusion fihrt zu
einer direkten Schadigung des Gewebes Uber eine Steigerung der Zellpermeabilitat
sowie zur Freisetzung von Histamin und PAF (Hansen 1995; Wang, Pernow, et al.
2002). Die Beteiligung dieser Mechanismen am Reperfusionsschaden in vivo muss
berlcksichtigt werden, obwohl auch in Modellen eines isoliert perfundierten Herzens
mit kristallinen Lésungen ohne Zusatz von Blutzellen und Plasma ebenfalls eine

deutliche Schadigung durch die Reperfusion entsteht (Wang, Pernow, et al. 2002).
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1.8 Fragestellung und experimenteller Ansatz

Ziel der vorliegenden Studie war, eine mogliche kardioprotektive Wirkung von
Omapatrilat nach globaler Ischamie und darauf folgender Reperfusion zu eruieren.
Im Falle einer Verbesserung der postischamischen Herzfunktion sollten die daran
beteiligten Mechanismen geklart werden.

Die Uberlegungen hierzu spiegeln die im Folgenden aufgestellten Fragen wieder.

1. Zeigt Omapatrilat eine hdmodynamisch fassbare Wirkung nach globaler Ischamie?

2. Welche Konzentration ist hierbei erforderlich und spielt der Zeitpunkt der
Applikation in Relation zur Ischamie eine Rolle?

3. Wird die Wirkung von Omapatrilat durch Bradykinin vermittelt?

4. Welche Rolle spielen die natriuretischen Peptide, allen voran ANP und das
pro-ANP-Fragment [1-30]?

5. Ist die Sulfhydrylgruppe im Molekil von Omapatrilat an einer Kardioprotektion
beteiligt?

6. Sind erhdhte cGMP-Spiegel Mediatoren des protektiven Effekts?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden zum einen Untersuchungen an isoliert
arbeitenden Meerschweinchenherzen durchgefuhrt, die vorrangig zur Erfassung
hamodynamischer Parameter dienen sollten. Zum anderen wurden zur Peptid- bzw.
Zytokinbestimmung Rattenherzen im Langendorff-Modus als Versuchsmodell
herangezogen. Alle Herzen wurden einer globalen normothermen Ischamie
unterzogen und darauf folgend reperfundiert. Die Druck-Volumen-Arbeit
verrichtenden Meerschweinchenherzen wurden in sieben Versuchsgruppen
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unterteilt. Alle sieben Gruppen durchliefen das gleiche zeitliche Perfusionsprotokoll,
das neben der zehnminltigen Ischamie und 15 mindtigen Reperfusion jeweils eine
pra- und eine postischamische Arbeitsphase beinhaltete. Vergleichend zu einer
Kontrollgruppe sollte in zwei weiteren Gruppen jeweils die Wirkung von Omapatrilat
konzentrationsabhangig bzw. bezlglich des Applikationszeitpunktes ermittelt werden.
Eine Gruppe wurde mit Omapatrilat und Icatibant (HOE 140), einem Bradykinin-
Rezeptor-Antagonisten, perfundiert. Eine weitere Gruppe erhielt exogenes ANP, die
letzte Gruppe wurde mit Captopril, einem Sulfhydryl-Gruppe enthaltenden ACE-
Hemmer perfundiert. Neben den hamodynamischen wurden auch metabolische
Parameter, sowie cGMP-Spiegel aus den Versuchen mit Meerschweinchenherzen
bestimmt. Die Analyse von natriuretischen Peptiden, sowie des Zytokins Tumor-
Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) erfolgte aus Rattenherzen, da hier immunologische

Nachweismethoden zur Verfligung stehen.
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ll. Material und Methoden

Alle folgenden Tests und Untersuchungen wurden im Zeitraum von Mai 2000 bis

November 2002 am Physiologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat

Munchen, Lehrstuhl Prof. Dr. U. Pohl, in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Dr. rer. nat.

B.F. Becker, durchgefihrt.

1.1 Material

11.1.1 Substanzen

Albumin (aus Rinderblut):

ANP:

Bradykinin:

Captopril:

COz:

Ether:

Merck, Darmstadt, Deutschland

Atriopeptin Ill, Rat, Calbiochem-Novabiochem
GmbH, Schwalbach, Deutschland

Sigma, Unterhaching, Deutschland

von Heyden GmbH, Regensburg, Deutschland

Firma Linde, Hoéllriegelskreuth, Deutschland

Hoechst AG, Frankfurt a. Main, Deutschland
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Icatibant (HOE 140): selektiver Bradykinin B,-Rezeptor-Antagonist,
Hoechst AG, Frankfurt am Main, Deutschland

(0% Firma Linde, Hoéllriegelskreuth, Deutschland

Omapatrilat, [4S-[4a(R+), 7a, 10aB]]-Octahyddro-4-[(2-Mercapto-1-oxo-3-
Phenylpropyl) Amino] -5-oxo-7H-Pyrido[2,1-b][1,3]-Thiazepine-7-Carboxylsaure,
wurde groBzigigerweise von der Bristol-Myers-Squibb Company, Pharmaceutical
Research Institute, Princeton, New Jersey, zur Verfigung gestellt.

Pro-ANP [1-30]: Sequenz: npmynavsnadimdfknlidhleekmpled
Laboratorium far Molekulare Biologie

(Genzentrum), Minchen

Alle weiteren Substanzen, die zur Herstellung der Perfusat-Lésungen dienten,
wurden von der Firma Merck, Darmstadt, Deutschland, bezogen.

I.1.2 Lésungen

Krebs-Henseleit-Puffer (Perfusat)

NaCl 126,0 mM
KCI 4,7 mM
NaHCO; 24,0 mM
CaCl; 1,25 mM
MgCl» 0,6 mM
KH.PO4 1,2 mM
Glucose 5,5 mM
Natriumpyruvat 0,3 mM
Insulin 5 U/l.

Begast mit 94,4% O, und 5,6% CO, betrug der pH der Lésung 7,35-7,45.
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Tyrode- Lésung

NaCl 137,0 mM
KCI 2,6 mM
MgCl, x 6 H.O 1,0 mM
CaCl, x 2 H20 3,0 mM
TRIS 1,0 mM

Glucose 0,1%
Der pH betrug 7,38-7,42.

Zur Herstellung der Omapatrilat-Stammlésung (1mM) wurde 0,42% NaHCOs;-

Lésung verwendet.

ANP, Captopril, Bradykinin und HOE 140 wurden in aqua bidest. geldst, pro-ANP

[1-30] wurde in 0,1% Albuminlésung in aqua bidest. geldst.
Alle Lésungen wurden taglich frisch angesetzt. Lediglich die Tyrode-Lésung wurde
gekdhlt gelagert und flr Versuchsreihen innerhalb von ein bis zwei Wochen

verwendet.

I.1.3 Versuchstiere

Die fUr die Versuche verwendeten, vorwiegend mannlichen Meerschweine (Hsd Poc.
DH) wogen zwischen 190g und 340g und entstammten zum gr6Bten Teil aus der
Versuchstierzucht Harlan Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland). Einige Tiere
stammten aus der Eigenzucht.

FUr die Versuche mit Ratten wurden ausschlieBlich mannliche, 2509 - 400g schwere
Wistar-Albino-Ratten aus der Eigenzucht (Stammzucht Harlan Winkelmann GmbH)
verwendet.

Die Tiere erhielten, den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes entsprechend,
eine Standarddiat mit Trockenfutter; Wasser stand ihnen zur freien Verfigung.
Sowohl Ratten als auch Meerschweinchen wurden in einem regelmé&Bigen, ca. 12
stiindigen Tag-/Nachtrhythmus in den Tierstéllen gehalten.
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1.2 Tierexperimenteller Teil

I.2.1 Herzpraparation

Die Ratten wurden im Vorfeld der Versuche mit Ether narkotisiert. Zur
Organentnahme wurden die Tiere (sowohl Ratten als auch Meerschweinchen) mittels
eines Federbolzens durch Nackenschlag getbtet, bevor sie auf eine spezielle
Versuchstierhalterung gespannt und durch Anschneiden der Aa. Carotides teilweise
entblutet wurden. Nun folgte die rasche Er6ffnung des Thorax, um unverziglich
durch Uberspiilen mit 4°C kalter 0,9%-iger NaCl Lésung das noch schlagende Herz
zum Stillstand zu bringen. Die Rippen, Sternum, Lungen und Thymus wurden
groBzlgig reseziert, das Perikard entfernt und die Aorta freiprapariert. Durch
Anschneiden der Aorta ascendens und Unterfahrung mit einem Faden konnte nun
die Aortenkanile mit 37°C warmem Perfusat in diese eingebunden werden, worauf
die Herzen spontan wieder zu schlagen begannen. So betrug die Ischamiedauer bis
zur erneuten Perfusion jeweils nur wenige Minuten.

Die Aorta wurde im Weiteren nun ganz durchtrennt, wie auch die A. pulmonalis, die
Vv. pulmonales, die V. azygos und die Vv. cavae freiprapariert und durchtrennt
wurden. Das jetzt mobilisierte Herz wurde dem Thorax entnommen und nach
Entfernung des flexiblen Verlangerungsschlauches der Aortenkanlle direkt an die
Perfusionsapparatur angeschlossen. Vor der weiteren Praparation bzw. dem
Einbringen der jeweiligen Kanulen wurden nun Ubrige Gewebsreste entfernt und die

ab - und zuftihrenden GefaBe dargestellt.
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1I.2.2 Langendorff — Modell

Die Methode des isoliert perfundierten Saugetierherzens wurde erstmals 1895 von
Oskar Langendorff beschrieben (Langendorff 1895). Seitdem ist diese Methode ein
etabliertes und anerkanntes Verfahren zur Untersuchung vielfaltiger Sachverhalte
und Funktionsweisen des Herzens. Von Dd&ring und Dehnert wurde 1987 eine
Modifizierung des urspringlichen Modells nach Langendorff beschrieben (Déring &
Dehnert, 1987), die heute vorzugsweise, so auch in den nachfolgenden Versuchen,

verwendet wird.

Bei der Langendorff-Versuchsanordnung handelt es sich prinzipiell um ein isoliert
schlagendes Herz, das mit Blut oder einer entsprechenden anderen FlUssigkeit, die
jeweils mit Sauerstoff begast, Uber die Aorta retrograd perfundiert wird. Durch den
retrograden Perfusionsfluss, der Uber die eingebrachte Aortenkanile in den
proximalen Anteil der Aorta ascendens geleitet wird, sind die Taschenklappen der
Aorta geschlossen und das Perfusat kann zur Versorgung des Myokards in die
Koronararterien flieBen (orthograd). Aus dem vendsen Schenkel des
Koronarsystems flieBt das Perfusat nun in den Sinus coronarius und von dort weiter
in den rechten Vorhof und Ventrikel. Aus diesem fihrt die A. pulmonalis das Perfusat
als Koronareffluat ab.

Der auf den geschlossenen Aortenklappen lastende Druck kann je nach HOhe der
Perfusatflissigkeitssaule reguliert werden. Die Herzen in diesen Versuchen wurden
stets mit einem hydrostatischen Druck von 100 cm H>O perfundiert (druckkonstante
Langendorff-Perfusion). Fir dieses Modell wurden die V. azygos, die Vv. Cavae,
sowie die Vv. pulmonales zugebunden und in den Pulmonalarterienstumpf eine
Kantle eingebunden, Uber welche das koronarvendse Effluat abgeleitet, mit Hilfe
eines Flussmessers quantitativ bestimmt, und flr weitere analytische Zwecke

gesammelt werden konnte.
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11.2.3 Arbeitendes Herz

Die Préparation der arbeitenden Herzen wurde in Anlehnung an die von Rigler
(1931) und Heubner und Mancke (1935) beschriebene Methode vorgenommen
(Déring & Dehnert, 1987). Abweichend von der Langendorff-Praparation, werden die
Pulmonalvenen-mindungen durch Inzision miteinander verbunden und kanuliert.
Uber diese Kaniile kann das Herz nun antegrad iber den linken Vorhof perfundiert
und UOber einen vorgeschalteten Einstromwiderstandsregler die Vorlast eingestellt
werden. Das Herz wirft ein linksventrikulares Schlagvolumen in die Aorta aus,
verrichtet also Druck-Volumen-Arbeit wie in vivo. Die Versorgung der Koronarien
verlauft nun wie in situ aus der Aorta, vorwiegend wahrend der Diastole. Des
Weiteren kann dber den Aortentberlauf und einen Ausstromwiderstand der
geférderte Aortenfluss unter Regelung der Nachlast ablaufen. Zuséatzlich zum Modus
des arbeitenden Herzens kann Uber ein Umlenkventil wahlweise in den Langendorff-
Modus gewechselt werden, und zwar entweder in Form einer druckkonstanten
Perfusion, oder in eine, ebenfalls retrograde, flusskonstante Perfusion Uber eine
Peristaltikpumpe.
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11.2.4 Versuchsapparatur
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Abb. Il.1: Perfusionsapparatur
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Abb. 1.1 zeigt die Versuchsapparatur, mit der die Herzen wahlweise nach dem
Langendorff-Modus retrograd Uber die Aorta entweder druckkonstant, oder mit Hilfe
einer Peristaltikpumpe flusskonstant, oder als arbeitendes Préparat antegrad tber
den linken Vorhof perfundiert werden koénnen. Die Apparatur besteht im
Wesentlichen aus einem Vorratsbehalter fir Perfusat, der mit einem Zylinderrohr
kommuniziert, sowie einem weiteren Behélter, der das Perfusat fur die flusskonstante
Perfusion enthalt. Jedem dieser drei Perfusatbehéltnisse wurde ein Gemisch aus
944% O, und 5,6% CO, zugefihrt. Die Begasung erfolgte Uber eine
Gasmischpumpe (K. Wésthoff OHG, Bochum, Deutschland). Mittels einer
Thermostat-Warmepumpanlage (Colora Messtechnik GmbH, Lorch/Wirttemberg,
Deutschland) wurde das Perfusat auf eine Temperatur von 37°C erwarmt.

Zum Wechsel zwischen Langendorff und arbeitendem Modus dient ein Umlenkventil,
das Aortenkanille, Zylinderrohr und den Zustrom zur Kanile im linken Vorhof
verbindet. Wahrend der flusskonstanten Reperfusion wurden 5 ml/min aus dem
Perfusatbehaltnis Uber eine Peristaltikpumpe (MS-1 Reglo/8-160; Ismatec
Laboratoriumstechnik, Glattbrugg-Zirich, Schweiz) durch die Aortenkantle retrograd
ins Herz befordert.

Die Vorlast bei den arbeitenden Herzen konnte Uber einen stufenlos regulierbaren
Einstromwiderstand verandert werden und lag bei ca. 11-13 cmH,0O, ungefahr 8,5-
10 mmHg entsprechend. Der Aortendruck wurde ebenfalls Uber einen stufenlos
regulierbaren Widerstandsregler auf ca. 80 cmH,O (62 mmHg) eingestellt.

1.3 Versuchsablauf

11.3.1 Arbeitende Meerschweinchenherzen

Nach der Praparation wurden die Meerschweinchenherzen erst ca. 30 Minuten im
Langendorff-Modus belassen, um sich von eventuellen Arrhythmien erholen zu
kénnen. Den weiteren Versuchsablauf zeigt Abb. 11.2. Die erste Arbeitsphase W1
erstreckte sich Uber 25 Minuten, wéhrend der eine Vorlast von ca. 12 cmH,O und
eine Nachlast von ca. 80 cmH,O eingestellt wurde. Die Bestimmung der
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hamodynamischen Parameter erfolgte in den letzten Minuten von W1, in denen sich
konstante Druckverhaltnisse eingependelt hatten.

Far die nun folgende 10-mindtige Ischamie wurde sowohl das Einstrom- als auch das
Ausstromventil zugedreht und das Herz in 37°C warme TyrodeLésung getaucht, um
dieses vor Austrocknung zu schiitzen und eine konstante Temperatur des Organs zu
gewahrleisten.

Die flusskonstante Reperfusion wurde Uber die Peristaltikpumpe, die gleichmaBig ein
konstantes Volumen von 5 ml/min Uber die Aortenkanile ins Herz beférderte,
erreicht. An diese Reperfusionsphase (15 Minuten) schloss sich die zweite
Arbeitsphase W2 Uber 25 Minuten an, in der nun wieder durch Regulierung des Ein-
bzw. des Ausstroms eine Vorlast von 12 cmH>O und eine Nachlast von 80 cmH,O
erreicht werden sollten. Die Erfassung der hamodynamischen Parameter erfolgte
wieder in den letzten Minuten von W2, in denen die Druckverhéltnisse meist konstant

waren.

Arbeitsphase W1 Ischdamie Reperfusion Arbeitsphase W2

25 Min. 10 Min. 15 Min. 25 Min.

25 35 50 75 Min.
| | | |

Abb. 11.2: Perfusionsprotokoll der Versuche mit arbeitenden Meerschweinchenherzen

Zeitpunkte der Probenenthahmen:
Laktat und Pyruvat—Proben:T Ende W1, Beginn und Ende der Reperfusion, Ende W2

Transsudat: A Beginn und Ende der Reperfusion, jeweils fur drei Minuten.
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11.3.2 Rattenherzen im Langendorff-Modus

Die Rattenherzen wurden nach der Préparation ebenfalls fir etwa 20 Minuten in
einer Einschlagphase im Langendorff-Modus belassen. Daraufhin begann der
eigentliche Versuchsablauf mit einer 30-minttigen Langendorff-Phase, der eine 15-
minatige Ischamie folgte, in der die Herzen in 37°C warme TyrodeLdsung gebadet
wurden. Die daran anschlieBende Reperfusionsphase dauerte 120 Minuten (siehe
Abb. 11.3). Der Aortenperfusionsdruck wurde bei allen Versuchen durch regelmaBiges
Auffillen des Perfusatbehaltnisses konstant auf ca. 100 cmH.O gehalten.

Perfusion im
Langendorff-Modus
30 Min.

Reperfusion im Langendorff-Modus

120 Min.

! mror o ! !

30 45 165 Min.
I I |

Abb. 11.3: Perfusionsprotokoll der Versuche mit Rattenherzen im Langendorff-Modus

Zeitpunkte der Probenenthahmen: T

Transsudate: 20. Minute der Perfusion; 1., 5., 10., 15., 30., 60., 90., 120. Minute der
Reperfusion

Koronareffluate: zeitgleich mit der Transsudat-Sammlung.
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11.3.3 Meerschweinchenherzen im Langendorff-Modus

Die Versuche mit pro-ANP wurden am Meerschweinchenherzen im Langendorff-
Modus durchgefihrt.

Perfusion im Langendorff-Modus “Wash- Perfusion im Langendorff-Modus
mit pro-ANP out” mit pro-ANP und Omapatrilat
20 Min. 10 Min. 20 Min.

ettt [ !

I I I I I I
basal 10 M 107 M basal 10° M 107 M

Stufenweise gesteigerte pro-ANP-Infusion Omapatrilat 10" M und stufenweise gesteigerte
pro-ANP-Infusion
Abb. |I.4: Perfusionsprotokoll fiir Meerschweinchenherzen, die mit pro-ANP_und Omapatrilat

(10~ M) im Langendorff-Modus behandelt wurden.

Zeitpunkte der Probenentnahmen:T alle funf Minuten jeweils Transsudat und
Koronareffluat.

1.3.4 Probenenthnahme und Lagerung

Die Zeitpunkte der Probenentnahmen wurden unter 11.3.1. - 11.3.3 schon im
Zusammenhang mit den Perfusionsprotokollen erwahnt. Die Proben wurden jeweils
in Eppendorf-GefaBen gesammelt, bis zum Ende des jeweiligen Versuches auf Eis
gestellt und anschlieBend bis zur Analyse bei - 80°C gelagert.

11.3.5 Zugabe der Substanzen

Je nach Perfusionsmodus wurden die Substanzen mittels einer Spritze und einem
Perfusor (Precidor HT, Infors AG, Basel, Schweiz) entweder direkt in die zuleitende
Kanule im linken Vorhof (arbeitendes Herz), Gber den zuflhrenden Schlauch der
Peristaltikpumpe (flusskonstante Perfusion) oder direkt in die Aortenkanille
(druckkonstanter Langendorff-Modus) appliziert.
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1.4 Analytik

11.4.1 Hamodynamische Parameter

Flussmessungen

Die Messung des Aortenflusses [ml/min] und des Koronarflusses [ml/min] erfolgte
Uber ein Ultraschall-Flussmessgerat (T206, Transonic Systems Inc., Ilthaca, USA).

Aortendruck und linksatrialer Filllungsdruck

Sowohl der Aortendruck [cmH20], als auch der linksatriale Fullungsdruck [cmH20]
wurden Uber Druckabnehmer (Model 1050 BP, UFI Morro Bay, CA, USA) und
Signalverstarker mit dazugehdérigem Programm (Mac Lab/8c, ADInstruments, Pty.
Ltd., Australia) aufgezeichnet.

Dazu waren beide Druckabnehmer auf Herzbasisniveau positioniert.

Transsudatmessungen

Die Transsudate wurden jeweils in Eppendorf-GefaBen Uber einen definierten
Zeitraum (1.-3. min.) gesammelt und danach gewogen [g/min].

11.4.2 Biochemische Parameter

Bestimmung des Sauerstoffgehaltes

Zur Bestimmung des  Sauerstoffgehaltes des Perfusats stand ein
Blutgasanalysegerat (Rapid lab 248, Chiron Diagnostics GmbH, Niederlassung in
Fernwald, Deutschland) zur Verfigung. Damit konnten sowohl der pH-Wert, der PO.,
als auch der PCO, bestimmt werden.
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ELISA — Tests

TNFo-ELISA: TNF-a in Proben aus Rattenherzen wurde mit dem ELISA-Kit Rat
TNF-o ultrasensitive, Biosource, Nivelles, Belgien, gemessen. Die Vorgehensweise

entsprach den Angaben des Herstellers.

Pro ANP [1-30]-EIA: Es wurde das MeBsystem der Firma Biomedica GmbH, Wien,
Osterreich, verwendet. Der EIA-Test wurde nach dem vorgeschlagenen Protokoll des
Herstellers durchgefihrt.

cGMP-EIA: Die cGMP-Messungen bei Proben aus Meerschweinchenherzen wurde
mittels eines BIOTRAK Enzymimmunoassay (EIA) Systems (amersham pharmacia
biotech, UK), dem Protokoll Nr. 2 (fir Plasma-, Gewebe- und Zellkulturproben) der
Herstelleranleitung folgend, durchgefihrt.

RIA-Auswertung

Ratten «o-ANP [1-28] wurde in den von uns gewonnenen Proben in einem

Radioimmunassay direkt von der Firma Immundiagnostik AG, Bensheim bestimmt.

HPLC — Verfahren
Pyruvat und Laktat der Herzen wurde mittels HPLC-Messverfahren ermittelt (Becker
& Mdbert 1999).

Pumpe: Merck, Hitachi L-6200
Probengeber: Waters 717+, Autosampler
UV-Detektor: Merck, Hitachi L-7400

11.4.3 Berechnete Parameter

Herzfrequenz (HR) [min™]

Die Herzfrequenz wurde automatisch Uber den Druckaufnehmer und die damit

registrierten Druckspitzen pro Minute im Mac Lab-Programm errechnet.
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Ejektionszeit (t.) [sec]

Die Ejektionszeit beschreibt die Zeit vom beginnenden linksatrialen Druckanstieg bis
zum Schluss der Aortenklappe, der als deutliche Inzisur in der Druckkurve zu sehen
ist.

AuBere Herzarbeit (EHW) [mJ - min™" - g1

Die auBere Herzarbeit (EHW = external heart work) lasst sich aus der Summe der
vom linken Ventrikel geleisteten Druck-Volumenarbeit (PVW = pressure - volume-
work) und Beschleunigungsarbeit (AW = acceleration work), multipliziert mit der
Herzfrequenz (HR = heart rate) errechnen.

EHW = (PVW + AW ) - HR

Die Druck-Volumen-Arbeit pro Schlag (Schlagarbeit) wird als Produkt aus
Schlagvolumen (SV = HMV / HF) und der Differenz aus mittlerer Druckentwicklung
im linken Ventrikel (mittlerer Aortendruck Pao) und linksventrikuldrem Fullungsdruck
(LVFP = left ventricular filling pressure) errechnet.

PVW = (HMV / HR) - (Pa, — LVFP)

Die Beschleunigungsarbeit pro Schlag wird mit Hilfe der Formel flr kinetische
Energie (Exn = Y2-m-Vv?) errechnet, wobei sich m aus dem Produkt aus
Schlagvolumen und der Perfusatdichte p zusammensetzt und v aus dem Quotienten
aus Schlagvolumen und dem Quadrat aus « - r* - to (p= 1,005g/cm?®; r= minimaler

Radius der Aortenkanile = 0,15 cm, te = Ejektionsdauer).
AW =12+ (SV - p) - [SV - (- 1P - te) 7

Die berechneten Werte der &uBeren Herzarbeit werden in [mJ-min™-g"]
angegeben. Die MaBeinheit g bezeichnet hier das korrigierte Feuchtgewicht des
Herzens, wobei dieses aus dem Trockengewicht errechnet wurde, in der Annahme,
dass das Trockengewicht eines ex vivo perfundierten Meerschweinchenherzens 14%
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des Feuchtgewichts betragt. Zur Trocknung wurden die Herzen bei 60-80°C Uber die
Dauer von ca. 48 Stunden im Ofen belassen.

Postischamische Erholung des Herzminutenvolumens bzw. der auBeren

Herzarbeit

Die postischamische Erholung sowohl des Herzminutenvolumens als auch der
auBeren Herzarbeit wurde jeweils als prozentuales Verhéltnis der post- zu pré-
ischamischen Werte angegeben und diente zur Quantifizierung des Ischamie-
/Reperfusionsschadens.

Erholung = postischamisch/praischamisch - 100 [%)]

Effizienz der Herzarbeit [%]: EHW/MVO;
Die Effizienz der Herzarbeit entspricht dem Quotienten aus der duBeren Herzarbeit
(EHW) und dem Sauerstoffverbrauch (MVO,).

Sauerstoffbilanz:

Das O»-Angebot, der O,-Verbrauch, sowie die Oz-Extraktion lassen sich anhand der
gemessenen Sauerstoffpartialdriicke (PO,) in Perfusat und koronarvendésem Effluat
ermitteln:

Oz-verbraUCh [“I " min-1] = (P02 Perfusat ~ PO2 koronarven@s) - Og-LOS"Chkeit ) CF

Die O, -Lo6slichkeit wird anhand des Bunsenschen Loslichkeitskoeffizienten o fur O,
in Wasser bei 37°C und 760 mmHg berechnet (o = 0,024ml O, / ml H20).

0,-Angebot [in pl - min™] = PO periusat - O2 -Lslichkeit - CF
O.-Ausschépfung [%] = [(PO2 perfusat - PO2 koronarvenss) - POz perfusat '] - 100
Pyruvatverbrauch [nmol/min] = (300 - Pyruvatfreisetzung) - Koronarfluss
Laktat/Pyruvat-Quotient = Laktatfreisetzung/Pyruvatverbrauch
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I.4.4 Statistische Programme und Auswertung

Die Auswertung und Darstellung der Ergebnisdaten erfolgte mit Hilfe der Programme
Microsoft Excel, Jandel Sigma Stat 1.0 und Sigma-Plot 5.0.

Die Daten werden jeweils als Mittelwert (MW) mit dem zugehdrigen Standardfehler (+
SEM) angegeben bzw. in den Diagrammen dargestellt. Zur statistischen Auswertung
der Gruppen untereinander wurde, bei Normalverteilung der Werte der Student t-
Test, bzw. innerhalb der Testgruppen der t-Test flir verbundene Stichproben (paired
t-test) herangezogen. In Fallen ohne Normalverteilung wurden der Mann-Whitney-
Rank-Sum-Test, bzw. der Wilcoxon Signed Rank Test angewandt. Der Vergleich
aller Gruppen gegen die jeweilige Kontrollgruppe erfolgte mittels der Bonferroni-
Methode fir multiple Testanwendung. Zur gleichzeitigen Untersuchung zweier
Parameter bei verschiedenen Gruppen (z.B. Behandlung und Zeitpunkt), diente der
Two Way RM ANOVA-Test. Vergleiche mit p < 0,05 wurden als signifikant
bezeichnet und in Abbildungen mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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lll. Ergebnisse

1.1 Omapatrilat - Wirkunqg auf die postischamische Herzfunktion

arbeitender Meerschweinchenherzen

Um die Mdglichkeit einer kardioprotektiven Wirkung von Omapatrilat auf isoliert

arbeitende Meerschweinchenherzen nach globaler Ischamie zu eruieren und die

daran Dbeteiligten Mechanismen zu klaren,

wurden sieben Versuchsgruppen

aufgestellt:
Behandlung Versuchsanzahl

Gruppe 1 Kontrollen n=7
Gruppe 2 | Omapatrilat 107 M (OMAP 107 M) n=7
Gruppe 3  |Omapatrilat 10° M (OMAP 10 M) n=5
Gruppe 4 Omapatrilat 107 M, postischamisch (OMAP 107 M p) n=6
Gruppe 5 |Omapatrilat 10" M + HOE 140 (OMAP + HOE) n=6
Gruppe 6 |ANP 10° M n=7
Gruppe 7 | Captopril 107 M (CAPT 107 M) n=7

Tabelle 111.1: Ubersicht der einzelnen Versuchsgruppen
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Die erste Gruppe wurde von den Kontrollherzen gebildet. Diese durchliefen das
Perfusionsprotokoll, bestehend aus Arbeitsphase W1, 10-minltiger Ischamie, 15
Minuten Reperfusion ohne Druckvolumen-Arbeit und Arbeitsphase W2, ohne Zugabe
von Substanzen.

Wahrend der Perfusion der Herzen von Gruppe 2 wurde Uber die gesamte Zeit des
Versuchsablaufes (ausgenommen die 10-min(tige Ischamie) Omapatrilat in einer
Konzentration von 10”7 M zugefiihrt, was einem Plasmaspiegel im pharmakologisch-
therapeutischen Wirkbereich entspricht.

Um zu klaren, ob auch niedrigere Konzentrationen des Vasopeptidase-Inhibitors
bereits zu einem positiven Effekt flihren, wurde Gruppe 3 fortlaufend mit 108 M
Omapatrilat perfundiert.

Der Effekt einer ausschlieBlich postischdmischen Applikation von Omapatrilat
(107 M) wurde durch Gruppe 4 ermittelt, indem die Herzen lediglich nach der
Ischamiephase d. h. wahrend REP und W2 behandelt wurden.

In der Annahme, dass eine mdgliche kardioprotektive Wirkung von Omapatrilat,
ahnlich wie bei den ACE-Hemmern, Bradykinin-vermittelt sein kdnnte, wurde
Versuchsreihe 5 durchgefihrt. Die Herzen dieser Gruppe erhielten lber das ganze
Protokoll Omapatrilat (107 M) und parallel dazu den BK,-Rezeptorantagonisten HOE
140 in einer Konzentration von 10 M.

Die Auswirkungen einer Erhdhung der Konzentrationen an natriuretischen Peptiden,
wie sie durch Hemmung der neutralen Endopeptidase durch Omapatrilat
angenommen werden kann, sollte mit Gruppe 6, zumindest teilweise, imitiert werden.
So wurden die Herzen aus Gruppe 6 mit einem Vertreter der natriuretischen Peptide,
ANP (10° M), durchgehend perfundiert.

Zum direkten Vergleich des dualen Vasopeptidase-Inhibitors mit einem selektiven
ACE-Hemmer wurde bei Gruppe 7 Captopril in einer Konzentration von 107 M
appliziert. Dieser ACE-Hemmer enthalt zudem, ebenso wie Omapatrilat, eine freie
Sulfhydrylgruppe. Der Vergleich von Omapatrilat und Captopril in gleicher
Konzentration diente also vorrangig zur Klarung der Frage, ob Kardioprotektion durch
Omapatrilat eventuell nur mit den antioxidativen Eigenschaften des Molekils zu

begriinden wére.
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I1l.1.1 Funktionelle Parameter

In Tabelle 111.2 sind die praischamischen Durchschnittswerte der hAmodynamischen
Parameter aller Gruppen am Ende der ersten Arbeitsphase W1 dargestellt.

Gruppe CF(ml/min) | AF(ml/min) |HMV(ml/min) | EHW (mJ/(min )) | HF (1/min)
1: Kontrollen 8,5t0,6 | 29,3%3,1 38,2+3,5 346 £ 32 262 £ 15
2: OMAP 107 M 8605 | 23446 | 31,9+t48 239 £ 36 224 + 11
3: OMAP 10° M 78102 | 284£4,6 | 36,3+4,6 296 £ 58 2377

4:OMAP 10’Mp | 7,1+0,8 | 27,4£3,4 | 345140 294 £ 52 223 +4*
5:OMAP +HOE | 6,8+0,3"| 30,5+£3,0 | 37,3%£3,3 336 £ 26 22110~
6: ANP 10° M 7,1+04 | 312+18 | 38,2+1,8 306 £ 23 211 £7”*
7:CAPT 10" M 8,1+0,6 | 252+29 | 33,3%£3,0 230+20 " 284 + 22

Tabelle lll.2: Himodynamische Parameter aus Arbeitsphase W1

CF (Koronarfluss), AF (Aortenfluss), HMV (Herzminutenvolumen), EHW (auBere Herzarbeit),
HF (Herzfrequenz). (* = p< 0,05 vs. Kontrollgruppe, n = 5-7).

Die  praischamischen  Ausgangswerte  des  Aortenflusses und  des
Herzminutenvolumens zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Obwohl in manchen Vergleichen die Mittelwerte der auBeren Herzarbeit
um bis zu 30 % voneinander abwichen, war die EHW nur in den mit Captopril 107 M
behandelten Herzen schon praischamisch signifikant niedriger als bei der
Kontrollgruppe. In Gruppe 5 (Omapatrilat + HOE) war der Koronarfluss vor Ischamie
bereits im Mittel signifikant niedriger als in den Kontrollherzen. Bezlglich der
Herzfrequenz lagen praischamisch die Werte in Gruppe 4, 5 und 6 signifikant
niedriger als in der Kontrollgruppe.
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Die hamodynamischen Parameter am Ende der zweiten Arbeitsphase W2 nach
globaler 10-mindtiger Ischamie und flusskonstanter Reperfusion zeigt Tabelle Il1.3.

Gruppe CF(ml/min) | AF(ml/min) |HMV(ml/min) | EHW (mJ/(min )) |HF (1/min)
1: Kontrollen 6,2+05 | 143+2,7 | 20,6+2,6 187+ 30 236+ 10
2:OMAP10"M | 7,1+05 | 16,6+3,7 | 23,7+4,0 186 £ 28 212+9

3:OMAP 10°M | 58+04 | 148+4,7 | 19,6%5,0 173+ 54 211+ 16
4:OMAP 10'Mp | 5,3+0,7 11,8+ 2,4 17,2+ 2,9 131+ 28 202 +£12
5:OMAP+HOE | 58+0,2 | 20,3+23 | 253%+1,9 232 + 25 220+ 13
6: ANP 10° M 6,2+03 | 20,5+t24 | 26,626 216 + 28 209 +10
7:CAPT 107 M 75+0,7 | 12,8+ 1,1 20,4+1,4 142 +£13 240+ 16

Tabelle lll.3: Hamodynamische Parameter aus Arbeitsphase W2

CF (Koronarfluss), AF (Aortenfluss), HMV (Herzminutenvolumen), EHW (duBere Herzarbeit),
HF (Herzfrequenz); (n = 5-7).

Postischamisch ergaben sich zum Ende der zweiten Arbeitsphase bei Koronarfluss,
Aortenfluss, Herzminutenvolumen, &auBerer Herzarbeit und Herzfrequenz keine
statistisch signifikanten Unterschiede bezogen auf die Kontrollen.

Da sich die praischamischen Ausgangswerte der auBeren Herzarbeit einzelner
Herzen doch erheblich unterscheiden, wurden im Weiteren die postischamischen
Werte zusatzlich auf ihren préaischamischen Ausgangswert bezogen. So konnte die
direkte Veradnderung nach Ischéamie bei den Herzen jeder einzelnen Gruppe

verdeutlicht werden.
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lll.1.1.1 Erholung der duBeren Herzarbeit

In allen Herzen war nach Ischamie ein signifikanter Abfall der &uBeren Herzarbeit zu
sehen. Den bedeutendsten funktionellen Parameter zur Beurteilung des
postischamischen Reperfusionsschadens stellt jedoch die prozentuale Erholung der
auBeren Herzarbeit in der Arbeitsphase W2, bezogen auf praischdmische
Ausgangswerte der Arbeitsphase W1, dar.

In der Kontrollgruppe betrug die postischamische Erholung 52,4 + 6,9 %. Die Herzen
der mit Omapatrilat (107 M) behandelten Gruppe erreichten eine signifikante
Verbesserung auf 78,4 + 2,6%. Weder eine Verabreichung von Omapatrilat in
niedrigerer Konzentration (10® M), noch die Gabe erst mit Beginn der Reperfusion
lieBen einen kardioprotektiven Effekt auf die auBere Herzarbeit sichtbar werden
(prozentuale Erholung 50,7 + 8,1% bzw. 49,9 £ 5,7%).

Herzen, die mit Omapatrilat (10”7 M) zusammen mit dem selektiven Bradykinin-(BKz)-
Rezeptor-Antagonisten HOE 140 behandelt wurden, sowie die mit exogenem ANP
(10° M) behandelte Gruppe, erreichten etwa eine gleiche prozentuale Erholung
(68,9 +5,0% bzw. 69,1 £5,0%). Diese Werte Uberstiegen zwar die der
Kontrollgruppe deutlich, aufgrund der starken Streuung der Einzelwerte ergab sich
hier jedoch keine statistisch signifikante Verbesserung (p = 0,08 bzw. 0,07 vs.
Kontrollen).

Interessanterweise brachte die Behandlung mit dem selektiven ACE-Hemmer
Captopril (107 M) keine eindeutige Verbesserung im Vergleich zu den Kontrollen.
Folglich reicht die Anwesenheit einer antioxidativen SH-Gruppe im Molekil nicht
alleine aus, um den funktionellen Reperfusionsschaden zu vermindern. In
Abbildung Ill.1 ist eine Ubersicht (ber die prozentuale Erholung der &uBeren
Herzarbeit aller Gruppen wiedergegeben.
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Erholung der auBeren Herzarbeit
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I Gruppe 1: Kontrollen

[ Gruppe 2: Omapatrilat 107 M

I Gruppe 3: Omapatrilat 102 M

[ Gruppe 4: Omapatrilat 10”7 M, postischamisch
I Gruppe 5: Omapatrilat 107 M + HOE 140
I Gruppe 6: ANP 10° M

B Gruppe 7: Captopril 107 M

Abb. lll.1: Prozentuale Erholung der duBeren Herzarbeit (Meerschweinchenherzen)

Die prozentuale Erholung stellt den Anteil der auBeren Herzarbeit in Arbeitsphase W2 im
Vergleich zur praischdmischen Arbeitsphase W1 (= 100 %) dar; (* = p < 0,05 vs. Kontrollen;
# = p < 0,05 vs. Omapatrilat; n. s. = nicht signifikant; n = 5-7).
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Ill.1.1.2 Koronarvenoser Fluss

Die Messung des Koronarflusses erfolgte jeweils am Ende der ersten und zweiten
Arbeitsphase (W1 und W2). Dabei nahm der Koronarfluss in allen Versuchsgruppen
postischamisch signifikant ab. Zu erwahnen ist die Omapatrilat + HOE-Gruppe
(Gruppe 5), die bereits praischamisch signifikant niedrigere Ausgangswerte lieferte
(Abb 111.2).
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Abb. 111.2: Koronarvendser Fluss in der pra- und postischdmischen Arbeitsphase

1: Kontrollen, 2: Omapatrilat 10° M, 3: Omapatrilat 10®M, 4: Omapatrilat 107 M,
postischdmisch, 5: Omapatrilat 10’ M + HOE, 6: ANP 10°M, 7: Captopril 107 M;
(* = p < 0,05 vs. Kontrollen; # = p <0,05 vs. praischamisch; n = 5-7).

Um den Abfall des Koronarflusses der einzelnen Gruppen nach Ischamie besser zu
verdeutlichen und unter den Gruppen vergleichen zu kdnnen, ist diese Abnahme in
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Abb. IIl.3 als Prozentangabe, d. h. bezogen auf den jeweiligen Wert der ersten
Arbeitsphase W1, wiedergegeben. Hierbei ist in der Omapatrilat (107 M) - Gruppe
ein geringerer Abfall des Koronarflusses zu sehen als bei den Kontrollen. In
Gruppe 5 (Omapatrilat +HOE), Gruppe 6 (ANP 10° M) und Gruppe 7 (Captopril
107 M) fiel der Koronarfluss sogar signifikant weniger ab als in den Kontrollherzen.
Herzen, die mit Omapatrilat 10 M bzw. 10”7 M postischadmisch behandelt wurden,
zeigten ein mit Kontrollen vergleichbares Ergebnis (ca. 25 % Flussabnahme).
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I Gruppe 1: Kontrollen

1 Gruppe 2: Omapatrilat 107 M

I Gruppe 3: Omapatrilat 10° M

[ Gruppe 4: Omapatrilat 10”7 M, postischamisch
B Gruppe 5: Omapatrilat 10° M + HOE

I Gruppe 6: ANP 10° M

B Gruppe 7: Captopril 107 M

Abb. [Il.3: Prozentuale Abnahme des Koronarflusses nach Ischdmie bezogen auf den

jeweiligen Ausgangswert in der ersten Arbeitsphase;
(* = p < 0,05 vs. Kontrollen; n = 5-7).

42



Ergebnisse

lll.1.1.3 Transsudatmessungen

Epikardiales Transsudat stellt eine serése Flissigkeit dar, die sich im Modell des
isoliert perfundierten Herzens an der Herzspitze sammelt, dort abtropft und somit
einfach mittels eines GeféBes aufgefangen und gemessen werden kann. Die
Transsudatmenge wird zur Beurteilung der koronaren mikrovaskularen
GefaBpermeabilitat (koronare Netto-Filtration) herangezogen.

In den hier beschriebenen Versuchsreihen wurde Transsudat in einer frihen und
spaten Phase der 15-mindtigen, flusskonstanten Reperfusion gesammelt (TS 1: 2.-
4. Minute bzw. TS 2: 12.-14. Minute). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen sind in
Tabelle Ill.4 wiedergegeben.

Gruppe TS 1 [g/min] TS 2 [g/min]
(2.-4. Minute der Reperfusion) || (12.-14. Minute der Reperfusion)

1) Kontrollen 0,137 £ 0,035 0,150 + 0,023

2) OMAP 107 M 0,177 0,030 F 0,227 +0,037#

3) OMAP 10° M 0,128 +0,016 0,192 + 0,024+#

4) OMAP 107 M, post. 0,147 £0,027 £ 0,217 + 0,033

5) OMAP 10”7 M + HOE 0,053 £ 0,016 0,094 + 0,023#

6) ANP 10° M 0,149 + 0,033 £ 0,318 + 0,086#,§

7) Captopril 107 M 0,204 + 0,037 0,237 + 0,048

Tabelle Ill.4: Transsudatmessungen zu einem friihen (2.-4. Minute), sowie spaten (12.-14.

Minute) Zeitpunkt der Reperfusion
(¥ =p <0,05vs. TS1 Gruppe 5, #=p < 0,05 vs. TS1, §= p < 0,05 vs. TS2 Gruppe 5; n = 5-
7).

Die Menge des Transsudates nahm in allen Gruppen wahrend der postischadmischen
Reperfusion zu; in Gruppe 2, 3, 5 und 6 war diese Steigerung signifikant, bezogen
auf den Ausgangswert. Bemerkenswert ist zum einen Gruppe 5 (Omapatrilat und
HOE), die sowohl einen sehr niedrigen Ausgangswert, als auch eine geringe
Transsudatmenge gegen Ende der flusskonstanten Reperfusion zeigt. Im Gegensatz
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dazu war bei den mit Omapatrilat, Captopril und im Besonderen bei den mit
exogenem ANP behandelten Herzen deutlich gesteigerte Transsudatmenge in der
spaten Reperfusion zu sehen. Allerdings war die Streuung der Einzelwerte zu groB,
um statistische Signifikanz gegen die Kontrollgruppe zu erreichen.

Da die absolute Transsudatmenge jedes einzelnen Herzens madglicherweise auch
von der Qualitat der Praparation (GefaBligaturen) abhangt, wurde die Zunahme des
Transsudates als Differenz der Absolutwerte in Abb. 11l.4 dargestellt, um speziell die

Veranderung wahrend der Reperfusion deutlich zu machen.
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I Gruppe 1: Kontrollen

1 Gruppe 2: Omapatrilat 107 M

B Gruppe 3: Omapatrilat 10 M

1 Gruppe 4: Omapatrilat 107 M, postischamisch
B Gruppe 5: Omapatrilat 107 M + HOE

BN Gruppe 6: ANP 10° M

B Gruppe 7: Captopril 107 M

Abb. lll.4: Transsudatzunahme wéahrend der Reperfusion
(n =5-7).

Die ANP-Gruppe erreichte nicht nur bei den Absolutwerten, sondern auch bei der
Veranderung der Transsudatmenge wahrend der Reperfusion das héchste Niveau,
verglichen mit allen anderen Gruppen. Jedoch war der Unterschied nicht statistisch
signifikant (p = 0,057).
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I11.1.1.4 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz zeigte in allen Gruppen einen postischamischen Abfall (zwischen
1,5 und 17,6%), der jedoch in keiner Gruppe signifikant ausfiel. Auch ein Vergleich
der postischamischen Herzfrequenz zwischen Interventionsgruppen und Kontrollen
ergab keine Signifikanz. Lediglich die praischamischen Werte der Gruppen 4, 5 und
6 unterschieden sich signifikant gegentber den Kontrollen. Hierflr gibt es keinen

plausiblen Grund.
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Abb. 111.5 : Herzfrequenz in Arbeitsphasen W1 und W2

1: Kontrollen, 2: Omapatrilat 107 M, 3: Omapatrilat 10®M, 4: Omapatrilat 107 M,
postischamisch, 5: Omapatrilat 10" M + HOE, 6: ANP 10°M, 7: Captopril 107 M;
(* =p < 0,05 vs. Kontrollen, n=5-7).
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I11.1.2 Metabolische und biochemische Parameter

I11.1.2.1 Myokardialer Sauerstoffhaushalt

Anhand der in den verschiedenen experimentellen Phasen (W1, Reperfusion und
W2) gemessenen Sauerstoffspannung in Perfusat und koronarvendésem Effluat
konnten, unter Einbeziehung des jeweiligen Koronarflusses, Angebot, Verbrauch und

Ausschépfung von Sauerstoff berechnet werden (siehe Tabellen 111.5 — 111.8).

Sauerstoffpartialdruck PO, im koronarvendsen Effluat [mmH(g]

Gruppe Ende W1 RESSffuds?én Ende W2
1: Kontrollen (n=7) 85,4+10,0 50,9+ 6,4 94,1+15,9
2: Omapatrilat 107 M (n=6) 90,9+ 8,0 66,1+ 7,8 92,4+13,1
3: Omapatrilat 10° M (n=5) 91,7+11,5 73,6+16,0 91,4+10,3
5: Omapatrilat 10”M + HOE (n=6) 88,4+ 8,4 78,9+ 4.7 * 79,3+ 6.7
6: ANP 10° M (n=6) 89,9+11,8 76,0 6,9 * 81,7+ 6,1
7: Captopril 107 M (n=3) 63,6+10,0 60,3+ 8,9 88,9+26,3

Tabelle I1l.5: Sauerstoffpartialdruck PO, im koronarvenésen Effluat

(* = p < 0,05 vs. Kontrollen).

myokardiales Sauerstoffangebot [pl/min]

Gruppe Ende W1 Ende der Reperfusion Ende W2
1: Kontrollen (n=7) 144,4+ 6,3 85,3+1,6 105,6+ 0,9
2: Omapatrilat 107 M (n=6) 137,4+ 9.4 80,3+3,0 112,4+ 6,4
3: Omapatrilat 10 M (n=5) 124,0+ 2,3 79,2+1,1 * 91,816,4
5: Omapatrilat 10°M + HOE (n=6) 107,7+13,1 * 79,0+6,5 92,3+10,9
6: ANP 10° M (n=6) 124,1+ 5,6 88,0+4,9 108,3+ 2,5
7: Captopril 107 M (n=3) 110,0+ 6,2 83,5+0,2 98,2+ 0,6

Tabelle 111.6: Das myokardiale Sauerstoffangebot entspricht dem Produkt aus O,-Gehalt des

oxygenierten (PO, = 600-630mmHg) Perfusats und dem Perfusatfluss (Koronarfluss);

(* = p < 0,05 vs. Kontrollen).
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myokardialer Sauerstoffverbrauch MVO, [ul/min]
Gruppe Ende W1 Ende der Reperfusion Ende W2
1: Kontrollen (n=7) 97,5+ 0,3 88,1+ 0,3 94,5+ 3,7
2: Omapatrilat 107 M (n=6) 87,1+ 1,6 77,6+ 3,1~ 86,7+ 2,7
3: Omapatrilat 10° M (n=5) 87,9+ 0,5 77,1+53* 86,9+ 2.2
5: Omapatrilat 10’M + HOE (n=6) 88,3+14,8 75,9+11,6 89,1+11,8
6: ANP 10° M (n=6) 100,5+ 6,3 87,0+ 6,9 101,1+ 8,6
7: Captopril 107 M (n=3) 96,8+ 5,6 84,4+1,7 92,1+ 0,2
Tabelle 11l.7: Myokardialer Sauerstoffverbrauch (* = p < 0,05 vs. Kontrollen).
myokardiale Sauerstoffausschopfung [%]
Gruppe Ende W1 Ende der Reperfusion Ende W2
1: Kontrollen (n=7) 84,0+2,1 90,5+1,4 82,4+2.9
2: Omapatrilat 107 M (n=6) 81,7+1 4 86,8+1,5 81,7+2,0
3: Omapatrilat 10 M (n=5) 81,7+2.4 85,2+3,7 * 81,7124
5: Omapatrilat 10°'M + HOE (n=6) 83,5+2,5 83,7+1,6* 84,0+1,1
6: ANP 10° M (n=6) 88,0+2,6 86,2+1,4* 85,615
7: Captopril 107 M (n=3) 89,4+1,9 88,6+1,7 83,2+7,0

Tabelle 111.8: Die myokardiale Sauerstoffausschépfung [%] beschreibt das Verhéltnis von O,-
Verbrauch zu O,-Angebot; (* = p < 0,05 vs. Kontrollen).

Das mittlere Sauerstoffangebot lag bei den verschiedenen Gruppen gegen Ende der
ersten Arbeitsphase zwischen 107,7 und 144,4 pl/min. Wahrend der Reperfusion
fielen die Werte ab (79,2 — 88,0 ul/min), um gegen Ende der zweiten Arbeitsphase
wieder leicht zu steigen (91,8 — 112,4 pl/min).

Einen  ahnlichen Verlauf zeigte der myokardiale Sauerstoffverbrauch.
Erwartungsgemafi war dieser am Ende der Reperfusionsphase niedriger als in der
ersten Arbeitsphase (im Durchschnitt um 10% bis 30%); zum Ende der zweiten
Arbeitsphase stieg der Verbrauch wieder auf das praischamische Niveau.

Die Sauerstoffausschdpfung lag durchwegs Gber 80% und nahm (ausgenommen
Gruppe 6) am Ende der Reperfusion héhere Werte an als in W1. In W2 fielen die

Werte wieder. Signifikante Unterschiede bezlglich des Sauerstoffverbrauchs bzw.
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der Sauerstoffausschépfung, im Vergleich zu den Kontrollen, ergaben sich jeweils
nur in der Reperfusionsphase.

I11.1.2.2 Effizienz der Herzarbeit

Die Effizienz der Herzarbeit setzt sich aus dem Quotienten von &uBerer Herzarbeit
und myokardialem Sauerstoffverbrauch zusammen. Lediglich die mit Omapatrilat
10"M behandelten Herzen zeigten eine statistisch signifikant bessere
Energieausniitzung (siehe Abb. 11.6).

100 4

90 A

80

70 A T

60 -

50 A

40 A

30 +

Effizienz der Herzarbeit [%]

20 -

Abb. Ill.6: Effizienz der Herzarbeit
(* = p< 0,05 vs. Kontrollen; n = 3-7).

lll.1.2.3 Laktatbildung und Laktat/Pyruvat-Quotient

Die Laktatproduktion der Herzen wurde als Parameter zur Beurteilung des
anaeroben Stoffwechsels herangezogen. In den ersten Minuten der Reperfusion kam
es sowohl bei der Kontroll-, als auch bei der mit Omapatrilat (107 M) behandelten
Gruppe zu einem signifikanten, massiven Laktatanstieg im koronarvendsen Effluat
(6570-7370 pmol/min). Dieser ,Laktat-Auswasch® spiegelt die anaerobe
Stoffwechsellage wahrend der vorausgegangenen Ischamie wieder. Die
Laktatfreisetzung  fiel zum  Ende der  15-minltigen  flusskonstanten
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Reperfusionsphase in beiden Gruppen auf Ausgangsniveau ab (500-700 pmol/min)
und blieb bis zur spaten Messung am Ende der zweiten Arbeitsphase etwa gleich.
Die Laktatproduktion in den mit Omapatrilat (107 M) behandelten Herzen unterschied

sich jedoch von der der Kontrollherzen in keiner Perfusionsphase.

Laktat-Freisetzung Laktat/Pyruvatquotient
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Abb. 111.7: Laktatfreisetzung bzw. [Laktat/Pyruvat]-Quotient in arbeitenden Meerschweinchen-

herzen: (# = p< 0,05 vs. praischamisch; n = 6-7).

Der Laktat/Pyruvat-Quotient verdeutlicht das Verhaltnis von anaerobem
(Laktatproduktion) und aerobem Stoffwechsel (Pyruvatverbrauch). Eine Erhéhung
des Laktat/Pyruvat-Quotienten zugunsten des Laktats stellt demnach einen
empfindlichen Parameter zum Nachweis einer Verschiebung der kardialen
Stoffwechselsituation dar und signalisiert einen Sauerstoffmangel. In der
Omapatrilat-Gruppe sowie in der Kontrollgruppe erfahrt der Laktat/Pyruvat-Quotient
in der frithen Reperfusion einen signifikanten Anstieg im Vergleich zum
Ausgangswert. Der Unterschied zwischen der Omapatrilat-Gruppe und den
Kontrollen ist nicht signifikant.

111.1.2.4 cGMP im koronarvenosen Effluat

Isoliert perfundierte, arbeitende Meerschweinchenherzen setzen nachweisbare
Mengen des second messengers cGMP in das koronare Perfusat frei (ca. 600-
1000 fmol/min). Die mit exogenem ANP (10° M) behandelte Gruppe zeigte gegen
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Ende der ersten Arbeitsphase die mit Abstand hdéchsten cGMP-Werte (Uber
4000 fmol/min), (signifikant gegen alle anderen Gruppen). Die mit Omapatrilat 107 M
bzw. Captopril 107 M behandelten Gruppen (Gruppen 2, 5 und 7) setzten dagegen
relativ geringe Mengen an cGMP frei (276-417 fmol/min). In der postischdmischen
Arbeitsphase W2 kam es zu sehr unterschiedlichen Veranderungen. Die cGMP-
Spiegel sanken auffallend stark in der ANP-Gruppe und in der Captopril-Gruppe. Bei
Kontrollherzen und in der 10® M Omapatrilat-Gruppe kam es zu geringfiigigen
Verminderungen. Die Omapatrilat 107 M-Gruppen (Gruppe 2 und 5) weisen keine

postischamische cGMP-Veranderungen auf.

cGMP-Freisetzung in koronarvendses Effluat [fmol/min]

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7

. . . -7
Omapatrilat Omapatrilat Omapatrilat 10° M ANP 10° M

Kontrollen 107 M 10° M '+ HOE Captopril 10" M
W1 792 276 615 216 4291 # 417
+SEM +175 +24 +122 +26 +353 +76
n=11 n=6 n=5 n=6 n=5 n=6
w2 688 313 553 216 540 65
+210 +73 +305 124 +206 +17
+SEM n=7 n=6 n=5 n=6 n=5 n=6

Tabelle 111.9: cGMP-Freisetzung in koronarvendses Effluat

(# = p< 0,05 vs. alle anderen Gruppen).

50



Ergebnisse

1.2 Omapatrilat — Wirkung auf die postischamische Freisetzung
von ANP. N-terminalem pro-ANP-Fragment [1-30] und TNF-o

Um weiter zu klaren, auf welchem Wege Omapatrilat zu einer Verbesserung der
prozentualen Erholung der auBeren Herzfunktion fihrt bzw. durch welches Substrat
der neutralen Endopeptidase dies erreicht wird, sollten in weiteren Versuchen ANP,
das N-terminale pro-ANP-Fragment [1-30], sowie TNF-a in Effluat bzw. Transsudat
bestimmt werden. Dem Umstand entsprechend, dass es keine kommerziellen
Antikérper flr die Meerschweinchen-Peptide gibt, wurde das Versuchsprotokoll
diesmal mit Rattenherzen (im Langendorff-Modus) durchgefihrt, die nach einer 15-
mindtigen, globalen Ischamie Uber 120 Minuten reperfundiert wurden.

l11.2.1 Funktionelle Parameter

I1l.2.1.1 Koronarvenoser Fluss
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Abb. 111.8: Koronarvendser Fluss aus Rattenherzen im Langendorff-Modus

(Kontrollen (n = 4); Omapatrilat 107 M (n = 5); # = p< 0,05 vs. praischamisch).
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Der Koronarfluss der Rattenherzen im Langendorff-Modus zeigte nach 15 Minuten
globaler Ischamie einen signifikanten Anstieg sowohl in der Kontroll- als auch in der
Omapatrilat (107 M)-Gruppe (Zeichen einer reaktiven Hyperamie). Nach 10 Minuten
Reperfusion waren die Effluatmengen auf das préischdmische Niveau
zurickgegangen, um wahrend weiterer 110 Reperfusionsminuten noch minimal
weiter zu sinken. Wie man in der Abbildung 111.8 sieht, sind die Koronarflusskurven

der beiden Versuchsgruppen in diesem Protokoll nahezu identisch.

11l.2.1.2 Transsudatmessungen
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Abb. 111.9: Transsudatmessungen pra- und postischdmisch
(Kontrollen (n = 4); Omapatrilat 107 M (n = 5); * = p< 0,05 vs. Kontrolle; # = p< 0,05 vs.
praischamisch).

Die Transsudatmenge in Omapatrilat-behandelten Herzen war bereits praischamisch
leicht erhéht (0,475 vs. 0,166 g/min). In der frGhen Reperfusion (2. Minute) gab es
einen signifikanten Transsudatanstieg sowohl gegeniber der zeitgleichen
Kontrollgruppe, als auch zum Ausgangswert der Omapatrilat-Gruppe. Auch im
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weiteren Verlauf der Reperfusion lag die Transsudatbildung der Omapatrilat-Gruppe
tendenziell Gber der der Kontrollherzen, der Unterschied erreichte jedoch kein

Signifikanzniveau mehr.

l1l.2.2 Freisetzung von ANP [1-28]
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Abb. 111.10: ANP [1-28]-Freisetzung aus Rattenherzen (koronarvendses Effluat)
(Kontrollen (n = 4); Omapatrilat 107 M (n = 5); * = p< 0,05 vs. Kontrolle; # = p< 0,05 vs.
praischamisch).

Eine Freisetzung von ANP [1-28] im koronarvendsen Effluat der Rattenherzen war
bereits unter praischamischen Bedingungen nachweisbar. Nach 15 Minuten globaler
Ischamie kam es zu einem Anstieg der ANP-Abgabe, die in der Omapatrilat-Gruppe
einen, gegenuber der Kontrollgruppe, signifikant héheren Wert verzeichnete.
Interessanterweise bereits zum zweiten Zeitpunkt der Probenentnahme nach

Ischamie (50. Minute des Perfusionsprotokolls bzw. nach 5 Minuten Reperfusion)
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waren die Werte fast auf Ausgangsniveau zurickgesunken. Zudem war in der
spateren Reperfusion wiederum kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Gruppen vorhanden.

11l.2.3 Freisetzung von pro-ANP [1-30]
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Abb. 1ll.11: Pro-ANP [1-30]-Freisetzung aus Rattenherzen im Langendorff-Modus
(Kontrollen (n = 4); Omapatrilat 107 M (n = 5)).

Die Dynamik der pro-ANP [1-30]-Freisetzung ist im Wesentlichen mit der von ANP [1-
28] vergleichbar. Auch im Falle von pro-ANP [1-30] kam es zu einem
postischamischen Anstieg in den ersten Reperfusionsminuten. Allerdings war kein
signifikanter Unterschied zwischen der mit Omapatrilat behandelten Gruppe und den
Kontrollherzen zu beobachten. In der spateren Reperfusion waren die
Freisetzungswerte beider Gruppen wieder auf dem praischamischen Niveau.
Beachtenswert sind die Mengendimensionen, die im Falle von pro-ANP [1-30] um
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den Faktor 10 hdéher liegen als bei ANP [1-28] (500-1500 fmol/min vs. 10-

100 fmol/min). Diese Werte entsprechen Konzentrationen von jeweils ca. 10° bzw.
1070 M.

l1l.2.4 Freisetzung von TNF-q,

In in vitro Studien mit rekombinantem humanem TACE (TNF-a-cleaving-enzyme)

konnte festgestellt werden, dass dieses Enzym durch Omapatrilat gehemmt wird
(ICs ca. 5x10°® M; siehe Tabelle 111.10).

R R
ohne 8”;%‘3)5‘”"“ 26+02uM |58+03um]| 0%

Oma?ﬂ”é‘; MM 44+08um |58+1,5uM | 266+7,9%
Omai’ﬂi'g M 5351,7uM |34+ 1,4uM [ 44,3 £ 1,4%
Omaﬂi‘i‘fﬂ M T 79+ 1,0um |21 £0,7um | 74,8 £ 4,9%

Tabelle 111.10: Hemmung von TACE durch Omapatrilat
Konzentrationen des TNF- -Peptids Ac-SPLAQAVRSSSR-NH, und Ac-SPLAQA, dem
spezifischen Spaltprodukt von TNF-

bei 37°C fir 1h mit rekombinantem humanen TACE.

Die Rolle von TNF-a bezlglich des Ischamie/Reperfusionsschadens wird derzeit
auBerst kontrovers diskutiert. Ob nun eine Abspaltung und damit Freisetzung des
Zytokins durch die Zink-Metalloprotease TACE eventuell durch 107 M Omapatrilat
auch im intakten Herzen gehemmt wird, war die Frage bei der Bestimmung der

TNF-o-Freisetzung in Rattenherzen.
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Abb. lll.12: TNF-a-Freisetzung aus Rattenherzen im Langendorff-Modus

(Kontrollen (n = 4); Omapatrilat 107 M (n = 5); # = p< 0,05 vs. praischamisch).

Nach einer 15-min0tigen globalen Ischamie setzten sowohl Kontrollherzen als auch
die mit Omapatrilat (107 M) behandelten Rattenherzen zunehmende Mengen von
TNF-o in der Reperfusion frei. In der 165. Minute des Protokolls (entspricht einer
Reperfusionszeit von 120 Minuten) war der Anstieg signifikant zum Ausgangswert.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ergaben sich zu
keinem Zeitpunkt (Abb. 111.12).

lll.3. Wirkung von exogenem pro-ANP [1-30] auf Meerschweinchenherzen im

Langendorff-Modus

Um die Auswirkung von exogenem pro-ANP [1-30], alleine und mit Omapatrilat
(107 M) zusammen appliziert, auf das Koronarsystem im Sinne einer
Koronardilatation bzw. eine Steigerung der GefaBpermeabilitat zu beurteilen, wurde
pro-ANP [1-30] in steigender Konzentration mit und ohne Omapatrilat in
Meerschweinchenherzen infundiert. Die Konzentration an pro-ANP [1-30] wurde

nach jeweils 5 Minuten stufenweise gesteigert.
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111.3.1 Koronarvenoser Fluss
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Abb. 111.13: Koronarvendser Fluss wihrend stufenweise gesteigerter pro-ANP [1-30]-Infusion

mit und ohne paralleler Omapatrilat (10" M) —Applikation; (n= 3).
Pro-ANP hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die koronare Perfusion. Es ergaben

sich sowohl bezlglich der verschiedenen Zeitpunkte, als auch bezlglich der
jeweiligen Behandlungen keine signifikanten Unterschiede im Koronarfluss.
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lll.3.2 Transsudatmessungen
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Abb. Ill.14: Transsudatmessungen wéihrend stufenweise qgesteigerter pro-ANP [1-30]-

Infusion mit und ohne paralleler Omapatrilat (10" M) —Applikation; (n= 3).

Bei Infusion von 10® M und 107 M pro-ANP [1-30] erwiesen sich keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der Transsudatmengen. Lediglich eine Tendenz zu einem
gesteigerten Transsudatfluss war bei einer pro-ANP-Infusion in einer Konzentration
von 107 M zu sehen. Die zusatzliche Anwesenheit von Omapatrilat 107 M hatte
keinen signifikanten Einfluss auf die koronare Leckbildung unter diesen
Bedingungen.
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V. Diskussion

IV.1 Diskussion der Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Frage nach einer kardioprotektiven Wirkung
des Vasopeptidase-Inhibitors Omapatrilat nach globaler Ischamie und Reperfusion
zu klaren und im Falle einer verbesserten postischamischen Herzfunktion die daftr
verantwortlichen Mechanismen aufzuzeigen. Da die Vasopeptidase-Inhibitoren eine
neue, sich gerade im Zulassungsverfahren befindende Medikamentenklasse zur
Behandlung des arteriellen Hypertonus und der Herzinsuffizienz darstellen, gibt es
erst wenige Studien, die sich mit mdglichen kurz- und langerfristigen protektiven
Auswirkungen auf Ischdmie- bzw. Reperfusion-geschadigtes Myokardgewebe
beschéftigen (Raut, Rouleau, et al. 1999; Blais, Lapointe, et al. 2001; Lapointe, Blais,
et al. 2002). Ein Einsatz von Omapatrilat im postmyokardialen Management bzw. in
der Akutphase eines Ischamie-Reperfusionsschadens erscheint sinnvoll, da in
diesem Zusammenhang Erfolge mit selektiver ACE-Hemmung erzielt worden sind
(Gurevitch, Pevni, et al. 1997; Lazar, Bao, et al. 2002; Podesser, Schirnhofer, et al.
2002; Pfeffer, Braunwald, et al. 1992). Auf der anderen Seite werden MutmaBungen
Uber eine mdgliche protektive Wirkung der natriuretischen Peptide, deren Abbau
durch eine Hemmung der neutralen Endopeptidase verhindert wird, auf
Reperfusions-geschadigtes Myokard angestellt (Takata, Hirayama, et al. 1996;
Rastegar, Vegh, et al. 2000; Takagi, Kiuchi, et al. 2000). Zudem wird Bradykinin
teilweise von der neutralen Endopeptidase abgebaut. So ware eine additiv protektive
Wirkung des Vasopeptidase-Inhibitors Omapatrilat nach Ischamie und Reperfusion
ein denkbarer Effekt. Eine weitere Schutzwirkung kénnte letztendlich darin bestehen,
dass sich im Omapatrilat-Molekilil eine freie Sulfhydryl-Gruppe befindet, die im
Rahmen der Reoxygenierung als Antioxidanz fungieren kann.
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IV.1.1 Omapatrilat wirkt kardioprotektiv

Den bedeutendsten Parameter zur Beurteilung des Reperfusionsschadens stellt die
Erholung der duBeren Herzarbeit dar. Die Kontrollherzen erreichten hier nur 52 %,
die Omapatrilat 10”M Gruppe (bertraf diese signifikant mit 78 % Erholung. Trotz
relativ inhomogener und unterschiedlicher Ausgangsgruppen, ist die Erholung der
auBeren Herzarbeit ein geeigneter Beurteilungsparameter, da sich - auch im
absoluten Zahlenwert - geringere EHW-Ausgangswerte nicht in der prozentualen
Erholung niederschlagen (siehe Korrelationsgraphen, Abb. IV.1). Die Behandlung der
Herzen mit 10’M Omapatrilat bewirkte eine allgemeine Anhebung des
Erholungsniveaus; es bestand nach wie vor keine Beziehung zwischen absolutem

Ausgangswert der auBeren Herzarbeit und prozentualer Erholung.
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Abb. 1V.1: Korrelation zwischen praischdmischen EHW-Werten und EHW-Erholung in

Kontrollherzen und Herzen mit 10" M Omapatrilat; (n = 7).
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Die positive Wirkung von Omapatrilat auf die Fahigkeit der Herzen postischamisch
Herz-Minuten-Volumen zu férdern und damit Druck-Volumen-Arbeit zu verrichten,
beruhte nicht auf einer veranderten Herzfrequenz. Diese wurde durch das

Ischamie/Reperfusions-Protokoll in keinem Fall signifikant vermindert.
Die méglichen Mechanismen, die zu einer verbesserten Funktion der mit Omapatrilat
(107 M) behandelten Herzen beigetragen haben kénnten, werden im Folgenden

diskutiert.

IV.1.1.1 Konzentrationsabhangigkeit

Omapatrilat wird eine optimale Dosis-Wirkungsbeziehung im nanomolaren Bereich
zugesprochen bei Hemmkonstanten fir ACE von 6,0 nmol/l und fir NEP von
8,9 nmol/l (Robl, Sun, et al. 1997; Trippodo, Robl, et al. 1998; Burnett 1999). Eine
Applikation von Omapatrilat in einer Konzentration von 100 nM (107 M) fiihrte in
unserem Modell zu einer Protektion des durch Ischdmie und Reperfusion
geschadigten Myokards. Eine niedrigere Dosierung von 10 nM (10° M) zeigte
keinerlei erkennbare Effekte. Folglich muss die duale Hemmung von ACE und NEP

nahezu vollstandig sein, damit ein protektiver Effekt erzielt wird.

IV.1.1.2 Abhédngigkeit vom Applikationszeitpunkt

Bei der medikamentdsen Modulation des Ischamie-Reperfusionsschadens spielt der
Zeitpunkt des Therapiebeginns eine entscheidende Rolle (Cargnoni, Boraso, et al.
1994; Wang, Pernow, et al. 2002; Massoudy, Becker, et al. 1994; Lazar, Bao, et al.
2002). Je nach Wirkmechanismus des Therapeutikums existieren gewisse
Zeitfenster, in denen eine Verabreichung erfolgen muss, um eine Verbesserung der
postischamischen Herzfunktion zu erreichen. Auch in dem hier verwendeten
Ischamie-Reperfusionsmodell war die protektive Wirkung des Vasopeptidase-
Inhibitors abh&ngig vom Applikationszeitpunkt. So musste Omapatrilat bereits vor
Einsetzen der Ischamie zugeflihrt werden. Eine lediglich postischamische Gabe
konnte die Schadigung nicht verringern.

Ein mdglicher Grund fiar diesen begrenzten Zeitrahmen ergibt sich bei der
Betrachtung des zwar kurzen, aber deutlichen postischamischen ANP-Anstiegs in
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den mit Omapatrilat 10”7 M behandelten Herzen (siehe auch Kap. IV.1.4.1). In dieser
Gruppe sammelt sich das atriale natriuretische Peptid, mutmaBlich wegen
verminderten Abbaus durch die gehemmte neutrale Endopeptidase, wahrend der
Ischamie zu signifikant héheren Spiegeln an, und kann bei Wiedereinsetzen der
Perfusion in der frihen Reperfusionsphase eine kardioprotektive Wirkung entfalten.
Dies schlagt sich wiederum in einer héheren prozentualen Erholung der auBeren
Herzarbeit in der zweiten Arbeitsphase nieder.

Auch im Falle der selektiven ACE-Hemmung wird Uber definierte Zeitfenster der
Applikation berichtet, wahrend der eine Verbesserung der postischamischen
Situation erreicht werden kann. Die vorhandenen Erkenntnisse Uber den besten
Zeitpunkt divergieren jedoch betrachtlich (Schoemaker, Debets, et al. 1991; Arad,
Shotan, et al. 1992) und sind mutmaBlich stark vom jeweiligen ACE-Hemmer sowie
vom Studienprotokoll abhangig (Linz, Wiemer, et al. 1995). So erwies sich zum Teil
eine Verabreichung bereits praischamisch oder als Zusatz zur Kardioplegielésung
mit Einsetzen der Ischamie als protektiv (Lazar, Volpe, et al. 1998; Cargnoni, Boraso,
et al. 1994; Gurevitch, Pevni, et al. 1997). Andererseits ergaben Versuche mit
Ramiprilat an einem a&hnlichen wie dem hier verwendeten Modell des isoliert
arbeitenden Meerschweinchenherzens, dass eine Verabreichung mit Beginn der
Reperfusion ausreichte, um eine deutliche Erholung der auBeren Herzarbeit zu
erzielen. Eine spatere Infusion, erst zu Beginn der zweiten Arbeitsphase konnte die
Schadigung jedoch nicht mehr aufhalten (Massoudy, Becker, et al. 1994). Diese
Beobachtung zeigt, dass auch im Falle der ACE-Hemmung gerade die
Reperfusionsphase  einen  kritischen  Zeitpunkt darstellt, in der die
Schutzmechanismen aktiviert sein missen, um eine Verbesserung in der folgenden
Arbeitsphase zu bewirken.

Da Omapatrilat als dualer Vasopeptidase-Inhibitor auch das ACE hemmt, erscheint
die Diskrepanz zu Ramiprilat verwunderlich; denn um beiden Komponenten
Rechnung zu tragen, war eine praischamische Verabreichung von Omapatrilat in
diesem Modell unabdingbar. Mdéglicherweise ist der Wirkeintritt von Omapatrilat
bezlglich der ACE-Hemmung langsamer als der von Ramiprilat, das zudem in
hdherer Konzentration eingesetzt wurde (10°M), um eine Kardioprotektion zu
demonstrieren (Massoudy, Becker, et al. 1994).
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IV.1.2 Captopril - ACE-Hemmer mit Sulfhydryl-Gruppe

Neben den hdmodynamischen Eigenschaften haben sich die ACE-Hemmer auch bei
der Begrenzung des kardialen Ischamie-/Reperfusionsschadens als effektiv erwiesen
(Linz, Wiemer, et al. 1992; Cargnoni, Boraso, et al. 1994; Ertl, Kloner, et al. 1982).
Diese protektiven Effekte der ACE-Hemmer auf isoliert perfundierte postischamische
Herzen werden weniger auf verminderte Angiotensin II-Spiegel zurlckgeflhrt, als auf
erhbéhte Bradykininspiegel, die sekundar mit einer gesteigerten lokalen NO-Synthese
einhergehen (Zahler, Kupatt, et al. 1999; Massoudy, Becker, et al. 1994; Linz,
Wiemer, et al 1995; Zhang, Scicli, et al. 1997; Wiemer, Schélkens, et al. 1991).
Unterstitzt wird diese These durch Studien, die mit exogen infundiertem Bradykinin
ahnliche Effekte erreichten, wohingegen durch eine alleinige Blockade von
AT-Rezeptoren keine Verbesserung erzielt werden konnte (Massoudy, Becker, et al.
1994).

Die Hemmung von ACE in isolierten Meerschweinchenherzen mittels Captopril hat
sich in vorliegender Versuchsreihe als nicht kardioprotektiv erwiesen, was mehreren
anderen Studien entgegensteht. So wurde in verschiedenen Versuchsreihen an
isolierten Rattenherzen eine Verbesserung der Herzfunktion nach Ischamie durch
Captopril aufgezeigt (Takeda, Takashi, et al. 1997; Pi & Chen 1989; Linz, Wiemer, et
al. 1992). Captopril wurde in dem hier verwendeten Protokoll in relativ geringer
Konzentration (10”7 M) eingesetzt. Zudem haben Meerschweinchen eine viel héhere
ACE-Aktivitat als Ratten (Yang, Erdés, et al. 1971). DarUber hinaus gehért Captopril
zu den ACE-Hemmern der ersten Generation, die eine sehr geringe Gewebeaffinitat
aufweisen (Dzau, Bernstein, et al. 2002; Lazar, Bao, et al. 2001).

Die Unwirksamkeit von Captopril in unserem Modell hilft aber bei der Klarung des
Wirkmechanismus von Omapatrilat. Captopril enthalt namlich, wie Omapatrilat, eine
Sulfhydryl-Gruppe im Molekull. Durch Verabreichung von Captopril in gleich hoher
Konzentration sollte eine eventuelle Kardioprotektion, wie sie durch eine Sulfhydryl-
Gruppe vermittelt werden kann, zu Tage treten. Verbindungen mit Sulfhydrylgruppen
kénnen im Rahmen eines Ischamie-Reperfusionsschadens durch eine Scavenger-

Wirkung auf Sauerstoffradikale und andere toxische Metabolite kardioprotektiv

63



Diskussion

agieren (Lesnefsky, Dauber, et al. 1991; Becker, Reinholz, et al. 1991; Goldschmidt
& Tallrida 1991). Da die mit Captopril behandelten Herzen keine wesentlich
verbesserte postischamische Herzfunktion zeigten, lasst sich folgern, dass die SH-
Gruppe im Omapatrilat-Molekul den Reperfusionsschaden durch ihre antioxidativen
Eigenschaften nicht nachhaltig beeinflusst hat.

1V.1.3 Kardioprotektion durch Omapatrilat - ein Bradykinin-vermittelter Effekt?

Durch eine kombinierte Hemmung der beiden Metallopeptidasen ACE und NEP
beeinflussen die Vasopeptidase-Inhibitoren ebenfalls den Bradykinin-Metabolismus
im Herzen (Dumoulin, Adam, et al. 1998; Burnett 1999; Corti, Burnett, et al. 2001).
Somit kénnen durch eine Behandlung mit Omapatrilat additiv hohe Bradykininwerte
erzielt werden (Dumoulin, Adam, et al. 2001; Sagnella 2001; Raut, Rouleau, et al.
1999; Boix 2002).

Bradykinin Ubt seine zellularen Wirkungen Uber Bindung an BK,-Membran-
Rezeptoren aus. Die Synthetisierung eines selektiven Rezeptor-Antagonisten
Icatibant (HOE 140) fir diese BK.-Rezeptoren erleichterte Untersuchungen von
Bradykinin-abh&ngigen Wirkungsweisen, gerade im Zusammenhang mit einer ACE-
Hemmung. So zeigte eine simultane Applikation von ACE-Hemmern und BKo-
Rezeptor-Antagonist Icatibant in mehreren Studien einen deutlichen Abfall der
kardioprotektiven Wirkung der ACE-Inhibitoren (Massoudy, Becker, et al. 1994;
Hartman 1995; Linz, Wiemer, et al. 1992). Auch in den vorliegenden Versuchsreihen
verursachte HOE 140 (10®M) eine eingeschrankte Erholung der mit Omapatrilat
107 M behandelten Herzen. Jedoch war dieser Abfall unerwartet gering; die
prozentuale postischdmische Erholung erreichte nahezu Signifikanzniveau, was zur
Vermutung fuhrt, dass Bradykinin zwar an einer Protektion beteiligt ist, jedoch nicht
allein fur die mit Omapatrilat erreichte verbesserte Herzfunktion verantwortlich sein
kann.
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IV.1.4 Hemmung der neutralen Endopeptidase — die natriuretischen Peptide

und weitere mégliche Substrate

Als zusétzliche Mediatoren der Kardioprotektion durch Omapatrilat kommen neben
Bradykinin eine Reihe der weiteren, vielzéhligen Substrate der neutralen
Endopeptidase in Frage, allen voran die natriuretischen Peptide. Diese rlicken vor
allem aufgrund ihrer hypotensiven, natriuretischen Wirkung immer mehr in den
Vordergrund des klinisch therapeutischen Interesses. Wegen ihrer Kkurzen
Halbwertszeit und aufwendigen Applikationsart (parenteral) und nicht zuletzt aus
Kostengriinden ist eine NEP-Hemmung und ein damit verbundener sekundarer
Anstieg der endogenen natriuretischen Peptide prinzipiell einer exogenen
Verabreichung vorzuziehen (Sagnella 2001). Um die Wirkung der einzelnen
natriuretischen Peptide selektiv zu eruieren, ist eine exogene Applikation jedoch
aufschlussreich.

IV.1.4.1 Exogenes und endogenes ANP

Derzeit gibt es nur einige wenige Studien, die sich mit der Wirkung von exogen
applizierten ANP auf ischamisches Myokardgewebe beschéftigen (Okawa, Horimoto
2002; Takata, Hirayama, et al. 1996; Takagi, Kiuchi, et al. 2000; Rastegar, Vegh, et
al. 2000; Hayashi, Tsutamoto, et al. 2001). Diesen zufolge scheint ANP sowohl in der
Akutphase als auch im Langzeitverlauf eine protektive Wirkung zu vermitteln. Uber
die Mechanismen werden unterschiedlichste MutmaBungen angestellt. Takata et al.
beschreibt in einem Hunde-Modell mit induziertem Koronararterienverschluss und
anschlieBender Reperfusion eine verminderte Anzahl an ventrikularen Arrhythmien
und einen hdheren postischamischen ATP-Gehalt des Myokards, wenn ANP mit
Beginn des GefaBverschlusses infundiert wurde. Rastegar findet in einer
vergleichbaren Versuchsanordnung ebenfalls signifikant weniger ventrikulare
Arrhythmien nach praischamischer ANP-Applikation. Diese Effekte werden spekulativ
einem cGMP-vermitteltem Mechanismus zugeordnet (Takata, Hirayama, et al. 1996,
Rastegar, Vegh, et al. 2000). In einem ahnlichen Hunde-Modell zeigen Takagi et al.
eine signifikante Einschrankung des Infarktareals bei den mit Caperitide, einem ANP-
Analogon, behandelten Hundeherzen. Auch hier wird ANP vor Einsetzen der

65



Diskussion

Reperfusion, wahrend der Ischamie verabreicht. Die Protektion wird Uber eine
verbesserte Sauerstoffversorgung und einen gesteigerten kollateralen Blutfluss
erklart (Takagi, Kiuchi, et al. 2000). Der genaue Mechanismus der zu einer ANP-
vermittelten Kardioprotektion fiihrt, ist bisher noch unklar.

In der vorliegenden Studie filhrte die Infusion von exogenem ANP (10° M) zu einer
tendenziell besseren Erholung der auBeren Herzarbeit. Die Wirkung erreichte jedoch,
ahnlich wie in der Omapatrilat + HOE 140-Gruppe weder die Erholung der
Omapatrilat (10”7 M)-Gruppe noch, statistisch gesehen, Signifikanzniveau.
Omapatrilat fihrt durch die Hemmung der neutralen Endopeptidase zu einem
Anstieg von endogenem ANP (Lapointe, Blais, et al. 2002). Um dies in unserem
Modell, in der Akutphase eines myokardialen Ischamie-Reperfusionsschadens zu
verifizieren, wurde die Freisetzung von ANP im koronarvendsen Effluat gemessen.
Hier konnte ein signifikanter Anstieg direkt nach Ischamie, in den ersten Minuten der
Reperfusion, gezeigt werden. Dies spiegelt mutmaBlich einen Auswascheffekt von
ANP wieder, das wahrend der Ischamie aus den Speichergranula sezerniert worden
ist und durch die gehemmte Aktivitat der neutralen Endopeptidase vor einem Abbau
geschitzt ist. Der angedeutete zweite Anstieg in der spaten Reperfusion (60. — 90.
Minute) ist wohl als einsetzende Neusynthese des Peptids zu werten. Dieser spate
Anstieg ist jedoch als Ursache einer verbesserten Herzfunktion in unserem Modell
zeitlich nicht mehr relevant.

So lasst die Betrachtung der ANP-Gruppe zusammen mit den ANP-Messungen
schlussfolgern, dass Omapatrilat zu signifikant héheren postischadmischen Spiegeln
an ANP [1-28] fuhrt, diese jedoch nicht allein fir die erreichte Kardioprotektion

verantwortlich sein konnen.

1V.1.4.2 N-terminales pro-ANP-Fragment [1-30]

Das N-terminale pro-ANP-Fragment [1-30], auch ‘long acting ANP" genannt, weist
zum Teil ahnliche Eigenschaften wie ANP [1-28] auf (Diurese, Natriurese,
Vasodilatation) (Chiou & Vesely 1995; Vesely 2001). Neben diesen
Gemeinsamkeiten mit reifem ANP werden den N-terminalen ANP-Fragmenten
jedoch auch andere Eigenschaften zugesprochen, z. B. eine Hemmung der renalen
Na-K-ATPase und der Prostaglandin E>-Synthese (Gunning, Brady, et al. 1992;
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Chiou & Vesely 2001). AuBerdem wird Gber eine Bindung der N-terminalen ANP-
Fragmente an spezifische Rezeptoren spekuliert (Vesely, Cornett, et al. 1990;
Beltowski 2000).

Die Freisetzungsdynamik von pro-ANP in Rattenherzen dieser Studie gleicht im
Wesentlichen der von reifem ANP [1-28]. Jedoch werden mit Omapatrilat 107 M
keine signifikant héheren Spiegel an pro-ANP [1-30] nach Ischamie erzielt. Daraus
lasst sich folgern, dass Omapatrilat-hemmbare Peptidasen nicht grundlegend am
Abbau des pro-ANP-Fragments beteiligt sind. Uber einen verminderten
enzymatischen Abbau, verglichen mit reifem ANP, wurde berichtet (Hall, Aaberg, et
al. 1995), was den geringen Effekt einer NEP-Hemmung auf die Spiegel des ‘long
acting natriuretic peptide” erklaren wirde.

Interessanterweise Ubersteigen die Spiegel von pro-ANP [1-30] im koronarvendsen
Effluat der Rattenherzen die ANP-Werte durchschnittlich um den Faktor 5-10. Diese
Unterschiede entsprechen den Berichten aus anderen Studien (Dietz, Nazian, et al.
1991; Onuoha & Alpar 2001). Da beide Peptide vom selben Prakursor-Protein
abstammen (ltoh, Nadao, et al. 1988), wird eine langere biologische Halbwertszeit
von pro-ANP im Plasma angenommen, die wiederum auf verschiedenen Wegen der
Rezeptorbindung und Peptiddegradierung griinden kénnten (Onuoha & Alpar 2001;
Chiou & Vesely 1995; Dietz, Nazian, et al. 1991; Beltowski 2000).

Pro-ANP wurde zum einen im koronarvendsen Effluat (30-80 fmol/ml), zum anderen
im kardialen Transsudat gemessen (570-800 fmol/ml). Das Verhaltnis der
Konzentrationen an pro-ANP in den beiden Kompartimenten lag somit bei ca. 1:10
(Effluat:Transsudat). Da ANP und pro-ANP initial zu gleichen Teilen bei der
Prozessierung von pro-ANP freigesetzt werden (ltoh, Nadao, et al. 1988; Dietz,
Nazian, et al. 1991) und lediglich einer unterschiedlichen Abbaukinetik unterworfen
sind, lasst sich das Konzentrationsverhaltnis von Transsudat zu Effluat auch auf die
Spiegel von ANP [1-28] Ubertragen. Dies wirde demzufolge bei Konzentrationen von
1,5-4,9 fmol/ml im Effluat einer Konzentration von etwa 15-50 fmol/ml im Transsudat
entsprechen. Diese Konzentration liegt ca. eine GrdBenordnung unter der, in der
exogenes ANP eine gewisse kardioprotektive Wirkung zu entfalten vermochte
(107'° M gegen 10° M).
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Entgegen seiner beschriebenen vasodilatatorischen Wirkung (Martin, Pevahouse, et
al. 1990), zeigte pro-ANP [1-30] bei einer stufenweise bis 3x10® M gesteigerten
Infusion in isolierte Meerschweinchenherzen keine Steigerung des Koronarflusses.
Beziiglich der Permeabilitat ist, mit Omapatrilat 10”7 M gleichzeitig verabreicht, eine
Tendenz zu einer gesteigerten Leckinduktion durch pro-ANP [1-30] zu sehen.

Das N-terminale pro-ANP-Fragment [1-30] hat unseren Studien zufolge keinen
nachhaltigen Einfluss auf die Herzen und durfte daher fir die Verbesserung der
postischamischen Herzfunktion durch Omapatrilat in diesem Modell nicht
hauptverantwortlich sein. Hierflr spricht zudem die unveranderte kardiale Abgabe an
pro-ANP in Gegenwart von Omapatrilat.

1V.1.4.3 Brain natriuretic peptide (BNP)

Uber eine protektive Wirkung von BNP auf ischdmisches Myokard gibt es bislang
wenige Informationen (D’Souza, Yellon, et al. 2003). Die Wirkungen von BNP
scheinen im Wesentlichen denen von ANP &hnlich zu sein (Levin, Gardner, et al.
1998; Stein & Levin 1998). Fir BNP konnte im Gegensatz zu ANP und CNP noch
kein eigener spezifischer Rezeptor identifiziert werden (Wilkins, Redondo, et al.
1997). Eine weitere Besonderheit, die BNP zuteil wird, ist seine auBerst rasche
Sekretion und Genexpression nach adaquatem Stimulus, wie z. B. Ischamie in Form
eines Myokardinfarktes (Stein & Levin 1998). Dies wird auf eine strukturelle
Besonderheit seiner mRNA, eine AUUUA-Sequenz, die den meisten der Akut-Phase-
Proteine zueigen ist, zurlickgeflhrt (Caput, Beutler, et al. 1986; Mukoyama, Nakao,
et al. 1991). Der Abbau von BNP dagegen geht langsamer von statten (Naruse,
Takeyama, et al. 1994; Mukoyama, Nakao, et al. 1991), was vermutlich durch seine
geringere Affinitat zur neutralen Endopeptidase bedingt ist (Kenny, Bourne, et al.
1993). Dies wilrde implizieren, dass eine NEP-Hemmung weniger Einfluss auf die
Dynamik der BNP-Spiegel hatte. Eine Beteiligung von BNP an der verbesserten
postischdmischen Herzfunktion durch Omapatrilat ist daher wenig wahrscheinlich.
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1V.1.4.4 C-type natriuretic peptide (CNP)

CNP wird im GeféaBendothel gebildet und u. a. bei schadigenden Einflissen auf das
Endothel freigesetzt (Barr, Rhodes, et al. 1996). Der spezifische Rezeptor flir CNP ist
der NPR-B (Hirose, Furukawa, et al. 1998). CNP ist insofern von den anderen
natriuretischen Peptiden zu differenzieren, als seine Wirkung entgegen seinem
Namen nicht natriuretisch ist, sondern betont vasorelaxierend (Clavell, Stingo, et al.
1993). Der Abbau von CNP erfolgt wie bei anderen natriuretischen Peptiden zum
einen Uber die neutrale Endopeptidase, wobei CNP in vitro am schnellsten von NEP
hydrolysiert wird. Andererseits bindet CNP auch an den NPR-C. Da die Wirkung von
CNP mit vergleichsweise geringen Steigerungen einhergehender cGMP-Spiegel
beschrieben wird, wird auch Uber cGMP-unabhédngige Mechanismen diskutiert,
insbesondere eine vasorelaxierende Wirkungsvermittlung tUber Kaliumkanale (Wei,
Aarhus, et al. 1993). So kommt auch CNP als méglicher zusatzlicher Mediator fur
eine Kardioprotektion durch Omapatrilat in Frage.

1V.1.4.5 Endothelin

Endothelin ist ein potenter Vasokonstriktor, der sowohl im Endothel, in glatten
Muskelzellen, als auch in Kardiomyozyten produziert wird. Seine Freisetzung erfolgt
auf eine Reihe von Stimuli, u. a. nach Ischdmie und Reperfusion (Pernow & Wang
1997, Wang, Pernow, et al. 2002). Eine Kardioprotektion durch Senkung der
Endothelin-Spiegel ist in diesem Zusammenhang durchaus denkbar, da Endothelin
eine nicht zu vernachlassigende negative Rolle beim Reperfusionsschaden spielen
kann (Pernow & Wang 1997).

Die neutrale Endopeptidase weist bekannterweise eine breite Substratspezifitat auf,
wobei sie Peptide vornehmlich am N-terminalen Ende hydrophober Aminosauren
spaltet (Erdds & Skidgel 1989). So gesehen waére auch die Trp-Val-Bindung im Big-
Endothelin-Peptid eine Mdglichkeit zur Spaltung und damit zur Freisetzung von
Endothelin-1 (Turner & Murphy 1996). Daher wurde Uber eine mdgliche Aktivitat der
neutralen Endopeptidase als “Endothelin-Converting-Enzyme” immer wieder
spekuliert (Murphy, Corder, et al. 1994). Weit mehr Studien zeigen jedoch, dass die
neutrale Endopeptidase weniger an der Freisetzung von Endothelin-1 als am Abbau
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des Vasokonstriktors beteiligt ist (Ferro, Spratt, 1998, Vijayaraghavan, Scicli, et al.
1990). Zudem kann Endothelin in kleiner Konzentration eine NO-vermittelte
Kardioprotektion hervorrufen (Massoudy, Zahler, et al. 1997). Wie also eine
Hemmung der neutralen Endopeptidase die Endothelin-Wirkung bei Ischamie-

Reperfusion beeinflusst, kann nur sehr schwer vorhergesagt werden.

1V.1.4.6 TNF-o

Tumor-Nekrose-Faktor-o ist ein Zytokin, das unter anderem durch Ischdmie und
Reperfusion des Gewebes aktiviert wird (Gurevitch, Frolkis, et al. 1996). Eine
verminderte Abspaltung und damit geringere Freisetzung von TNF-a durch eine
Omapatrilat-induzierte Hemmung des TACE (TNF-a-cleaving-enzyme) kdnnte eine
protektive Wirkung bei Reperfusion bewirken. Dass Omapatrilat TACE, das wie ACE
und NEP eine Zink-abhangige Metalloprotease ist, hemmen kénnte, wurde in dieser
Arbeit durch in vitro - Versuche erstmalig gezeigt (sieche Kap.: 1ll.2.4). Da eine
Inhibitorkonstante von ca. 10uM gefunden wurde, war zu vermuten, dass die zur
Kardioprotektion eingesetzte Konzentration von Omapatrilat zu gering sein wirde,
um die TACE-Aktivitat im intakten Organ nennenswert zu hemmen. Bei den Studien
am isolierten Rattenherz konnte dieser Verdacht bestatigt werden: Omapatrilat 107M
zeigte keinen erkennbaren Effekt auf die TNF-o-Freisetzung im Vergleich zu den

Kontrollherzen.

IV.1.5 Zwischenbilanz

Aus unseren Versuchsreihen lasst sich nun schlieBen, dass weder Bradykinin noch
ANP oder pro-ANP alleine fir die protektive Wirkung von Omapatrilat verantwortlich
ist. Ein additiver Effekt dieser Peptide oder womdglich weiterer Substrate der
neutralen Endopeptidase (CNP, Endothelin) in dieser Situation muss daher zum
Tragen kommen und die Kardioprotektion herbeiftihren. Im weiteren Verlauf der
Diskussion sollen die durch Omapatrilat herbeigeflihrten mikrovaskuldren und
metabolischen Veranderungen mit diesem Hintergrund analysiert werden.
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IV.1.5.1 Ist eine Vasodilatation an der Kardioprotektion beteiligt?

Die genauen Mechanismen der Beteiligung von Bradykinin an der Minderung des
Reperfusionsschadens sind noch nicht geklart. Kininogene werden in der GefaBwand
durch ein lokales Kinin-System synthetisiert und zu Bradykinin gespalten, das seinen
vasodilatierenden Effekt Gber NO und Prostaglandine (Bhoola, Figueroa, et al. 1992;
Massoudy, Becker, et al. 1994; Komaru, Kanatsuka, et al. 2000) austibt. Die
GefaBerweiterung und die damit verbundene Zunahme der Durchblutung und
Steigerung des  Sauerstoffangebots  tragen  mdoglicherweise zu  einer
Funktionsverbesserung nach Ischamie-/Reperfusion bei (Hartman 1995; Pepine
1998). In Versuchen mit ACE-Inhibitoren am Modell des isoliert perfundierten
Meerschweinchenherzens wird eine protektive Wirkung durch Bradykinin weniger
aufgrund seiner gefaBerweiternden Wirkung, sondern eher sekundar tber NO als
Radikalfanger erklart (Massoudy, Becker, et al. 1995).

Auch ANP ist vasodilatatorisch wirksam, jedoch wird eine Vasodilatation nicht als
Hauptursache der postischamischen Protektion angenommen (Rastegar, Vegh, et al.
2000; Takata, Hirayama, et al. 1996; Chu & Cobb 1987).

In vorliegender Studie zeigt die Captopril-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollherzen
eine signifikant geringere postischamische Koronarflussabnahme, was als indirektes
Zeichen einer Koronardilatation zu werten ist. Diese schlagt sich jedoch nicht in einer
deutlich besseren Erholung der Herzen in der Captopril-Gruppe nieder. Ebenfalls im
Falle der ANP-Gruppe als auch interessanterweise in den mit Omapatrilat und HOE
140 behandelten Herzen fallt die Abnahme des Koronarflusses signifikant geringer
aus, ohne mit einer signifikant verbesserten Erholung einherzugehen. Dagegen ist in
den Omapatrilat (107 M) behandelten Herzen, die sich postischamisch deutlich
erholen, lediglich eine Tendenz zur Dilatation zu sehen. Daraus lasst sich schlieBen,
dass eine Koronardilatation ein mdglicher Begleitmechanismus, jedoch nicht
hauptverantwortlich fir eine Kardioprotektion mit Omapatrilat ist.
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IV.1.5.2 Omapatrilat __fuhrt _zu einer__Steigerung der _myokardialen

mikrovaskularen Permeabilitat - BK und ANP als Mediatoren?

In den mit Omapatrilat behandelten Rattenherzen kam es zu einem signifikanten
postischamischen Transsudatanstieg im Vergleich zu den Kontrollen. Eine
gesteigerte Endothelpermeabilitat kann die Entstehung eines interzellularen Odems
verursachen, das einem suffizienten Gasaustausch entgegensteht und die
physiologische Barrierefunktion des Endothels aufhebt (Lum & Malik 1994). Im Falle
des Ischamie-Reperfusionsschadens wiirde ein solches Odem die Situation weiter
verschlimmern. Die interstitielle Flissigkeitsansammlung wirkt sich auch negativ auf
die myokardiale Kontraktilitat aus.

Neben einer Vasodilatation wird Bradykinin auch eine starke permeabilitatsteigernde
Wirkung auf das GefaBendothel zugesprochen (Lum & Malik 1994; Regoli & Barabe
1980). Eindrlcklich bestatigt wird die Beteiligung von Bradykinin an der
Endothelpermeabilitdt in vorliegender Studie durch Zugabe des BK:-Rezeptor-
Antagonisten Icatibant (HOE 140). Hierbei kommt es zu einer signifikanten Abnahme
des Transsudatflusses. Diese Beobachtung geht mit denen aus anderen Studien
konform (Emanueli, Grady, et al. 1998). Der genaue Mechanismus der Leckinduktion
ist nicht bekannt; es kdnnte aber eine NO-vermittelte Steigerung des second
messenger cGMP in den Endothelzellen daran beteiligt sein.

Auch ANP ist wesentlich an der Permeabilitdtsmodulation beteiligt, wie die hier
gezeigten Experimente mit exogen appliziertem ANP belegen. Der ANP-vermittelte
Blutdruckabfall in vivo wird zum Teil Gber eine Verlagerung von Flissigkeit aus dem
intravasalen in den Extravasalraum erklart (Wijeyaratne & Moult 1993; Levin,
Gardner, et al. 1998). Dies bringt eine Zunahme der endothelialen
GefaBpermeabilitdit zum Ausdruck. Wie nun ANP, das Uber Bindung an seinen
Membranrezeptor zu einer gesteigerten cGMP-Bildung in Endothelzellen flhrt,
gleichzeitig eine Endothel-Leckage verursacht, ist unklar (Meyer & Huxley 1992). Es
besteht Uneinigkeit bezlglich der Rolle, die der second messenger cGMP dabei
spielt (Hélschermann, Noll, et al. 1997). Es gibt sowohl Studien, die eine Zunahme
(Lofton, Mewnam, et al. 1990), als auch Arbeiten, die eine Abnahme der
Permeabilitat propagieren (Meyer & Huxley 1992; Yonemaru, Ishii, et al. 1992). Ein
moglicher Erklarungsansatz hierfir wéare, dass konstant erhéhte cGMP-Spiegel ein
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Endothelleck verhindern, ein plétzlicher, steiler Anstieg jedoch die Permeabilitat
steigern kann (Yonemaru, Ishii, et al. 1992).

1V.1.5.3 Die Rolle von cGMP

Der second messenger cGMP wird zum einen durch die I6sliche Guanylylcyclase,
die durch NO stimuliert wird, zum anderen Uber die membrangebundene
Guanylylcyclase, die von den NPR-A und NPR-B aktiviert wird, aus GTP gebildet.
Somit kénnen sowohl eine ACE-, als auch eine NEP-Hemmung konsekutiv zu
erhéhten cGMP-Spiegeln flihren. Dies vermittelt daraufhin als second messenger auf
zellularer Ebene die Effekte der Hemmstoffe weiter. Beispielsweise kommt es Uber
eine Hemmung der Kalzium-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
sowie Hemmung von spannungsabhangigen Kalziumkandlen zu einer cGMP-
vermittelten Senkung der intrazellularen Ca®* -Konzentration (Those & Kanno 1993;
Takata, Hirayama, et al. 1996).

Durch Ausschleusung von cGMP aus den Zellen kommt es nach Stimulation der
Guanylylcyclasen zu einem Anstieg des cGMP-Spiegels im Plasma bzw. im
koronaren Effluat. Dem entsprechend sind auch in der mit exogenem ANP
behandelten Gruppe unserer Versuchsreihe signifikant hohe cGMP-Spiegel zu
sehen, die die protektive Wirkung vermittelt haben kdnnten. Entgegen den Berichten
anderer Studien (Molinaro, Rouleau, et al. 2002), fihrte Omapatrilat nicht zu einem
signifikanten cGMP-Anstieg in unseren Herzen. Dies flhrt zu dem Schluss, dass in
diesem Versuchsmodell hohe cGMP-Spiegel, die als Mediatoren fir die ANP-
abhangigen Wirkungen angenommen werden (Levin, Gardner, et al. 1998), nicht
wesentlich zu einer Verminderung des Reperfusionsschadens durch Omapatrilat
beigetragen haben.

Aufféllig bei den cGMP-Messungen war, dass die koronare cGMP-Abgabe in allen
Herzen, die mit Omapatrilat 107 M bzw. Captopril 107 M behandelt wurden, deutlich
niedriger war als in den Kontrollherzen und den mit Omapatrilat 10® M behandelten
Herzen. Sowohl Omapatrilat, also auch Captopril enthalten eine freie Sulfhydryl-
Gruppe im Molekll und kénnen somit der oxidativen Schadigung von Zellmembranen
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entgegenwirken. Dieser hier erstmalig beobachtete Einfluss von Verbindungen mit
einer freien SH-Gruppe auf den Austritt von cGMP legt den Verdacht nahe, dass
antioxidativer Schutz eine Entkopplung zwischen intra- und extrazelluldren Spiegeln
von cGMP verursacht. Der Vergleich mit Captopril in gleicher Konzentration beweist
jedoch, dass diese weitere Wirkkomponente von Omapatrilat nicht alleine fir die
Kardioprotektion verantwortlich sein kann.

IV.1.5.4 Myokardialer Sauerstoffhaushalt und Laktat-/Pyruvat-Stoffwechsel

Eine gute Erholung der postischamischen Herzarbeit kann prinzipiell auch Uber ein
verbessertes Verhaltnis von Sauerstoffangebot zu Sauerstoffverbrauch zustande
kommen. Aus den in dieser Studie gemessenen Parametern des O,-Metabolismus
ist eine solche Wirkung von Omapatrilat nicht eindeutig zu erkennen.

Ein Anstieg der Laktatkonzentration im koronarvendsen Effluat dient als Marker des
anaeroben Metabolismus und damit als Hinweis auf eine Gewebehypoxie bzw. —
ischamie. Allerdings besteht zwischen Laktatkonzentration und Sauerstoffangebot
keine einfache Beziehung. In hypoxischem bzw. ischamischem Gewebe aktiviert der
Pyruvatanstieg das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH), das die Reaktion von
Pyruvat zu Laktat katalysiert. Die Konsequenz aus dieser Stoffwechselverschiebung
ist ein Anstieg von intrazellularer Milchsaure mit Verschiebung des pH in saure
Bereiche. Wahrend der folgenden Reperfusion kommt es zur Ausschwemmung mit
Anstieg des Laktats im koronarvendsen Effluat. Andererseits kommt es bei Herzen,
die vermehrt Pyruvat und Glucose aerob verstoffwechseln zwangslaufig auch zu
einer Zunahme der Laktatbildung.

Da bei Sauerstoffmangel weniger Pyruvat vom Herzen mitochondrial verbraucht wird,
dient ein Anstieg des Laktat-/Pyruvatquotienten als ein sicherer Hinweis darauf, dass
das Sauerstoffangebot nicht den Stoffwechselbedirfnissen entspricht. Die
Laktatproduktion, wie auch der Laktat-/Pyruvat-Quotient fielen zu allen
Messzeitpunkten zwischen der Kontrollgruppe und der Omapatrilat 107 M-Gruppe
nicht signifikant verschieden aus. Dies weist, bei hohen Laktatwerten in der frihen
Reperfusion, darauf hin, dass die anaerobe Stoffwechsellage wéahrend der Ischamie
in beiden Gruppen &hnlich zu beurteilen ist, dass also in den Herzen mit Omapatrilat
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(107 M) keine bessere myokardiale Oxygenierung stattfand. Zum anderen zeigen die
niedrigen Laktatkonzentrationen wéahrend der Reperfusion und der Arbeitsphasen,

dass allen Gruppen ein ausreichendes Sauerstoffangebot zur Verfigung stand.

Als Folge des oxidativen Stresses bei Reperfusion wird eine gewisse Entkopplung
der mitochondrialen Atmungskette diskutiert. Daraus resultiert eine schlechte
Effizienz der Herzarbeit (weniger Leistung im Vergleich zum O, -Verbrauch). Der
myokardiale Sauerstoffverbrauch fiel in allen Gruppen postischamisch ab, zum Ende
der zweiten Arbeitsphase ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede der
verschiedenen Gruppen im Vergleich zu den Kontrollherzen. Dies spricht flr eine
effizientere postischamische Herzarbeit der Omapatrilat (107 M)-Gruppe, denn bei
vergleichbaren O,-Verbrauchswerten zeigten diese eine signifikant bessere
Herzfunktion. Auch hier ergeben sich demnach Hinweise darauf, dass Omapatrilat
den oxidativen Stress bei Reperfusion mindert.
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IV.2 Methodenkritik

1IV.2.1 Das Modell des isoliert perfundierten Herzens

Das Modell des isoliert perfundierten Saugetierherzens wurde erstmalig 1895 von
Oskar Langendorff beschrieben (Langendorff 1895) und wird seither, teilweise
modifiziert, fOr eine Reihe von Fragestellungen und Versuchsinstallationen
verwendet. Die Vorteile eines isoliert perfundierten Herzens ergeben sich aus der
Vereinfachung des Systems und der Ausschaltung vieler komplizierter Regelkreise
und Mechanismen, die bei in vivo perfundierten Herzmodellen durch den
Gesamtorganismus gegeben sind. Somit kann man sich auf gezielte Aspekte, die
selektiv das Organ Herz an sich betreffen, konzentrieren. Allerdings entfernt sich das
Modell des isolierten Herzen einen Schritt weg vom in vivo - Modell und daraus
gewonnene Erkenntnisse konnen nicht ohne weiteres direkt auf den
Gesamtorganismus Ubertragen werden (Sutherland & Hearse 2000).

1V.2.2 Herzpraparation

Die Préaparation eines Herzens ist notwendigerweise mit einer temporaren Kalte-
Kardioplegie verbunden, um eine ischadmische Schadigung des Myokards wahrend
der Praparation mdglichst gering zu halten. Trotz praktischer und zeitlicher
Optimierung des Praparationsverfahrens traten bei den Herzen direkt nach der
Praparation u. a. Arrhythmien als Zeichen einer myokardialen elektrophysiologischen
Dysfunktion auf. Um die Versuche mdglichst nicht durch diese vorlbergehenden
Stérungen zu beeinflussen, wurden alle Herzen vor Versuchsbeginn 30 - 45 Minuten
im Langendorff-Modus belassen, um sich in dieser Einschlagphase von den

~otrapazen® der Praparation erholen zu kénnen.
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1V.2.3 Perfusionsbedingungen und Dauer der Versuchsphasen

Die Bestimmung der idealen Vor- und Nachlast (12 cmH.O bzw. 80 cmH,0) fir
isoliert arbeitende Meerschweinchenherzen stlitzte sich auf die vielzahligen
Erfahrungswerte unseres Labors, die in etwa denen der Literatur entsprechen
(Sutherland & Hearse 2000).

Zur Bestimmung eines geeigneten Zeitraums fur die beiden Arbeitsphasen dienten
Daten aus vorangegangenen Arbeiten (Becker, Bardenheuer, et al. 1984), die eine
Dauer von etwa 20 Minuten als ideale Zeitspanne fur das Erreichen eines
funktionellen ,steady state“ flr die Herzen beschreiben. Eine geringe Ausdehnung
der Arbeitsphasen auf 25 Minuten flhrte in dieser Versuchsreihe zu einer weiteren

Stabilisierung der Werte.

Die Ischamiedauer ergab sich aus einer Reihe von Vorversuchen. Nachdem eine flr
vergleichbare Versuchsprotokolle durchaus dbliche normotherme, globale
Ischamiedauer von 15 Minuten eine zu starke Schadigung (Erholung des
postischamischen Herzminutenvolumens von durchschnittlich nur 15 %) verursachte,
(siehe Abb. IV.2) wurde die Ischéamiezeit auf 10 Minuten gekdrzt. Mit einer 10-
mindtigen Ischamie wurden adaquate postischamische Erholungswerte (55 % in
Kontrollen) erreicht. Eine so gewahlte Ischamiedauer induzierte einerseits nicht zu
starke FunktionseinbuBen, lieB andererseits jedoch eine Erholung und einen

sichtbaren Therapieerfolg zu.
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Abb. 1V.2: HMV vor und nach 15 Minuten Ischimie: Daten von 6 einzelnen Vorversuchen zur

Bestimmung der optimalen Ischamiedauer.

Die Reperfusionsphase soll den Herzen eine Erholung von der Ischamie vor einer
erneuten Arbeitsphase ermdglichen. Im Gegensatz zur haufig verwendeten
druckkonstanten  Langendorff-Reperfusion wurde hier ein flusskonstanter
Perfusionsmodus gewahlt. Die festgelegten 5 ml Perfusionsfluss pro Minute
entsprechen knapp den Koronarflussmengen nicht arbeitender, druckkonstant
perfundierter Meerschweinchenherzen. Im Gegensatz zur normalen reaktiven
Hyperamie bietet eine regulierte O.-Zufuhr, wie es im Rahmen einer flusskonstanten
Reperfusion der Fall ist, eine bessere Grundlage zur postischamischen Erholung
(Massoudy, Mempel, et al. 1999). Eine Reperfusionsdauer von 15 Minuten erwies
sich in mehreren vorausgegangenen Studien als sinnvoll (Massoudy, Becker, et al.
1994; Massoudy, Becker, et al. 1995).

IV.2.4 Perfusionsdauer und Stabilitat des Praparates

Ein gewisser Leistungsabfall der Herzen ist allein durch die Perfusionsdauer zu
erwarten. Um dies beurteilen zu kénnen wurden in Versuchsreihen unseres Labors
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Herzen ohne Ischamie einer Zeitkontrolle unterzogen. Diese Studien erbrachten
einen Funktionsverlust von ca. 5% pro Stunde (Mempel 2000). Ahnliche Werte (5-
10 %) sind auch aus anderen Studien bekannt (Sutherland & Hearse 2000).

IV.2.5 Transsudatmessung

Transsudat stellt im Modell des isoliert perfundierten Herzens eine Mischung aus
interstitieller und lymphatischer FlUssigkeit dar, die sich an der epikardialen
Oberflache sammelt und vom Praparat abtropft. Um die koronare Netto-Filtration
anhand derartig gemessener Transsudatwerte bestimmen zu kdnnen, bedarf es
einer hohen Qualitdat der Praparation (GefaBligaturen). Basalwerte von etwa
160 pl/min in Kontrollherzen sind jedoch als realistisch zu betrachten und sind
vergleichbar mit den Transsudatmengen anderer Studien an Meerschweinchen-
herzen (Kupatt, Zahler, et al. 1996).

IV.3 Mogliche klinische Relevanz der Ergebnisse

Der Ischamie-/Reperfusionsschaden tritt bei einer Reihe von Krankheitsbildern, aber
auch zunehmend bei therapeutischen Interventionen, v. a. in der Transplantations-,
Herz- und GefaBchirurgie auf. Um die Therapie zu optimieren wird nach
Méglichkeiten gesucht, den Schaden durch Ischdmie und Reperfusion mdglichst
gering zu halten. Dies kann je nach Situation und angestrebter Behandlung u. a.
durch eine Applikation von Medikamenten in einem definierten Zeitfenster
geschehen.

Durch eine erwiesene Kardioprotektion von Omapatrilat in der Situation eines akuten
Ischamie-Reperfusionsschadens gabe es, ahnlich wie fir die selektiven ACE-
Hemmer eine Reihe von Einsatzmdglichkeiten, wie Zusatz zur Kardioplegieldésung,
Verabreichung nach Myokardinfarkt, bei Angioplastien usw.. Allerdings scheint es
geboten, die Applikation vor der Reperfusion vorzunehmen; denn in unseren Studien
konnten wir keine Kardioprotektion erkennen, wenn Omapatrilat zu einem spéteren

Zeitpunkt gegeben wurde.
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Problematisch erscheint die mdgliche Induktion eines Bradykinin-vermittelten
Angioédems und eines vaskuldren Lecks durch ANP. Omapatrilat zeigte sich in
vielen préklinischen und auch in einigen klinischen Studien als ein viel
versprechendes, neues, suffizienteres Therapeutikum bei der Behandlung des
arteriellen Hypertonus sowie der Herzinsuffizienz. Leider erwies sich das
Nebenwirkungsprofil als zu risikoreich und stellte damit die Vorteile von Omapatrilat
in den Hintergrund. In der OVERTURE-Studie trat das von den ACE-Hemmern
bekannte Angioédem ca. 3-mal haufiger auf, als bei den mit Enalapril behandelten
Patienten (Coats 2002). Daflir verantwortlich gemacht werden die durch eine
kombinierte ACE- und NEP-Hemmung additiv erhéhten Bradykinin-Spiegel
(Nussberger, Cugno, et al. 1998; Messerli & Nussberger 2000).

Die in unseren Versuchen aufgetretene koronare Permeabilitaitszunahme durch
Omapatrilat legt nun einen gemeinsamen Effekt von Bradykinin und ANP nahe. Dass
die durch ANP induzierte Leckentstehung ein Bradykinin-vermitteltes Odem
zusatzlich beeinflussen kann, scheint zwingend. Berichte Uber eine starke
Permeabilitatszunahme und eine damit verbundene Entwicklung eines Lungenédems
bei schnell ansteigenden ANP-Spiegeln unterstitzen diese These (Spodick 1989).
Die Bestrebungen missen nun dahingehend sein, diese potentiell lebensbedrohliche

Nebenwirkung vor einem weiteren therapeutischen Einsatz weiter abzuklaren.
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V. Zusammenfassung

V.1 Ziel der Studie

Omapatrilat (Vanlev™) ist der prominenteste Vertreter der Vasopeptidase-
Inhibitoren, die eine neue Medikamentenklasse darstellen. Vasopeptidase-Inhibitoren
hemmen neben dem Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) auch die neutrale
Endopeptidase (NEP). Dieses Enzym tragt zur Inaktivierung von Bradykinin bei und
ist wesentlich am Abbau der natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP beteiligt.
Selektive ACE-Hemmer (verminderte Bildung von Angiotensin Il und Hemmung des
BK-Abbaus) stellen derzeit einen Grundpfeiler in der Therapie der arteriellen
Hypertonie und der Herzinsuffizienz dar. Weitere Anwendungsgebiete sind das
Management nach Myokardinfarkt, sowie die Verminderung des myokardialen
Ischamie-/Reperfusionsschadens. Somit kénnten die Vasopeptidase-Inhibitoren eine
zusatzliche kardioprotektive Wirkung vermitteln. Ziel dieser Studie war es, eine durch
Omapatrilat induzierte Kardioprotektion nach globaler Ischamie und nachfolgender
Reperfusion zu eruieren und im Falle einer Verbesserung der postischdmischen

Herzfunktion die daran beteiligten Mechanismen zu klaren.

V.2 Material und Methoden

Zur Erfassung der hdmodynamischen Parameter wurden isolierte, Druck-Volumen-
Arbeit verrichtende Meerschweinchenherzen herangezogen. Alle Herzen wurden
einer globalen normothermen Ischamie von 10 Minuten unterzogen, auf die eine 15-
mindtige Reperfusion, sowie eine zweite Arbeitsphase folgte. Neben der
Kontrollgruppe, die das Protokoll ohne Zugabe von Substanzen durchlief, wurden
Herzen mit Omapatrilat 107 M bzw. 10 M perfundiert, sowie mit Omapatrilat 107 M,
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jedoch erst mit Einsetzen der Reperfusion. Zur Beurteilung des Anteils der
Bradykinin-vermittelten Kardioprotektion wurde Omapatrilat 107 M zusammen mit
HOE 140, einem Bradykinin-Rezeptor-Antagonisten appliziert. Der selektive ACE-
Hemmer Captopril enthédlt, wie Omapatrilat eine Sulfhydryl-Gruppe im Molekil und
sollte zur Quantifizierung eines SH-vermittelten antioxidativen Schutzmechanismus
dienen. Eine letzte Gruppe wurde mit exogenem ANP 10° M behandelt.

Neben den hamodynamischen Werten dienten die Meerschweinchenherzen auch zur
Bestimmung von metabolischen Parametern, wie des O»-Metabolismus, der Laktat-
und Pyruvatfreisetzung, sowie der Bildung von cGMP.

Da keine Meerschweinchen-spezifischen Nachweismethoden fir die Bestimmung
von ANP, pro-ANP und TNF-a zur Verfligung standen, wurden zur Analyse des
Einflusses von Omapatrilat auf diese vasoaktiven Substanzen Rattenherzen
herangezogen.

V.3 Ergebnisse

Die mit Omapatrilat 107 M behandelten Meerschweinchenherzen zeigten eine
signifikant bessere Erholung der auBeren Herzarbeit, verglichen mit den
Kontrollherzen. Auch die Effizienz der kardialen Arbeitsleistung nach Ischamie war
mit 107 M Omapatrilat verbessert. Eine niedrigere Konzentration (10 M), sowie eine
Verabreichung von Omapatrilat (10”7 M) erst mit Einsetzen der Reperfusion zeigte
keine kardioprotektive Wirkung. Wurde Omapatrilat (107 M) zusammen mit dem
Bradykinin-Rezeptor-Blocker Icatibant (HOE 140) verabreicht, fiel die mit Omapatrilat
erreichte verbesserte Erholung unter Signifikanzniveau ab. Herzen, die mit
exogenem ANP 10° M perfundiert wurden, profitierten nicht in gleichem MaBe. Der
ACE-Hemmer Captopril (107 M) konnte keine eindeutige Verbesserung erzielen.
Interessanterweise wurde durch Zugabe von Omapatrilat, sowie von exogenem ANP
eine Permeabilitatszunahme im Koronarsystem ausgelést, die sich in einem
gesteigerten Transsudatfluss niederschlug. In den mit Omapatrilat behandelten
Herzen lieBen sich postischamisch erhdéhte Spiegel an ANP [1-28] messen. Die
postischamischen Anstiege des pro-ANP-Fragments [1-30] und von TNF-a zeigten

keinen statistisch signifikanten Einfluss von Omapatrilat.
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Wahrend exogenes ANP eine gesteigerte Abgabe von cGMP induzierte, tat
Omapatrilat dies nicht.

V.4 Schlussfolgerung

Omapatrilat zeigte in der hier verwendeten Versuchsanordnung eine kardioprotektive
Wirkung auf reperfusionsgeschadigtes Myokard. Diese kam in einer Verbesserung
der prozentualen Erholung der &uBeren Herzarbeit zum Ausdruck. Die Omapatrilat-
vermittelte Protektion war abhdngig von der Konzentration (107 M), sowie vom
Applikationszeitpunkt (Verabreichung praischamisch, mit Beginn der ersten
Arbeitsphase). Die Sulfhydryl-Gruppe im Omapatrilat-Molekll, die potentielle
antioxidativen Eigenschaften besitzt, konnte alleine keine erkennbare verbesserte
Erholung bewirken. Bradykinin ist, ahnlich wie bei der selektiven ACE-Hemmung
schon beschrieben, an einer Kardioprotektion nach Ischdmie und Reperfusion
beteiligt, konnte aber in diesem Falle nicht allein fir die signifikante Verbesserung
der postischamischen Herzfunktion aufkommen. Ebenso konnte der mit einer
Hemmung der neutralen Endopeptidase verbundene Anstieg von ANP die protektive
Wirkung von Omapatrilat nicht alleine bewirken.

So scheinen mehrere Mediatoren an einer Kardioprotektion mit Omapatrilat beteiligt
zu sein. Ein additiver Effekt von Bradykinin, den natriuretischen Peptiden und
spekulativ weiteren mdglichen Substraten der neutralen Endopeptidase kénnte die
Wirkung von Omapatrilat erklaren.

Omapatrilat verursachte neben seinen benefiziellen Effekten auf die postischamische
Herzfunktion auch eine Steigerung der myokardialen mikrovaskularen Permeabilitét.
Dies zeigte sich in einer Transsudatzunahme in den mit Omapatrilat behandelten
Herzen. Exogenes ANP hatte einen ahnlichen Effekt. Ob nun diese durch
Omapatrilat induzierte Permeabilititszunahme auf einen gemeinsamen Effekt von
Bradykinin und den natriuretischen Peptiden zurlckzufihren ist und diese
Mechanismen an einem haufigeren Auftreten des Angio6dems als unerwilnschter

Nebenwirkung von Omapatrilat beteiligt sind, bleibt zu klaren.
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AbkUrzungsverzeichnis

V1. AbkUrzungsverzeichnis

A.: Arteria

Abb: Abbildung

AF: Aortenfluss

ACE: Angiotensin-Converting-Enzyme
ANP: Atrial-natriuretic-peptide

AW: Beschleunigungsarbeit (acceleration work)
AS: Aminosaure

AT I: Angiotensin |

AT II: Angiotensin Il

ATP: Adenosintriphosphat

BK: Bradykinin

BNP: Brain-natriuretic-peptide

CF: Koronarfluss (coronary flow)

CNP: C-type-natriuretic-peptide

cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat
COs.: Kohlendioxid

Da: Dalton (g/mol), Einheit der molekularen Masse
DNP: Dendroaspis natriuretic peptide
ECE: Endothelin-converting-enzyme

EIA: enzyme-immuno-assay

ET: Endothelin

ar: Gramm

HMV: Herzminutenvolumen

HPLC: High pressure liquid chromatography
HR: Herzfrequenz (heart rate)

Kap.: Kapitel

LDH: Laktatdehydrogenase

LVFP: linksventrikularer Fillungsdruck

M: mol/Il
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MVO.: Sauerstoffverbrauch

n: Anzahl der Versuche

NEP: neutrale Endopeptidase

NO: Stickstoffmonoxid

NP: natriuretische Peptide

NPR-A: Natriuretic-peptide-receptor-A

NPR-B: Natriuretic-peptide-receptor-B

NPR-C: Natriuretic-peptide-receptor-C

NPS: Natriuretic peptide system

Oz: Sauerstoff

PAF: platelet activating factor

PGC: particulate guanylyl cyclase

PTCA: perkutane transluminale koronare Angioplastie
PVW: Druck-Volumenarbeit (pressure-volume-work)
RAAS: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Rep: Reperfusion

RIA: radio-immuno-assay

SEM: Standardfehler

SH-: Sulfhydryl-Gruppe

SV: Schlagvolumen

TACE: TNF-a-cleaving-enzyme

TNF-o: Tumor necrosis factor-a

TS: Transsudat

V.: Vena

VPI: Vasopeptidase-Inhibitor

VS.: versus

Wi1: Arbeitsphase 1

W2: Arbeitsphase 2

WK: Windkessel
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