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1. Einleitung

In der vorliegenden Studie wurden die Wirkungen eines neuartigen medikamentdsen
Therapiekonzeptes, des 16slichen Guanylatzyklase(sGC)-Aktivators Ataciguat, auf die
Endotheldysfunktion und den oxidativen Stress bei Herzinsuffizienz nach Myokard-
infarkt untersucht. Um die Vorteile dieses modernen Ansatzes in der Therapie eines
der am weitest verbreiteten Krankheitsbilder unserer Gesellschaft"? darzustellen, ist
es notig, nicht nur einen Uberblick iiber das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz und
die gesundheitlichen Folgen, sondern auch iiber die momentanen Therapieansitze zu
geben. Die Darstellung des zu Grunde liegenden Krankheitsbildes, der
Pathomechanismen und der Wirkungsweise des getesteten Wirkstoffes erlauben eine
Einschitzung der Therapiemdglichkeiten dieser neuen Wirkstoftklasse. Gerade bei
einem derart haufigen und wichtigen Krankheitsbild spielt die stindige
Weiterentwicklung der therapeutischen Méoglichkeiten eine grofle Rolle, um die
Effizienz der Therapie stetig zu verbessern und somit eine immer umfassendere,
effizientere und nebenwirkungsidrmere Behandlung der Auswirkungen der Krankheit
zu ermdglichen. Unter aktueller Therapie hat die Herzinsuffizienz eine Letalitdt von
ca. 35% in den ersten 2 Jahren und eine, abhéngig vom Schweregrad, nur 40-50
prozentige 5-Jahres-Uberlebensrate’, was in etwa der Prognose vieler maligner
Erkrankungen entspricht. Diese Zahlen belegen, wie erstrebenswert eine Verbesserung
der momentanen, offensichtlich nicht optimalen Therapie ist.

In dieser Arbeit wird zuerst das Syndrom der Herzinsuffizienz mit seinen moglichen
Ursachen, aktuellen Therapien und neuen Therapieansitzen unter besonderer
Beriicksichtigung des Einsatzes von Ataciguat beschrieben. Danach werden die in den
Versuchen angewandten Verfahren und Methoden sowie die Ergebnisse dieser
Untersuchungen dargestellt, gefolgt von der Diskussion dieser Ergebnisse und einer

kurzen Zusammenfassung.



1.1 Die Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist keine eigenstdndige Erkrankung, sondern ein komplexes
klinisches Syndrom mit unterschiedlicher &tiologischer Genese. Gemeinsamer Aspekt
der zu Grunde liegenden Erkrankungen ist per Definition die ,,Unfdhigkeit des
Herzens, das vom Organismus bendtigte Herzzeitvolumen bei normalem
enddiastolischen Ventrikeldruck zu fordern. Die Ursachen dieser Unfihigkeit
konnen vielfdltig sein, denn nicht nur Stérungen der Eigenfunktion, sondern auch
Stérungen der Bedingungen innerhalb des Herz-Kreislaufsystems konnen eine
Beeintrachtigung der suffizienten Funktion des Herzens nach sich ziehen.
Differentialdiagnostisch kommt somit eine groBle Anzahl von Erkrankungen als
Ursache in Frage. Die Bandbreite erstreckt sich hier von primér durch myokardiale
Stérungen bedingten Ursachen iiber intra- und extrakardiale Funktionsstérungen bis
zu Druck- und Volumenbelastungen des Herzens. Die vier wichtigen Komponenten
der beeintrichtigten Herzfunktion sind das Kontraktionsvermdgen, die erhohte
Vorlast, die erhdhte Nachlast und die Behinderung der diastolischen Fiillung des
Herzens’. Jede dieser Komponenten kann durch mehrere unterschiedliche
Grunderkrankungen gestort werden. So wird zum Beispiel das Kon-
traktionsvermogen bei Myokardischdmien, Myokardinfarkten und dilatativen Kardio-
myopathien gestort, wihrend Septumsdefekte, Mitral- und Trikuspidalinsuffizienzen
und Niereninsuffizienz eine erhohte Vorlast und arterielle Hypertonie, Aorten- und

Pulmonalstenosen eine erhohte Nachlast verursachen.

Die Vielfalt der moglichen ursdchlichen Erkrankungen spiegelt sich auch in der
klinischen Einteilung der Herzinsuffizienz wider. So unterscheidet man eine
chronische und eine akute Herzinsuffizienz und beurteilt die Kompensation und damit
die Auswirkung auf die Leistungsfahigkeit der Patienten. Abhédngig von den im
Vordergrund stehenden pathogenetischen Merkmalen differenziert man zwischen
Vorwirts- und Riickwirtsversagen. Die Kriterien kdnnen nicht nur isoliert, sondern
auch nebeneinander bestehen und weisen auf die Ursachen der Herzinsuffizienz hin.
Um eine zutreffende Aussage iiber die Schwere der Erkrankung und die
therapeutischen Moglichkeiten treffen zu konnen, beurteilt man die Herzinsuffizienz

nach den Kriterien der New York Heart Association, die bereits 1952 eine



Stadieneinteilung der Herzinsuffizienz entwickelte. Diese sogenannten NYHA-
Stadien beruhen sowohl auf objektiven, als auch auf subjektiven Kriterien und
bewerten z.B. die korperliche Belastbarkeit des Patienten und das
Herzminutenvolumen als Faktoren zur Beurteilung der korperlichen Einschrinkung
durch die Herzinsuffizienz®. Die Einschrankung der korperlichen Leistungsfihigkeit
spielt nicht nur fiir das Wohl des Patienten eine entscheidende Rolle, sondern auch fiir

die Dringlichkeit einer addquaten Therapie und die Prognose der Erkrankung”™.

NYHA-KIlassifikation bei Herzinsuffizienz

Funktionelle Klassifizierung

L. Herzerkrankung ohne korperliche Limitation. Alltdgliche korperliche
Belastung verursacht keine inaddquate Erschopfung, Rhythmusstérungen,

Luftnot oder Angina pectoris.

II. Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen
Leistungsfahigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Alltdgliche korperliche
Belastung verursacht Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder

Angina pectoris.

III.  Herzerkrankung mit hohergradiger Einschrankung der korperlichen
Leistungsfahigkeit bei gewohnter Tétigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe.
Geringe korperliche Belastung verursacht Erschopfung,

Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris.

Iv. Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen kérperlichen Aktivitéten und in
Ruhe. Bettlédgrig

Tabelle 1 Die Herzinsuffizienz wird nach der Klassifikation der New York Heart Association
abhdngig von der funktionellen Beeintrdchtigungen des Patienten in vier Schweregrade
eingeteilt (aus: Therapieleitlinien Herzinsuffizienz,http://www.akdae.de/Arzneimitteltherapie-

/TE/A-Z/PDF/Herzinsuffizienz.pdf#fpage=1&view=fitB).

Eine iiberaus héufige Ursache der Herzinsuffizienz ist der Myokardinfarkt. In
Deutschland liegt das Risiko, einmal im Leben einen Herzinfarkt zu erleiden, fiir
Miénner bei 30% und fiir Frauen bei 15%'. Natiirlich spielen das Alter und

Risikofaktoren wie Diabetes, Adipositas, Rauchen und Hyperlipiddmie -eine




entscheidende Rolle!® !

, sodass das Risiko eines Herzinfarktes stark variiert. Allein
bei einem normalgewichtigen Mann ohne Risikofaktoren steigt dieses Risiko von 1%
im Alter von 50 Jahren auf 10% im Alter von 80 Jahren. Nach Erleiden eines
Herzinfarktes bildet sich nicht zwangsldufig eine Herzinsuffizienz aus, es kommt
jedoch durch den Infarkt zur Beeinflussung der Funktion des Herzmuskels. Dieser
Vorgang kann, wie bereits beschrieben, die Pumpleistung des Herzens stéren und
somit zur Herzinsuffizienz fithren. Dies fiihrt zu einer Verdnderung der Bedingungen
am Herzen und beeinflusst auch die Funktion des Gefédendothels. Die Storung der
Funktion des Endothels gefédhrdet nicht nur die suffiziente Versorgung von Organen
und Peripherie, sondern beeintrachtigt auch die korperliche Belastbarkeit der
Patienten. Zusétzlich wird auch die Versorgung des Herzens selber beeintrichtigt und

somit die Leistung des Herzens weiter reduziert.

1.2 Die Endotheldysfunktion

Das gesunde Endothel hat die Aufgabe, die Blutzufuhr in die Organe zu steuern und
somit eine mdglichst optimale Versorgung der Organe zu erreichen. Dies geschieht
hauptséchlich durch die vom Endothel gesteuerte Konstriktion und Dilatation der
Gefdfle. Diese werden vom Endothel durch die Produktion und Sekretion
verschiedener Botenstoffe erreicht'®. Die Endothelzellen kénnen zur Regulation der
Organ-durchblutung und des peripheren Widerstandes vasodilatative Stoffe wie z.B.
Stickstoftmonoxid (NO), Prostaglandin 12 und den ,endothelium-derived
hyperpolarising  factor (EDHF) produzieren”. Die Gegenspieler dieser
Vasodilatatoren sind die vasokonstriktorischen Stoffe Angiotensin II, reaktive
Sauerstoffradikale ~ (O;), Endothelin-1 und Thromboxan'é. Neben der
Organdurchblutung spielt die Endothelfunktion aber auch eine entscheidende Rolle
fiir die Belastbarkeit von Patienten, die unter Herzinsuffizienz leiden. Durch diesen
Zusammenhang hat die Endotheldysfunktion einen entscheidenden Einfluss auf

Morbiditdt und Mortalitit dieser Erkrankung”’ 8,
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Abbildung 1. Der Blutfluss erzeugt in den Endothelzellen den Reiz fiir die Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO). Das NO aus den Endothelzellen beeinflusst auf der luminalen Seite
die Blutzellen, indem es die Thrombozyten inhibiert und deren Adhdsion am Endothel
verhindert. Gleichzeitig beeinflusst das NO in der Gefdfswand die glatten Muskelzellen. In
den Zielzellen aktiviert das NO die NO-sensitive losliche Guanylatcyclase (sGC). Die intakte
sGC katalysiert die Reaktion von Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem
Guanosinmonophosphat (¢cGMP). Das ¢cGMP aktiviert anschliessend die cGMP-abhdngige
Kiniase (cGK), welche den Kalzium-Einstrom (Ca”) in die Zelle reduziert. Zusdtzlich
phosphoryliert die ¢cGK mehrere Substrat-Proteine wie z. B. das vasodilatator-stimulated
phosphoprotein (VASP) und das inositol-1,4,5-triphosphate receptor I-associated protein
(IRAG).

Die vermehrte Produktion von vaskuldren Sauerstoffradikalen (ROS) in der Gefdfswand ist
ein grundlegender Pathomechanismus bei vielen kardiovaskuldren Erkrankungen. Die ROS
reduzieren die NO-Bioverfiigbarkeit durch die Reaktion mit NO und oxidieren die sGC (ox-
sGC) sodass das verminderte NO-Signal die sGC nichtmehr aktivieren kann, da die ox-sGC
nicht NO-sensitiv ist* (aus: Schifer A, Bauersachs J. Endothelial dysfunction, impaired
endogenous platelet inhibition and platelet activation in diabetes and atherosclerosis. Curr

Vasc Pharmacol. 2008;6:52-60)



Von der Endotheldysfunktion spricht man, wenn es zu einem Ungleichgewicht der
Vasodynamik kommt'®. Die Vasokonstriktion ist verstdrkt, wihrend sich die
Vasodilatation verringert®. Der Hauptgrund hierfiir ist eine reduzierte Bioaktivitit des
wichtigsten endothelialen Vasodilatators, dem NO'. Griinde fiir diese reduzierte
Bioaktivitdt sind die verminderte Expression der endothelialen Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) *“*', verminderte Verfiigbarkeit von Substrat oder Co-Faktoren fiir
die eNOS %, eine veriinderte eNOS-Aktivitit oder ein beschleunigter Abbau von

Stickstoff-monoxid durch die Reaktion mit freien Sauerstoffradikalen®>’.

1.3  eNOS und eNOS-uncoupling

Die eNOS ist ein endotheliales Enzym, das mit Hilfe von Co-Faktoren aus Arginin
und molekularem Sauerstoff NO synthetisiert®®. Der Hauptreiz fiir die Produktion von
NO und fiir die Genexpression der eNOS ist die Schubspannung am Endothel®’. Bei
der Herzinsuffizienz sorgt die verminderte linksventrikuldre Funktion fiir einen ver-
minderten Blutfluss und somit fiir eine Abnahme der Schubspannung. Dieser Vorgang
hat zur Folge, dass die Expression und Aktivitit der eNOS und somit Sekretion von
NO herabgesetzt sind, die Vasodilatation reduziert ist und somit das vasodynamische
Gleichgewicht am Endothel gestort ist" *'. Die vasodilatativen Effekte des NO
kommen {iiber die Aktivierung einer Signalkaskade in den glatten Muskelzellen der
GefaBwand zustande. Dort aktiviert NO das Enzym sGC (1sliche Guanylatcyclase).
Die sGC katalysiert die Reaktion von Guanosintriphospat (GTP) zu zyklischem
Guanosin-monophosphat (cGMP), welches die cGMP-abhidngige Kinase (cGK)
aktiviert. Dieser Vorgang fiithrt zur Phosphorylierung verschiedener Proteine, einer
Abnahme des zytosolischen Kalzium-Spiegels und einer Relaxation der glatten
Muskelzellen. Diese Vorgidnge zeigt Abbildung 1. Die Relaxation der Muskulatur hat
eine Dilatation der Gefidfle zur Folge. Dies ist ein entscheidender Schutzmechanismus
des Endothels®. Des Weiteren hat das Stickstoffmonoxid auch auf der luminalen Seite
der Gefifle einen Effekt auf die Blutplittchen®'. Durch Inhibition der Blutplittchen
verhindert es deren Adhision am Endothel’”. Diese Funktionen sind bei der
endothelialen Dysfunktion stark beeintrdchtigt. Es gibt jedoch neben der durch die

verminderte Schubspannung herabgesetzten Expression der eNOS und der



verminderten Produktion von NO weitere Faktoren, die die Bioaktivitit des

Stickstoffmonoxids negativ beeinflussen.

Zusitzlich spielen reaktive Sauerstoffradikale eine zentrale Rolle****. Normalerweise
besteht ein Gleichgewicht zwischen NO und den reaktiven Sauerstoffradikalen®. Die
freien Sauerstoffradikale reagieren mit NO zu Peroxynitrit 2. Unter physiologischen
Bedingungen wird hier durch Antioxidationsmechanismen das Gleichgewicht
gewahrt. Bei der endothelialen Dysfunktion jedoch versagen diese
Regulationsmechanismen. Stickstoffmonoxid wird nun zusétzlich durch die Reaktion
mit den freien Sauerstoffradikalen verbraucht. Das Reaktionsprodukt, Peroxynitrit,
kann den fiir die Synthese von NO unabdingbaren Cofaktor Tetrahydrobiopterin
oxidieren®® ¥, Die Verfiigbarkeit von NO sinkt weiter und zusitzlich kommt es zu
einem als ,,eNOS-uncoupling® bekannten Phanomen. Hierbei synthetisiert die eNOS
durch das oxidierte Tetrahydrobiopterin nicht mehr wie unter physiologischen

3738 Diese erhdhte Produktion von

Bedingungen NO, sondern freie Sauerstoffradikale
freien Sauerstoffradikalen und die verminderte Bioverfiigbarkeit von NO werden
beim momentanen Stand der Forschung als Hauptursachen der Endotheldysfunktion
bei mehreren Krankheitsbildern wie z.B. Hypertension, Diabetes und Herzinsuffizienz

gesehen.

1.4 Momentane Therapie

Die momentane Therapie der verschiedenen Stadien der Herzinsuffizienz beinhaltet
eine grofle Anzahl verschiedener Pharmakotherapeutika, die iiber die Beeinflussung
verschiedener Aspekte der zu Grunde liegenden Pathologien versuchen, die Herz- und
GefaBfunktion und somit die Blutversorgung der Organe zu verbessern. Hierbei steht
die Modulation der Endotheldysfunktion aktuell im Vordergrund. Wie beschrieben,
sind die erhohte Produktion von Sauerstoffradikalen und die verminderte

Bioverfiigbarkeit von NO die Schliisselfaktoren.

Ein wichtiger Faktor fiir die Generierung der reaktiven Sauerstoffradikale ist die

neurohumorale Aktivierung mit Stimulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systemes (RAAS)*, welches bei Patienten mit Herzinsuffizienz stark aktiviert ist*®*'.



Die momentanen Therapie-Ansitze zielen auf die Beeinflussung dieses Systemes ab.
Ein fester Bestandteil sind hier die ACE-Hemmer, die die Produktion von Angiotensin
II hemmen und somit die durch Angiotensin II stimulierte Produktion von freien
Sauerstoffradikalen verringern*> **. Die ACE-Hemmer haben nachgewiesenermafen
eine positive Wirkung auf Mortalitdit und Morbiditdit von Patienten mit Herz-
insuffizienz*" ** *. Durch die Senkung der Konzentration der freien
Sauerstoffradikale erhdhen die ACE-Hemmer die Verfiigbarkeit von NO am
Endothel”’. Die Verbesserung der Herzfunktion und damit die Verminderung der
Schubspannung am Endothel sowie die direkte Erhohung der endothelialen
Expression von eNOS durch die Inhibition des ACE verbessern die verminderte
Expression der eNOS***®. Unabhingig von dem Schweregrad der Herzinsuffizienz
bilden die ACE-Hemmer aktuell die Grundlage der medikamentdsen Therapie der
Herzinsuffizienz. Der gleiche Ansatz findet sich bei der Therapie mit Angiotensin II-
Antagonisten. Auch diese verhindern die Bindung von Angiotensin II an dessen

Rezeptoren im Herz- und GefiBsystem und verbessern dadurch die GeféBfunktion®.

Zur Verbesserung des therapeutischen Potentials ist eine Kombinationstherapie von
ACE-Hemmern bzw. Angiotensin-lI-Antagonisten mit einem Aldosteron-
Antagonisten moglich. Bei ldngerer Therapie mit ACE-Hemmern oder AT-II-
Blockern kommt es zu einem ,,aldosterone-escape* genannten Phénomen, bei dem
eine langerfristige Verminderung der Aldosteron-Produktion nicht aufrechterhalten

werden kann®

. Erhohte Plasmaspiegel von Aldosteron sind unabhingig von
Angiotensin II ein Indikator fiir eine schlechtere Krankheitsprognose®” *2. Die
Kombination der ACE-Hemmer bzw. AT-II-Blocker mit Aldosteron-Antagonisten
vermindert die Mortalitit und verbessert die Endothelfunktion®. Trotz des insgesamt
erheblichen therapeutischen Potentials von ACE-Inhibitoren, AT-II-Blocker und ihrer
Kombination mit Aldosteron-Antagonisten mit der Verbesserung grundlegender
Mechanismen der Pathologie der Herzinsuffizienz sind sie jedoch nicht in der Lage,

die Produktion von Angiotensin II vollstdndig zu verhindern und die Funktion des

Endothels komplett wiederherzustellen.

Ebenfalls Teil der aktuellen Therapie sind die Statine, die unspezifisch eine Erhdhung

54, 55
S

der Expression von eNO zur Folge haben und die durch Angiotensin-II

induzierte Produktion von Sauerstoffradikalen verhindern®®. Zusitzlich sind weitere

8



positive Effekte auf die Gefdfunktion bekannt, wie die Verbesserung der
Schubspannung und die héhere Expression der eNOS °”*®. Die Therapie mit Statinen
vermindert auflerdem das Risiko der Patienten, {iberhaupt eine Herzinsuffizienz
auszubilden®®. Doch #hnlich wie bei den ACE-Hemmern und Angiotensin-II-
Antagonisten erlaubt auch die Therapie mit Statinen keine vollstindige

Wiederherstellung der Gefd3funktion.

1.5 Neue Therapieansiitze

Auf die Wiederherstellung der Endothelfunktion zielen neuere Therapieansitze ab.
Das Verstdndnis der molekularen Vorgdnge am Endothel und in den glatten
Muskelzellen bei der Endotheldysfunktion erlaubt neue Ziele fiir die medikamentdse
Therapie und somit auch die Entwicklung neuer Therapieoptionen. Dies bietet die
Moglichkeit, auf einzelne Aspekte der molekularen Vorgidnge zuzugreifen und durch
die gezielte Beeinflussung der Verdnderungen einen Ansatz zur Wiederherstellung der

physiologischen Gefafifunktion zu finden.

Ein logischer Ansatz ist die Verbesserung der NO-Bioverfiigbarkeit am Endothel. Die
einfachste und naheliegende Moglichkeit der Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit ist
die Gabe von exogenem NO. Dies ist zwar kurzfristig eine Moglichkeit, bei langerer
Durchfiihrung kommt es hierbei jedoch zu zwei Problemen. Zum einen wird eine NO-
Toleranz induziert®, die nicht nur das exogene, sondern auch das vom Endothel
produzierte, also endogene, NO betrifft. Aulerdem sorgt das bereits erwidhnte eNOS-
uncoupling, hervorgerufen durch die vermehrte Reaktion von freien
Sauerstoffradikalen mit dem exogenen NO, fiir einen deutlichen Anstieg der
Konzentration von freien Sauerstoffradikalen®” ®**. Dies fiihrt zu einer deutlichen
Verschlechterung der Funktion des Endothels. Somit lésst sich sagen, dass die reine
Verstarkung der eNOS-Aktivitit durch die Gabe von NO-Donatoren fiir die

Langzeittherapie eher nicht empfehlenswert ist.



1.6 sGC-Aktivatoren

Ein weiteres Ziel der medikamentdsen Therapie ist das Enzym sGC in den Gefal3-
muskelzellen, welches die intrazelluldre Signalkaskade aktiviert, die am Ende zur
Relaxierung der Muskulatur und somit zur Dilatation der Geféaf3e fiihrt. Hierbei ist von
grofler Bedeutung, dass das Enzym eine Him-Komplexverbindung besitzt, die nur bei
Vorliegen des Eisenmolekiils in Fe’*-Form NO-sensitiv ist, also von
Stickstoftfmonoxid iiberhaupt aktiviert werden kann. Unter erhohter Konzentration
von freien Sauerstoffradikalen, wie sie unter den Bedingungen der
Endotheldysfunktion zu finden ist, wird dieses zentrale Eisenmolekiil jedoch oxidiert.
Liegt das Eisenmolekiil in der oxidierten Form vor, ist das Enzym nicht mehr NO-

sensitiv und somit funktionsuntiichtig.

In Anbetracht dieser Problematik bleiben zwei grundlegende Uberlegungen fiir eine
mogliche Verbesserung der Endothelfunktion, welche beide die NO-unabhéngige
Aktivierung der Signalkaskade beinhalten, entweder iiber die Aktivierung der NO-
sensitiven Form des sGC-Enzyms oder aber iiber eine Him-unabhéngige Aktivierung
der oxidierten Form des Enzyms. Beide Moglichkeiten setzen direkt an der sGC an
und aktivieren somit unabhdngig von NO die Signalkaskade in den
Gefialmuskelzellen. Die ersten Substanzen dieser als sGC-Stimulatoren bekannten
Wirkstoftklasse waren Hém-abhidngige Aktivatoren. Das bedeutet, dass diese
Wirkstoffe zwar unabhingig von NO jedoch nur die noch nicht-oxidierte, also
funktionstiichtige sGC stimulieren. Diese Haim-abhéngigen sGC-Stimulatoren sorgen
nachgewiesenermaflien flir eine permanente ErhShung der intrazelluliren c¢cGMP

Spiegel“’ 65

und stimulieren somit die Signalkaskade, die unter physiologischen
Bedingungen durch die Aktivierung mit NO zur Vasodilatation fiihrt. Zusétzlich
bewirken sie eine Verbesserung der kardialen Auswurfleistung und der

Nierendurchblutung®®*.

Neuerdings liegt der Fokus jedoch auf der oxidierten Form der sGC®. Uber eine
Stabilisierung und Aktivierung dieser nativ funktionsuntiichtigen Enzyme hofft man,
einen wirkungsvollen Ansatz gefunden zu haben, um die Endothelfunktion

entscheidend verbessern zu konnen.
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Abbildung 2. Ubersicht der chemischen Struktur einiger sGC-Aktivatoren. Das in dieser
Studie untersuchte Medikament Ataciguat (5) wurde unter der Bezeichnung HMR 1766
entwickelt und bildet zusammen mit S-3448 (6) eine neue Strukturklasse der sGC-Aktivatoren,
die in der Lage sind, die oxidierte oder inaktivierte Form der sGC zu aktivieren. (aus Schéifer

A, Bauersachs J. Therapeutic targets of Ataciguat. Drugs oft he future 2007, 32(7))

1.7 Ataciguat

Das in dieser Studie untersuchte Medikament Ataciguat (entwickelt unter der
Bezeichnung HMR 1766) ist ein Aktivator eben dieser Hdm-oxidierten und somit
inaktivierten Form der sGC®. In bereits verdffentlichten Studien konnten durch die
Therapie mit dieser Form der sGC-Aktivatoren sowohl deutlich erhohte cGMP-Level
in den glatten Muskelzellen von Rattenaorten als auch verbesserte Endothelfunktion
nachgewiesen werden’. In weiteren Versuchen wurde gezeigt, dass Ataciguat die
Entwicklung von pulmonaler Hypertension und Rechtsherzhyperthrophie mindert und

den Gasaustausch und den Output des Herzens verbessert’ .

Neben diesen sogenannten ,,Endothel-abhéngigen® Effekten auf die GefdBfunktion hat
Ataciguat noch Wirkmechanismen, die unabhiingig von der GefifSfunktion wirken'.

Auch fir diese ,.endothel-unabhéngigen* Effekte ist eine protektive Wirkung bei



Krankheitsbildern mit herabgesetzter Bioverfiigbarkeit von NO, wie zum Beispiel der
Herzinsuffizienz, nachgewiesen. Das Ziel dieser ,,endothel-unabhéngigen” Wirkung
sind die Blutpléttchen bzw. die molekularen Vorgidnge in den Blutpléttchen, die zu

deren Aktivierung fiihren’ .

Die Aktivierung der Blutpldttchen steht in direktem Zusammenhang mit der
Bioverfiigbarkeit von NO. Der Hintergrund dieses direkten Zusammenhanges ist
bisher noch nicht gekldrt, es wurde jedoch in mehreren Studien bewiesen, dass
Aktivierung, Adhésion und Aggregation von Thrombozyten direkt mit der NO-
Bioverfligbarkeit zusammenhéngen. Die Grundlage fiir die Aktivierung ist ein
Signalweg, der dhnlich dem in den glatten Muskelzellen, durch NO aktiviert wird. Es
folgt eine Erhohung des cGMP-Spiegels in den Blutpldttchen und am Ende eine
Phosphorylierung des ,,vasodilator-stimulated phosphoprotein® (VASP), welches ein
wichtiger Regulator der Inhibiton der Aktivierung der Blutpléttchen ist. Eine erhdhte
Aktivierung der Blutpldttchen hat zur Folge, dass die Wahrscheinlichkeit fiir
thrombembolische Ereignisse und fiir die Formierung atherosklerotischer Lésionen
deutlich steigt. Die Phosphorylierung von VASP ist ein etablierter Marker fiir die
intraluminale NO-Bioverfiigbarkeit und gibt Hinweise auf die Aktivierung bzw.

Inhibition der Blutplittchen’®™®".

In der vorliegenden Studie werden die verschiedenen Aspekte der Wirkung des sGC-
Aktivators Ataciguat untersucht und sowohl die Effekte des Wirkstoffes auf die
Gefaffunktion als auch auf die Funktion der Blutpléttchen beobachtet und bewertet.
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Abbildung 3. Der Blutfluss erzeugt in den Endothelzellen den Reiz fiir die Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO). Das NO aus den Endothelzellen beeinflusst auf der luminalen Seite
die Blutzellen, indem es die Thrombozyten inhibiert und deren Adhdsion am Endothel
verhindert. Gleichzeitig beeinflusst das NO in der Gefdfwand die glatten Muskelzellen. In
den Zielzellen aktiviert das NO die NO-sensitive losliche Guanylatcyclase (sGC). Die intakte
sGC katalysiert die Reaktion von Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP). Das ¢cGMP aktiviert anschliessend die ¢cGMP-abhdngige
Kiniase (cGK), welche den Kalzium-Einstrom (Ca’') in die Zelle reduziert. Zusdtzlich
phosphoryliert die cGK mehrere Substrat-Proteine wie z. B. das vasodilatator-stimulated
phosphoprotein (VASP) und das inositol-1,4,5-triphosphate receptor I-associated protein
(IRAG).

Die vermehrte Produktion von vaskuldren Sauerstoffradikalen (ROS) in der Gefdfiwand ist
ein grundlegender Pathomechanismus bei vielen kardiovaskuldren Erkrankungen. Die ROS
reduzieren die NO-Bioverfiigbarkeit durch die Reaktion mit NO und oxidieren die sGC (ox-
sGC) sodass das verminderte NO-Signal die sGC nichtmehr aktivieren kann, da die ox-sGC
nicht NO-sensitiv ist. Ataciguat stimuliert die oxidierte sGC und sorgt damit fiir eine
Verbesserung der c¢GMP-abhingigen Aktivierung der c¢GK bei kardiovaskuldren
Erkrankungen mit einer erhéhten Produktion von freien Sauerstoffradikalen. (aus Schifer A,

Bauersachs J. Therapeutic targets of Ataciguat. Drugs oft he future 2007, 32(7))
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2. Methoden

Das Ziel der Studie war, zu beantworten, ob die Langzeittherapie mit Ataciguat die
Endotheldysfunktion und Aktivierung der Blutpldttchen in der chronisch-stabilen
Phase der Herzinsuffizienz verbessert. Fiir die Versuchsreihe wurden ausschlielich
ménnliche Wistar Ratten (Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland) verwendet.
Die Ratten wurden entsprechend eines etablierten experimentellen Models einer
Operation unterzogen, um bei einem Teil der Tiere durch eine Ligatur des Ramus
interventricularis anterior der Arteria coronaria sinistra einen Myokardinfarkt zu
induzieren *. Als Kontrollgruppe wurde bei einigen Tieren eine Scheinoperation ohne
Induktion des Myokardinfarkts durchgefiihrt. Alle Ratten hatten vor der initialen
Operation ein Gewicht von 250 — 300 Gramm. Wihrend der kompletten Studienzeit
verlief die Unterbringung fiir alle Tiere unter identischen Bedingungen. Es waren
maximal fiinf Tiere pro Kéifig untergebracht und es bestand freier Zugang zu Wasser
und Standard-Rattenfutter. Die Raumtemperatur betrug konstant 23° C + 1° C und die
Luftfeuchtigkeit 55%. Zusitzlich wurde tiber eine Zeitschaltuhr ein fester 12 Stunden
Hell- / Dunkelrhythmus aufrechterhalten.

Zehn Tage nach der Operation wurden die Ratten randomisiert und in drei Gruppen
aufgeteilt. Die Tiere, bei denen kein Myokardinfarkt induziert wurde, dienten als
Kontrollgruppe. Die restlichen Tiere wurden in zwei Gruppen eingeteilt und in den
folgenden zehn Wochen mit einer Placebo-Losung (5% Gum Arabicum Lsung) oder
einer Suspension mit Ataciguat (5% Gum Arabicum Losung + Ataciguat 10mg/kg)
behandelt. Dieser Zeitraum wurde gewéhlt, um sicher zu stellen, dass sich die Tiere
zum Zeitpunkt der nachfolgenden Untersuchungen in der chronisch-stabilen Phase der
Herzinsuffizienz befanden. Die Verabreichung der Suspensionen erfolgte zweimal pro
Tag, morgens und abends, immer ungefahr zur gleichen Zeit iiber eine Schlundsonde.
Zehn Wochen nach Beginn wurde die Therapie beendet und am Folgetag die hdmo-
dynamischen Untersuchungen an den Tieren vorgenommen sowie die Infarktgroflen
ermittelt. Hierfiir wurden die Ratten mit Isofluran betdubt, intubiert und kontrolliert
beatmet. Es wurden die himodynamischen Messungen durchgefiihrt und anschlieBend
Herz und der thorakale Abschnitt der Aorta operativ entnommen und fiir in vitro-

Versuche verwendet.



2.1 Induktion des Myokardinfarktes

Die Operation zur Induktion des Myokardinfarktes wurde mit der Einleitung der
Narkose der Ratten begonnen. Die Ratten wurden mit Isofluran narkotisiert und,
nachdem sie gewogen worden waren, an dem Arbeitsplatz auf einer beheizten
Unterlage fixiert. Um den Thorax fiir die Operation gut zugédnglich zu machen,
wurden die vorderen Extremitéten vom Korper der Ratte abgestreckt und fixiert. Fiir
die Zeit der Narkose wurden die Ratten nach endotrachealer Intubation iiber einen
Kleintier-Respirator (Rodent Ventilator UB 7025) mit einer Frequenz von 90
Atemziigen pro Minute und einem Atemzugvolumen von 2,5 ml beatmet. Die
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte iiber einen Anésthesie-typischen Isofluran-

Verdampfer.

Nach Desinfektion des Operationsgebietes mit Neokodan wurden das Fell und die
Haut aufgeschnitten, die Thoraxmuskulatur aufgedehnt und zwischen der zweiten und
dritten Rippe ein Zugang in die Thoraxhohle geschaffen. Durch diesen Zugang wurde
nach Er6ffnung des Perikards das Herz durch seitlichen Druck luxiert. Am luxierten
Herzen wurde die linke Koronararterie aufgesucht und der Ramus interventricularis
anterior kurz nach seinem Abgang aus dem linkskoronaren Hauptstamm mit einem
nicht-resorbierbaren Faden (Prolene 5-0-Faden) umstochen und dann ligiert. Bei den
fiir die Kontrollgruppe vorgesehenen Tieren erfolgte die Operation in gleicher Art und
Weise, es wurde jedoch kein Koronargefdl3 ligiert und somit kein Myokardinfarkt

induziert.

Nach der Ligatur wurde das Herz reponiert, die Muskulatur ebenfalls mit einem
resorbierbaren Faden (2/0 Perma Handseide) verndht und Fell und Haut mit
Klammern verschlossen. Nach abschlieBender Desinfektion des Operationsgebietes
blieben die Ratten bis zum Erlangen der Spontanatmung intubiert und beatmet und
wurden nach der Extubation postoperativ fiinf Stunden iiberwacht. Bei in diesem
Zeitraum auftretenden kardialen Problemen wurde eine Herzdruckmassage
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Ratten wieder in ihren Kéfigen untergebracht

und zur Identifikation mit einer Nummerierung auf dem Schwanz versehen.



2.2 Medikamentose Therapie

Die medikamentdse Therapie der Ratten begann zehn Tage nach der Myokard-
infarktoperation. Dieser zeitliche Abstand wurde gewihlt, um mdoglichst wenig
Einfluss auf Infarktheilung und Narbenbildung zu nehmen. Am zehnten
postoperativen Tag wurden die zuvor koronarligierten Ratten nach dem Zufallsprinzip
in zwei Gruppen eingeteilt. Jede Gruppe wurde in den darauf folgenden zehn Wochen
unter identischen Bedingungen mit unterschiedlichen Medikamenten versorgt. Die
Verabreichung der Medikamente erfolgte in einer Suspension iiber eine
Schlundsonde. Jeden Tag wurden den Tieren einmal morgens und einmal abends zur
ungefahr gleichen Zeit die Suspensionen verabreicht. Die Tiere der Kontrollgruppe,
bei denen kein Myokardinfarkt vorlag, sondern bei denen nur eine Scheinoperation
durchgefiihrt worden war, bekamen eine Placebolosung (5% Gum arabicum). Eine
zweite Kontrollgruppe aus Tieren, die einen Myokardinfarkt induziert bekommen
hatten, wurde ebenfalls mit der Placebolosung versorgt. Fiir die dritte Gruppe wurde
in die als Placebo verwendete 5% Gum arabicum Losung Ataciguat (sanofi-aventis,

Frankfurt/Main, Deutschland) in einer Dosis von 10 mg/kg zugefiigt.

2.3 Himodynamische Untersuchungen

Zehn Wochen nach OP wurden die hdmodynamischen Messungen durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die Ratten erneut mit Isofluran narkotisiert, gewogen, intubiert und
unter denselben Bedingungen wie bei der Myokardinfarktoperation beatmet. Zur
Bestimmung des linksventrikuldren systolischen und diastolischen Drucks sowie der
maximalen Druckentwicklung wurde die rechte Arteria Carotis mit einem
Polyethylen-Katheter (PE 50) kaniiliert. Um in die linke Herzkammer zu gelangen
wurde der Katheter vorsichtig vorgeschoben, wihrend iiber einen Mikro-Tip-Katheter
(SPR-774, Millar-Instruments, Houston, Texas, USA) stindig die korrekte Lage des
Katheters anhand einer Druckkurve kontrolliert wurde. Es erfolgten kontinuierliche
Messungen des linksventrikuldren systolischen und diastolischen Blutdrucks, sowie
die Messung der maximalen Druckentwicklung iiber die Zeit. Nach Abschluf} dieser

Messungen wurde der Katheter aus dem Ventrikel in die Aorta zuriickgezogen und es



erfolgten Messungen des systolischen und diastolischen Aortendrucks sowie des

aortalen Mitteldrucks.

2.4 Organentnahme

Fir die weiteren Versuche und Funktionspriifungen wurden nach den hidmo-
dynamischen Messungen bestimmte Organe entnommen. Zuerst wurde der Thorax
eroffnet und das Herz entnommen. Danach wurde der Thorax beidseits lateral weiter
er6ffnet. Zur Entnahme der Lunge wurde die Trachea aufgesucht und durchtrennt. Um
das Ausmalf} des Lungenddems als Folge der chronischen Herzinsuffizienz zu messen,
wurden die Lungen entnommen und direkt nach Entnahme gewogen, eine Woche lang
in einem Trockenofen bei 40° C getrocknet und anschliessend erneut gewogen. Die
Differenz der beiden Messwerte entspricht dem Nettogewicht der sich in den Lungen
befindlichen Fliissigkeit. Fiir die weiteren Versuche wurden Segmente der Aorta
thoracalis benotigt. Diese wurde nach Entnahme der Lunge intrathorakal aufgesucht
und auf Hohe des Zwerchfells durchtrennt. In der Folge wurde die Aorta in HEPES-
modifiziertem Krebs-Puffer autbewahrt und dort vorsichtig unter Vermeidung von
Schiden am Endothel prépariert. Hierbei wurde die Aorta von umliegendem
Fettgewebe befreit und dann in mehrere Segmente geteilt. Diese Segmente wurden fiir
die Versuche im Luminometer und im Organbad verwendet. Zwei distale, ca. 5 mm
grofle Segmente der Aorta wurden fiir die Messung der Superoxidanionenproduktion
im Luminometer verwendet, wahrend zwei weitere ca. 3 mm grofle Aortenringe fiir
die Versuche im Organbad verwendet wurden. Zur Bestimmung der Infarktgrof3e
wurden die entnommenen Herzen gewogen und anschlieBend der linke Ventrikel vom
restlichen Herz abgetrennt und in die drei Abschnitte Apex, mittlerer Ring und Basis
eingeteilt. Aus dem mittleren Ring wurden aus 5 pm dicken Abschnitten diinnere

Schichten in 100 pm-Intervallen geschnitten und mit picrosirius red gefarbt.



2.5 Organbad

Zur Uberpriifung der Funktionsfihigkeit der glatten Muskulatur der entnommenen
Aortensegmente wurden diese in ein Organbad von Fohr Medical Instruments
eingehdngt. In diesem Organbad befanden sie sich permanent in einer Krebs-Losung
(NaCl 118 mmol/L, KCI 4,7 mmol/L, MgSO4 1,2 mmol/L, CaCl, 1,6 mmol/L,
KH;PO4 1,2 mmol/L, NaHCO; 25 mmol/L, Glukose 12 mmol/L), die bei Bedarf
durch ein Pumpsystem ausgewaschen und erneuert werden konnte. Um einen
konstanten pH-Wert von 7,34 zu erreichen, wurde ein Gasgemisch aus 95% O, und
5% CO; zur Losung zugefiihrt. Neben dem konstanten pH-Wert wurde durch die
Umspiilung der Glasgefafle mit vorgewadrmtem Wasser eine konstante Temperatur von
37° C aufrechterhalten. Die GefdBsegmente wurden im Organbad zwischen zwei
Haken gespannt, von denen der obere Haken am Kraftaufnehmer eingehidngt und der
untere Haken fixiert war. Mit einer Mikrometerschraube wurde nun 2 Gramm
Vorspannung auf die Aortensegmente eingestellt. Der Kraftaufnehmer, an dem der
obere der beiden Haken eingehdngt worden war, leitete automatisch ein Signal an
einen angeschlossenen Computer weiter, welcher die Signale kontinuierlich mit dem
Programm Vitrodat® aufzeichnete. Zum Erreichen der gewiinschten Vorkontraktion
wurden die GefdBe nach mehrfachem Training mittels KCl durch L-Phenylephrin
(PE) kontrahiert.

Zur Uberpriifung der Endothelfunktion wurde nun nach der erfolgten Vorkontraktion
mit PE (10°M) Acetylcholin (ACh, 10° M) zugefiigt. Hierbei wurden die Aorten-
segmente, die bei der Operation bzw. Priparation beschddigt worden waren
aussortiert. Die beschédigten Segmente zeigten keine Relaxation auf die ACh-Gabe.
In diesem Fall wurde der Versuch abgebrochen und an dem betroffenen Segment
wurden keine weiteren Versuche durchgefiihrt. Bei den unbeschédigten
Aortensegmenten wurde anschlieBend eine PE Konzentrations-Wirkungskurve zur
Evaluation des Kontraktionsverhaltens durchgefiihrt. AnschlieBend wurde nach
Auswaschen und Vorkontraktion der Gefélle auf vergleichbare Vorkontraktionen die
Endothelfunktion gepriift, indem kumulative Konzentrationen von Acetylcholin
gegeben wurden. Zusétzlich wurde nach geringer Vorkontraktion auf etwa 20% mit

PE die Kontraktion auf die Zugabe von N®-Nitro-L-Arginin (LNNA, 100 pmol/L) als



Zeichen der physiologischen, dehnungsinduzierten und Kalzium-unabhéngigen NO-
Formation gemessen *. Ebenso wurde die Sensitivitit der glattmuskuldren
Guanylatzyklase durch die Reaktion auf den endothel-unabhingigen Vasodilatator
DEA-NONOate (Alexis Biomedicals, San Diego, CA) in kumulativen

Konzentrationen nach Vorkontraktion mit PE (10 M) ermittelt.

2.6 Bestimmung der Superoxidanionen im Aortensegment

Zur Bestimmung der vaskuldren Superoxidanionebildung in den Versuchstieren
wurde ein etwa 5 mm grosses Segment der Aorta thoracalis jedes Versuchstieres
verwendet. Das Segment der Aorta thoracalis wurden nach der Entnahme in einem
HEPES-modifizierten Krebs-Puffer gelegt, von dem anhaftenden Gewebe unter dem
Mikroskop freiprapariert und durchgespiilt.

Die Messung der Superoxidanionenproduktion erfolgte {iber die Lucigenin-verstérkte
Chemoluminiszenz in einem Wallac 1251 Luminometer (Wallac, Freiburg). Bei dieser
etablierten Methode ** misst das Luminometer in einem vorher festgelegten Intervall
(30 Sekunden) das emittierte Licht und somit die Lichtreaktion zwischen den Super-
oxidanionen und Lucigenin. Die Aortensegmente wurden in dem Luminometer in
HEPES-modifiziertem Krebs-Puffer auf 37°C gehalten. Zuerst erfolgte eine
Leermessung des Puffers mit Lucigenin (5 pmol/L), um spéter eine Aussage zur
Differenz der Hintergrundaktivitit und der gemessenen Aktivitit nach Zusatz des
Aortenringes treffen zu konnen. Sowohl die Leermessung, als auch die Messungen
nach Zugabe des Aortensegmentes fanden iiber einen Zeitraum von 15 Minuten mit
einem Intervall von 30 Sekunden statt. Die Werte der Leermessungen wurden
gemittelt. Nach Zugabe der Aortenstiicke wurden zu den Zeitpunkten 0, 5, 10 und 15
Minuten ebenfalls Durchschnittswerte der benachbarten Messungen errechnet. Die
spezifische Chemo-lumineszenz wurde als counts pro Minute pro Milligramm

Trockengewicht des Gewebes (cpm/mg) ausgedriickt.



2.7 DurchfluBizytometrie (Bestimmung der Thrombozyten-

aktivierung)

Vollblutproben aus Citratblut (3,8%) der Versuchstiere wurden mit PBS (ohne Ca®"
und Mg®*, mit Zusatz von D-Glukose [5,5 mmol/L] und 0,5%BSA) verdiinnt und zur
Bestimmung der Oberflachenexpression von P-Selektin als Hinweis auf die Thrombo-
zytenaktivierung mit einem FITC-anti-P-Selektin-Antikdrper (BioCytex, Marseille,
Frankreich) inkubiert. Die mit dem Antikdrper inkubierten Thrombozyten wurden nun
mit Methanol-freiem Formaldehyd (1,5%) 10 Minuten lang fixiert und anschliessend
in einem Becton Dickinson FACSCalibur bei niedriger Durchflussrate analysiert. Die
Thrombozytenpopulation wurde anhand ihrer spezifischen Vorwiérts- und Seitwérts-
Streuverhalten identifiziert und die durchschnittliche Fluoreszenz mit der

CELLQuest-Software gemessen.

2.8 Messung der VASP-Phosphorylierung

Zur Messung der Phosphorylierung des VASP als direktem Marker fiir die Wirkung
der endogenen Mediatoren Stickstoffmonoxid und Prostazyklin in vivo auf die
Blutpldttchen wurden Proben aus Citratblut (3,8%) der Versuchstiere in Methanol-
freiem Formaldehyd (1,5%, 5 Minuten) fixiert, mit PBS (ohne Ca®" und Mg, mit
Zusatz von D-Glukose [5,5 mmol/L] und 0,5%BSA) verdiinnt und 10 Minuten lang
mit Triton X 100 (0,2% final) permeabilisiert. Anschliessend wurden die Proben
jeweils in zwei Anteile aufgeteilt und bei Raumtemperatur 45 Minuten mit einem
FITC-markiertem Antikérper gegen phosphoryliertes VASP-Ser”’(16C2 Antikérper
[500 pg/mL], nano tools, Tenningen, Deutschland) inkubiert. Eine der Proben wurde
vor der Zugabe des Antikorpers 30 Minuten bei 4°C mit einem spezifischen
blockenden Phosphopeptid vorinkubiert, um nicht-spezifische Bindungen des
Antikorpers korrigieren zu konnen. Nach der Inkubation wurde die Fluoreszenz mit
einem FACSCalibur Durchflulzytometer gemessen. Die Analyse der Messungen
erfolgte ohne Wissen der Therapie bzw. des Ausmalles der Herzinsuffizienz des
jeweiligen Versuchstieres.

Um den direkten Effekt von Ataciguat auf die Thrombozyten unabhéngig von den

iibrigen Versuchen zu untersuchen, wurden Thrombozyten aus thrombozytenreichem
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Plasma der Kontrolltiere mit Ataciguat ( 10umol/L, 10 min) stimuliert und deren

VASP-Phosphorylierung gemessen.

2.9. Substanzen

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Medikamente und biochemischen
Substanzen von der Firma Sigma (Deisenhofen, Deutschland) in der hdchstmoglichen

Reinheit bezogen und verwendet.

2.10. Statistik

Alle Daten sind errechnete Mittelwerte + S.E.M (standard-error of the mean). Die
Analyse der Statistiken erfolgte durch wiederholte ANOVA (analysis of variance) und
einen anschlieBenden Tukey-Kramer multiple comparison-Test. Die Ergebnisse der
hdmodynamischen Untersuchungen wurden mittels ANOVA und Tukey-Kramer post

hoc-Test analysiert. Als statistisch relevant gewertet wurden P-Werte von <0,05.

21



3. Ergebnisse
3.1 Himodynamik und Globalparameter

Zur Beurteilung der Effekte von Ataciguat wurden ausschlieBlich Versuchstiere mit
présenter Herzinsuffizienz trotz medikamentdser Therapie analysiert. Die Beurteilung
der Auspriagung der Herzinsuffizienz erfolgte anhand des erhohten linksventrikuléren
enddiastolischen Drucks, der reduzierten Kontraktionsfahigkeit des linken Herzven-
trikels und des Ausmafles des Myokardinfarktes. Nach Ausschluss der Tiere, welche
die Kriterien nicht erfiillten, blieben in den beiden Versuchsgruppen 14 Tiere in der
Gruppe mit Myokardinfarkt und Placebo-Therapie (CHF-Placebo-Gruppe) bzw. 10
Tiere in der Gruppe mit Myokardinfarkt und Ataciguat-Therapie (CHF-HMR-
Gruppe) sowie 13 scheinoperierte Tiere der Kontrollgruppe iibrig und wurden in die

Studie einbezogen.

Die hdmodynamischen und allgemeinen Parameter zur Beurteilung der manifesten
Herzinsuffizienz bei den beiden Versuchsgruppen mit induziertem Myokardinfarkt

sowie der scheinoperierten Kontrollgruppe zeigt Tabelle 1.

3.1.1 Infarktgrofle

Um eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten, wurde die
InfarktgroBe bestimmt und nur Tiere mit einer Infarktgrofe von mindestens 45 % des
linken Ventrikels wurden in die Studie aufgenommen. Wie in Tabelle 1 zu sehen,
betrug die mit der beschriebenen Methode ermittelte Grofe des induzierten
Myokardinfarktes bei den mit der Placebo-Losung therapierten Tieren 49 + 2 %. Bei
den mit Ataciguat therapierten Tieren ergaben die Messungen einen Wert von 49 + 1
% und damit keinen signifikanten Unterschied. Somit ist die Vergleichbarkeit der

anschliessenden Messungen sowie der weiteren ermittelten Parameter gewéhrleistet.

3.1.2 Druckparameter

Ebenfalls relevant fiir die Einschitzung der Leistungsfahigkeit des Herzens sind der
LVSP (linksventrikuldrer systolischer Druck) und der LVEDP (linksventrikulérer
enddiastolischer Druck). Der LVEDP war bei beiden Gruppen mit induziertem

22



Myokardinfarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich erhoht. Wéhrend die
Kontrolltiere Werte von 2,5 £ 0,6 mmHg aufwiesen, ergaben die Messungen Werte
von 32,2 + 2,8 mmHg bei den mit Placebo therapierten CHF-Tieren und 33,0 + 4,7
mmHg bei der HMR-Gruppe.

Der LVSP war mit 126 + 4 mmHg bei den Placebo-Tieren und 127 + 5 mmHg bei den
HMR-Tieren im Vergleich zu 164 = 8 mmHg in der Kontrollgruppe deutlich reduziert.

3.1.3 Weitere Messungen

Die Pulsraten in den Gruppen mit Tieren mit ausgeprigter Herzinsuffizienz waren mit
300 = 9/min in der CHF-Placebo-Gruppe bzw. 307 £ 8/min in der CHF-HMR-
Gruppe im Vergleich zu 336 + 18 /min in der Kontrollgruppe deutlich erniedrigt.
Verglichen mit den Tieren der Kontrollgruppe erhoht waren das Gewicht der
Lungenfliissigkeit der herzinsuffizienten Tiere als Hinweis auf ein entstandenes
Lungenddem (Kontrollgruppe 1495 + 98 pL, CHF-Placebo 3815 + 397 puL und CHF-
HMR 3168 + 407 pL) und das Gewicht des rechten Ventrikels als Hinweis auf eine
chronische Rechtsherzbelastung (Sham-Placebo 190 + 10 mg, CHF-Placebo 400 + 30
mg und CHF-HMR 320 + 20 mg).
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Himodynamik und Globalparameter

Sham CHF CHF

Placebo Placebo HMR
N 13 14 10
MI GroBe (%) - 4942 49+1
LVSP[mmHg] 16448 12614 12745%%*
LVEDP [mmHg] 2,5+0,6 32,242, 8%%* 33,04, 7%%*
dP/dtmax[1000*mmHg/s] 7037+323 3986+196%* 4637+365%*
dP/dtmin[1000*mmHg/s] 55534217 31914£129%* 3533+£197%*
Pulsrate [/min] 336+18 300+9 307+8
Gewicht Lungenwasser [ul] 1495498 38154+397** 3169+407**
Rechter Ventrikel [mg] 190+10 400+30* 3204+20%"
Korpergewicht [g] 470+12 461+11 462+9
Thrombozyten (*1000/ul) 742424 705+20 705+21
MPV (fL) 6,39+0,04 6,53+0,07 6,52+0,06
Leukozyten (*1000/uL) 5,01+0,39 6,99+0,48%* 7,79+0,67*
Monozyten (*1000/uL) 0,23+0,02 0,36+0,05%* 0,40+0,04%**
Neutrophile (*1000/uL) 0,38+0,04 0,86+0,13%** 0,95+0,17**

Tabelle 2: Allgemeine Parameter der Herzinsuffizienz der Versuchstiere unter Placebo- oder
Ataciguat-Therapie 10 Wochen nach Induktion des Myokardinfarktes und zum Vergleich die
scheinoperierten Sham-Versuchstiere. LVSP, systolischer Druck im linken Ventrikel; LVEDP,
linksventrikuldrer enddiastolischer Druck, Mittelwerte + S.E.M (standard error of the mean).

* = p < 0,05 vs. Sham Placebo, ** = p < 0,01 vs. Sham Placebo, * = p < 0,05 vs. CHF

Placebo
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3.2 Gefafifunktion

Die Analyse der Gefdf3funktion erfolgte, wie vorher beschrieben, durch die Versuche
im Organbad und die Lucigenin-verstirkte Chemolumineszenz zur Detektion der

Superoxidanionenbildung.
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Abb. 4. Diese Grafik veranschaulicht die Messergebnisse der Lucigenin-verstirkten
Chemolumineszenz. Die vaskuldre Superoxidanionenbildung in den Aortenabschnitten aller
drei Versuchsgruppen wird hier vergleichend dargestellt als counts pro Minute pro mg
Trockengewicht des Gewebes. Sham bezeichnet die Gruppe der scheinoperierten Tiere, CHF-
Placebo die Tiere mit ausgeprdgter Herzinsuffizienz ohne Therapie (* = p<0.05 vs. Sham)
und CHF-HMR die mit Ataciguat behandelte Gruppe (= p< 0.05 vs. CHF-Placebo).

3.2.1 Superoxidanionenproduktion

Wie in Abbildung 4 zu sehen, zeigten die Messungen der Lucigenin-verstirkten
Chemolumineszenz eine signifikante Erhohung der Superoxidanionenproduktion in
den Aortenringen der Versuchstiere mit ausgepragter Herzinsuffizienz im Vergleich zu
den scheinoperierten Tieren der Sham-Gruppe. Die mit Ataciguat therapierten Tiere
zeigten eine erhebliche Verminderung der Superoxidanionenproduktion bis zur

Normalisierung der Werte auf das Niveau der scheinoperierten Tiere.
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3.2.2 Phenylephrin-induzierte Vasokonstriktion

Die Ergebnisse der Messungen im Organbad zur Uberpriifung der
Funktionstiichtigkeit des Endothels zeigten eine signifikante Erhéhung der
Phenylephrin-abhéngigen Vasokonstriktion sowohl bei den Placebo- als auch bei den

Ataciguat-therapierten Versuchstieren mit Herzinsuffizienz (siche Abbildung 5).
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Abb. 5. Phenylephrin-abhdngige Vasokonstriktion bei Versuchstieren mit Herzinsuffizienz
und scheinoperierten Kontrolltieren. Die herzinsuffizienten Tiere wurden entweder mit einer
Placebolésung  (CHF-Placebo) oder dem sGC-Aktivator Ataciguat (CHF-HMR,
2x10mg/kg/Tag iiber Schlundsonde gegeben) behandelt. *P < 0,05 vs. Sham, n= 10-16.
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3.2.3 Endothel-abhingige Relaxation auf Acetylcholin

Die kumulative Gabe von Acetylcholin erzeugte eine Endothel-abhingige Relaxation
an den mit KCl angeregten und mit PE vorkontrahierten Aortensegmenten. Abbildung
6 zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurven der drei Versuchsgruppen. Die Kalt-
Wirkungskurve der scheinoperierten Tiere der Sham-Gruppe dient als Bezugskurve
und stellt die normale Gefdf3funktion dar. Die Kurve der CHF-Placebo-Gruppe zeigt,
dass die Relaxation der Aorta unter Placebotherapie verglichen mit der Bezugskurve
erheblich verschlechtert ist, wéhrend unter Ataciguat-Therapie die Relaxation

erheblich verbessert wird, ohne jedoch die Gefdffunktion vollstindig

wiederherzustellen.
0 —o— SHAM
g —&— CHF-Placebo
£ 204
~ —=— CHF-HMR
cs
x [
© O
-> i *%
&:g 60
#
X 380
=
100
T T T T T
-9 -8 -7 -6 -5

Acetylcholin (log M)

Abb. 6. Endothel-abhdingige Relaxation auf Acetylcholin bei Versuchtieren mit
Herzinsuffizienz und scheinoperierten Kontrolltieren. Die herzinsuffizienten Tiere wurden
entweder mit einer Placebolosung (CHF-Placebo) oder dem sGC-Aktivator Ataciguat (CHF-
HMR, 2x10mg/kg/Tag iiber Schlundsonde gegeben) behandelt. **P < 0,01 vs. Sham, #P <
0,05 vs. CHF-Placebo,

n=10-16.
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3.2.4 Endothel-unabhingige Relaxation auf DEA-NONOQOate
Die endothelunabhéngige Vasodilatation durch DEA-NONOate war bei den placebo-
therapierten, herzinsuffizienten Tieren signifikant vermindert und durch die

Ataciguat-Therapie deutlich erhoht (siehe Abbildung 7).
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Abb. 7. Endothel-unabhdngige Relaxation auf DEA-NONQate bei Versuchtieren mit
Herzinsuffizienz und scheinoperierten Kontrolltieren. Die herzinsuffizienten Tiere wurden
entweder mit einer Placebolosung (CHF-Placebo) oder dem sGC-Aktivator Ataciguat (CHF-
HMR, 2x10mg/kg/Tag iiber Schlundsonde gegeben) behandelt. *P < 0,05 vs. Sham, ##P <
0,01 vs. CHF-Placebo, n = 10-16.
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3.2.5 Inhibition der Abgabe von tonischem NO durch L-NNA

In den vorkontrahierten Aortenringen induzierte die Hemmung der tonischen NO-
Synthese durch die Zugabe von L-NNA eine verminderte zusétzliche Kontraktion in
den Tieren mit Herzinsuffizienz unter Placebotherapie. Dieser Aspekt weist auf eine
reduzierte NO-Bioverfiigbarkeit hin und wurde durch die Ataciguat-Therapie bis auf

das Niveau der Kontrolltiere verbessert.
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Abb. 8. Die Bioverfiigharkeit von NO wurde durch die zusdtzliche Kontraktion nach
Inhibierung der NO-Synthase mit N°-Nitro-L-Arginin (L-NNA, 100 mmol/L) in
vorkontrahierten Aortenringen von herzinsuffizienten Versuchstieren nach Herzinsuffizienz
und 10-wochiger medikamentéser Therapie ermittelt und mit den Sham-operierten
Kontrolltieren verglichen. Die herzinsuffizienten Tiere wurden entweder mit einer
Placebolésung  (CHF-Placebo) oder dem sGC-Aktivator Ataciguat (CHF-HMR,
2x10mg/kg/Tag iiber Schlundsonde gegeben) behandelt. *P < 0,05 vs. Sham, ##P < 0,01 vs.
CHF-Placebo, n= 10-16.

29



Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Tests der GefaBBfunktion eine eindeutige
Einschriankung der Endothelfunktion bei den herzinsuffizienten Versuchstieren. Die
Therapie mit Ataciguat verbesserte jeden der hier présentierten Parameter der

Endothel-funktion erheblich (siche Tabelle 3).

Agonist Sham Placebo CHF Placebo CHF HMR
Acetylcholin
ECsy (nmol/L) 139,4+233 182,7 +22,9 131,3+15,5
Rinax (%) 83,9+ 1,4 56,9 £ 5,9%* 75,4 +4,6"
DEA-NONOate
ECso (nmol/L) 237,9+31,9 424,6 + 63,5% 170,1 + 30,3%
Runax (%) 952+ 1,4 87,5 £2,6% 98,0+ 1,0

Tabelle 3. Vasomotor-Funktion der Aortenringe von Versuchstieren mit ausgeprdgter
Herzinsuffizienz nach zehn Wochen medikamentdser Therapie mit Placebo oder dem sGC-
Aktivator Ataciguat. Als Kontrollgruppe dienen scheinoperierte Tiere. ECs), mittlere effektive
Konzentration, R.., maximale Relaxation, Mittelwerte = S.E.M. *P < 0,05 vs. Sham, **P <

0,01 vs. Sham, #P < 0,05 vs. CHF-Placebo, ##P < 0,01 vs. CHF-Placebo.

33 VASP-Phosphorylierung und Thrombozytenaktivierung

Um die Effekte der medikamentdsen Langzeittherapie mit Ataciguat auf die
Thrombozytenfunktion zu beurteilen, wurden wie beschrieben verschiedene Aspekte
der Thrombozyten-Inhibition und -Aktivierung ermittelt. Die VASP-Phosphorylierung
in den Thrombozyten gilt als wichtiger regulatorischer Bestandteil der Inhibition der

Aktivierung der Blutpldttchen.

Die direkten Effekte von Ataciguat auf den NO/cGMP-Signalweges in den Thrombo-
zyten wurden unabhédngig von den iibrigen Versuchen an zuvor unbehandelten Tieren
der Kontrollgruppe gemessen. Hierfir wurde thrombozytenreiches Plasma der
Versuchstiere in vitro mit Ataciguat (10umol/L) stimuliert und anschliessend die
Phosphorylierung gemessen. Der Versuch ergab eine erhebliche Stimulierung der
VASP-Phosphorylierung nach Ataciguat-Gabe auf etwa 250% des Wertes in
unstimuliertem Plasma (siche Abbildung 9 A und C).

Neben dem in vitro Versuch wurde zur Bestimmung der basalen in vivo-VASP-

Phosphorylierung in den Thrombozyten Vollblut in Formaldehyd fixiert und einmalig
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Ataciguat (10 mg/kg) appliziert. Das Ergebnis zeigte eine erhohte Stimulierung der
VASP-Phosphorylierung um etwa 25% verglichen mit den Messungen nach
Applikation eines Placebos (siehe Abbildung 9 B und D).

(A) I unstimuliert WM Ataciguat (8) [ Placebo HEEM Ataciguat
sk *
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Abb. 9. VASP-Phosphorylierung in Thrombozyten nach in vitro Stimulation von
Thrombozyten-reichem Plasma durch Gabe von 10umol/l Ataciguat verglichen mit
unstimuliertem Kontrollwert (4). Therapie mit Ataciguat (10 mg/kg, 2h, in vivo) erhéht die
VASP-Phosphorylierung verglichen mit Placebotherapie (B). Die Ergebnisse sind in % von
unstimulierter VASP-Phosphorylierung dargestellt, Mittelwerte + S.E.M von 5-7 Tieren, *P <

0,05vs. Placebo, ** P < 0,01 vs. Unstimuliert.
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Abb. 10. Die Phosphorylierung des Vasodilatator-stimulierten Phosphoprotein (VASP) an
Ser239 spiegelt die Funktionstiichtigkeit des NO/cGMP-Signalweges in den Thrombozyten
wieder. Die Oberflichen-Expression von P-Selectin (CD62P) zeigt die Thrombozyten-
Aktivierung. Beide Messungen erfolgten bei scheinoperierten Tieren (Sham) und
Versuchstieren mit induziertem Myokardinfarkt und anschliefsender Herzinsuffizienz (CHF).
Die herzinsuffizienten Tiere wurden zehn Wochen lang entweder mit einer Placebolosung
(CHF-Placebo) oder dem sGC-Aktivator Ataciguat (CHF-HMR, 2 x 10 mg/kg/Tag iiber
Schlundsonde gegeben) behandelt. Ergebnisse werden als mittlere Fluoreszenz + S.E.M von
8-12 unterschiedlichen Tieren dargestellt, *P < 0,05 vs. Sham, #P < 0,05 vs. CHF-Placebo,
##P < 0,01 vs. CHF-Placebo.
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Die Funktion der Blutplattchen in den Langzeitexperimenten wurde iiber die NO-
vermittelten Signalwege in den Thrombozyten beurteilt. Hier zeigte sich eine
erheblich verminderte VASP-Phoyphorylierung an Ser239 bei den Versuchstieren mit
aus-gepragter Herzinsuffizienz und eine eindeutige Zunahme derselben unter

chronischer Therapie mit Ataciguat (Siche Abbildung 10 A).

Die in Abbildung 10 B dargestellten Ergebnisse zeigen die Messung der Thrombo-
zytenaktivierung. Diese erfolgte iiber die Oberflachenexpression von P-Selectin
(CD62P) und ergab ecine verstarkte Expression bei den herzinsuffizienten Tieren,

welche unter Ataciguat-Therapie riickléufig war.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die chronische Aktivierung
der sGC durch den direkten sGC-Aktivator Ataciguat im experimentellen Modell der
Herzinsuffizienz die verschlechterte Gefdf3funktion erheblich verbessert. Zusétzlich
wurde gezeigt, dass unabhidngig vom hidmodynamischen Status die Aktivierung der
Thrombozyten reduziert werden konnte. Somit konnten sowohl Endothel-abhéngige
als auch Endothel-unabhingige Effekte der Therapie mit dem Anthranilinsdure-

Derivat Ataciguat nachgewiesen werden.

Unter den Bedingungen der chronischen Herzinsuffizienz nach induziertem Myokard-
infarkt entwickelten die Versuchstiere als Konsequenz der eingeschrinkten links-
ventrikuldren Funktion und der verminderten Schubspannung am Geféaf3endothel eine
progressive Endotheldysfunktion, die anhand der verminderten Bioverfiigbarkeit von
endogenem NO sichtbar wurde'*>"** ¥ Hierbei gerit die Vasodynamik aus dem
Gleichgewicht und es kommt zur reduzierten Bioverfiigbarkeit des wichtigsten
endothelialen Vasodilatators NO®®. Zusitzlich fiihrt das sogenannte eNOS-
uncoupling zur Entkopplung des NO-synthetisierenden Enzymes (eNOS) im
GefdBlendothel und somit zu einer vermehrten Synthese von reaktiven
Sauerstoffradikalen® *°. Verschiedene neurohumorale Systeme dienen der Steuerung
und Kontrolle der NO-Bioverfiigbarkeit und der Bildung von Sauerstoffradikalen,
welche einen erheblichen Einfluss auf die Verfiigbarkeit von NO und die

Endothelfunktion haben*® 47315291,

Diese neurohumoralen Systeme und die Beeinflussung der Endotheldysfunktion sind
wichtige Ziele in den verschiedenen Ansdtzen der aktuellen medikamentdsen
Therapie von Patienten mit Herzinsuffizienz oder verwandten Krankheitsbildern. Die
Wirkung des NO ist jedoch nicht alleine ausschlaggebend fiir einen effektiven
Eingriff in die Endothelfunktion. Um am Endothel wirksam sein zu kdnnen, muss die

65 68 Reaktive

Ham-Verbindung der sGC in der nicht-oxidierten Form vorliegen
Sauerstoffradikale oxidieren die Hdm-Verbindung und reduzieren somit die
Verfiligbarkeit und Funktionalitit des NO auf dessen Grundaktivitit. Oxidativer Stress

durch die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen beeinflusst die
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Endothelfunktion und fiihrt iiber verschiedene Mechanismen zur Verschlechterung der
GefédBfunktion und des Zustandes der Patienten. In der vorliegenden Studie erweitern
wir frithere allgemeine Beobachtungen, nach denen Ataciguat die Bildung von
Sauerstoffradikalen in den Aorten der herzinsuffizienten Versuchstiere deutlich
verringert und die NO-Sensibilitdt der sGC in den Aorten stark verbessert ist, auf den

Bereich der Herzinsuffizienz'>.

Die Ergebnisse der Messungen zeigen eine Normalisierung der Produktion von
Sauerstoffradikalen und somit eine deutliche Abnahme des oxidativen Stresses.
Zusétzlich wurde die kontraktionsabhingige endotheliale NO-Abgabe normalisiert.
Ob diese Effekte auf einer direkten anti-oxidativen Wirkung von Ataciguat oder auf
einer indirekten Vermittlung durch positive Einfliisse auf ROS-synthetisierende
Enzyme beruhen, ldsst sich durch die in dieser Studie gewdhlten Versuche und Daten
nicht ermitteln. Die Ergebnisse unserer Messungen bestétigen jedoch den Hinweis auf
die Maoglichkeit eines direkten Einflusses von Ataciguat auf die Ham-oxidierten

Enzyme, welche die reaktiven Sauerstoffradikale generieren.

Zur Beurteilung der GefaBfunktion verwendeten wir mehrere etablierte Methoden,
welche in ihrer Gesamtheit eine gute Einschitzung der Gefalifunktion ermdglichen.
Neben der bereits erwdhnten Messung der Konzentration der Superoxidanionen
ermittelten wir die Endothel-abhéngige und die Endothel-unabhéngige Relaxation der
Gefdfle. Das Ungleichgewicht der vasokonstriktorischen und vasodilatatorischen
Substanzen unter Bedingungen der Endotheldysfunktion hat erheblichen Einfluss auf
die Funktionalitit des Endothels und verdndert somit dessen Reaktion auf bestimmte
Situationen und Reize. Im Zustand der chronischen Herzinsuffizienz und der damit
verbundenen starken Beeintrachtigung der GefaBBfunktion nehmen sowohl Endothel-
abhédngige als auch Endothel-unabhingige Vasodilatation erheblich ab. Unsere
Messungen ergaben eine signifikante Verbesserung dieses Zustandes unter der

Therapie mit Ataciguat.

Der Ansatz der Wiederherstellung der Gefa3funktion zur Verbesserung der klinischen
Situation der Patienten mit Herzinsuffizienz oder vergesellschafteten
Krankheitsbildern spielt eine priagende Rolle bei den aktuellen Therapieansétzen.

Unter der Therapie mit Ataciguat konnte eine deutliche Verbesserung der
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Gefafifunktion nachgewiesen werden. Wie bereits beschrieben spielt die
Endotheldysfunktion eine Schliisselrolle bei der chronischen Herzinsuffizienz, nicht
nur als grundlegender pathologischer Mechanismus, sondern auch als klinischer
Parameter fir den Gesundheitszustand des Patienten, und erlaubt indirekt eine

Prognose zu Verlauf und Outcome des Krankheitsbildes®*’.

Eine besondere Bedeutung gewinnen die Uberlegungen des therapeutischen Potentials
von Ataciguat durch den parallel zur Verbesserung der Gefafunktion nachweisbaren
Einfluss auf die Funktion der Blutplittchen. Im Modell der chronischen Herz-
insuffizienz zeigt die verminderte Bioverfiigbarkeit von NO neben dem Einfluss auf
die GefaBfunktion ebenfalls einen Effekt auf die Funktion der Thrombozyten®'.
Hierbei kommt es iiber einen NO/cGMP-Signalweg in den Blutpldttchen zu einer
vermehrten ~ Aktivierung der Thrombozyten. Wie Dbereits in mehreren
vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte, bewirkt diese Inhibition der
genannten Signalkaskade die Aktivierung der Thrombozyten bereits nach kurzer
Zeit™ 7% Die chronische Fehlfunktion des inhibitorischen Signalweges fordert die
vermehrte Adhdsion der aktivierten Thrombozyten am Gefdlendothel und spielt eine
entscheidende Rolle in der Entwicklung von thromboembolischen Zwischenfillen
und kardiovaskuldren Komplikationen, welche erheblichen Einfluss auf Morbiditét

und Mortalitét der unter einer Herzinsuffizienz leidenden Patienten haben.

Diese Effekte wurden bereits mehrfach vorbeschrieben. In der vorliegenden Arbeit
wurden sie im Zusammenhang mit den Vorgéingen am Gefédf3endothel beurteilt und
erlauben eine prézisere Aussage iiber das Potential eines Therapieansatzes mit
Ataciguat. Das Wissen um die grundlegende Bedeutung der NO-abhéngigen Signal-
kaskade und deren Dysfunktion erlebte in den vergangenen Jahren einen erheblichen
Zuwachs. Auf Grund des immensen therapeutischen Potentials in Hinsicht auf
mehrere sogenannte Volkskrankheiten, die in unserer Gesellschaft eine prigende
Rolle spielen, ist und bleibt der hier beschriebene Themenkomplex aktueller

Gegenstand der Forschung.

Um Aussagen iiber die Langzeitwirkung der Ataciguattherapie machen zu konnen,
wurden Experimente durchgefiihrt, welche bereits in verschiedenen anderen Studien

Hinweise auf die Beeinflussung der beschriebenen Signalkaskade auf die Thrombo-
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zytenfunktion lieferten. Als etablierter Marker® °" *® fiir die Aktivierung der
Thrombozyten wurde die VASP-Phosphorylierung in den Thrombozyten gemessen. In
vitro und in vivo Versuche zeigten deutlich erhohte Phosphoryilierung der VASP und
lieferten wie bereits einige vorangegangene Studien Hinweise, dass die Stimulierung
der sGC in den Thrombozyten unabhingig von der sGC-Dysfunktion funktioniert’,
Des Weiteren konnten wir bekriftigen, dass der inhibierende NO/cGMP-Signalweg in
den Thrombozyten durch die chronische Therapie mit Ataciguat verbessert werden
konnte. Weitere Aussagekraft erlangten die Ergebnisse durch die Messung der
Aktivierung der Thrombozyten anhand der Oberflichenexpression von P-Selektin.
Das Adhésionsmolekiil P-Selektin deutet auf eine erhohte Aktivierung der
Blutpldttchen und somit auf ihr gesteigertes Adhésionspotential hin. Im Rahmen der
Herzinsuffizienz noch deutlich erhdht, reduzierte die chronische Therapie mit
Ataciguat die Oberflichenexpression von P-Selektin. Bereits in anderen Studien
wurde gezeigt, dass die in vivo Gabe von Ataciguat die Sensitivitit der Thrombozyten

. 73-75
fiir exogenes NO verbesserte™ .

Zusammengenommen erlauben die von uns durchgefiihrten Messungen an den
Thrombozyten und die in vorangegangenen Studien erhobenen Daten eine relativ
klare Einschitzung des Potentials der Beeinflussung der Thrombozytenaktivierung als

therapeutischen Ansatzes.

Schlussfolgernd lésst sich aus der von uns durchgefiihrten Studie die Bekriftigung
eines interessanten und moglicherweise effektiven Therapieansatzes der
Herzinsuffizienz schlieen. Die Beeinflussung der zentralen Pathomechanismen der
Herzinsuffizienz war bereits Gegenstand vieler Studien und verschiedener
Therapieansétze. Auch der Versuch der Verbesserung der cGMP-Signalkaskade ist
bereits Teil der aktuellen Therapieschemata iiber die Inhibierung der PDES-
abhédngigen cGMP-Degradierung. Die chronische Therapie mit Sildenafil als Beispiel
dieses Therapicansatzes verbessert die Endothelfunktion, scheint kardioprotektive
Wirkung zu haben und verbessert die korperliche Belastbarkeit der herzinsuffizienten

. 99-101
Patienten

. Unzweifelhaft handelt es sich bei der Beeinflussung des cGMP-
Signalweges um ein vielversprechendes Ziel fiir weitere Forschung. Die direkte
Aktivierung der cGMP-Signalkaskade beeinflusst direkt die Herzfunktion und weist

zusétzlich Wirkungen auf sekundére Pathomechanismen auf. Zu den sekundéren
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Pathomechanismen zdhlen die Endotheldysfunktion und die Aktivierung der
Thrombozyten mit darauf folgendem erhohtem Adhédsionspotential. Durch diese
beiden Mechanismen fiihrt die Aktivierung der c¢GMP-Signalkaskade zu einer
Verbesserung der Endotheldysfunktion als zentrales Element der endothelialen
Effekte sowie zu einer Beeinflussung der Thrombozytenaktivierung. Die
beschriebenen Pathomechanismen sind auf unterschiedliche Weise und iiber
unterschiedliche Vorgénge erheblich fiir die Komplikationen und die fiir den
Gesundheitszustand der Patienten entscheidende Auspridgung des Krankheitsbildes
verantwortlich. Gerade durch die Mdglichkeit der parallelen Modifizierung zweier

grundlegender Pathomechanismen ergibt sich ein hoffnungsvoller Therapieansatz.

Die Ergebnisse dieser Studie geben einen Einblick in das Potential des beschriebenen
vielversprechenden Therapieansatzes. Da die Versuchsreihe auf Tierexperimenten
bzw. kiinstlich geschaffenen Rahmenbedingungen basiert, kann keine vollstindige
Ubertragbarkeit auf den tatsichlichen therapeutischen Einsatz von Ataciguat
garantiert werden. Bei dem vorliegenden Wistar-Rattenmodell handelt es sich zwar
um ein weit verbreitetes Versuchsmodell, jedoch bleiben limitierende Faktoren wie
die Abhingigkeit von vorhandenen Techniken und Substanzen und die fehlerfreie
Durchfiihrung der Experimente. Bei der vorliegenden Arbeit wurden, um eine
moglichst fundierte Aussage treffen zu konnen, mehrere unterschiedliche Faktoren
durch etablierte Methoden bewertet. Logischerweise beschrinkt sich die Aussagekraft
der Ergebnisse dadurch aber auf diese reprisentativen Faktoren. Die Ergebnisse
erheben deshalb nicht den Anspruch, eine ganzheitliche, endgiiltige Aussage treffen
zu konnen. Weiterhin bleiben viele Mechanismen unverstanden. Daher erlaubt diese
Arbeit zwar einen optimistischen Blick auf das therapeutische Potential der
medikamentdsen Aktivierung der sGC, beleuchtet jedoch nur einen Teil der

Pathomechanismen.

Zwei wichtige Aspekte bleiben nach Abschluss dieser Arbeit ungeklart und sind
lohnenswerte Ansatzpunkte flir weitere Arbeitshypothesen. Zum einen konnten wir in
dieser Arbeit nicht eindeutig kldren, ob die Abnahme des oxidativen Stresses am
Gefillendothel unter chronischer Therapie mit Ataciguat auf direkten anti-oxidative
Eigenschaften Ataciguats oder der indirekten Beeinflussung von ROS-

synthetisierenden Enzymen basiert. Eine Kldrung dieser Frage war in der
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vorliegenden Studie auf Grund der angewandten Methoden nicht mdglich. Der zweite
Ansatz  beschéftigt sich mit den grundlegenden Mechanismen der
Thrombozytenaktivierung. ~ Wahrend  der  direkte =~ Zusammenhang  der
Thrombozytenaktivierung mit der NO-Bioverfligbarkeit mehrfach belegt werden
konnte, besteht doch weiterhin Unklarheit {iber den genauen Hintergrund dieser

Zusammenhénge.

Ein zunehmendes Verstindnis der Grundlagen erlaubt eine immer prézisere
Auseinandersetzung mit den molekularen Vorgéngen und erschlieit weitere
Moglichkeiten flir neue und oft vielversprechende Forschungsinhalte. Die beiden
oben beschriebenen Ansitze konnten die bereits vorliegenden, verheifungsvollen
Forschungsergebnisse fiir den Therapieansatz mit direkten sGC-Aktivatoren wie

Ataciguat bekréftigen.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Studie befasst sich mit der medikamentdsen Langzeittherapie der
Endotheldysfunktion im Rahmen der klinisch manifesten Herzinsuffizienz nach

Myokardinfarkt mit dem sGC-Aktivator Ataciguat.

Im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz nach abgelaufenem Myokardinfarkt
kommt es als Folge der eingeschrénkten linksventrikuldren Funktion und der vermin-
derten Schubspannung am GefdBendothel zur Endotheldysfunktion. Die Vasodynamik
gerdt aus dem Gleichgewicht und fiihrt zur erniedrigten Bioverfligbarkeit von NO, zur
verminderten Expression des NO-synthetisierenden Enzyms (eNOS) und zur
Entkopplung der eNOS. Dieses als ,,eNOS-uncoupling bekannte Phdnomen fiihrt zur
vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen, welche den oxidativen Stress
auf das beschéddigte Endothel erhdhen. Die reaktiven Sauerstoffradikale oxidieren
zusétzlich in den glatten Muskelzellen die l6sliche Guanylatzyklase und reduzieren

somit die Vasodilatation.

Verschiedene neurohumerale Systeme beeinflussen das Gleichgewicht zwischen
vasodilatativen und vasokonstriktiven Substanzen am Endothel und somit die
Endothelfunktion. Diese neurohumeralen Systeme spielen wichtige Rollen in der
aktuellen medikamentosen Therapie der chronischen Herzinsuffizienz und bieten

zahlreiche verschiedene Therapieoptionen.

Ein relativ neuartiger Therapieansatz beinhaltet die medikamentdse Therapie mit
sogenannten sGC-Aktivatoren, einer Wirkstoftklasse, die durch direkte Interaktion
mit der loslichen Guanylatzyklase sowohl die Bildung von Sauerstoffradikalen
verringert, als auch die NO-Sensibilitdt am GefdBlendothel verbessert. Hierzu gehort

auch das in dieser Studie untersuchte Ataciguat.

Neben den direkten, ,.endothel-abhéngigen” Effekten am Gefdflendothel beeinfluflt
Ataciguat iiber die sogenannten ,.endothel-unabhéngigen Effekte* die Funktion der
Blutplattchen, welche im Rahmen der Herzinsuffizienz durch die verminderte

Bioverfiigbarkeit von NO eine vermehrte Aktivierung und Adhédsion erfahren. Die
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Folge sind erhohte Risiken fiir thrombembolische Ereignisse und die Formation

artherosklerotischer Lésionen. Ataciguat vermindert diese Risiken.

Mit den Ergebnissen dieser Studie konnten sowohl die endothel-abhéngigen als auch
die endothel-unabhingigen Effekte der medikamentdsen Langzeittherapie mit
Ataciguat im experimentellen Modell der chronischen Herzinsuffizienz nach

Myokardinfarkt bestitigt werden.
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Abkiirzungen

ACE - Angiotensin-Converting Enzym

Ach - Acetylcholin

ATP - Adenosintriphosphat

ATII - Angiotensin 2

cAMP - Zyklisches Adenosinmonophosphat

cgk - cGMP-abhiéngige Kinase

cGMP - Zyklisches Guanosinmonophosphat

CHF - Chronische Herzinsuffizienz

EDHF - endothel-derived hyperpolarizing factor

ENOS - Endotheliale NO-Synthase

GTP - Guanosintriphosphat

HEPES - 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure
KCl1 - Kaliumchlorid

LNNA - Nitroarginin

LVSp - Linksventrikulérer systolischer Druck

LVEDP - Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck

MPV - Thrombozytenvolumen

NO - Stickstoff-Monoxid

NYHA - New York Heart Association

0x-sGC - Oxygenierte Losliche Guanylatzyklase

PBS - Phosphatgepufferte Salzlosung

PE - L-Phenylephrin

PDE-5 - Phosphodiesterase 5

PGI2 - Prostacyclin

p-IRAG - Phosphorylierte IP3-Rezeptor-abhingige cGMP-Kinase
p-VASP - Phosphoryliertes Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein
RAAS - Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

ROS - Reaktive Sauerstoffradikale

sGC - Losliche Guanylatzyklase
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