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1. EINLEITUNG, STAND DER WISSENSCHAFT UND FRAGESTELLUNG

Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie Myokardinfarkte, Herzinsuffizienz oder zerebrale
Ischdmien und Blutungen stellen seit vielen Jahren die filhrende Todesursache in Deutschland

dar (39% fiir 2015, Statistisches Bundesamt, www.destatis.de). Thnen zu meist gemein ist

dabei die arterielle Hypertonie als Wegbereiter von Komplikationen und Folgeerkrankungen.
Die forderliche und priaventive Wirkung der Behandlung der arteriellen Hypertonie konnte in
zahlreichen Studien nachgewiesen werden (Macmahon et al. 1990; Lewington et al. 2002;

Law et al. 2009).

Im gesunden Organismus nimmt das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
(Abbildung (Abb.) 1) eine zentrale Rolle fiir die Regulation des Blutdrucks, des
extrazelluldren Volumens sowie der Perfusion des Gewebes ein (Laragh and Sealey 1992;
Atlas 2007). Zahlreiche Studien konnten zudem eine wesentliche Beteiligung des RAA-
Systems an der Pathogenese arterieller Hypertonie, Arteriosklerose sowie Herzinsuffizienz

nachweisen (Ferrario 2006; Atlas 2007).

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, ein aus Enzymen und Hormonen bestehender
Regelkreislauf, ist der zentrale Stellmechanismus des Organismus fiir die Regulation des
Wasser- und Elektrolythaushaltes und damit einhergehend fiir die Blutdruckregulation. In
seiner physiologischen Rolle bewahrt es den Kdérper vor Hypotension und Hypovoldmie.
Dabei fiihrt eine Reduktion der Nierendurchblutung zur Aktivierung der Kaskade und
Freisetzung des Enzyms Renin aus dem juxtaglomeruldren Apparat der Niere. Im initialen
geschwindigkeits- und umsatzbestimmenden Schritt bewirkt Renin die Umwandlung von
Angiotensinogen in Angiotensin . Letzteres ist selbst Substrat flir die Bildung von
Angiotensin II durch das in der Lunge produzierte Angiotensin-Converting-Enzym (ACE).
Angiotensin II wiederum ist der primére Effektor der Signalkaskade und vermittelt einerseits
mannigfaltige Wirkungen - auf welche im spiteren Verlauf der Arbeit detailliert eingegangen
werden soll - direkt iiber Angiotensin II-Rezeptoren, andererseits fordert es aber auch die
Bildung von Aldosteron in der Nebenniere und flihrt zur Freisetzung von Vasopressin aus

dem Hypophysenhinterlappen (vgl. Abb. 1).

Zwar entfaltet das RAAS, wie bereits erwéhnt, seine Wirkung vornehmlich {iber Angiotensin
I, jedoch gilt der Initiator Renin als der umsatzbestimmende Faktor des Regelkreislaufs

(Skeggs et al. 1957; Staessen et al. 2006; Atlas 2007; Imanishi et al. 2008).


http://www.destatis.de/

Auch wenn Renin bereits 1898 erstmals von Tigerstedt und Bergman beschrieben wurde
(Tigerstedt and Bergman 1898; Marks and Maxwell 1979; Flavahan et al. 2016; Gu et al.
2016), gelang es erst wieder 1934 durch die Arbeiten von Harry Goldblatt und Kollegen zu
wissenschaftlichem Interesse und riickte erst in den vergangenen fiinf Jahrzehnten in den
Fokus der klinischen Aufmerksamkeit. So nahm das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
in den folgenden Jahren eine Schliisselstellung in der Herz-Kreislauf-Forschung an und wurde
zu einem der wichtigsten Ansatzpunkte der Entwicklung antihypertensiver Medikamente und

Therapieempfehlungen bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen.

Nachdem sich Préparate, welche erst in spitere Prozesse der RAAS-Signalkaskade eingreifen
- wie beispielsweise Inhibitoren des Angiotensin-Converting-Enzyms (Franzosi et al. 1998;
Flather et al. 2000) und Antagonisten am Angiotensin II-Typ I-Rezeptor (Lewis et al. 2001,
Lee et al. 2004) - bereits auf dem Arzneimittelmarkt etabliert hatten und zusétzlich einige
Renin-Inhibitoren entwickelt worden waren, welche bislang jedoch nur im experimentellen
Setting einsetzbar waren (Delabays et al. 1989; Wood et al. 1989; Kobrin et al. 1993; Rongen
et al. 1995; Wood et al. 2005), wurde im Méarz 2007 mit Aliskiren (Rahuel et al. 2000;
Stanton et al. 2003) der erste direkte Renin-Inhibitor fiir die orale Hypertoniebehandlung
durch die amerikanische Food And Drug Administration zugelassen. Im August 2007 folgte
die Zulassung fiir die Europdische Union und wurde in der medizinischen Gemeinschaft
euphorisch begrii3t, fiihrten die bisherigen Agentien von ACE-Inhibitoren und ARB zu einer
reflektorischen Erhohung der Ausgangsprodukte und damit nur zu einer unvollstindigen
Blockade des RAAS (Juillerat et al. 1990; Azizi et al. 1995; Mazzolai et al. 1999; Staessen et
al. 2006). Der primdre Effekt von Aliskiren, die Inhibition der Hydrolyse von
Angiotensinogen zu Angiotensin I, greift an der Schliisselposition des RAAS an und fiihrt zu
einer vollstdndigen Blockade aller Folgeprozesse und resultiert damit in einer Abnahme des

systemischen Blutdruckes (Rahuel et al. 2000; Stanton et al. 2003; Wood et al. 2003).

Da das RAAS auch iiber die arterielle Hypertonie hinaus an der Pathophysiologie von
beispielsweise Arteriosklerose, Nephropathie und Herzinsuffizienz beteiligt ist (Atlas 2007),
konnte fiir ACE-Inhibitoren (Pfeffer et al. 1992; SOLVD Investigators et al. 1992;
FoxEURopean trial On reduction of cardiac events with Perindopril in stable coronary Artery
disease Investigators 2003; Klingbeil et al. 2003; Lopez-Sendon et al. 2004)und ARB (Sutter
1990; Navalkar et al. 2001; Dahlof et al. 2002; Koh et al. 2003; Pfeffer et al. 2003; Liao et al.
2012) bereits ein therapeutischer Nutzen im Rahmen der obenstehenden Erkrankungen
nachgewiesen werden, welcher iiber die alleinige Blutdrucksenkung hinaus zu gehen scheint

(Dickstein et al. 2002; Atlas 2007). Jedoch fiihrt die mit diesen Substanzen vergesellschaftete
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reflektorische Hochregulation des RAAS wohlmoéglich zu einer Selbstlimitation der

therapeutischen Effektivitit.

Auch fiir Aliskiren, von welchem man sich im Gegensatz zu ACE-Inhibitoren und ARB eine
vollstindige Hemmung des RAAS erwartete, konnte in experimentellen Arbeiten ein positiver
Effekt auf strukturelle und funktionelle Verdnderungen beispielsweise im Rahmen zerebraler
oder myokardialer Ischdmien, unabhédngig der Blutdrucksenkung, nachgewiesen werden (Pilz

et al. 2005; Westermann et al. 2008; Rashikh et al. 2011; 2012; Miao et al. 2016).

Jahrzehntelang galt es als allgemein giiltig, dass das RAAS vornehmlich renal lokalisiert ist.
Jedoch kamen zunehmend Hinweise auf, welche die Hypothese eines lokalen Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems in weiteren Organen wie dem Herzen aber auch Gefdllen

belegen (Linz et al. 1992; Danser and Schalekamp 1996; Danser 2010; Riet et al. 2015).

Auf der Grundlage eines lokalen RAAS soll es das Ziel dieser Arbeit sein, die Wirkung des
direkten Renin-Inhibitors Aliskiren auf isolierte, fiir das Herz-Kreislauf-System zentrale

Organe zu charakterisieren.



1.1. DAS RENIN-ANGIOTENSIN-ALDOSTERON-SYSTEM UND SEINE

PHARMAKOLOGISCHEN ZIELSTRUKTUREN

1.1.1.  Die Renin-Angiotensin-Aldosteron-Signalkaskade

Sympathikusstimulation
Blutdruckabfall —

Hyponatriamie

/Alisl-{iren
RENIN
Angiotensinogen ﬁ Al

IACE
All

HHL

Durst .
Aldosteron /

‘ Vasopressin

Renale Natrium-
und
Wasserretention

Abb. 1: Schematische Abbildung des Regelkreislaufes des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

1.1.1.1.  Renin, Prorenin und der (Pro)renin-Rezeptor

Die RAA-Signalkaskade beginnt mit der Biosynthese der Endopeptidase Renin in den Zellen
des juxtaglomeruldren Apparates der Niere. Renin wird als Preprohormon Prorenin
synthetisiert und durch proteolytische Spaltung oder nicht-proteolytische Prozesse in Renin
iiberfithrt (Danser and Deinum 2005; Atlas 2007). Aktives Renin wird in Granula in den
Zellen des juxtaglomeruldren Apparates gespeichert und in Abhidngigkeit determinierter
Stimuli sezerniert. Die Sekretion von Renin wird prinzipiell iiber vier Mechanismen reguliert:
Eine Anderung des renalen Perfusionsdruckes, welcher iiber Barorezeptoren in den afferenten
Arteriolen der Niere registriert wird, eine Anderung der NaCl-Konzentration in den Macula
densa des distalen Tubulus, Beta-1-Adrenozeptor-vermittelte Sympathikusstimulation sowie

ein negativer Feedback-Mechanismus iiber Angiotensin II (Brown 2006; Atlas 2007; Brown
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2008). Dariiber hinaus setzt die Niere auch Prorenin frei (Danser et al. 1998; Danser and
Deinum 2005). Dieses steht unter physiologischen Bedingungen zumeist mit Renin in
Balance, kann aber unter Umstdnden, beispielsweise bei diabetischer Retino- und
Nephropathie, in deutlich hoheren Konzentrationen als Renin im Plasma zirkulieren (Danser

et al. 1989; Deinum et al. 1999; Danser and Deinum 2005).

Die Funktion von Prorenin ist bislang noch nicht endgiiltig verstanden. In vitro binden sowohl
Renin als auch Prorenin an die (Pro)renin-Rezeptoren, von welchem bislang drei Subtypen
beschrieben worden sind (van Kesteren et al. 1997; Admiraal et al. 1999; Saris et al. 2001;
Nguyen et al. 2002; Peters et al. 2002). Zum einen resultiert die Bindung von Prorenin am
(Pro)renin-Rezeptor in der Aktivierung von Prorenin zu Renin (Danser and Deinum 2005).
Die Rezeptor-Bindung unterstiitzt aber nicht nur die Bildung von Angiotensin I, sondern
aktiviert wahrscheinlich auch direkt Second-Messenger-Signalwege, wie beispielsweise G-
Protein-gekoppelte Signalwege und so beinhalten Prorenin und Renin moglicherweise eigene
agonistische Wirkungen (Groskopf et al. 1997; Di Bacco and Gill 2003; Danser and Deinum
2005).

Die Konzentration des freigesetzten Renins reguliert in seiner Schliisselposition als ersten und

umsatzlimitierenden Schritt der Kaskade die Aktivitdt des Renin-Angiotensin-Systems.

1.1.1.2.  Von Angiotensinogen iiber Angiotensin I zu Angiotensin II

Angiotensinogen wird vornehmlich in der Leber synthetisiert, wobei Morgan und Kollegen
zeigen konnten, dass die mRNA von Angiotensinogen in einer Reihe weiterer Gewebe wie
Nieren-, Hirn- oder GefaBgewebe nachgewiesen werden konnte (Morgan et al. 1996). Nach
der Hydrolyse zu Angiotensin I wird das im Blutkreislauf zirkulierende Angiotensin I durch
das Angiotensin-Converting-Enzym in der Lunge in seine aktive und potent

vasokonstriktorische Form Angiotensin II gespalten (Atlas 2007).

Das ACE ist eine membranstindige Exopeptidase und wird auf einer Reihe von Zellen wie
beispielsweise Endothelzellen, Zellen des Biirstensaums im proximalen Tubulus der Niere
sowie neuroepithelialen Zellen exprimiert. Die im Plasma geloste Form der ACE stellt
wahrscheinlich nur ein Abfallprodukt der membranstindigen Form dar (Atlas 2007). Neben
Angiotensin I spaltet das ACE auch die vasodilatatorischen Substanzen Bradykinin und

Kallidin in ihre inaktiven Metaboliten (Linz et al. 1995; Carey and Siragy 2003).
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Angiotensin II ist der Haupteffektor der Signalkaskade. Uber Bindung an den Angiotensin II-
Rezeptor vermittelt er eine Vielzahl physiologischer als auch pathophysiologisch relevanter
Effekte mit Sofort-, Friih- und Langzeitwirkung an einer Reihe von Organen. Bislang sind
vier Angiotensin II-Rezeptoren bekannt (Whitebread et al. 1989; Speth and Kim 1990;
Timmermans et al. 1993), wobei die relevanten Effekte primir iiber den AT,-Rezeptor
vermittelt werden (Touyz and Schiffrin 2000). So kommt es im Herz-Kreislaufsystem als
Sofort- bezichungswiese Fritheffekt zu einer Vasokonstriktion und dadurch zu einem Anstieg
des Blutdrucks und der kardialen Kontraktilitit. Als Langzeitwirkung fiihrt es iiber die
Aktivierung von Tyrosinkinase-vermittelten Signalwegen zu einer Zellvermehrung und -

migration sowie Fibrosierung und Inflammation (Touyz and Schiffrin 2000; Atlas 2007).

Letztere spielen auch bei kardiovaskuldren Erkrankungen und dem strukturellen Remodelling,
welches mit diesen einhergeht, eine entscheidende Rolle. Die Bedeutung von Angiotensin II
fiir die Pathogenese der arteriellen Hypertonie wird auch durch eine Reihe experimenteller
und klinischer Studien hervorgehoben, welche zeigen konnten, dass ACE-Hemmer und AT -
Rezeptor-Antagonisten nicht nur zu einer Abnahme des Blutdrucks fiihrten, sondern auch
strukturelle und funktionelle Anomalititen der GefiBBwand sowie des Herzen zuriickbildeten
(Schiffrin 1996; Li et al. 1997; Rizzoni et al. 1998; Schiffrin et al. 2000; Touyz and Schiffrin
2000).

In den Nierentubuli fiihrt Angiotensin II unter anderem zu einer Natrium- und
Volumenretention sowie zu einer Inhibition der Reninfreisetzung. In der Nebenniere

stimuliert es die Aldosteronsynthese und —freisetzung (Atlas 2007).

Aldosteron wiederum bewirkt in den Verbindungstubuli und Sammelrohren der Niere iiber
die Aktivierung des Mineralokortikoidrezeptors einen vermehrten Einbau von
Natrium (ENaC)-Kanidlen sowie der Natrium/Kalium-ATPase. Auf diese Weise wird der
Natriumriicktransport aus den Tubuli erleichtert und die Wasserriickresorption gesteigert.
Ferner kommt es zu einem vermehrten Ausscheiden von Kalium und Ammonium (Schrier et
al.  2010). Auf der anderen Seite fithrt eine Situation chronisch erhohter
Aldosteronplasmaspiegel zu profibrotischen Wirkungen (Funder 2001; Brem 2009). Additiv
zu den proliferativen Prozessen, welche im RAAS primédr durch Angiotensin II vermittelt
werden, konnte die pathophysiologische Relevanz von Aldosteron-induzierten fibrotischen
Umbauprozessen an den Zielorganen des Herzen, der Niere sowie an Gefdllen gezeigt werden

(Funder 2001; Remuzzi et al. 2008).
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1.1.2. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aullerhalb der Niere

Der Nachweis von Bestandteilen des RAAS sowie der Angiotensin II-Synthese in
verschiedenen Geweben, die Entdeckung verschiedener Subtypen der AT-Rezeptoren und
nicht zuletzt der Nachweis des (Pro)renin-Rezeptors haben dazu gefiihrt, dass das klassische
Verstdndnis des RAAS mit zirkulierendem Angiotensin II und seinem vornehmlichen
Zielorgan der Niere um die Annahme eines lokalen RAAS in einer Vielzahl von Geweben

erweitert worden ist.

Aus experimentellen Arbeiten gibt es Hinweise auf die Existenz eines lokalen RAA-Systems
unter anderem im Gehirn, dem Verdauungstrakt, Auge, lymphatischen Gewebe und der

Nebenniere (Van Kats et al. 2005; Paul 2006; Atlas 2007; Phillips and de Oliveira 2008).

Im Folgenden soll jedoch aus Griinden der Relevanz fiir diese Arbeit nur das lokale RAAS

des Herzgewebes und des Gefidfibettes ndher beleuchtet werden.

Entgegen fritheren Postulierungen, dass kardiales Gewebe Renin selbststindig synthetisieren
kann, hat vor allem die Arbeitsgruppe um A. H. Jan Danser gezeigt, dass es sich am ehesten
doch um renal produziertes Renin handelt, welches in die kardialen Zellen aufgenommen
wird (Danser et al. 1994; De Lannoy et al. 1997; Katz et al. 1997; De Lannoy et al. 1998;
Katz et al. 2001). So konnten Katz und Kollegen zeigen, dass nach bilateraler Nephrektomie
im Tiermodell der Ratte keinerlei kardiale Reninaktivitdit mehr existiert (Van Esch et al.
2010). Darliber hinaus korrelieren die intrakardiale Renin-Konzentration und die

Plasmarenin-Konzentration sehr eng miteinander (Danser et al. 1994).

Jedoch ist die Konzentration des kardialen Renins zu hoch, um allein durch das jeweils
aktuell im Plasma der Koronararterien vorhandene Renin erkldrt werden zu kénnen (Danser
2010). Daher wird angenommen, dass kardiale Zellen aktiv zirkulierendes Renin
beziehungsweise Prorenin tliber den (Pro)renin-Rezeptor internalisieren (Danser et al. 1994;
1997; Prescott et al. 2000; Saris et al. 2001; Danser 2010). Auf dieser Grundlage kann im
Herzen eine selbststindige Angiotensin II-Produktion stattfinden. Van Kats und Kollegen
konnten im Tiermodell des Schweins mittels Tod'**-markiertem Angiotensin zeigen, dass das
kardiale Angiotensin II nahezu vollstindig aus lokaler Produktion stammt (Van Kats et al.
1998). Dort wird es wahrscheinlich im interstitiellen Raum und an der Zelloberfldche gebildet
(Saris et al. 2002; Chai and Danser 2005; Van Esch et al. 2010). Auch sollen unabhéngige
Angiotensin II-Synthesevorginge existieren, welche nicht an das ACE gebunden sind und bei
denen vor allem Serinproteasen wie Kallikrein-like Enzyme und Cathepsin G und Chymasen
an der lokalen Produktion von Angiotensin II einen bedeutenden Anteil haben (Ihara et al.
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1999; Carey and Siragy 2003; Atlas 2007; Phillips and de Oliveira 2008). Unter
physiologischen Bedingungen liegt die Bedeutung des kardialen RAAS in der Proliferation,
im Erhalt des zelluldren Gleichgewichts mittels Inhibition und Forderung des Zellwachstums
sowie der Adaptation auf &ullere Reize wie beispielsweise Dehnung des Myokards (Paul
2006). Es sollte beriicksichtigt werden, dass das kardiale RAAS, in einem pathologisch
aktivierten Zustand, auch an der Pathogenese und der Erhaltung kardiovaskuldrer

Erkrankungen beteiligt sein kann (Pagliaro and Penna 2005; Atlas 2007).

In der glatten GefaBmuskelzelle sowie in Endothelzellen wird Angiotensin wahrscheinlich
ebenfalls wie oben beschrieben liber die Aufnahme zirkulierenden renalen Renins generiert
(Kifor and Dzau 1987; Hilgers et al. 2001; Carey and Siragy 2003; Atlas 2007). Auch wenn
es Hinweise gibt, dass im Erkrankungsfall eine lokale Reninproduktion induziert werden kann
(Iwai et al. 1997; Paul 2006). Wihrend auf den glatten GefaBmuskelzellen vornehmlich AT;-
Rezeptoren nachgewiesen werden konnten (Murphy et al. 1991), exprimieren Endothelzellen
ebenfalls AT,-Rezeptoren (Gohlke et al. 1998; Schuijt et al. 2001; Hannan et al. 2003;
Batenburg et al. 2004; 2005). Dabei vermittelt Angiotensin II {iber die Bindung an den AT)-
Rezeptoren eine Vasokonstriktion (De Gasparo et al. 2000; Paul 2006) und aktiviert indirekt
gleichzeitig andere Vasokonstriktoren wie Endothelin I (Rossi et al. 1999; Schiffrin 2005;
Paul 2006), wéihrend die Bindung des AT,-Rezeptors Proteinphosphatasen aktiviert und damit
den vorher genannten Effekt antagonisiert (Gohlke et al. 1998; Nouet and Nahmias 2000;
Batenburg et al. 2004; 2005; Walters et al. 2005).

Durch die oppositionellen Effekte beider Rezeptoren, welche weiter unten noch einmal
ausfithrlich beschrieben werden, und die damit vermittelte Proliferation von glatten
GefaBmuskelzellen und Fibroblasten beteiligt sich das vaskuldre RAAS an dem Erhalt der

kardiovaskuldren Homdostase und des vaskuldren Remodellings (Paul 2006; Atlas 2007).

Im pathologischen Zustand wird im vaskuldren System das ACE hochreguliert, was
moglicherweise in einer Dysbalance aus Vasodilatation und —konstriktion sowie Verdnderung
des Zellwachstums, Inflammation und Produktion reaktiver Sauerstoffspezien miindet
(Pagliaro and Penna 2005; Atlas 2007). Fiir letztere wurde ein Zusammenhang mit

Arteriosklerose, Remodelling, Hypertrophie und Angiogenese gezeigt (Paul 2006).

Zusammenfassend scheint das lokale RAAS eine komplementire Funktion zum wohl
bekannten zirkulierenden RAAS einzunehmen und dient unter den zum Teil gegensitzlichen

systemischen Effekten dem Erhalt des Gleichgewichts im Gewebe (Paul 2006; Atlas 2007).
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1.1.3. Die pharmakologischen Ansatzpunkte der RAAS-Blockade

1.1.3.1. ACE-Hemmer

Mit Captopril wurde 1981 sowohl der erste ACE-Inhibitor als auch das erste Medikament,
welches direkt in das RAAS eingreift, zugelassen (Brunner et al. 1978; Case et al. 1978;
Rubin et al. 1978). ACE-Inhibitoren hemmen das Angiotensin-Converting-Enzym und so die
Umwandlung von Angiotensin I in Angiotensin II kompetitiv (Brown and Vaughan 1998;
Loépez-Sendon et al. 2004). Auf diese Weise reduzieren sie die zirkulierenden und lokalen
Angiotensin II-Spiegel. Ebenfalls reduzieren sie die Aldosteron- und Vasopressin-Sekretion
sowie den Sympathikotonus (Lopez-Sendon et al. 2004; Atlas 2007). Jedoch beeinflussen sie
nicht die Effekte, welche Angiotensin II iiber seine AT-Rezeptoren vermitteln, noch greifen
sie in andere Schritte der RAA-Kaskade ein (Lopez-Sendon et al. 2004). Das fiihrt tiber einen
negativen Feedback-Mechanismus zu einem Anstieg der Konzentrationen an Renin und
Angiotensin I. Auflerdem gibt es Hinweise darauf, dass es nach lidngerfristiger Einnahme
wieder zu einem Anstieg von Angiotensin II und Aldosteron kommt (Pitt 1995; Atlas 2007).
Ursichlich fiir diesen ,ACE-Escape’ kann zum einen die Umwandlung zu Angiotensin II tiber
oben beschriebene alternative Wege wie beispielsweise die Chymase sein (Pitt 1995; Lopez-
Sendon et al. 2004). Auf der anderen Seite wire es bei steigenden Renin- und Angiotensin I-
Leveln auch denkbar, dass die hohen Angiotensin I-Spiegel die kompetitive Hemmung der

ACE-Inhibitoren iiberwinden (Atlas et al. 1984; Atlas 2007).

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des ACE zur Kininase II kommt es zusitzlich zu einer
Inhibition der Kininase II und damit zu einem Anstieg von Bradykinin, welches wiederum zu
einer vermehrten Freisetzung von Stickstoffmonoxid und vasoaktiven Prostaglandinen fiihrt

(Hornig et al. 1997; Linz et al. 1999; Lopez-Sendon et al. 2004).

1.1.3.2.  AT;-Rezeptor-Antagonisten

Wie weiter oben bereits ausgefiihrt vermittelt Angiotensin II seine Wirkungen vornehmlich
tiber den AT;-Rezeptor. Diese Beobachtung fiihrte in den frilhen 1990er Jahren zur
Entwicklung des ersten oral verfiigbaren selektiven AT;-Rezeptor-Blockers (ARB) Losartan
(Ferrario 2006). Da ARB eine direkte Blockade der Angiotensin II-Wirkung auf
Rezeptorebene hervorrufen, erhoffte man sich damit eine Blockade der Angiotensin II-
vermittelten Effekte. Zwar kommt es unter Therapie mit ARB ebenfalls zu einem Anstieg der

Renin-, Angiotensin I und auch Angiotensin II-Spiegel, doch, unabhéngig des Syntheseweges
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von Angiotensin II, kann dieses seine Effekte nicht mehr iiber den AT,-Rezeptor entfalten
(Sutter 1990). Wie oben erldutert entfalten jedoch auch die Vorprodukte der
Angiotensinproduktion direkte Wirkung. AuBerdem kann Angiotensin II prinzipiell

ungehindert an alle anderen AT-Rezeptoren binden (Sutter 1990).

Die iiber AT;-Rezeptor-Aktivierung weiter unten ndher erlduterte
Bradykinin/Stickstoffmonoxid/cGMP-Signalkaskade und damit vermeintlich niitzliche
Wirkung im Herz-Kreislauf-System konnte bislang nicht im klinischen Setting reproduziert

werden (Carey and Siragy 2003; Atlas 2007).

1.1.3.3. Aldosteron-Antagonisten

Spironolacton und Eplerenon hemmen beide die Wirkung von Aldosteron auf Rezeptorebene
(Ferrario 2006). Es konnte ein Nutzen in der Therapie der arteriellen Hypertonie sowie
Herzinsuffizient gezeigt werden (Ferrario 2006). Jedoch hemmen sie lediglich die durch
Aldosteron-vermittelten Effekte auf das Herz-Kreislauf-System. Alle zuvor berichteten

Angiotensin [I-Wirkungen kénnen ungehindert auftreten.

1.2.  ALISKIREN UND SEINE IN-VITRO UND IN-VIVO WIRKUNGEN

Wie oben beschrieben fithren sowohl ACE-Hemmer als auch ARB {iber den Wegfall eines
negativen Feedback-Mechanismus zu einer Hochregulation des RAAS. Die daraus
resultierenden erhohten Plasmareninkonzentrationen und -aktivitdten fithren moglicherweise

zu einer selbstlimitierenden Wirkung.

Nicht zuletzt aus diesem Grund galt Aliskiren bei seiner Marktzulassung 2007 als Innovation
und Hoffnung der antihypertensiven Therapie. Aliskiren besetzt das aktive Zentrum von
Renin, kann aber auch Prorenin binden (Feldman et al. 2008)und fiihrt somit zur Hemmung
der Synthese von Angiotensin I aus Angiotensinogen und letztlich auch Angiotensin II (Pool
et al. 2007; Brown 2008). Aufgrund des fehlenden Feedbacks von Angiotensin II kommt es
auch unter Aliskiren-Therapie zu einem Anstieg der Plasmarenin-konzentration, jedoch nicht

zum Anstieg der Reninaktivitit (Pool et al. 2007; Brown 2008).

Die antihypertensive Wirkung und Sicherheit wurde bislang zahlreich belegt. So konnten
Wood und Kollegen in tierexperimentellen Arbeiten zeigen, dass Aliskiren den Blutdruck

ebenso effektiv senkt wie Valsartan und Benazepril (Wood et al. 2005). Ebenso konnte dies
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mehrfach in klinischen Studien mit Aliskiren als Monotherapie oder in Kombination mit
anderen etablierten Antihypertensiva bestétigt werden. Als Monotherapeutikum fiihrt
Aliskiren zu einer Reduktion des diastolischen und systolischen Blutdrucks, welche mit
Irbesartan vergleichbar war (Gradman et al. 2005) mit einem Placebo-dhnlichen
Nebenwirkungsprofil. Weitere Studien verglichen die antihypertensive Wirkung mit Ramipril
(Duprez et al. 2008), Losartan (Stanton et al. 2003) und Hydrochlorothiazid (HCT)
(Schmieder et al. 2009) und fanden eine vergleichbare beziehungsweise hohere Senkung des
Blutdrucks bei dhnlichen Nebenwirkungsprofil. Auch die Kombinationstherapie aus Aliskiren
und Valsartan (Pool et al. 2007), HCT (Schmieder et al. 2009) oder Amlodipin (Aliskiren and
the Calcium Channel Blocker Amlodipin Combination as an Initial Treatment Strategy for
Hypertension Control - ACCELERATE) (Brown et al. 2011) konnte eine effektivere

Blutdrucksenkung als eine Monotherapie bei geringem Nebenwirkungsprofil zeigen.

Wie weiter oben erlédutert, fiihrt die erhdhte Produktion von Angiotensin II bei pathologischen
Zustianden des Herzkreislaufsystems, wie beispielsweise Herzinsuffizienz, zu einem kardialen
Remodelling und einer Dysfunktion. Eine Inhibition des RAAS ist daher ein essentieller
Bestandteil der Therapie der Herzinsuffizienz. Unter dieser Prdmisse konnte in vielen
experimentellen Arbeiten ein kardioprotektiver Effekt von Aliskiren gezeigt werden: Whaley-
Connel und Kollegen konnten in einem transgenen Rattenmodel fiir kardiale Dysfunktion
zeigen, dass Aliskiren den strukturellen und funktionellen Verfall hemmt (Whaley-Connell et
al. 2008). Am gleichen Modell fanden De Mello und Kollegen eine signifikante Reduktion
des elektrischen Remodellings unabhdngig der Senkung des Blutdrucks durch Aliskiren.
Dabei war auBlerdem die perivaskuldre und interstitielle Fibrosierung deutlich reduziert (De
Mello et al. 2013). Am Mausmodell des Myokardinfarktes lieBen sich ferner eine verbesserte
postischdmische Herzfunktion sowie reduzierte kardiale Umbauvorgidnge unter Aliskiren-
Therapie nachweisen, welche ebenfalls unabhédngig der Blutdrucksenkung schienen

(Westermann et al. 2008).

Anfanglich schien sich der in tierexperimentellen Arbeiten nachweisliche Erfolg, auch in
klinischen Studien reproduzieren zu lassen. Die Aliskiren Observation of Heart Failure
Treatment (ALOFT)-Studie fand bei Kombination von Aliskiren mit einem ACE-Hemmer
oder AT-Rezeptor-Blocker eine Reduktion der neurohormonalen Marker der Herzinsuffizienz
bei Placebo-gleichem Nebenwirkungsprofil (McMurray et al. 2008). In der Aliskiren Left
Ventricular Assessment of Hypertrophy (ALLAY)-Studie konnte fiir Aliskiren eine ebenso

effektive Reduktion der linksventrikuliren Masse wie fiir Losartan nachgewiesen werden.

17



Auch in Kombination mit Losartan berichteten die Autoren iiber eine gute Vertraglichkeit

(Solomon et al. 2009).

Jedoch wurde die vielversprechende Datenlage mit der vorzeitigen Beendigung und der
Veroffentlichung der Ergebnisse der Aliskiren Trial in Type 2 Diabetes Using Cardiovascular
and Renal Disease Endpoints (ALTITUDE)-Studie getriibt. Es zeigte sich, dass die
Kombination aus ACE-Hemmer oder AT-Rezeptor-Antagonist mit Aliskiren bei Patienten
mit Diabetes mellitus Typ II zu einer gehduften Anzahl an nicht-todlichen Schlaganfall,
renalen Komplikationen, Hyperkalidgmie und Hypotonie bei nicht {iiberlegenem
Wirkungsprofil fiihrte (Parving et al. 2012). Auch die Aliskiren Trial to Minimize OutcomeS
in Patients with HEart failure (ATMOSPHERE)-Studie konnte keine aussichtsreicheren
Ergebnisse liefern. Die Kombinationstherapie aus Aliskiren und Enalapril war der
Monotherapie hinsichtlich der primadren Endpunkte Tod und Hospitalisierung nicht {iberlegen
und ging mit hoheren Nebenwirkungen wie Hyperkalidmie, Kreatininanstieg und Hypotonie

einher (McMurray et al. 2016).

1.3. FRAGESTELLUNG UND METHODISCHER ANSATZ

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht die Charakterisierung der Wirkung des direkten

Renin-Inhibitors Aliskiren auf fiir das Herz-Kreislauf-System relevante isolierte Organen.

Wihrend tierexperimentelle Arbeiten neben einer effektiven Blutdrucksenkung, einen
zusitzlichen kardioprotektiven Effekt Aliskirens beschrieben haben (Wood et al. 2005;
Whaley-Connell et al. 2008; De Mello et al. 2013), ist, wie zuvor dargestellt, die Datenlage
hinsichtlich des systemischen Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil im klinischen Einsatz und
des Benefits fiir Patienten mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen widerspriichlich (Solomon et al.

2009; McMurray et al. 2016).

Neben diesen Patienten- und Probandenstudien beleuchten alle bis dato existierenden
grundlagenwissenschaftlichen Arbeiten Teilaspekte der Wirkung von Aliskiren im
systemischen Tiermodell oder auf zelluldre Ebene. Die vorliegende Arbeit stellt die erste uns
bekannte funktionelle Charakterisierung der Wirkungsweise von Aliskiren an isolierten

Organen dar.
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Die dabei initial zum Einsatz gekommene Methode des Organbads erlaubt es im funktionell
intakten Zellverband - und dennoch unabhédngig von systemischen Einfliissen und

Storfaktoren — das Wirkprofil einer Substanz zu charakterisieren.

Zudem fiihrt die Auswahl der in der vorliegenden Arbeit verwendeten glattmuskuldren
GefaBpraparate mit ihren unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften zu einer méglichst
umfassenden Charakterisierung der Wirkung. Mit der Aorta abdominalis sowie der Arteria
iliaca einerseits und Portalvene andererseits wurden sowohl arterielle als auch vendse Gefial3e
mit ihren differenzierten, der physiologischen Funktion des entsprechenden Gefél3es
spezialisiertem Wandaufbau abgebildet. Die Aorta abdominalis und Arteria iliaca
reprasentieren dabei zentrale arterielle GefdBle. Dahingegen weist die Portalvene eine
regelméBige phasische, elektrische Spontanaktivitit auf, welche die mechanische Aktivitét
und damit GefdBkontraktion primir steuert (Funaki and Bohr 1964; Sutter 1990). Die
Vermittlung zwischen elektrischer Erregung und mechanischer Kontraktion erfolgt
vornehmlich durch den von Rezeptor- und spannungsabhingigen lonenkanal vermittelten
Einstrom von extrazelluldren Calciumionen (Sutter 1990; Kamishima and McCarron 1996).
Daraus ergibt sich, dass die hierbei beobachteten Verdnderungen der mechanischen Aktivitét
auf eine Interaktion der untersuchten Substanz mit an der elektrischen Erregungsbildung

beteiligten Ionenkanélen schlieen lassen (Sutter 1990).

Die in der vorliegenden Arbeit im zweiten Schritt verwendete Methodik des Langendorft-
Herzen erlaubt es funktionelle Aussagen iiber die pharmakologischen Effekte auf die
myokardiale Funktion, die kardiale elektrisch rhythmische Aktivitdt sowie die vaskuldre
Reaktivitit der Koronararterien zu treffen. AuBBerdem zeichnet sich diese Herangehensweise
der isolierten Herzprdparation durch einen Erhalt der maximalen physiologischen
Funktionalitét aus. Gleichzeitig erfolgen alle Messungen in Abwesenheit von mdglicherweise

verzerrenden systemischen oder peripheren Einfliissen anderer Organe (Liao et al. 2012).

Es ist dariiber hinaus aufgrund der organschonenden Préparation und des Erhalts der
physiologischen Funktion der Gewebe in beiden angewandten Methoden von der
Unversehrtheit des Endothels in den GefdaBBprdparaten beziehungsweise Koronararterien
auszugehen. Dem GefdBlendothel mit seinen vasodilatatorischen (Prostacyclin PGIy,
Stickstoffmonoxid, Endothelin, Bradykinin) und vasokonstriktorischen (Thromboxan A,,
Endothelin) Faktoren wird eine wichtige Rolle in der Regulation des lokalen Gefdl3tonus
zugeschrieben (Moncada et al. 1976; Furchgott and Zawadzki 1980; Furchgott et al. 1984;

Kiowski et al. 1991). In der Konsequenz lassen sich die durch Aliskiren beobachteten
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Veranderungen gegebenenfalls auch auf eine Interaktion mit endothelabhingigen Faktoren

zurickfihren.

Auf diese Art und Weise kann in der vorliegenden Arbeit eine umfassende Aussage iiber
makroskopische Gefille, welche unterschiedlichste physiologische Eigenschaften besitzen
und verschiedenen Organsysteme angehoren, iiber mikroskopische Gefa3e im Koronarsystem
sowie liber die Herzfunktion getroffen werden und so alle am Erhalt der Funktion des Herz-

Kreislauf-Systems relevant beteiligten Organe abgebildet werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1. MATERIALIEN
2.1.1.  Losungen und Substanzen

2.1.1.1.  Préparierlosung

Fiir den Transport und die Reinigung der Pridparate sowie die Grob- und Feinpréiparation
diente eine Losung der unten stehenden Zusammensetzung (s. Tab. 1). Diese wurde vor jedem
Versuch frisch aus den jeweiligen Stammldsungen zubereitet und bei 4°C im Kiihlschrank

tiber die Zeit des Versuchsablaufes aufbewahrt.

Konzentration Stammldsung = Konzentration Préparierldsung ~ Anteil Stammldsung [ml]

Salz
[mmol/1] [mmol/1] pro Liter Préaparierlsung
NaCl 154 143 929
KCl 154 59 38
CaCl,+2H,0 110 3,6 33

Tab. 1: Zusammensetzung der Préparierlosung

2.1.1.2. Modifizierte Losung nach Krebs-Henseleit

Wihrend des eigentlichen Versuchsablaufes diente die folgende nach Krebs-Henseleit
modifizierte physiologische Salzldsung als Néhrlosung fiir die Préparate (s. Tab. 2). Wichtig
ist zu erwidhnen, dass die beschriebene Ndhrlésung sowohl im Organbad als auch in der
Apparatur des Langendorff-Herzen als Nahrlosung diente (Nakamura et al. 1999; Minasian et

al. 2013).

Ebenso wie die Priparierlosung wurde auch die modifizierte Krebs-Henseleit-Losung vor
jedem Experiment aus den untenstehenden Stammldsungen zubereitet und bei 4°C im

Kiihlschrank fiir die Versuchsdauer verwahrt.

Um einen Bakterienbefall zu vermeiden, wurde im Falle von Glucose auf eine Stammlsung

verzichtet und diese fiir jeden Versuch neu angesetzt.

Da Calciumionen im alkalischen Milieu ausfallen, erfolgte die Zugabe der Calciumldsung erst

nach Begasung der iibrigen Krebs-Henseleit-Losung mit Carbogen (95 O, und 5% CO»).

Auch wihrend des gesamten Versuchsablaufes erfolgte eine kontinuierliche Begasung der

Perfusionslosung mit Carbogen. Diese diente zum einen der Sauerstoffversorgung des
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Gewebes und zum anderen zur Stabilisierung des Bicarbonatpuffers fiir die Aufrechterhaltung
eines physiologischen pH-Wertes von 7,4 (Golenhofen 1965; Golenhofen and Loh 1970;
Milenov and Golenhofen 1983).

Saly Konzentration Stammldsung Konzentration Nihrldsung Anteil Stammlosung [ml]
[mmol/1] [mmol/1] pro Liter Néhrlosung
NaCl 154 112 727
NaHCO; 155 25 161
KH,PO, 154 1,2 7,8
KCl1 154 4,7 30,5
MgCl,+6H,0 110 1,2 11

CaCl,+2H,0 110 2,5 22,7
Glucose 300 11,5 38,3

Tab. 2: Zusammensetzung der modifizierten Losung nach Krebs-Henseleit

Die fiir die Losung verwendeten Salze wurden {iber die Firmen Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland), Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) und Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen.

2.1.1.3. Aliskiren

Beziiglich des Wirkmechanismus von Aliskiren (Novartis; Basel, Schweiz) wird auf die

obenstehenden, ausfiihrlichen Erlduterungen verwiesen.

Aliskiren wurde in Tablettenform bezogen und mittels Vortex-Schiittler (VWR International
GmbH, Darmstadt, Deutschland) griindlich in destilliertem Wasser geldst. AnschlieBend
wurde die Losung zur Filtration von etwaigen ungelosten Restbestandteilen durch ein

Filterpapier gegeben.

Fiir die durchgefiihrten Experimente wurde Aliskiren in einer Dosierung von 1 pmol/ bis

50 umol/l verwendet.

Die folgenden Testsubstanzen wurden zur experimentellen Charakterisierung von Aliskiren

untersucht:

22



2.1.1.4. Vasopressin - ADH

Das Peptidhormon Vasopressin vermittelt seine Wirkung vornehmlich {iber seine spezifischen
Rezeptoren Vi,, Vip und V,. An glatten Muskelzellen der GefaBmuskulatur sind priméar V,-
Rezeptoren reprasentiert (Mavani 2015), deren Bindung von Vasopressin zu einer
Vasokonstriktion fiihrt. Henderson und Kollegen gelang es zu zeigen, dass in Abhéngigkeit
der Konzentration des Vasopressin unterschiedliche Signaltransduktionsmechanismen an
einer Konstriktion beteiligt sind (Henderson and Byron 2006). Unter Konzentrationen im nM-
Bereich kommt es {iber die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) zu einer Inositol-1,4,5-
triphosphat-vermittelten (IP;) Calcium-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
(Thibonnier 1992; Nemenoff 1998). Unter physiologischen Bedingungen liegen in vivo
jedoch Konzentrationen im pM-Bereich vor. In diesem Fall scheint es zu einem PLC-
unabhéngigen intrazellulirem Calciumanstieg zu kommen. Eine Proteinkinase C-abhéngige
(PKC) Inhibition von spannungsabhéngigen Kalium-Kanilen (K,) und daraus resultierende
Aktivierung von spannungsabhingigen L-Typ-Calcium-Kanilen (L-type VSCC) konnten
gezeigt werden (Byron and Taylor 1995; Byron and Lucchesi 2002; Brueggemann et al. 2006;
Henderson and Byron 2006).

Fir die durchgefiihrten Experimente wurde Vasopressin (Sigma Aldrich, Steinheim,

Deutschland) in einer Dosierung von 1 nmol/l bis 300 nmol/l verwendet.

2.1.1.5. Angiotensin II

Angiotensin II ist ein Octapeptid, welches nach Bindung an seinen Rezeptor sowohl Sofort-,
Friih- als auch Langzeiteffekte auslost (Touyz and Schiffrin 2000). Von den bekannten AT,
AT,, AT; und ATs-Rezeptoren sollen nur der AT;- und AT,-Rezeptor, welche auf
GefdBzellen exprimiert werden, betrachtet werden. Des Weiteren werden nur Sofort- und
Fritheffekte referiert, da Langzeiteffekte fiir die aktuellen experimentellen Betrachtungen
keine Rolle spielen. Der AT;-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelte Rezeptor, welcher iiber
eine Reihe von Signalkaskaden, welche letztlich nicht bis ins Detail verstanden sind,
unmittelbar eine Vasokonstriktion aus. An diesem Prozess beteiligt sind die G-Protein-
gekoppelte Aktivierung der PLC und die damit verbundene Formation von IP; und
Diacylglycerol (DAG), eine Erhhung der freien intrazelluldren Calcium-Konzentration durch
Calcium-Einstrom und Freisetzung aus intrazelluldren Speichern sowie die Aktivierung der

PKC (Touyz and Schiffrin 2000). Des Weiteren spielen eine durch Stimulation des Na'/H'-
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Austauschers ausgeldoste Alkalisierung des intrazelluldiren pH-Wertes, eine Erhéhung der
intrazelluliren Konzentration von freiem Natrium und eine Reduktion der intrazelluldren
Konzentration des freien Magnesiums sowie eine Aktivierung der RhoA-Kinase iiber die
Aktivierung der Protein-Tyrosin-Kinase-2 beta (Pyk 2) und SRC-Kinase, welche dann
wiederum die Janus-Kinase 2 (JAK-2) aktiviert, eine Rolle (Touyz and Schiffrin 2000;
Guilluy et al. 2010).

Zusétzlich stimuliert die Bindung von Angiotensin Il am AT;-Rezeptor auch die Bildung von
anderen vasokonstriktorischen Substanzen, wie beispielsweise Endothelin I (Rossi et al. 1999;

Schiffrin 2005; Paul 2006).

Demgegeniiber fiihrt die Aktivierung des AT,-Rezeptors durch Bindung von Angiotensin II
vornehmlich zu einer Vasodilatation, welche vor allem in tierexperimentellen Arbeiten aber
auch an humanen koronaren Mikroarterien gezeigt werden konnte (Gohlke et al. 1998;
Batenburg et al. 2004; 2005; Walters et al. 2005; Paul 2006). Dieser vasodilatatorische Effekt
scheint vor allem iiber den Stickstoffmonooxid (NO)-cGMP-Signalweg vermittelt zu sein

(Batenburg et al. 2005; Paul 2006).

Fir die durchgefiihrten Experimente wurde Angiotensin II (Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland) in einer Dosierung von 1 nmol/l bis 300 nmol/l verwendet.

2.1.1.6. Erhohung der extrazelluldren Kalium-Konzentration und

kardioplege Losung

Eine Erhohung der extrazelluliren Kalium-Konzentration fithrt zu einer Verschiebung des
Membranpotentials  in  Richtung  Depolarisation  und  erhoht  somit  die

Offnungswahrscheinlichkeit von Calcium-Kanilen und 16st damit eine Vasokonstriktion aus.

Am isolierten Herz der Wistar-Ratte in der Langendorff-Apparatur fiihrt die Verwendung von

Losungen mit einer erhohten Kaliumkonzentration zu einer Kardioplegie.

Fir die durchgefiihrten Experimente am Langendorff-Herzen wurde eine extrazelluldre
Kaliumkonzentrationen von 20mmol/l gewédhlt, im Sinne einer myokardialen Protektion
wurde die kardioplege Losung ebenfalls auf Basis der Nahrlosung angesetzt (Nakamura et al.

1999; Minasian et al. 2013).

Fir die  durchgefiihrten  Experimente im  Organbad wurden  extrazelluldre

Kaliumkonzentrationen von 20 mmol/l, 40 mmol/l und 80 mmol/l gewéhlt.
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2.1.1.7. Losartan

Losartan ist ein selektiver Angiotensin-Rezeptor-Antagonist mit hoher Affinitdt fiir den AT;-
Rezeptor und blockiert auf diese Weise die Angiotensin II-vermittelte Vasokonstriktion

(Wexler et al. 1996; Carini et al. 1998).

Fir die durchgefiihrten Experimente wurde Losartan (Sigma Aldrich, Steinheim,

Deutschland) in einer Dosierung von 100 nmol/I bis 3 pmol/l verwendet.

2.1.1.8. Tetracthylammonium (TEA)

TEA ist ein Blocker verschiedener lonenkanile. Bei einer Konzentration von lmmol/l
inhibiert es spezifisch BK(ca-Kandle, wird aber in hoheren Konzentrationen zu einem

unspezifischen Kaliumkanalblocker (Villarroel et al. 1988).

Fir die durchgefiihrten Experimente wurde TEA (RBI, Berlin, Deutschland) in einer

Konzentration von 1 mmol/l bis 10 mmol/l verwendet.

2.1.1.9. Apamin
Apamin bindet spezifisch an calciumabhidngige Kaliumkanile, SK-Kanile, welche durch
TEA nicht gehemmt werden konnen und blockiert diese (Haberman 1984).

In den durchgefiihrten Experimenten wurde Apamin (Sigma Aldrich, Steinheim,

Deutschland) in einer Konzentration von 1 nmol/l bis 50 nmol/l eingesetzt.

2.1.1.10. Glibenclamid

Glibenclamid aus der Gruppe der Sulfonylharnstoffe ist ein spezifischer Blocker von Karp-

Kanilen (Schmid-Antomarchi et al. 1987).

Die durchgefiihrten Experimente mit Glibenclamid (Alfa Aeser, Karlsruhe, Deutschland)

erfolgten mit einer Dosierung von 1 pmol/l bis 50 pmol/I.
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2.1.1.11. Dendrotoxin

Dendrotoxin bindet irreversibel an spannungsabhingige Kaliumkanidle, K,-Kanédle, und

hemmt diese (Harvey and Anderson 1985; Imredy and MacKinnon 2000).

Fir die durchgefithrten Experimente wurde Dendrotoxin (Sigma Aldrich, Steinheim,

Deutschland) in einer Dosierung von 0,1 nmol/l bis 1 nmol/l verwendet.

2.1.1.12. Charybdotoxin

Das Polypetid Charybdotoxin gilt als spezifischer Blocker an IK(ca- und BK(ca)-Kanilen
(Miller et al. 1985; Smith et al. 1986; Garcia et al. 1995).

Fiir die durchgefiihrten Experimente wurde Charybdotoxin (MoBiTec GmbH, Gottingen,

Deutschland) in einer Dosierung von 0,1 nmol/l bis 0,5 nmol/l verwendet.

2.1.1.13. Cromakalim (BRL 34915)

Cromakalim Offnet spezifisch ATP-abhingige Kalium-Kanile (Hamilton and Weir 1986;
Sanguinetti et al. 1988).

In den erfolgten Experimenten wurde Cromakalim (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,

Deutschland) in einer Dosierung von 10 nmol/l bis 1 umol/l eingesetzt.

2.1.1.14. Noradrenalin

Noradrenalin vermittelt seine Wirkung iiber Adrenozeptoren, welche G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren darstellen und in a -, as-, B 1-, f2- und [ 3-Adrenozeptoren unterteilt werden

(Cherezov et al. 2007; Warne et al. 2008; Docherty 2009).

Noradrenalin fiihrt vornehmlich iiber a;-Adrenozeptoren zu einer Vasokonstriktion an der
peripheren glatten GefdBmuskulatur. Der a i-Adrenozeptor ist ein Gg-Protein-gekoppelter
Rezeptor, welcher iiber die Aktivierung der PLC zu einer IP3;- und Diacylglycerol-
vermittelten Calcium-Freisetzung fiihrt (Docherty 2009).

Fiir die durchgefiihrten Experimente wurde Noradrenalin (Sigma Aldrich, Steinheim,

Deutschland) in einer Konzentration von 0,1 umol/l bis 3 umol/l verwendet.
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2.1.1.15. Propranolol

Propranolol ist ein seit langem bekannter nicht selektiver Betablocker (Prichard and Gillam

1964; Parratt 1967).

Fiir die durchgefiihrten Experimente wurde Propranolol (Sigma Aldrich, Steinheim,

Deutschland) in einer Konzentration von 1 umol/l bis 10 pmol/l verwendet.

2.1.1.16. Bisoprolol

Bisoprolol ist ein selektiver f-Adrenozeptor-Antagonist (Schliep and Harting 1984). Der ;-
Adrenozeptor fithrt am Herzen zu einer positiven Inotropie und Chronotropie sowie zur
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems. Er ist ein Gs-Protein-gekoppelter
Rezeptor, welcher die membranstindige Adenylatcyclase aktiviert. Diese wiederum wandelt
ATP in cAMP um, welches als ein Aktivator der Proteinkinase A (PKA) fungiert. Die
Proteinkinase =~ A phosphoryliert ~ Calcium-Kandle und  erhéht  damit  ihre
Offnungswahrscheinlichkeit (Warne et al. 2008).

Fir die durchgefiihrten Experimente wurde Bisoprolol (Sigma Aldrich, Steinheim,

Deutschland) in einer Konzentration von 10 pmol/l verwendet.

2.1.1.17. ICI 118 551

ICI 118 551 ist ein hoch spezifischer und selektiver §,-Adrenozeptor-Antagonist (O'Donnell
and Wanstall 1980; Bilski et al. 1983).

B »-Adrenozeptor sind ebenfalls Gs-Protein-gekoppelte Rezeptoren und vermitteln ihre

Wirkung iiber den bereits filir §;-Adrenozeptoren beschriebenen Mechanismus.

Fir die durchgefiihrten Experimente wurde ICI 118 551 (Sigma Aldrich, Steinheim,

Deutschland) in einer Konzentration von 10 pmol/l verwendet.

2.1.2.  Versuchstiere

2.1.2.1. Préparation fiir das Organbad

32 minnliche Ratten vom Stamm Wistar wurden nach Ether-Narkose durch Dekapitation

mittels Guillotine getdtet. Nach Eroffnung der Bauchdecke wurden die Aorta abdominalis und

27



thre Teilungsstelle in die beiden Aa. iliacae communis auf einer Linge von 15 bis 20 mm
dargestellt. Dabei wurden letztere an ihren Enden mit Garn umschlungen und festgeknotet.
Nach vorsichtiger Entfernung makroskopisch sichtbarer Fett- und Bindegewebspartikel
erfolgte die Entnahme des Priparats, bestehend aus beiden Aa. iliacae communis und Aorta
abdominalis, und unmittelbare Uberfilhrung in die Priiparierschalen mit gekiihlter

Priparierlosung.

AnschlieBend wurde ausgehend von der Leberpforte die Portalvene unter Vermeidung starker
Zugbelastung auf einer Linge von 10 bis 15 mm préipariert. Die Fixation beider Enden mit
Garn erleichterte zum einen das Entfernen von Fett- und Bindegewebe, als auch das Losen
der Portalvene aus dem Tier zur sofortigen Uberfiihrung in die Priiparierschalen mit gekiihlter

Priparierlosung.

Unter dem Auflichtmikroskop erfolgte nach Fixierung des Préparats mittels feiner
Stecknadeln die Feinpriparation unter Zuhilfenahme von Pinzetten, Pinzettenschere und
Schere. Aufgrund der zuvor vorgenommenen Befestigung von Garn an den Enden des
Préparats konnte das Priparat atraumatisch mit den Stecknadeln an den Faden fixiert werden.

Sowohl das restliche Fett- als auch Bindegewebe sowie Gefidlabgéinge wurden entfernt.
Die Portalvene wurde lidngs inzidiert und verbleibende Blutkoagel ausgespiilt.

Die Aorta abdominalis und ihre Aufteilung in beide Aa. iliacae wurden nach Feinpriparation
voneinander separiert und ebenfalls durch Spiilung des Lumens von Blutkoageln beftreit.
Aufgrund der zirkuldren Anordnung ihrer GefaBmuskulatur wurde aus den erhaltenen

Priparaten jeweils ein Spiralstreifen angefertigt.

Zur spiteren Befestigung im Organbad wurden im nichsten Schritt die erhaltenen Priparate
der Portalvene, Aa. iliacae communis und Aorta abdominalis an ihren Enden jeweils mit
einem Faden versehen. Ein Faden wurde an einer Ose am unteren Ende eines Glashalters

fixiert.

2.1.2.2. Préiparation fiir die Langendorff-Apparatur

36 minnliche Wistar-Ratten wurden nach Ether-Narkose durch Nackenschlag getotet. Zur
Vermeidung einer Thrombenbildung in den Koronararterien und Ventrikeln erfolgte
unmittelbar nach Thorakotomie eine gewichtsadaptierte (0,1ml/100g) Injektion von Heparin
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in das Herz der Ratte. Nach der Darstellung der Aorta

und Markierung mittels Fadens zur besseren Orientierung folgte die Durchtrennung der zu-
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und abfihrenden Gefafle von kaudal nach kranial. Das Herz wurde dabei inklusive des

Mediastinums und Anteilen der Lunge en bloc aus dem Tier gelost.

Nach sofortiger Uberfiihrung des erhaltenen Priiparats in eisgekiihlte Priparierldsung kam es

zu einem Herzstillstand.

Unter dem Auflichtmikroskop erfolgte die Resektion von Mediastinum, Fett- sowie
Lungengewebe und anschliefende Kaniilierung der Aorta ascendens. Uber die Kaniile wurden

erneut mogliche verblieben Blutreste aus dem Herzen gespiilt.

Die Ischidmiezeit betrug bei allen Versuchen von der Explantation des Herzen bis zur

Reperfusion in der Langendorff-Apparatur durchschnittlich fiinf Minuten.

2.2. METHODEN
2.2.1. Messung der mechanischen Aktivitdt im Organbad

2.2.1.1. Versuchsaufbau

Die verwendete Messapparatur bestand aus vier Organbiddern, welche je zwei Priparate
fassen konnten. Dabei folgte jedes Organbad dem gleichen Aufbau (s. Abb. 2). Ein
doppelwandiges Glasgefdll, welches 40 ml fassen konnte, diente sowohl als Organbad als
auch als VorratsgefdB fiir frische Krebs-Henseleit-Losung. Uber einen Zulauf war je ein
Vorratsgefd3 mit einem Organbad verbunden. Eine Warmepumpe (Lauda M3, Lab Extreme,
Kent City, USA) sicherte einen permanenten Strom warmen Wassers im Hohlraum der
doppelwandigen Gefdlle. Auf diese Weise konnte eine konstante Temperatur von 37°C im
Organbad und Vorratsgefdl gewdhrleistet werden. Mittels des bereits beschriebenen Zulaufs
sowie einem von einer Membranpumpe angetriebenen Ablauf war ein rascher Austausch der
Krebs-Henseleit-Losung im Organbad méglich. Uber in die Glaswand eingeschmolzene
Mikrofilter erfolgte eine Begasung der Losungen sowohl im Vorratsgefdll als auch im

Organbad mit Carbogen.

Wie oben beschrieben wurden die GefiBpriparate mittels Faden an einer Ose am unteren
Ende eines Glashalters befestigt. Jener Glashalter wurde mit Hilfe einer Klemme auferhalb
des Organbads so arretiert, dass die vertikal ausgerichteten Préparate im Organbad vollstandig
mit Losung liberdeckt waren. Das andere am Priparat zuvor befestigte Fadenende wurde an

einem mechanischen Transducer (Swema SG4-90, Stockholm, Schweden) befestigt.
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Die Transducer transferieren Ladngenidnderung in ein elektrisches Signal. Das Signal wurde
iiber einen Messverstirker (Hottinger Baldwin Messtechnik KWS 3073, Darmstadt,
Deutschland) an einen Analog-Digital-Wandler (PowerLab 16/30, ADInstruments, Oxford,
Grof} Britannien) weitergeleitet, welcher mit einem handelstiiblichen Computer (HP Compaq
dc5800 Microtower) verbunden war. Das Aufzeichnen, Archivieren und Analysieren der
Daten erfolgte mit der Software ,LabChart® (Version 6.1.1 und Version 8.1.2,

ADInstruments, Oxford, Grof3 Britannien).

Wirmepumpe

Transducer

Vorratsgefaf3

Prdparat

x

Abb. 2: Schematischer Versuchsaufbau des Organbads (modifiziert nach (Golenhofen 1983))

22.1.2. Versuchsdurchfiihrung

Vor jedem Experiment wurden die Transducer mittels eines Messinggewichts (10mN)
geeicht. In der oben beschriebenen Weise wurden die GefaBpréparate unmittelbar nach ihrer
Priparation mittels der Glashalter in das Organbad gehéngt. In der Krebs-Henseleit-Losung
konnten die Priparate anschlieBend bei 37°C fiir eine Stunde akkommodieren. Nach dieser
Anpassungsphase erfolgten ein Losungswechsel und eine Vordehnung der Priparate auf 5 bis

10 mN.
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Im Anschluss folgten die Messungen mit den Testsubstanzen. Die Applikation von Aliskiren
erfolgte dabei nach einem kontrollierten Stufenschema in aufsteigender Konzentration von 1-
50 umol/l (Aliskiren 1 umol/l = Aliskiren 3 pmol/l = Aliskiren 5 pmol/l - Aliskiren
10 umol/l > Aliskiren 30 pmol/l - Aliskiren 50 umol/l). Zwischen jedem
Konzentrationsschritt lag eine Zeit von durchschnittlich 15 Minuten. Nach einem
vollstindigen Messdurchlauf wurde das Préparat gespiilt, um gegebenenfalls eine weitere
Messung durchfiihren zu konnen. Zwischen den einzelnen Messungen lag eine Pause von

circa 15 Minuten.

2.2.1.3. Auswertung der mechanischen Aktivitét

Zur Auswertung der Organbadversuche wurde die relative mechanische Aktivitdt [%], also
das Verhiltnis der gemessenen mechanischen Aktivitdt zur mechanischen Aktivitdt der
Voraktivierung mittels Vasopressin oder kaliumreicher Losung, beschrieben. Um dabei
Verzerrungen im Rahmen von residuellen Unterschieden in der Wirkzeit zu vermeiden, wurde

die mechanische Aktivitit stets in Relation zu Zeit gesetzt.

Zusitzlich wird der endprozedurale Tonus, definiert als der Wert der mechanischen Aktivitit,
welcher nach Abschluss eines vollstandigen Versuchsdurchlaufes gemessen werden konnte,
sowie die Reagibilitdt, die noch vorhandene Reaktionsfdhigkeit des Priparates nach einem

vollstdndigen Versuchsdurchlauf, dargestellt.

2.2.2. Messung der Herzfunktion in der Langendorff-Apparatur

22.2.1. Versuchsaufbau

Die verwendete Langendorff-Apparatur (ADInstruments, Oxford, Grof3 Britannien)
(s. Abb. 3) bestand aus einem Reservoir, in welches zwei separate Vorratsgefile eingelassen
waren. Uber einen in den Boden der VorratsgefiBe eingelassenen Mikrofilter wurde die
Begasung der Krebs-Henseleit-Losung mit Carbogen garantiert. Eine im Reservoir
befindliche und die Vorratsbehélter umspiilende Fliissigkeit wurde iiber ein Thermostat auf
konstante 37°C erwdrmt. Aus den Vorratsbehidltern wurde mittels Schlduchen {iber eine
peristaltische Pumpe (The Minipuls 3, ADInstruments, Oxford, Gro3 Britannien) die
Perfusion des isolierten Herzen gewdhrleistet. In einem der Authidngung der Aortenkaniile

vorgeschalteten doppelwandigen Block aus Schlauchwindungen erfolgte eine erneute
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Erwdrmung der Perfusionsfliissigkeit. Eine zweite peristaltische Pumpe gewihrleistete den
konstanten Fluss warmer Fliissigkeit aus dem Reservoir in den Hohlraum des
doppelwandigen Blocks. Ebenfalls an diesem warmen Kreislauf beteiligt war ein
doppelwandiges Gefall unterhalb der Authidngung des isolierten Herzen, welches zum einen
die Perfusionsfliissigkeit auffing und zum anderen ein Auskiihlen des Prédparats verhinderte.
Der Aortenkaniile vorgeschaltet befand sich ein mit dem System in Verbindung stehender
Druck-Transducer (ADInstruments, Oxford, Grof3 Britannien). Ein weiterer Transducer
gleicher Bauart war mit einem Ballonkatheter verbunden. Dieser wurde spéter {iber eine
Inzision im linken Vorhof in den linken Ventrikel vorgeschoben. Beide Transducer
tibersetzten Druckdnderungen in ein elektrisches Signal. Dieses wurde iiber eine Messbriicke
(BridgeAmp, ADInstruments, Oxford, Grof§ Britannien) zu einem Analog-Digital-Wandler
(PowerLab 8/35, ADInstruments, Oxford, Grof3 Britannien) weitergeleitet, welcher mit einem
handelsiiblichen Computer (HP Compaq dc5800 Microtower) verbunden war. Zusitzlich
standen drei Federklemmelektroden zur Aufzeichnung der elektrischen Aktivitit des
isolierten Herzen bereit. Uber einen Messverstirker (Animal Bio Amp, ADInstruments,
Oxford, Grof3 Britannien) waren diese ebenfalls mit dem oben genannten Analog-Digital-
Wandler verbunden. Das Aufzeichnen, Archivieren und Analysieren der Daten erfolgte mit
der Software ,,LabChart (Version 6.1.1 und Version 8.1.2, ADInstruments, Oxford, Grof3

Britannien).
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Abb. 3: Schematischer Versuchsaufbau der Langendorft-Apparatur (modifiziert nach (Liao et al. 2012))

2.2.2.2. Versuchsdurchfiihrung

Vor jedem Experiment wurden Drucktransducer mittels Wassersdule geeicht. Dabei
entsprachen 10 cm Wassersdule 7,36 mmHg. AuBerdem wurde vor jeder Messung die
peristaltische Pumpe, welche das isolierte Herz mit Nahrlosung versorgte, auf eine Flussrate

von 2 ml/min geeicht wurde.

Das isolierte Herz, welches wie oben beschrieben iiber den Aortenstumpf kaniiliert worden

war, wurde {liber jene Aortenkaniile in der Versuchsapparatur befestigt.

Unmittelbar nachdem das isolierte Herz mit der warmen Krebs-Henseleit-Losung perfundiert
wurde, begann es wieder zu schlagen. Uber eine Schnittinzision des linken Vorhofes wurde
der mit Wasser gefiillte Ballonkatheter bis in den linken Ventrikel vorgeschoben. Die
Federklemmelektroden wurden mit der positiven Elektrode am rechten Vorhof, mit der
negativen Elektrode an der Herzspitze und der Referenzelektrode an dem Metall der Kaniile
angebracht. In der Krebs-Henseleit-Losung konnten die Préparate anschlieBend bei 37°C fiir

eine halbe Stunde akkommodieren.

Nach dieser Anpassungsphase erfolgten die Messungen mit den Testsubstanzen. Die

Applikation von Aliskiren erfolgte nach einem festen Stufenschema in aufsteigender
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Konzentration von 10-50 umol/l (Aliskiren 10 umol/l = Aliskiren 30 pmol/l = Aliskiren
50 umol/l). Zwischen jedem Konzentrationsschritt lag eine Zeit von durchschnittlich 10
Minuten. Nach einer Messung wurde das Priparat gespiilt, um eine weitere Messung

durchfiihren zu konnen. Zwischen den einzelnen Messungen lag eine Pause von 10 Minuten.

2.2.2.3. Perfusionsdruck

Uber die kaniilierte Aorta ascendens erfolgte in der Langendorff-Apparatur eine retrograde
Perfusion des isolierten Herzen, was zu einem Schluss der Aortenklappe und zu einer
Perfusion des Koronarsystems fiihrte. Uber das vendse Koronarsystem und den Sinus
coronarius flieBt das Perfusat dann zuriick in den rechten Vorhof und Ventrikel und tropft

anschlieBend aus den Pulmonalarterien frei in das Auffangsystem.

Der gemessene Perfusionsdruck entspricht also dem Perfusionsdruck im Koronarsystem.

Gemadll dem Ohm’schem Gesetz gilt:
U=IxR
(U=Perfusionsdruck; [=Perfusatfluss; R=Gefalwiderstand)

Bei konstantem Perfusatfluss, welcher iiber die peristaltische Pumpe mit einer Flussrate von
2 ml/min sichergestellt wurde, verhdlt sich der Perfusionsdruck proportional zu dem

Gefallwiderstand.

Gemdll dem Hagen-Poiseuille’schen-Gesetz verhidlt sich der Widerstand eines Gefél3es

umgekehrt proportional zur vierten Potenz des GefaBradius:
1
R~
(R=GefalBwiderstand; r=Gefalradius)

22.24. Linksventrikuldrer Druck

Uber den im linken Ventrikel befindlichen Ballonkatheter wurde der linksventrikuldre Druck

registriert.
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2.2.2.5. Elektrokardiogramm

Die elektrische Aktivitdit wurde iiber die Federklemmelektroden aufgezeichnet. Auf diese

Weise konnte sowohl die Herzfrequenz als auch der Herzrhythmus aufgezeichnet werden.

2.2.2.6. Auswertung der Herzaktivitit

Zur Auswertung der Langendorff-Versuche wurden der Perfusions- und linksventrikuldre
Druck sowie die Herzfrequenz in Relation zu der Voraktivierung mit Vasopressin oder
Kalium [%] beschrieben. Auch am Langendorff-Herzen wurden die Analysen des Perfusions-
und linksventrikuldre Drucks unter Kontrolle der Wirkzeit vorgenommen. Anhand der
Relation zu Zeit konnte ausgeschlossen werden, dass sich die beobachteten Effekte aus

unterschiedliche Wirkzeiten erklarten.

2.2.3. Statistik und Ergebnisdarstellung

Die statistischen Analysen erfolgten mit den Programmen SPSS 23.0 (SPSS Inc. 2015, IBM,
Koln, Deutschland) sowie Excel 14.5.8 (Microsoft Excel fiir Mac 2011, Microsoft, Redmond,
USA).

Wie bereits weiter oben erwdhnt, wurde, um die Aliskiren-spezifischen Effekte zu ermessen,

stets die Relation zu der entsprechenden Voraktivierung gebildet.

W, 100
= — x
P=%5

p=Prozentsatz (Aliskiren-spezifischer Effekt), W=Prozentwert (absoluter Wert Aliskiren), G=Grundwert

(absoluter Wert Voraktivierung)

Die Wirkung von Aliskiren innerhalb der unterschiedlichen Bedingungen wurde mittels
mehrfaktorieller ~ Varianzanalyse mit Messwiederholung (rm-ANOVA) mit den
Innersubjektfaktoren ALISKIREN-DOSIERUNG (sechs Level: 1 umol, 3, umol, 5 umol, 10 pmol,
30 pumol, 50 pmol) beurteilt. AnschlieBend wurden post-hoc t-Test verwendet, um
signifikante Ergebnisse aufzuzeigen. Dabei wurde sowohl die jeweilige Konzentration gegen
die Kontrollbedingung als auch gegen die benachbarte Konzentration gerechnet. Ein Ergebnis

wurde als statistisch signifikant angesehen, wenn die errechnete Irrtumswahrscheinlichkeit
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<5% betrug (p<0,05). In Abhingigkeit der Fragestellung wurde der t-Test fiir verbundene

oder fiir unabhéngige Stichproben verwendet.

t-Test fiir verbundene Stichproben

|d]
t=—=x+/n

Sq

(| d|=Differenz der Mittelwerte der Variablen, s=Standardabweichung, n=Anzahl der Differenzen)

t-Test fiir unabhingige Stichproben

X3 — X3 ng * N,
t= *

S n; +n,

“es. 2 Ve 2
(X7 und X;=Mittelwert der Stichprobe, n; und n,=StichprobengroBe der Gruppe, s= \/ (2= 1)es (g =15

ny+n;—2

Die experimentellen Ergebnisse werden als arithmetische Mittelwerte der Einzelmessungen
zu- beziehungsweise abziiglich des Standardfehlers des Mittelwerts (SEM) sowie der Angabe

der Gesamtanzahl der ausgewerteten Ereignisse angegeben.
+
X —SEM (n)

(x=Mittelwert der Stichprobe, SEM=Standardfehler des Mittelwerts, n=Stichprobenumfang)

Mittelwert

[\l
=]

i=1 Xj

X
Il

Standardfehler des Mittelwerts (SEM)

o(x) =

Sl
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Standardabweichung

1 n

Sa = *E(xi—f)z
n—1 -
i=

Statistisch signifikante Ergebnisse werden in den Abbildungen mit einem Stern (*, p<0,05)

beziehungsweise zwei Sternen (**, p<0,01) markiert.

Da es bei der Testung multipler Hypothesen zu einer Kumulierung eines alpha-Fehlers
kommt, wurde fiir multiple Vergleiche mittels False-Discovery-Rate (FDR) korrigiert
(Benjamini and Hochberg 1995). Dabei erfolgt

FDR = E( )

V+59)

(E=erwartete Rate falscher Ablehnungen der Nullhypothese, V=Anzahl alpha-Fehler, S=Anzahl richtiger
Ablehnungen der Nullhypothese)
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3. ERGEBNISSE

3.1. DIE WIRKUNG VON ALISKIREN AUF DEN TONUS DER GLATTMUSKULAREN

GEFABMUSKULATUR DER ARTERIA ILIACA

3.1.1. Die Wirkung von Aliskiren unter Vasopressin-Voraktivierung

Aufgrund der oben beschriebenen =zentralen Stellung von Vasopressin im Herz-
Kreislaufsystem sowie seiner pathophysiologischen Bedeutung fiir Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems wurde die Wirkung von Aliskiren primér unter Voraktivierung mit

Vasopressin untersucht.

Dabei wurde, um eine optimale Dosierung von Vasopressin als Voraktivierung zu finden, in
Vorexperimenten die Dosis-Wirkungs-Beziehung an der A. iliaca untersucht (n=13) (siche
Abb. 4). Dabei konnte in nanomolaren, submaximalen Wirkungsbereichen eine
dosisabhingige tonische Vasokonstriktion verzeichnet werden, wahrend supramaximale

Dosierungen wiederum zu einer Tonusabnahme fiihrten.

110,0

90,0

70,0

Mechanische Aktivitat
(% des Maximum)

50,0
1E-09 1E-08 1E-07 1E-06

Konzentration Vasopressin [mol/l]

Abb. 4: Dosis-Wirkungsbeziehung von Vasopressin

Durch Zugabe von Vasopressin kam es in submaximalen Wirkungsbereichen zu einer tonischen
Vasokonstriktion der A. iliaca. Unter supramaximaler Dosierung zeigte sich allerdings wiederum eine
Tonusabnahme. Die Abszissenachse zeigt den negativen dekadischen Logarithmus der applizierten Vasopressin-
Konzentration. Auf der y-Achse sind die Werte der mechanischen Aktivitit als Prozentanteil des gemessenen

Maximums der mechanischen Aktivitit unter Vasopressin angegeben.
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Folglich wurde fiir die Experimente mit Aliskiren eine Dosierung von Vasopressin von
3 nmol/l gewéhlt, welche in den Vorexperimenten zu einer zuverldssigen, jedoch nicht

maximalen Vasokonstriktion gefiihrt hatte.

Unter Voraktivierung mit 3 nmol/l Vasopressin fithrte Aliskiren zu einer Vasodilatation an
der A. iliaca (s. Abb. 5). Dabei kam es initial zu einer steilen Zunahme des Vasotonus unter
Vasopressin, welche nach einem Peak adaptierte, und anschlieBend fiihrte Aliskiren

dosisabhingig zu einer Vasodilatation.
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Abb. 5: Originalaufzeichnung einer Messdurchfithrung der A. iliaca
Das Gefiaflpriparat der A. iliaca zeigte auf die Aktivierung mit Vasopressin initial eine steile Zunahme des
Vasotonus, welcher nach einem Peak adaptierte. Dosisabhidngig fiihrte Aliskiren zu einer signifikanten

Vasodilatation. Die x-Achse bildet die Zeit [Min] ab, die y-Achse die mechanische Aktivitit [mN].

Dabei konnten wir fiir den Innersubjektfaktor ALISKIREN-DOSIERUNG einen signifikanten
Haupteffekt (F(540=10,82, p<0,001) finden, was bedeutet, dass es unter Zugabe von Aliskiren
an der A. iliaca zu einer signifikanten Vasodilatation nach Vasopressin-Voraktivierung
kommt. Post-hoc t-Test zeigten, dass sich ab einer Konzentration von 3umol/l eine statistisch
signifikante Tonusabnahme um circa 13% auf 87,3 +2,1% (n=9; p=0,05, FDR-korrigiert)
verzeichnen ldsst. Unter der hochsten verwendeten Aliskiren-Konzentration von 50pmol/l
kam es zu einer Vasodilatation um durchschnittlich 26% auf 73,9 + 5,5% (n=9, p=0,02,
unkorrigiert) (s. Abb. 6). Die Werte der iibrigen Dosierungen inklusive Signifikanzniveau

sind in der Tabelle 3 dargestellt.
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Abb. 6: Quantitative Analyse der durch Aliskiren verursachten Vasodilatation an der A. iliaca

Auf der Ordinate sind die Werte der mechanischen Aktivitét als Prozentanteil des gemessenen Maximums der
mechanischen Aktivitit unter Vasopressin-Voraktivierung (3nmol/l) angegeben, veranschaulicht anhand der rot
hervorgehobenen Linie. Die Fehlerindikatoren zeigen den SEM an, * p<0,05, p-Werte FDR-korrigiert

(zweiseitiger t-Test fiir verbundene Stichproben der jeweiligen Aliskiren-Dosierung zu Vasopressin, sowie

zweiseitiger t-Test fiir verbundene Stichproben zwischen den entsprechenden Dosierungen), n=9.

Aliskirendosierung ~ Mittelwert (Mechanische Standardfehler
[umol/1] Aktivitit [%]) (SEM)
1 97,67 3,05
3 87,29 5,27
5 81,27 6,66
10 77.82 7,73
30 76,28 8,42
50 73,95 9,06

()

0,47
0,04
0,02
0,02
0,02
0,02

FDR-korrigiert

Tab. 3: Dosisabhéngige Aliskiren-Wirkung auf die A. iliaca inklusive Signifikanzniveau

Wie beschrieben sowie in der Abbildung der Versuchsdurchfiihrung (Abb. 5) ersichtlich, kam
es nach Aktivierung des Prédparats mit Vasopressin zu einem steilen Anstieg des Vasotonus,
welcher nach einem Peak abfiel und langsam auf einem Niveau adaptierte. Um die
Vasodilatation im Rahmen dieser Adaptationsvorgdnge von der durch Aliskiren vermittelten

Vasodilatation zu differenzieren, erfolgten in einem nichsten Schritt Kontrollexperimente

Signifikanzniveau Signifikanzniveau,

0,47
0,05
0,03
0,06
0,04
0,09



mittels Time-matched-Versuche. Dabei wurden parallel zu der Versuchsdurchfithrung mit
Aliskiren die GeféBpriparate der A. iliaca mit 3 nmol/l Vasopressin aktiviert, jedoch blieb im
Falle der Time-matched-Kontrolle die darauffolgende Applikation von Aliskiren aus.
Dementsprechend wurde ausschlieBlich die mechanische Antwort der Vasopressin-
Voraktivierung beobachtet. Hervorzuheben ist, dass dieses iiber die gleiche Zeitabfolge

geschah wie unter zusitzlich aufsteigenden Aliskiren-Konzentrationen

Wie auch unter Aliskiren kam es in beiden Féllen der Kontrollexperimente nach alleiniger
Vasopressin-Applikation iiber den gesamten Zeitverlauf zu einer Vasodilatation. In beiden der
zwei durchgefiihrten Kontrollexperimente fiel diese jedoch deutlich geringer aus als unter
additiver Aliskiren-Applikation. Wéhrend der Vasotonus in einem ersten Time-matched-
Versuch nur um 15,5% auf 84,5% der maximalen Vasopressin-Antwort abnahm, zeigte sich
am zweiten Priparat lediglich eine Vasodilatation von 9,4% auf 90,6%. Auch wenn die
Beobachtungen aufgrund des begrenzten Stichprobenumfangs nicht statistisch unterstrichen
werden konnen, ldsst der Vergleich von alleiniger Vasopressin-Aktivierung mit einer
Abnahme des Vasotonus um im Mittel 12,5% auf 87,5 & 3,0% gegeniiber einer Vasodilatation
von 26% auf 73,9 + 5,5% unter Vasopressin-Aktivierung mit zusétzlicher Aliskiren-
Applikation eine deutlich groBere Abnahme des Vasotonus unter Aliskiren konstatieren

(s. Abb. 7).
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Abb. 7: Vergleich Time-matched-Kontrolle mit aufsteigender Aliskiren-Konzentration

Vergleich des Verlaufs der mechanischen Aktivitit unter alleiniger Vasopressin-Voraktivierung (Kontrolle) mit
jener unter anschlieender zusatzlicher Aliskiren-Gabe. Zu Zwecken der Veranschaulichung wurden die Kurven
der jeweiligen Originalaufzeichnung iibereinandergelegt und die Zeitachse beider Kurven im Sinne
Vergleichbarkeit aufeinander adaptiert. Die y-Achse bildet die mechanische Aktivitit der Gefdpréparate ab, die
x-Achse die Zeit.

Der endprozedurale Tonus, definiert als Kraftwert, welcher nach dem Ausspiilen der
Substanzen nach einem vollstindigen Versuchsdurchlauf (Vasopressin3 nmol/1-=>
Aliskirenl pmol/l = Aliskiren 3 pmol/l = Aliskiren 5 pmol/l = Aliskiren 10 pmol/l =
Aliskiren 30 pmol/l = Aliskiren 50 pmol/l) gemessen werden kann, kann Verdnderung der

Grundaktivitit sowie intrazelluldre Verdnderungen der Priparate anzeigen.

Nach einmaliger Versuchsdurchfiihrung lésst sich statistisch kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Tonus vor Beginn der Versuchsdurchfithrung und des endprozeduralen Tonus
feststellen (Mp=2,5 £ 0,5 mN, Mpo=2,2 £ 0,6 mN, n=9, p=0,73, t-Test fiir verbundene
Stichproben). Auch nach zweimaliger Versuchsdurchfiihrung ist statistisch kein signifikanter
Unterschied zwischen dem Tonus vor der ersten Substanzapplikation und des
endprozeduralen Tonus zu verzeichnen (Mp=2,5 = 0,5 mN, n=9, M,os=1,8 £ 0,7, n=6, p=0,4,

t-Test fiir verbundene Stichproben).
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Die Reagibilitit - die noch vorhandene Reaktionsfdhigkeit des Préparates nach einem
vollstindigen Versuchsdurchlauf - vergleicht die Reaktionen einer zweiten Aliskiren-
Aufdosierung unter Vasopressin-Voraktivierung mit den GefdBantworten des ersten
Versuchsdurchlaufs. Dabei betrdgt die durch Vasopressin verursachte Vasokonstriktion bei
einem zweiten Durchlauf 93,7 £ 19,2% der initialen Vasopressin-Antwort. Bezogen auf das
jeweilige Vasopressin-Maximum kann in der zweiten Aliskiren-Versuchsreihe lediglich eine
Reduktion des GefiBitonus um 4,3 + 3,6% unter der hochsten Aliskiren-Konzentration
verzeichnet werden. Eine rm-ANOVA konnte fiir jene zweite Versuchsdurchfiihrung keinen
signifikanten Haupteffekt mehr fiir den Innersubjektfaktor ALISKIREN-DOSIERUNG
(Fs20=1,34, p=0,31) aufzeigen. Dementsprechend konnte in der zweiten
Versuchsdurchfiihrung keine signifikante Aliskiren-Wirkung an der A. iliaca mehr festgestellt
werden. Die unterschiedliche Auspriagung der Wirkung von Aliskiren zwischen der ersten und
zweiten Versuchsdurchfiihrung wird ferner durch einen signifikanten Interaktionseffekt
ALISKIREN-DOSIERUNG X APPLIKATION hervorgehoben (Fs60=2,23, p=0,03) (Abb. 8).

Insgesamt findet sich somit eine deutliche Abnahme der Reagibilitit.
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Abb. 8: Vergleich der Aliskiren-Wirkung zwischen der ersten und zweiten Versuchsdurchfithrung an der A.
iliaca

Auf der y-Achse sind die Werte der mechanischen Aktivitdt als Prozentanteil des gemessenen Maximums der
mechanischen Aktivitdt der jeweiligen Vasopressin-Voraktivierung (3nmol/l) angegeben. Die Fehlerindikatoren
zeigen den SEM  an, *p<0,05, Interaktionseffekt  ALISKIREN-DOSIERUNG X  APPLIKATION
(Fs,60=2,23, p=0,03), n=6.
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3.1.2. Die Wirkung von Aliskiren unter erhohter extrazelluldre Kalium-

Konzentration

Fiir eine elektrische Voraktivierung wurde eine extrazelluldre Kalium-Konzentration von 40
mmol/l gewédhlt. Da die durch Kalium vermittelte Vasokonstriktion als tonisch zu
charakterisieren ist, eignet sie sich einerseits insbesondere fiir die Beschreibung
vasodilatatorischer Agentien. Andererseits ermdglicht es die gewéhlte Konzentration von 40

mmol/l auch, weitere vasokonstriktorische Effekte zu beobachten.

Insgesamt ist zu konstatieren, dass die Untersuchungen von Aliskiren unter Voraktivierung
mit Kalium eine sehr heterogene Experimentenreihe darstellen (Abb. 9), sodass im
Durchschnitt keine signifikante Wirkung von Aliskiren auf den Vasotonus beschrieben
werden kann (rmANOVA: F5,5=0,32, p=0,89, n=5) (Aliskiren 1 pmol/l: 98,1 + 2,4%;
Aliskiren 50 pmol/l: 98,4 + 5,7%).

Auf Ebene der FEinzelexperimente wird ersichtlich, dass es sowohl zu einer
konzentrationsabhdngigen Vasodilatation als auch —konstriktion unter aufsteigender

Aliskiren-Dosierung gekommen ist (Abb. 9).
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Abb. 9: Dosis-Wirkungsbeziechungen der Einzelexperimente sowie deren Mittelwert unter Kalium-
Voraktivierung an der A. iliaca

Waihrend in Experiment 2, 4 und 5 Aliskiren zu einer Zunahme des Vasotonus gefiihrt hat, kann in Experiment 1
und 3 eine Abnahme des Vasotonus unter Kalium-Voraktivierung und aufsteigenden Aliskiren-Konzentrationen
beobachtet werden. Auf der Ordinate sind die Werte der mechanischen Aktivitit als Prozentanteil des

gemessenen Maximums der mechanischen Aktivitit unter Kalium angegeben. Auf der x-Achse ist die
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verwendete Konzentration von Aliskiren abgetragen. Die Dosis-Wirkungsbeziehung der Mittelwerte ldsst keinen
signifikanten Effekt unter aufsteigender Aliskiren-Dosierung erkennen (rmANOVA: Fs,5=0,32, p=0,89). Die

Fehlerindikatoren zeigen den SEM an, n=5.

Da unter Kalium-Voraktivierung an der A. iliaca kein Effekt von Aliskiren gezeigt werden

konnte, wird auf die Analyse des endprozeduralen Tonus sowie der Reagibilitit verzichtet.

3.2. DIE WIRKUNG VON ALISKIREN AUF DEN TONUS DER GLATTMUSKULAREN

GEFABMUSKULATUR DER AORTA ABDOMINALIS

3.2.1. Die Wirkung von Aliskiren unter Vasopressin-Voraktivierung

Auch an der Aorta abdominalis wurde die Wirkung von Aliskiren unter Voraktivierung mit
Vasopressin untersucht. Dabei wurde ebenfalls wie an der A. iliaca eine Dosierung von

3 nmol/l Vasopressin gewéhlt.

Auch an der Aorta abdominalis fanden wir eine signifikante Wirkung von Aliskiren unter
Vasopressin-Voraktivierung (rm-ANOVA: F(s30=6,19, p<0,001) (s. Abb. 8). Ebenso wie an
der A. iliaca konnte an der Aorta abdominalis eine konzentrationsabhéngige Vasodilatation
nachgewiesen werden. Unter der hochsten verwendeten Aliskiren-Konzentration von
50 umol/l kam es zu einer Abnahme des Vasotonus um durchschnittlich 23% auf
77,1 £10,0% (n=7) (s. Abb. 11). Die iibrigen Werte der Abnahme der mechanischen Aktivitit
sind der Tabelle 4 sowie der Abbildung 11 zu entnehmen. Jedoch erreichten die Post-hoc-
Analysen fiir 5, 10, 30 und 50 pumol/l lediglich das Signifikanzniveau eines statistischen
Trends (p<0,1, vgl. Tab. 4).
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Abb. 10: Originalaufzeichnung einer Messdurchfithrung der Aorta abdominalis
Das GefaB3praparat der Aorta abdominalis zeigt auf die Aktivierung mit Vasopressin initial eine steile Zunahme
des Vasotonus, anschlielend fiihrt Aliskiren zu einer Vasodilatation (rm-ANOVA: Fs 30=6,19, p<0,001). Die x-
Achse bildet die Zeit [Min] ab, die y-Achse die mechanische Aktivitdt [mN].
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Abb. 11: Quantitative Analyse der durch Aliskiren verursachten Vasodilatation an der Aorta
Auf der Ordinate sind die Werte der mechanischen Aktivitit als Prozentanteil des gemessenen Maximums der

mechanischen Aktivitdt unter Vasopressin-Voraktivierung (3 nmol/l) angegeben, veranschaulicht anhand der rot
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hervorgehobenen Linie. Die Fehlerindikatoren zeigen den SEM an, * p<0,05, (zweiseitiger t-Test fiir verbundene

Stichproben zwischen den entsprechenden Dosierungen), n=7.

Aliskirendosierung Mittelwert (Mechanische Standardfehler Signifikanzniveau
[umol/1] Aktivitdt [%]) (SEM) (p)
1 97,06 6,12 0,69
3 86,09 7,48 0,15
5 82,13 8,13 0,08
10 80,53 8,57 0,07
30 79,27 9,42 0,07
50 77,07 10,01 0,06

Tab. 4: Dosisabhingige Aliskiren-Wirkung auf die Aorta abdominalis inklusive Signifikanzniveau

Der endprozedurale Tonus nach einem vollstindigen Versuchsdurchlauf weist keinen
statistisch signifikanten Unterschied zu dem Tonus vor Beginn der Versuchsdurchfiihrung
auf. Mp=3,1 £ 0,5 mN, M,=2,7 £ 0,6 mN, n=7, p=0,71, t-Test fiir verbundene
Stichproben). Ferner lésst sich auch nach zweimaliger Versuchsdurchfiihrung im Durchschnitt
kein Unterschied zwischen dem Tonus vor der ersten Substanzapplikation und dem
endprozeduralen Tonus feststellen, auch wenn aufgrund der kleinen Stichprobengréfe keine

statistische Testung erfolgen konnte (Mpz=3,1 + 0,5 mN, M;,0s=2,7 £ 0,7, n=3).

Wihrend eines zweiten Versuchsdurchlaufes betrdgt die durch Vasopressin ausgeloste
GefaBantwort 81,5 + 9,6% der initialen Vasopressin-vermittelten Vasokonstriktion. Bezogen
auf das jeweilige Vasopressin-Maximum kann in der zweiten Aliskiren-Versuchsreihe eine
Reduktion des Gefalltonus um 14,8 + 14,3% unter der hochsten Aliskiren-Konzentration
gegeniiber 22,9 + 10,0% wihrend der initialen Durchfiihrung registriert werden. Aufgrund der
geringen Stichprobengrof3e (n=3) ist, wie bereits oben erwihnt, eine statistische Analyse nicht
moglich, dennoch scheint es, dhnlich wie an der A. iliaca, nach einer Versuchsdurchfithrung

zu einer Abnahme der Reagibilitdt und damit der Aliskiren-vermittelten Wirkung zu kommen.

3.2.2. Erhohte extrazelluldre Kalium-Konzentration

Ebenfalls wurde an der Aorta abdominalis der Effekt von Aliskiren auf eine erhohte
extrazelluldre Kalium-Konzentration von 40 mmol/l - als elektrische Voraktivierung -

untersucht.
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Ebenfalls dhnlich den Kalium-Versuchsreihen an der A. iliaca, ldsst sich auch fiir die
Untersuchungen von Aliskiren unter Voraktivierung mit Kalium an der Aorta abdominalis
keine signifikante Wirkung Aliskirens auf den Vasotonus darstellen (rmANOVA: Fs0=0,93,
p=0,49, n=5) (Aliskiren 1 pmol/l: 102,6 £ 2,0%; Aliskiren 50 pumol/l: 104,4 + 3,8%)
(Abb. 12).
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Abb. 12: Quantitative Analyse der Aliskiren-vermittelten Effekte an der Aorta
Alle Werte sind als Prozent der mechanischen Aktivitiat von Kalium 40mmol/l angegeben. Die Fehlerindikatoren
zeigen den SEM an. Es ldsst sich kein signifikanter Effekt unter aufsteigender Aliskiren-Dosierung erkennen

(rmANOVA: F(5.20=0,93, p=0,49, n=5).

Da wir nach Kalium-Voraktivierung an der Aorta abdominalis keinen Effekt von Aliskiren

aufzeigen konnten, wird auf die Analyse des endprozeduralen Tonus sowie der Reagibilitét

verzichtet.
3.3. DIE WIRKUNG VON ALISKIREN AUF DEN TONUS UND DIE SPONTANAKTIVITAT
DER PORTALVENE
3.3.1. Die Wirkung von Aliskiren unter Vasopressin-Voraktivierung

Die Vena porta unterscheidet sich von den bisher beschriebenen Préparaten der A. iliaca und

der Aorta abdominalis durch seine zusétzlich zum basalen Gefafltonus auftretende phasische
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Spontanaktivitit. Sodass die Wirkung von Aliskiren an der Portalvene nicht nur anhand der
mechanischen Aktivitit, sondern ferner auch iiber Amplitude, Frequenz und Dauer der
spontanen Kontraktionen charakterisiert werden kann. Dementsprechend wurden auch nur die
Préparate in die folgenden Analysen mit einbezogen, welche Spontanaktivitit aufwiesen und

damit als vollstdndig funktionsfahig zu charakterisieren waren (n=3).

Auch an der Portalvene wurde der Effekt von Aliskiren ebenfalls unter Voraktivierung mit

Vasopressin 3 nmol/l untersucht.

Obgleich schlussendlich lediglich drei Praparate die Einschlusskriterien erfiillten, lassen sich
deutliche Wirkungen von Aliskiren unter Vasopressin-Voraktivierung an der Portalvene
erkennen. Wie anhand Abbildung 13 beispielhaft fiir eine Messdurchfithrung dargestellt ist,
fiihrte eine Vasopressin-Voraktivierung zunichst zu einem Anstieg der mechanischen
Aktivitit des basalen Gefa3tonus, der Frequenz der Spontanaktivitit sowie der Amplitude der
Spontanaktivitdt und gleichzeitig zu einer Abnahme der Dauer eine Kontraktion. Dieser
Effekt hielt nach Zugabe von 1 pmol/l Aliskiren an. Mdglicherweise handelt es sich dabei um
eine Uberlagerung des noch anhaltenden Vasopressin-Effekts. Ab 3 umol/l Aliskiren kam es
dann jedoch zu einer Abnahme des basalen Gefdfltonus, der Frequenz der Spontanaktivitit
sowie der Amplitude der Spontanaktivitit und gleichzeitiger Zunahme der Dauer einer
spontanen Kontraktion. Interessanterweise, kehrte sich dieser Effekt mit steigender Aliskiren-
Konzentration erneut um. So kann ab 30 umol/l eine erneute Zunahme der Frequenz und der
Amplitude bei Abnahme der Dauer einer Kontraktion verzeichnet werden. Unter Vorbehalt
der geringen StichprobengroBe ergibt sich damit fiir die Frequenz und Amplitude der
Spontanaktivitit ein U-formiger und fiir die Dauer einer einzelnen Kontraktion ein umgekehrt
U—formiger Verlauf. Diese Beziehung wird noch einmal in Abbildung 14 portraitiert.

Zusitzlich sind Tabelle 5 die Mittelwerte und Standardfehler zu entnehmen.
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Abb. 13: Originalaufzeichnung einer Messdurchfiihrung an der Portalvene

Das Gefialpréparat zeigt auf die Aktivierung mit Vasopressin initial eine Zunahme des basalen Vasotonus, der
Frequenz der Spontanaktivitit sowie der Amplitude der Spontanaktivitdt, anschlieBend fithrt Aliskiren zu einer
Abnahme der Frequenz der Spontanaktivitit sowie der Amplitude der Spontanaktivitit, um in hohen
Konzentrationen zu einer erneuten Zunahme der Frequenz und der Amplitude zu fithren. Die x-Achse bildet die

Zeit [Min] ab, die y-Achse die mechanische Aktivitdt [mN].
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Abb. 14: Dosis-Wirkungsbeziehung der Aliskiren-vermittelten Wirkung auf die mechanische Aktivitdt des
basalen Tonus sowie die Charakteristika der Spontanaktivitit Frequenz, Amplitude und Dauer einer Kontraktion

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist auf die Darstellung von Fehlerindikatoren verzichtet worden. U-formiger
Verlauf fiir die Frequenz und Amplitude der Spontanaktivitidt und umgekehrt U—férmiger Verlauf fiir die Dauer

einer einzelnen Kontraktion (n=3).

Aliskirendosierung Basaler Gefa3tonus Frequenz Amplitude Kontraktionsdauer
[pmol/1] [%] + SEM [%] £ SEM [%] + SEM [%] £ SEM
1 140,28 £17,23 78,39 + 12,96 123,96 = 22,64 121,55 + 0,86
3 92,51 £ 4,08 61,86 + 7,65 104,32 + 30,65 146,55+ 12,07
5 106,95 +£ 10,06 62,62 + 8,63 97,80 + 29,27 143,10 + 5,17
10 91,53 £9,68 65,86 + 11,65 95,04 + 29,50 118,97 + 5,17
30 73,59 + 11,43 78,07 + 15,36 105,04 24,11 114,14 + 3,10
50 119,13 +21,85 103,82 + 13,72 111,83 £9,10 86,78 £ 10,92

Tab. 5: Dosisabhingige Aliskiren-Wirkung auf die Portalvene

Der endprozedurale Tonus unterscheidet sich nach einem vollstdndigen Versuchsdurchlauf
nicht von dem Tonus vor Beginn der Versuchsdurchfiihrung (Mp:=3,0 £ 0,2 mN, M;0=3,2 £
0,7 mN, n=3). Jedoch nimmt einerseits die Frequenz der Spontanaktivitit deutlich ab
(Mpz=0,08 £ 0,01 Hz, Mp,=0,03 + 0,00 Hz), andererseits lasst sich eine Abnahme der Dauer

einer Kontraktion verzeichnen (M,5=7,0 £ 0,5 s, Mpos=5,5 £ 0,0 s).
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Eine zweite Versuchsdurchfiihrung konnte in diesen Experimenten nicht erfolgen, da es nach
einer Versuchsdurchfiilhrung zu einem fast vollstindigen Ausbleiben der Spontanaktivitdt

kam. Aus diesen Griinden muss auch auf die Auswertung der Reagibilitdt verzichtet werden.

3.3.2. Erhohte extrazelluldre Kalium-Konzentration

Eine erhohte extrazelluldre Kalium-Konzentration von 40mmol/l fiihrte an der Portalvene der
Ratte zu einer tonischen Vasokonstriktion. In den durchgefiihrten Experimenten kam es ferner
nach Kaliumapplikation zu einem vollstdndigen Ausbleiben der Spontanaktivitit, welche auch
nach Ausspiilen der Kaliumldsung nicht zuriickkehrte. Aus diesen Griinden erfolgte zum
einen keine zweite Versuchsdurchfiihrung, zum anderen konnte in der Analyse und

Beschreibung Wirkung nicht auf die Parameter der Spontanaktivitit eingegangen werden.

Wie auch bereits an der A. iliaca und Aorta abdominalis, ldsst sich insgesamt unter
elektrischer Voraktivierung mit Kalium an der Portalvene keine Wirkung von Aliskiren
beschreiben. Wie Abbildung 15 verdeutlicht kommt es nach der durch Kalium ausgeldsten

Vasokonstriktion zu keiner relevanten Verdanderung des Vasotonus.
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Abb. 15: Dosis-Wirkungsbeziechung der Aliskiren-vermittelten Effekte an der Portalvene unter Kalium-
Voraktiverung

Alle Werte sind als Prozent der mechanischen Aktivitdit von Kalium 40 mmol/l angegeben. Die
Fehlerindikatoren zeigen den SEM an. Es ldsst sich kein Effekt unter aufsteigender Aliskiren-Dosierung

erkennen (n=2).

52



Da unter Kalium-Voraktivierung an der Portalvene keine Wirkung von Aliskiren aufgedeckt

werden konnte, wird auf die Analyse des endprozeduralen Tonus verzichtet.

3.3.3. Alleinige Aliskiren-Applikation

Nachdem wir unter Vasopressin-Voraktivierung vor allem eine Wirkung auf die
Spontanaktivitdt der Portalvene aufzeigen konnten, erfolgte in einem weiteren Schritt die
Untersuchung der Wirkung von Aliskiren ohne jegliche Voraktivierung. Wie bereits zuvor,
erfolgte auch in diesem Fall zusdtzlich zur Beschreibung der mechanischen Aktivitit des
basalen Gefialtonus, die Analyse der Frequenz der Spontanaktivitit sowie der Dauer und

Amplitude einer einzelnen Kontraktion.

Dabei ist anhand der Abbildung (s. Abb. 16) einer exemplarischen Messaufzeichnung
ersichtlich, dass es, wie bereits unter Vasopressin-Voraktivierung, ab 3 pumol/l Aliskiren
zunéchst zu einer Abnahme der Frequenz der Spontanaktivitit sowie der Amplitude kam, sich
dieser Effekt jedoch in hoheren Dosierungen ab 30 pumol/l umkehrte und vor allem die

Frequenz der Spontanaktivitit wieder deutlich zunahm.

A Aliskiren 50uM

Aliskiren 30uM ]

7 —————

Aliskiren 3uM |

Aliskiren 1pM |
rTrat

$0,4mN «—> |H
10 Min

1110:00  1:220:00  1:30:00  1:40:00  1:50:00  2:00:00  2:10:00  2:20:00  2:30:00  2:40:00  2:50:00  3:00:00  3:10:00

53



Ausgangsaktivitit Aliskiren 3uM Aliskiren 50uM

| —>
)i 0,5 mN

1 Min ] 1 Min ] 1 Min

—

L1540 116:00 L1620 L1640 117.00 20940 21000 21020 21040

Abb. 16. Originalaufzeichnung einer Messdurchfiihrung der Portalvene ohne jegliche Voraktivierung

A) Ab 3 umol/l Aliskiren kommt es initial zu Abnahme der Frequenz der Spontanaktivitét, welche sich ab einer
Dosierung von 30 umol/l Aliskiren umkehrt zu einer deutlichen Zunahme der Frequenz der Spontanaktivitét.

B) vergroBerter Ausschnitt der Originalaufzeichnung zur besseren Veranschaulichung der Zunahme der
Frequenz sowie der Abnahme der Amplitude einer Kontraktion. (x-Achse: Zeit [Min]; y-Achse: mechanische

Aktivitdt [mN]).

Quantitativ (s. Abb. 17, 18) kam es zunéchst unter Aliskiren zu einer Abnahme der Frequenz
der Spontanaktivitit - fiir die Dosierung von 3 umol/l Aliskiren betrdgt die Verminderung der
Frequenz 26,5 + 5,3% auf 73,5% der Ausgangfrequenz - wihrend weiter aufsteigende
Aliskiren-Dosierung wiederum zu einer Frequenzzunahme fiihrten. Unter der hochsten
verwendeten Aliskiren-Konzentration war ein Anstieg der Frequenz auf 220 + 45,5% der
Ausgangsaktivitit zu verzeichnen. Trotz der geringen StichprobengroBBe von zwei
Beobachtungen lésst sich dabei ein homogener und eindeutiger Effekt wahrnehmen. Ahnlich
stellt es sich auch fiir die weiteren Parameter der Spontanaktivitit dar. Die Amplitude einer
einzelnen Kontraktion nahm parallel zur Frequenz der Spontanaktivitit erst ab und
anschlieend wieder zu. Entgegen den erst genannten beiden Parametern kam es zunichst zu
einer Zunahme der Kontraktionsdauer und anschlieBend wiederum zu einer deutlichen
Abnahme. Erneut wird, wie auch schon unter Vasopressin-Voraktivierung, deutlich, dass
Aliskiren unter geringen Konzentrationen inhibitorische Eigenschaften auf die
Spontanaktivitdt der Portalvene besitzt, in hohen Konzentrationen jedoch exzitatorische
Funktionen besitzt. Auf den basalen Vasotonus der Portalvene lieB sich unter alleiniger

Aliskiren-Applikation kein nennenswerter Effekt erkennen.

54



260,0

2200
3
=
1800 2
&b
N
1400 %
<
5
100,0 <
2
=
60,0
1,00E-06 1,00E-05 1,00E-04

Konzentration Aliskiren [mol/1]

== [requenz

Abb. 17: Quantitative Analyse der Aliskiren-vermittelten Effekte bei alleiniger Applikation von Aliskiren an der
Portalvene auf die Frequenz der Spontanaktivitit

Alle Werte sind als Prozent der Ruheaktivitit angegeben. Die Fehlerindikatoren zeigen den SEM an. Initial
kommt es, wie hier ersichtlich, zu einer Abnahme der Frequenz und anschlieend zu einer deutlichen Zunahme

der Frequenz der Spontanaktivitit (n=2).
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Abb. 18: Quantitative Analyse der Aliskiren-vermittelten Effekte bei alleiniger Applikation von Aliskiren an der
Portalvene auf die mechanische Aktivitdt und Charakteristika der Spontanaktivitit Amplitude und Dauer einer
Kontraktion

Alle Werte sind als Prozent der Kontrolle angegeben. Die Fehlerindikatoren zeigen den SEM an (n=2).
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3.3.4. Hypothese der Kalium-Kanal-vermittelten Wirkung

Vor dem Hintergrund der zuvor beschriebenen Wirkung Aliskirens auf die Spontanaktivitét
der Portalvene und der Tatsache, dass insbesondere Kalium-Kanéle an der Generierung der
Spontanaktivitdit der Portalvene beteiligt sind, folgten in einem nédchsten Schritt
Untersuchungen verschiedener Kalium-Kanal-Antagonisten. Dabei war es das primér das Ziel
Gemeinsamkeiten in der Wirkung auf die Spontanaktivitdt zwischen verschiedenen Kalium-
Kanal-Antagonisten und Aliskiren zu identifizieren und auf diese Weise den funktionellen

Mechanismus hinter der oben aufgezeigten Wirkung Aliskirens einzugrenzen.

Zu diesem Zweck wurden die entsprechenden Substanzen dhnlich dem Applikationsschema
von Aliskiren in festen aufsteigenden Dosierungen eingesetzt und sowohl die Frequenz der
Spontanaktivitdt als auch die Amplitude einer einzelnen Kontraktion ausgewertet. Abbildung
19 veranschaulicht dies beispielhaft fiir die Applikation von Glibenclamid. Ahnlich zu den
Konzentrationen von Aliskiren lag auch hier zwischen jedem Konzentrationsschritt eine Zeit

von durchschnittlich 15 Minuten.
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Abb. 19: Originalaufzeichnung einer Messdurchfiihrung an der Portalvene mit Kalium-Kanal-Antagonisten

Exemplarische Darstellung fiir den Ksrp-Kanal-Antagonisten Glibenclamid in aufsteigender Dosierung

Tabelle 6 fasst die untersuchten Substanzen sowie die erhobenen Wirkungen auf Frequenz
und Amplitude der Spontanaktivitdt zusammen. Die dazugehorigen quantitativen Daten der

einzelnen Kalium-Kanal-Antagonisten sind Tabelle 1 des Anhangs detailliert zu entnehmen.

ALISKIREN Apamin Charybdotoxin =~ Dendrotoxin =~ Glibenclamid TEA
Kaliumkanal IK(cay-, BKcay- in héheren
SK-Kanéle K.-Kanile Karp-Kandle
Kanile Konz. unspez.
Mt Frequenz ™ \ W " Wi
3l Amplitude T T W W ™M1

Tab. 6: Zusammenfassung der Kalium-Kanal-Antagonisten sowie ihrer Wirkung an der Portalvene
(T Effekt < 10%; T 10% > Effekt < 30%, T11 Effekt > 30%;{ Effekt < 10%; ¥4 10% > Effekt < 30%, 44
Effekt > 30%)
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Wie anhand von Tabelle 6 ersichtlich dhnelt vornehmlich die Wirkung von Glibenclamid als
Antagonist des Karp-Kanals jener von Aliskiren. Dabei muss allerdings beriicksichtigt
werden, dass Glibenclamid bereits in Dosierungen von 1pmol/l hinreichend den Katp-Kanal
blockiert und die verabreichten hohen Konzentrationen zu unspezifischen Effekten gefiihrt
haben kénnen. Um einen eventuellen gemeinsamen Wirkmechanismus weiter zu beleuchten,
bedienten wir uns in einem nichsten Schritt dem Kalium-20 mmol/l - Kalium-80 mmol/l -

Test (Hamilton and Weir 1986; Piper et al. 1990; Edwards et al. 1991; Deitmer et al. 1992).

Dabei fiihrt sowohl die extrazellulire Kalium-Konzentration von 20 mmol/l als auch 80
mmol/l zu einer Depolarisation und damit zu einer Vasokonstriktion. Ein anschliefend
applizierter Kaliumkanaloffner — wir benutzen in diesem Falle Cromakalim in einer
Dosierung von 1 pmol/l — ruft im Falle einer extrazelluliren Kalium-Konzentration von 20
mmol/l iiber die Offnung von Kalium-Kanilen einen Efflux von Kalium aus der Zelle und
damit eine Vasodilatation hervor. Jenes bleibt bei einer extrazelluldren Kalium-Konzentration
von 80 mmol/l jedoch aus. Ein reiner Kaliumkanaloffner sollte demnach bei einer
extrazelluliren Kalium-Konzentration von 80 mmol/l keinen weiteren Effekt verursachen. Ein
Kalium-Kanal-Antagonist, wie beispielsweise Glibenclamid, verursacht bei einer
extrazelluliren Kalium-Konzentration von 20 mmol/l wiederum ein SchlieBen von Kalium-
Kanile, welches in Folge erneut zu einer Vasokonstriktion fiihrt. Bei extrazelluldrer Kalium-
Konzentration von 80mmol/l sollte diese bei einem reinen Kalium-Kanal-Antagonisten

wiederum ausbleiben.

Dementsprechend sollte sich Aliskiren, wenn es seine Wirkung iiber eine Form des
Antagonismus am Kalium-Kanal vermittelt, sich dhnlich zu Glibenclamid im Kalium-20

mmol/l - Kalium-80mmol/l - Test verhalten.

Abbildung 20 zeigt die exemplarische Aufzeichnung einer Versuchsdurchfiihrung des
Kalium-20mmol/l - Kalium-80mmol/l - Test mit Aliskiren und Glibenclamid. Dabei kam es,
wie erwartet, bei einer extrazelluliren Kalium-Konzentration von 20 mmol/l durch
Cromakalim zu einer signifikanten Vasodilatation um 79,8 + 15,4% (p=0,003, FDR-
korrigiert, t-Test fiir verbundene Stichproben, n=5). Nach Aliskiren lieB jedoch keine
Verianderung des Vasotonus (3,8 + 2,5%; p=0,21, FDR-korrigiert, t-Test fiir verbundene
Stichproben, n=5) nachweisen, wéihrend Glibenclamid zu einer signifikanten
Vasokonstriktion um 46,4 + 3,2% in den durchgefiihrten Experimenten fiihrte (p<0,001,
FDR-korrigiert, t-Test fiir verbundene Stichproben, n=5).
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Fir eine extrazellulare Kalium-Konzentration von 80mmol/l fuhrte Cromakalim zu keiner
wesentlichen Vasodilatation (9,4 + 3,4%, n=3). Jedoch scheint es so, als ob Aliskiren eine

zusitzliche Abnahme des Vasotonus von durchschnittlich 27,4 + 5,7% (n=3) verursachte.
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Abb. 20: Originalaufzeichnung einer Messdurchfiihrung des Kalium-20mmol/l - Kalium-80mmol/l - Test an der
Portalvene
Fiir eine extrazelluldre Kalium-Konzentration von A) 20mmol/l beziehungsweise B) 80mmol/l (x-Achse: Zeit

[Min]; y-Achse: mechanische Aktivitdt [mN]).
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34. DIE WIRKUNG VON ALISKIREN AM LANGENDORFF-HERZEN

34.1. Die Wirkung von Aliskiren unter Vasopressin-Voraktivierung

Der Versuchsaufbau der Langendorff-Apparatur erlaubt die Wirkung von Aliskiren iiber den
Perfusionsdruck hinaus auch zusétzlich iiber Herzfrequenz und den linksventrikuldren Druck
(LVP) zu charakterisieren. In den initialen Experimenten mit Kalium- und Vasopressin-

Voraktivierung erfolgte jedoch anfangs lediglich die Ableitung des GefaBwiderstandes.

Da die Untersuchungen des Langendorff-Herzen mit Fortschreiten der Zeit methodisch
bedingt in ihrer Qualitidt abnehmen und in Vorexperimenten fiir niedrige Konzentrationen von
Aliskiren keinerlei Wirkung beobachtet werden konnte, wurde im Falle des Langendorft-
Herzen der Effekt von Aliskiren 10 pmol/l bis 50 umol/l (aufsteigendes Applikationsschema:
Aliskiren 10 umol/l - Aliskiren 30 pumol/l = Aliskiren 50 pmol/l) unter Voraktivierung mit

Vasopressin 1 nmol/l untersucht.

Dabei kommt es initial zu einer steilen Zunahme des Vasotonus unter Vasopressin, welche
nach einem Peak adaptiert, Aliskiren fiihrte anschlieBend zu einer dosisabhingigen

Vasokonstriktion (s. Abb. 21).
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Abb. 21: Originalaufzeichnung des Perfusionsdruckes einer Messdurchfiihrung am Langendorff-Herz
Es kommt zu einer Vasopressin-induzierten Zunahme des GefdBwiderstandes. Dosisabhingig fiihrt Aliskiren zu

einer signifikanten Widerstandserh6hung (x-Achse: Zeit [Min]; y-Achse: Perfusionsdruck [mmHg].

Quantitativ zeigte sich unter der hochsten Aliskiren-Dosierung eine Zunahme des Vasotonus
auf 108,7 = 12,0% (n=4) (vgl. Abb. 22 und Tab. 7). Zwar erlaubte der Stichprobenumfang
von vier Beobachtungen keine statistische Testung, dennoch sind die konstatierten

Verdnderungen eindeutig und iiber alle Versuche homogen.
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Abb. 22: Quantitative Analyse der Aliskiren-vermittelten Effekte am Langendorff-Herzen unter Vasopressin-
Voraktiverung
Alle Werte sind als Prozent des Perfusionsdrucks von Vasopressin 1 nmol/l angegeben. Die Fehlerindikatoren

zeigen den SEM an (n=4).

Aliskirendosierung Mittelwert Standardfehler
[pmol/1] (Perfusionsdruck [%]) (SEM)
10 49,04 6,37
30 63,64 8,49
50 108,72 12,03

Tab. 7: Dosisabhéngige Aliskiren-Wirkung auf den Perfusionsdruck des Langendorff-Herzen unter Vasopressin-

Voraktivierung

Wie in Abbildung 21 ersichtlich, ldsst sich die Wirkung Aliskirens auf den Perfusionsdruck
an der Langendorff-Apparatur nicht vollstindig auswaschen. So unterscheidet sich der
endprozedurale Druck nach einem vollstindigen Versuchsdurchlauf von dem Druck vor

Beginn der Versuchsdurchfiihrung (Pp:=29,2 + 4,6 mmHg, P,0s=40,6 £ 7,9 mmHg, n=4).

62



3.4.2. Die Wirkung von Aliskiren unter Kalium-Voraktivierung

Auch unter erhohter extrazelluldrer Kalium-Konzentration von 20 mmol/l fiihrte Aliskiren zu
einer dosisabhingigen Erhohung des Perfusionsdruckes und damit einhergehend einer
Zunahme des Gefdwiderstandes. Dabei konnten wir fiir den Innersubjektfaktor ALISKIREN-
DOSIERUNG einen signifikanten Haupteffekt (F,5=14,26, p=0,002) finden, was bedeutet, dass
es unter Zugabe von Aliskiren zu einer signifikanten Vasokonstriktion nach Kalium-
Voraktivierung kommt. Post-hoc Analysen zeigten, dass sich ab einer Konzentration von
10 umol/l eine statistisch signifikante Tonuszunahme auf 113,3 + 3,6% (p=0,03, FDR-
korrigiert, n=5) verzeichnen ldsst. Unter der hochsten verwendeten Aliskiren-Konzentration
von 50 umol/l kam es zu einer Zunahme des Perfusionsdrucks auf 283,5 + 32,8% (p=0,027,
FDR-korrigiert, n=5) (s. Abb. 23). Die Werte der iibrigen Dosierungen inklusive

Signifikanzniveau sind in der Tabelle 8 dargestellt.
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Abb. 23: Quantitative Analyse des Aliskiren-vermittelten Effekts am Langendorff-Herzen unter Voraktivierung
mit Kalium 20 mmol/l

Alle Werte sind als Prozent des Perfusionsdrucks von 20mmol/l Kalium angegeben. Die Fehlerindikatoren
zeigen den SEM an. * p<0,05 (t-Test fiir abhdngige Stichproben der jeweiligen Dosierung im Vergleich 20

mmol/l Kalium, beziehungsweise zweiseitiger t-Test fiir verbundene Stichproben), n=5.
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Aliskirendosierung ~ Mittelwert (Perfuslonsdruck ~ Standardfehler  Signifikanzniveau = Signifikanzniveau,

[umol/1] [%]) (SEM) (p) FDR-korrigiert
10 113,27 3,58 0,03 0,03
30 149,59 9,49 0,01 0,02
50 283,48 32,78 0,01 0,02

Tab. 8: Dosisabhingige Aliskiren-Wirkung auf den Perfusionsdruck des Langendorff-Herzen unter Kalium-
Voraktivierung

Der endprozedurale Tonus nach einer Versuchsdurchfiihrung unter Voraktivierung mit
kaliumreicher Losung tendierte dazu gegeniiber der Ausgangslage mit 28,5 + 2,6 mmHg auf

41,5 + 7,6 mmHg anzusteigen (p=0,09, n=5).

3.4.3. Alleinige Aliskiren-Applikation

Nachdem es sowohl unter Voraktivierung mit Kalium als auch Vasopressin ein Effekt durch
Aliskiren zu einer Zunahme des Perfusionsdruckes kam, erfolgte die Untersuchung des
Aliskiren-Effekts anschlieBend auch ohne Voraktivierung. Wie obenstehend, soll hierbei
neben dem Koronarwiderstand auch der linksventrikuldre Druck sowie die Herzfrequenz

beschrieben werden (s. Abb. 24).

In einer zweifaktoriellen rm-ANOVA lieBen sich sowohl ein signifikanter Haupteffekt fiir die
Innersubjektfaktoren ALISKIREN-DOSIERUNG (F(214=12,17, p=0,001) und PARAMETER
(F2,14=6,04, p=0,01) als auch ein signifikanter Interaktionseffekt von ALISKIREN-DOSIERUNG
X PARAMETER (F428=11,32, p<0,001) nachweisen. Jene Ergebnisse deuten darauf hin, dass,
abhingig vom betrachteten Parameter, es zu unterschiedlichen konzentrationsabhéngigen

Effekten Aliskirens kommt. Dabei veranschaulicht Abbildung 25 diesen Zusammenhang.

Wie bereits unter Vasopressin- als auch Kalium-Voraktivierung fiihrte auch die alleinige
Applikation von Aliskiren zu einer deutlichen Zunahme des Perfusionsdrucks unter allen
verwendeten Konzentrationen. Unter einer Aliskiren-Konzentration von 30 umol/l ldsst sich
eine signifikante Zunahme des Koronarwiderstandes auf 124,5 + 4,5 % des Basisdrucks
verzeichnen (p<0,001, FDR-korrigiert, n=19). Unter maximaler Aliskiren-Konzentration von
50 pmol/l kommt es zu einem signifikanten Anstieg des Koronarwiderstandes auf 194,0 +

13,0 % des Ausgangstonus (p<0,001, FDR-korrigiert, n=19) (s. Abb. 25).

Dariiber hinaus kann unter maximal verwendeter Aliskiren-Konzentration von 50 pmol/l eine

Abnahme der Herzfrequenz auf 70,8 + 4,1 % der Basisfrequenz (p<0,001, FDR-korrigiert,
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n=9) sowie eine Zunahme der Kontraktionskraft auf 156,0 £ 23,7% des Ausgangswertes
(p=0,05, n=9) beschrieben werden (s. Abb. 25). Die weiteren quantitativen Daten sind Tabelle

2 des Anhangs zu entnehmen.
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Abb. 24: Originalaufzeichnung einer Messdurchfithrung an der Langendorff-Apparatur
A) Perfusionsdruck/Koronarwiderstand: Es kam zu einer dosisabhidngigen Zunahme des Perfusionsdruckes

unter Aliskiren, (x-Achse: Zeit [Min], y-Achse: Perfusionsdruck [mmHg]).
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B) EKG/Herzfrequenz: Unter steigender Konzentration fiihrte Aliskiren, wie auf den vergroBerten Ausschnitten
ersichtlich, zu einer Abnahme der Frequenz, (x-Achse: Zeit [Min], y-Achse: Amplitude [V].
C) Linksventrikuldrer Druck: Es zeigt sich eine Zunahme des linksventrikuldren Drucks unter Aliskiren-

Applikation, (x-Achse: Zeit [Min], y-Achse: LVP [mmHg]).
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Abb. 25: Quantitative Analyse der Aliskiren-vermittelten Effekte bei alleiniger Applikation von Aliskiren am
Langendorff-Herz auf den Perfusionsdruck sowie die Frequenz und Kontraktionskraft

Alle Werte sind als Prozent der Ruhebedingung angegeben. Fiir eine alle zum Einsatz gekommenen Dosierung
lasst sich eine statistisch signifikante Zunahme des Perfusionsdruckes nachweisen. Fiir die Kontraktionskraft
zeigt sich fir 50 pmol/l eine signifikante Zunahme der Kontraktionskraft. Ferner kommt es zu einer
signifikanten Abnahme der Herzfrequenz unter 50 umol/l Aliskiren, Die Fehlerindikatoren zeigen den SEM an.
* p<0,05, ** p<0,01 (t-Test fir abhingige Stichproben der jeweiligen Dosierung im Vergleich zur
Ausgangsaktivitit; n=9 (Herzfrequenz und Linksventrikuldrer Druck) bzw. n=19 (Perfusionsdruck)).

Der endprozedurale Tonus nach einer Versuchsdurchfilhrung wunter alleiniger
Aliskirenapplikation ist mit 40,2 + 23,3 mmHg gegeniiber dem Ausgangswert von 30,3 +
19,5 mmHg erhoht (p<0,001, n=19).

Aufgrund der Beobachtung, dass es unter allen zuvor beschriebenen Bedingungen nach
Aliskiren-Applikation zu einer Zunahme des endprozeduralen Tonus gekommen ist, erfolgte
eine weitere Differenzierung, ob es sich hierbei um ein methodisches Phinomen oder einen
Aliskiren-Effekt handelt. Denkbar wire beispielsweise, dass es iiber die Untersuchungszeit zu
einem Zuschwellen der Koronararterien oder zu Mikroembolien kommt. Dazu erfassten wir
iiber einen Zeitraum von vier Stunden zu jeder vollen Stunde (t0=Start; t1=1.Stunde;
t2=2.Stunde; t3=3.Stunde; t4=4.Stunde) den Perfusionsdruck unter Applikation von 50 pmol/l

Aliskiren (n=7) beziehungsweise unter elektrischer Aktivierung von 40 mmol/l Kalium (n=2).
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Als Kontrollbedingung wurde der Perfusionsdruck zum selben Zeitpunkt unter

Ruhebedingungen, das hei3t ohne jegliche Aktvierung gemessen (n=6).

Dabei fand sich in einer rm-ANOVA ein signifikanter Haupteffekt fiir den Innersubjektfaktor
ZEIT (F333=13,95, p<0,001), sowie ein signifikanter —Haupteffekt fiir den
Zwischensubjekt APPLIKATION (F(;11y=7,61, p=0,02). Dieses Ergebnis legt nahe, dass es
sowohl iiber die beobachtete Zeit hinweg zu einer signifikanten Verdnderung des
Perfusionsdruckes als auch zu signifikant unterschiedlichen Veridnderungen zwischen denen
Form der Aktivierung gekommen ist. Einschrinkend muss konstatiert werden, dass in die
ANOVA nur die Kontrollbedingung sowie die Aliskiren-Aktivierung einflieBen konnten, da
der Stichprobenumfang der elektrischen Aktivierung mittels Kalium nicht ausreichend grof3
gewesen ist. Post-hoc Analysen zeigten, dass es ab t2 iiber beide Bedingungen hinweg zu
einem signifikanten Anstieg des Perfusionsdruckes gegeniiber dem Ausgangswert kam
(133,5+ 12,5%, p=0.04, FDR-korrigiert, n=13). Der Perfusionsdruck stieg {liber die weitere
Beobachtungszeit weiterhin an, und so konnte fiir beide Bedingungen, also die Aliskiren-
Bedingung sowie die Kontrollbedingung, nach drei und vier Stunden weiterhin ein erhdhter
Perfusionsdruck (t3: 158,3 £ 12,9%, p=0.003; t4: 205,9 £+ 21,4%, p<0.001, FDR-korrigiert,
n=13) gefunden werden. Fiir die Aktivierung mit Kalium lésst sich ebenfalls ein stetiger

Anstieg des Perfusionsdruckes tiber die Zeit beschreiben.

Das ldsst den Schluss zu, dass eine Zunahme des endprozeduralen Druckes nach vier Stunden
zumindest teilweise einem methodischen Phdnomen der Apparatur des Langendorff-Herzen
geschuldet ist und eine Zunahme des Perfusionsdruckes und damit einhergehend des

Koronarwiderstandes in gewisser Form ein Zuschwellen der Koronararterien reflektiert.

Zu erwidhnen ist jedoch auch, dass der Vergleich zwischen der Aliskiren- und
Kontrollbedingung einen signifikanten Unterschied fiir t1, t2, und t3 erbrachte (t1: p=0,04;
t2: p=0,04; t3: p=0,008) (s. Abb. 26).

Zusammenfassend scheint es daher so, dass zum Endpunkt der Messung (t4) der
Perfusionsdruck zwischen den einzelnen Bedingungen der Voraktivierung nicht
unterschiedlich ist und in diesem Fall am ehesten ein implizites Phinomen der Methodik wie
beispielsweise ein Zuschwellen der Koronararterien zum Tragen kommt, unter
Voraktivierung mit Aliskiren dieser Prozess jedoch eventuell frither auftritt beziechungsweise
zusitzlich Phinomene eine Rolle spielen. In diesem Zusammenhang muss auch an eventuell
mogliche Mikroembolien im Rahmen von Pharmakonriickstdnden gedacht werden, welche

trotz gewissenhaftem Ldsen sowie Filtrieren aufgetreten sein mogen.
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Abb. 26: Vergleich des Perfusionsdruckes unter Voraktivierung mit Aliskiren (n=7) beziehungsweise Kalium
(n=2) im Vergleich zur Kontrollbedingung ohne Voraktivierung (n=6) zu den obenstehenden Zeitpunkten

Zur Erhaltung der Ubersichtlichkeit ist auf die Darstellung von Fehlerindikatoren verzichtet worden, * p<0,05 (t-
Test fiir verbundene Stichproben im Vergleich zum Zeitpunkt t0, beziehungsweise zweiseitiger t-Test fiir

unabhingige Stichproben).

3.4.4. Hypothese der RAAS-vermittelten Wirkung

Fiir eine weitere Analyse des Mechanismus der Wirkungen, welche bislang fiir Aliskiren
beschrieben wurden, erfolgten weiterfiihrende Untersuchungen unter der Hypothese einer
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems-vermittelten Wirkung Aliskiren. Dabei sollte durch
zusdtzliche Blockade des RAA-Systems mittels des AT;-Antagonisten Losartan ein RAAS-
vermittelter Effekt Aliskirens ausgeschlossen werden. Dementsprechend wurde primér
Losartan in einer Dosierung von 10 pmol/l und anschlieBend das bekannte aufsteigende

Aliskiren-Konzentrationsschema appliziert.

Fiir jene Versuchsdurchfiihrung standen nur die Auswertungen des Perfusionsdruckes zur

Verfligung.

Der Vergleich zwischen zusétzlicher RAAS-Blockade mit Losartan (n=6) und alleiniger
Aliskiren-Applikation (n=19) bestdtigte erneut eine dosisabhingige Wirkung Aliskirens auf
den Perfusionsdruck (rm-ANOVA: Haupteffekt der Innersubjektfaktoren ALISKIREN-

DOSIERUNG: F(233y=20,10, p<0,001), lieB jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen
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zusdtzlicher RAAS-Blockade mit Losartan und alleiniger Aliskiren-Applikation erkennen
(Interaktionseffekt ALISKIREN-DOSIERUNG X LOSARTAN: F(»33=0,16, p=0,85; Haupteffekt der
Zwischensubjektfaktoren LOSARTAN: F(;,19)=0,44, p=0,52) (s. Abb. 27).
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Abb. 27: Vergleich der Dosis-Wirkungsbeziechungen der Zunahme des Perfusionsdruckes unter alleiniger
aufsteigender Aliskiren-Applikation (n=19) im Vergleich zu aufsteigenden Aliskiren-Konzentrationen unter
zusitzlicher RAAS-Blockade iiber Losartan 10 umol/l (n=6).

Alle Werte sind als Prozent der Ruhebedingung angegeben. Es konnte sich keinerlei Unterschied zwischen
beiden Bedingungen finden lassen (Interaktionseffekt ALISKIREN-DOSIERUNG X LOSARTAN: F(; 35=0,16, p=0,85;
Haupteffekt der Zwischensubjektfaktoren LOSARTAN: F(; 19=0,44, p=0,52) Die Fehlerindikatoren zeigen den
SEM an.

3.4.5. Hypothese der Beta-Adrenozeptor-vermittelten Wirkung

Da wir in der Langendorff-Apparatur eine Aliskiren-vermittelte Frequenzabnahme bei
gleichzeitiger Zunahme der Kontraktionskraft beobachten konnten - ein Effekt, welcher
ebenfalls gut bekannt von Beta-Adrenozeptor-Antagonisten ist, erfolgten in einem weiteren
Schritt Untersuchungen zu einer moglichen Beta-Adrenozeptor-vermittelten Wirkung
Aliskirens. Sollte dementsprechend Aliskiren seine Wirkung iiber Beta-Rezeptoren
vermitteln, diirfte bei vorherige und zusitzlicher Blockade des entsprechenden Beta-
Adrenozeptors ein schwicherer beziehungsweise kein weiterer Aliskiren-vermittelter Effekt

mehr zu beobachten sein.
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Alle Untersuchungen erfolgten dabei unter vorheriger Aktivierung mit 1 pmol/l Noradrenalin.
Als Beta-Adrenozeptor-Antagonisten wurden Propranolol (n=5), als nicht-selektiver S -
Adrenozeptor-Antagonist, Bisoprolol (n=6), als selektiver f,-Adrenozeptor-Antagonist, und
ICI 118551 (n=6), als selektiver [ ,-Adrenozeptor-Antagonist, sowie die kombinierte
Applikation aus Bisoprolol und ICI 118551 (n=6) gewihlt. Diese wurden jeweils in einer

Dosierung von 10 pmol/l vor Aliskiren in einer Dosierung von 50 pmol/l appliziert.

Fiir den Parameter des Perfusionsdrucks lie sich ein signifikanter Haupteffekt fiir den
Zwischensubjektfaktor BETA-ADRENOZEPTOR-ANTAGONIST finden F37=3,55, p=0,015).
Anhand der post-hoc-Analysen konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Wirkung
der alleinigen Aliskiren-Applikation (n=19) und jener von Aliskiren unter zusétzlicher ICI
118551-Applikation (n=6) dargestellt werden (p=0,032; FDR-korrigiert). Es zeigte sich eine
signifikant geringere Zunahme des Perfusionsdruckes nach Aliskiren-Applikation unter
zusitzlicher f,-Blockade auf 132,5 + 3,9% gegeniiber 194,0 + 13,0 (s. Abb. 28). Auch wenn
die iibrigen Beta-Antagonisten ebenfalls zu einer geringeren Zunahme des Perfusionsdrucks
nach Aliskiren zu fithren scheinen, lie8 sich dieses statistisch nicht verifizieren (alle p-

Werte>0,2).
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Abb. 28: Quantitative Analyse der Zunahme des Perfusionsdruckes unter alleiniger Aliskiren-Applikation
(n=19) im Vergleich zu zusétzlicher B-Blockade mittels ICI 118551 (n=6), Bisoprolol (n=6), der Kombination
beider (n=06) sowie Propranolol (n=5),

Alle Werte sind als Prozent der Ruhebedingung angegeben. Fiir ICI 118551 konnte eine signifikante geringere
Zunahme des Perfusionsdruckes unter Aliskiren-Zugabe nachgewiesen werden. Die Fehlerindikatoren zeigen

den SEM an. * p<0.05 (zweiseitiger t-Test fiir unabhéngige Stichproben, FDR-korrigiert).

Beziiglich der Herzfrequenz zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Haupteffekt fiir den
Zwischensubjektfaktor BETA-ADRENOZEPTOR-ANTAGONIST F4,7=7,00, p=0,001). Post-hoc-t-
Test erbrachten erneut einen signifikanten Unterschied zwischen der Wirkung der alleinigen
Aliskiren-Applikation (n=9) und jener von Aliskiren unter zusitzlicher ICI 118551-
Applikation (n=6) (p=0,036; FDR-korrigiert). Unter zusétzlicher 5,-Blockade kam es zu einer
signifikant geringeren Abnahme Herzfrequenz gegeniiber der alleinigen Aliskiren-Wirkung
(Aliskiren: 70,8 + 4,9% ICI + Aliskiren: 110,5 + 10,0) (s. Abb-27). Fiir die weiteren Beta-

Antagonisten fanden sich keine statistisch signifikanten Anderungen (alle p-Werte>0,2).
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Abb. 29: Quantitative Analyse der Abnahme der Herzfrequenz unter alleiniger Aliskiren-Applikation (n=19) im
Vergleich zu zusitzlicher B-Blockade mittels ICI 118551 (n=6), Bisoprolol (n=6), der Kombination beider (n=6)
sowie Propranolol (n=5)

Alle Werte sind als Prozent der Ruheaktivitit angegeben. Fiir Aliskiren-Applikation unter ICI 118551 eine
signifikante geringere Abnahme der Herzfrequenz als unter alleiniger Aliskiren-Zugabe nachgewiesen werden,
Die Fehlerindikatoren zeigen den SEM an. * p<0,05 (zweiseitiger t-Test fiir unabhéngige Stichproben, FDR-
korrigiert).

Fiir den Parameter des linksventrikuldren Druckes konnte kein signifikanter Effekt zwischen
den untersuchten [ -Adrenozeptor-Antagonisten und alleiniger Aliskiren-Applikation
gefunden werden (ANOVA: Haupteffekt Zwischensubjektfaktoren BETA-ADRENOZEPTOR-
ANTAGONIST F(425=1,93, p=0,14) (s. Abb. 28).
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Abb. 30: Quantitative Analyse der Zunahme der Kontraktionskraft unter alleiniger Aliskiren-Applikation (n=19)
im Vergleich zu zusitzlicher -Blockade mittels ICI 118551 (n=6), Bisoprolol (n=6), der Kombination (n=6)
beider sowie Propranolol (n=5)

Alle Werte sind als Prozent der Ruhebedingung angegeben. Fiir keine der Bedingungen konnte ein signifikanter
Unterschied zu der alleinigen Aliskiren-Applikation gefunden werden. Die Fehlerindikatoren zeigen den SEM

an.
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4, DISKUSSION

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente hatten das Ziel die Wirkung des direkten
Renin-Inhibitors Aliskiren auf die glatte Muskulatur der Gefdlle sowie das isolierte Herz zu
untersuchen und in einem weiteren Schritt, mogliche Wirkmechanismen, die fiir den

beobachteten Effekt verantwortlich sein konnen, zu identifizieren.

Im Folgenden werden nun die zum Einsatz gekommenen Methoden und Ergebnisse dieser

Arbeit diskutiert und in einen Zusammenhang mit der bisherigen Literatur gebracht.

4.1. DISKUSSION DER METHODIK

4.1.1. Die Methodik des Organbad

Die im ersten Teil dieser Arbeit zur Anwendung gekommene Methode des Organbads
gewidhrt die in vitro Charakterisierung der Wirkung Aliskirens an funktionell intakten
Zellverbdnden der eingesetzten Gefdlpriparate. Die gewdhlten Gefile der A. iliaca, Aorta

abdominalis und Vena porta eignen sich dabei besonders als vaskuldre Modelle.

Da alle priparatorisch sehr gut zuginglich sind, war eine sorgfiltige und schnelle Préparation
und daraus folgende vollstindig funktionelle Intaktheit als Grundvoraussetzung zur
Vermeidung von Messfehlern schnell auf hohem Niveau gegeben. Zudem erlauben die
unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften der GefdBpréparate eine moglichst
umfassende Charakterisierung der Wirkung von Aliskiren. Dabei bilden Aorta abdominalis
sowie Arteria iliaca einerseits und Portalvene andererseits sowohl zentral arterielle als auch
vendse GefdBe mit ihrem differenzierten Wandaufbau ab. Die Portalvene zeichnet sich

zusétzlich durch eine regelmaBige Spontanaktivitit aus.

Neben priparatorischen Fehlern, konnen zusitzliche Messfehler wéhrend der Durchfiihrung
der Organbadversuche auftreten. Um diese moglichst gering zu halten, wurden mogliche
Einflussfaktoren gewissenhaft iiberpriift. Da sowohl die Umgebungstemperatur als auch der
pH-Wert einen grofen Einfluss auf die Vasomotorik haben konnen, sollten jene prézise
kontrolliert und reguliert werden. Hierflir diente einerseits eine Warmepumpe, welche sowohl
das Organbad als auch die VorratsgefiBBe mit frischer Krebs-Henseleit-Losung auf eine
konstante Temperatur von 37°C einstellte. Andererseits sorgte die durchgehende Begasung
der, fiir jede Messung frisch hergestellten, Losungen mit Carbogen fiir eine Stabilisierung des

Bicarbonatpuffers und damit fiir die Aufrechterhaltung des pH-Wertes von 7,4 (Golenhofen
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1965; Golenhofen and Loh 1970; Milenov and Golenhofen 1983). Eine zuséitzliche
EinflussgroBe auf die Motorik der Gefél3e stellt die Vordehnung der Préparate dar. Um dafiir
zu kontrollieren und einheitliche Versuchsbedingungen zu gewihrleisten, wurden die
Prédparate nach Einbringen in das Organbad und einer einstiindigen Akkommodation auf 5 bis
10 mN vorgedehnt. Des Weiteren wurden vor jedem Experiment die mechanischen

Messtransducer mittels eines Messinggewichts (10mN) geeicht.

Eine weitere Limitation kann der teilweise geringe Stichprobenumfang der einzelnen
Versuchsreihen darstellen. Jedoch gelang in der Gesamtheit aufgrund der Auswahl der
verschiedenen GefdBmodelle mit ihren unterschiedlichen funktionell physiologischen
Eigenschaften und des weiten Spektrums an Versuchsreihen eine umfangreiche

Charakterisierung der Wirkung Aliskirens.

4.1.2. Die Methodik des Langendorff-Herzen

Aufgrund der Ergdnzung der im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit verwendeten Methode
des Langendorff-Herzen, welche es nicht nur erlaubt, Aussagen iiber die pharmakologischen
Effekte Aliskirens auf die Vasomotorik der Koronararterien zu treffen, sondern gleichzeitig
auch die myokardiale Funktion und die kardiale elektrisch rhythmische Aktivitit zu
beurteilen, wird die umfassende Charakterisierung der Wirkung Aliskirens zusétzlich

ermoglicht.

Fiir den Erhalt der Funktionalitit der Praparate und die damit einhergehende Vermeidung von
Messfehlern, war es notwendig wihrend der Priparation einiges zu beachten. Sowohl
Thromben in den Koronararterien und Ventrikeln als auch Myokardischdmien wiirden die
Priparateeigenschaften nachhaltig beeintrachtigen. Um dieses zu umgehen, erfolgte auf der
einen Seite unmittelbar nach der Thorakotomie eine gewichtsadaptierte Heparin-Injektion in
das Herz. Auf der anderen Seite wurde die Ischdmiezeit, also die Zeit von Explantation bis
zur Reperfusion in der Langendorff-Apparatur, so kurz wie moglich gehalten und das
explantierte Herz zur Gewebeschonung zusdtzlich wihrenddessen in eisgekiihlter

Priparierlosung aufbewahrt.

Messfehler wihrend der Durchfiihrung der Langendorff-Experimente kénnen ebenso die
Messergebnisse beeinflussen. Wie zuvor im Organbad, sind die Temperatur und der pH-Wert
Einflussgrofen fiir die Herzfunktion und sollten dementsprechend kontrolliert und eingestellt

werden. Hierfiir sorgte einerseits ein Thermostat, welches sowohl die Krebs-Henseleit-
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Losung als auch die Fliissigkeit im doppelwandigen Versuchsautbau auf eine konstante
Temperatur von 37°C regulierte. Andererseits sorgte die durchgehende Begasung der Krebs-
Henseleit-Losung mit Carbogen iiber einen in den Boden der VorratsgefiBle eingelassenen
Mikrofilter fir die Aufrechterhaltung des pH-Wertes von 7,4. Zudem ist ein konstanter
Perfusatfluss Voraussetzung fiir einheitliche Versuchsbedingungen und Aussagen iiber den
Perfusionsdruck der Koronararterien. Hierflir diente eine peristaltische Pumpe, deren
Flussmenge vor jeder Messung auf 2 ml/min geeicht wurde. Ebenfalls wurden die

verwendeten Drucktransducer mittels Wassersédule vor jedem Experiment geeicht.

4.2, DISKUSSION DER ERGEBNISSE

4.2.1. Die Wirkung von Aliskiren auf die tonische Aktivitdt der glatten

GefaBBmuskulatur der A. iliaca und der Aorta abdominalis

An beiden Gefalpriaparaten wurde die Wirkung von Aliskiren unter Voraktivierung mit
Vasopressin untersucht. Vasopressin fiihrt an den glatten Muskelzellen der GefaBmuskulatur
iiber die Bindung von vornehmlich V,-Rezeptoren zu einer Vasokonstriktion (Mavani 2015).
In Vasopressin-Konzentrationen im nM-Bereich kommt es dabei iiber die Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) zu einer Inositol-1,4,5-triphosphat-vermittelten (IP3;) Calcium-
Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (Thibonnier 1992; Nemenoff 1998;
Henderson and Byron 2006). Erwéhnenswert ist, dass im Rahmen von pathophysiologischen
Verdnderungen bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen durchaus Zustinde erhohter basaler
Vasopressin-Spiegel vorherrschen koénnen (Cowley et al. 1981; Share and Crofton 1982;
Kawano et al. 1997). Dementsprechend ist die vorgenommene Voraktivierung mit 3nmol/l

Vasopressin durchaus von Relevanz fiir den Organismus.

Unter Vasopressin-Voraktivierung fiihrte Aliskiren am Modell der A. iliaca zu einer
signifikanten und dosisabhingigen Vasodilatation mit einer Abnahme des GefaBtonus um
durchschnittlich 26% unter der hochsten verwendeten Aliskiren-Konzentration von 50 pmol/l
(s. Abb. 5 und 6). Jedoch lie3 sich schon ab einer Dosierung von 3 pmol/l eine signifikante
Reduktion des Gefdfltonus um circa 13% nachweisen. Eine vergleichbare Gefdfreaktion,
ndmlich eine Annahme des Vasotonus um durchschnittlich 23% unter 50 pmol/l Aliskiren-

Dosierung, konnte ebenfalls fiir die Aorta abdominalis gezeigt werden (s. Abb. 10 und 11).
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Des Weiteren konnte in Kontrollexperimenten mittels Time-matched-Versuche an der A.
iliaca die zuvor beschriebene Abnahme des Vasotonus als eine Aliskiren-vermittelt Wirkung
verifiziert werden. Parallel zu der Versuchsdurchfiihrung mit Aliskiren unter Vasopressin-
Voraktivierung wurde der Verlauf des Gefdltonus unter ausschlieBlicher Vasopressin-
Voraktivierung beobachtet. Dabei zeigte sich eine deutlich geringere Gefafirelaxation unter

Kontrollbedingungen als unter additiver Aliskiren-Applikation.

Die aufgezeigten Ergebnisse stiitzen die in experimentellen und klinischen Arbeiten
nachgewiesene effektive Blutdruckreduktion von Aliskiren. So konnten Wood und Kollegen
in tierexperimentellen Arbeiten an Krallendffchen und Ratten eine effektive antihypertensive
Wirkung zeigen (Wood et al. 2005). In klinischen Studien konnte zudem der therapeutische
Nutzen Aliskirens fiir die arterielle Hypertonie als Monotherapeutikum oder als
Kombinationstherapie wiederholt belegt werden (Stanton et al. 2003; Gradman et al. 2005;
Duprez et al. 2008; Schmieder et al. 2009).

Zeitgleich erweitern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die existierende Datenlage um
einen zusdtzlichen Erkldrungsansatz fiir die Wirkung von Aliskiren. Im klassischen
Verstidndnis des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems sollte der direkte Renin-Inhibitor
seine Wirkung am priméren Zielorgan der Niere entfalten und dort iiber die renale Blockade
zu einer Abnahme der Angiotensin II-Wirkung und damit zu einer Vasodilatation und
vermehrten Wasserausscheidung mit der Konsequenz der Blutdrucksenkung fiihren. Die
vorliegende Arbeit zeigte jedoch eine lokale Wirkung Aliskirens an isolierten Gefdl3en,

unabhéngig eines renalen RAAS und der Senkung systemischer Angiotensin II-Spiegel.

Eine mogliche Erkldrung des nachgewiesenen vasodilatatorischen Effekts von Aliskiren
basiert auf einem lokalen, in den GefdBlsystemen der A. iliaca und Aorta abdominalis
immanenten RAAS. Es wird davon ausgegangen, dass zirkulierendes renal generiertes Renin
in die glatte GefdaBmuskel- sowie Endothelzelle aufgenommen und demgemifBl Angiotensin I
und Angiotensin II lokal generiert werden konnen (Dzau 1984; Kifor and Dzau 1987;
Rosenthal et al. 1990; Lutterotti et al. 1994; Hilgers et al. 2001; Carey and Siragy 2003; Atlas
2007). Wohlmoglich konnte Aliskiren auf diese Weise an den isolierten Gefélpriparaten der
Aorta abdominalis und A. iliaca die lokale Synthese von Angiotensin I aus Angiotensinogen
und letztlich auch von Angiotensin II (Pool et al. 2007; Brown 2008) inhibieren. Mit der
Inhibition der Synthese von Angiotensin II einhergehend, kam es dann zu einer Hemmung der

AT;-Rezeptor-vermittelten Vasokonstriktion (De Gasparo et al. 2000; Paul 2006).
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Zudem bleibt zu diskutieren, inwieweit das Endothel in den Préparaten der A. iliaca und
Aorta abdominalis Anteil an der Dbeobachteten Vasodilatation hat. Aktuelle
humanexperimentelle Daten deuten darauf hin, dass Aliskiren die Endothel-abhidngige
Vasodilatation und Verfligbarkeit von Stickstoffmonooxid (NO) in den peripheren
Widerstandsgefaflen verbessert (Virdis et al. 2012). In weiteren tierexperimentellen Arbeiten
konnte zudem nachgewiesen werden, dass Aliskiren die Bioverfiigbarkeit von
Stickstoffmonooxid erhoht (Imanishi et al. 2008) und zu einer Verbesserung der
endothelabhéngigen Vasodilatation der Aorta thoracica im hypertensiven Rattenmodell
beitrdagt (Gu et al. 2016). Zudem konnte anhand des Modells der endothelialen Dysfunktion
die Bedeutung des lokalen RAAS fiir die endotheliale Funktion bestétigt werden (Flavahan et
al. 2016). Jedoch wie anfanglich erwéhnt, beruhen diese Beobachtungen vollstindig auf einer
systemischen Wirkung Aliskiren im Organismus. Inwieweit diese Prozesse auch am isolierten
Gefdl} auftreten und inwieweit die beobachtete Relaxation tatsdchlich endothelabhingig ist,
kann anhand der durchgefiihrten Experimente an der A. iliaca und Aorta abdominalis nicht
detailliert beantwortet werden und bleibt Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen. Lag diese
Fragestellung auch nicht im Fokus der vorliegenden Arbeit, welche einen Uberblick iiber die
Wirkung Aliskirens an isolierten fiir das Herz-Kreislauf-System relevanten Organen abbilden

sollte.

In einem weiteren Schritt wurde an beiden Gefalpraparaten die Wirkung von Aliskiren unter
elektrischer Voraktivierung mit einer erhohten extrazelluliren Kalium-Konzentration
untersucht. Da die entstehende tonische Vasokonstriktion {iber eine Verschiebung des
Membranpotentials  in  Richtung  Depolarisation  erfolgt und  damit  die
Offnungswahrscheinlichkeit von Calcium-Kanilen erhoht wird, entsteht diese Aktivierung

unabhingig von Anderungen am Transmitter- oder Hormonhaushalt.

Fiir die Voraktivierung mit Kalium konnte jedoch weder an der A. iliaca noch an der Aorta

abdominalis ein Effekt auf den Vasotonus beobachtet werden.

Eine mogliche Erkliarung konnte in der Abhidngigkeit der Wirkung Aliskirens vom
Aktivitatszustandes des RAAS liegen. So konnte sowohl in tierexperimentellen als auch in
klinischen Studien eine antihypertensive Wirkung stets nur im Organismus mit
hochreguliertem RAAS nachgewiesen werden (Bohlender et al. 1997; Wood et al. 2005; Oh
et al. 2007). Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Wistar-Ratten muss allerdings

von einer physiologischen Aktivitit des RAAS ausgegangen werden. Dass, wie oben bereits
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beschrieben, es jedoch unter Voraktivierung mit Vasopressin und damit Voraktivierung des

lokalen RAAS zu einer Aliskiren-vermittelten Vasodilatation kam, stiitzt die Annahme.

Wie im Ergebnisteil beschrieben, konnte die durch Aliskiren ausgeldste Vasodilatation in
einer zweiten Versuchsdurchfiihrung nicht reproduziert werden. Trotz des Erneuerns der
Losungen und trotz einer vergleichbaren und addquaten Vasokonstriktion durch Vasopressin
und damit einhergehend vollstdndigen Funktionsfdhigkeit der Préparate fiel die Abnahme des
Vasotonus durch Aliskiren in einer zweiten Versuchsdurchfithrung deutlich geringer aus. Eine
mogliche Begriindung kann darin liegen, dass Aliskiren beispielsweise das vorhandene Renin
irreversibel hemmt oder gegebenenfalls Rezeptoren irreversibel besetzt und diese erst wieder

neu gebildet werden miissen, um erneut eine Reaktion hervorzurufen.

4.3, DIE WIRKUNG VON ALISKIREN AUF DIE PHASISCHE AKTIVITAT DER GLATTEN

GEFABMUSKULATUR DER PORTALVENE

Die Portalvene zeichnet sich, wie zuvor beschrieben und auch in den Experimenten
dargestellt, durch spontane Kontraktionen - die mechanische Spontanaktivitit - aus. Diese ist

das Resultat elektrischer Spontanaktivitat und dient der Steuerung der Kontraktionen

(Funaki and Bohr 1964; Sutter 1990). Thre Herkunft ist bis dato nicht abschlieBend geklart.
Diskutiert werden interstitielle Schrittmacherzellen, sogenannte Cajal-Zellen, welche sowohl
im spontan aktiven intestinalen Gewebe als auch in der Portalvene nachgewiesen werden
konnten (Povstyan et al. 2003; Harhun 2004a; Sanders and Ward 2006; Hennig et al. 2010;
Kito 2011). Die Beeinflussung der Spontanaktivitdt durch eine Vielzahl von Substanzen
konnte in zahlreichen Studie gezeigt werden und legt die Schlussfolgerung nahe, dass diverse
Rezeptoren und Ionenkanéle von funktioneller Relevanz sind (Funaki and Bohr 1964; Voth et
al. 1969; Hamon and Worcel 1982; Winquist et al. 1989; Mukerji et al. 2000), auf welche

spéter noch einmal eingegangen werden soll.

Am Modell der Portalvene wurde der Effekt Aliskirens ebenfalls unter Voraktivierung mit
Vasopressin untersucht. Dabei konnte eine biphasische Reaktion beschrieben werden (s. Abb.
13 und 14). In niedrigen Konzentrationsbereichen hatte Aliskiren eine inhibitorische Wirkung
und fiihrte zu einer Abnahme der mechanischen Aktivitit des basalen Tonus sowie der
Frequenz der Spontanaktivitit und Hohe der Amplituden der spontanen Kontraktionen. In
hohen Konzentrationsbereichen kehrte sich dieser Effekt jedoch um und es kam zu einer

Exzitation mit Anstieg der mechanischen Aktivitit und der Frequenz der Spontanaktivitét.
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Der beobachtete hemmende Einfluss Aliskirens auf die Portalvene wird durch Daten von
Chang und Kollegen unterstiitzt (Chang et al. 2011). Im Tiermodell der portalen Hypertonie
fiihrte Aliskiren zu einer Abnahme des Druckes im Portalsystem. Dass das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System in der Pathogenese und im Erhalt der portalen Hypertonie
eine entscheidende Rolle einnimmt und in diesem Fall fiir die portalen Druckverhéltnisse
bedeutsam ist, konnte gezeigt werden (Tox and Steffen 2006; Herath 2013). Erneut kann der
vasodilatatorische Einfluss auf die Modulation von Stickstoffmonooxid und damit auf eine

endothel-abhangige Wirkung zuriickgefiihrt werden (Chang et al. 2011).

Dass wir unter Voraktivierung mit Vasopressin und somit Voraktivierung des RAAS,
zumindest teilweise dquivalent zur portalen Hypertonie, eine Aliskiren-vermittelte

Vasodilatation beobachten konnten, deckt sich mit den existierenden Daten.

Da jedoch die zweite in hohen Konzentrationen exzitatorische Phase der an der Portalvene
beobachteten Aliskiren-Reaktion nicht in Einklang mit den in der Literatur vorhandenen
Daten sowie den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit zu bringen war, erfolgten die
Untersuchungen ferner unter Kalium-Voraktivierung. Dabei konnte keine nennenswerte
Veridnderung der mechanischen Aktivitit beschrieben werden. Dennoch eignete sich diese
Form der Voraktivierung nur bedingt zum Vergleich, da unter ihr die der Portalvene eigene
Spontanaktivitidt vollstindig versiegte und somit keine Aussagen iiber Frequenz und
Amplitude der spontanen Kontraktionen mehr moglich waren. Da wir eine exzitatorische
Wirkung jedoch in erster Linie auf die Frequenz der Spontanaktivitit beobachten konnten,
galt unser Augenmerk vor allem jener. Die Untersuchungen der Wirkung von Aliskiren an der
Portalvene ohne jegliche Voraktivierung konnten schlieflich das unerwartete biphasische
Wirkprofil mit einer Zunahme der Frequenz der Spontanaktivitdt in hohen Dosierungen

bestdtigen (s. Abb. 16, 17 und 18).

An den vorherigen Priparaten der A. iliaca und Aorta abdominalis lie sich trotz gleichartig
verwendeter Konzentrationen ausschlielich ein inhibitorischer Effekt und keine biphasische
Reaktion mit Exzitation in hohen Konzentrationen nachweisen. sodass die Frage naheliegt, ob

es sich hierbei um einen anderen beziehungsweise additiven Wirkmechanismus handelt.

Die Spontanaktivitit der Portalvene und ihre pharmakologische Beeinflussung sind in der
Literatur durch eine Vielzahl von Substanzen und Rezeptoren gut charakterisiert (Funaki and
Bohr 1964; Voth et al. 1969; Hamon and Worcel 1982; Winquist et al. 1989; Mukerji et al.

2000). Im Folgenden werden so die Wirkmechanismen referiert, welche sich substantiell von
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der durch Aliskiren-vermittelten Wirkung unterscheiden und somit als zugrundeliegender

Mechanismus ausgeschlossen werden konnten:

Die Blockade von L-Typ Calcium-Kanélen fiihrt zu einer deutlichen Reduktion der
mechanischen und elektrischen Aktivitdt bis hin zu einem vollstindigen Ausbleiben der
Spontanaktivitidt (Jetley and Weston 1980; Hamilton et al. 1986). Kaliumkanaloffner wie
Cromakalim oder Minoxidil fithren ebenso zu einem Sistieren der Spontanaktivitdt
(Southerton et al. 1988; Newgreen et al. 1990). Hingegen konnte gezeigt werden, dass eine
adrenerge und cholinerge Stimulation (Funaki and Bohr 1964; Voth et al. 1969) sowie
Antagonisten von spannungs- und kalziumabhédngigen Kaliumkanélen (Suarez-Kurtz et al.
1991; Mukerji et al. 2000) eine Steigerung der mechanischen Aktivitdt der Portalvene nach
sich ziehen. Letzteres deckt sich mit den Untersuchungen der verschiedenen Kalium-Kanal-
Blocker in der vorliegenden Arbeit. Dabei konnten die Gemeinsamkeiten mit der Wirkung
Aliskirens auf die Teilaspekte der Spontanaktivitdt noch ndher charakterisiert werden (vgl.
Tab. 6). Im Kalium-20 mmol/l - Kalium-80 mmol/l — Test, welcher, wie oben ausfiihrlich
beschrieben eine Moglichkeit darstellt, einen vermuteten Kaliumkanal-Blocker auf diesen
Wirkmechanismus zu testen, lie} sich jedoch fiir Aliskiren keine entsprechende Reaktion
nachweisen, sodass die Hypothese des Antagonismus am einem Kalium-Kanal nicht bestatigt

werden konnte (s Abb. 20).

Zu diskutieren bleibt auerdem, dass neben den oben ausgefiihrten glatten GefaBmuskelzellen
und Endothelzellen der Portalvene auch die interstitiellen Cajal-Zellen als Zielstruktur der
Aliskiren-Wirkung in Frage kommen. Es ist wahrscheinlich, dass Cajal-Zellen und glatte
Muskelzellen tiber Gap Junctions in Verbindung stehen und sie in der Wand der Geféle als
Schrittmacher der elektrischen und somit auch mechanischen Aktivitit das
Verbindungselement zwischen Muskel und Nerv bilden (Holman et al. 1968; Sutter 1990;
Harhun 2004b). Obwohl, nach bester Kenntnis, der Einfluss des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems auf Cajal-Zellen bislang noch nicht erforscht wurde, konnten die
Verdanderungen der Spontanaktivitit der Portalvene durchaus Folge einer Interaktion
Aliskirens mit Cajal-Zellen sein und konnte eine Fragestellung fiir zukiinftige Experimente

sein.
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4.4. DIE WIRKUNG VON ALISKIREN AM LANGENDORFF-HERZEN

Am Langendorff-Herzen sollte der Einfluss von Aliskiren einerseits auf Koronargefdafle und
andererseits auf die Aktivitit des zentralen Organs des Herz-Kreislauf-Systems erfasst
werden. Aufgrund der vorhergehenden Experimente wurde an den Koronararterien am
ehesten eine Wirkung Aliskirens erwartet, welche jener der A. iliaca und Aorta abdominalis
gleicht. Aufgrund der Beobachtungen auf die Spontanaktivitit der Portalvene war ebenfalls
mit einer Alteration der Herzfrequenz zu rechnen. Wie oben erwihnt, beschriankten sich die
Konzentrationsstufen von Aliskiren am Langendorff-Herzen auf 10-50 pumol/l, also die
Konzentrationen unter welchen an der Portalvene exzitatorische Phinomene mit Anstieg der

Frequenz der Spontanaktivitdt nachgewiesen werden konnten.

Wie in den Prédparaten zuvor wurde die Wirkung Aliskirens sowohl unter Vasopressin- als
auch Kalium-Voraktivierung und in einem weiteren Schritt ohne jegliche Voraktivierung
untersucht. Dabei kam es in allen drei Bedingungen zu einem deutlichen Anstieg des

Perfusionsdruckes und damit zu einer Konstriktion der Koronararterien (s. Abb. 21 bis 25).

Ein Teilaspekt dieses Phdnomens konnte durch Kontrollexperimente beleuchtet werden. So
wurde der Zeitverlauf des Perfusionsdruckes iiber einen Zeitraum von vier Stunden unter
Applikation von 50 pmol/l Aliskiren im Vergleich zu einer elektrischen Aktivierung mit
40 mmol/l Kalium beziehungsweise einer reinen Zeitkontrolle ohne die Applikation einer
Testsubstanz erfasst. Dabei konnte zum Endzeitpunkt der Messung kein Unterschied
zwischen den einzelnen Bedingungen nachgewiesen und somit gezeigt werden, dass ein Teil
der Zunahme des Perfusionsdruckes einem methodischen Problem der Langendorff-Apparatur
geschuldet ist. Der verwendeten Perfusionslosung fehlt es an kolloidosmotisch wirksamen
Teilchen, sodass anzunehmen ist, dass es zu einem kontinuierlichen Auswartsstrom von
Fliissigkeit in das perivaskulire Gewebe und somit zu einem zunehmenden interstitiellen
Odem kommt. Uber den Zeitraum einer Messung komprimieren diese Odeme dann

moglicherweise die Koronararterien.

Zu erwihnen ist jedoch, dass signifikante Unterschiede zu fritheren Zeitpunkten zwischen der
Zeitkontrolle und der Aliskiren-Bedingung herausgearbeitet werden konnten. Zudem zeigt
sich nach Aliskiren-Applikation teilweise eine steile Zunahme (vgl. Abb. 21 und 24) des
Perfusionsdruckes und kein langsames Zuschwellen, wie es bei einem kontinuierlichen
Prozess zu erwarten wire. Dieses lasst die Schlussfolgerung zu, dass zusitzliche Phdnomene
an der Konstriktion der Koronararterien unter Aliskiren eine Rolle spielen. Ein weiteres

methodisch bedingtes Problem, welches in diesem Rahmen diskutiert werden sollte, ist die
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Moglichkeit von Embolien und dem Verstopfen der Koronararterien durch mdogliche nicht
vollstindig geloste Pharmakonriickstinde. Dieses scheint aufgrund des gewissenhaften
Losens und zusétzlichen Filtrierens durch Mikrofilter eher unwahrscheinlich. Mit dem
Austritt der intravaskuldren Fliissigkeit konnte es allerdings zusédtzlich zu einer Ablagerung
und Akkumulation der Substanzen im Gewebe und damit liber die Zeit zu einem additiven
Effekt gekommen sein. Jedoch konnten makroskopisch keine Ablagerung im Interstitium
wahrgenommen werden. Zusétzlich lie sich die Wirkung von Aliskiren stets, zumindest zum
grofften Teil, durch Wechseln der Ldésungen auswaschen. Zusammenfassend bleibt die
beobachtete Konstriktion der Koronararterien aus den oben genannten Griinden jedoch

vorsichtig zu interpretieren.

Des Weiteren, mit den oben genannten FEinschrinkungen im Hinterkopf, konnte am
Langendorff-Herzen zusétzlich eine Senkung der Herzfrequenz sowie eine Zunahme des
linksventrikuldren Druckes unter Aliskiren aufgezeigt werden (s. Abb. 24 und 25). Diese
Ergebnisse werden durch experimentelle Daten von Tsai und Kollegen getragen, welche einen
positiven inotropen Effekt Aliskirens auf Kardiomyozyten zeigen konnten (Tsai et al. 2011).
Die durch Aliskiren verursachte Erhoéhung des zytosolischen Calcium konnte mittels
Ryanodine, einem spezifischen Antagonisten der Ryanodin-Rezeptoren, deren Aktivierung
die Freisetzung von Calcium aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum bewirkt (Lanner 2012),

aufgehoben werden (Tsai et al. 2011).

Einerseits konnte anhand dieser Ergebnisse ein experimenteller Nachweis fiir einen Benefit
Aliskirens im Rahmen der Herzinsuffizienztherapie, auf welchen mehrere klinische Studien

hindeuten (McMurray et al. 2008; Solomon et al. 2009), gesammelt werden.

Andererseits war die durch Aliskiren-vermittelte positive Inotropie und negative
Chronotropie, die in ithrer Kombination an die Wirkung von Beta-Adrenozeptor-Antagonisten
erinnert, Ausgangspunkt diese Theorie in weiteren Kontrollexperimenten zu iiberpriifen.
Dabei konnte unter vorheriger Blockade des 5,-Rezeptors durch ICI 118551 eine signifikant
geringere Zunahme des Perfusionsdruckes sowie eine geringe Frequenzabnahme durch
Aliskiren erzielt werden. Daraus resultierend ergeben sich Hinweise, dass die Wirkung
Aliskirens gewissermaflen iiber [§,-Rezeptoren vermittelt werden konnte beziehungsweise
wohlmoglich adrenerge Einfliisse fiir die Wirkung Aliskirens eine Rolle spielen konnten.
Dass das RAAS auch adrenerge Rezeptoren beeinflusst, 1dsst sich anhand der Literatur

belegen (Dzau 1984).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) hat sowohl unter physiologischen
Gesichtspunkten fiir die Regulation des Blutdrucks, des Extrazellularvolumens und der
Gewebeperfusion, als auch an der Pathogenese und Aufrechterhaltung der arteriellen
Hypertonie eine zentrale Stellung. Aufgrund des Wirkmechanismus von Aliskiren, die direkte
Inhibition von Renin und der damit verbundenen Hemmung der Hydrolyse von
Angiotensinogen zu Angiotensin I setzt es am ersten zentralen umsatzbestimmenden Schritts
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems an. Daher bestand bei Markteinfithrung die
Hoffnung auf eine Innovation in der Therapie der arteriellen Hypertonie. In
tierexperimentellen Arbeiten konnte neben einer effektiven Blutdrucksenkung ein zusétzlicher
kardioprotektiver Effekt Aliskirens beobachtet werden (Wood et al. 2005; Whaley-Connell et
al. 2008; De Mello et al. 2013). Die Datenlage hinsichtlich des systemischen Wirkungs- und
Nebenwirkungsprofil im klinischen Einsatz und des Benefits fiir Patienten mit Herz-

Kreislauf-Erkrankungen ist widerspriichlich (Solomon et al. 2009; McMurray et al. 2016).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb die Charakterisierung der Wirkung des direkten
Renin-Inhibitors Aliskiren auf isolierte Gefdfle und das isolierte Herz - Organe, welche fiir die

Physiologie des Herz-Kreislauf-Systems von auflerordentlicher Relevanz sind.

Dazu wurden pharmakologische Untersuchungen an einem breiten Spektrum von
glattmuskuldren GefdBBpraparate im konventionellen Organbad sowie in einem weiteren

Schritt am Langendorff-Herzen durchgefiihrt.

Die dabei dokumentierten Effekte Aliskirens legen eine Wirkung unabhingig der renalen
Inhibtion von Renin nahe. So konnte an den isolierten Préparaten der abdominellen Aorta
sowie der A. iliaca eine Vasodilatation beschrieben werden. An der Portalvene zeigte ein
konzentrationsabhéingiger biphasischer Effekt mit neben dieser hemmenden Komponente auf
den Vasotonus und Abnahme der Frequenz und Amplitude der Spontanaktivitdt in niedrigen
Konzentrationen = eine  zusétzliche  exzitatorische = Komponente in  hdheren
Konzentrationsbereichen mit Anstieg der mechanischen Aktivitit und der Frequenz der
Spontanaktivitit. Dabei ergaben sich keine Hinweise fiir eine vermutete Interaktion Aliskiren
mit Kaliumkanédlen als moglicher Mechanismus der beschriebenen Wirkung. Am
Langendorff-Herzen konnte eine Vasokonstriktion und Druckerh6hung in den
Koronararterien gemessen werden. Diese Ergebnisse des Langendorff-Herzen sollten, wie

oben ausfiihrlich diskutiert, sollten allerdings mit Vorsicht interpretiert werden. Gleichzeitig
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ergaben sich in der Langendorff-Apparatur jedoch Hinweise auf einen mdoglichen
kardioprotektiven Effekt von Aliskiren mit einer Abnahme der Herzfrequenz und Zunahme
des linksventrikuldren Drucks. Dabei ergab sich der Anhalt, dass sowohl Frequenzabnahme
als auch Vasokonstriktion der Koronararterien, zumindest teilweise, liber eine Interaktion von

Aliskiren mit §,-Rezeptoren vermittelt wird.

Die erhobenen Daten erweitern die bislang beschriebenen Wirkungen Aliskirens im
systemischen Tiermodell sowie im klinischen FEinsatz und bieten aber zugleich
Erkldrungsansitze fiir mogliche Nebenwirkungen. In wieweit die beobachteten Effekte
innerhalb der Komplexitdt der systemischen Regulation in-vivo jedoch bestehen konnten,

bleibt Gegenstand weiterer Experimente.
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6.

THESEN

Der direkte Renin-Inhibitor Aliskiren hat - unabhédngig des renalen Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems - eine Wirkung auf isolierte Organpréparate. Diese

sind organspezifisch.

An isolierten arteriellen GefaBlen der A. iliaca und Aorta abdominalis kommt es unter
Vasopressin-Voraktivierung zu  einer signifikanten und dosisabhidngigen
Vasodilatation. Diese Ergebnisse erweitern, dass Verstindnis der durch Aliskiren

vermittelten Blutdruckreduktion.

Unter elektrischer Voraktivierung mittels erhohter extrazelluldrer Kalium-
Konzentration konnte fiir Aliskiren weder an der A. iliaca noch an der Aorta

abdominalis ein Effekt auf den Vasotonus beobachtet werden.

An der Portalvene konnte eine biphasische Reaktion Aliskirens beschrieben werden.
In niedrigen Konzentrationsbereichen zeigte Aliskiren eine inhibitorische Wirkung
und fiihrte zu einer Abnahme der mechanischen Aktivitét des basalen Tonus sowie der
Frequenz der Spontanaktivitit und Hohe der Amplituden der spontanen
Kontraktionen. In hohen Konzentrationsbereichen kehrte sich dieser Effekt jedoch um
und es kam zu einer Exzitation mit Anstieg der mechanischen Aktivitit und der

Frequenz der Spontanaktivitt.

Die Wirkung an der Portalvene wird nicht {iber einen Antagonismus an Kalium-

Kanélen verursacht.

Am Langendorff-Herzen bewirkt Aliskiren eine Vasokonstriktion und fiihrt zu einer

Druckerh6éhung in den Koronararterien.
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. Am Langendorff-Herzen kommt es zusitzlich zu einer Senkung der Herzfrequenz

sowie einer Zunahme des linksventrikuldren Druckes unter Aliskiren.

. Fiir die Aliskiren-Wirkung am Langendorff-Herzen konnten [,-Rezeptoren eine Rolle

spielen.
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8. ANHANG

8.1. ERGANZENDE MATERIALIEN ZUM HAUPTTEXT
Substanz Dosierung Frequenz [%] Amplitude [%] Stichprobe (n)
1 pmol/1 113,38 3,85 90,10 + 2,02
Glibenclamid 3 pmol/l 137,18 £ 19,52 88,51+ 5,72 2
10 pmol/1 178,81 £ 6,06 50,20 £ 19,21
0,1 nmol/1 92,31 75,20
Dendrotoxin 0,3 nmol/l 90,73 67,15 1
0,5 nmol/l 80,59 65,96
1 nmol/1 103,84 104,95
Apamin 3 nmol/l 125,99 101,34 1
5 nmol/l 123,22 108,84
1 mmol/l 45,87 238,12
TEA 3 mmol/l 33,33 325,77 1
10 mmol/1l 30,33 349,19
0,1 nmol/l 97,93 108,08
Charybdotoxin 0,3 nmol/l 98,74 97,67 1
0,5 nmol/l 95,36 107,75

Tabelle 1: Quantitative Daten der Charakteristika der untersuchten Kalium-Kanal-Antagonisten an der

Portalvene
Standard- Signifikanz-
Aliskirendosierung Mittelwert Signifikanzniveau )
Parameter fehler niveau,
[wmol/T} ([%]) (p)
(SEM) FDR-korrigiert
10 107,63 2,30 0,004 0,004
Perfusionsdruck 30 124,55 4.47 <0,001 <0,001
50 194,01 13,01 <0,001 <0,001
10 82,90 3,23 0,002 0,004
Herzfrequenz 30 89,90 9,89 0,34 0,34
50 70,77 4,06 <0,001 <0,001
10 120,25 14,41 0,20 0,40
LVP 30 129,30 23,80 0,25 0,25
50 155,95 23,68 0,05 0,15

Tabelle 2: Quantitative Daten zur dosisabhéngigen Aliskiren-Wirkung am Langendorff-Herzen
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