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1 Einleitung

1.1 Aufbau, Biosynthese und Isoformen der Familie der Endothelin-Peptide

Endothelin (ET-1) ist ein stark vasokonstriktorisch wirksames Peptid, welches erstmals 1988
von Yanagisawa et al. aus dem Kulturiiberstand von Schweineendothelzellen isoliert wurde
(193). Seitdem wurden drei weitere Endothelin-Isomere, ET-2, ET-3 und ET-4, isoliert. Alle
vier Peptide bestehen aus 21 Aminosduren und werden durch zwei intermolekulare
Disulfidbriicken zu einer Ringstruktur geformt, wobei sich ET-1 und ET-2 durch zwei
Aminoséuren, ET-1 und ET-3 durch sechs Aminosduren voneinander unterscheiden ("'*'*).
Endothelin wurde in unterschiedlichen Geweben wie Lunge, Niere, Gehirn, Schleimhaut und
Plazenta gefunden (°"">%). ET-1 wird dabei im Gegensatz zu ET-2, ET-3 und ET-4 auch in
Endothelzellen produziert. Dabei sind Endothelzellen der Gefdfle die wichtigsten Quellen fiir

193

Endothelin im lebenden Organismus (" °), wobei eine verstirkte ET-1 Konzentration in

93;108;196

arteriosklerotischen Plaques nachgewiesen wurde ( ). Quantitativ und qualitativ am

bedeutendsten ist beim Menschen das Endothelin-1, welches eine starke Ahnlichkeit mit dem
Schlangengift der Atractaspis-Gattung hat (3'*%%).

Wihrend ET-1 in erster Linie von Endothelzellen gebildet wird, werden ET-2 und ET-4 beide
von Epidermalzellen der Magenschleimhaut, Lunge und Leber produziert und unterscheiden
sich in nur einer einzigen Aminosiure (°’). ET-3 wird ausschlieBlich in intestinalen Zellen
gebildet ('**). Alle vier Endothelinformen werden im Genom von Mensch, Schwein und Ratte
codiert (') und entstechen durch proteolytischen Abbau des 203 Aminosduren langen
Preproendothelins, von welchem es verschiedene Unterformen gibt (Abb.2). Die
Transkription des Preproendothelins wird unter anderem durch einen phorbolester-sensitiven
c-fos und c-jun Komplex (*?), einige Akute Phase Proteine ('?), vasoaktiven Substanzen
[Abb.1] und Bindungsstellen fiir AP-1 und GATA-2 G4 reguliert. Als letzte Zwischenstufe
entsteht schlieBlich das aus 38 Aminosduren bestehende Big-Endothelin (Big-ET). Nach der
Big-ET-Synthese im Zytoplasma, wird dieses von einer membrangebundenen
Metalloendopeptidase, dem ,,Endothelin Converting Enzyme-1*“ (ECE-1) von welchem vier

151;152;154;171;172;191

verschiedene Isoformen (a, b, ¢, d) existieren ( ), zum physiologisch aktivem

Endothelin (bestehend aus den Aminosduren 1-21; Spaltung zwischen Trp,;-Valy;) und C-
terminalen Fragment (bestehend aus den Aminoséuren 22-38) gespalten (),

Die Biosynthese von Endothelin-1 ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt.

Dieser Vorgang findet sowohl im Zytoplasma als auch im zirkulierenden Blut statt, allerdings

scheint der Hauptanteil dieser Konversion im Zytoplasma vorgenommen zu werden ('*).
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AuBerdem kann diese Spaltung durch das Enzym Chymase (‘*°) sowie dem ECE-2 (*)
erfolgen. Chymase kann weiterhin die Spaltung zwischen Tyr;;-Glys; katalysieren, wodurch

eine 31 Aminosiure lange Form des ET-1 entsteht (''"). ECE-3 konvertiert Big-ET3 zu ET-3
(57).

Prostazyklin
Adrenalin NO
Angiotensin 2
TG%—B ANF - Produktion von:
Interleukin-1 ;rgstaglandm—Z
Thrombin :
Endothelin-3 O Endothelzelle Thromboxan A,
Hypoxie : A
/A Promotor ET-1-Gen
PreproET mRNA
< A Q
PreproET (212AS) —» ProET(Big-ET) (38AS)—» Endothelin-1 (21AS)
: ET Rezeptor-
@ antagonisten
+ = Stimulation glatte Muskelzelle

- = Inhibition
ETB = Endothelin B Rezeptor HerzmuSkelzelle
ETA = Endothelin A Rezeptor Fibroblast
TGEF-p = Transforming Growth Factor p
ANF = atrialer natriuretischer Faktor
NO = Stickstoffoxid
ECE = Endothelin Konversionsenzym ’ v
AS = Aminosi .
S minosiure Kontraktion Relaxation
Mitogene Effekte

Abb.1: Biosynthese von Endothelin-1 (modifiziert nach The Lancet, 1996, 348, 418)

1.2 Endothelin Konversionsenzym (ECE)
13291 " olatten Muskelzellen (*%'%%1%)

) lokalisiert. Die ECE-1 Expression wird

ECEs sind in den Membranen von Endothelzellen (

2

47;82 47,108

Kardiomyozyten (*°°) sowie Makrophagen (

durch einen Protein-C-Kinase abhingigen Mechanismus reguliert (*’°) ebenso wie durch ETg-

118 128 195

Rezeptoren (" °), dem Transkriptionsfaktor ets-1 (") sowie Zytokinen (" ). In Mé&usen, bei

denen ECE-1 vollstindig blockiert wurde, gingen die ET-1 Konzentrationen lediglich um

etwa ein Drittel zuriick, woraus sich schlieBen lasst, dass ECE unabhéngige Mechanismen

107;192

ebenfalls zur Endothelinproduktion beitragen ( ). Eine dem ECE vergleichbare Aktivitit

123

wurde im Serum der menschlichen Lipoproteinfraktion gezeigt ("*°). Auerdem wurden neben

dem Enzym Chymase weitere ET-1 produzierende nicht-ECE-Metalloproteinasen entdeckt.



Chymase aus menschlichen Mastzellen ist hierbei in der Lage, Big ET in eine 31
aminosédurelange Endothelinform zu konvertieren, welche zwar die selben Wirkungen wie die

21 aminosdurelange Endothelinform aufweist, diese allerdings in einer abgeschwéchten

Stirke hervorruft ("5!7:12h),
prepro ET-1 prepro ET-2 prepro ET-3
Big ET-1 Big ET-2 Big ET-3
ECE-1, ECE-2 ECE-1
gtlc)::l ?E‘E /\Chymase ESE:; Ahymasc Eggj /\Ch}’mase
Metalloprotease
ET-1g21y  ET-lgasn ET-2421y  ET-23131 ET-3121) ET-3u3y
ETaund ETg,-Rezeptor ETg; und ETc-Rezeptor ETc-Rezeptor
Ca”" intrazelluldr 1 Freisetzung vasodilatatorischer
l Substanzen (NO, Prostazyklin etc.)
Vasokonstriktion l
Vasodilatation
Abb.2: Biosynthese der verschiedenen ET-Isoformen (modifiziert nach Yanagisawa H,
Yanagisawa M, Kapur RP, et al. Dual genetic pathways of endothelin-mediated intercellular signaling
revealed by targeted disruption of endothelin converting enzyme-1 gene. Development. 1998;125:825-836)

Ein weiterer wichtiger Faktor zur Regulierung der ET-1 Konzentration im Blut ist die
pulmonale Clearance. Diese wird fast ausschlielich durch ETg-Rezeptoren vermittelt und ist
z.B. bei chronischer Herzinsuffizienz durch eine Downregulation der ETg-Rezeptoren in der
Lunge stark eingeschrankt (°**).

Die physiologische Bedeutung der Spaltung von Big-ET zu ET-1 zeigt sich an der 140fach

stirkeren vasokonstriktorischen Wirkung von Endothelin im Vergleich zu seinem Vorgéinger

Big-Endothelin (). Die biologische Halbwertszeit von Endothelin im Plasma hingegen liegt



unter einer Minute, wiahrend Big-Endothelin wesentlich langsamer abgebaut wird, seine

Halbwertszeit betréigt etwa eine Stunde (*1).

1.3 Funktion und Wirkung von Endothelin-1
Neben der Regulation des GefdBitonus wirkt Endothelin auch als Regulator des

Zellwachstums, beeinflusst die DNA-Synthese und die Expression von Protoonkogenen,

56;73;155;179

wobei Endothelin sowohl autokrin als auch parakrin ( ) iiber spezifische Rezeptoren

wirksam ist. Dies wurde an glatter Muskulatur ) Kardiomyozyten (**) und

Mesangiumzellen (*''®

Vielzahl von anderen Regulationsfaktoren wie EGF, PDGF, bFGF, TGF’s und Insulin.
3;84

) untersucht. Weiterhin wirkt Endothelin synergistisch mit einer

Endothelin hat weiterhin einen mitogenen Effekt (
1,67;104

), stimuliert die Produktion von diversen
Zytokinen und Wachstumsfaktoren ( ), induziert die Biosynthese von extrazelluldren
Matrixproteinen (°*) und potenziert die Effekte des transforming growth factor-p (***) und

trigt zur Aktivierung von Leukozyten z.B. nach Schock oder Ischidmie bei (‘*'%*7),

1.4 Endothelin-Rezeptoren
Endothelin-1 bindet an vier verschiedene Rezeptorsubtypen, ETa-, ETgi.. ETgs- und ETc-

101;126
Rezeptoren ("

). ETA- und ETgs-Rezeptoren wirken in vitro und in vivo in erster Linie
vasokonstriktorisch; in vitro vermitteln sie zusitzlich positiv inotrope und mitogene
Eigenschaften am Herzen ('>°). Dabei wird durch die Bindung des Endothelin an den ET,
Rezeptor Phospholipase C aktiviert, was zu einer Akkumulation von Inositol Triphosphat und
intrazelluldrem Calcium und dadurch zu einer lang anhaltenden Vasokonstriktion fiihrt
(46539519 BTy, Rezeptoren besitzen iiber eine NO und Prostazyklin  vermittelte,
endothelabhéngige Wirkung vasodilatierende Eigenschaften, weiterhin kdnnen sie auf den
glatten Muskelzellen der Gefdlle G-Proteinabhidngig vasokonstringierende Eigenschaften
besitzen und ebenfalls in vitro eine positive Inotropie aufweisen (**'*'*7'8%) AuBerdem wird
die ECE-1 Expression auf Endothelzellen durch aktivierte ETp, Rezeptoren inhibiert (”8).
SchlieBlich vermitteln ETg, Rezeptoren die pulmonale Clearance des zirkulierenden ET-1

38;49;74;129
). So

sowie dessen Re-Uptake durch Endothelzellen ( stiegen bei Patienten, die mit

non-selektiven ET-Antagonisten behandelt wurden, die ET-1 Konzentrationen im Plasma an,
da hierdurch auch die ETg, Rezeptor vermittelte pulmonale Clearance reduziert war (*°).
Sowohl ET,- als auch ETg Rezeptoren konnten in Gefdllen als auch am Herzen nachgewiesen

werden. Wahrend ET, Rezeptoren eine mehr als hundertfach hohere Affinitdt zu ET-1 und



ET-2 als zu ET-3 haben, ist die Affinitdt der verschiedenen Isoformen von Endothelin zu den

ETgs Rezeptoren in etwa gleich (1°7'%).

1.5 Endothelin als diagnostischer und prognostischer Faktor

Die Endothelin und Endothelin Konversionsenzym Biosynthese wird unter anderem von
kardiovaskulédren Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie, erhohten
Glukosekonzentrationen bei Diabetes Mellitus Typ 2, Ostrogen-Defizit, Kokain Gebrauch,

erhohtem Alter, Zytokinen, Hypoxie und Koagulationsmediatoren wie Thrombin stimuliert

(289:192L6299:138) “nterschiedlich sind die Ergebnisse im Hinblick auf den Einfluss von

oxidierten Lipoproteinen auf die Endothelinkonzentration. Erhéhte LDL und VLDL Werte
korrelieren im allgemeinen mit erh6hten Endothelinwerten, was vermuten lésst, dass hierbei

Endothelin zur Arteriosklerose beitrdgt, daneben ist Endothelin auch als prognostischer

22;69;99

Faktor der Arteriosklerose nutzbar ( ). Allerdings gibt es auch Hinweise auf die

Inhibition der Endothelinsekretion von hohergradig oxidiertem LDL (°°). Inhibiert wird die

Endothelinbiosynthese unter anderem von NO, Prostacyklin, ANP und Ostrogenen
(21;46;58;111;157;197)

Erhohte Plasmawerte von Endothelin und Big-Endothelin konnen als Prognosefaktoren bei

125;130

Herzinsuffizienz und bei akutem Herzinfarkt dienen ( ). AuBlerdem wurde Endothelin als

Marker fiir eine friilhe Reokklusion nach PTCA bei Arteriosklerose, Dysfunktion des

(94 132)

koronaren Endothels (7'), Leberschddigungen und progressive Niereninsuffizienz (

beschrieben. Hohe Endothelinwerte wurden in unterschiedlichen Stadien von Ischimie (*7)
und manifestem Hypertonus beobachtet (**). AuBerdem findet man erhdhte ET-Werte bei
Patienten wihrend Herz-, Leber-, Nieren- und Knochenmarkstransplantationen ('*°).

Bei chronischer Herzinsuffizienz konnte gezeigt werden, dass mit abnehmender kardialer
Belastbarkeit ein Anstieg der zirkulierenden Endothelin-Plasmakonzentrationen beim
Menschen auftritt (°°). Dabei konnte sowohl in vivo als auch in vitro nachgewiesen werden,
dass Endothelinkonzentrationen in GrdéfBenordnungen der gemessenen, zirkulierenden

Endothelin-Plasmakonzentrationen vasomotorische Wirkungen entfalten ().

1.6 Therapieoptionen mittels Endothelinrezeptorantagonisten und ECE-Hemmer

Mittlerweile gibt es Endothelin Rezeptorantagonisten, die sowohl selektiv ET, oder ETg
Rezeptoren als auch unspezifisch beide gleichzeitig blockieren konnen. Eine Blockade des
ETgs Rezeptors beeintrichtig die pulmonale Clearance von ET-1 und reduziert die NO

49;174

vermittelte Vasodilatation ( ). Beim Menschen fiihrt die systemische selektive Blockade



160

der ETg-Rezeptoren zu einer Erhéhung des peripheren Widerstands (7). AuBlerdem ist ein

ETg Rezeptordefizit bei Mausen mit einer Hypertension und chronischer Herzinsuffizienz

assoziiert (**1%

). Daraus lésst sich schlie3en, dass eine erhohte ETg Rezeptor Expression und
eine ETp vermittelte NO vermittelte Vasodilatation weitere vasodilatative Kapazititen
schaffen konnte.

In den meisten klinischen Studien verbesserten kombinierte ET4 und ETg Antagonisten die

kardiovaskuldren Funktionen und Strukturen (**/>8080:112:161:180:189

), was vermuten lésst, dass,
trotz einer zusitzlichen ETg-Blockade, durch eine ETa-Blockade therapeutische Effekte
erzielt werden konnen.

Auch eine Blockade des Endothelin Converting Enzyme ist inzwischen moglich, was die ET-
1 Produktion drosseln wiirde. Nachdem allerdings inzwischen auch ECE unabhingige Wege,
wie durch Chymase oder nicht ECE-Metalloproteinasen, zur Produktion von ET-1 aufgedeckt
wurden, zeigt sich vielleicht direkt die Limitierung der Wirksamkeit dieses Weges. Die
Endothelinproduktion kann indirekt durch Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Systems oder
durch Statine, die unabhéngig von ihren lipidsenkenden Eigenschaften die Expression der

- : 25,27;28;64;115;142;153
preproET-1 mRNA reduzieren, vermindert werden (*>7 57" 27477,

1.7 Theoretische Grundlagen unserer Studie

Neuere experimentelle Studien weisen darauf hin, dass ebenfalls die Koronarzirkulation in
Ruhe durch den vasokonstriktorischen Einfluss des Endothelinsystems negativ beeinflusst
wird, und die pharmakologische Blockade des Systems zu einer signifikanten Steigerung des

kardialen Ruheblutflusses beitragt (*"'®'

). Messungen der Endothelin-Plasmakonzentration
bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie bei simultaner aortaler und coronarvendser
Abnahme ergaben, dass in Abhingigkeit der Beschwerdesymptomatik, erhoben anhand der
Klassifikation der New York Heart Association, eine erhohte aorto-coronarvendse ET-1/Big-
ET Differenz vorliegt ('"°). Da eine in vitro Steigerung der myokardialen Kontraktilitit durch
ET-1 bekannt ist, ist zu vermuten, dass eine Hemmung des Endothelinsystems akut die
Kontraktilitit verschlechtert (‘°). Es konnte allerdings durch eine gezielte Blockade der ET,
Rezeptoren eine Vasodilatation iiber den ETp Rezeptor auftreten, so dass ein erhohtes
Substratangebot fiir das Herz geschaffen wird, welches zu einer verbesserten koronaren
Regulationsbreite beitragen kann. Klinische Studien fehlen, welche die Bedeutung kléren, die
die ETs Rezeptorblockade auf die myokardiale Kontraktilitit bei Patienten mit koronarer

Herzkrankheit hat. Ungeklirt ist somit, ob es unter akuter ETs Rezeptorblockade zu einer

Verianderung der LV-Funktion kommt.



1.8 Testsubstanz VML 588

VML 588 (frither Ro 61-1790) ist ein von der Firma Hoffmann-La Roche entwickelter, nicht
peptidischer Endothelin-Rezeptorantagonist, der eine etwa 1000fach hohere Affinitdt zu den
ETas Rezeptoren als zu den ETg Rezeptoren hat, Seine Halbwertszeit liegt bei knapp einer
Stunde ('*).

o\\,/o
\.

N =

N7 -

- )\I 2 Na*

N—N

Abb.3: Die chemische Struktur von VML 588 [5-methyl-pyridin-2-sulfat 6-(2-hydroxy-
ethoxy)-5-(2-methoxy-phenoxy)-2-(2-1H-tetrazol-5-yl-pyridin-4-yl)-pyrimidin-4-ylamide
dinatriumsalz]

In verschiedenen tierexperimentellen Studien zeigte sich, dass VML 588 bzw. Ro 61-1790 ein
effektiver ETa-Rezeptorblocker ist. Dabei wurde seine Wirkung und Effektivitét in Bezug auf
GefiaBkontraktilitdt, Blutflul und Reduktion von Ischimieschiden an der Niere, im Gehirn,

am Herzen und auch am Uterus nachgewiesen (*7-0210%:109:131:140:141:148)

1.9 Bekannte Risiken und Nebenwirkungen von Endothelinrezeptorantagonisten
Da ET-Rezeptorantagonisten teratogene Effekte haben, die zu kraniofazialen und organischen
Malformationen fiihren kénnen, sind sie wihrend einer Schwangerschaft sowie bei Frauen im

89:91;156;167 . .
700, In anderen klinischen Studien wurde nach

gebdhrfahigen Alter kontraindiziert (
Gabe von Endothelinantagonisten eine erhdhte Herzfrequenz, Flush und Odeme im
Gesichtsbereich beschrieben, was wahrscheinlich auf die Vasodilatation zuriickzufiihren ist.
Des weiteren wurde iiber nitratdhnliche Kopfschmerzen bei gesunden Probanden berichtet,

24;33;88;166;173

welche allerdings bei Patienten weniger stark ausgeprdgt waren ( ). Als weitere

mogliche Risiken und Nebenwirkungen gelten bei Endothelinantagonisten gastrointestinale



Storungen wie Ubelkeit, Verstopfungen oder Erbrechen sowie Interaktionen mit

Antikoagulantien wie Marcumar ('*").

1.10 Ziele der vorliegenden Arbeit

Das primire Ziel dieser Phase II-Studie war zu kliren, ob und in welchem AusmaR die akute
i.v. Gabe von VML 588 einen Einfluss auf die LV-Funktion der Patienten hat. Des Weiteren
wollten wir die Pharmakokinetik von VML 588 sowie die durch dessen ETs-Antagonismus
hervorgerufenen Einfliisse auf die Plasmakonzentration von ET-1 (1-21) und Big-ET (1-38)
untersuchen. AuBerdem sollten Erkenntnisse iiber die Effekte von VML 588 auf
hdmodynamische Parameter bei den Studienteilnehmern gewonnen werden.

Sekundires Ziel im Rahmen der Phase II-Studie war die Uberpriifung der Sicherheit und
Vertriglichkeit von VML 588.

VML 588 soll zur Vorbeugung von Nierenversagen bei Patienten, die sich einer Operation am

Herzen oder den groBBen Blutgefdflen unterziehen miissen, eingesetzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

Das Studienprotokoll der durchgefiihrten Studie war doppelt-blind, randomisiert und Placebo
kontrolliert. Es wurden insgesamt 20 Patienten eingeschlossen, bei denen eine routinemafig
geplante Kontroll-Koronarangiographie durchgefiihrt wurde. VML 588 wurde dabei iiber
einen Zeitraum von insgesamt sechs Stunden intravends mittels eines Perfusors verabreicht.
Beginn der Infusion war zwei Stunden vor Beginn der Koronarangiographie. Die
Patientengruppe wurde in zwei Kohorten unterteilt. Die erste Gruppe erhielt eine
Infusionsmenge von 0,1mg/kg/h VML 588. Nach Abschluss dieser ersten Kohorte wurden die
dabei gesammelten Daten auf Sicherheit und Vertraglichkeit von VML 588 hin iiberpriift und
daraufhin eine Dosis von 0,2mg/kg/h fiir die zweite Kohorte festgelegt. In beiden Kohorten
betrug das Verhiltnis von Placebo zu Verum 1:4, das heillt von 10 Patienten erhielten 8

Patienten Verum und 2 Patienten Placebo.

2.1.1 Patienten
Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht der 20 Patienten, die in die Studie eingeschlossen wurden.
Einschlusskriterien flir die Patienten waren:
- mannlich oder weiblich, im Alter zwischen 18 und 70 Jahren
- Patienten hatten die Indikation zur Koronarangiographie und waren deshalb in die
Klinik gekommen
- Patienten mussten nach folgenden Definitionen eine bekannte oder wahrscheinliche
koronare Herzkrankheit haben:
0 Patienten mit bekannter koronarer Herzkrankheit waren diejenigen, die einen
nachgewiesenen Herzinfarkt nach den Kriterien der World Health Organisation
(WHO) hatten oder diejenigen, deren koronare Herzkrankheit durch eine
frithere Koronarangiographie bestimmt wurde
0 Patienten mit wahrscheinlicher koronarer Herzkrankheit waren diejenigen, die
eine Belastungs- oder Ruheangina mit einen positiven Belastungsstresstest wie
z.B. einem Belastungs-EKG oder einer Stress-Echokardiographie oder einer

Stress-Perfusionsszintigraphie aufwiesen

11
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Ausschlusskriterien fiir die Patienten waren:

schwangere Frauen oder Frauen im schwangerschaftsfahigen Alter. Weibliche
Patienten durften nur postmenopausal (definiert durch ein Nicht-Auftreten der
Monatsblutung von mindestens 12 Monaten vor dem Screening) oder nach erfolgter
Sterilisation an der Studie teilnehmen. Weibliche Patienten mussten sich zusétzlich
vor Beginn der Studie einem Schwangerschaftstest unterziehen, der negativ ausfallen
musste.

Patienten, mit schwerer Herzschwéche definiert nach der New York Heart Association
(NYHA) Klasse IV

Patienten mit Herzinfarkt oder instabiler Angina Pectoris 30 Tage vor Screening.
Patienten, die nicht wegen einer Koronarangiographie katheterisiert wurden.

Patienten mit einer linksventrikuldren Ausflussbehinderung (LVOT) wie bei der
hypertrophen obstruktiven Kardiomyopathie (HOCM) oder einer Aortenstenose mit
einem LVOT-Gradienten von mindestens 30 mmHg

Hypotension mit einem Blutdruck von weniger als 90 mmHg systolisch oder 50
mmHg diastolisch beim Screening

Hypertension mit einem Blutdruck von mehr als 180 mmHg systolisch oder 120
mmHg diastolisch beim Screening

Einnahme von Phenprocoumon, welches nicht 14 Tage vor der Koronarangiographie
abgesetzt werden kann

Leberinsuffizienz, definiert durch einen beim Screening auf mehr als das Doppelte des
Normalwertes angestiegene Wert der Serum Alaninaminotransferase (ALT) oder der
Aspartataminotransferase (AST)

Niereninsuffizienz, definiert durch einen Kreatininwert, der mehr als das 1,5fache des
Normalwertes beim Screening betragt

bekannte klinisch signifikante Allergien oder bekannte Hypersensibilitit gegeniiber
Medikamenten

Einnahme von neuen zusitzlichen Medikamenten 30 Tage vor der
Koronarangiographie

Patienten, die bereits an vorangegangenen Studien teilgenommen hatten
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Patient 1(2(3|4|5|6|7[8|9|1011 (121314 |15|16| 17|18 |19 |20

Verum/Placebo |P| V|V |V| V|V |V|VI|IP| V| V|V I|P|V|V|V|IP|V]| V|V

Tabelle 2.2: Randomisierung

In der Einschlussuntersuchung wurden die Patienten, nachdem sie Ihr schriftliches
Einverstindnis zur Studienteilnahme abgegeben hatten, internistisch untersucht, dies
beinhaltete das Messen von Korpergrole und —gewicht, ein Urin- und (bei Frauen)
Schwangerschaftstest wurde durchgefiihrt, Puls und Blutdruck wurden gemessen, es wurde
Blut fiir die Ermittlung der erforderlichen Laborwerte (Tabelle 2.3) abgenommen, ein 12-
Kanal-EKG wurde geschrieben und es wurde abgekldart, ob etwaige Medikamente

eingenommen wurden, die mit der Studie interferieren konnten.

Laborwerte, die bei der Eingangs- und Ausgangsuntersuchung bestimmt wurden:
Biochemie:

Na, K, Ca, Gesamteiweill, Albumin, Harnstoff, Kreatinin, Bilirubin, AP, GGT, GOT, GPT,
LDH, Glucose

Hématologie:

Hématokrit, Himoglobin, Differentialblutbild, MCH, MCV, MCHC

Tabelle 2.3: Im Labor bestimmte Blutwerte

Infusionsbeginn bzw. Studienbeginn des zweiten Studientags, dem Tag, an dem die
Studienmedikation gegeben wurde, war jeweils um 8:00 Uhr (siche Tabelle 2.4). Zuvor wurde
am selbigen Tag die Infusion der Studienmedikation durch die Apotheke der Heinrich-Heine-
Universitét hergestellt. Um die Doppelblindheit der Studie zu gewihrleisten, erfolgte auch die
Randomisierung durch die Apotheke, so dass weder der Studienleiter, der die Infusion
entgegennahm, noch der Studienteilnehmer wusste, ob er zur Placebo- oder zur Verum-
Gruppe gehorte. Zu Beginn sowie 1% Stunden nach Beginn der Infusion wurde eine
echokardiographische Untersuchung durchgefiihrt (siehe Tabelle 2.5). Hierzu wurde ein
Ultraschallsystem der Firma Toshiba, das PowerVision 6000 Modell SSA-370 A, verwendet.
Die zweidimensionale Dopplerechokardiographie ist nachgewiesenermallen eine ausreichend
akkurate und genaue Methode hdmodynamische Parameter des Herzens nicht invasiv zu

bestimmen und wurde auch in anderen Studien mit dhnlichem Aufbau und Zielen erfolgreich
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. 114;164;166;178
eingesetzt (

). Um die Ergebnisse dieser Untersuchung zu standardisieren, wurden
alle Patienten von derselben Untersucherin durchgefiihrt und fiir spitere Auswertungen und
Analysen auf Videoband dokumentiert. Des Weiteren wurde ein 12-Kanal-EKG geschrieben
und es wurde eine Blutprobe zur Bestimmung der ET-1 Konzentration abgenommen.
Sédmtliche Blutabnahmen, die zur Bestimmung von VML 588, ET-1 oder Big-ET
Konzentrationen verwendet werden sollten, wurden in EDTA-R6hrchen abgenommen, sofort
auf Eis gelegt, innerhalb von 30min mit 3000 U/min bei 4°C 10min lang zentrifugiert und das
abpipettierte Plasma bei -70°C bis zur endgiiltigen Enzymbestimmung gelagert. Mit dem
Beginn der Infusion (t=0min) wurden alle 30min Herzfrequenz und Blutdruck gemessen und
eine kontinuierliche EKG-Uberwachung gestartet. Um auch die Messung von Herzfrequenz
und Blutdruck zu objektivieren, wurden diese Parameter mit dem Dinamap 200 der Firma
Critikon gemessen. Die weiteren Zeitpunkte fiir die restlichen Blutabnahmen und EKG-
Dokumentationen sind in Tabelle 2.4 dargestellt.

Die Studie endete fiir die einzelnen Patienten am Tag nach der Infusion. Hier wurde dann
erneut eine korperliche Untersuchung durchgefiihrt, Puls und Blutdruck wurden gemessen,
ein 12-Kanal-EKG wurde geschrieben und es wurde Blut fiir die Ermittlung der

erforderlichen Laborwerte abgenommen.

Typischer Studienablauf beim einzelnen Patienten

Ereignis Uhrzeit
1. Studientag
Urin-, Schwangerschaftstest (bei Frauen) 9:00
2. Studientag
Studienbeginn (=Infusionsstart) 8:00
Beginn der kontinuierlichen EKG-Uberwachung 8:00
Beginn der halbstiindlichen Messung der Vitalparameter 8:00
1. Echokardiographische Untersuchung 8:00
12-Kanal-EKG 8:00
*2. Blutentnahme 8:00
2. Echokardiographische Untersuchung 9:30
2./*3. Blutentnahme 9:30
Koronarangiographie 10:00
12-Kanal-EKG 10:00
12-Kanal-EKG 11:00
3./*4. Blutentnahme 14:00
Infusionsende 14:00
*5. Blutentnahme 14:30
*6. Blutentnahme 15:00
12-Kanal-EKG 16:00
*7. Blutentnahme 16:00
Ende der kontinuierlichen EKG-Uberwachung 16:00
Ende der halbstiindlichen Messung der Vitalparameter 16:00
*8. Blutentnahme 18:00

Tabelle 2.4:  Zeitplan des 1.+2. Studientags (* = 2.Kohorte)
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Echokardiographische Parameter

Patienteninitialien: Patientennummer:
Grofe in cm: Datum:
Gewicht in kg: BSA: m'2 HEF: / min
Pre-Infusionsdaten (t=0min) Datum:
M-Mode Parameter Zeit der Datenerhebung: HF: / min
Linksatriale Diameter | Endsystol. LV| Enddiastol. LV] Endsystol. Wanddicke Enddiastol.
[mm] Diameter [mm] Diameter [mm] PW [mm] Wanddicke PW [mm]
mm mm mm mm mm|
Endsystol. Wanddicke IVS| Enddiastol. Wanddicke | Fractional Shortening EDV ESV
[mm] IVS [mm] [%%] [ml] [ml]
mm| mm| % ml ml
Kardiale Volumina
Cardiac Output = HF*SV Cardiac Index o L Schlagvolumenindex Schlagvolumen
[L/min] [L/min/nr'2] Ejektionsfraktion %01 1 tmnna) [ml/beat] PAsyst. [mmbig]
L/min L/min/m"2 % ml / beat / m"2 ml / beat mmHg
Diastolische L'V-Parameter
1 o g . . AT
YEmax. (friihdiastol. VAmax (spétdiastol. VEVA DT (Dezelerationszeit) (Akzelerationszeit)
Einstromgeschw.) [m/s] [ Einstromgeschw.) [m/s] [ms] [ms]
m/s m/s ms ms
. PVsyst. (Syst. PVdiast. (Diast. PVatrial (Atrialer
I\;Riii?votri;:?sc}]w Pulmonalvenenfluf}) | Pulmonalvenen-flu) [ Pulmonalvenenfluf3)
ClAXationszert) ms [mvs] [1s] [ms]
ms m/s m/s m/s

Tabelle 2.5: Parameter der echokardiographischen Untersuchung anhand des

Untersuchungsblattes zusammengefasst

Infusionsdaten (=90min) Datum:
M-Mode Parameter Zeit der Datenerhebung: HF: / min
Linksatriale Diameter | Endsystol. LV| Enddiastol. LV] Endsystol. Wanddicke Enddiastol.
[mm] Diameter [mm] Diameter [mm] PW [mm] Wanddicke PW [mm]
mm mm mm mm mm|
Endsystol. Wanddicke IVS| Enddiastol. Wanddicke | Fractional Shortening EDV ESV
[mm] IVS [mm] [%%] [ml] [ml]
mm| mm| % ml ml
Kardiale Volumina
Cardiac Output = HF*SV Cardiac Index C L Schlagvolumenindex Schlagvolumen
[L/min] [L/min/nr'2] Ejektionsfraktion [0l 1 tmnn2) [ml/beat] PAsyst. [mmbig]
L/min L/min/m"2 % ml / beat / m"2 ml / beat mmHg
Diastolische L'V-Parameter
1 o g . . AT
YEmax. (friihdiastol. VAmax (spétdiastol. VEVA DT (Dezelerationszeit) (Akzelerationszeit)
Einstromgeschw.) [m/s] | Einstromgeschw.) [m/s] [ms] [ms]
m/s m/s ms ms
. PVsyst. (Syst. PVdiast. (Diast. PVatrial (Atrialer
I\;Riii?votri;:?sc}]w Pulmonalvenenflu3) | Pulmonalvenen-flu8) | Pulmonalvenenfluf3)
ClAXationszert) ms [mvs] [1s] [ms]
ms m/s m/s m/s
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2.2 Messung der Laborwerte und verwendete Nachweisverfahren
Die Blutwerte der Eingangs- und Ausgangsuntersuchung wurden vom Zentrallabor der MNR-
Klinik der Heinrich Heine Universitdt Diisseldorf bestimmt. Dieses Labor ist sowohl durch
die Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie e.V. als auch durch das Institut fiir
Standardisierung und Dokumentation im medizinischen Laboratorium e.V. zertifiziert. Fiir die
Bestimmung der ET-1 und Big-ET (1-38) Konzentrationen wurden Enzymimmunoassays der
Firma BIOMEDICA verwendet. Es hat sich gezeigt, dass Enzymimmunoassays genauer und
sensitiver bei der Bestimmung von ET-1 und Big-ET Konzentrationen sind und so werden sie
in neueren Studien fast ausschlieBlich anstelle von Radioimmunoassays, die verwendet
wurden bevor Enzymimmunoassays zur Verfiigung standen, verwendet (1020124162163
Beim Enzymimmunoassay wird ET-1 bzw. Big-ET direkt im EDTA-Plasma bestimmt. Der
jeweils dafiir spezifische Sandwich-ELISA verwendet einen auf Mikrotiterplatten
beschichteten immunaffinitits-chromatographisch gereinigten polyklonalen Erstantikorper.
Ein monoklonaler Zweitantikorper bildet mit dem in der Probe vorhandenen ET-1 / Big-ET
und dem gebundenen Erstantikorper einen Sandwich. Nach einem Waschschritt, der alle nicht
spezifisch gebundenen Substanzen entfernt, wird die Menge an gebundenem monoklonalen
Antikdrper bestimmt. Sie entspricht der Menge an in der Probe vorhandenem ET-1 / Big-ET.
Zur Detektion wird ein mit Peroxidase konjugierter anti-Maus Antikorper eingesetzt. Nach
abermaligem Waschen wird Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat zugegeben. Die
einsetzende Farbentwicklung, die mit einem Photometer der Firma Dynatech (Modell MR
4000) bei 450nm gemessen wurde, ist direkt proportional der Konzentration an ET-1/ Big-ET
in der Probe.
Testmerkmale des ET-1 ELISAs:
- Normalwerte: 0,2 bis 0,7 fmol/ml
- Standardbereich: 0 bis 10 fmol/ml
- Kreuzreaktionen:
o ET-1:100%
o ET-2:100%
o ET-3:<5%
Big-ET (1-38): <1%
Big-ET (22-38): <1%

o

o

- Nachweisgrenze: 0,05 fmol/ml
Testmerkmale des Big-ET (1-38) ELISAs:

- Normalwerte: bis 0,7 fmol/ml
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- Messbereich: 0,05 bis 15,6 fmol/ml
- Kreuzreaktionen:
0 ET-1:<1%
o ET-2:<1%
o ET-3:<1%
0 Big-ET (1-38): 100%
0 Big-ET (22-38): <1%
- Nachweisgrenze: 0,05 fmol/ml
Die Plasmaproben fiir die Bestimmung der VML 588-Konzentrationen wurden bei -70°C in
folgendes beauftragtes Labor nach New York verschickt:

Advanced BioAnalytical Services Inc (ABS)

15 Catherwood Road

Ithaca

New York 14850

USA
Dort wurden die Plasmaproben anhand einer von ABS entwickelten spezifischen und
validierten LC/MS/MS — Methode (liquid chromatography / turboion spray tandem mass
spectrometry) analysiert. Die untere Nachweisgrenze fiir VML 588 im Plasma lag dabei bei
2 ng/mL. Die Prizision dieses VML 588 Assays lag, bestimmt an Hand der Analyse von

Kontrollproben, bei < 10.4% und, bestimmt an Hand der Analyse von kalibrierten Proben, bei

<7.5%.

2.3 Statistische Auswertung

Die Erfassung der Daten erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel® 2002. Die statistische
Auswertung wurde mit dem Programm SPSS® fiir Windows (Version 9.0) vorgenommen.

Zur Analyse auf signifikante Unterschiede wurden die Patienten in drei Gruppen aufgeteilt.
Es wurden zwei Verumgruppen (Dosis 0,1 und 0,2 mg/kg/h) und eine Placebogruppe
gebildet, die miteinander verglichen wurden.

Um die Untersuchung der Wirkung von VML 588 bei signifikanter KHK (Stenose >50%)
genauer analysieren zu konnen, wurde eine Subgruppenanalyse vorgenommen. Dabei wurden
alle Patienten der Verumgruppen nach dem Vorhandensein bzw. Nicht-Vorhandensein einer
relevanten KHK aufgeteilt und miteinander verglichen. Die Angaben hierzu erfolgen als
Mittelwert +/- Standardabweichung.

Zur Feststellung signifikanter Verdnderungen eines Merkmals oder Messwertes innerhalb

einer Gruppe wurde der Wilcoxon-Test verwendet.
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Durch den Wilcoxon-Test werden die Mittelwerte zweier verbundener Stichproben auf
Unterschiedlichkeit getestet, wobei die zu testende Variable nur ordinalskaliert sein muss, da
nicht die Messwerte selbst, sondern ihre Rangplitze verwendet werden. Ordinalskaliert
bedeutet, dass die Daten Wertungen darstellen, wobei die Linearitit der Skala nicht gesichert
ist. Eine bestimmte Verteilungsform der Variable wird nicht vorausgesetzt.

Zur Feststellung signifikanter Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen innerhalb
eines Merkmals oder Messwertes wurde der Mann-Whitney-Test verwendet.

Bei diesem Test werden die Rangpldtze zweier unabhingiger Stichproben miteinander
verglichen. Wie beim Wilcoxon-Test muss die zu testende Variable nur ordinalskaliert sein
und es wird keine bestimmte Verteilungsform vorausgesetzt.

Bei beiden Tests wurde als Zeichen eines signifikanten Unterschieds ein Signifikanzniveau

von p<0,05 vorausgesetzt.

2.4 Einverstindniserklirungen und Genehmigung der Studie

Alle Patienten wurden {iber die Studie vollstdndig aufgeklért und gaben vor Studienbeginn ihr
schriftliches Einverstdndnis zu ihrer Teilnahme. Die Studie wurde nach GCP-Richtlinien
durchgefiihrt und stimmte mit der Deklaration von Helsinki {iberein.

Das der Ethikkommission der medizinischen Fakultit der Heinrich Heine Universitit
Diisseldorf vorgelegte Studienprotokoll dieser Studie (Studien-Nr. 1436) wurde im
Umlaufverfahren gepriift und beurteilt, wobei von Seiten der Kommission keine ethischen

oder berufsrechtlichen Bedenken gegen die Durchfiihrung dieser Studie bestanden.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv
Zwanzig von 21 randomisierten Patienten erhielten das Studienmedikament und schlossen die

Studie ab (Tabelle 3.1).

Studienmedikation VML 588 VML 588 Placebo Gesamt
Dosierung (mg/kg/h) 0.1 0.2

Screened 21
Randomisiert 8 9 4 21
Behandlung bekommen 8 8* 4 20
Behandlung abgeschlossen 8 8 4 20
Zuriickgezogen - 1* - 1

Patient 15 erhielt keine Studienberechtigung nach Randomisation und wurde ausgeschlossen.

Tabelle 3.1: Studienkollektiv

Patient Nr.15 gab thorakale Beschwerden nach Randomisation an und wurde deshalb vor der
Verabreichung der Studienmedikation aufgrund instabiler Angina Pectoris ausgeschlossen.
Bei der bei diesem Patienten durchgefiihrten Koronarangiographie konnte jedoch keine

Koronarveridnderung nachgewiesen werden. Die restlichen 20 Patienten schlossen die Studie

ab.

Alle zwanzig an dieser Studie teilnechmenden Patienten hatten einen Krankheitsgrad der
NYHA Klasse I (n=3) oder II (n=17).Von den zwanzig in die Studie eingeschlossenen
Patienten hatten 19 eine bekannte Koronare Herzkrankheit, lediglich bei einem Patienten in
der VML 588 0.2ml/kg/h Kohorte bestand nur der Verdacht auf eine KHK. In der VML 588
Kohorte mit 0,1mg/kg/h hatten sechs Patienten bereits einen Myokardinfarkt gehabt, in der
VML 588 Kohorte mit 0,2 mg/kg/h und der Placebogruppe waren es jeweils zwei Patienten.
Vier der acht Patienten der VML 588 Gruppe mit 0,1mg/kg/h hatten in ihrer Vormedikation
einen ACE-Hemmer und sechs Patienten erhielten einen Beta-Blocker, in der VML 588
Gruppe mit 0,2mg/kg/h waren dies zwei bzw. vier Patienten und in der Placebogruppe jeweils

zwei Patienten (Tabelle 2.1).

Mit Ausnahme eines Patienten der Placebogruppe waren alle im Versuch aufgenommenen
Patienten ménnliche Weile mit einem mittleren Alter dhnlich dessen der Patienten in den
Dosisgruppen (58.5 [Placebo] gegeniiber 58.8 [VML 588 0,1] und 60.9 Jahre [VML 588
0,2]). Verglichen mit Patienten in der Placebogruppe hatten die Patienten in der Gruppe mit
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VML 588 0.1 mg/kg/h und 0.2 mg/kg/h ein hoheres mittleres Gewicht (77.75 gegeniiber
84.18 und 84.40 kg). Es gab zwischen den einzelnen Kohorten weder vor Studienbeginn noch
bei Entlassung signifikante Unterschiede der kontrollierten Blutwerte und auch innerhalb der
einzelnen Gruppen waren bei Entlassung keine signifikanten Verdanderungen im Vergleich zu
den Ausgangswerten festzustellen.

Mit Ausnahme eines Patienten der VML 588 0.2 mg/kg/h Dosisgruppe hatten alle Patienten
eine bekannte KHK bei Studienantritt (Tabelle 3.2).

Studienmedikament VML 588 VML 588 Placebo
Dosis (mg/kg/h) 0;1 0;2 (n=4)
(n=8) (n=8)
Demographische Daten
Geschlecht Minnlich: Weiblich (N) 8:0 8:0 3:1
Alter Jahre 58.8 +/- 10.1 60.9 +/-11.0 58.5+/-2.9
Grofle cm 176.3 +/-7.2 172.4+/-9.2 171.8 +/- 11.1
Gewicht kg 84.18 +/- 13.94 84.40 +/- 8.51 77.75 +/- 8.93
KHK BekanTlt m) 8 7 4
Wabhrscheinlich (N) - 1 -
Parameter vor Studienbeginn
Na mmol/L 138,5 +/- 3,59 142,25 +/- 1,70 139,75 +/- 1,26
K mmol/L 4,29 +/- 0,50 4,35 +/- 0,40 4,28 +/- 0,22
Ca mmol/L 2,44 +/- 0,09 2,46 +/- 0,09 2,38 +/- 0,21
Albumin g/dL 4,9 +/- 0,16 4,95+/-04 4,93 +/- 0,10
Protein (total) g/dL 7,59 +/- 0,18 7,43 +/- 0,47 7,45 +/- 0,36
Harnstoff mg/dL 15,25 +/- 4,89 17,13 +/- 3,91 18,5 +/- 5,45
Kreatinin mg/dL 0,91 +/- 0,16 1,1 +/- 0,15 1,03 +/- 0,10
Bilirubin (ges.) mg/dL 0,51 +/-0,17 0,61 +/-0,13 0,63 +/- 0,24
AP U/L 103,88 +/- 15,07 | 102,75 +/- 31,46 118,5 +/- 36,41
GGT U/L 36,38 +/- 34,26 16 +/- 7,82 21,25 +/- 8,66
GPT U/L 16,13 +/- 5,41 18,63 +/- 13,03 12 +/- 2,94
GOT U/L 12,38 +/- 5,15 12,38 +/- 5,26 10,5 +/- 2,89
LDH U/L 157,88 +/- 31,49 | 174,88 +/- 28,35 177 +/- 17,34
Glucose mg/dL 124,38 +/- 87,53 | 103,25 +/- 16,94 96 +/- 17,11
Héamatokrit % 43,98 +/-2.47 44,88 +/- 1,89 44,5 +/- 2,52
Héamoglobin g/dL 14,84 +/- 0,82 15,03 +/- 0,77 14,9 +/- 0,53
Erythrozyten 10"/ 4,64 +/- 0,29 4,88 +/- 0,19 4,93 +/- 0,47
MCH pg 32,15 +/- 1,54 30,95 +/- 1,57 30,5 +/- 2,38
MCHC g/dL 33,84 +/- 0,85 33,65 +/- 0,44 33,75 +/- 1,26
MCV fl 95,41 +/- 5,53 92,06 +/- 4,68 90,75 +/- 3,95
Leukozyten 10°/L 6,79 +/- 1,07 6,26 +/- 3,00 7,48 +/- 3,30
Neutrophile % 56,44 +/- 8,37 57,61 +/-9,15 59,6 +/- 8,03
Lymphozyten % 29,78 +/- 4,16 30,14 +/- 8,04 27,25 +/- 10,01
Monozyten % 9,28 +/- 5,09 9,54 +/- 2,60 7,6 +/- 1,63
Eosinophile % 4,18 +/-2.93 2,39 +/- 1,14 4,95 +/-4,17
Basophile % 0,41 +/-0,17 0,48 +/- 0,15 0,8 +/- 0,50
Thrombozyten 10°/L 203,5 +/- 37,33 200 +/- 35,73 283,25 +/- 54,51
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Parameter bei Entlassung
Na mmol/L 137,75 +/- 2,39 140,5 +/- 3,16 138,5 +/- 1,73
K mmol/L 4,34 4/- 0,53 4,15 +/- 0,28 425 +/-0,27
Ca mmol/L 2,45 +/- 0,05 2,46 +/- 0,05 2,35 +/- 0,24
Albumin g/dL 4,73 +/- 0,28 4,71 +/- 0,26 4,83 +/- 0,25
Protein (total) g/dL 7,33 +/- 0,47 7,08 +/- 0,38 7,38 +/- 0,28
Harnstoff mg/dL 14,63 +/- 3,82 16 +/- 2,88 18,5 +/- 4,66
Kreatinin mg/dL 0,96 +/- 0,12 1,13 +/- 0,10 1,05 +/- 0,13
Bilirubin (ges.) mg/dL 0,6 +/- 0,19 0,83 +/- 0,37 0,7 +/- 0,26
AP U/L 97,38 +/- 9,65 97,13 +/- 25,89 | 104,75 +/- 20,26
GGT U/L 31,25 +/- 29,36 30,5 +/- 49,10 20 +/- 6,98
GPT U/L 15,25 +/- 8,05 15,5 +/- 9,67 11,25 +/- 1,89
GOT U/L 8 +/-3,12 9,88 +/- 2,42 10,5 +/- 1,29
LDH U/L 138,38 +/- 22,17 | 153 +/- 13,59 163,25 +/- 24,57
Glucose mg/dL 123,5 +/- 39,91 | 123,75 +/- 35,91 146 +/- 63,34
Hamatokrit % 42,63 +/- 2,26 43,38 +/- 3,07 43,75 +/- 2,63
Hamoglobin g/dL 14,44 +/- 0,55 14,53 +/- 0,78 14,78 +/- 1,01
Erythrozyten 10"/L 4,5+/-0,15 4,59 +/- 0,33 4,85 +/- 0,42
MCH rg 32,29 +/- 1,61 31,01 +/- 1,61 30,5 +/- 1,73
MCHC g/dL 33,78 +/- 0,90 33,74 +/- 0,68 33,75 +/- 1,26
MCV fl 92,76 +/- 10,83 91,73 +/- 4,92 90 +/- 3,37
Leukozyten 10°/L 7.2 +/- 0,85 7,83 +/- 2,04 9,13 +/- 2,70
Neutrophile % 60,99 +/- 7,73 63,89 +/- 10,43 64,25 +/- 2,22
Lymphozyten % 26,6 +/- 5,18 24,74 +/- 9,47 23,75 +/- 4,03
Monozyten % 9,23 +/- 2,80 9,23 +/- 2,97 6,65 +/- 1,26
Eosinophile % 3,11 +/-1,63 2,2 +/- 1,05 4,93 +/- 2,41
Basophile % 0,28 +/- 0,18 0,39 +/- 0,29 0,5 +/- 0,32
Thrombozyten 10°/L 202,25 +/- 34,90 | 198,13 +/- 38,38 276 +/- 42,54

Tabelle 3.2: Demographische Daten des Studentenkollektivs und Safety-Parameter

3.2 Blutdruck- und Herzfrequenzwerte

Unter Placeboinfusion konnten keine signifikanten Anderungen hinsichtlich Herzfrequenz
oder Blutdruck gemessen werden, wohingegen sowohl bei 0,1mg/kg/h als auch bei
0,2mg/kg’/h VML 588 ein signifikanter Abfall des systolischen und diastolischen Drucks
sowie des mittleren arteriellen Drucks zu verzeichnen war. Die Herzfrequenz stieg dabei
gleichzeitig minimal, aber nicht signifikant an. Der Blutdruckabfall deutet auf eine

dilatatorische Wirkung von VML 588 (Tabelle 3.2 und 3.3).
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Studienmedikament SBD DBD MAD HF
Placebo 136 +/- 22mmHg 82 +/- 1I8SmmHg | 102+/- 18mmHg | 67+/- 16 min
vor Infusion - - - -
- 134 +/- 24mmHg 79 +/- 1lmmHg | 102+/- 16mmHg | 63+/- 16 min™
nach Infusion p=0,715 p=0,593 p=1,000 p=0,194
VML 588 0.1 mg/kg/h 139+/- 20mmHg 78+/- TmmHg 100+/- 11lmmHg | 57+/- 5 min'
vor Infusion - - - -
- 122+/- 11 mmHg 72+/- 6 mmHg 89+/- SmmHg 60+/- 6 min™
nach Infusion p=0,018 p=0,050 p=0,051 p=0,225
VML 588 0.2 mg/kg/h 136+/- 18mmHg 81+4/- 9mmHg 104+/- 12mmHg | 69+/- 15 min™'
vor Infusion - - - -
- 1214/- 15mmHg 72+/- 8mmHg 92+/- 12mmHg | 71+/- 13 min™
nach Infusion p=0,021 p=0,028 p=0,035 p=0,291

DBD: diastolischer Blutdruck; SBD: systolischer Blutdruck; MAD: mittlerer arterieller Blutdruck; HF: Herzfrequenz;
p = asymptotische Signifikanz (Wilcoxon-Test)

Tabelle 3.3: Vergleich der Blutdruck- und Herzfrequenzwerte bei Verum- und
Placebopatienten zu Beginn und am Ende der Infusion (Omin — 360min)
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Placebo
(n=4)
160
140
2 120 | — RRsystolisch
E 100 - —— RRdiastolisch
80
60— T
°888888538238888¢8 838
T =« 4 N N N O O O O I I <
min
(Omin=Infusionsbeginn; 360min=Infusionsende;
480min=Uberwachungsende)
Omin vs. 360min : p(syst.)=0,715 p(diast.)=0,593
VML 588 0,1 mg/kg/h
(n=8)
160
140
2 120 — RRsystolisch
€ 100 - —— RRdiastolisch
80— —
60— —— T
°3888883538R238888¢8 88
I =« 4 N N N O O O O I < <
min
(Omin=Infusionsbeginn; 360min=Infusionsende;
480min=Uberwachungsende)
Omin vs. 360min : p(syst.)=0,018 p(diast.)=0,050
VML 588 0,2 mg/kg/h
(n=8)
160
140
:? 120 - \/\/J\/ — RRsystolisch
E 100 - —— RRdiastolisch
80
60—+ 7 —— T
°388888353828888¢82¢88
T =1 4 N N N O OO O M < < <
min
(Omin=Infusionsbeginn; 360min=Infusionsende;
480min=Uberwachungsende)
Omin vs. 360min : p(syst.)=0,021 p(diast.)=0,028

Diagramm 1: Verlauf des Blutdrucks der einzelnen Patientengruppen von Infusionsstart (Omin) bis

2 Stunden nach Infusionsende (480min)
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Interessant hierbei ist, dass bei Betrachtung der Patienten, die VML 588 bekamen, nur
diejenigen mit einer klinisch relevanten KHK (Stenose >50%), welche unmittelbar nach der
Studie eine klinische Intervention in Form einer PTCA oder ACVB-Operation erforderte,
einen signifikanten Blutdruckabfall aufwiesen, wiahrend dies bei den anderen Patienten nur in

der Tendenz, aber nicht signifikant, der Fall war (Tabelle 3.4).

klinisch
relevante KHK HF SBD DBP MAD
Omin 64+/- 11 min" | 139+/- 18 mmHg | 80+/- 6 mmHg | 100+/- 11 mmHg
Nein - - - -
= " +/- 14 min® +/-12m +/-4m +/- 10 mm
N=11) 360min 66+/- 14 "| 129+/- 12 mmHg | 78+/- 4 mmHg | 98+/- 10 mmHg
p=0,581 p=0,104 p=1,000 p=0,893
Omin 62+/- 14 min" | 137+/- 20 mmHg | 80+/- 9 mmHg | 103+/- 12 mmHg
Ja - - - -
(N=5) 360-min 65+/- 11 min" | 118+/- 12 mmHg | 69+/- 6 mmHg | 88+/- 8 mmHg
p=0,155 p=0,005 p=0,003 p=0,005

DBD: diastolischer Blutdruck; SBD: systolischer Blutdruck; MAD: mittlerer arterieller Blutdruck; HF: Herzfrequenz;
p = asymptotische Signifikanz (Wilcoxon-Test)

Tabelle 3.4: Vergleich der Blutdruck- und Herzfrequenzwerte bei Verumpatienten mit/ohne
relevante KHK

3.3 Liavokardiographie

Bei der Lavokardiographie ergaben sich folgende Ergebnisse:

Die meisten Patienten hatten eine normokinetische Apex (18 [90%] Patienten),
normokinetisches Septum (15 [75%] Patienten), normokinetische Hinterwand (15 [75%)]
Patienten), normokinetische Vorderwand (16 [80%)] Patienten) und normokinetische
Seitenwand (18 [90%] Patienten). Zwei Patienten hatten eine hypokinetische Spitze, 5
Patienten hatten jeweils ein hypokinetisches Septum und/oder Hinterwand, 4 Patienten hatten
eine hypokinetische Vorderwand und 2 Patienten hatten eine hypokinetische Seitenwand
(Tabelle 3.5). Kein Patient hatte eine Akinesie oder Dyskinesie von Apex, Septum,

Vorderwand, Hinterwand oder Seitenwand.

Studienmedikament VML 588 VML 588 Placebo
Dosis (mg/kg/h) 0.1 0.2

Anzahl auswertbarer Patienten 8 8 4
Apex 1(13) 1(13) 0(-)
Septum 2 (25) 2 (25) 1 (25)
Vorderwand 2 (25) 1(13) 1(25)
Hinterwand 3(38) 2 (25) 0(-)
Seitenwand 0(-) 2 (25) 0(-)

Tabelle 3.5: Pravalenz (Anzahl [%]) von Patienten mit Hypokinesien
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Linksventrikuldrer systolischer und diastolischer Druck und aortaler systolischer und
diastolischer Druck waren wéhrend der Lévokardiographie in den VML 588-Gruppen
niedriger als in der Placebogruppe.

Der linksventrikuldre systolische Druck war im Mittel in der VML 588 Kohorte mit 0.2
mg/kg/h geringer als in der 0.1 mg/kg/h Dosisgruppe welche wiederum geringere Werte als
die Placebogruppe aufwiesen (132.5 und 146.3mmHg gegeniiber 163.8mmHg in der
Placebogruppe). Das gleiche Bild zeigt sich auch beim linksventrikuldren enddiastolischen
Druck (11.6 und 13.0mmHg gegeniiber 18.0mmHg in der Placebogruppe) und dem aortalen
systolischen Druck (132.5 und 142.5mmHg gegeniiber 163.8mmHg in der Placebogruppe).

In keiner der Gruppen gab es einen LV/Ao Druckgradienten (systolischer Druckunterschied
zwischen linkem Ventrikel und aortalem Druck wéhrend der Systole).

Die Auswurffraktion des linken Ventrikels war in allen Gruppen im Normbereich (>60%). Sie
war in den VML 588-Gruppen niedriger als in der Placebogruppe und lag im Mittel in der
VML 588 Kohorte mit 0.1mg/kg/h bei 65.28%, bei der VML 588 Kohorte mit 0.2mg/kg/h bei
67.63% und in der Placebogruppe bei 73.89%. Die Unterschiede zwischen den
Verumgruppen und der Placebogruppe waren nicht signifikant (Placebo vs. VML 588
0,1mg/kg/h p=0,336, Placebo vs. VML 588 0,2mg/kg/h p=0,268).

3.3.1 Koronarangiographie

Die rechte Koronararterie war bei 2/8 Patienten in der VML 588 0.2 mg/kg/h Dosisgruppe
und keinem der anderen Gruppen dominierend. Das Vorkommen einer wenigstens 50%
Stenose einer Koronararterie ist in Tabelle 3.6 zusammengefasst. In den VML 588

Dosisgruppen waren die am hiufigsten stenosierten Gefdle der RIVA und die rechte

Koronararterien.

Studienmedikament VML 588 VML 588 Placebo
Dosis (mg/kg/h) 0.1 0.2

Anzahl auswertbarer Patienten 8 8 4
Rechte Koronararterie 3(38) 2 (25) 1(25)
Linker Hauptstamm 1(13) 0(-) 0()
RIVA 4 (50) 3 (38) 0(-)
RCX 2 (25) 1(13) 0()

Tabelle 3.6: Priavalenz (Anzahl [%]) von Gefdllsegmenten mit einer Koronararterienstenose

von mindestens 50%
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In den VML 588 Dosisgruppen hatten die meisten Patienten entweder eine Ein- oder
Zweigefal KHK (5/8 Patienten in der 0.1 mg/kg/h Dosisgruppe [ein Patient hatte eine Stenose
des linken Hauptstamms] und 5/8 Patienten in der 0.2 mg/kg/h Dosisgruppe) wohingegen in
der Placebogruppe nur einer von 4 Patienten eine Eingefd3 KHK und kein Patient eine Zwei-
oder Dreigefdal KHK hatte. Acht Patienten, 2 in der VML 588 0.1 mg/kg/h Dosisgruppe, 3 in
der VML 588 0.2mg/kg/h Dosisgruppe und 3 in der Placebogruppe, hatten keinen Nachweis

einer relevanten koronaren Herzkrankheit mit einer Stenosierung >50% (Tabelle 3.7).

Studienmedikament VML 588 VML 588 Placebo
Dosis (mg/kg/h) 0.1 0.2

Anzahl auswertbarer Patienten 8 8 4
Keine relevante KHK 2 (25) 3(38) 3(75)
Eingefdll KHK 3(3%) 4 (50) 1(25)
Zweigefal KHK 2 (25) 1(13) 0(-)
Dreigefil KHK 1(13) 0() 0(-)

Tabelle 3.7: Pravalenz (Anzahl [%] von Patienten) einer Gefd8krankheit mit einer Stenose

>50%

3.4 Echokardiographie

In den echokardiographischen Untersuchungen konnten sowohl in den systolischen als auch
in den diastolischen Parametern keine signifikanten Unterschiede zwischen der Placebo und
der VML 588 Gruppen gezeigt werden. (Tabelle 3.8)

Auch beim Vergleich der Patienten mit und ohne relevanter Koronarer Herzkrankheit konnten
im Gegensatz zur Auswertung der Vitalparameter keine signifikanten Unterschiede

herausgestellt werden.

B-/M-Mode Parameter
. ) FS EDV ESV
Studienmedikament (%] [ml] [ml]
Normbereich >25 100 - 160 40 - 80
37.00 - 523 | 11728 +/-39.45 | 41,68 +/- 21,70
Placebo 375+- 592 | 120,5+- 37,11 | 41,68+/- 21,70
p=0,317 p=0,180 p=1,000
35,63 +/-583 | 158,65 +-28,51 | 58,54 +/-22,08
VML 588 0.1 mg/kg/h 3575 4/-5.99 | 15943 +/-29.04 | 5838 +/-22.42
p=0,317 p=0,197 p=1,000
3475+/-1120 | 1518 +/-36.14 61.4 +/- 3691
VML 588 0.2 mg/kg/h 3438+ 11,07 | 152.35+-3778 | 61,89 +/-37.72
p=0,083 p=0,285 p=0,715
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Kardiale Volumina
] ) EF SV Cco
Studienmedikament (%] [mI/Schlag] [L/min]
Normbereich >60 60 -90 5-9
66.50 +/- 7,05 | 75,60 +/- 18,18 5.66 +/- 2.48
Placebo 67.25 +/- 7.93 78,8 +/- 17,01 5,19 +/- 2,24
p=0,180 p=0,180 p=0,144
63,75 +- 8,17 100 +/- 16,33 6,40 +/- 1,40
VML 588 0.1 mg/kg/h 64,25 +/-826 | 100,06 +/- 16,07 6,36 +/- 1,22
p=0,102 p=0,144 p=0,866
61,88 +/- 14,74 | 90.4+/- 12,61 6,86 +/- 1,50
VML 588 0.2 mg/kg/h 61.63+- 14,57 | 90,19 +/- 12,85 6,72 +/- 1,69
p=0,480 p=0,500 p=0,400
Diastolische LV-Parameter
Studienmedikament VEmax VAmax VE/VA
[m/s] [m/s]
Normbereich 0,6 1,0 0,4-0,8 >0,9
0,62 +-0.12 0,64 +/- 0,19 1,02 +-0.28
Placebo 0,61 +/- 0,10 0,64 +/- 0,14 1,00 +/- 0,35
p=1,000 p=1,000 p=1,000
0,65 +/- 0,05 0,62 +/- 0,08 1.07 +- 021
VML 588 0.1 mg/kg/h 0,66 +/- 0,06 0,62 +/- 0,08 1,09 +/- 0,22
p=0,622 p=0,236 p=0,401
0,61 +-0,17 0,69 +/- 0,18 0,92 +/- 0,32
VML 588 0.2 mg/kg/h 0,60 +/- 0,12 0,71 +/- 0,17 0,88 +/- 0,23
p=0,528 p=0,889 p=0,401
Studienmedikament AT DT IVRT
[ms] [ms] [ms]
Normbereich <100 <240 <105
9325 +/-457 | 22925+-2277 | 126,50 +/- 14,73
Placebo 91,50 +- 6,61 | 23425+~ 30,02 | 130,75 +/- 20.16
p=0,273 p=0,273 p=0,144
8738 +/- 487 | 214,00 +/- 17,57 | 122,88 +/- 15,03
VML 588 0.1 mg/kg/h 8775 /- 337 | 212,63 +- 2049 | 120,13 +/- 1975
p=0,478 p=0,575 p=0,889
87.63 +/- 891 | 233.00 +/- 12,75 | 134.75 +/- 30,01
VML 588 0.2 mg/kg/h 86.63 +/- 540 | 228.88 1/- 742 | 12638 +/- 28.10
p=0,777 p=0,263 p=0,263

FS: Fractional Shortening; EDV: Enddiastolisches Volumen; ESV: Endsystolisches Volumen;

CO: Cardiac Output; EF: Ejektionsfraktion; SV: Schlagvolumen; p = asymptotische Signifikanz (Wilcoxon-Test)

Tabelle 3.8: Echokardiographische Parameter (Omin — 90min)
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3.5 VMLS588-, ET-1- und Big-ET-Konzentrationen

ET-1- und Big-ET-Konzentrationen, wurden vor und 1,5 Std nach Infusionsbeginn gemessen.
Es konnte gezeigt werden, dass ein Anstieg der Plasma ET-1-Konzentrationen wihrend
VML 588-Infusion stattfand, wohingegen nur geringe Anderungen wihrend der
Placeboinfusion stattfanden. Dies wird auch dadurch deutlich gezeigt, dass vor
Infusionsbeginn der Unterschied der Plasma-ET-1-Konzentration zwischen den
Verumgruppen und der Placebogruppe nicht signifikant (p=0,337) war, wohingegen nach
90min ein signifikanter Unterschied nachzuweisen war (p=0,047). Wéhrend der Infusion
konnte bei 6/8 Patienten in der VML 588 0.1 mg/kg/h-Gruppe und allen 8 Patienten in der
VML 588 0.2 mg/kg/h-Gruppe eine Zunahmen der Plasma ET-1-Konzentrationen
nachgewiesen werden, was durch die Blockade des ET4 Rezeptors durch VML 588 erklért ist,
wohingegen in allem auBler einem Patienten (Nr.09) in der Placebogruppe die Plasma-ET-1-
Konzentrationen unter der Nachweisgrenze blieben. Bei den Big-ET-Werten konnte keine
einheitliche Konzentrationserh6hung oder -reduzierung in einer der Dosisgruppen

nachgewiesen werden. (Tabelle 3.9)

ET-1 ET-1 Big-ET Big-ET
Studienmedikament [fmol/ml] [fmol/ml] [fmol/ml] [fmol/ml]
(0 min) (90 min) (0 min) (90 min)
Placebo 0,07 +/- 0,15 0,17 +/- 0,32 0,72 +/- 0,23 0,68 +/- 0,18
p=0,180 p=0,715
VML 588 0.1 mg/kg/h 0,33 +/- 0,41 ‘ 0,47 +/- 0,58 0,77 +/- 0,26 0,80 +/- 0,26
p=0,327 p=0,484
VML 588 0.2 mg/kg/h 0,15 +/-0,29 ‘ 0,50 +/- 0,47 0,82 +/- 0,27 0,87 +/- 0,34
p=0,018 p=0,263

Tabelle 3.9:  Mittelwerte der ET-1 und Big-ET Plasmakonzentrationen (fmol/ml);
p = asymptotische Signifikanz (Wilcoxon-Test)

Unterteilt man die Patienten, die VML 588 erhielten, in Patienten mit bzw. ohne eine klinisch
relevante Stenose, welche unmittelbar nach der Studie eine klinische Intervention in Form
einer PTCA oder ACVB-Operation erforderte, so fallt auf, dass nur die Patienten mit einer in
der Koronarangiographie nachgewiesenen klinisch relevanten Stenose einen signifikanten
Anstieg der Endothelin-Plasmakonzentration unter der VML 588 Infusion hatten (Tabelle
3.10).
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Klinisch relevante ET-1 ET-1
Stenose (>50%) N [fmol/ml] [fmol/ml]
(0 min) (90 min)
JA 5 0,22 +/- 0,36 0.59 +/- 0.52
p=0,043
NEIN 11 0,26 +/-037 0,44 +/-0,52
p=0,139

Tabelle 3.10: Mittelwerte der ET-1 Plasmakonzentrationen (fmol/ml) der Verumpatienten
mit bzw. ohne eine klinisch relevanten Stenose;
p = asymptotische Signifikanz (Wilcoxon-Test)

Es gab keine Korrelation zwischen dem in der Koronarangiographie nachgewiesenen
Gefilstatus und den Endothelin-Plasmakonzentrationen (r = -0,212). Es zeigt sich zwar eine
Steigerung der Ausgangswerte von den Patienten ohne klinisch relevante KHK zu den
Patienten mit einer 2-Gefd3-KHK (da es nur einen Patienten mit einer 3-Gefd3-KHK in der
Studie gab, wird diese hierbei nicht beriicksichtigt), diese ist allerdings nicht signifikant
(keine KHK vs. 2-GefiB-KHK p=0,341). Auch bei der Uberpriifung des
Konzentrationsanstiegs nach 90min konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen
werden (Tabelle 3.11).

Allerdings bleibt festzuhalten, dass mit hoherem Schweregrad der KHK die ET-1
Plasmakonzentration unter Gabe von VML 588 signifikant steigt (Tabelle 3.10) und dass auch
ein signifikanter Unterschied zwischen Placebogruppe und Patienten mit klinisch relevanter

KHK nach 90 miniitiger VML 588 Infusion besteht (Diagramm 2; p=0,049).

0,7
0,6
0,5
0,4 -

0,3
0,2
0,1 -

ET-1 [fmol/ml]

Ruhe (vor VML Placebo (N=4) keine relevante klinisch
588 Infusion) KHK (N=11) relevante KHK
(N=20) (N=5)

Diagramm 2: Vergleich der ET-1 Plasmakonzentrationen vor Infusionsbeginn (alle Patienten)

und nach 90min Infusion mit VML 588 bzw. Placebo
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ET-1 ET-1 Big-ET Big-ET
Gefiflstatus N [fmol/ml] [fmol/ml] [fmol/ml] [fmol/ml]
(0 min) (90 min) (0 min) (90 min)
keine klinisch relevante 5(8) 0,15 +/- 0,28 0,43 +/- 0,53 0,67 +/- 0,27 0,73 +/- 0,29
KHK (0,10 +/-0,22) | (0,22 +/-0,44) | (0,68 +/-024) | (0,70 +/-0,25)
p=0,078 P=0,225
: 0,20 +/- 0,30 0,39 +/- 0,47 0,94 +/- 0,17 0,95 +/- 0,12
1-Gefal-KHK T®) | 022+-028) | (042+-045) | (0.91+-017) | (0.93+-0.12)
p=0,091 p=0,866
2-Gefif3-KHK 3(3) 0,54 +/- 0,60 | 0,56 +/- 0,30 0,72 +/- 0,39 0,76 +/- 0,59
p=1,000 p=1,000
3-Gefd3-KHK 1(1) 0,06 | 0,20 0,68 0,83

Tabelle 3.11: Mittelwerte der ET-1 und Big-ET Plasmakonzentrationen (fmol/ml) in

Korrelation zum Gefaf3status der Patienten [ohne Placebo-Patienten (mit Placebo-Patienten)];
p = asymptotische Signifikanz (Wilcoxon-Test)

Betrachtet man den absoluten Anstieg der Endothelin-Plasmakonzentration nach 90min

Infusionsdauer im Verhéltnis zum GeféB3status der Patienten, so sind keine signifikanten

Unterschiede zu sehen (Tabelle 3.12).

absoluter ET-1 Anstieg | absoluter Big-ET Anstieg
Gefiflstatus N
[fmol/ml] [fmol/ml]

keine klinisch relevante

5 0,48 +/- 0,48 0,07 +/- 0,10
KHK
1-Gefa-KHK 7 0,18 +/- 0,24 0,01 +/- 0,11
2-GefaBB-KHK 3 0,17 +/- 0,88 0,04 +/- 0,23
3-Gefa-KHK 1 0,14 0,15

Tabelle 3.12: absoluter Anstieg der ET-1 und Big-ET Plasmakonzentrationen (fmol/ml) nach
90min in Korrelation zum GefdBstatus der Patienten

In Kohorte 1 waren die bei 90 und 360 min nach Infusionsstart gemessenen VML 588-
Konzentrationen anndhernd gleich (209 ng/mL +/- 38 bei 90 min und 214 ng/mL +/-80 bei
360 min), was ein Hinweise auf einen schnell erreichten Steady State von VML 588
(innerhalb von 90 min nach Infusionsstart) ist.

Wie in Kohorte 1 waren die wahrend der Infusion gemessenen VML 588-Werte in Kohorte 2
anndhernd gleich (601 +/- 180 ng/mL bei 90 min, 637 +/- 219 ng/mL bei 180 min, und 674
+/- 255 ng/mL bei 360 min), was auch hier ein Hinweise auf einen schnell erreichten Steady
State nach Infusionsstart ist. Plasma VML 588-Konzentrationen nahmen nach dem Ende der

Infusion schnell ab: 30 min nach Infusionsende lag die mittlere Plasma VML 588-
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Konzentration bei 173 +/- 64 ng/mL und 4 Stunden nach dem Ende der Infusion bei 20.2 +/-
16 ng/mL.
Es gab eine dosisbezogene Zunahme der Steady-State-Plasma VML 588 Konzentrationen mit

erhohter VML 588-Dosis.

Zusammenfassung der himodynamischen Ergebnisse:

Die Infusion mit VML 588 bewirkte eine signifikante Abnahme von systolischem und
diastolischem Druck sowie des mittlerem arteriellen Druck, zusammen mit einer geringen
allerdings nicht signifikanten Erhohung der Herzfrequenz im Vergleich zu den
Ausgangswerten. Dies war am stirksten bei Patienten mit einer klinisch relevanten KHK
(Stenose > 50%) ausgepragt.

Unter der Infusion mit VML 588 oder Placebo konnten keine Verdnderungen der von uns
gemessenen echokardiographischen Parameter registriert werden. Alle Patientengruppen
zeigten eine normale systolische Funktion (Auswurffraktion > 60%), was in der
Lavokardiographie bestétigt wurde.

Plasma-ET-1-Konzentrationen nahmen wiahrend der VML 588-Infusion dosisabhéingig zu,
was auf eine Blockierung des Rezeptors des endogenen ET-1 deutet. Auch diese Tatsache war

vor allem bei Patienten mit einer klinisch relevanten KHK (Stenose > 50%) nachzuweisen.

3.6 Vertriglichkeit und Nebenwirkungen von VML 588

VML 588 wurde von den Patienten gut vertragen. Lediglich bei einem Patienten in der ersten
Kohorte musste die Infusion aufgrund von Ubelkeit und starker Hypotonie kurzzeitig
unterbrochen werden. Die Inzidenz von unerwiinschten Nebenwirkungen war in der hoheren
VML 588 Dosisgruppe etwas hoher (13 berichtete unerwiinschte Nebenwirkungen in der 0.1
mg/kg/h Dosisgruppe bei 5 von 8 Patienten, und 12 berichtete unerwiinschte Nebenwirkungen
in der 0.2 mg/kg/h Dosisgruppe bei 7 von 8 Patienten) und hoéher als in der Placebogruppe
(eine berichtete unerwiinschte Nebenwirkung bei einem von 4 Patienten). Die am haufigsten
berichtete unerwiinschte Nebenwirkung wihrend der VML 588-Infusion war Kopfschmerzen
(3 von 8 Patienten in der 0.1 mg/kg/h Dosisgruppe und 4 von 8 Patienten in der 0.2 mg/kg/h
Dosisgruppe).
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Studienmedikament VML 588 VML 588 Placebo
Dosis (mg/kg/h) 0.1 0.2
Anzahl der Patienten 8 8 4
Neurologische Beschwerden 3 (38) 4 (50) 1(25)
Kopfschmerzen 3(38) 4 (50) 0(-)
Schwindel (exklusive Gleichgewichtsstorungen) 0(-) 0(-) 1(25)
Vasovagale Synkope 1(13) 0() 0(-)
Dermatologische Beschwerden 1(13) 2 (25) 0(-)
Blischen 0(-) 1 (13) 0(-)
Ekchymose 1(13) 1(13) 0(-)
Storungen des allgemeinen Wohlbefindens 0(-) 1(13) 0(-)
Hitzegefiihl 0(-) 1(13) 0(-)
Hepatobilidre Beschwerden 0(-) 1(13) 0(-)
Hyperbilirubinimie 0(-) 1(13) 0(-)
Urologische Beschwerden 1(13) 1(13) 0(-)
Miktionsschwierigkeiten 0(-) 1(13) 0(-)
Urinretention 1(13) 0(-) 0(-)
Beschwerden des Kreislaufsystems 1(13) 1(13) 0(-)
Hypotension 1(13) 1(13) 0(-)
Ophtalmologische Beschwerden 1(13) 0(-) 0(-)
Verschwommenes Sehen 1(13) 0(-) 0(-)
Gastrointestinal Beschwerden 1(13) 0(-) 0(-)
Ubelkeit 1(13) 0(-) 0(-)
Erbrechen 1(13) 0() 0(-)
Muskuloskeletale Beschwerden 1(13) 0(-) 0(-)
Riickenschmerzen 1 (13) 0() 0(-)
Sonstige Beschwerden 4 (50) 2(25) 0(-)

Tabelle 3.13: Inzidenz (Anzahl [%] von Patienten) von Nebenwirkungen

36




4 Diskussion

4.1 Wertung der Ergebnisse der Studienziele

Das Ziel dieser monozentrischen, doppelt-blinden, placebokontrollierten Studie war die
Kldrung der Frage, ob die akute i.v. Gabe von VML 588 einen Einfluss auf die LV-Funktion
bei Patienten der NYHA Klassen I und II hat. Des Weiteren sollten die Pharmakokinetik von
VML 588 sowie die durch dessen ET-Antagonismus hervorgerufenen Einfliisse auf die
Plasmakonzentration von ET-1 (1-21) und Big-ET (1-38) untersucht werden. SchlieBlich
wollten wir Erkenntnisse iiber die Effekte von VML 588 auf himodynamische Parameter bei
den Studienteilnehmern gewinnen.

Sekundires Ziel im Rahmen der Phase II-Studie war fiir uns die Uberpriifung der Sicherheit
und Vertrdglichkeit von VML 588 bei den Studienpatienten.

Zwanzig randomisierte Patienten der NYHA Klasse I+II mit nachgewiesener oder vermuteter
KHK erhielten die Studienmedikation (VML 588: Placebo (4:1)) und schlossen die Studie ab.
Unter der Infusion von VML 588 konnten Zeichen der Vasodilatation in Form eines
signifikanten Blutdruckabfalls beobachtet werden.

Es fanden sich keine Anderungen funktioneller echokardiographischer Parameter wihrend
laufender Infusion. Die systolische Funktion war bei allen Patienten normal (Auswurffraktion
> 60%) und verschlechterte sich nicht.

In der Dosisgruppe 0,2 ml/kg/h zeigte sich eine signifikante Erhdhung der ET-1
Plasmakonzentration unter der Gabe von VML 588. Bei den Verumpatienten mit einer in der
Koronarangiographie diagnostizierten klinisch relevanten Stenose, welche unmittelbar nach
der Studie eine klinische Intervention in Form einer PTCA oder ACVB-Operation erforderte,
zeigte sich zusitzlich ein signifikanter Blutdruckabfall.

Eine Steady-State-Plasmakonzentration von VML 588 wurde nach 90min erreicht.

Klinische relevante Ereignisse im Sinne von Nebenwirkungen ergaben sich nicht, was die

hohe Sicherheit und gute Vertriglichkeit von VML 588 widerspiegelt.

Eine vergleichbare Studie wurde von Kiowski et al (**) mit dem unselektiven ET-
Rezeptorantagonisten Bosentan durchgefiihrt, bei der nur Patienten der NYHA Klasse III
eingeschlossen wurden. Aulerdem wurde im Vergleich zu unserer Studie eine deutlich hohere
Dosierung des ET-Rezeptorantagonisten gewéhlt, ohne einen direkten Dosisvergleich

zwischen den beiden Rezeptorantagonisten machen zu konnen. Bei dieser Studie wurden die
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himodynamischen Parameter mittels Thermodilutionskatheter gemessen. Den Patienten
wurde ilber jeweils 15min zundchst 100mg und 60min spéter weitere 200mg Bosentan
infundiert. In dieser Studie stiegen die Plasma ET-1- und Big-ET-Konzentrationen signifikant
an, was damit erklart wurde, dass die ETg-Blockade die pulmonale Clearance von Endothelin
verhinderte. Wie bei unserer Studie sank der Blutdruck signifikant. Der Cardiac Index stieg in
dieser Studie signifikant an.

1%%) benutzten fiir ihre Studien den ETA-/ETs-Rezeptorblocker

Guillermo Torre-Amione et al (
Tezosentan und gaben ihn in Dosen zu 20mg/h bzw. 50 mg/h {iber einen Zeitraum von
insgesamt 48 Stunden. Auch hier wurden nur Patienten der NYHA-Klassen III und IV
eingeschlossen. Auch dieser gemischte ET-Rezeptorblocker zeigte in punkto Sicherheit und
Vertrédglichkeit vergleichbare Ergebnisse wie VML 588 in unserer Studie. Eine in dieser
Studie nach den 48 Stunden durchgefiihrte echokardiographische Untersuchung zeigte im
Vergleich zur Eingangsuntersuchung einen verbesserten Cardiac Index, ein erhohtes

Schlagvolumen und eine allgemein verbesserte diastolische Funktion des Herzen.

Gleiche Ergebnisse konnten in weiteren vergleichbaren Studien mit Tezosentan gezeigt
werden, bei denen die hdmodynamischen Parameter mit einem Swan-Ganz-Katheter

150;165

gemessen wurden ( ), wobei die Verbesserung der gemessenen Parameter abhédngig von

der Dosishohe Tezosentans war.

Der Grund fiir die ausgebliebenen Anderungen der Parameter in unserer Studie konnte zum
einen in dem unterschiedlichen Patientenkollektiv dieser Studie begriindet sein. Wahrend in
den zitierten Studien das Patientenkollektiv aus Patienten mit Herzinsuffizienz der NYHA
Klasse III und IV bestand, waren es in dieser Studie Patienten der NYHA Klassen I und II.
Alle Patientengruppen in unserer Studie wiesen eine Auswurffraktion von >60% auf, wiahrend
in den zitierten Studien die Patienten eine Auswurffraktion von weniger als 35% (190:16:166y
bzw. <30% (80) hatten. Weiterhin bestand unser Patientenkollektiv aus Patienten mit einer
nachgewiesenen Koronaren Herzkrankheit, wohingegen die vergleichbaren Studien Patienten
mit einer bestehenden Herzinsuffizienz untersuchten. Schlielich konnte es daran liegen, dass
bei den in unsere Studie eingeschlossenen Patienten noch keine geniigend ausgeprigte
Aktivierung des Endothelinsystems vorlag. Die obere Grenze der Normalwerte fiir die

Plasmakonzentration von ET-1 und Big-ET ist 0,7fmol/ml, welche, wie in Tabelle 3.9 zu

sehen ist, von den verschiedenen Patientengruppen unserer Studie bei den Endothelin-
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Plasmakonzentrationen nicht und bei den Big-ET-Plasmakonzentrationen um maximal 17%
iiberschritten wurde. In den zitierten Studien wurden die Normalwerte deutlich iiberschritten.
So lagen zum Beispiel die Ausgangswerte der ET-1 und Big-ET-Plasmakonzentration der
einzelnen Patientengruppen der Studie von Kiowski et al (**) um 96 bis 164% iiber der oberen
Grenze des angegebenen Normbereichs.

Des Weiteren handelt es sich bei VML 588 um einen selektiven ET-Antagonisten,
wohingegen die Studiensubstanzen Tezosentan und Bosentan unselektive ETA/ETg-
Antagonisten sind. Es stellt sich also die Frage, ob eine kombinierte ETA/ETg-Blockade oder
eine selektive ETx-Blockade die bessere Wahl zur Antagonisierung des Endothelinsystems
darstellt oder ob es vielleicht letztlich durch zum Teil unterschiedliche Effekte der beiden
Moglichkeiten, welche dann noch detaillierter untersucht werden miissten, auch
unterschiedliche Anwendungsgebiete beider Priaparateklassen geben konnte.

Ein weiterer Grund fiir die ausgebliecbenen Anderungen der Parameter in unserer Studie
konnten die Infusionsdauer bzw. der Zeitpunkt der zweiten echokardiographischen
Untersuchung nach Infusionsstart sein und die Dosishohe. So ist es sehr gut denkbar, dass,
obwohl bereits 90min nach Infusionsbeginn sowohl die Steady-State-Plasmakonzentration
von VML 588 erreicht als auch ein signifikanter Anstieg der Plasma-ET-1-Konzentration zu
verzeichnen war, VML 588 noch nicht seine volle Wirkung entfalten konnte und eine weitere
echokardiographische Untersuchung zu einem spéteren Zeitpunkt sehr wohl Verdnderungen
in Bezug auf die Ausgangswerte vor Infusionsstart gezeigt hétte.

AuBerdem wurden in unserer Studie geringe Dosierungen verwendet, wohingegen bei den
zitierten Studien deutlich hohere Dosen appliziert wurden. Auch hierbei ist es allerdings nicht
unwahrscheinlich, dass bei entsprechend hoherer Dosierung von VML 588 ebenfalls
signifikante Verdnderungen bestimmter L V-Parameter nachzuweisen sein kdnnten.

Nichts desto trotz zeigte sich in unserer Studie ein signifikanter Blutdruckabfall unter der
Infusion mit VML 588 bei Patienten mit einer klinisch relevanten KHK (Stenose > 50%), was
die Demaskierung einer latenten kardialen Dysfunktion durch VML 588 andeuten konnte.
Durchaus denkbar wire, dass eine Arteriosklerose mit einer lokalen ET-1 Erhohung
einhergeht, was dann einen erhohten Vasomotorentonus und relativ hohere Blutdruckwerte
zur Folge haben kann. Wird in dieser Situation das Endothelinsystem blockiert, konnte dies
folglich auch den Blutdruck stirker senken. Ein Hinweis kann die Tatsache sein, dass auch
die ET1-Spiegel bei Patienten mit einer Stenose > 50% stirker anstiegen.

Davon ausgehend, dass diese Patienten aufgrund ihrer klinisch relevanten KHK eine hohe

relevante Plaquelast mit daraus resultierenden grof8en Endothelin-Reservoirs besitzen, ist eine
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mogliche Hypothese zur Erklarung unserer Ergebnisse, dass es zunédchst durch die Blockade
der ETA-Rezeptoren mit VML 588 zu einem Anstieg der Endothelin-Plasmakonzentration
kommt. Ursache hierfiir konnte zum einen eine erhohte ET1-Liberation aus intrazelluldren
Speichern oder den vorhanden Plaques sein, des weiteren konnten aufgrund der
Rezeptorblockierung der periphere Verbrauch und Umsatz gemindert sein. Gleichzeitig
besteht eine konstante Konversion von Big-Endothelin zu ET-1, denn die
Plasmakonzentrationen von Big-ET nahmen in keiner der Patientengruppen signifikant zu
oder ab, so dass davon auszugehen ist, dass die Endothelinkonversion unter VML 588
unbeeinflusst bleibt. Da die ET-Rezeptoren blockiert sind entfaltet ET-1 seine Wirkung nur
iiber die ETg-Rezeptoren, was schlieBlich eine Vasodilatation mit Blutdruckabfall zur Folge

hat (Abb.4).

40



klinisch
relevante
KHK

hohe
Plaquelast

grof3es
Endothelin-
Reservoir

v

i ETl-Liberation 1
 peripherer Verbrauch | i
! ETI1-Umsatz | !

Big-ET

_________________________

ECE /

ET,-Blockade >/2/ \

ETa- ETg-
Rezeptor Rezeptor

l l

Vasokonstriktion | | — 5 | Vasodilatation 1 | —— | Blutdruck |

ECE = Endothelin Converting Enzyme

Abb.4: Moglicher Mechanismus bei ET4-Blockade bei Patienten mit klinisch relevanter KHK
und Blutdruckreaktion

Diese Uberlegung konnte darauf hindeuten, dass trotz ETs-Rezeptorblockade erst ab einer
gewissen Schwellendosis von ET-1, eine messbare vasodilatatorische Wirkung eintritt. Da
diese allerdings erst bzw. frither bei Patienten mit entsprechend stark ausgeprigter KHK
tiberschritten wird, zeigt sich nur bei diesem Patientenkollektiv der signifikante
Blutdruckabfall, was auch als eine Demaskierung einer bestehenden kardialen Dysfunktion

gedeutet werden konnte.
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Hierbei wire es weiterhin interessant herauszufinden, ob sich die zusétzliche Erh6hung der
Endothelin-Plasmakonzentration vornehmlich auf eine verminderte Aufnahme von
Endothelin in die Zellen zuriickzufiihren ist, oder ob und wie stark es sich hierbei auch um
eine vermehrte Entleerung intrazelluldrer Speicher handelt, was dann natiirlich auch die
Konzentration des zirkulierenden Endothelins erh6hen wiirde. In diesem Zusammenhang ist
zu erwiahnen, dass bereits in anderen Studien gezeigt wurde, dass in arteriosklerotischer
Plaquebildung eine erhdhte Biosynthese von Endothelin-1 in den glatten Muskelzellen
stattfindet, dadurch das Zellwachstum und das Voranschreiten der Plaquebildung und damit
der Schweregrad der Arteriosklerose beeinflusst wird (*°°).

Man sollte weiterhin beriicksichtigen, dass eine Aktivierung des Endothelinsystems bei
fortgeschrittenen Herzkreislauferkrankungen eine Downregulation der Endothelin-Rezeptoren

induziert. Dies konnte limitierend flir die mogliche Ansprechbarkeit auf selektive und/oder

gemischte Endothelinantagonisten sein.

4.2 Moglichkeiten der klinischen Nutzung von Endothelinwerten als prognostischer
Faktor bei KHK

Bisher konnte gezeigt werden, dass erhohte ET-1 Plasmakonzentrationen z.B. bei
Arteriosklerose und Myokardinfarkt auftreten (°*'9%!3%196),

Vor dem Hintergrund der Aktivierung des Endothelinsystems bei verschiedenen
Schweregraden der Herzinsuffizienz ist mit fortschreitender Schwere der Erkrankung die
Aktivierung dieses Systems gesteigert. Somit ist es durchaus denkbar, dass Endothelin als
Marker fiir den Schweregrad der Erkrankung bzw. als prognostischen Faktor fiir den Verlauf
der Erkrankung eine wichtige Rolle spielen konnte. Faktoren, die dabei eine ET-1-
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Ausschiittung hervorrufen sind neben der Ischdmie (") auch mechanisch hervorgerufene

GefiBverletzungen, wie sie bei der PTCA auftreten (*>'*%1%%),

4.3 Klinische Anwendbarkeit der Blockierung des Endothelinsystems und Ausblicke

Es gibt inzwischen eine ganze Reihe sowohl von kombinierten ETA-/ETg-Rezeptorblockern
als auch von spezifischen Rezeptorblockern. In Tabelle 4.1 ist eine Ubersicht iiber
Endothelin-Rezeptorantagonisten, die zur Zeit in klinischen bzw. préiklinischen Studien
evaluiert werden. Sofern verfiigbar sind weiterhin die angestrebten klinischen Verwendungen

der Substanzen mit angegeben.

42



Substanz Ziel Hersteller Indikation / Kommentar / Name
12m ETa Rhone-Poulenc Rorer Kardiovaskulare Erkrankungen
A-127772 ETa Abbott
A-182086 ETA/ETs Abbott
ABT-627 ETa Abbott HI; Prostatakrebs; (Atrasentan)
BE-18572A/B ETa Banyu
BMS-20794 ETa Bristol Myers Squibb
BMS-182874 ETa Bristol Myers Squibb HI
BMS-193884 ETa Bristol Myers Squibb
BQ-123 ETa Banyu nur intravends applizierbar
BQ-153 ETa Banyu nur intravends applizierbar
BQ-162 ETa Banyu nur intravends applizierbar
BQ-485 ETa Banyu nur intravends applizierbar
BQ-610 ETa Banyu nur intravends applizierbar
CGS-27830 ETA/ETs Novartis
EMD-122946 ETa Merck HI; Hypertension
EMD-94246 ETa Merck HI; Hypertension
FR-139317 ETa Fujisawa Pharm. Co.
IRL-3630 ETA/ETs Novartis
J-104121 ETa Merck/Banyu
J-104132 ETa Merck/Banyu Hypertension
L-744453 ETa Merck Kardiovaskuléare Erkrankungen
L-749329 ETa Merck
L-753037 ETA/ETs Merck
L-754142 ETa Merck
LU127043 ETa Knoll
LU135252 ET, Knoll EEIE;r I—é)fs;tﬁljéiﬁg;iéDarusentan) —z.Zt. in klinischer Evaluation in
LU208075 ETa Knoll HI; Hypertension
LU302146 ETa Knoll Okklusive GeféaRkrankheiten
LU224332 ETA/ETs Knoll
LU302872 ETA/ETs Knoll
PD-142893 ETA/ETs Parke-Davis Kardiovaskuléare Erkrankungen
PD-145065 ETAETs Parke-Davis Kardiovaskulére Erkrankungen
PD-147953 ETa Parke-Davis Kardiovaskuléare Erkrankungen
PD-151242 ETa Parke-Davis Kardiovaskuléare Erkrankungen
PD-155080 ETa Parke-Davis Kardiovaskuléare Erkrankungen
PD-156707 ETa Parke-Davis Kardiovaskulére Erkrankungen
RO 46-2005 ETA/ETs Hoffmann-La Roche
. H . . ®
RO 47-0203 ETJETs | Hoffmann-La Roche Ziaseung zur Therapie der Pulmonalen rypertonie (1uti 2002)
RO 48-5695 ETA/ETs Hoffmann-La Roche
RO 61-1790 ETa Hoffmann-La Roche SAB; nur intravends applizierbar
HI; nur intravends applizierbar; (Tezosentan — Handelsname:
RO 61-0612 ETAETs Hoffmann-La Roche Veletri®); z.Zt. Evaluation in 2 Phase llI-Studien (VERITAS-1 und
VERITAS-2)
S-0139 ETa Shionogi Kardiovaskuléare Erkrankungen
SB-209670 ETA/ETs SmithKline Beecham Kardiovaskulére Indikationen; Radiokontrast Nephropathie
SB-217242 ETJET: SmithKline Beecham SI-t|l|1;d(il(53nrasentan) — z.Zt. in klinischer Evaluation in der ENCOR-
SB-234551 ETa SmithKline Beecham
SB-247083 ETa SmithKline Beecham
TA-0115 ETA Tanabe Seiyaku Co., Ltd Heart failure
TA-0201 ETA Tanabe Seiyaku Co., Ltd Heart failure
TAK-044 ETJVETs Parke-Davis KHK_; SAB; renale TransplantatabstoRung; nur intravends
applizierbar
TBC11251 ETa Texas Biotechnology Company HI; Primare pulmonale Hypertension; (Sitaxsentan)
WS-7338B ETa Fujisawa
ZD 1611 ETa Zeneca Obstruktive Lungenerkrankung; Primére pulmonale Hypertension

Tabelle 4.1: Endothelinantagonisten (Einige der Substanzen sind aufgrund ihrer

Peptidstruktur nur intravends applizierbar. HI = Herzinsuffizienz; KHK = Koronare

Herzkrankheit; SAB = Subarachnoidalblutung)
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VML 588 als spezifischer ETs-Rezeptorblocker wurde von uns bei Patienten mit einer
Koronaren Herzkrankheit untersucht.

GefidBverschlusskrankheiten wie z.B. die KHK konnten eine gute Indikation fiir die
Blockierung des Endothelinsystems darstellen.

Hypercholesterindmie fiihrt zu einer endothelialen Dysfunktion und wird ebenfalls von
erhohten ET-1 Plasmakonzentrationen begleitet (**°). Oxidiertes LDL induziert dabei die
Expression der ET-1-Genen in Endothelzellen sowie die Proliferation von glatten
Muskelzellen via ETa-Rezeptoren (*)). Hinzu kommt, dass Endothelin die Synthese
verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert, die eine Arteriosklerose fordern. In
Tierstudien konnte gezeigt werden, dass eine ETs-Blockade die Endothelfunktion deutlich

verbessert und vor Schidden einen Schutz bietet (10;15 83

). Eine ET-Rezeptorblockade ist eine
Moglichkeit, ischimische Hirnschiden und GefiBspasmen zu reduzieren ("'7), welche

Hauptfaktoren fiir das AusmaB eines Hirninfarkts und dessen Folgen darstellen.

Dieselben Uberlegungen lassen sich auch auf die Koronare Herzkrankheit iibertragen. Sowohl
bei Patienten mit Angina Pectoris und unauffilligem Angiogramm als auch bei Patienten mit
einer nachgewiesenen KHK sowie bei Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt sind die

ET-1 Plasmakonzentrationen erhght (76318

). In unserer Studie konnte keine signifikante
Korrelation zwischen Schweregrad der KHK und der Endothelin-Plasmakonzentration gezeigt
werden, jedoch kam es nur bei Patienten mit einer in der Koronarangiographie
nachgewiesenen klinisch relevanten Stenose, welche unmittelbar nach der Studie eine
klinische Intervention in Form einer PTCA oder ACVB-Operation erforderte, zu einem
signifikanten Anstieg der Endothelin-Plasmakonzentration unter der VML 588 Infusion sowie
zu einem signifikanten Blutdruckabfall. Dies konnte ein Ausdruck dafiir sein, dass bei diesen
Patienten aufgrund der Ausprigung ihrer KHK eine Aktivierung des Endothelinsystems
vorliegt und sie deshalb besonders gut auf dessen Antagonisierung ansprechen.

Es konnte gezeigt werden, dass bereits in friihen Stadien arteriosklerotischer Plaquebildung
eine erhohte Biosynthese von Endothelin-1 in den glatten Muskelzellen dieser Plaques
stattfindet, welche das Zellwachstum und Voranschreiten der Plaquebildung und damit des

Schweregrades der Arteriosklerose maBgeblich vorantreibt (*°°

). Hierzu passt die unserer
Studie gezeigte Blutdrucksenkung durch VML 588, die gerade bei Patienten mit einer
klinisch relevanten Koronaren Herzkrankheit signifikant ausgepragt ist.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass wéhrend einer durchgefiihrten PTCA die

Endothelinkonzentration im Plasma vor allem lokal z.B. im Koronarsinus deutlich ansteigt.
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Dies wird darauf zuriickgefiihrt, dass durch die lokal provozierten Endothelschiden eine
erhéhte Freisetzung von Endothelin aus arteriosklerotischen Plaques stattfindet (*>*#713%). In
diesem Zusammenhag konnte weiterhin gezeigt werden, dass solche Endothelschiden eine
deutlich hohere Freisetzung von Endothelin nach sich ziehen, als eine Myokardischimie
alleine bewirkt (*). Hinzu kommt, dass bei der Aufdehnung der Koronararterien kleinste
Partikel aus den Plaques bzw. dem Endothel in die Blutbahn gelangen, die wiederum
Mikroembolien verursachen koénnen. Durch ein Missverhédltnis zwischen Perfusion und
Kontraktion aufgrund der Wirkung des im Rahmen einer allgemeinen neurohormonellen
Aktivierung durch die induzierten GefédBschidden vermehrt freigesetzten Endothelins auch bei
unkomplizierten PTCAs in Kombination mit den ins Blut gelangten Mikropartikeln steigt das
Risiko von Mikroinfarkten bei einer PTCA an (*'**®!*%). Gerade hierbei konnte schr gut
moglich sein, dass die akute Blockierung des Endothelinsystems wéhrend einer
durchgefiihrten PTCA durch die erzielte Vasodilatation dieses Risiko verringert.

Die Restenose ist eine der Hauptlimitationen der PTCA. Wie bereits erwdhnt wird durch die
bei der PTCA auftretenden Gefdlverletzungen das ET-System fiir mehrere Wochen aktiviert
('"*3). Experimentell konnte gezeigt werden, dass das AusmaB der Restenose durch eine
zusitzliche ET-1 Infusion vergroBert werden kann (*°). Nach dieser Feststellung konnte bei
Nagetieren und Schweinen gezeigt werden, dass eine ET-Rezeptorblockade die Proliferation
und Hyperplasie der Neointima nach PTCA deutlich reduziert werden kann (*7'°%'%%),

Es ist ungeklért, in wie weit die Blockierung der Endothelinfreisetzung wéhrend einer PTCA
beim Menschen mit den darauf folgenden vasokonstriktorischen Effekten dieses Enzyms eine
bessere Prognose und verbesserte Langzeiterfolge erbringen kann. So wére es interessant zu
untersuchen, in wie weit eine solche Blockierung z.B. EKG-Verdnderungen oder
Laborparameter der so genannten Herzenzyme wie CKMB oder auch Troponin T in folge
einer PTCA zum positiven hin beeinflusst, und eventuell mégliche Mikroinfarkte im Zuge der
durch das Endothelin hervorgerufenen Vasokonstriktion zu verhindern oder zumindest
reduzieren vermag. Gerade hierbei erschiene dann ein schnell wirksamer und gut vertrdglicher

ETa-Rezeptorantagonist wie das VML 588 eine Moglichkeit zu sein, um gezielt wihrend der

PTCA die vasokonstriktorischen Wirkungen des Endothelins zu unterbinden.
Generell konnte die klinische Anwendbarkeit von Endothelinantagonisten in der

blutdrucksenkenden Wirkung dieser Substanzklasse liegen. So konnte z.B. gezeigt werden,

dass die Gabe des kombinierten ET/ETg-Rezeptorantagonisten Bosentan bei Patienten mit
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essentieller Hypertonie eine vergleichbar effektive Wirkung zeigt, wie der ACE-Hemmer
Enalapril 5.

Als erster Endothelin-Rezeptorantagonist erhielt Bosentan (Handelsname: Tracleer®) im Juni
2002 in Deutschland die Zulassung zur Therapie der Pulmonalen Hypertonie.

Eine weitere Indikation fiir Endothelinantagonisten konnte die Herzinsuffizienz sein. Auch in
diesem Patientenkollektiv sind die ET-Werte erhoht. Hierbei stellen sich jedoch die Fragen,
zu welchem Zeitpunkt eine Blockierung des Endothelinsystems erfolgen sollte und ob man
eine selektive ETs-Blockade einer kombinierten ETs-/ETg-Blockade vorziehen sollte. In
Tierversuchen mit  chronischer  Herzinsuffizienz  verbesserte  eine  langfristige
Endothelinblockade die kardialen himodynamischen Parameter, reduzierte die ventrikulédre
Dilatation und verlingerte die Uberlebenszeit (**''*'**!*®) Da jedoch Endothelin durch seine
vielfaltigen Funktionen auch zur Informationsweiterleitung im geschiadigten Myokard beitrigt
und auch dessen Kontraktilitit steigert, was durch eine Blockade verhindert wiirde, (''*'*%)
bleibt zu tiberlegen, zu welchem Zeitpunkt diese Blockade erfolgen sollte. Auch die Frage
nach der Art der Blockade ist weiterhin unklar. Sowohl unter ET-Blockade als auch unter
kombinierter ETA-/ETg-Blockade konnte eine verbesserte Himodynamik beobachtet werden,
wobei bei der kombinierten Blockade eine starke Erhoéhung der ET-Plasmawerte zu
verzeichnen ist, was bei selektiver ET s-Blockade nicht der Fall ist. Ob dieser Faktor letztlich
klinisch relevant ist, kann bislang nicht beantwortet werden. Sicher scheint hierbei bislang nur
zu sein, dass zumindest der ETs-Rezeptor auf jeden Fall geblockt werden muss, um
therapeutische Effekte zu erzielen ('’).

Nicht nur Endothelin-1 sondern auch die Anzahl der ETs-Rezeptoren sind im menschlichen
Herzen bei Herzinsuffizienz erhdht ('*°) wihrend die ETg-Rezeptoren offenbar verringert sind
('**). Der Mechanismus, der letztlich zur Erhéhung der ET-Konzentration fiihrt ist bislang
noch nicht komplett entschliisselt. Bei der Herzinsuffizienz scheint der Lungenkreislauf die

199)'so dass die bei der Herzinsuffizienz ebenfalls zu

groBite Endothelinquelle darzustellen (
verzeichnende Reduzierung der pulmonalen ETg-Rezeptoren, welche ja mit verantwortlich
fiir Clearance von Endothelin sind, ein weiterer Faktor flir die Konzentrationserh6hung von
ET-1 darzustellen scheint ***%).

Obwohl bei Patienten mit Herzinsuffizienz eine ETa-vermittelte Vasokonstriktion gezeigt
werden konnte (*°), konnte es sein, dass die positiven Effekte einer ETa-Blockade auf die
Héamodynamik am Herzen durch die ETg-Blockade geschwiécht oder gar aufgehoben werden
(°"!7%). Bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz verbesserte eine Infusion mit dem ET4-

/ETg-Antagonisten Bosentan akut den Cardiac Output und senkte sowohl den pulmonalen als
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auch den systemischen Widerstand, was auch unter 14-tdgiger Blockade anhielt, wobei sich
eine Verbesserung des Cardiac Index in dieser Zeit sogar noch verstirkte (**'°"). SchlieBlich
gilt es noch zu iberprifen, in wie fern die Kombination der Blockierung des
Endothelinsystems z.B. mit ACE-Hemmern einen zusitzlichen positiven Effekt bewirken
kann. Erste Studien lassen hierbei vermuten, dass eine Blockierung des Endothelinsystems
nicht nur vergleichbar gute therapeutische Effekte wie die Blockierung des Renin-
Angiotensin-Systems aufweisen kann sondern dariiber hinaus eine Kombination dieser beiden

97;161 :
7160 "Es wird vermutet, dass

Therapievarianten einen positiven synergistischen Effekt hat (
durch die Blockierung des Endothelinsystems dessen trophische Langzeitstimulation auf die
Zellen langerfristig gesehen einen wichtigeren Faktor darstellt als die dadurch erzielte
Vasodilatation, was die im Tierexperiment gezeigte verbesserte Uberlebensrate von
herzinsuffizienten Ratten nach Myokardinfarkt mit erkldren konnte (' 12:144)

Ein weiterer Anwendungspunkt konnten Nierenerkrankungen darstellen. Die Wirkung von
ET-1 in der Niere sind neben der Vasokonstriktion die Induktion von Zellwachstum und in
experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass eine ldngerfristige ET-Rezeptorblockade
GefiBverletzungen verhindert und eine nephroprotektive Wirkung zeigt und insgesamt die

o . . 11;13;14;17;44;63;77;127;137;175
Uberlebenszeit verldngert ("

). Allerdings wei3 man leider bis heute nur
sehr wenig tliber den therapeutischen Nutzen von Endothelin-Rezeptorantagonisten bei
Nierenversagen beim Menschen. Aufgrund der dabei sehr komplexen und vielfdltigen
Wirkung von Endothelin diirfte auf diesem Gebiet jedoch mit nur sehr langsamen
Fortschritten zu rechnen sein.

Neben der genaueren Ermittlung von Norm- bzw. Durchschnittswerten von
Endothelinkonzentrationen bei Gesunden sowie an bestimmten Krankheiten leidende
Patienten in verschiedenen Krankheitsstadien sind vor allem auch einfachere Mefmethoden
wichtig. Ein Schritt in diese Richtung konnte die Moglichkeit der Messung von ET-
Konzentrationen im Speichel zu sein, denn es konnte gezeigt werden, dass auch hier Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz erhohte Endothelinwerte im Vergleich zu Gesunden haben

und dass eine Krankheitsverschlechterung mit steigenden Werten einhergeht (*%).

4.4 ECE-Hemmer

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Blockade der Rezeptoren ist, dhnlich wie die beim Renin-
Angiotensin-System, die Blockierung des Endothelin-Converting-Enzyms. Das Endothelin-
Converting-Enzyme ist eine Metalloprotease, fiir die es mittlerweile spezifische Hemmer gibt,

nachdem es anfangs nur Substanzen gab, die ECE in Kombination mit der Neutralen
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Endopeptidase hemmten (°°). Theoretisch miisste man dabei davon ausgehen, dass sdmtliche
Wirkungen und Effekte von Endothelin inhibiert werden, was einer kombinierten ETA/ETg-
Rezeptorblockade anndhernd gleichzusetzen sein miisste. In der Tat zeigen auch die ersten
tierexperimentellen Studien mit ECE-Hemmern vergleichbare Ergebnisse z.B. in Bezug auf
vasodilatatorische Wirkungen (°"), das Verhindern zerebraler Vasospasmen (°°), die Inhibition
vaskuldrer Umbauprozesse bei Herzinsuffizienz (‘*) oder auch Myokardverinderungen nach

Herzinfarkt ('

) wie sie die Studien mit Endothelin-Rezeptorantagonisten lieferten.

Wada et al (*”") verglichen bei Hunden mit induzierter Herzinsuffizienz die Wirkung eines
ETa-Rezeptorantagonisten mit denen eines ECE-Hemmers. Dabei konnte gezeigt werden,
dass der ETs-Rezeptorantagonist eine stirkere blutdrucksenkende Wirkung hat, wahrend der
ECE-Hemmer die Plasmakonzentrationen von Renin, Angiotensin II und Aldosteron senkt.
Ansonsten unterschieden sich die beiden Substanzen nicht signifikant in ihrer Wirkung.
Ersteres konnte dadurch erklart werden, dass durch die spezielle ETs-Blockade zum einen die
vasokonstriktorische Wirkung dieses Rezeptors vielleicht stiarker blockiert wird als durch die
ECE-Hemmung und zum anderen durch die dadurch wahrscheinlich gleichzeitig verstérkte
vasodilatatorische Wirkung der ETg-Rezeptoren, welche durch die ECE-Hemmung ja sogar
ebenfalls blockiert werden.

Da bei Herzkreislauferkrankungen wie z.B. der Herzinsuffizienz eine Downregulation der
Endothelin-Rezeptoren gezeigt werden konnte (°°) und aufgrund der Einfliisse, die ECE-
Hemmer auf das Renin-Angiotensin-System sowie das Aldosteron zu haben scheinen,
konnten auch diese Substanzen sinnvolle Therapiemdglichkeiten oder —ergénzungen zur
Behandlung von Herzkreislauferkrankungen darstellen, was in weiteren langerfristigen

Studien untersucht werden sollte.

4.5 Zusammenfassung zu VML 588

VML 588 wurde in Dosen von 0.1 und 0.2 mg/kg/h, die intravends iiber 6 Std. verabreicht
wurden, gut toleriert. Basierend auf der kleinen Patientenanzahl in dieser Studie schien die
Vertrdglichkeit von VML 588 nicht mit dem AusmaB der GefdaBkrankheit, aber ihrem
Schweregrad in Zusammenhang zu stehen. Das Profil der in dieser Studie berichteten
unerwiinschten ~ Nebenwirkungen stimmte mit dem in anderem Studien mit
Endothelinantagonisten beobachteten Nebenwirkungen mit Kopfschmerzen (als der am
hiufigsten berichteten unerwiinschten Nebenwirkung) {iberein. Aber im Gegensatz zu anderen
Studien gab es keinen Beweis dosisabhidngiger Kopfschmerzen. Die Vasodilatation ist die

wahrscheinlichste Ursache fiir das Auftreten der Kopfschmerzen.
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Trotz der vasodilatatorischen Wirkung von VML 588 und obwohl bereits nach 90min der
Steady State erreicht wurde und eine gleichzeitige signifikante Erhohung der ET-1-
Plasmakonzentration zu verzeichnen war, konnten bei allen Analysen keinerlei signifikante
Veranderung echokardiographisch gemessener kardialer Funktionsparameter bei unseren
Patienten (NYHA Klasse I[+II) unabhingig von Dosishohe, Schweregrad der Koronaren
Herzkrankheit oder der Hohe der linksventrikuldren Auswurffraktion nachgewiesen werden.
Als Ausdruck eines verstdrkten oder besseren Ansprechens auf die ETs-Rezeptorblockade bei
Patienten mit einem stérker ausgeprigten oder aktivierten Krankheitsbild konnte die Tatsache
gewertet werden, dass die Patienten mit einer klinisch relevanten KHK (Stenose > 50%) im
Vergleich zu denen ohne eine klinisch relevante KHK einen signifikanten Blutdruckabfall
sowie einen signifikanten Anstieg der ET-1-Plasmakonzentration unter der Infusion mit VML
588 aufwiesen. Es war bei dhnlich konzipierten Studien mit Endothelin-Rezeptorantagonisten
gezeigt worden, dass, bei Patienten der NYHA Klasse I1I + IV, eine langfristige Verbesserung
der LV-Funktionen erzielt wird (3*:1°0:165:166),

Steady State Plasma VML 588 Konzentrationen wurden schnell nach dem Anfang der
Infusion erreicht und fielen nach dem Ende von Infusion schnell wieder ab. Bereits 90min
nach Beginn der Infusion waren die maximalen Plasmakonzentrationen / Steady-State-
Konzentrationen erreicht und 4 Stunden nach Infusionsende waren die Plasmakonzentrationen
bereits wieder auf etwa ein zehntel dieser Konzentrationen abgesunken. Dies wiirde fiir den
moglichen klinischen Einsatz von VML 588 als akute, kurzzeitige ETs-Blockade z.B.
wiahrend der Durchfiihrung einer PTCA sprechen, wo es, wie oben diskutiert, die direkten
negativen Folgen einer wihrend der PTCA erhohten Freisetzung von Endothelin
entgegenwirken konnte. Bei VML 588 handelt es sich um eine Substanz, die aufgrund des
schnellen Erreichens von Steady State Bedingungen zur akuten Hemmung eines aktivierten
Endothelinsystems beitragen kann. Am ehesten aus Griinden der Parameterwahl und des
Studienablaufs ergaben sich bei unseren Patienten mit normaler systolischer und diastolischer
Funktion keine Anderung der echokardiographischen Parameter. Damit kam es auch nicht zu
einer messbaren Verschlechterung der Herzfunktion. Die Anderung des Blutdrucks sowie der
ET-1-Plasmakonzentration war bei Patienten mit klinisch relevanter KHK signifikant hoher
als bei denen ohne eine klinisch relevante KHK. Obschon kein priméres oder sekundéres Ziel
der Studie, konnte dieses Phdnomen eine vaskuldre, Endothelin abhingige verstérkte
Kreislaufantwort zugrunde liegen.

Da VML 588 insgesamt gut vertraglich war, erscheinen Folgestudien zur Akuthemmung des

Endothelinsystems, insbesondere auch wéhrend einer PTCA, moglich.
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7.1 Zusammenfassung (Abstract)

Die Sicherheit und Vertriglichkeit des ETs-Rezeptorantagonisten VML 588 wurde bei 20
Patienten mit bekannter (19) oder wahrscheinlicher (1) KHK, die sich einer elektiv geplanten
Kontroll-Koronarangiographie unterzogen, getestet. Zu diesem Zweck erhielten die Patienten
eine sechsstiindige Infusion mit VML 588, welche 3 Stunden vor Beginn der
Koronarangiographie gestartet wurde. Vor Infusionsbeginn sowie 90min danach wurde eine
echokardiographische Untersuchung durchgefiihrt. Die Patienten wurden in 3 Kohorten
aufgeteilt (Placebo (4), VML 588 0,1mg/kg/h (8), VML 588 0,2mg/kg/h (8)).

Bereits nach 90min war ein Steady State der VML 588 Plasmakonzentration erreicht, welche
nach Infusionsende rasch wieder abnahm. Unter VML 588 sanken im Gegensatz zur
Placebogruppe der systolische und diastolische Blutdruck signifikant (p ¢,s=0,018 bzw. 0,021
und pgias =0,050 bzw. 0,028) was besonders bei Patienten mit einer klinisch relevanten KHK
(Stenose >= 50%) ausgepragt war (psys=0,005 und pgiss =0,003). Gleichzeitig konnten in der
0,2mg/kg/h Kohorte sowie bei den Patienten mit klinisch relevanter KHK ein signifikanter
Anstieg der ET-1 Plasmakonzentration gemessen werden (p=0,018 bzw. 0,043). VML 588
wurde insgesamt gut vertragen, die am héufigsten berichtete Nebenwirkung (N=7) waren
Kopfschmerzen. Auf das EKG oder die vor und wéhrend der Infusion gemessenen
echokardiographischen Parameter hatte VML 588 keinen Effekt.

Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass VML 588 klinisch sicher anwendbar, leicht
steuerbar und gut vertrdglich ist, und zum anderen, dass es schnell in den
Wirkungsmechanismus des Endothelinsystems eingreift und es durch die Blockierung der
ETa-Rezeptoren effektiv den Blutdruck senkt, ohne dabei unerwiinschte Auswirkungen auf
das Herzkreislaufsystem zu zeigen. Eine spitere Anwendung zur Akuthemmung des
Endothelinsystems z.B. wéhrend einer PTCA erscheint nach diesen Ergebnissen moglich.

64



