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1 Einleitung

Nachdem Betablocker und Diuretika lange die einzigen Antihypertensiva waren, fur
die eine Reduktion von Morbiditat und Mortalitdt wissenschaftlich nachgewiesen
werden konnte, haben sich seit den neunziger Jahren auch ACE-Hemmer und AT1-
Blocker in der Therapie des arteriellen Hypertonus und kardialer Erkrankungen
etabliert. Zum Verstandnis der Wirkung haben Untersuchungen beigetragen, die ein
lokales Renin-Angiotensin-System (RAS) im Herzen aufzeigten (Dzau und Re, 1987;
Lindpaintner et al., 1987, Dostal und Baker, 1999) und als Regulationsmechanismus
fur Blutdruck, Plasmaosmolaritat und —volumen identifizierten (Lavoie und Sigmund,
2003).

1.1 Das Renin-Angiotensin-System

Lange Zeit wurde das Renin-Angiotensin-System (RAS) als rein renales
Volumenregulationssystem  mit  enzymatisch-hormoneller  Signalubertragung
gesehen. Eine renale Minderdurchblutung, gleich welcher Ursache, flhrt zu einer
gesteigerten Renin-freisetzung aus den granulierten Epitheloidzellen des Vas
afferens des juxtaglomerularen Apparates der Niere. Renin als Proteinase setzt aus
dem Plasmaprotein Angiotensinogen Angiotensin | frei, welches durch das
Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) zu Angiotensin Il verklrzt wird. Angiotensin Il
schliel3lich ist ein aulderst effektives blutdrucksteigerndes Hormon, das an mehreren
Stellen angreift. Auf periphere Arteriolen wirkt es kontrahierend, Gber Stimulation der
Aldosteronbildung in der Nebennierenrinde beeinflusst es den Natrium- und damit
den Wasserhaushalt. Durch  Freisetzung adrenerger Transmitter aus

Nervenendigungen moduliert es auRerdem das sympathische System.

Die Hauptkomponenten des RAS werden in unterschiedlichen Organen gebildet. So
erfolgt z.B. die Synthese von Renin in der Niere, die von Angiotensinogen in der
Leber, das Angiotensin-Converting-Enzym wird in Gefallendothelzellen der Lunge
gebildet, und erst die Spaltung von Angiotensin | zu Angiotensin Il findet im Plasma
statt (Montani und van Vliet, 2004).

Untersuchungen von Brasch et al. 1993 zeigten, dass die durch Angiotensin Il
gesteigerte Noradrenalinausschittung auf einen lokalen Effekt an sympathischen
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Nervenendigungen zuruckgefuhrt werden kann. Vermittelt wird dieser Effekt Uber
prajunktionale AT1-Rezeptoren (Brasch et al., 1993; Rump et al., 1994).

1.2 AT1-und AT2-Rezeptoren

In den 80er Jahren fuhrte die Entwicklung spezifischer Angiotensin-Rezeptor-
Antagonisten zu der Identifikation der Angiotensin-Rezeptor-Subtypen AT1 und AT2
sowie zur Unterscheidung der Subtyp-abhangigen Angiotensinwirkungen (de
Gasparo et al., 2000). Uber den AT1-Rezeptor vermittelt bewirkt Angiotensin Il u.a.
eine Forderung der Zellproliferation und -hypertrophie sowie eine Eskalation
inflammatorischer Prozesse (de Gasparo et al., 2000). Mit dem AT2-Rezeptor
wurden antiinflammatorische und antiproliferative Prozesse oder auch Apoptose in
Verbindung gebracht (de Gasparo et al., 2000), womit zumindest in Anteilen eine

gegensatzliche Wirkungsweise besteht.

Beim gesunden Menschen findet sich Uberwiegend der AT1-Rezeptor. Er wird u.a. in
Herz, Gefalden, Lunge, Niere, Leber, im Gehirn, der Plazenta, Blase sowie im
Gastrointestinaltrakt exprimiert (de Gasparo et al.,, 2000). Der AT2-Rezeptor
hingegen spielt bei Gesunden nur eine untergeordnete Rolle (de Gasparo et al.,
2000), lield sich aber bei pathologischen Prozessen mit Gewebszerstérung, z.B.
Herzinfarkt oder Apoplex, deutlich vermehrt nachweisen (Rosenstiel et al., 2002).

1.3 Das Angiotensin-Converting-Enzym und Bradykinin

Bradykinin ist ein hochwirksames gefalRerweiterndes Nonapeptid, das durch die
proteolytische Wirkung von Kallikrein aus Kininogen entsteht. Abgebaut werden
Kinine durch Kininasen, wobei die Kininase Il gleichzusetzen ist mit dem ACE (Yang
et al., 1970). Demzufolge kann die kardiale Bradykininkonzentration durch ACE-
Blockade gesteigert werden, wahrend die Angiotensin-lI-Bildung reduziert wird.
Bradykinin-vermittelte Effekte lassen sich durch den selektiven B2-Rezeptor-
Antagonisten HOE 140 aufheben (Linz et al., 1990). An isolierten Rattenherzen
konnte eine kontinuierliche Bradykinin-Freisetzung nachgewiesen werden, die unter
ischamischen Bedingungen zunahm und nach Zugabe von Ramiprilat in die
Perfusionslosung nochmals anstieg (Baumgarten et al., 1993).
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1.4 Angiotensin-ll-Rezeptoren und Bradykinin

Der Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptor (AT1-Rezeptor) lalit sich ebenso wie der
Bradykinin-B2-Rezeptor an sympathischen Nervenendigungen nachweisen (Brasch
et al., 1993, Kurz et al., 1997). Eine AT1-Rezeptorblockade reduziert die myokardiale
Hypertrophie nach Myokardinfarkt bei Ratten (Taylor et al., 1998). Sie verhindert,
ebenfalls im Experiment mit Ratten, die Entwicklung einer linksventrikularen
Hypertrophie durch Druckbelastung (Obayashi et al., 1997) und unterbindet beim
Hund das Auftreten kardialer Arrhythmien in der Reperfusion nach Infarkt (Yang et
al., 2005). Somit wirken AT1-Antagonisten kardioprotektiv, wobei nicht nur die
Wirkung von Angiotensin am AT1-Rezeptor unterbrochen wird, sondern uber
konsekutiv erhdhte Angiotensinlevel eine Aktivierung des AT2-Rezeptors und damit
des Kininsystems erfolgt (Liu et al., 1997). Der so herbeigefuhrte Anstieg von
Bradykinin kann — ebenfalls an Rattenherzen — einen partiellen kardialen Schutz
bewirken (Zhang YJ et al., 2005).

1.5 Kardiale Noradrenalinfreisetzung

Uber prajunktionale Rezeptoren (AT1-Rezeptor und B2-Rezeptor) bewirken
Angiotensin Il und Bradykinin eine Noradrenalinexkretion an sympathischen
Nervenendigungen (Brasch et al., 1993, Kurz et al., 1997, s.o0.). Da Noradrenalin bei
Patienten mit ischamischen Herzerkrankungen oder Herzinsuffizienz eine erhebliche
Bedeutung hinsichtlich der Pathophysiologie und Prognose zukommt (Schémig und
Richardt, 1991, Meredith et al., 1993) ist es wichtig zu eruieren, ob sich ACE-
Hemmer und AT1-Antagonisten in ihrer Wirkung auf die Noradrenalinausschittung

unterscheiden.

1.6 Kilinische Bedeutung der RAS-Komponenten

Eine Vielzahl experimenteller und klinischer Arbeiten begrindet den grofen
Stellenwert der medikamentdsen Beeinflussung samtlicher Komponenten des RAS.
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So wurde im Januar 2000 die kanadische HOPE-Studie veroffentlicht, in der
untersucht wurde, ob der ACE-Hemmer Ramipril bei Patienten mit einer
atherosklerotischen Gefalderkrankung bzw. mit Diabetes mellitus das Risiko einer
kardiovaskularen Erkrankung reduzieren kann. Hierzu wurde Hochrisikopatienten im
Alter Uber 55 Jahren mit bekannter GefalRerkrankung oder Diabetes in Kombination
mit kardiovaskularen Risikofaktoren aber ohne vorliegende Herzerkrankung tber funf
Jahre taglich 10 mg Ramipril verabreicht. Als Endpunkt wurde Myokardinfarkt,

Schlaganfall oder Tod durch kardiovaskulare Ereignisse definiert.

Es konnte gezeigt werden, dass Ramipril die Herzinfarktrate, die Anzahl von
Schlaganfallen sowie das Auftreten von Herzinsuffizienz oder Diabetes-bedingten

Komplikationen signifikant reduzieren konnte (Yusuf et al., 2000).

Kurze Zeit spater folgte die Veroffentlichung der Ergebnisse der LIFE-Studie, in der
bei Hochrisikopatienten mit Myokardhypertrophie zur Therapie der arteriellen
Hypertrophie Atenolol (50 bis 100 mg / Tag) oder Losartan (50 bis 100 mg / Tag)
eingesetzt wurde. Wahrend die Blutdrucksenkung bei beiden Gruppen vergleichbar
erfolgreich war, konnte unter Losartan eine bessere Risikoreduktion (13% vs. 26%)
verzeichnet werden. Primares Zielkriterium fur die Effizienz war dabei eine
Kombination klinischer Ereignisse wie kardiovaskularer Tod, Schlaganfall und
Myokardinfarkt (Dahlof et al., 2002).

Aktuellste Studien untersuchten nun die Wirkung einer direkten Hemmung von
Renin. In der 2009 veroffentlichten ALLAY-Studie (Solomon et al., 2009) wurde
Hochdruckpatienten mit linksventrikularer Hypertrophie Gber neun Monate Aliskiren
(300mg tgl.) oder Losartan (100 mg tgl.) verabreicht. Der primare Endpunkt war eine
Anderung des linksventrikularen Masseindex. Der direkte Renin-Antagonist Aliskiren
reduzierte dabei die linksventrikulare Hypertrophie bei Hypertonikern im gleichen
Male wie Losartan. Ein additiver Effekt durch Kombination beider Wirkstoffe und
damit Hemmung des RAS an zwei verschiedenen Bereichen lief3 sich allerdings nicht

feststellen, verstarkt auftretende Nebenwirkungen aber auch nicht.

Die gesamte Signalkette von Renin Uber die Angiotensine und verschiedene
Rezeptoren bis zum Effekt am Zielorgan stellt sich also ausgesprochen vielschichtig

dar und damit bleibt auch der Wirkmechanismus der Angiotensinblockade und das
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Zusammenspiel einzelner Komponenten der neurohumoralen Aktivierung

Gegenstand experimenteller Arbeiten.

1.7 Fragestellung

In dieser Arbeit sollen folgende Fragen bearbeitet werden:

1. Unterscheiden sich ACE-Inhibitoren und AT1-Blocker hinsichtlich ihrer
Wirkung auf die kardiale Noradrenalinfreisetzung?

2. Uber welchen Weg — Angiotensin oder Bradykinin — werden mégliche Effekte

vermittelt?

1.8 Methodischer Ansatz

Da zwischen einzelnen ACE-Hemmern Unterschiede in ihrem Wirkungspotential und
bei AT1-Blockern verschiedene Affinitaten zu pra- und postsynaptisch lokalisierten
Rezeptoren festgestellt wurden (Ohlstein et al., 1997), die mdglicherweise zu den
individuellen pharmakologischen Profilen beitragen, wurden jeweils verschiedene
ACE-Hemmer bzw. AT1-Antagonisten untersucht. Die Angiotensin- und
Bradykininbildung steigt in Ischamie bekannterweise an (Linz et al., 1996), weshalb
die Wirkstoffe bei normoxischen und bei ischamischen Bedingungen getestet

wurden.
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Renin-Angiotensin-System

Angiotensinogen Kininogen
N
Angiotensin | |_ Bradykinin ——
Angiotensin || ol B2-Rez.

NA-Freisetzung

-3 aktiviert

Abb. 1 Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems mit den einwirkenden Antagonisten (in Anlehnung
an Maruyama et al., 2000)
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2 Material und Methodik

2.1 Versuchstiere

Die fur diese Studie verwendeten mannlichen Wistar-Ratten (Charles River)
wurden gemal den Richtlinien des ,Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals®, publiziert vom US National Institute of Health (NIH publication No. 85-23,
in der revidierten Fassung von 1996 veroffentlicht), gehalten. Genehmigungen flr
die beschriebenen Versuche wurden beim Ministerium fir Umwelt, Naturschutz
und Landwirtschaft des Landes Schleswig-Holstein in Kiel eingeholt.

Die Tiere wurden pathogenfrei aufgezogen und erhielten eine Standard-Pellet-Diat
mit Wasser ad libitum. Ein Hell-Dunkel-Rhythmus von 10h/ 14h sowie eine
konstante = Raumtemperatur von 20-22°C wurden vorgegeben. Zum
Versuchszeitpunkt waren die Ratten 45-60 Tage alt und hatten ein Gewicht von
180-200 g. Sie wurden am Versuchstag aus dem Tierstall der gemeinsamen
Tierhaltung der Universitat zu Libeck geholt und bis zur Organentnahme reizarm

aufbewahrt.

2.2 Experimentelles Vorgehen

2.2.1 Praparation und Perfusion der Rattenherzen

Mittels einer intraperitonealen Injektion von 75-100 mg/kg Korpergewicht
Natriumthiopental (Trapanal®) wurden die Versuchstiere narkotisiert. Die
Peritonealhdhle wurde eroffnet und die Vena cava inferior in Hohe der rechten
Niere dargestellt. Intracaval wurden nun 500 |.E./kg Korpergewicht Heparin-
Natrium injiziert, um eine Thrombosierung der Koronargefalde zu verhindern. Nach
Eréffnen des Thorax wurde das Herz entnommen, gewogen (mittleres
Herzgewicht 0,75g) und sofort in eiskalte Krebs-Henseleit-Losung gelegt. Direkt
anschlieend wurde die Aorta ascendens retrograd bis kurz vor die Klappenebene
kanlliert und an der Perfusionskaniile mit einem Faden befestigt. Uber eine
Mehrkanal-Rollerpumpe (Watson Marlow 5058, Watson Marlow Limited Falmouth

Cornwall, England) konnte die gleichzeitige antegrade Koronarperfusion
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(Langendorff, 1895) von bis zu vier Herzen pro Versuch gewahrleistet werden.
Zwei weitere Kanale dienten der pH-Messung sowie zusatzlich der Messung des
Sauerstoffgehaltes der Krebs-Henseleit-Losung.

Die modifizierte Losung nach Krebs-Henseleit (Zusammensetzung s. S. 20) wurde
als Perfusat auf einen konstanten Flufy von 8 ml/min pro Gramm Herzgewicht
eingestellt. Die Losung wurde mit 95% O, und 5% CO, begast und auf einer
Temperatur von 37,0 £ 0,3 °C gehalten, so dal} sich ein pH-Wert von 7,4 + 0,02
ergab. Uber die gesamte Versuchsdauer wurde die Umgebungstemperatur der
Herzen mit Hilfe einer Warmekammer auf 37,0° gehalten. Von der Auswertung
ausgeschlossen wurden Herzen mit sichtbaren héhergradigen Rhythmusstérungen
sowie Herzen, die nach der Praparation nicht wieder spontan schlugen.

2.2.2 Stimulation und exozytotische Noradrenalinfreisetzung

In dem Versuchsaufbau dieser Arbeit wird die Stimulation elektrisch erzeugt, hierzu
umfassen jeweils zwei konkav geformte Stahlkontaktscheiben von ca. 10x7 mm
ein Herz so, dal} sich das Septum interventrikulare in der Mitte befindet und das
Herz nicht kom-primiert wird. Eine elektrische Feld-Stimulation mit einem
Frequenzgenerator (HSE Stimulator P, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland;1 min., 5V, 6Hz, 2 msec Impulsdauer) induziert die exozytotische
Noradrenalin-Freisetzung in den synaptischen Spalt (Seyfarth et al., 1993). Die
Spannung wurde wahrend der Stimulation mit Hilfe eines Oszilloskops (30 MHz-
Oszilloscope CO 30, Grundig, Deutschland) Gberwacht.
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2.3 Versuchsanordnung

Zunachst wurden die Herzen fur zehn Minuten ohne pharmakologische
Intervention perfundiert. Ab der elften Versuchsminute bis zum Versuchsende
wurde kontinuierlich 0,1 umol/L Desipramin (DMI) zur KHL zugegeben, um die
nicht-exozytotische Noradrenalinfreisetzung zu hemmen (Schomig et al., 1984).
Nach einer weiteren Aquilibrierungsphase wurden zwei Stimulationen (S1, S2) in
vordefinierten Intervallen induziert. Medikamentdse Interventionen wurden zehn
Minuten vor der zweiten Stimulation gestartet und dauerten bis zum Versuchsende
an. Durch die Berechnung des jeweiligen S2/S1-Quotienten war es mdglich, die
Noradrenalinfreisetzung bei Stimulation mit Medikamentengabe (S2) individuell mit
der Noradrenalinfreisetzung bei Stimulation ohne Medikamentengabe (S1) zu
vergleichen.

2.3.1 Normoxische Experimente

Die erste Stimulation (S1) erfolgte nach einer zwanzigminatigen
Aquilibrierungsphase in der 20. bis 21. Minute. Es wurden dabei vor, wahrend und
fur zwei Minuten nach der Stimulation Effluatproben gesammelt. Anschlieend
wurde mit der Medikamentengabe begonnen, um nach zehn Minuten erneut zu
stimulieren (S2) und Proben zu entnehmen (s. Abb.2).

Als Medikamente wurde zunachst Angiotensin Il in der Konzentration 100 nmol/L
(n=7) getestet. Als ACE-Hemmer wurden Enalapril in den Konzentrationen 1, 10,
100 nmol/L und 1 ymol/L (jeweils Gruppen von n=4 bzw. n=8), Quinalaprilat in den
Konzentrationen 0,1, 1, 10 und 100 nmol/L (jeweils Gruppen von n=4-6) und
Ramiprilat in den Konzentrationen 0,1, 1, 10, 100 nmol/L sowie 1 umol/L (jeweils
Gruppen von n=4-8) untersucht.

Aulerdem wurde die Noradrenalinfreisetzung nach Gabe folgender AT 1-Rezeptor-
Antagonisten bestimmt: Candesartan, Eprosartan und EXP 3174 jeweils in den
Konzentrationen 1, 10 und 100 nmol/L (jeweils in Gruppen von n=3-10). Der AT2-
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Rezeptor-Antagonist PD 123319 wurde in den Konzentrationen 1, 10 und 100
nmol/L untersucht (jeweils in Gruppen von n=4-7), der B2-Rezeptor-Antagonist
HOE 140 in den Dosierungen 10 und 100 nmol/L sowie 1 pmol/L (jeweils in
Gruppen von n=8) und der Aminopeptidase-Hemmer Apstatin mit 0,1 umol/L (n=6).

Die Reproduzierbarkeit der stimulationsinduzierten Noradrenalinfreisetzung wurde
in  Versuchen ohne pharmakologische Intervention unter normoxischen
Bedingungen (n=8) untersucht. Es wurden jeweils bis zu vier Herzen gleichzeitig

untersucht.
S1 S2
0 Min. 10 17 18 20 21 22 23 24 32 33 35 36 37 38
Sammelperiode Effluat A B C D E F G H
DMI 10-7M - zu untersuchendes Agens

Abb. 2: Das normoxische Versuchsprotokoll: Durch zwei elektrische Feldstimulationen S1 und S2
wurde die Noradrenalinfreisetzung ausgelést.
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2.3.2 Ischamische Experimente

Nach einer  20-minatigen Stabilisierungsphase  wird durch eine
Perfusionsunterbrechung fur insgesamt vier Minuten eine globale stop-flow
Ischamie erzeugt. In der letzten Minute dieser Ischamiephase erfolgte die erste
Stimulation der Herzen (S1). AnschlieBend wird die Perfusion der Herzen mit
normaler FluBrate (8 ml/min) fortgesetzt und mit der Medikamentengabe
begonnen. Nach der Aquilibrierungsphase wird eine zweite globale
Myocardischamie fur vier Minuten erzeugt. Analog zur ersten Stimulation erfolgt
eine zweite Stimulation (S2) in der letzten Minute der Ischamie. Koronarvendses
Effluat wurde direkt vor und zwei Minuten nach der Ischamiephase gesammelt (s.
Abb. 3).

Mit folgenden Medikamenten wurde die Noradrenalinfreisetzung bei Ischamie
untersucht: Angiotensin Il (100 nmol/L, n=7), Enalapril mit 1, 10, 100 nmol/L und 1
pmol/L (jeweils Gruppen von n=6-8), Quinalaprilat mit 0,1, 1, 10 und 100 nmol/L
(jeweils Gruppen von n=4) und Ramiprilat in den Konzentrationen 0,1, 1, 10, 100
nmol/L sowie 1 ymol/L (jeweils Gruppen von n=4-8). AuRerdem wurden untersucht:
Candesartan, Eprosartan und EXP jeweils in den Konzentrationen 1, 10 und 100
nmol/L (jeweils Gruppen von n=3-9) sowie PD 123319 (10, 100 nmol/L und 1
pmol/L; jeweils Gruppen von n=5-8), HOE 140 (100 nmol/L, n=8) und Apstatin (0,1
pmol/L, n=6).

Als Kontrolle dienten ischamische Herzen, die ohne Medikamentengabe parallel
perfundiert wurden (n=8).
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S1 S2

0 Min. 10 19 20 23 24 25 26 37 38 41 42
43 44

Sammelperiode Effluat A B C D E F

DMI 10-7M - zu untersuchendes Agens Ischamie

Abb. 3: Das ischamische Versuchsprotokoll: Die Noradrenalinfreisetzung wurde durch zwei
elektrische Feldstimulationen S1 und S2 in der letzten Minute einer vierminltigen Ischamie
ausgelost.
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2.4 Bestimmung von endogenem Noradrenalin

Dem koronarvendsen Effluat wurden Proben fur die Bestimmung von Noradrenalin
— je nach Versuchsprotokoll — vor, wahrend und nach den Stimulationen
entnommen, wobei zur Stabilisierung 300 pl Ethylendiamintetraacetatlosung
(EDTA 0,3 M) in die Abnahmerohrchen vorgelegt wurden. Die Proben wurden
sofort auf einem vorgekihlten Metallblock tiefgefroren und bis zur
Katecholaminextraktion bei -60°C aufbewahrt. Die Bestimmung von endogenem
Noradrenalin (Smedes et al., 1982; modifiziert nach Schomig et al., 1987) erfolgte
mit elektrochemischer Detektion Uber die Hochdruckflissigkeitschromatographie
(high-pressure liquid chromatography, HPLC; HPLC Autosampler 465 Kontron
Instruments, Thermo Separation Products SpectraSeries P 100 Pumpe, Sample
Injector Model 231 Gilson Abimed). Ein externes Standardgemisch von
Noradrenalin und DOPEG diente als Referenz fur die im Herzen endogen
freigesetzten Katecholamine.

Jeweils 3 ml des tiefgefrorenen Effluats wurden aufgetaut und mit 1 ml
Ammoniumchlorid-Ammoniumhydroxid-Puffer (NH4CI-NH,OH-Puffer, 2 mol/L), der
0,2% Diphenylboratethylamin und 0,6% Natrium-EDTA enthielt, versetzt, um einen
pH-Wert von 8,5 zu erreichen. Die Extraktion der Katecholamine aus der walrigen
Phase gelang durch Zugabe von 5 ml 99% n-Hexan, 1% Octanol zusammen mit
0,25% Tetraoctylammoniumbromid und anschlielend 8-minutiges Schutteln. Nach
Zentrifugieren der Proben bei 2.000 RPM (Rotanta 96 RC, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Deutschland) wurde die walirige Phase bei -20°C abgefroren, wodurch
die walirige von der organischen Phase getrennt wurde. Die nichtgefrorene
Hexanphase wurde in einem nachsten Schritt mit 150 pl einer 0,2 molaren
Phosphorsaure und 1 ml Octanol versetzt und erneut geschuttelt, um die
Wiederfindung zu optimieren und auch DOPEG in die walrige Phase zu
uberfuhren. Erneut wurde funf Minuten bei 4.500 RPM zentrifugiert. Aus der nun
entstandenen walrigen Phase konnte Noradrenalin durch Ansauern der Probe mit
Phosphorsaure gelost werden. Diese befand sich nach dem Zentrifugieren am
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Boden des Rohrchens, so dass etwa 100 pl der Flussigkeit mit einer Spritze
aufgezogen und auf das HPLC-System zur Analyse aufgegeben werden konnte.

Die Phosphorsaure verblieb dabei am Boden des Rohrchens.

Uber eine C18-reversed-phase-Saule (LiIChroCART® 125 mm x 4 mm, Merck,
Deutschland) erfolgte die Auftrennung der Katecholamine nach dem Gegenionen-
Prinzip mit einem Laufmittelflul} von 0,8 ml/Min. Ein Phosphatpuffer (0,17 mol/L),
der mit 50 ymol/L Natrium-EDTA und 10 mmol/L Natriumchlorid versetzt war,
diente dabei als mobile Phase. Durch Titration mit Natriumhydroxid wurde ein pH-
Wert von 3 eingestellt. Als Gegenionen wurde 0,1 g Octylsulfat auf 100 ml Wasser
angesetzt, dabei konnte die Menge der Gegenionen in der mobilen Phase zur
Optimierung der Chromatographie variiert werden. Im Schnitt lag diese im Bereich
zwischen 0,50 ml/L und 0,67 ml/L. Zur quantitativen Analyse wurde eine
elektrochemische Detektionselektrode (Waters 745 Data Module) bei einer
Spannung von 0,65 V verwendet. Die Retentionszeit fir Noradrenalin lag bei 2,9
Minuten, die fur DOPEG bei 3,6 Minuten. Blindwerte und Standardproben mit
bekannter Noradrenalinkonzentration wurden wie Versuchsproben analysiert. Die
Nachweisgrenze lag fur Noradrenalin bei 0,1 mmol/L und far DOPEG bei 0,2
nmol/L. Der Variationskoeffizient betrug 59% bzw. 5,8% und die
Wiederfindungsrate berug 98% bzw. 92%. Die bei den Versuchen verwendeten
Pharmaka hatten keinen Einfluy auf die Extraktion, Trennung oder Detektion von
Noradrenalin oder DOPEG.

2.5 Substanzen

2.5.1 Modifizierte Krebs-Henseleit-Losung (KHL)

Die modifizierte Krebs-Henseleit-Losung setzt sich folgendermalien zusammmen
(mmol/L): NaCl 125; NaHCO3; 16,9; Na;HPO4 0,2; KCI 4; MgCl, 1; CaCl, 1,85;
Glucose 11; EDTA 0,027.

Catherine Walliser Seite 20



2.5.2 Medikamente

Desipramin und Enalapril maleate wurden von Sigma (St. Louis, MO, U.S.A.) ,
Thiopental-Natrium wurde als Trapanal® 0,5 g von Byk Gulden (Konstanz,
Deutschland bezogen. Heparin-Natrium wurde von Novo-Nordisc Pharma (Mainz,
Deutschland) bezogen.

Quinalaprilat wurde von der Gédecke AG (Freiburg, Deutschland), Ramiprilat von
Hoechst (Frankfurt, Deutschland) bezogen. Candesartan wurde von Astra Zeneca
(MdIndal, Schweden), Eprosartan von Hoechst Marion Roussel (Bad Soden /
Taunus, Deutschland) und EXP 3174 (2-Buthyl-4-chlor-1-{4-[2-(1H-tetrazol-5-
yllphenyl}imidazol-5-carbonsaure) von  DuPont  Merck  Pharmaceuticals
(Wilmington, Delaware, U.S.A.) bezogen. PD 123319 wurde von RBI (Natrick, MA,
U:S:A:) bezogen, Apstatin wurde von Sigma Chemical Co. (St. Louis, U.S.A.) bzw.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland) bezogen und HOE 140 (D-
arginyl-L-arginyl-L-propyl-trans-4-hydroxy-L-prolylglycyl-3-(2-thienyl)-L-alanyl-L-
seryl-D-1,2,3,4-tetrahydro-3-isoquinolinecarbonyl-L-(2a3,7af)-octahydro-1H-
indole-2-carbonyl-L-arginine) Uber Aventis Pharma (Frankfurt, Deutschland).

2.6  Statistik

Die dargestellten Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung der Mittelwerte
angegeben. Die freigesetzte Noradrenalinmenge wurde in pmol/g Herzgewicht
berechnet. Aus der freigesetzten Noradrenalinmenge der ersten Stimulation (S1)
und der freigesetzten Noradrenalinmenge der zweiten Stimulation (S2) wurde das
Verhaltnis S2/S1 errechnet und als geometrischer Mittelwert angegeben. Wurden
verschiedene Versuchsgruppen miteinander verglichen, wurde beim Vergleich
zweier Gruppen ein zweiseitig ungepaarter Student’s t-Test, bei drei oder mehr
Versuchsgruppen wurde die Varianzanalyse fur unabhangige Daten (one-way
analysis of variance (ANOVA)) und der Post hoc Test nach Bonferroni

angewendet .
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Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant definiert und grafisch mit einem
Sternchen (*) gekennzeichnet, als hochsignifikant galt ein p-Wert < 0.01, der mit

zwei Sternchen (**) dargestellt wurde.

Die Durchfihrung der statistischen Bewertung erfolgte mit Graph Pad Prism
Software 3.0.

2.7 Grafische Darstellung

In der verwendeten grafischen Darstellung der Noradrenalinausschuttung
verdeutlicht die Abszisse den mittleren S2/S1-Quotienten + SEM in %, wahrend auf
der Ordinate die unterschiedlichen Wirkstoffe bzw. deren unterschiedliche

Konzentrationen abgebildet werden.

Catherine Walliser Seite 22



3 Ergebnisse

3.1  Noradrenalinfreisetzung im Experiment

Wahrend der Aquilibrierungsphase wurde keine Noradrenalinfreisetzung (< 0,1
pmol/l) gemessen. Ebenso hatte keines der Medikamente in den verwendeten
Konzentrationen einen messbaren Einfluly auf die Noradrenalinfreisetzung vor der
Stimulation. Nach der Stimulation kommt es sowohl unter normoxischen als auch
unter ischamischen Bedingungen wirkstoff- und dosisabhangig zu einer
Noradrenalinakkumulation im koronarvendsen Effluat. In Kontrollexperimenten
ohne pharmakologische Intervention konnte unter normoxischen Bedingungen ein
mittleres S2/S1-Verhaltnis von 1,05 £ 0,04, unter ischamischen Bedingungen von
0,99 = 0,05 ermittelt werden. Zur besseren Veranschaulichung wurden diese
Kontrollversuche in die Graphiken der folgenden Versuche eingefugt.

3.2 Angiotensin Il

Durch exogen zugefuihrtes Angiotensin |l zeigte sich sowohl im normoxischen als
auch im ischamischen Experiment ein hochsignifikanter Anstieg der
Noradrenalinausschuttung. Angiotensin Il wurde dabei jeweils in einer Dosis von
100 nmol/L zugeflihrt, es ergaben sich folgende Werte: in Normoxie: S1 277133
pmol/g, S2 483152 pmol/g, S2/S1:176+9%, n=8, p=0,0001. In Ischamie: S1 95+11
pmol/g, S2 168129 pmol/g, S2/S1: 174+2%, n=8, p=0,012.

(s. Abb.4)
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Abb. 4: Noradrenalinausschuttung unter Angiotensin-11-Gabe

Noradrenalinausschiittung wahrend Normoxie und Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.
3.1) und Angiotensin-ll (100 nmol/L) . Die exozytotische Noradrenalinfreisetzung wurde durch
elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2) Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind
dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten £ SEM in %, n=8, **p< 0,01 vs. S1.
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3.3 Dosiswirkungskurven der ACE-Hemmer

Fir alle in weiteren Untersuchungen eingesetzten Medikamente wurden
Dosiswirkungskurven erstellt, um den jeweils optimalen Wirkungsbereich sowohl
bei Normoxie als auch bei Ischamie zu ermitteln. Nachfolgend werden die
Versuche mit den ACE-Hemmern Enalapril, Quinalaprilat und Ramiprilat
aufgefuhrt.

Unter normoxischen Bedingungen konnte nur bei Enalapril und Ramiprilat jeweils
bei einer Dosis eine leichte Suppression der Freisetzung dargestellt werden (s.
Abb. 5 und 7).

Far alle drei Wirkstoffe wurde eine geringe aber signifikante Steigerung
Noradrenalinfreisetzung bei Ischamie gezeigt; bei Enalapril in einer annahernd
glockenformigen Konzentrations-Wirkungskurve (s. Abb. 5), angedeuted ebenso
bei Ramiprilat (s. Abb. 7). Quinalaprilat fuhrte lediglich in einer Konzentration zu

einer signifikanten Zunahme der Noradrenalinfreisetzung (s. Abb. 6).

3.3.1 Dosiswirkungskurve von Enalapril

Enalapril wurde in den Konzentrationen 1,10, 100 nmol/L sowie 1 pumol/L
untersucht. Bei Normoxie zeigte sich in der Dosis von 100 nmol/L eine leichte aber
signifikante Suppression (S1 259+14 pmol/g, S2 236+15 pmol/g, S2/S1: 91+4%,
n=8, p=0,05).

Im ischamischen Experiment zeigte sich eine deutliche aber nicht signifikante
Steigerung der Noradrenalinfreisetzung bei einer Konzentration von 10 nmol/L (S1
122114 pmol/g, S2 142+7 pmol/g, S2/S1: 128+17%, n=8, p=0,216) bei insgesamt
angedeutet glockenformigem Kurvenverlauf. Signifikant erhoht war die
Ausschittung bei 100 nmol/L (S1 104+11 pmol/g, S2 129+17 pmol/g, S2/S1:
124+7%, n=8, p=0,026). (s. Abb.5)

Catherine Walliser Seite 25



FUr die Ubrigen Konzentrationen ergaben sich folgende Werte:

Normoxie 1 nmol/L: S1 22842 pmol/g, S2 251+37 pmol/g, S2/S1: 98+5%, n=8; 10
nmol/L: S1 355146 pmol/g, S2 363+38 pmol/g, S2/S1: 108+£13%, n=8; 1umol/L: S1
196136 pmol/g, S2 208125 pmol/g, S2/S1: 109£7%, n=4.

Ischamie 1nmol/L: S1 142+23 pmol/g, S2 135+16 pmol/g, S2/S1: 101+8%, n=8§;
1umol/L: S2/S1: 100+£12%, n=6.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 5: Dosiswirkungskurve von Enalapril:

Noradrenalinausschittung wahrend Normoxie und Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.
3.1) und Enalapril in den Konzentrationen 1,10, 100 nmol/L sowie 1 pmol/L. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEM in %, n=4-8, *p< 0,05 vs. S1.
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3.3.2 Dosiswirkungskurve von Quinalaprilat

Quinalaprilat wurde in Konzentrationen von 0,1, 1, 10 und 100 nmol/L untersucht.
In Normoxie liel3 sich kein signifikanter Einflul auf die Noradrenalinausschuittung
feststellen. In der Ischamie ergab sich eine signifikant erhohte
Katecholaminfreisetzung bei 1 nmol/L (S1 158+12 pmol/g, S2 187+21 pmol/g,
S2/S1: 11814%, n=4, p= 0,049). (s. Abb. 6)

Far die ubrigen Konzentrationen ergaben sich folgende Werte:

Normoxie: 0,1 nmol/L: S1 302 +15 pmol/g , S2 31613 pmol/g, S2/S1: 105+4%,
n=4; 1 nmol/L: S1 299+35 pmol/g, S2 300+34 pmol/g , S2/S1: 100+2%, n=5; 10
nmol/L: S1 228+30 pmol/g, S2 219+22 pmol/g, S2/S1: 100£12%, n=4; 100 nmol/L:
S1 346129 pmol/g, S2 37744 pmol/g, S2/S1: 109£9%, n=4.

Ischamie: 0,1 nmol/L: S1 156+£25 pmol/g, S2 168132 pmol/g , S2/S1: 106£5%,
n=4; 10 nmol/L: S1 135+£27 pmol/g, S2 12516 pmol/g, S2/S1: 100+12%, n=4; 100
nmol/L: S1 192+23 pmol/g, S2 19633 pmol/g , S2/S1: 100£5%, n=4.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 6: Dosiswirkungskurve von Quinalapril:

Noradrenalinausschiittung wahrend Normoxie und Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.
3.1) und Quinalapril in den Konzentrationen 0,1, 1,10, 100 nmol/L. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEMin %, n=4-6, *p< 0,05 vs. S1.
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3.3.3 Dosiswirkungskurve von Ramiprilat

Ramiprilat wurde sowohl in Normoxie als auch in Ischamie in den Konzentrationen
von 0,1 nmol/L bis 1 uymol/L untersucht. Hierbei zeigte sich unter normoxischen
Bedingungen bei einer Wirkstoffkonzentration von 10 nmol/L eine hochsignifikante
Reduktion der Noradrenalinausschuttung (S1 412+47 pmol/g, S2 346+47 pmol/g,
S2/S1: 83+3%, n=8, p= 0,0006).In Ischamie zeigte sich in den Konzentrationen
von 1 nmol/L eine signifikante und bei und 10 nmol/L eine hochsignifikante
Steigerung der Noradrenalinexkretion. Es ergaben sich dabei folgende Werte: 1
nmol/L: S1 108+11 pmol/g, S2 128+12 pmol/g, S2/S1: 121+8%, n=8, p= 0,017; 10
nmol/L: S1 146+12 pmol/g, S2 187114 pmol/g, S2/S1: 130£8%, n=8, p= 0,008. (s.
Abb. 7)

Far die ubrigen Konzentrationen ergaben sich folgende Werte:

Normoxie 0,1 nmol/L: S1 375142 pmol/g, S2 367145 pmol/g, S2/S1: 98+3%, n=4;
1 nmol/L: S1 299+26 pmol/g, S2 277+21 pmol/g, S2/S1: 94+3%, n=8; 100 nmol/L:
S1 219120 pmol/g, S2 214+19 pmol/g , S2/S1: 99+5%, n=8; 1umol/L: S1 217121
pmol/g, S2 208+18 pmol/g, S2/S1: 97+4%, n=8.

Ischamie 0,1 nmol/L: S1 131£19 pmol/g , S2 147+17 pmol/g, S2/S1: 116£10%,
n=4; 100 nmol/L: S1 1204£3 pmol/g, S2 146+13 pmol/g, S2/S1: 121£9%, n=5; 1
pmol/L: S1 1631£12 pmol/g, S2 204+13 pmol/g, S2/S1: 129+9%, n=7.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 7: Dosiswirkungskurve von Ramiprilat:

Noradrenalinausschittung wahrend Normoxie und Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.
3.1) und Ramiprilat in den Konzentrationen 0,1, 1,10, 100 nmol/L und 1 pymol/L. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEM in %, n=4-8, *p< 0,05 vs. S1, **p<0,01 vs. S1.
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3.4 Dosiswirkungskurven der AT1-Rezeptor-Antagonisten

Nachfolgend werden von den AT1-Rezeptor-Antagonisten Candesartan,
Eprosartan und EXP 3174 Dosiswirkungskurven erstellt, wobei die Wirkstoffe
jeweils in den Konzentrationen 1, 10 und 100 nmol/L getestet wurden. In jeweils
einer Dosis zeigten sich bei ischamischen Bedingungen signifikante Steigerungen
der Noradrenalinausschuttung nach Stimulation. Der Kurvenverlauf unter der
ischamischen Versuchsanordnung erscheint dabei in der Untersuchung von
Candesartan dosisabhangig ansteigend, bei Eprosartan und EXP 3174 wird eher
eine Glockenform beschrieben.

In Normoxie hat lediglich EXP 3174 in einer Dosis einen signifikanten Einfluld auf
die Noradrenalinexkretion.

3.4.1 Dosiswirkungskurve von Candesartan

Candesartan hatte in der normoxischen Versuchsanordnung keinen Effekt auf die
Noradrenalinfreisetzung, bei Ischamie wurde eine dosisabhangig zunehmende
Steigerung der Transmitterausschiuttung mit einem signifikanten Wert bei 100
nmol/l (S1 175£16 pmol/g, S2 220+27 pmol/g, S2/S1: 127+11%, n=8, p=0,039)
ermittelt (s. Abb. 8).

Far die ubrigen Konzentrationen ergaben sich folgende Werte:

Normoxie 1nmol/L: S1 136110 pmol/g, S2 139+21 pmol/g, S2/S1: 101x11%, n=8§;
10 nmol/L: S1 153+£16 pmol/g, S2 1706 pmol/g, S2/S1: 113+7%, n=8; 100 nmol:
S1 14516 pmol/g, S2 153+24 pmol/g, S2/S1: 104+6%, n=8.

Ischamie 1 nmol/L: S1 6817 pmol/g, S2 1065 pmol/g, S2/S1: 106£14%, n=8; 10
nmol/L: S1 91£13 pmol/g, S2 100+£13 pmol/g, S2/S1: 17£11%, n=8.

Kontrollen s. 3.1.

Catherine Walliser Seite 32



—1 Normoxie

[ Ischamie

o) 150 .
N
T
i 1
- l T
o T T
> — 100 L 1
S R
N &
g 0
2
=
© 50+
C
D
ge]
©
o
Z

0 9 8 7

Kontrolle 10° 10° 10°

Konzentration (mol/L)

Abb. 8: Dosiswirkungskurve von Candesartan:

Noradrenalinausschiittung wahrend Normoxie und Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.

3.1) und Candesartan in den Konzentrationen 1,10,

und 100 nmol/L. Die exozytotische

Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +

SEMin %, n=8, *p< 0,05 vs. S1.
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3.4.2 Dosiswirkungskurve von Eprosartan

Eprosartan verhielt sich in Normoxie neutral, d.h. ohne jeglichen Einflu® auf die
Noradrenalinausschuttung. Unter ischamischen Bedingungen bewirkte Eprosartan
einen angedeutet glockenformigen Kurvenverlauf mit einer signifikanten
Freisetzungssteigerung von Noradrenalin bei einer Konzentration von 10 nmol/L
(S1 123+23 pmol/g, S2 154128 pmol/g, S2/S1: 126+£7%, n=8, p=0,008). (s. Abb.
9).

Far die ubrigen Konzentrationen ergaben sich folgende Werte:

Normoxie 1 nmol/L: S1 328+17 pmol/g, S2 319+31 pmol/g, S2/S1: 97+4%, n=4; 10
nmol/L: S1 32541 pmol/g, S2 327+44 pmol/g, S2/S1: 100£2%, n=3; 100 nmol/L:
S1 17114 pmol/g, S2 19315 pmol/g, S2/S1: 100£5%, n=8.

Ischamie 1 nmol/L: S1 149+25 pmol/g, S2 155+20 pmol/g, S2/S1: 106£6%, n=3;
100 nmol/L: S1 87+11 pmol/g, S2 80+8 pmol/g, S2/S1: 97£13%, n=6.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 9: Dosiswirkungskurve von Eprosartan:

Noradrenalinausschiittung wahrend Normoxie und Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.
3.1) und Eprosartan in den Konzentrationen 1,10, und 100 nmol/L. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEMin %, n=3-8, *p< 0,05 vs. S1.
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3.4.3 Dosiswirkungskurve von EXP 3174

Bei der Untersuchung von EXP 3174 zeigte sich eine leichte, aber signifikante
Suppression der kardialen Noradrenalinfreisetzung bei einer Konzentration von 10
nmol/L in Normoxie (S1 305+45 pmol/g, S2 257+29 pmol/g, S2/S1: 90+5%, n=10,
p= 0,024). Bei Ischamie zeigte sich eine deutlich verstarkte, aber nicht signifikante
Transmitterfreisetzung bei einer Konzentration von 10 nmol/L (S1 126+22 pmol/g,
S2 152122 pmol/g, S2/S1: 124+9%, n=9, p= 0,030). Auch hier beschrieben die
ischamischen Versuche hinsichtlich der dosisabhangigen Wirkung einen
angedeutet glockenférmigen Verlauf. (s. Abb. 10)

Fir die Ubrigen Konzentrationen ergaben sich folgende Werte:

Normoxie 1 nmol/L: S1 415+£36 pmol/g, S2 38531 pmol/g, S2/S1: 93+3%, n=6;
100 nmol/L: S1 24522 pmol/g, S2 240+18 pmol/g, S2/S1: 99+3%, n=4.

Ischamie 1 nmol/L: S1 11816 pmol/g, S2 135+16 pmol/g , S2/S1: 115+8%, n=10;
100 nmol/L: S1 124+10 pmol/g, S2 143+19 pmol/g, S2/S1: 113+7%, n=8.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 10: Dosiswirkungskurve von EXP 3174:

Noradrenalinausschittung wahrend Normoxie und Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.
3.1) und EXP 3174 in den Konzentrationen 1,10, und 100 nmol/L. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEM in %, n=4-10, *p< 0,05 vs. S1.
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3.5 Kontrollversuche

Der AT2-Rezeptor-Antagonisten PD 123 319, der selektive Bradykinin-Typ2-
Rezeptor-Antagonist HOE 140 sowie der spezifischer Aminopeptidase-P-Hemmer
Apstatin wurden vor der Kombination mit ACE-Hemmern bzw. AT1-Rezeptor-
Antagonisten (s.u.) hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Wirkungen bei Normoxie

und Ischamie bzw. im Vergleich zu Kontrollherzen getestet.

3.5.1 Dosiswirkungskurve von PD 123319

Der AT2-Rezeptor-Antagonisten PD 123 319 wurde in den Konzentrationen 10 und
100 nmol/L sowie 1 pmol/L sowohl unter normoxischen als auch ischamischen
Bedingungen untersucht. Eine signifikante Veranderung der
Noradrenalinfreisetzung wurde nicht gefunden. (s. Abb. 11)

Im Einzelnen ergaben sich folgende Werte:

Normoxie 10 nmol/L: S1 283123 pmol/g, S2 274+19 pmol/g, S2/S1: 97+3%, n=4;
100 nmol/L: S1 254132 pmol/g, S2 245127 pmol/g, S2/S1: 97£3%, n=4; 1 umol/L:
S1 289152 pmol/g, S2 257142 pmol/g, S2/S1: 9416%, n=8.

Ischamie 10 nmol/L: S1 174+19 pmol/g, S2 156124 pmol/g, S2/S1: 89+8%, n=5;
100 nmol/L: S1 14530 pmol/g, S2 142126 pmol/g, S2/S1: 103t6%, n=7; 1 umol/L:
S1 14419 pmol/g, S2 174+20 pmol/g, S2/S1: 121£12%, n=8.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 11: Dosiswirkungskurve von PD 123319:

Noradrenalinausschittung wahrend Normoxie und Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.
3.1) und PD 123319 in den Konzentrationen 10 und 100 nmol/L sowie 1 uymol/L. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEM in %, n=4-8.
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3.5.2 Kontrollversuch mit HOE 140

Der B2- Rezeptor-Antagonisten HOE 140 wurde in dem nachfolgend aufgefuhrten
Versuch in der Konzentration 100 nmol/L verwendet. Sowohl unter normoxischen
als auch unter ischamischen Bedingungen hatte HOE 140 im Vergleich zu
Kontrollversuchen keinen nachweisbaren Effekt auf die Noradrenalinfreisetzung.
(s. Abb.12)

Im Einzelnen ergaben sich folgende Werte:

Normoxie 100 nmol/L: S1 211+26 pmol/g, S2 179117 pmol/g, S2/S1: 108+13%,
n=8.

Ischamie 100 nmol/L: S1 98+14 pmol/g, S2 114115 pmol/g, S2/S1: 123£17%, n=8.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 12: Kontrollversuch mit HOE 140:

Noradrenalinausschuittung wahrend Normoxie und Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.
3.1) und HOE 140 in der Konzentration 100 nmol/L. Die exozytotische Noradrenalinfreisetzung
wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2) Medikamentengabe ausgeldst. Die
Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten £ SEM in %, n=8.
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3.5.3 Kontrollversuch mit Apstatin

In weiteren Versuchen wurde der selektive Aminopeptidase-P-Hemmer Apstatin in
der Konzentration 0,1 ymol/L verwendet. Im zunachst durchgefuhrten Vergleich zu
Kontrollherzen konnte durch Apstatin in Normoxie kein Einflulk auf die
Noradrenalinexkretion festgestellt werden (S1 260+62 pmol/g, S2 231+68 pmol/g,
S2/S1: 101+6%, n=6). Unter ischamischen Bedingungen zeigte sich hingegen eine
signifikante Ausschuttungssteigerung (S1 158+11 pmol/g, S2 205+0 pmol/g,
S2/S1: 131£11%, n=6, p= 0,0,37). (s. Abb. 13).
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Abb. 13: Kontrollversuch mit Apstatin:

Noradrenalinausschittung wahrend Normoxie und Ischdmie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s.
3.1) und Apstatin in der Konzentration 0,1 umol/L. Die exozytotische Noradrenalinfreisetzung wurde
durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2) Medikamentengabe ausgel6st. Die Werte
sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten + SEM in %, n=6, *p< 0,05 vs. S1.
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3.6 Wirkstoffkombinationen

Um beurteilen zu koénnen, Uber welchen Weg, Bradykinin- oder Angiotensin-
abhangig, (s. auch Abb.1) es unter ischamischen Bedingungen zu der von ACE-
Hemmern bzw. AT1-Rezeptor-Antagonisten gesteigerten Transmitterfreisetzung
kommt, wurden in mehreren Versuchsreihen verschiedene Wirkstoffe miteinander
kombiniert.

3.6.1 B2-Rezeptor-Blockade durch HOE 140

Der Bradykinin-B2-Rezeptor-Antagonisten HOE 140 (100 nmol/L) wurde unter
ischamischen Konditionen sowohl mit dem ACE-Hemmer Ramiprilat (10 nmol/L)
als auch vergleichend mit dem AT1-Rezeptor-Antagonist Candesartan (100
nmol/L) getestet. In beiden Fallen wurde die zuvor durch beide Agenzien bewirkte
Steigerung der Noradrenalinausschittung (s. auch 3.2.1 und 3.3.1) vollstandig
blockiert.

Im Einzelnen ergaben sich hierbei folgende Werte:

3.6.1.1 Kombination Ramiprilat mit HOE 140:

Ramiprilat 10 nmol/L: S1 14612 pmol/g, S2 187+14 pmol/g, S2/S1: 130£8%, n=8,
p=0,008.

HOE 140 100 nmol/L: S1 98+14 pmol/g, S2 114+15 pmol/g, S2/S1: 123+17%, n=8.

Ramiprilat 10 nmol/L mit HOE 140 100 nmol/L: S1 211£33 pmol/g, S2 210+36
pmol/g, S2/S1: 99£7%, n=9.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 14: Kombination Ramiprilat mit Hoe 140:

Noradrenalinausschittung wahrend Ischédmie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s. 3.1) und
Ramiprilat in der Konzentration 10 nmol/L, HOE 140 in der Konzentration 100 nmol/L sowie
Ramiprilat 10 nmol/L  kombiniert mit HOE 140 100 nmol/L.. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEM in %, n=8-9, *p< 0,05 vs. S1.
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3.6.1.2 Kombination Candesartan mit HOE 140:

Candesartan 100 nmol/L: S1 175+16 pmol/g, S2 220+27 pmol/g, S2/S1: 127+11%,
n=8, p=0,039.

HOE 140 100 nmol/L: S1 98+14 pmol/g, S2 114+15 pmol/g, S2/S1: 123+17%, n=8.

Candesartan 100 nmol/L mit HOE 140 100 nmol/L: S1 202+25 pmol/g, S2 207+40
pmol/g, S2/S1: 100+12%, n=7.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 15: Kombination Candesartan mit HOE 140:

Noradrenalinausschittung wahrend Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s. 3.1) und
Candesartan in der Konzentration 100 nmol/L, HOE 140 in der Konzentration 100 nmol/L sowie
Candesartan 100 nmol/L kombiniert mit HOE 140 100 nmol/L.. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEM in %, n=7-8, *p< 0,05 vs. S1.
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3.6.2 AT2-Rezeptorblockade durch PD 123319

Candesartan bewirkt in der Konzentration von 100 nmol/L eine signifikante
Steigerung der Noradrenalinexkretion (s. hierzu auch Abb.8). Dieser Effekt wird
durch Hinzufugen des Bradykinin2-Antagonisten PD 123319 vollstandig
aufgehoben. PD 123319 selbst hat keinen EinfluR auf die
Noradrenalinausschuttung. Die  Versuche wurden unter ischamischen
Bedingungen durchgefuhrt.

Im Einzelnen ergaben sich folgende Werte:

Candesartan 100 nmol/L: S1 17516 pmol/g, S2 220+27 pmol/lg , S2/S1:
127+£11%, n=8, p=0,039.

PD 123319 100 nmol/L: S1 14530 pmol/g, S2 142+26 pmol/g, S2/S1: 103£6%,
n=7.

Candesartan 100 nmol/L mit PD 123319 100 nmol/L: S1 13811 pmol/g, S2
149+13 pmol/g, S2/S1: 108+2%, n=7, p=0,020.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 16: Kombination Candesartan mit PD 123319:

Noradrenalinausschittung wahrend Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s. 3.1) und
Candesartan in der Konzentration 100 nmol/L, PD 123319 in der Konzentration 100 nmol/L sowie
Candesartan 100 nmol/L kombiniert mit PD 123319 100 nmol/L.. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEM in %, n=7-8, *p< 0,05 vs. S1.
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3.6.3 Kombination Candesartan mit Apstatin

Wie zuvor gezeigt, bewirkt Candesartan in einer Konzentration von 100 nmol/L

eine signifikante Noradrenalinausschuttung. (s. Abb. 8)

Auch der spezifische Aminopeptidase-P-Hemmer Apstatin  fuhrt in  der
Konzentration von 0,1 umol/L zu einer signifikanten Steigerung der

Noradrenalinfreisetzung.

Bei der Kombination von Candesartan (100 nmol/L) mit Apstatin (0,1 pmol/L)
konnte allerdings nur eine Steigerung der Noradrenalinausschittung festgestellt

werden, die nicht das Signifikanzniveau erreichte.

Alle Versuche wurden ebenfalls unter ischamischen Bedingungen durchgefihrt.

Im Einzelnen ergaben sich folgende Werte:

Candesartan 100 nmol/L: S1 175+16 pmol/g, S2 220127 pmol/g, S2/S1: 127+11%,
n=8, p=0,039.

Apstatin 0,1umol/L: S1 158+11 pmol/g, S2 205+20 pmol/g, S2/S1 131£11%, n=6,
p=0,037.

Candesartan 100 nmol/L mit Apstatin 0,1 umol/L: S1 62+7 pmol/g, S2 71+7 pmol/g,
S2/S1 117+£7%, n=8.

Kontrollen s. 3.1.
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Abb. 17: Kombination Candesartan mit Apstatin:

Noradrenalinausschittung wahrend Ischamie unter Kontrollbedingungen (Kontrolle s. 3.1) und
Candesartan in der Konzentration 100 nmol/L, Apstatin in der Konzentration 0,1 umol/L sowie
Candesartan 100 nmol/L kombiniert mit Apstatin 0,1 pmol/L.. Die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung wurde durch elektrische Feldstimulation vor (S1) und nach (S2)
Medikamentengabe ausgeldst. Die Werte sind dargestellt in Form der mittleren S2/S1-Quotienten +
SEM in %, n=6-8, *p< 0,05 vs. S1.
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4 Diskussion

In dieser experimentellen Studie am isolierten Rattenherzen wurden ausgewahlte
ACE-Hemmer und AT1-Rezeptor-Antagonisten hinsichtlich ihrer Effekte auf die
kardiale Noradrenalinausschuttung bei Normoxie und Ischamie untersucht. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass sich beide Wirkstoffgruppen qualitativ nicht

unterscheiden.

Bei kontinuierlichem Perfusionsflu® (Normoxie) und ohne Einwirkung exogener
Agonisten hatten sowohl ACE-Inhibitoren als auch AT1-Blocker einen nahezu

neutralen Effekt auf die kardiale Noradrenalinfreisetzung.

Unter ischamischen Bedingungen bewirkten beide Substanzklassen, ACE-
Hemmer und AT1-Rezeptor-Antagonisten, einen Anstieg der

Noradrenalinfreisetzung.

Es gibt eine intensive Debatte Uber mdgliche differentielle kardiovaskulare und
renale Wirkungen der ACE-Inhibitoren und AT1-Antagonisten. Unterschiede
zwischen  beiden  Wirkstoffgruppen  finden  sich  moglicherweise im
pharmakologischen Profil: Bei den ACE-Hemmern scheint die
Bradykininpotenzierung, bei den AT1-Rezeptor-Antagonisten eine effektivere

Angiotensinblockade ursachlich zu sein.

Bereits in vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass unter normoxischen
Bedingungen und unbeeinfluBter Perfusion ein endogener Einfluld von Bradykinin
und Angiotensin auf die Noradrenalinausschuttung besteht (Rump et al., 1997).
Das Renin-Angiotensin-System wird bekanntermallen bei akuter Ischamie
stimuliert, woraus eine vermehrte Angiotensinbildung resultiert. Entsprechend
mufte durch ACE-Hemmung die Noradrenalinfreisetzung verringert werden, was in
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht gefunden wurde. Die tatsachlich gesteigerte
Transmitterfreisetzung lie3 sich durch eine unter ischamischen Bedingungen
vorherrschende und durch ACE-Hemmung potenzierte Bradykininbildung erklaren.

Ein  durch exogenes Bradykinin provozierter, konzentrationsabhangiger
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Noradrenalinanstieg konnte bereits in friheren Untersuchungen nachgewiesen
werden (Kurz et al.,, 1997). Der durch ACE-Inhibition ausgeldste Effekt von
endogenem Bradykinin in der Ischamie liel3 sich durch den Bradykinin-2-Rezeptor-
Antagonisten HOE 140 aufheben. Zuvor war ein Eigeneffekt von HOE 140

ausgeschlossen worden.

Auch die untersuchten AT1-Rezeptor-Blocker Candesartan und Eprosartan
bewirkten unter ischamischen Bedingungen einen Anstieg der
Noradrenalinfreisetzung. Das Ausmald der Steigerung war mit dem der ACE-
Hemmer vergleichbar, und auch im Fall der AT-1-Blocker liel3 sich die Wirkung
durch den Bradykinin-Rezeptor-Antagonisten HOE 140 aufheben und ist damit
Bradykinin-abhangig. Dieser Bradykinin-vermittelte Effekt der AT1-Blocker lasst
sich am ehesten auf eine Aktivierung der AT2-Rezeptoren zurlckflhren.
Entsprechend konnte der Noradrenalinanstieg auch durch den AT2-Rezeptor-
Antagonisten PD 123 319 aufgehoben werden. Ubereinstimmend damit wurde
1997 von Liu et al. berichtet, dass AT1-Rezeptor-Antagonisten eine Aktivierung
des AT2-Rezeptors aufgrund erhdhter Angiotensinlevel bewirken, was schliel3lich
zu einer Bradykininbildung fihrt.

Auch im experimentellen Myokardinfarkt wurde durch AT1-Rezeptor-Antagonisten
eine kardioprotektive Wirkung hervorgerufen. Dieser Effekt wurde auf einen
erhohten Angiotensinspiegel mit konsekutiver Aktivierung des AT2-Rezeptors

zuruckgefuhrt, wodurch letztlich vermehrt Bradykinin entsteht (Jalowy et al., "98).

Theoretisch betrachtet, sind die vorliegenden Ergebnisse nicht notwendigerweise
auf einen erhdhten Bradykininspiegel unter ACE-Inhibitoren oder AT1-Blockern
zurtckzufihren. Es ist ebenso denkbar, dass ischamische Bedingungen eine
Sensibilisierung der prajunktionalen Rezeptoren fur Bradykinin hervorrufen.
Innerhalb unserer Arbeitsgruppe konnte aber durch Verwendung exogen
hinzugeflhrten Bradykinins und Angiotensins dokumentiert werden, dass die
prasynaptische Antwort, also die Noradrenalinfreisetzung, durch ischamische
Bedingungen nicht beeinflusst wird (Mdnch et al., 1996; Grimm et al., 2001).

Gleiches liel3 sich auch fur die enzymatische Aktivitat von ACE feststellen, die
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ebenfalls unter ischamischen Verhaltnissen unbeeintrachtigt blieb. Dartber hinaus
wurde kurzlich beobachtet, dass die intrakoronare Applikation eines ACE-
Hemmers bei Patienten mit mechanischer Rekanalisation im Rahmen eines akuten
Myokardinfarkts eine gesteigerte kardiale Bradykininfreisetzung bewirkt (Kurz et
al., 2001).

Der Noradrenalin-freisetzende Effekt der ACE-Hemmer und der AT1-Rezeptor-
Antagonisten war bei den meisten untersuchten Substanzen moderat mit ca. 130%
gegenuber dem Ausgangswert an. Dabei fanden sich fur die meisten Agenzien
keine konzentrationsabhangigen Dosis-Wirkungskurven, sondern eher eine
glockenféormig konfigurierte Kurve, was ein Hinweis auf Uberlappende,
gegensatzliche Einflisse auf die Noradrenalinfreisetzung sein kann. Gesteigerte
Noradrenalinausschittungen wurden dabei aber unter Wirkstoffkonzentrationen
beobachtet, die sich im Bereich therapeutischer Plasmalevel bei Patienten
bewegen. Aullerdem konnten auch schon geringe Veranderungen der kardialen
Noradrenalinfreisetzung eine erhebliche Auswirkung in der Kaskade der
sympathischen Neurotransmission haben.

Obwohl voneinander differierende, prajunktionale Wirkungen von ACE-Hemmern
und AT1-Rezeptor-Antagonisten bereits beobachtet wurden (Balt et al., 2001),
konnte in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Unterschied zwischen ACE-
Hemmern und AT1-Blockern festgestellt werden. Lediglich unter Quinaprilat, von
dem eine besondere Affinitat zum lokalen RAS vermutet wird, zeigte sich unter
ischamischen Bedingungen nur ein geringer Nordrenalin-freisetzender Effekt.

Unter langeren Ischamieperioden oder in in-vivo-Modellen mit aktiven
kardiovaskularen Reaktionen mdgen sich allerdings Unterschiede zwischen ACE-
Hemmern und AT1-Rezeptor-Antagonisten aufzeigen lassen (Mulligan et al., 1989;
Maruyama et al., 2000).
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Berucksichtigt man, dass eine kardiale Noradrenalinfreisetzung das Auftreten
maligner Arrhyhmien begunstigt (Meredith et al., 1991) und dass kurze
Ischamieperioden bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung wiederholt
beobachtet wurden, erhalten die Ergebnisse dieser Arbeit eine besondere klinische

Bedeutung.

Obwonhl auf Grundlage der Ergebnisse erster vergleichender, klinischer Studien ein
Unterschied zwischen ACE-Hemmern und AT1-Rezeptor-Antagonisten auf
voneinander abweichende prajunktionale Wirkungen zurickgefuhrt wurde, kann
diese Theorie anhand der vorliegenden Arbeit nicht gehalten werden. Hinsichtlich
der prasynaptischen Modulation der kardialen Noradrenalinexkretion lasst sich

zwischen den beiden Wirkstoffgruppen kein Unterschied feststellen.

Insgesamt mul} damit von einem gleichartigen Effekt von ACE-Hemmern und AT1-
Rezeptor-Antagonisten auf die Noradrenalinausschittung ausgegangen werden.

Dies ist auch im Einklang mit spateren grof3en klinischen Studien.

Die bereits eingangs erwahnte HOPE-Studie (s.S. 10) deren Ergebnisse im Januar
2000 veroffentlicht wurden, konnte den Stellenwert der ACE-Hemmer in der
Behandlung kardiovaskularer Risikopatienten verdeutlichen. Beinahe zeitgleich
wurden die Ergebnisse der ELITE-II-Studie prasentiert, in der der Einflu von
Losartan vs. Captopril (also AT1-Rezeptor-Antagonist vs. ACE-Hemmer) auf die
Mortalitat bei herzinsuffizienten Patienten verglichen wurde (Yusuf et al., 2000).
Hinsichtlich des primaren Endpunktes der Gesamtmortalitadt sowie der sekundaren
Endpunkte wie z.B. Krankenhauseinweisungen konnte keine Uberlegenheit einer

der beiden Wirkstoffe gefunden werden.

In 2003 folgte die VALIANT-Studie. Auch hier wurden AT1-Rezeptor-Antagonisten
(Valsartan) und ACE-Hemmer (Captopril) direkt miteinander verglichen. Die
Praparate wurden nach akutem Herzinfarkt bei Patienten mit Zeichen der
Herzinsuffizienz verabreicht; Beobachtungszeitraum waren 24,7 Monate. In der
dritten parallel untersuchten Gruppe wurden sowohl Captopril als auch Valsartan
eingenommen. Zwischen allen drei Therapiegruppen zeigten sich bzgl. der

Gesamtmortalitét keine Unterschiede, und auch eine Uberlegenheit des ACE-
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Hemmers bzw. umgekehrt des AT1-Rezeptor-Antagonsiten gegenuber dem jeweils
anderen Praparat konnte nicht nachgewiesen werden. Unter der
Kombinationsbehandlung mit beiden Wirkstoffen erhéhte sich hingegen die Rate
unerwiinschter Ereignisse, ohne dass sich die Uberlebensrate im Vergleich zu den

Parallelgruppen verbesserte (Pfeffer et al., 2003).

Der ausbleibende potenzierende Effekt durch gleichzeitige Gabe eines ACE-
Hemmers und eines AT1-Rezeptor-Blockers (Candesartan) wurde auch in einem
Untersuchungsarm der CHARM-Studie (Yusuf et al., 2003) gezeigt. In dieser
grolRangelegten Arbeit wurde der Einflul von Candesartan auf die Mortalitat bei
Patienten mit Herzinsuffizienz Gber einen Gesamtzeitraum von 37,7 Monaten
beobachtet. In drei Substudien wurden dabei Patienten untersucht, die a) eine
Ejektionsfraktion (EF) < 40% hatten und mit einem ACE-Hemmer anbehandelt
waren, b) eine EF < 40% und eine ACE-Hemmer-Unvertraglichkeit hatten oder c)
Patienten mit einer EF 2 40%. Insgesamt zeigte Candesartan hinsichtlich des
primaren Endpunktes der Gesamtmortalitit = gegenuber  alternativen
Therapiegruppen keine Uberlegenheit. Eine Kombination von ACE-Hemmern und
AT1-Rezeptor-Antagonisten blieb auch bei dieser Untersuchung bzgl. der

Gesamtmortalitat ohne signifikante Auswirkung.

Eine der aktuellsten Arbeiten (ONTARGET, Mann et al., 2008) bestatigte den
ausbleibenden potenzierenden Effekt einer gleichzeiten Gabe von ACE-Hemmer
(Ramipril) und AT1-Rezeptor-Antagonisten (Telmisartan), konnte aber bei nahezu
gleicher blutdrucksenkender Wirkung eine bessere Vertraglichkeit des AT1-
Rezeptor-Blocker nachweisen. Angioddeme und Husten traten deutlich seltener

auf als unter Ramipril.

4.1 Die Rolle von Aminopeptidase P in der Bradykinin-vermittelten
Kardioprotektion

Wie sich anhand der vorliegenden Ergebnisse darstellen lie, scheint die
Potenzierung des endogen gebildeten Bradykinin hinsichtlich der Kardioprotektion
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eine zentrale Rolle zu spielen. Neben der Steigerung des Bradykininlevels durch
Gabe von ACE-Inhibitoren oder AT1-Rezeptor-Antagonisten bleibt die Moglichkeit
der gezielten Hemmung des Bradykininmetabolismus durch den selektiven
Aminopeptidase-P-Blocker Apstatin.

Bereits 1995 konnte gezeigt werden, dass Apstatin die Bradykininwirkung auf den
untersuchten Blutdruck verdoppelte (Kitamura et al., 1995). Auch der Effekt des
hierbei verwendeten ACE-Hemmers Lisinopril wurde eindeutig gesteigert.

In  nachfolgenden Studien konnte ein antiarrhythmischer und damit
kardioprotektiver Effekt von Apstatin eruiert werden, der durch den B2-Rezeptor-
Antagonisten aufgehoben und damit als Bradykinin-vermittelt identifiziert wurde
(Ersahin et al.,, 1999; Wolfrum et al, 2001). Eine Kombination des
Aminopeptidase-P-Hemmers mit einem ACE-Hemmer konnte die im In-vivo-Modell
untersuchte Grofle des experimentellen Myocardinfarkts nochmals verkleinern
(Veeravalli et al., 2003), wobei hier nach neuesten Erkenntnissen auch Stickoxid
(NO) und Prostaglandine eine entscheidende Rolle spielen kdnnen (Veeravalli et
al., 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde Apstatin in Kombination mit dem AT1-
Rezeptor-Antagonisten Candesartan untersucht. Wahrend Apstatin allein und auch
Candesartan allein die Noradrenalinfreisetzung wie erwartet steigerten, lield sich
durch Hinzufugen von Candesartan zu Apstatin nur eine geringfugige, nicht
signifikante Ausschulttungspotenzierung beobachten (s. Abb. 3.5.4). Anhand
unserer Untersuchungen kénnen wir keine Erklarungen flr dieses unerwartete
Ergebnis anbieten.

4.2 Perspektiven

Neben der weiteren Erforschung des Zusammenspiels von Angiotensin, Bradykinin
und den jeweiligen Rezeptoren gewinnt seit wenigen Jahren auch der neu

entwickelte Renin-Antagonist Aliskiren an Bedeutung.
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Mit der Renin-Blockade durch Aliskiren wird bereits an einem sehr frihen Punkt in
die RAS-Kaskade eingegriffen. In klinischen Arbeiten zeigte Aliskiren bei Patienten
mit moderatem Bluthochdruck eine vergleichbare Wirkung mit Irbesartan (Gradman
et al., 2005). Nachfolgende Untersuchungen zeigten auf, dass Aliskiren nicht nur,
so wie beispielsweise auch Irbesartan, den systolischen Blutdruck, sondern
daruberhinaus auch die Plasma-Renin-Aktivitat senkte. Die Plasma-Renin-
Konzentration hingegen stieg dosisabhangig an. Unter Irbesartan zeigte sich
ebenfalls eine Reduktion des systolischen Blutdrucks, die Plasma-Renin-Aktivitat
wurde jedoch genauso (gesteigert wie die Plasma-Renin-Konzentration
(Nussberger et al., 2007). Die Plasma-Renin-Aktivtat wird dabei als ein Mal} fir die
Kapazitat der Angiotensin-I-Bildung verstanden und kann damit als

Effizienzkontrolle der antihypertensiven Wirkstoffe herangezogen werden.

Bei Patienten mit Hypertension und linksventrikularer Hypertrophie wiesen
Aliskiren und Losartan eine vergleichbare Wirkung mit Reduktion der
Blutdruckwerte und der linksventrikularen Herzmasse auf. Interessanterweise
konnte auch hier kein additiver Effekt durch Kombination der beiden
Antihypertensiva erzielt werden (ALLAY-Studie: Solomon et al., 2009).

Die einzelnen Komponenten der RAS-Kaskade bleiben also weiterhin Grundlage
intensiver Untersuchungen. Dabei gilt es, nicht nur das Zusammenspiel der
jeweiligen Wirkstoffe, sondern auch die Wege der Signalibertragung und
madglicherweise auch die Gewebeunterschiede zu bertcksichtigen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte am isolierten Rattenherzen gezeigt werden, dass
sich ACE-Hemmer und AT1-Rezeptor-Antagonisten hinsichtlich ihrer Wirkung auf
die kardiale Noradrenalinfreisetzung weder in Normoxie noch in Ischamie qualitativ
unterscheiden. In Normoxie bleibt die Wirkung jeweils neutral, in Ischamie
hingegen zeigte sich in allen Versuchen eine deutliche Steigerung der
Transmitterausschittung. Dieser Effekt war sowohl bei den ACE-Hemmern als
auch bei den AT1-Blockern Bradykinin-vermittelt. Die Bradykinin-Potenzierung
durch AT1-Antagonisten ist wahrscheinlich AT2-Rezeptor-vermittelt.
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