Aus der Kiinik fir Anasthesiologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Benedikt Pannen

Experimentelle Untersuchungen zum Ischamie- und
Reperfusionsschaden am isoliert perfundierten Rattenherzen —

neue pharmakologische Optionen der myokardialen Protektion

Habilitationsschrift

zur Erlangung der Venia Legendi
fur das Fach Anasthesiologie

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von
Dr. med. Martin Strothoff

2023



Meiner Familie gewidmet.



Praambel und Ubersicht der zugrundeliegenden Originalarbeiten

In der vorliegenden kumulativen Habilitationsschrift werden die Ergebnisse aus
folgenden Originalarbeiten dargestellt und diskutiert, die eine pharmakologische Pra- und
Postkonditionierung mittels Ramelteon (Melatonin-Rezeptor-Agonist) und Omecamtiv
mecarbil (Myosin-Aktivator) am isoliert perfundierten Rattenherzen an der Langendorff-
Anlage untersucht haben. Fiir beide Substanzen sind dies Erstbeschreibungen ihrer

kardioprotektiven Potenz.

Nach einer Einleitung in die Thematik folgt die Beschreibung der Methoden und eine
Zusammenfassung der Ergebnisse aus den genannten Originalarbeiten. Abschlieend

werden die Ergebnisse im Kontext mit der aktuellen Literatur diskutiert.
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1 Einleitung

Im Jahr 2020 war laut Statistischem Bundesamt, wie schon in den Jahren zuvor, eine
Herz-/Kreislauferkrankung mit 34 % die hiufigste Todesursache [1]. Der Anteil der tiber
65-jahrigen Patienten lag dabei mit 93 % sogar noch um 2,1 % hoher als 2019 [1]. In
absoluten Zahlen ausgedriickt verstarben 44 529 Menschen im Jahr 2020 aufgrund eines
Myokardinfarktes in Deutschland [1]. Zudem verursachen seit Jahren Herz-
Kreislauferkrankungen die hochsten Krankheitskosten in der Bundesrepublik
Deutschland [2] und zeigen dabei, dass dieser Krankheitsgruppe neben der medizinischen
Herausforderung auch eine groB3e volkswirtschaftliche Bedeutung und auch Belastung
zugeschrieben werden kann. In der Anésthesiologie zdhlen kardiovaskulire
Komplikationen perioperativ zu den haufigsten und schwerwiegendsten Ereignissen fiir
den Patienten. Insbesondere der perioperative Myokardinfarkt ist mit einer erhohten
Mortalitidt assoziiert und stellt nicht nur fliir unser Fachgebiet, sondern auch

interdisziplinér eine grofle Herausforderung dar.

Vor diesem Hintergrund ist es wichtig neue therapeutische Strategien zu entwickeln, die

die Mortalitdt und Morbiditét der Herz- und Kreislauferkrankungen mildern konnen.

Kardioprotektive Strategien, wie beispielsweise die ischdmische Prid- bzw.
Postkonditionierung (IPC bzw. [PostC), die den Ischdmie- und Reperfusionsschaden (IR-
Schaden) reduzieren konnen, zeigen seit Jahren vielversprechende experimentelle
Ergebnisse. Hierbei fiihren kurze Ischdmie- und Reperfusionsphasen vor bzw. nach einer
langer andauernden Ischdmie und nachfolgenden Reperfusion zu einem geringeren

Schaden am Myokard [3, 4].

Bisherige klinische Untersuchungen konnten die hoffnungsvollen Erwartungen aus
experimentellen Daten nicht erfiillen, was die Ubertragung in die Klinik limitiert [5].
Zudem ist oftmals eine Umsetzung der experimentellen Erkenntnisse in den klinischen

Alltag schlicht nicht moglich, z.B. aufgrund einer zu groflen Invasivitit der Intervention.

Die pharmakologische Pri- oder Postkonditionierung stellt hingegen eine nicht-invasive
Alternative dar, mit dem Potenzial, vielversprechende experimentelle Ergebnisse auf die
Klinik zu iibertragen und damit eine neue Strategie zu entwickeln, um die Morbiditdt und

Mortalitdt des Myokardinfarktes zu reduzieren.



Es war das Ziel dieser Arbeit, neue pharmakologische Optionen der myokardialen

Protektion durch Ramelteon und Omecamtiv mecarbil zu untersuchen.

1.1 Myokardialer Ischamie- und Reperfusionsschaden

Bei einem akuten Myokardinfarkt herrscht wihrend der Ischdmiephase im betroffenen
Areal ein Ungleichgewicht von Sauerstoffbedarf und —angebot. Dies fiihrt zu einem
fortschreitenden Untergang von Kardiomyozyten, der nur durch die schnelle
Wiederherstellung der Perfusion bspw. wéhrend einer Koronarangiographie in diesem
Areal, aufgehalten werden kann. Die Reperfusion selbst fiihrt allerdings auch zu einer
myokardialen ~ Schidigung. Diese Prozesse werden als Ischdmie- und

Reperfusionsschaden (IR-Schaden) bezeichnet.

In der Ischdmiephase ist das Myokard auf die anaerobe Glykolyse zur ATP-Bereitstellung
angewiesen, um voriibergehend energieabhingige zelluldre Prozesse aufrecht zu erhalten
[6]. Bei linger andauernder Ischdmie reicht diese Energiebereitstellung nicht mehr aus
und es kommt innerhalb der Kardiomyozyten zu schwerwiegenden Folgen, wie
Storungen der Elektrolythomdostase, Ansammlung von Endprodukten des anaeroben
Stoffwechsels und Verdnderungen des Membranpotenzials. Sowohl anorganisches
Phosphat, als auch Laktat sammeln sich an und der pH-Wert fallt [6]. Durch Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die Aktivierung von Lipasen und Proteasen und durch
ein intrazellulires Odem werden Zellorganellen und Sarkolemm geschidigt [6]. Die
sarkolemmale Na"/K*-ATPase wird durch den Energiemangel gechemmt und durch den
niedrigen pH mit Anstieg der intrazelluldren Protonenkonzentration (H") die Aktivitét des
Na'/H'-Austauschers erhoht [7]. In der Folge steigt die intrazellulire
Natriumkonzentration an. Dies aktiviert den Na/Ca**-Austauscher mit der Folge, dass
Kalzium im Austausch mit Natrium massiv in die Zelle einstromt [7-9]. Kalzium
wiederum aktiviert den kontraktilen Apparat sowie Proteasen und Lipasen, so dass der

Ischamieschaden weiter fortschreitet [8].

In der Reperfusion sorgt die plotzliche Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung fiir
eine weitere Bildung von ROS [10]. Das angereicherte Kalzium, sowie die rasche
Normalisierung des pH-Wertes schaffen ein intrazellulires Milieu, in dem sich

Mikroporen der mitochondrialen Membran (mitochondrial permeability transition pore,



mPTP) offnen, was zu einem weiteren Reperfusionsschaden fithren kann [10-12]. Die
Offnung der mPTP bewirkt den Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials [13, 14],
die Unterbrechung der ATP Bereitstellung [ 14], eine mitochondriale Schwellung [13, 14] und
die Einleitung von Apoptose durch Cytochrom C Freisetzung [10, 15].

1.2 Kardioprotektion durch ischamische Pra- und Postkonditionierung

Die ischdmische Prikonditionierung ist der stirkste korpereigene Schutzmechanismus,
um die Folgen einer Myokardischdmie und den Ischdmie- und Reperfusionschaden zu
reduzieren. Im Jahr 1986 haben Murry und Kollegen dieses Phdnomen erstmals
beschrieben [3]. Sie konnten zeigen, dass mehrere kurze Phasen von Ischdmie und
Reperfusion vor einer ldnger andauernden Ischdmie zu einer signifikanten
InfarktgroBenreduktion, im Sinne einer Kardioprotektion, fithren [3]. Diese ischdmische
Priakonditionierung konnte im Laufe der letzten Jahre in vielen verschiedenen Spezies
nachgewiesen werden [16-18] und zeigte auch bei anderen Organen neben dem Herzen

eine ausgepragte Protektion, wie beispielsweise auch in der Niere oder der Leber [19, 20].

Eine klinische Umsetzung der vielversprechenden experimentellen Ergebnisse einer
ischdmischen Prakonditionierung ist sehr eingeschrénkt, da akute Ischdmien in der Regel
nicht vorhersehbar und protektive Maflnahmen zu invasiv sind, aufer es handelt sich um
koronarangiographische Interventionen oder herzchirurgische Eingriffe. Ein Aquivalent
zur Auslosung einer ischdmischen Prikonditionierung zum Zeitpunkt einer
Myokardischamie konnten eine vorangegangene Angina pectoris-Symptomatik sein [21-
23]. Vorangegangene Angina pectoris-Episoden konnen flir eine besser erhaltene
linksventrikuldre Ejektionsfraktion [24] und geringere Mortalitit nach Myokardinfarkt,
[21] und damit eine kardioprotektiven Effekt nach langer andauernden Ischimie sorgen.
Weitere Einflussfaktoren fiir eine Kardioprotektion im Rahmen einer Myokardischdamie
sind sicherlich auch im Vorfeld der Ischidmie gebildete Kollateralfliisse [22, 23],
Unterschiede im angeborenen Fibrinolysesystem oder auch die antiangindse Medikation

der Patienten [21].

Neben der Prakonditionierung konnten Zhao und Kollegen 2003 zum ersten Mal zeigen,

dass auch kurze nicht-letale Ischdmie- und Reperfusionsphasen nach einer langer



andauernden Ischdmie in der darauffolgenden Reperfusionsphase eine Kardioprotektion

auslosen konnen [4]. Dies wird als ischdmische Postkonditionierung (IPostC) bezeichnet.
1.3 Mechanismen der myokardialen Protektion

Auch wenn die Mechanismen der Kardioprotektion bisher nicht vollstandig geklart sind,
wurden einige Mediatoren und zelluldre Signalwege beschrieben, die eine Protektion

auslosen konnen.

Als Endeffektor aller protektiven Mechanismen in der Zelle wird das Mitochondrium
angesehen. Es herrscht mittlerweile Ubereinkunft, dass primir zwei verschiedene
Signalwege zu einer Offnung mitochondrialer Kaliumkanile fiihren und dadurch in der
Folge die Offnung der mPTP inhibiert wird. Diese zwei Signalkaskaden sind zum einen
der reperfusion injury salvage kinase (RISK) Signalweg und zum anderen der survivor

activating factor enhancement (SAFE) Signalweg.

Hausenloy und Kollegen beschreiben den RISK Signalweg als G-Protein gekoppelten
Signalweg, der wiederum die Phosphoinositid-3-Kinase und nachgeschaltete Proteine
wie Proteinkinase B (Akt), Proteinkinase A (PKA) und extracellular signal-regulated
kinase (ERK) aktiviert [25]. Akt phosphoryliert unter anderem Proteinkinase C (PKC),
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) und Glykogensynthase-Kinase 3 beta
(GSK-3p). Die Phosphorylierung und Aktivierung von GSK-3f inhibiert schlieBlich die
mPTP Offnung und damit den Zelluntergang [26-28].

Lecour beschreibt einen weiteren Signalweg, der als SAFE Signalweg bezeichnet wird
und iiber Tumornekrosefaktor (TNF), Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ 2 (TNF-R2),
Januskinase (JAK) und signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
vermittelt wird und ebenfalls in der Folge die mPTP-Offnung inhibiert [29]. STAT3 wird
durch Phosphorylierung aktiviert, durch Cyclophilin D stabilisiert und kann in der Folge
den Gehalt an ROS, die Atmungskette und auch die mPTP regulieren [30-33]. Der SAFE-
Signalweg scheint eine wichtige Rolle bei einer Reihe kardioprotektiver Mechanismen

zu spielen, die exakte Abfolge ist allerdings nicht vollstindig geklért.

SAFE und RISK sind grundsétzlich unabhingige Signalwege zur Protektion, allerdings
ist bisher ungeklart welche Einflussfaktoren auf beide Signalkaskaden einwirken konnen
und welche Interaktionen beider Wege existieren, die zur vollstdndigen

Protektionsvermittlung notwendig sind [33].



So konnten kardioprotektive Mafinahme existieren, die die Aktivierung beider Kaskaden,
RISK und SAFE Signalweg, oder lediglich einer der beiden Kaskaden zur vollstdndigen
Protektion bendtigen [33].

1.4 Rolle der Mitochondrien

Nach vielen Jahren intensiver Forschung im Bereich der Kardioprotektion herrscht
Einigkeit dariiber, dass die Mitochondrien die Schliisselrolle im Rahmen der
Kardioprotektion einnehmen, unabhingig vom vorgeschalteten Signalweg. [12, 27, 34,

35].

Die Mitochondrien dienen als ,Kraftwerke der Zelle“ zur Bereitstellung einer
ausreichenden Menge an Energietrigern in Form von ATP. Neben diesem Prozess der
oxidativen Phosphorylierung sorgen Mitochondrien auch fiir eine Homdostase der lonen,
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und regulieren Apoptose und Nekrose der Zelle [36].
Ischdmie- und Reperfusion fiihren letztendlich zum Verlust der mitochondrialen
Funktion. Auf dem Erhalt dieser mitochondrialen Funktion beruht das Prinzip der

Konditionierung und somit der Kardioprotektion.

Zum Erhalt der mitochondrialen Funktion ist die innere Mitochondrienmembran unter
physiologischen Bedingungen aufer fiir bestimmte Metaboliten und Ionen undurchléssig
[15]. Dadurch kann das Membranpotenzial mit seiner Funktion aufrechterhalten werden.
Die mitochondriale Permeabilititspore (mPTP) ist eine unspezifische Membranpore,
deren dauerhafte Offnung, wie im Falle eines Ischiimie- und Reperfusionsschadens, die
selektive Barriere 106st, die oxidative Phosphorylierung entkoppelt, [14] und die
Mitochondrien damit zum Vermittler des Zelltodes werden lisst [35]. Die Offnung der
mPTP wird ausgelost durch zellulire Bedingungen, die in der friithen Reperfusion
vorliegen. Dazu zihlt die mitochondriale Ca?>" Uberladung [37], groBe Mengen ROS [11],
Mangel an ATP [37], hohe Phosphat-Konzentrationen [11] und ein saures pH-Milieu
[10]. Die Offnung fiihrt durch den osmotischen Gradienten zur Schwellung der
Mitochondrien, eine ZerreiBung der &dulleren Mitochondrienmembran setzt
proapoptotische Faktoren wie Cytochrom C frei und die Zelle geht unter [15]. Das
AusmaB und die Dauer der mPTP-Offnung bestimmen die Zellschiddigung [13, 15].



Auch die Bildung von ROS ist am Ischdmie- und Reperfusionsschaden beteiligt. Grof3e
Mengen von ROS in der Reperfusion tragen zum Reperfusionsschaden und dem Verlust
der Mitochondrienfunktion bei [26]. Geringe Mengen ROS wie auch die transiente
Offnung der mPTP scheinen paradoxerweise essenziell fiir eine Kardioprotektion zu sein

[26, 27].

1.5 Mitochondriale Kaliumkanale

Eine Regulation der mitochondrialen Funktion und die Beeinflussung der mPTP zur
Vermeidung des Ischdmie- und Reperfusionsschadens wird durch mitochondriale
Kaliumkanéle vermittelt und diese nehmen dadurch eine zentrale Rolle in der
Vermittlung protektiver Signale ein [38, 39]. Eine Offnung dieser Kanile fiihrt dazu, dass
vermehrt Kalium in die Mitochondrienmatrix gelangt. Allerdings ist bisher nicht

vollstédndig geklirt, wie durch Inhibition der mPTP eine Kardioprotektion ausgeldst wird.

Wichtige Vertreter dieser kardioprotektiven mitochondrialen Kaliumkanile sind sowohl
ATP-abhingige (mKarp) [40] als auch kalziumabhingige Kaliumkanile (mKca) [41] und
beide Kandle werden als essenzieller Bestandteile der kardioprotektiven
Signalvermittlung beschrieben [42]. In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise auf eine
funktionelle Verbindung dieser mitochondrialen Kaliumkanile mit der mPTP [38, 43,
44]. Der genaue Mechanismus ist allerdings erst unvollstindig verstanden. Eine Offnung
von mKca-Kanélen fiihrt zu einer regulierten ROS-Freisetzung der Mitochondrien und
dies ist wiederum ein Triggersignal fiir eine reduzierte zellulire Ca®*-Uberladung und
hemmt die massive ROS-Freisetzung in der Ischdmie- und frithen Reperfusionsphase
[43]. Die Regulation des Ca**-Gehaltes und das AusmaR der ROS-Freisetzung bestimmen
die Inhibition der mPTP. Dies konnte ein Erkldrungsansatz fiir die Interaktion von mKca-

Kaniélen und mPTP sein.

Durch Agonisten (z.B. Diazoxid) und Antagonisten (z.B. 5-Hydroxydecansiure, 5-HD)
des mKatp-Kanals kann eine Kardioprotektion ausgelost bzw. verhindert werden [40,
45], so dass dieser Kaliumkanal essenziell fiir die protektive Signalvermittlung ist.
Mitochondriale ATP-abhéngige Kaliumkanile wurden 1991 erstmals durch Inoue und
Kollegen beschrieben [46], zuvor wurden sie lediglich der Zellmembran (pmKatp Kanal)

zugeschrieben [47]. Allerdings herrschte bis zuletzt eine Debatte {iber deren Existenz,



denn in der Zeit nach der ersten Beschreibung wurden die Kanéle ausschlieBlich tiber ihre
pharmakologischen Interaktionen beschrieben. Agonisten wie Diazoxid, aber auch die
Antagonisten wie 5-HD und Sufonylharnstoff besitzen spezifische Effekte am mKarp und
pmKatp Kanal. Hier ist als Beispiel auch die pharmakologische Kardioprotektion zu
nennen, die durch Diazoxid tiber den mKatp Kanal vermittelt wird [45, 48], auch wéahrend
der selektiven Blockade der pmKatp Kanéle [49]. 2019 konnte der Kanal erstmals an der
Mitochondrienmembran identifiziert werden [50]. Paggio und Kollegen konnten zeigen,
dass dieser sich aus einer poren-bildenden (MITOK) und einer ATP-bindenden
(MITOSUR) Untereinheit zusammensetzt [50]. Die Arbeitsgruppe zeigte zudem, dass
Diazoxid in MITOK Knockout-Miusen keine Kardioprotektion auslost und dass dieser
nachgewiesene mKarp Kanal das molekulare Ziel der Diazoxid-induzierten

Kardioprotektion darstellt [50].

Neben dem mKarp-Kanal sorgt die Aktivierung von kalziumabhédngigen Kaliumkanélen
am Myokard fiir eine erhohte Resistenz gegeniiber einem Ischdmie- und
Reperfusionschaden [41]. Das Kcnma-1 Gen kodiert fiir die kalziumabhdngigen
Kaliumkanéle und durch alternatives Splicen werden Funktion und Lokalisation der
Kanile bestimmt [51, 52]. Die Kanalpore besteht aus vier alpha-Untereinheiten und
weitere  beta-Untereinheiten bestimmen regulatorische Funktionen wund sind
gewebespezifisch [44, 51, 52]. Die mitochondriale Lokalisation in Kardiomyozyten wird
durch eine Splice-Variante am C-Terminus bestimmt und somit sind am Sarkolemm der
Kardiomyozyten keine Kca.-Kaniéle zu finden [52]. Xu et al. konnten zeigen, dass 1,3-
dihydro-1-[2-hydroxy-5-(trifluoromethyl)phenyl]-5-(trifluoromethyl)-2H-

benzimidazole-2-one (NS1619) bei isoliert perfundierten Herzen eine Kardioprotektion
auslost. Eine gleichzeitige Blockade des Kanals mittels Paxillin einem Kca-Kanal
Antagonisten, hebt diesen protektiven Effekt durch NS1619 und durch IPC vollstindig
auf [38]. Eine weitere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass bei Kcnmal”-Miusen keine
Kardioprotektion durch IPC ausgeldst werden kann. In diesen Kenmal”-Méusen ist das
entsprechende Gen inaktiviert. Zusammengefasst zeigen diese Untersuchungen die
essenzielle Bedeutung des mKca-Kanals von Kardiomyozyten nicht nur bei der

pharmakologischen, sondern auch bei der ischdmischen Konditionierung.

Auch aus translationaler Sicht erscheint der mKca-Kanal interessant, da seine Aktivierung
auch im hoheren Alter eine Kardioprotektion vermitteln kann [53]. Andere

kardioprotektive Malnahmen, wie auch die ischdmische Prakonditionierung, scheinen im
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hoheren Alter deutlich an Effektivitdt zu verlieren [54]. Daher konnte der mKca-Kanal
ein Zielprotein darstellen, das die Translation der vielversprechenden experimentellen

Ergebnisse der Kardioprotektion in einen klinischen Kontext ermdglichen konnte.

1.6 Kardioprotektion durch pharmakologische Pra- und

Postkonditionierung

Die ischdmische Préd- und Postkonditionierung sind invasive Verfahren und daher ist eine
klinische = Anwendung auf  ausgewédhlte, planbare Interventionen  wie
Koronarangiographien oder herzchirurgische Eingriffe limitiert. Die pharmakologische
Konditionierung bietet die Moglichkeit, protektive Signalwege zu aktivieren, ohne dass

ein ischdmischer Stimulus erfolgen muss.

Hierbei findet entweder eine Induktion protektiver Prozesse oder Signalwege statt oder

eine Inhibition schadlicher Signaltransduktionskaskaden.

Beispielsweise kann die Offnung der mPTP inhibiert werden oder reaktive
Sauerstoffspezies abgefangen werden. FEinzelne Komponenten nachgewiesener
protektiver Signalkaskaden konnen durch Pharmaka gezielt aktiviert werden und damit

das Myokard vor IR-Schéden schiitzen.

Im Folgenden werden die Substanzen Ramelteon und Omecamtiv mecarbil vorgestellt,

die in dieser kumulativen Arbeit auf ihre protektive Potenz untersucht wurden.

1.6.1 Vorstellung der Substanz Ramelteon

Ramelteon, ein Melatonin-Rezeptor-Agonist, wurde entwickelt, um eine neue
Therapiemoglichkeit bei Schlafstorungen zu etablieren [55], denn gebrduchliche
Substanzen wie Benzodiazepine oder auch die sogenannten Z-Substanzen wie Zopiclon
haben zahlreiche unerwiinschte Wirkungen wie auch ein Abhéngigkeitspotenzial. Das S-
Enantiomer von Ramelteon ist seit 2005 in den USA klinisch zur Behandlung von

Schlafstorungen zugelassen [56, 57].

Ramelteon wurde als selektiver Melatonin-Rezeptor-Agonist entwickelt [57]. Es besitzt

eine deutlich langere Halbwertszeit als Melatonin und hat einen hohen first-pass Eftekt
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(98%) mit einer Plasmaproteinbindung von 82% [58]. In klinischen Studien konnte
gezeigt werden, dass Ramelteon einen ,schlaf-anstoBenden* Effekt besitzt, ohne
residuale Effekte am Folgetag wie wiederkehrende Miidigkeit, Sedierung und

unerwiinschte Wirkungen auszuldsen [57].

Melatonin-Rezeptoren 1 und 2 (MT1 und MT?2) sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren
[59], die neben anderen Organen und Spezies auch an Rattenherzen nachgewiesen
wurden [60] und hauptverantwortlich fiir den zirkadianen Rhythmus und den Schlaf sind
[61]. In vitro Daten zeigen, dass Ramelteon ein potenter und hoch selektiver Melatonin-
Rezeptor Agonist am MT1- bzw. MT2-Rezeptor ist [62]. Ramelteon hat eine 6-fach
hohere Bindungsaffinitit zu MT1-Rezeptoren und 3-fach hohere zu MT2 Rezeptoren als
Melatonin [55]. Die Bindungsaffinitit von Ramelteon zum MT3-Rezeptor ist hingegen

110-fach schwicher als die von Melatonin und damit vernachldssigbar [55].

Ramelteon zeigt keine signifikante Bindungsaffinitit zu anderen G-Protein gekoppelten
Rezeptoren, Transportern oder lonenkanédlen. Die Affinitdt zu GABA-, Monoamin- oder
Opioidrezeptoren ist vernachlédssigbar klein. Ramelteon stellt damit zur Untersuchung der
kardioprotektiven Eigenschaften ein ideales Molekiil dar, da mogliche kardioprotektive
Eigenschaften durch Affinitit zu anderen Zielmolekiilen nahezu ausgeschlossen werden
konnen [55]. Zudem besitzt Ramelteon keine direkten antioxidativen Wirkungen als
Radikalfédnger [63]. Die untersuchten kardioprotektiven Eigenschaften von Ramelteon
sind somit praktisch vollstindig auf die Wirkung am Melatonin-Rezeptor
zuriickzufiithren. Dies ist der Hauptunterschied zu Melatonin, dessen Wirkung auf andere

Rezeptoren und Molekiile sehr vielfiltig ist [64].

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) ist ein endogenes Hormon, das hauptsédchlich
durch die Glandula pinealis bzw. Epiphyse produziert und ins Blut freigesetzt wird [61].
Neben dem Einfluss auf den zirkadianen Rhythmus, besitzt Melatonin einen positiven
Einfluss unter anderem auf die Therapie der Herzinsuffizienz, eine arterielle Hypertonie
und den myokardialen Ischdmie- und Reperfusionsschadens [65]. Patienten mit akutem
Myokardinfarkt, die sich einer perkutanen Koronarintervention unterziehen, zeigen eine
erniedrigte Melatoninkonzentration im Blut [66]. Experimentell reduziert Melatonin den
Ischdmie- und Reperfusionsschaden sowohl in vivo [67], beim isoliert perfundierten
Herzen [68, 69] als auch bei isolierten Kardiomyozyten [70]. Es wird postuliert, dass die
Kardioprotektion von Melatonin sowohl Rezeptor-abhéngig iiber MT-Rezeptoren [71],



als auch durch die antioxidative Wirkung als Radikalfdnger und durch Aktivierung
antioxidativer Signalkaskaden [65, 67, 72] vermittelt wird. Allerdings wurde die ebenfalls
signifikante Bedeutung der MT-Rezeptor vermittelten Kardioprotektion von Melatonin
durch die vollstindige Authebung der protektiven Effekte durch den MT-Rezeptor-
Antagonisten Luzindol unterstrichen [59, 71, 73]. Interessanterweise konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass ein Myokardinfarkt im Rattenherz zu einer signifikanten Steigerung
der Melatoninkonzentration im linken Ventrikel und Plasma innerhalb eines Tages fiihrt.
Weiterhin war nach 14 Tagen eine Zunahme der MT1-RNA Expression zu verzeichnen
[74]. Diese Ergebnisse deuten auf die Bedeutung von Melatonin als endogener Protektor
im Rahmen einer kardialen Ischdmie hin [65]. Es ist allerdings weitestgehend ungeklart,
welchen Anteil die direkte antioxidative oder die rezeptorvermittelte Wirkung an der

Protektion einnimmt.

Zusammengefasst wurde gezeigt, dass Ramelteon als selektiver Melatonin-Rezeptor
Agonist keine direkte antioxidative Potenz besitzt, [63] und die Wirkung Ramelteons auf
seine rezeptorvermittelte Aktivitit reduziert werden kann. Zudem ist Ramelteon ein
klinisch zugelassenes und oral verfligbares Medikament zur Behandlung von
Schlafstorungen. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der Studien existierten keine
Hinweise auf kardioprotektive Effekte von Ramelteon. In einem translationalen Ansatz
konnte daher bei Nachweis einer kardioprotektiven Wirkung von Ramelteon potentiell

ein weiterer klinisch bedeutsamer Nutzen der Substanz erschlossen werden.

1.6.2 Vorstellung der Substanz Omecamtiv mecarbil

Omecamtiv mecarbil (OM) ist ein spezifischer kardialer Myosin-Aktivator zur

Inotropiesteigerung und Behandlung der Herzinsuffizienz [75].

Bisher klinisch eingesetzte Inotropika wie p-Sympathomimetika, Herzglykoside,
Phosphodiesterase-Hemmer oder Kalziumsensitizer haben eine Vielzahl von erheblichen
unerwiinschten Wirkungen wie beispielsweise Herzrhythmusstorungen oder erhohter

kardialer Energiebedarf, die oftmals eine weitere Therapie limitieren.

Somit erfiillen die bisher klinisch eingesetzten Inotropika nicht vollstindig die
Erwartungen an ein ideales inotropiesteigerndes Medikament und sind sogar langfristig
mit einer erhohten Mortalitit assoziiert [76]. Das ideale Inotropikum sollte die kardiale

Pumpfunktion steigern, ohne andere kardiale Funktionen einzuschrinken, sowie den
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kardialen Energieverbrauch und das Risiko von Herzrhtythmusstérungen nicht erhohen.
Die bisher klinisch etablierten Inotropika wirken alle im kontraktilen Prozess oberhalb
des Myosin-Aktin Apparates, der letztendlich die Kontraktion ausfiihrt. Somit riickte in
der Entwicklung von OM erstmals der kontraktile Myosin-Aktin Apparat in den Fokus.

OM ist der erste Myosin-Aktivator und wird auch Myotropikum genannt. Seine Wirkung
wird durch die selektive Bindung an die S1 Doméne der schweren Kette des kardialen -
Myosins ausgelost [77]. Die Bindung fiihrt zu einer Konformitdtsdnderung in der
Nukleotidbindungsdoméne und damit zu einer gesteigerten ATPase-Aktivitit des
Myosins [77]. Dies fiihrt letztendlich zu einer gesteigerten anorganischen
Phosphatabspaltung, was der geschwindigkeitslimitierende Schritt im Zyklus der
Interaktion von Aktin und Myosin und damit der Kontraktion ist [77]. OM beschleunigt
somit den Aktin- und Myosin-Zyklus, indem es den Ubergang der schwachen Aktin-
Myosin Bindung zur starken Bindungkonfiguration verkiirzt [78]. Es entstehen somit
deutlich mehr Querbriicken, denn normalerweise interagieren lediglich 10-30 % aller
kardialer Myosinkdpfchen mit Aktinfilamenten [79]. Funktionell betrachtet resultiert dies
in einer energieunabhingigen Kontraktionssteigerung mit einer gleichzeitigen Zunahme
der Kontraktionszeit und damit lingeren Dauer der Systole auf Kosten der Diastole [77,

78].

Der ATPase-stimulierende Effekt wirkt ausschlie8lich auf a- und B-Myosin Isoformen in
den Kardiomyozyten und langsamen Skelettmuskelzellen [75]. Die schnelle

Skelettmuskulatur und die glatte Muskulatur werden nicht beeinflusst [75].

In rund zwei Drittel der Félle ist die koronare Herzkrankheit der Grund fiir eine
Herzinsuffizienz [80]. Patienten mit Herzinsuffizienz wéren zum einen die Zielgruppe
einer Therapie mit OM, zum anderen haben genau diese Patienten ein erhdhtes Risiko,
einen Myokardinfarkt zu erleiden. Daher erscheint es vor allem aus klinischer Sicht
betrachtet sehr sinnvoll, mogliche kardioprotektive Eigenschaften von OM erstmalig zu

untersuchen.
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1.7 Fragestellung

Mit dem Ziel neue potentielle Ansdtze zur pharmakologischen Pria- und
Postkonditionierung zu identifizieren, wurden in den vorliegenden Arbeiten folgende

Fragestellungen experimentell untersucht.

1) Besitzt der Melatonin-Rezeptor-Agonist Ramelteon eine kardioprotektive

Potenz?

2) Wird der kardioprotektive Effekt von Ramelteon iiber Melatonin-Rezeptoren

vermittelt?

3) Sind fiir die Vermittlung der Ramelteon-induzierten Kardioprotektion sowohl

MT2-Rezeptoren als auch reaktive Sauerstoffspezies notig?

4) Wird der kardioprotektive Effekt von Ramelteon {iber mitochondriale
Kaliumkanile vermittelt und sind intrazellulare Kinasen wie PKG und / oder Akt

an der Signalkaskade beteiligt?

5) Besitzt Omecamtiv mecarbil eine kardioprotektive Potenz und ist dieser

protektive Effekt dosisabhédngig?
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2 Methoden

In diesem Kapitel werden die in den Originalpublikationen beschriebenen Methoden

dargestellt.

2.1 Versuchstiere

Die fiir die Organentnahme verwendeten méannlichen Wistar-Ratten stammten aus der
Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben
(ZETT) des Universititsklinikums Diisseldorf (Aktenzeichen O 27/12). Alle
Untersuchungen erfolgten tibereinstimmend mit den Richtlinien fiir Pflege und Gebrauch

von Labortieren geméal Tierschutzgesetz.

Die Wistar Ratten wurden in Einzelkifigen des Typs 3 (Makrolon®, ca. 800cm?) unter
kontrollierten klimatischen Bedingungen (22+2 °C, relative Luftfeuchtigkeit 50+5%)
gehalten. Alle 12 Stunden erfolgte ein Tag-Nacht-Wechsel. Ad libitum stand Futtermittel
und entkeimtes Trinkwasser (ozonisiert, angesduert mit HCI, pH 2,6-3,0) fiir die Tiere

bereit. Das Alter der Tiere lag zwischen 2 — 4 Monaten.

2.2 Versuchsaufbau

2.2.1 Praparation der Versuchstiere

Zu Versuchsbeginn wurden die Versuchstiere mittels Natrium-Pentobarbital (80 mg/kg)
intraperitoneal narkotisiert. Zeitgleich erfolgte ebenfalls eine intraperitoneale Injektion
von 1000 IE Heparin, um eine Koagulation des Blutes wihrend der Organentnahme zu
verhindern. Befand sich das Tier in ausreichend tiefer Narkose, wurde es mittels
Guillotine dekapitiert. Durch eine mediane Thorakotomie und Perikarder6ffnung wurde
das Herz prépariert und an der Aorta ascendens abgesetzt und bis zum Transfer auf die

Langendorff-Anlage in 0,9%iger NaCl-Losung gewaschen.
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2.2.2 Langendorff-Anlage

Alle in dieser Habilitationsschrift eingereichten Untersuchungen wurden an derselben

Langendorff-Anlage durchgefiihrt.

An der Langendorff-Anlage wurde das Herz an der Aortenwurzel oberhalb der
Klappenebene aufgehdngt und somit retrograd perfundiert. Als Transportmedium und
Perfusat diente ein modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer (KHP: 116 mM NaCl; 4,7 mM
KCI; 1,1 mM MgSOs; 1,2 mM KHoPOg; 24,9 mM NaHCO3; 2,5 mM CaClp; 8,3 mM
Glukose; 2,2 mM Pyruvat) mit einer konstanten Temperatur von 37 °C. Mittels
peristaltischer Pumpe wurde in der Anlage ein konstanter Perfusionsdruck von 80 mmHg
am Herzen gewihrleistet. Die gesamte Anlage war zusétzlich mit Wasserkammern
umgeben, um eine Temperatur von 37 °C aufrecht zu erhalten und eine Auskiihlung des
Herzens zu verhindern. Um einen konstanten linksventrikuldren enddiastolischen Druck
von 3-8 mmHg zu gewéhrleisten, wurde ein fliissigkeitsgefiillter Ballon {iber das linke
Vorhofohr bis in den linken Ventrikel vorgeschoben. Dieser Ballon diente mit Hilfe eines
Druckaufnehmers als Messinstrument fiir die Aufzeichnung der himodynamischen Daten
mit einer Aufnahmerate von 500 Hz (Datenerfassungssystem PowerLab). Die erfassten
Signale wurden am Computer mittels ,,Charts fiir Windows V 5.0“ aufgezeichnet
(ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australien). Folgende himodynamischen Variablen
wurden dabei erfasst: linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP in mmHg),
linksventrikuldrer endsystolischer Druck (LVESP in mmHg), linksventrikuldrer
entwickelter Druck (LVDP = LVESP — LVEDP in mmHg), Herzfrequenz (bpm),
Zeitpunkt der maximalen Ischdmiekontraktion (min) und Druckmaximum der
Ischdmiekontraktion (mmHg). Der Koronarfluss (ml/min) wurde manuell anhand des

Perfusatdurchflusses zu vorher festgelegten Zeitpunkten gemessen.

Die isoliert perfundierten Herzen durchliefen an der Langendorff-Anlage zu Beginn eine
20-miniitige Stabilisierungsphase, gefolgt von einer 33-miniitigen Globalischdmiephase
und einer 60-miniitigen Reperfusion. Uber angeschlossene Perfusoren wurden die jeweils
zu untersuchenden Substanzen entweder vor oder nach der Ischidmie verabreicht.
Wihrend der Globalischdmie erfolgte keine Perfusion mit Sauerstoff-geséttigtem KHP
tiber die Koronararterien und das Herz wurde in Stickstoff-haltigem KHP inkubiert, bevor
es in der Reperfusion wieder iiber die Koronarien mit Sauerstoff-haltigem KHP

perfundiert wurde.
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2.3 InfarktgroBRenmessung

Am Ende des Versuchs wurden die Herzen von der Herzspitze ausgehend in acht
transversale Scheiben bis kurz vor der Klappenebene geschnitten. Diese wurden
darauthin fiir 15 Minuten bei 37 °C mit 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Ldsung 0,75%
(TTC) geférbt und mit 4%iger Formaldehyd-Losung fixiert. Somit konnte vitales Gewebe
durch die Reduktion des TTC und somit rote Farbung von avitalem Gewebe, das weilllich

erscheint. abgegrenzt werden.

Die eingescannten Herzen wurden am Computer planimetrisch ausgewertet, indem die
Flache des Infarktgebietes in Relation zur Gesamtfldche des linken Ventrikels gesetzt
wurde. Dies wurde durch verblindete Untersucher mit der Software Sigma Scan Pro 5

(SPPS Science Software, Chicago, USA) bestimmt.

2.4 Versuchsprotokolle

Im Folgenden werden die einzelnen Versuchsprotokolle der entsprechenden

Originalpublikationen dieser Habilitationsschrift kurz erldutert.

2.41 Kardioprotektiver Effekt von Ramelteon durch Aktivierung von
Melatonin-Rezeptoren in der Reperfusion

In dieser Studie wurde untersucht, ob Ramelteon als Melatonin-Rezeptor-Agonist eine

Kardioprotektion durch eine Aktivierung von Melatonin-Rezeptoren in der frithen

Reperfusionsphase ausldsen kann.

Das Versuchsprotokoll ist in Abbildung 1 dargestellt. Ménnliche Wistar Ratten (2-4

Monate) wurden randomisiert sechs Gruppen zugeordnet (n=6 pro Gruppe, s. Abb. 1).

Alle Herzen durchliefen die bereits erwdhnte 20-miniitige Stabilisierungsphase, gefolgt

von einer 33-miniitigen Globalischdmie und einer 60-miniitigen Reperfusionsphase.

Die Kontrollgruppe erhielt zu Beginn der Reperfusion nur die Vehikellosung (Puffer und
Losungsmittel in entsprechender Konzentration). Die iibrigen Gruppen erhielten die

entsprechenden Substanzen in der jeweiligen Konzentration iiber zehn Minuten zu
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Beginn der Reperfusion. Am Ende des Versuchs wurde die InfarktgroBBenbestimmung

mittels TTC-Farbung durchgefiihrt.

20 33 60 min
Kon | Reperfusion |

1= Vehikel [ = Melatonin [ = Ramelteon [N = Luzindol

Abb. 1: Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [81], mit freundlicher Genehmigung des Verlags) zur
Untersuchung der kardioprotektiven Eigenschaften von Ramelteon. Kon = Kontrollgruppe, Mel =
Melatonin [5 uM], Luz = Luzindol [5 pM], Ram = Ramelteon [5 pM], nach 20-miniitiger
Stabilisierungsphase Auslosung eine Globalischdmie iiber 33 Minuten, zu Beginn der 60-miniitigen

Reperfusionsphase Substanzgabe iiber 10 Minuten.

Zur Uberpriifung kardioprotektiver Eigenschaften von Ramelteon wurde die Substanz
iiber 10 Minuten in der frithen Reperfusion verabreicht. In dieser Studie wurde zunéchst
eine Konzentration von 5 uM Ramelteon verwendet, da in der Literatur ebendiese
Konzentration fiir Melatonin als kardioprotektiv beschrieben wird [71] und dies fiir
Ramelteon eine Erstbeschreibung war. Zur Uberpriifung, ob der kardioprotektive Effekt
iiber Melatonin-Rezeptoren vermittelt wird, wurde der unspezifische Melatonin-
Rezeptor-Antagonist Luzindol in einer Konzentration von 5 uM [71] sowohl in
Kombination mit Melatonin als auch mit Ramelteon verabreicht. Zum Ausschluss einer
eigenen Wirkung auf die InfarktgroBe wurde Luzindol zusétzlich alleine gegeben.
Melatonin in der Konzentration von 5 uM [71] diente als Positivkontrolle fiir eine

InfarktgroBenreduktion.
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2.4.2 Kardioprotektiver Effekt von Ramelteon durch Aktivierung von
mitochondrialen Kaliumkanalen

In der zweiten Publikation wurde untersucht, ob die Applikation von Ramelteon auch vor

einer globalen Ischdmie kardioprotektiv wirkt und ob dieser schiitzende Effekt {iber

mitochondriale Kaliumkanéle vermittelt wird.
Insgesamt gab es in dieser Studie vier Kohorten.

In der ersten Kohorte sollte zunidchst untersucht werden, ob eine Ramelteon Gabe vor der
Globalischdmie kardioprotektiv im Sinne einer InfarktgréBenreduktion wirkt. Dazu
wurde, wie in der vorherigen Studie, der mogliche Effekt von Ramelteon mit der

kardioprotektiven Wirkung von Melatonin verglichen.

Das erste Versuchsprotokoll ist in Abbildung 2 dargestellt. Mannliche Wistar Ratten (2-
4 Monate) wurden randomisiert drei Gruppen zugeordnet (n=6-7 pro Gruppe) (s. Abb. 2).

Die Kontrollgruppe erhielt nur die Vehikellosung. Die beiden anderen Gruppen erhielten
die entsprechenden Substanzen in den jeweiligen Konzentrationen (5 uM Melatonin und
5 uM Ramelteon) liber zehn Minuten vor der 33-miniitigen Globalischdmie. Am Ende
des Versuchs wurde ebenfalls die InfarktgroBenbestimmung mittels TTC-Fiarbung

durchgefiihrt.

20 10 33 60 min

S - |

[—1=Vehikel [ = Melatonin [ = Ramelteon

Abb. 2: Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [82], mit freundlicher Genehmigung des Verlags),
Kon = Kontrollgruppe, Mel = Melatonin [5 uM], Ram = Ramelteon [5 pM], nach 20-miniitiger
Stabilisierungsphase, 10-miniitige Gabe der Substanzen vor einer Globalischdmie {iber 33 Minuten und

einer 60-miniitigen Reperfusionsphase.

In der zweiten Kohorte sollte die niedrigste protektive Konzentration fiir Ramelteon

ermittelt werden. Das Versuchsprotokoll ist in Abbildung 3 dargestellt. Ménnliche Wistar
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Ratten (2-4 Monate) wurden randomisiert acht Gruppen zugeordnet (n=8 pro Gruppe, s.
Abb. 3). In absteigender Reihenfolge wurden Konzentrationen von Ramelteon
verabreicht. Die entsprechenden Konzentrationen (5; 3; 1; 0,5; 0,3; 0,1; 0,05;0,03; 0,01
uM) wurden zehn Minuten vor der 33-miniitigen Ischdmie und anschliefenden
Reperfusion appliziert. Am Versuchsende wurden ebenfalls die InfarktgroBen mittels

TTC-Férbung bestimmt.

20 10 33 60 min

S — |

Ram 1 ‘—m Reperfusion l
Ram 0,3 ’—m Reperfusion ‘

Ram 0,1 ’—m Reperfusion |
Ram 0,03 ’—m Reperfusion |

1= Vehikel [ = Ramelteon

Abb. 3: Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [82], mit freundlicher Genehmigung des Verlags),
Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon in den entsprechenden Konzentrationen [uM], nach 20-miniitiger
Stabilisierungsphase, 10-miniitige Gabe von Ramelteon vor einer Globalischdmie iiber 33 Minuten und

einer 60-miniitigen Reperfusionsphase.

Die dritte Kohorte diente der Uberpriifung, ob der Melatonin-Rezeptor-Antagonist
Luzindol die kardioprotektive Wirkung der niedrigsten protektiven Konzentration von
Ramelteon (0,03 uM) aufhebt. Luzindol wurde wiederum in der Konzentration von 5 uM
appliziert. Das Versuchsprotokoll ist in Abbildung 4 dargestellt. Ménnliche Wistar Ratten
(2-4 Monate) wurden randomisiert vier Gruppen zugeordnet (n=5 pro Gruppe) (s. Abb.
4). Die entsprechenden Substanzen wurden wieder 10 Minuten vor der Globalischdmie
verbreicht. Nach der Reperfusion wurden ebenfalls die InfarktgroBen mittels TTC-

Féarbung bestimmt.
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20 10 33 60 min

Kon | l Reperfusion |
Ram ’—m Reperfusion |
Ram + Luz Reperfusion |
Luz I—m Reperfusion |

1= Vehikel [ = Rameiteon 0,03yM [ = Luzindol

Abb. 4: Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [82], mit freundlicher Genehmigung des Verlags),
Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon [0,03 pM], Luz = Luzindol [5 pM], nach 20-miniitiger
Stabilisierungsphase , 10-miniitige Gabe der entsprechenden Substanzen vor einer Globalischdmie iiber 33

Minuten und einer 60-miniitigen Reperfusionsphase.

In der vierten Kohorte sollte abschlieBend iiberpriift werden, ob mitochondriale
Kaliumkanéle an der Protektion durch Ramelteon beteiligt sind. Hierfiir wurde der mKca-
Kanal Inhibitor Paxillin (1 uM)[38] und der mKarp-Kanal Inhibitor 5-HD (100 pM)[83]
mit Ramelteon (0,03 pM) kombiniert appliziert. Zum Ausschluss eines eigenen Effektes
auf die InfarktgrofBen der beiden Inhibitoren wurden diese ebenfalls alleine verabreicht.
Das Versuchprotokoll ist in Abbildung 5 dargestellt. Médnnliche Wistar Ratten (2-4
Monate) wurden randomisiert sechs Gruppen zugeordnet (n=8-9 pro Gruppe) (s. Abb. 5).
Am Ende des Versuchs wurde die InfarktgroB3e mittels TTC-Farbung ermittelt.
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20 10 33 60 min

Kon | | Reperfusion |
Ram ’—m Reperfusion |
Ram + Pax ’—m Reperfusion |
Pax | l—m Reperfusion |
5.-HD l—m Reperfusion l

[C—1=Vehikel [ =Ramelteon [ | =Paxillin [ = 5-HD

Abb. 5: Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [82], mit freundlicher Genehmigung des Verlags),
Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon [0,03 uM], Pax = Paxillin [1 uM], 5-HD = 5-hydroxydecanoate
[100 uM], nach 20-miniitiger Stabilisierungsphase, 10-miniitige Gabe der Substanzen vor einer

Globalischdmie iiber 33 Minuten und einer 60-miniitigen Reperfusionsphase.

2.4.3 Beteiligung von PKG und Akt an der Kardioprotektion durch
Ramelteon

In der dritten Publikation wurde untersucht, ob die Proteinkinase G (PKG) und Akt

(Proteinkinase B/PKB, Akt-Kinase) an der Vermittlung der Ramelteon-induzierten

Kardioprotektion beteiligt sind.
Es gab in dieser Studie zwei Kohorten.

In der ersten Kohorte wurde die Gabe des PKG-Inhibitors KT5823 und des Akt-Inhibitors
MK2206 mit Ramelteon (0,03 pM) kombiniert. Die Konzentrationen von KT5823
(1 uM) und KM2206 (15 nM) wurden aus der Literatur entnommen [84] [85]. Zum
Ausschluss eines eigenen Effektes der Inhibitoren wurden diese ebenfalls alleine
appliziert. Der Versuchsablauf ist in Abbildung 6 dargestellt. Ménnliche Wistar Ratten
(2-4 Monate) wurden randomisiert sechs Gruppen zugeordnet (n=6 pro Gruppe, s. Abb.
6). Nach einer 20-miniitigen Stabilisierungsphase wurden die entsprechenden Substanzen
tiber 10 Minuten verabreicht, bevor eine 33-miniitige Globalischdmie und 60-miniitige
Reperfusionsphase gestartet wurden. Am Ende wurde die InfarktgroBe mittels TTC-

Féarbung bestimmt.
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20 10 33 60 min

MK ’—m Reperfusion

1= Vehikel I = Ramelteon =KT5823 [ = MK2206

Abb. 6: Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [86], mit freundlicher Genehmigung des Verlags),
Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon [0,03 uM], KT = KT5823 [1 uM], MK = MK2206 [15 nM],
nach 20-miniitiger Stabilisierungsphase, 10-miniitige Gabe der Substanzen vor einer Globalischédmie iiber

33 Minuten und einer 60-miniitigen Reperfusionsphase.

Die Versuche in der zweiten Kohorte bauten auf den Ergebnissen aus der ersten Kohorte
auf. Es sollte gepriift werden, in welcher Reihenfolge die Kinasen (PKG und Akt) und
damit die Signalkaskade aktiviert werden. Daher kombinierten wir die Gabe des Akt-
Inhibitors MK2206 und Ramelteon (0,03 uM) mit dem indirekten PKG-Aktivator
BAY60-2770. Die Konzentrationen von BAY60-2770 (5 nM)[87] und NS1619 (10 uM)

[88], einem mKca-Kanal Aktivator, wurden aus der Literatur entnommen.

Zur Untersuchung, ob beide Kinasen (PKG bzw. Akt) in der Signalkaskade vorgeschaltet
zum mKca-Kanal gelegen sind, kombinierten wir die Gabe der Inhibitoren (MK2206 bzw.
KT5823) und Ramelteon mit dem mKca.-Kanal Aktivator NS1619. Zur besseren
Darstellung ist der Versuchsablauf in Abbildung 7 dargestellt. Ménnliche Wistar Ratten
(2-4 Monate) wurden randomisiert sechs Gruppen zugeordnet (n=6 pro Gruppe, s. Abb.
7). Am Ende des Versuchs wurde die Infarktgrofe mittels TTC-Féarbung ermittelt.
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20 10 33 60 min

Kon | | m Reperfusion ‘
BAY l—m Reperfusion ‘
MK + Ram + NS l—m Reperfusion |
KT + Ram + NS |—m Reperfusion |

1= vehikel [ = BAY60-2770 [ = KT5823
I = Ramelteon I = MK2206 [ =Ns1619

Abb. 7: Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [86], mit freundlicher Genehmigung des Verlags),
Kon = Kontrollgruppe, BAY = BAY60-2770 [5 nM], Ram = Ramelteon [0,03 uM], KT = KT5823 [1
pM], MK = MK2206 [15 nM], NS = NS1619 [10 uM], nach 20-miniitiger Stabilisierungsphase , 10-
miniitige Gabe der Substanzen vor einer Globalischimie {iber 33 Minuten und einer 60-miniitigen

Reperfusionsphase.

244 Bedeutung der MT2-Rezeptor Aktivierung und reaktiver
Sauerstoffspezies in der Ramelteon-induzierten Kardioprotektion

In der vierten Publikation wurde untersucht, welche Bedeutung der Melatonin-Rezeptor

Subtyp 2 in der Ramelteon-induzierten Protektion hat. Zudem sollte der Einfluss von

reaktiven Sauerstoffspezies in dieser protektiven Signalkaskade von Ramelteon gezeigt

werden. Alle Herzen durchliefen an der Langendorff-Anlage dasselbe Protokoll mit 20-

miniitiger Stabilisierungsphase und 10-miniitiger Substanzgabe vor der 33-miniitigen

Globalischdmie und 60-miniitigen Reperfusionsphase.

Im ersten Schritt kombinierten wir Ramelteon in der niedrigsten protektiven Dosis (0,03
uM) mit dem selektiven MT2-Rezeptor-Antagonisten 4-phenyl-2-propionamidotetralin
(4P-PDOT) in einer Konzentration von 1 uM [89, 90]. Zum Ausschluss eines eigenen
Einflusses von 4P-PDOT auf die InfarktgroBBe, wurde dieser ebenfalls alleine appliziert.
Am Ende des Versuchs wurde die InfarktgroBBe mittels TTC-Farbung ermittelt. Die Abb.
8 zeigt das Versuchsprotokoll. Minnliche Wistar Ratten (2-4 Monate) wurden
randomisiert vier Gruppen zugeordnet (n=6-7 pro Gruppe, s. Abb. 8).
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Kon | I Reperfusion ‘
Ram l—m Reperfusion ‘
4P-PDOT | '—m Reperfusion |

= Vehikel [EENEEN = Ramelteon [___]=4P-PDOT

Abb. 8: Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [91], mit freundlicher Genehmigung des Verlags),
Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon [0,03 uM], 4P-PDOT = 4-phenyl-2-propionamidotetralin [1
puM], nach 20-miniitiger Stabilisierungsphase, 10-miniitige Gabe der Substanzen vor einer Globalischdmie

iber 33 Minuten und einer 60-miniitigen Reperfusionsphase.

Im zweiten Schritt wurde der Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies in der Ramelteon-
induzierten Signalkaskade untersucht. Dazu kombinierten wir Ramelteon (0,03 pM) mit
dem ,,Radikalfidnger* N-2-Mercaptopropionylglycin (MPG) in einer Konzentration von
1 mM [92]. Zur Uberpriifung, ob eine direkte mPTP-Blockade eine Kardioprotektion
auslost, kombinierten wir die Gabe von Ramelteon und MPG mit Cyclosporin A (CsA)
zu unterschiedlichen Zeitpunkten. CsA wurde sowohl vor der Ischdmie (CsAe), als auch
danach in der friihen Reperfusionsphase verabreicht (CsAl). CsA ist ein direkter Inhibitor
der mPTP [93]. In einer vorherigen Arbeit konnten wir in einem &hnlichen
Versuchsaufbau zeigen, dass CsA in einer Konzentration von 0,2 uM eine signifikante
InfarktgroBenreduktion induziert [94]. Die Abbildung 9 =zeigt das zugehorige
Versuchsprotokoll. Ménnliche Wistar Ratten (2-4 Monate) wurden randomisiert fiinf

Gruppen zugeordnet (n=6-8 pro Gruppe, s. Abb. 9).
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1= Vehikel [ = Ramelteon [ =MPG [[]=CsA

Abb. 9 Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [91], mit freundlicher Genehmigung des Verlags), Kon
= Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon [0,03 pM], MPG = N-2-Mercaptopropionylglycin [1 mM], nach 20-
miniitiger Stabilisierungsphase, 10-miniitige Gabe der Substanzen vor einer Globalischimie iiber 33
Minuten und einer 60-miniitigen Reperfusionsphase, CsA = Cyclosporin A [0,2 pM], CsAe = friihe Gabe

von CsA vor der Ischidmie, CsAl = spéte Gabe nach der Ischdmie

2.4.5 Kardioprotektive Eigenschaften von Omecamtiv mecarbil

In der fiinften Publikation untersuchten wir, ob der neu entwickelte Myosin-Aktivator
Omecamtiv mecarbil (OM) in der Lage ist, einen kardioprotektiven Effekt im Sinne einer

InfarktgroBenreduktion auszuldsen.

An der Langendorff-Anlage durchliefen alle Herzen die bereits erwéihnte 20-miniitige
Stabilisierungsphase, gefolgt von einer 33-miniitigen Globalischdmie und 60-miniitigen

Reperfusionsphase.

Die Kontrollgruppe erhielt nur die Vehikellosung. Alle anderen Gruppen erhielten die
entsprechenden Substanzen in der jeweiligen Konzentration {iber zehn Minuten vor der
Globalischdmie. Am Ende des Versuchs wurde die Infarktgroenbestimmung mittels

TTC-Féarbung durchgefiihrt.

In einem ersten Schritt wurden die protektiven Eigenschaften von OM iiberpriift und
gleichzeitig die niedrigste protektive Dosis von OM ermittelt. Dazu wurden aufsteigende
Konzentrationen von OM an der Langendorff-Anlage vor der globalen Ischidmie

appliziert (1; 3, 10; 30 uM). Die Abbildung 10 zeigt das entsprechende
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Versuchsprotokoll. Ménnliche Wistar Ratten (2-4 Monate) wurden randomisiert fiinf
Gruppen zugeordnet (n=6-8 pro Gruppe, s. Abb. 10).

20 10 33 60 min

S |

[——1=Vehikel [ = Omecamtiv mecarbil

Abb. 10 Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [95], mit freundlicher Genehmigung des Verlags),
Kon = Kontrollgruppe, OM = Omecamtiv mecarbil in entsprechenden Konzentrationen [uM], nach 20-
miniitiger Stabilisierungsphase, 10-miniitige Gabe der Substanzen vor einer Globalischimie iiber 33

Minuten und einer 60-miniitigen Reperfusionsphase

Im zweiten Schritt wurde iiberpriift, ob OM ebenfalls in der Lage ist nach einer ldngeren
Ischdmie und in der frithen Reperfusion eine Kardioprotektion auszulosen. Daher
applizierten wir die im ersten Schritt ermittelte niedrigste protektive Dosis von OM (10
uM) und die néchst niedrigere Konzentration (3 uM) nach der Ischdmie, in der frithen
Reperfusionsphase ebenfalls iiber 10 Minuten. Die Abbildung 11 zeigt das
Versuchsprotokoll. Minnliche Wistar Ratten (2-4 Monate) wurden randomisiert drei

Gruppen zugeordnet (n=8 pro Gruppe, s. Abb. 11).
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[ 1= Vehikel [ = Omecamtiv mecarbil

Abb. 11 Experimentelles Protokoll (modifiziert nach [95], mit freundlicher Genehmigung des Verlags),

Kon = Kontrollgruppe, OM = Omecamtiv mecarbil in entsprechenden Konzentrationen [uM], nach 20-

miniitiger Stabilisierungsphase, 33-miniitige Globalischdmie und zu Beginn der 60-miniitigen

Reperfusionsphase Substanzgabe iiber 10 Minuten.
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3 Ergebnisse
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Publikationen zusammengefasst.

3.1 Kardioprotektiver Effekt von Ramelteon durch Aktivierung von

Melatonin-Rezeptoren in der Reperfusion

In der ersten Studie wurde tiberpriift, ob Ramelteon und Melatonin eine Kardioprotektion
durch Aktivierung von Melatonin-Rezeptoren in unserem Langendorff-Modell in der

frithen Reperfusionsphase im Sinne einer Postkonditionierung ausldsen kdnnen.

Die Ergebnisse der Infarktgroenmessung sind in Abbildung 12 dargestellt. In der
Kontrollgruppe (Kon) betrug die Infarktgrofe 46+8%. Melatonin (Mel) reduzierte die
Infarktgrofe auf 22+3% (p<0,05 versus Kon). Der Melatonin-Rezeptor-Antagonist
Luzindol (Luz) hob diesen Effekt vollstindig auf (Mel + Luz: 5048, p<0,05 versus Mel).

Eine Gabe von Ramelteon (Ram) in der frithe Reperfusion reduzierte &hnlich wie
Melatonin die Infarkgroe auf 25+5% (p<0,05 versus Kon), wohingegen eine
gleichzeitige Gabe von Luzindol (Mel + Luz) diese Reduktion wieder vollstindig authob
(Ram + Luz: 51+5%, p<0,05 versus Ram).
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Abb. 12: Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als
Mittelwert+Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, Mel = Melatonin 5 uM, Luz = Luzindol 5 uM,
Ram = Ramelteon 5 uM, alle Gruppen n = 6, *p<0,05 versus Kon, modifiziert nach [81], mit freundlicher

Genehmigung des Verlags

3.2 Kardioprotektiver Effekt von Ramelteon durch Aktivierung von

mitochondrialen Kaliumkanalen

In der 1. Kohorte wurden zunéchst die kardioprotektiven Eigenschaften von Melatonin
und Ramelteon verglichen. Diesmal wurden die Substanzen vor der 33-miniitigen
Ischdmie im Sinne einer Prikonditionierung verabreicht. Die Ergebnisse der

InfarktgroBenmessung sind in Abbildung 13 dargestellt. In der Kontrollgruppe (Kon)
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betrug die InfarktgroBe 414+4%. Ramelteon (Ram) reduzierte die Infarktgrofe in gleichem
Mafe wie Melatonin (Mel) (Ram: 224+8%, Mel: 24+7%, p<0,05 versus Kon).
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Abb. 13: Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert =+
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, Mel = Melatonin 5 uM, Ram = Ramelteon 5uM, alle Gruppen

n = 6-7, *p<0,05 versus Kon, modifiziert nach [82], mit freundlicher Genehmigung des Verlags

Hiermit konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Ramelteon nach Ischédmie in der frithen
Reperfusionsphase (siehe Kapitel 3.1.) einen vergleichbaren kardioprotektiven Effekt wie
bei Gabe vor Ischdmie auslost und dieser Effekt in gleichem Mal3e wie der von Melatonin

nachweisbar ist.

In der 2. Kohorte wurde die niedrigste protektive Dosis von Ramelteon ermittelt. Die
Ergebnisse der InfarktgroBenmessung sind in Abbildung 14 dargestellt. In der
Kontrollgruppe (Kon) betrug die InfarktgrofBe 63+7%. Die niedrigste protektive Dosis
von Ramelteon (0,03 uM) reduzierte die InfarktgroBe auf 28+4% (p < 0,05 versus Kon).
Die Gabe von hoheren Konzentrationen an Ramelteon (0,1; 0,3; 1; 3; 5 uM) fiihrten nicht
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zu einem stdrkeren protektiven Effekt als die Gabe von 0,03 pM Ramelteon. Die
Infarktgrofenreduktionen bei diesen Konzentrationen sind alle auf einem &hnlichen
Niveau. Eine niedrigere Ramelteon Konzentration von 0,01 uM 16st keinen protektiven
Effekt im Sinne einer InfarktgroBenreduktion aus und diese ist dhnlich wie in der

Kontrollgruppe (Ram 0,01: 60+4%, ns versus Kon).
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Abb. 14 Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon in [uM], alle Gruppen n = 8, *p<0,05

versus Kon, modifiziert nach [82], mit freundlicher Genehmigung des Verlags
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In der 3. Kohorte wurde iiberpriift, ob die Kardioprotektion durch Ramelteon mit dem
Melatonin-Rezeptor-Antagonist Luzindol aufgehoben wird. Die Ergebnisse der
InfarktgroBenmessung sind in Abbildung 15 dargestellt. Es wurde die niedrigste
protektive Dosis von Ramelteon benutzt (0,03 uM). Die Ergebnisse zeigen, dass die
Kombination mit Luzindol die InfarktgroBenreduktion vollstindig aufthebt (Ram + Luz:
55+7%, p<0,001 versus Ram: 38+7%). Luzindol alleine besitzt keinen Einfluss auf die
InfarktgroBe (Luz: 5646, ns versus Kon: 60+6%).

80+

InfarktgroRe [%]

Abb. 15 Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon 0,03 uM, Luz = Luzindol 5 pM, alle

Gruppen n = 5, *p<0,05 versus Kon, modifiziert nach [82], mit freundlicher Genehmigung des Verlags
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Die 4. Kohorte diente zur abschlieBenden Uberpriifung, ob die mitochondrialen
Kaliumkanile, der mKca- und der mKatp-Kanal, an der protektiven Signalkaskade
beteiligt sind. Die Ergebnisse der InfarktgroBenmessung sind in Abbildung 16 dargestellt.
Die Applikation von Paxillin (1 uM), einem mKc,-Kanal Inhibitor, hob die Ramelteon-
induzierte (0,03 uM) InfarktgréBenreduktion vollstindig auf (Pax + Ram: 54+11%,
p<0,0001 versus Ram: 26+6%). Auch bei der Kombination aus mKatp-Kanal Inhibitor
5-HD (100 uM) mit Ramelteon war keine InfarktgroBenreduktion erkennbar (5-HD +
Ram: 49+11%, p<0,0001 versus Ram). Die beiden Inhibitoren haben alleine keinen
Einfluss auf die InfarktgroBe (Pax: 53+4%, 5-HD: 56+10%, ns versus Kon: 5610 %).
Somit konnte gezeigt werden, dass sowohl der mKca- als auch der mKatp-Kanal an der

Signalvermittlung beteiligt sind.
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Abb. 16 Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon 0,03 pM, Pax = Paxillin 1 uM, 5-HD =
5-Hydroxydecanoat 100uM, alle Gruppen n = 8-9, *p<0,05 versus Kon, modifiziert nach [82], mit

freundlicher Genehmigung des Verlags
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3.3 Beteiligung von PKG und Akt an der Kardioprotektion durch

Ramelteon

In der dritten Publikation gab es zwei Versuchsreihen und in der ersten Reihe wurde die
Beteiligung von PKG und Akt am Ramelteon-induzierten Signalweg untersucht. Hierfiir
wurde Ramelteon mit dem PKG-Inhibitor KT5823 oder dem Akt-Inhibitor MK2206 in
Kombination appliziert. Die Ergebnisse der InfarktgroBenmessung sind in Abbildung 17
dargestellt. In der Kontrollgruppe (Kon) lag die Infarktgrofe bei 56+14% und die
niedrigste protektive Dosis von Ramelteon (Ram, 0,03 pM) reduzierte die Infarktgrofle
auf 28+7% (p<0,0001 versus Kon). Die beiden Inhibitoren von PKG und Akt hoben die
InfarktgroBenreduktion durch Ramelteon vollstindig auf (KT+Ram: 48+5%, p=0,0012
versus Ram und MK+Ram: 49+8%, p<0,05 versus Ram). Beide Inhibitoren haben bei
alleiniger Applikation keinen Einfluss auf die InfarktgroBen (KT: 51+6%, P=0,9311
versus Kon und MK: 52+3%, P=0,9734 versus Kon). Somit sind beide Kinasen, PKG und

Akt, an der Ramelteon-induzierten Kardioprotektion beteiligt.
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Abb. 17 Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert =+
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon 0,03 pM, KT = KT5823 1uM [84], MK =
MK2206 15nM [85]; alle Gruppen n = 6, *p<0,05 versus Kon, modifiziert nach [86], mit freundlicher
Genehmigung des Verlags

In der zweiten Kohorte wurde zum einen die Reihenfolge der Kinasen im Signalweg
iiberpriift und zum anderen, ob beide Kinasen proximal des mKc,-Kanals im Signalweg
zu finden sind. Die Ergebnisse der InfarktgroBenmessung sind in Abbildung 18
dargestellt. Der indirekte PKG-Aktivator BAY60-2770 reduzierte die Infarktgrofle auf
33+6% gegeniiber der Kontrolle Kon von 48+5 % (p<0,05 vs. Kon). Die Kombination
von BAY60-2770 mit Ramelteon und Akt-Inhibitor MK2206 reduzierte ebenfalls
signifikant die Infarktgrofe auf 31+11% gegeniiber der Kontrolle (p<0,05 vs. Kon). Dies
deutet darauthin, dass PKG im protektiven Signalweg nachgeschaltet zu Akt gelegen sein
muss. Zur Kldrung, ob beide Kinasen zum mKca-Kanal im Signalweg vorgeschaltet sind,
wurden die jeweiligen Inhibitoren und Ramelteon mit NS1619 als mKca-Aktivator
kombiniert. Die Kombination von MK2206 (Akt-Inhibitor) mit Ramelteon und NS1619
reduzierte die InfarktgroBe auf 29+5% (p<0,05 vs. Kon). Eine dhnliche Reduktion zeigte
die Kombination von KT5823 (PKG-Inhibitor) mit Ramelteon und NS1619
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(KT+Ram+NS: 33+6%; p<0,05 vs. Kon). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass beide

Kinasen, PKG und Akt, im vorgeschalteten Signalweg vom mKc,-Kanal zu finden sind.
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Abb. 18 Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert =+
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon 0,03 uM, BAY = BAY60 2770 5nM [87],
KT =KT5823 1uM [84], MK = MK2206 15nM [85], NS = NS1619 10uM; alle Gruppen n = 6, *p<0,05

versus Kon, modifiziert nach [86], mit freundlicher Genehmigung des Verlags

3.4 Bedeutung der MT2-Rezeptor Aktivierung und reaktiver

Sauerstoffspezies in der Ramelteon-induzierten Kardioprotektion

In der vierten Publikation wurde die Bedeutung des Melatonin-Rezeptor Typ 2 (MT2)
und reaktiver Sauerstoffspezies in der Ramelteon-induzierten Protektion untersucht. Die

Ergebnisse der InfarktgroBenmessung sind in Abbildung 19 und 20 dargestellt.

In der ersten Kohorte wurde an der Langendorff-Anlage Ramelteon mit dem selektiven

MT2-Inhibitor 4P-PDOT kombiniert. Diese Kombination hob die Ramelteon induzierte
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InfarktgroBenreduktion vollstdndig auf (4P-PDOT + Ram 53+8%, p<0,05 vs. Ram
34+7%). 4P-PDOT hatte alleine appliziert keinen Einfluss auf die InfarktgroBe (4P-
PDOT 55+7%, ns vs. Kon 53+13%). Das protektive Signal scheint {iber den MT2-

Rezeptor vermittelt zu werden.
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Abb. 19 Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert =+
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon 0,03 uM, 4P-PDOT = 4-phenyl-2-
propionamidotetralin 1uM [89, 90]; alle Gruppen n = 6-7, *p<0,05 versus Kon, # p<0,05 vs. Ram;

modifiziert nach [91], mit freundlicher Genehmigung des Verlags

In der zweiten Kohorte sollte die Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies ermittelt werden.
Dafiir kombinierten wir den Radikalfinger MPG mit Ramelteon an der Langendorff-
Anlage. In der Kombination mit dem Radikalfanger wurde die Infarktgroenreduktion
durch Ramelteon vollstdndig aufgehoben (s. Abb. 20, MPG + Ram: 48+5%, # p<0,05 vs.
Ram: 294+7%). Somit scheinen reaktive Sauerstoffspezies essenziell fiir die Vermittlung

kardioprotektiver Signale durch Ramelteon zu sein.
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In einem weiteren Schritt wurde iiberpriift, ob die durch MPG aufgehobene Protektion
mit dem mPTP Inhibitor Cyclosporin A (CsA) wieder hergestellt werden kann. Die
Kombination aus Ramelteon, MPG und CsA Gabe vor der Globalischdmie (CsAe) zeigte
keine Wiederherstellung der Protektion und die InfarktgroBe ist vergleichbar mit der
Kontrollgruppe (MPG+Ram+CsAe: 47+9%; ns vs. Kon: 53+8 %). Hingegen zeigte eine
Kombination aus Ramelteon, MPG und CsA Gabe nach der Globalischdmie und in der
frihe  Reperfusionsphase  (CsAl) eine signifikante InfarktgroBenreduktion
(MPG+Ram+CsAl: 34£5%, § p<0,05 vs MPG+Ram: 48+5%)).

80-

InfarktgroRe [%]

Abb. 20 Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, Ram = Ramelteon 0,03 pM, MPG = N-2-
mercaptopropionylglycine 1mM [92], CsA = Cyclosporin A 0,2uM [94] (CsAe = CsA early, CsAl = CsA
late); alle Gruppen n = 6-7, *p<0,05 versus Kon, # p<0,05 vs. Ram, § p<0,0,5 vs. Ram+MPG; modifiziert

nach [91], mit freundlicher Genehmigung des Verlags

37



3.5 Kardioprotektive Eigenschaften von Omecamtiv mecarbil

Die fiinfte Publikation untersuchte die kardioprotektiven Eigenschaften des Myosin-
Aktivators OM. Die Ergebnisse der InfarktgroBenmessung sind in Abbildung 21 und 22
dargestellt.

In einer ersten Kohorte wurde die niedrigste protektive Konzentration von OM ermittelt
und die Frage gekldrt, ob OM einen dosisabhédngigen, protektiven Effekt besitzt. Die
Kontrollgruppe zeigte eine Infarktgrofe von 604+10%. OM mit einer Konzentration von
10 uM zeigte eine signifikante InfarktgroBenreduktion und damit die niedrigste
protektive Konzentration (OM10: 33+8%, p<0,05 vs. Kon). Die hohere Konzentration
von OM (30 uM) zeigte einen dhnlichen Effekt wie 10uM und somit keine stdrkere
Protektion (OM30: 32+8%, p<0,05 vs. Kon und ns vs. OMI10). Geringere
Konzentrationen von OM (1 oder 3 uM) zeigten keine InfarktgroBenreduktion (OM1:
60+4%, OM3: 59+5%, ns vs. Kon).
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Abb. 21 Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, OM = Omecamtiv mecarbil [uM]; alle Gruppen n = 6,

*p<0,05 versus Kon; modifiziert nach [95], mit freundlicher Genehmigung des Verlags
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Aufgrund dieser Ergebnisse sollte untersucht werden, ob auch nach der Globalischdamie
und in der frithen Reperfusionphase eine Kardioprotektion durch OM ausgeldst werden
kann. Eine Applikation von 10 uM OM in der frithen Reperfusionsphase zeigte ebenfalls
eine signifikante InfarktgroBenreduktion (OM10: 31+6%, p<0,05 vs. Kon: 59+12%). Die
geringere Konzentration von OM (3 uM) loste ebenso wie in der ersten Kohorte keine

Protektion aus (OM3: 58+15%, ns vs. Kon).
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Abb. 22 Ergebnisse der InfarktgroBenmessung, die Werte sind angegeben als Mittelwert =+
Standardabweichung, Kon = Kontrollgruppe, OM = Omecamtiv mecarbil [uM]; alle Gruppen n = 8§,

*p<0,05 versus Kon; modifiziert nach [95], mit freundlicher Genehmigung des Verlags
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3.5.1 Hamodynamik

In beiden Kohorten war in der Reperfusion im Vergleich zur Stabilisierungsphase der
linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDP) signifikant erhoht und der
Koronarfluss signifikant erniedrigt (alle p<0,05 vs. Stabilisierungsphase). Die
Herzfrequenz war in beiden Kohorten innerhalb der Gruppen und Zeitpunkte nicht
signifikant verdndert (s. Tabelle 1). Wéhrend der Stabilisierungsphase in der Gruppe mit
3 bzw. 10 uM OM war der Koronarfluss signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhdht.
Dies zeigte sich auch wéhrend der Prikonditionierung mit 1 bzw. 3 uM OM (p<0,05 vs.
Kon.). Die Applikation von 3, 10 und 30 uM OM sorgte fiir eine signifikante Steigerung
des LVEDP gegentiber der Kontrollgruppe bzw. der Gruppe mit 1uM OM (s. Tabelle 2,
p<0,05)
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Tabelle 1 Himodynamische Variablen Dosisfindung OM (modifiziert nach [95] mit freundlicher

Genehmigung des Verlags). Kon

Kontrollgruppe, OM = Omecamtic mecarbil mit entsprechender

Konzentration in [uM], PC = Priakonditionierung, Mittelwerte = SD, n = 6-8 pro Gruppe, * = p<0,05 vs.

Stabilisierungsphase, # = p < 0,05 vs. Kontrollgruppe

Stabilisierungsphase PC Reperfusion
30 60

Herzfrequenz (min)
Kon 309 + 40 314 +£31 275 +39 272 +£29
OM1 330+39 314 £ 55 287 + 61 261 +54
OM3 328 +29 313 +£27 281 + 56 284 +53
OM10 332+45 292 + 44 230 + 56 287 £ 42
OM30 320 + 55 295 + 62 222 +92 275 £ 66
LVEDP (mmHg)
Kon 4+1 5+2 116 +13* 102 +9*
OM1 5+1 14+9 113 +17* 98 + 13*
OM3 5+1 68 + 17* 96 + 30* 83 + 25*
OM10 61 79 + 8% 85 + 19* 72 £15*
OM30 4+1 79 + 8% 82 + 25* 76 + 20**
Koronarfluss (mL/min)
Kon 13+2 12+2 7+1% 6 2%
OM1 14+2 16 + 3¢ 7 £2% 6+1*
OM3 14+3 14 + 3¢ 9+2* 8 +2*
OM10 16 + 2¢ 11+2 10 + 2** 9+ 2%
OM30 16 + 27 14+1 10 + 3** 10 £ 1%

Tabelle 2 Himodynamische Variablen Postkonditionierung (modifiziert nach [95] mit freundlicher

Genehmigung des Verlags). Kon

Kontrollgruppe, OM = Omecamtic mecarbil mit entsprechender

Konzentration in [uM], Mittelwerte + SD, n = 8 pro Gruppe, * = p < 0,05 vs. Stabilisierungsphase

R fusi
Stabilisierungsphase cpertusion
30 45 60
Herzfrequenz (min)
Kon 323 +32 220+ 78* 271 +33 278 +51
OM3 320+ 32 231+51 257 +37 261 +56
OM10 312+ 23 205 + 55% 211 +58 220+ 72
LVEDP (mmHg)
Kon 4+1 90 + 23* 82 +19* 81 +19*
OM3 5+2 81 +27* 78 +23* 75+ 22*
OM10 5+1 92 +18* 85+ 17* 83 + 14*
Koronarfluss (ml/min)
Kon 16+2 9+2* 9+2* 8 +2%
OM3 16+2 11 + 4% 10 + 4% 9+ 4%
OM10 172 11 +£2% 9+ 2% 9 + 2%
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4 Diskussion

Herz-Kreislauferkrankungen, die auch den akuten Myokardinfarkt umfassen, zdhlen
weltweit zu den filhrenden Todesursachen. Damit stellen die Herz-
Kreislauferkrankungen eine der grofiten medizinischen wie auch wirtschaftlichen

Belastungen fiir das Gesundheitssystem dar.

Im Falle einer akuten Myokardischidmie ist die schnellstmogliche Wiederherstellung der
Perfusion die einzige kausale Therapieoption. Diese Reperfusion sorgt allerdings
paradoxerweise ebenfalls fiir eine Schidigung des Myokards und dies wird als Ischdmie-
und Reperfusionsschaden (IR-Schaden) zusammengefasst. Es existiert ein endogener
Schutzmechanismus, der durch kurze nicht letale Ischdmie- und Reperfusionsphasen vor
oder nach der lianger andauernden Ischdmiephase einen ausgeprigten Schutz des
Myokards vor dem Ischdmie- und Reperfusionsschaden bietet. Dieser Mechanismus ist
der stirkste bekannte Schutz und wurde 1986 erstmals von Murry und Kollegen als
ischdmische Konditionierung beschrieben [3]. Abgesehen von speziellen klinischen
Szenarien wie beispielsweise der koronaren Herzkatheteruntersuchung oder
herzchirurgischer Bypass-Operationen ist dieses Verfahren invasiv und im klinischen
Alltag nicht regelhaft durchfiihrbar. Eine Alternative, vor allem im Hinblick auf eine
klinische Implementierung, stellt die pharmakologische Konditionierung dar. Diese
aktiviert gezielt und nicht invasiv jene Signalwege, die moglicherweise auch durch eine
ischdmische Konditionierung aktiviert werden. Die vorliegende Arbeit hat sich mit neuen
Moglichkeiten der pharmakologischen Konditionierung durch Ramelteon und
Omecamtiv mecarbil beschéftigt und soll neue Ansitze liefern, um das Myokard vor

einem Ischdmie- und Reperfusionsschaden besser schiitzen zu konnen.

4.1 Kardioprotektiver Effekt von Ramelteon durch Aktivierung von
Melatonin-Rezeptoren

In der ersten Publikation konnte erstmals gezeigt werden, dass Ramelteon als Melatonin-
Rezeptor-Agonist einen kardioprotektiven Effekt besitzt und dieser iiber Melatonin-

Rezeptoren vermittelt wird [81].

Melatonin, ein Hormon der Glandula pinealis, besitzt unter anderem durch die
Eigenschaft als Radikalfinger die Fahigkeit, einen Ischdmie- und Reperfusionsschaden

zu reduzieren [96, 97]. Es konnte bereits in der Vergangenheit mehrfach gezeigt werden,

42



dass Melatonin auch am Myokard protektiv im Rahmen einer Ischdmie wirken kann [98,
99]. Sowohl der Anstieg des Melatoninspiegels im Plasma bzw. im linken Ventrikel als
auch eine Zunahme der MT1-RNA-Expression nach Myokardischdmie unterstreichen

zusidtzlich die mogliche Bedeutung von Melatonin im Rahmen der Kardioprotektion [74].

In der ersten Publikation konnte mit dem etablierten Langendorff-Modell des isoliert
perfundierten Herzens gezeigt werden, dass 5 uM Melatonin eine signifikante
Infarktgrofenreduktion im Sinne einer Kardioprotektion auslosen kann. Diese
Konzentration fiir Melatonin wurde bereits als kardioprotektiv beschriebenen [71] und in
der frithen Reperfusionsphase appliziert. Luzindol, als Melatonin-Rezeptor-Antagonist,
konnte diesen Melatonin-induzierten Effekt vollstdndig auftheben. Die Protektion durch
Melatonin scheint somit {iber Melatonin-Rezeptoren vermittelt zu werden. Dies konnte
auch in der Vergangenheit in anderen Arbeiten beobachtet werden [59, 71, 73]. Die
alleinige Gabe von Luzindol fiihrte nicht zu einer InfarktgroBenreduktion. Allerdings
besitzt Luzindol antioxidative Eigenschaften [63], so dass eine eigene protektive
Eigenschaft von Luzindol nicht vollkommen ausgeschlossen werden kann. Diese kann
moglicherweise mit dem hier gewéhlten Endpunkt, der InfarktgroBe, nicht vollstindig

erfasst werden.

Ramelteon ist ein Melatonin-Rezeptor-Agonist, der als schlafinduzierendes Medikament
entwickelt worden ist und fiir diese Indikation klinisch eingesetzt wird [55]. Die
pharmakologische Besonderheit ist, dass Ramelteon selektiv an Melatonin-Rezeptoren
Typ 1 und 2 (MT1 / MT2) bindet [62] und lediglich vernachléssigbare Bindungen an
andere Rezeptoren zeigt [55]. Fiir Ramelteon wurden bisher keine kardioprotektiven
Eigenschaften untersucht oder in der Literatur beschrieben. Wir konnten erstmals mit
Publikation 1 zeigen, dass Ramelteon eine signifikante Infarktgroenreduktion im Sinne
einer Kardioprotektion ausléosen kann, indem es in der frilhen Reperfusionsphase
appliziert wird. Das Ausmal} der InfarktgroBenreduktion in unserer Versuchsreihe ist

vergleichbar mit der Reduktion durch Melatonin.

Zusammengefasst zeigt Melatonin  vielfache =~ Wirkungen unabhingig von
Rezeptorbindungen, wie beispielsweise als Radikalfdnger oder als Aktivator zelluldrer
antioxidativer Kaskaden [65]. Ramelteon scheint hingegen keine direkte antioxidative
Wirkung zu haben [63]. So weisen unsere Ergebnisse darauthin, dass der protektive

Effekt von Ramelteon iiber Melatonin-Rezeptoren vermittelt wird. Unterstrichen wird
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dies auch durch die Feststellung, dass der protektive Effekt durch Luzindol vollkommen
aufgehoben wird. Zusammenfassend 16st Ramelteon somit einen protektiven Effekt im
Sinne einer Postkonditionierung in der frithen Reperfusionsphase aus und dieser Effekt

wird {iber Melatonin-Rezeptoren vermittelt.

4.2 Kardioprotektiver Effekt von Ramelteon durch Aktivierung von

mitochondrialen Kaliumkanalen

Neben dieser Erstbeschreibung der protektiven Effekte von Ramelteon im Sinne einer
Postkonditionierung, konnte in der Publikation 2 gezeigt werden, dass eine Applikation
von 5 uM Ramelteon auch vor einer Ischdmie eine Protektion auslosen kann. Somit wirkt
Ramelteon protektiv durch Prd- als auch durch Postkonditionierung. Die

InfarktgréBenreduktion ist bei beiden Féllen auf dhnlichem Niveau.

In einem weiteren Schritt wurde die niedrigste protektive Konzentration von Ramelteon
im verwendeten Langendorff-Modell ermittelt. Diese niedrigste protektive Dosis sollte
dann in weiteren Untersuchungen verwendet werden, um mogliche unerwiinschte
Wirkungen zu minimieren und einen Effekt durch Uberstimulation zu vermeiden. Zudem

sollte ein moglicher konzentrationsabhéngiger protektiver Effekt untersucht werden.

Ramelteon zeigt eine niedrigste protektive Dosis von 0,03 pM. Hohere Konzentrationen
haben keinen starkeren protektiven Effekt auf die InfarktgroBe. Die Protektion wird somit

ab einer Konzentration von 0,03 uM nach dem ,,Alles-oder-Nichts Prinzip* ausgelst.

Mitochondriale Kaliumkanile konnten in der Vergangenheit als wichtige Bausteine in
der Vermittlung kardioprotektiver Signale identifiziert werden [12, 42]. Insbesondere
sind hier die mitochondrialen ATP-abhingigen Kaliumkanéle (mKarp-Kanal)[40] und
die kalziumabhingigen Kaliumkanéle (mKca-Kanal)[39] zu nennen. Eine Aktivierung
und Offnung dieser mitochondrialen Kaliumkanile fiihren zu einer Inhibierung einer
mPTP-Offnung und sind damit ein zentraler Schritt der Kardioprotektion [38, 100]. Die
genauen Mechanismen und Interaktionen der mitochondrialen Kaliumkanile und mPTP
sind nicht vollstindig verstanden. Im Kontext der mKca-Kanéle gibt es Hinweise auf
ROS-Triggersignale, die durch Offnung der Kaliumkanile ausgeldst werden, wodurch
wiederum in der Folge eine Ca?*-Uberladung und eine massive ROS-Freisetzung in der

spéiten Ischdmie- und frithen Reperfusionsphase verhindert werden [43]. Sowohl eine
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Regulation des mitochondrialen Ca’**-Gehaltes als auch der ROS-Freisetzung sind
Faktoren, die durch den mKcs-Kanal beeeinflusst werden, [44] und die
Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP reduzieren [11, 37]. Weitere zelluldre
Bedingungen, die eine mPTP-Offnung triggern kdnnen, sind ein ATP-Mangel [35],
erhohte Phosphat-Konzentration [11] und ein ansteigender pH-Wert [10]. Diese

Konstellation herrscht vor allem in der frithen Reperfusionsphase.

Bisher existieren wenige Hinweise auf eine funktionelle Verbindung von Melatonin und
mKca- oder mKarp-Kandlen [101, 102], allerdings nicht im Kontext der
Kardioprotektion. Zu Ramelteon existieren dazu bisher keine Untersuchungen. In der
Publikation 2 konnte gezeigt werden, dass im Rahmen der Ramelteon-induzierten
Kardioprotektion sowohl der mKca- als auch der mKarp-Kanal eine entscheidende Rolle
in der Signalvermittlung einnimmt. Durch Blockade des mK arp-Kanals mittels 5-HD und
des mKca-Kanals mittels Paxillin wird die InfarktgroBenreduktion durch Ramelteon
vollstindig aufgehoben. Die Blocker alleine haben keinen Einfluss auf die Infarktgrofe.
Somit scheinen beide Kandle einen entscheidenden Schritt in der untersuchten

Signalkaskade zu reprisentieren.

Interessant an diesem Ergebnis ist, dass fiir eine protektive Signalvermittlung scheinbar
die Aktivierbarkeit beider Kanéle entscheidend ist. Sobald einer der beiden Kanile
blockiert wird, kommt es zu keiner erfolgreichen protektiven Signalvermittlung. Ein
dhnliches Phinomen wurde ebenfalls durch Wang und Kollegen beschrieben [42]. An
isolierten Mausherzen wurde im Langendorff-Modell eine Globalischdmie ausgelost. Der
mKarp-Kanal wurde mit 5-HD und der mKca-Kanal mit Paxillin blockiert und in beiden
Féllen die Kardioprotektion durch Sildenafil vollstindig aufgehoben. Moglicherweise
existiert hier ein Synergismus beider Kaliumkanile, so dass fiir eine protektive
Vermittlung beide Kanile aktiviert werden miissen, auch wenn man bisher von einer
parallelen Aktivierung ausgegangen ist. Eine mogliche Erkldrung ist, dass nur bei einer
gleichzeitigen Aktivierung beider Kanéle eine Schwelle iiberwunden wird, so dass die
protektiven Signale weitergeleitet werden. Bei einer Aktivierung nur eines Kanals wird
diese Schwelle mdglicherweise nicht iiberwunden. In dhnlicher Weise argumentieren
auch Wang und Kollegen [42]. Eine wechselseitige Einflussnahme verschiedener
Signalschritte ist ein bekanntes Phdnomen in der Vermittlung kardioprotektiver Signale.
Schaut man sich die propagierten Signalwege RISK und SAFE genauer an, so fillt auf,

dass auch hier eine gegenseitige Beeinflussung existiert. Tamareille und Kollegen haben
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den Einfluss der lokalen ischdmischen Postkonditionierung (IPostC) und ischdmischen
Fern-perkonditionierung (remote ischemic perconditioning, RIPer) auf den IR-Schaden
verglichen [103]. Sie nutzten ein in vivo Modell in der Ratte mit einer lokalen
Myokardischdmie. In der Kombination von [PostC mit RIPer und einem RISK-Inhibitor
(Wortmannin) wird nicht nur die Kardioprotektion aufgehoben, sondern gleichzeitig auch
die Phosphorylierung von STAT-3, die Teil des SAFE-Signalweges ist. Im Gegensatz
blockiert ein SAFE-Inhibitor (AG490) ebenfalls die Kardioprotektion und auch die
Phosphorylierung von Akt und GSK-3p, die Teile des RISK Signalweges sind [103]. An
diesem Beispiel sieht man die gegenseitige Beeinflussung verschiedener Signalwege und
die grofe Herausforderung, die eine exakte Entschliisselung der kardioprotektiven
Signalvermittlung  darstellt. Die  Signalschritte der  Ramelteon-induzierten
Kardioprotektion sollten in weiteren Untersuchungen aufgeschliisselt warden, denn eine
exakte Identifizierung der Signalschritte von Ramelteon ermdglicht auch eine Aussage

tiber mogliche Beeinflussungen der kardioprotektiven Potenz.

4.3 Beteiligung von PKG und Akt an der Kardioprotektion durch

Ramelteon

Mithilfe der Daten aus Publikation 1 und 2 konnte gezeigt werden, dass die Ramelteon-
induzierte Signalkaskade mit der Aktivierung von Melatonin-Rezeptoren initiiert wird
und dass in der Folge mitochondriale Kaliumkanile (mKca- / mKatp-Kanal) aktiviert
werden, wodurch die mPTP-Offnung verhindert wird. Die Signalschritte zwischen den
Melatonin-Rezeptoren und mitochondrialen Kaliumkanélen wurde mit der Publikation 3

genauer untersucht.

Fiir die Melatonin-induzierte Kardioprotektion ist beschrieben, dass der Signalweg der
zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP)-abhingigen Proteinkinase (PKG) einen
entscheidenden Schritt einnimmt [104]. Zudem ist PKG ein Regulatorprotein des mKca-
Kanals [84, 105, 106]. Die Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Akt wirkt
kardioprotektiv, schiitzt vor einem IR-Schaden [107, 108] und ist beteiligt an einer
pharmakologischen Pridkonditionierung wie beispielweise durch Remifentanil [109].
Auch das kardioprotektiv wirkende Sildenafil [84], ein Phosphodiesterase-5-Hemmer
(PDE-5-Hemmer), vermittelt seine Protektion iiber eine Phosphorylierung von Akt [110].
Zudem fiihrt eine PDE-5-Hemmung zu erhdhten cGMP-Spiegeln, die wiederum zur
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PKG-Aktivierung fithren. Somit werden beide Proteine, PKG und Akt, durch Sildenafil,
einem kardioprotektiven Agenz, beeinflusst und konnten auch in anderen protektiven

Signalwegen entscheidende Schritte reprasentieren.

Die Ergebnisse aus Publikation 3 zeigen, dass sowohl PKG als auch Akt essenzielle
Signalschritte in der Kaskade der Ramelteon-induzierten Kardioprotektion einnehmen.
Durch gezielte Blockade eines der beiden Proteine wird die InfarktgroBenreduktion
vollstédndig aufgehoben. KT5823 ist ein potenter, spezifischer Inhibitor der PKG. Die
mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) wird mit 60 nM und die Inhibitorkonstante
(Ki) mit 234 nM angegeben [111, 112]. Es werden ebenfalls Einfliisse von KT5823 auf
PKA und PKC beschrieben. Diese sind allerdings erst bei deutlich hoherer Konzentration
von KT5823 von Bedeutung (K; PKC: 4uM und K; PKA >10uM) [112], so dass bei den
vorliegenden Versuchen eine spezifische Wirkung auf PKG angenommen werden kann

und PKG einen entscheidenden Schritt in der propagierten Signalkaskade darstellt.

MK?2206 ist ebenfalls ein hoch-selektiver Akt-Inhibitor aller drei Isoformen (Aktl, Akt2,
Akt3) [85]. Der Inhibitor bindet an die katalytische und regulatorische Doméne und halt
die Kinase in einer inaktiven Konformitét [85]. In der Literatur gibt es keine Hinweise
fiir inhibitorische Effekt auf andere Kinasen. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse,

dass der protektive Effekt von Ramelteon neben PKG auch iiber Akt vermittelt wird.

Im zweiten Teil der Publikation 3 zeigte sich, dass Akt vor PKG innerhalb der
Signalkaskade aktiviert werden muss (s. Abb. 23). Die gleichzeitige Blockade von Akt
durch MK2206 und indirekte Aktivierung von PKG durch BAY60-2770 fiihrt zu einer
signifikanten InfarktgroBenreduktion. Wére Akt nachgeschaltet zu PKG in der

Signalkette, hitte durch die Blockade eine InfarktgroBenreduktion ausbleiben miissen.
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Abb. 23 Vereinfachte Darstellung des moglichen Signalweges der Ramelteon-induzierten
Kardioprotektion, rot bzw. links sind Antagonisten dargestellt, griin bzw. rechts Aktivatoren des
jeweiligen Zielproteins, MT1/2 = Melatonin-Rezeptoren 1 und 2, Akt = Proteinkinase B, PKG =
Proteinkinase G, mKc, = mitochondrialer, kalziumabhingiger Kaliumkanal, ROS = reaktive
Sauerstoffspezies, mPTP = mitochondriale Permeabilitdts-Transitions-Pore, MK2206 = Akt-Inhibitor,
KZ75823 = PKG-Inhibitor, BAY60-2770 = indirekter PKG-Aktivator, NS1619 = mK ca-Kanal-Aktivator,
MPG = N-2-Mercaptoproprionylglycin, Radikalfdnger, CsA = Cyclosporin A (modifiziert nach [86], mit
freundlicher Genehmigung des Verlags)

BAY60-2770 ist ein indirekter PKG-Aktivator, da es NO-unabhingig die losliche
Guanylatcyclase (sGC) aktiviert. Diese Molekiilgruppe gilt tibereinstimmend als
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wertvolles Hilfsmittel zur Untersuchung des NO-cGC-cGMP-PKG Signalweges. In der
Literatur finden sich vielfach Hinweise, dass BAY60-2770 die PKG-Aktivitdt erhoht,
ohne die Expression von PKG zu steigern [113-115]. In isoliert perfundierten
Langendorff-Herzen konnten 2-fach erhhte cGMP-Spiegel gemessen werden, begleitet
von einer erhdhten PKG-Aktivitét [87], so dass wir auch in unserem Modell von einer

ausreichenden PKG-Aktivierung durch BAY60-2770 ausgehen kdnnen.

So zeigt sich, dass die Ramelteon-induzierte Kardioprotektion iiber Signalwege vermittelt
wird, die auch bei der ischdmischen Prikonditionierung aktiviert werden. Der fiir die IPC
allgemein akzeptierte RISK-Signalweg vermittelt ebenfalls iiber Akt und PKG eine
Kardioprotektion [26]. Ob allerdings bekannte Zwischenschritte des RISK-Signalweges
auch bei Ramelteon von Bedeutung sind, bleibt aktuell ungeklart. Im RISK-Signalweg
aktiviert Akt die PI3-Kinase, die wiederum eNOS, NO und sGC bzw. PKG aktiviert[26].

Wir konnten in dieser Untersuchung dartiber hinaus zeigen, dass der mKca-Kanal zu PKG
nachgeschaltet aktiviert wird. Eine gleichzeitige Gabe von Ramelteon und den
Inhibitoren von Akt oder PKG mit dem mKca-Kanal Aktivator NS1619 resultiert in einer
signifikanten InfarktgroBenreduktion. Folglich muss der mKc.-Kanal nachgeschaltet zu
PKG oder Akt in der Signalkaskade aktiviert worden sein. Unklar ist allerdings, ob es
eine direkte Interaktion von PKG und mKca.-Kanal gibt oder ob noch weitere
Zwischenschritte in diesem Signalweg zu finden sind. Hinweise fiir eine direkte
Interaktion von PKG und Kca-Kanal geben Deenadayalu und Kollegen [105], denn Daten
zeigen, dass PKG fiir eine Phosphorylierung des Kca-Kanals an Serin 1072 sorgt [116].
Ob diese auch fiir mitochondriale Kca.-Kanéle des Myokards gilt, ist jedoch bisher unklar.

Der mKca-Kanal scheint einer der letzten Signalschritte in der Ramelteon-induzierten
Kardioprotektion zu sein. Auch bei der IPC spielt dieser Kanal eine entscheidende Rolle
[38]. Allerdings weill man, dass sowohl im steigenden Alter[54] als auch aufgrund von
Komorbidititen wie Diabetes mellitus, [117] die kardioprotektiven Wirkungen durch IPC
verloren gehen. Eine direkte Aktivierung des mKca.-Kanals mittels NS1619 kann
allerdings die kardioprotektiven Effekte auch im hohen Alter wiederherstellen, [53] und
dies unterstreicht damit die zentrale Bedeutung dieses Kaliumkanals. Ob Ramelteon auch
im hohen Alter fiir eine Kardioprotektion durch Signalvermittlung {iber den mKca-Kanal

sorgen kann, muss in weiteren Untersuchungen tiberpriift werden.
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Aus translationaler Sicht ist es interessant, dass Nakao und Kollegen herausgefunden
haben, dass es einen Zusammenhang zwischen Melatonin und seiner Agonisten im
Rahmen endothelialer Dysfunktionen und kardiovaskuldrer Erkrankungen gibt. Diese
Krankhheitsbilder zeigen im steigenden Lebensalter eine erhohte Pravalenz. Laut Nakao
und Kollegen ist ein Angiotensin-II induzierter endothelialer und in der Folge vaskulérer
Schaden durch Melatonin wie auch Ramelteon deutlich abgeschwicht [118]. Dies scheint
durch indirekte-antioxidative Effekte ausgelost zu werden [118]. Somit ldsst sich
zusammenfassen, dass Ramelteon durch Aktivierung des mKca.-Kanals zum einen
kardioprotektiv wirkt, und dieser Effekt bei direkter Aktivierung auch im Alter eine
Kardioprotektion wiederherstellen kann, [53] und zum anderen positive Einfliisse bei
kardiovaskuldren Erkrankungen zeigt [118]. Dies macht Ramelteon auch im Hinblick auf

einen mdglichen translationalen klinischen Einsatz interessant.

4.4 Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies in der Ramelteon-induzierten

Kardioprotektion

Wie bereits erwihnt gibt es Hinweise darauf, dass eine Aktivierung der mKca.-Kanile
ROS Triggersignale auslésen und diese eine mPTP-Offnungswahrscheinlichkeit
reduzieren [43]. Eine gewisse, geringe ROS-Freisetzung scheint fiir die Vermittlung
kardioprotektiver Signale notig zu sein, damit in der spédten Ischidmie- und frithen
Reperfusionsphase eine massive ROS-Freisetzung und damit einhergehende Schadigung
verhindert wird [119]. In der Publikation 4 konnte nachgewiesen werden, dass Ramelteon
durch den Einsatz eines Radikalfangers nicht protektiv wirken kann. Die kombinierte
Gabe von Ramelteon und dem Radikalfinger MPG hebt die InfarktgroBenreduktion
vollstindig auf. Somit sind auch in dieser Signalkaskade ROS von entscheidender
Bedeutung. Aufgrund der bereits erlduterten Daten aus der Literatur kann man davon
ausgehen, dass diese ROS eine Rolle in der Vermittlung zwischen mKc,-Kanal und mPTP
spielen. Stowe und Kollegen zeigten, dass eine Kardioprotektion, die iiber den mKca-
Kanal vermittelt wird, bei Aktivierung des Kanals zur ROS-Bildung fiihrt [119]. Diese
ROS werden als Triggersignal zur Inhibition der mPTP gesehen [43]. Von entscheidender
Bedeutung scheint zudem die Menge an ROS zu sein. Ein geringer Anstieg von ROS wird
als Triggersignal fiir eine Kardioprotektion gesehen, so dass in der Folge ein massiver,

starker ROS Anstieg und dadurch der Untergang der Zelle verhindert wird [43]. Die
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vorliegenden Daten aus Publikation 4 zeigen iibereinstimmend auch die Bedeutung von
ROS im Rahmen der Ramelteon-induzierten Protektion. Die genaue Rolle von ROS
innerhalb der Signalkette von Ramelteon bleibt damit allerdings ungewiss und sollte

Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.

Die Offnung der mPTP ist assoziiert mit dem Untergang der Zelle und dem Verlust
kardioprotektiver Wirkungen. Die vorherigen Daten zeigten, dass bei Einsatz eines
effizienten Radikalfingers (z.B. MPG) dieser Zelluntergang stattfindet. Zur
Untersuchung, ob eine Kardioprotektion trotz fehlender ROS wiederhergestellt werden
kann, wurden Ramelteon und MPG mit dem mPTP Inhibitor CyclosporinA (CsA)
kombiniert. Interessanterweise flihrt die gleichzeitige Gabe aller drei Substanzen vor der
Globalischdmie zu keiner Kardioprotektion und die InfarktgroBe ist auf dem gleichen
Niveau der Kontrollgruppe. CsA stellt somit die Kardioprotektion nicht wieder her, wenn
es vor der Ischimie appliziert wird (CsAe). Da die Offnung der mPTP in der frithen
Reperfusionsphase stattfindet [15], wurde noch eine weitere Versuchsgruppe gebildet, in
der CsA in der frilhen Reperfusionsphase gegeben und Ramelteon und MPG vor der
Globalischdmie appliziert wurde. Diese spitere Gabe von CsA (CsAl) sorgt fiir eine

ausgeprigte InfarktgroBenreduktion und stellt die Kardioprotektion wieder her.

CsA scheint die Wirkung von MPG nicht direkt zu beeinflussen und die Protektion zu
erhalten. Vielmehr lassen die Ergebnisse vermuten, dass die Wiederherstellung der
InfarktgroBenreduktion durch Inhibition der mPTP deutlich nachgeschaltet in der
Signalkette ablduft. Die Wirkung von CsA in der frithen Reperfusion, in der die Offnung
der mPTP initiiert werden wiirde, ist damit am grofiten. Moglichweise gibt es auch eine
direkte Interaktion von Ramelteon mit CsA. Betrachtet man die Ergebnisse aus klinischer
Sicht, so konnte man sagen, dass moglicherweise eine Wechselwirkung zwischen beiden
Substanzen besteht. Auch wenn dies fiir Ramelteon und CsA in der Literatur bisher nicht
explizit genannt wird, weil man, dass auch konkurrierende Umsténde einen protektiven
Effekt génzlich autheben, wie beispielsweise Hyperglykdmie bzw. Diabetes mellitus
[117], hoheres Lebensalter [54] oder auch Begleitmedikation [120]. Ein anderes Beispiel
zeigen Huhn und Kollegen [121]. In deren Arbeit wird der protektive Effekt des
inhalativen Anésthetikums Sevofluran durch Hyperglykdmie aufgehoben und durch eine
CsA Gabe in der frithen Reperfusion wiederhergestellt [121]. Das Ziel der Publikation 4

war jedoch nicht die Interaktion von Ramelteon mit anderen Substanzen bzw.
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Komorbiditdten zu untersuchen. Dies sollte in weiteren Arbeiten, auch im Hinblick auf

einen moglichen klinischen Nutzen von Ramelteon, erfolgen.

4.5 Bedeutung der MT2-Rezeptor Aktivierung in der Ramelteon-

induzierten Kardioprotektion

Ramelteon ist ein spezifischer Melatonin-Rezeptor Agonist und wurde als solcher, ohne
Einfluss auf andere Rezeptoren, entwickelt [122]. Es wird beschrieben, dass Ramelteon
eine 6-fach hohere Bindungsaffinitit zu MT1-Rezeptoren und 3-fach héhere zu MT2
Rezeptoren als Melatonin besitzt [55]. Die Bindungsaffinitit zum MT3-Rezeptor ist 110-
fach schwicher als die von Melatonin und damit vernachldssigbar [55]. Fiir Melatonin ist
mittlerweile bekannt, dass vor allem der MT2-Rezeptor fiir die Kardioprotektion
entscheidend ist [123, 124]. Nach einer myokardialen Ischdmie ist eine erhdhte
Expression von MT2-Rezeptoren messbar [124]. Protektive Effekt wie eine geringere
InfarktgroBe, weniger Arrhythmien und linksventrikulidre Dysfunktionen sind durch eine

MT?2 Blockade aufgehoben [125].

Es konnte in der Publikation 4 erstmals gezeigt werden, dass der MT2-Rezeptor auch in
der Ramelteon-induzierten Kardioprotektion eine entscheidende Rolle in der
Signalkaskade einnimmt. Die gleichzeitige Gabe von Ramelteon und 4P-PDOT hebt die

kardioprotektiven Effekte von Ramelteon vollstindig auf.

Die MT2 Blockade wurde mit dem selektiven MT2 Blocker 4P-PDOT durchgefiihrt.
Dieser Ligand hat eine 300 bis 1500-fach hohere MT2-Bindungsaffinitét als fiir MT1-
Rezeptoren [64]. Ein spezifischer Blocker fiir den MT1-Rezeptor existiert aktuell nicht.
Somit ldsst sich nicht sicher sagen, inwieweit die Aktivierung von MT1-Rezeptoren
ebenfalls notig ist. Luzindol als nicht-selektiver Blocker hat zwar eine 15 bis 25-fach
hohere Bindungsaffinitdt flir MT2 [64], trotzdem kann es den MT1-Rezeptor effizient
blockieren. Es kann aus unseren Ergebnissen geschlussfolgert werden, dass der MT2-
Rezeptor essenziell fiir die protektive Signaltransduktion von Ramelteon aktiviert werden
muss. Ob beide Rezeptoren fiir eine Kardioprotektion durch Ramelteon nétig sind,
kénnen wir mit unseren Daten nicht sicher sagen. Han und Kollegen hingegen konnten
zeigen, dass in der Maus durch Gen-Stilllegung (Gen-Silencing) des MT2-Rezeptors die

protektiven Effekte von Melatonin in ihrem in vivo Regionalischdmie-Modell vollstindig
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aufgehoben sind [124], wohingegen bei der Gen-Stilllegung des MTI1-Rezeptors
Melatonin weiterhin kardioprotektiv ist. Ob diese Erkenntnisse der Signaltransduktion

von Melatonin auch fiir Ramelteon gelten, muss in weiteren Studien untersucht werden.

Fasst man die Arbeiten zu Ramelteon zusammen, so konnte gezeigt werden, dass die
Ramelteon-induzierte Kardioprotektion iiber Melatonin-Rezeptoren vermittelt wird und
dass der MT2-Rezeptor dabei eine entscheidende Rolle spielt. Eine Protektion kann durch
eine Applikation von Ramelteon vor der Globalischdmie als auch in der frithen
Reperfusionsphase ausgeldst werden. Der weitere Signalweg wird nach Aktivierung der
Melatonin-Rezeptoren iiber die Proteinkinasen Akt und PKG vermittelt und PKG
aktiviert in der Folge mitochondriale Kaliumkanile (mKca- bzw. mKarp-Kanile).
Reaktive Sauerstoffspezies scheinen nach Aktivierung der Kaliumkanéle entscheidend zu
sein, wodurch letztendlich die Offnung der mPTP verhindert wird und eine

Infarktgroenreduktion im Sinne einer Kardioprotektion messbar wird (s. Abb 23).

4.6 Kardioprotektive Eigenschaften von Omecamtiv mecarbil

In dieser Publikation konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass OM eine
InfarktgroBenreduktion im Sinne einer Kardioprotektion auslost und dass die niedrigste

protektive Konzentration von OM 10 uM betragt.

Eine Kardioprotektion durch pharmakologische Prd- oder Postkonditionierung wire
potentiell klinisch einfach umsetzbar, da sie im Gegensatz zur IPC nicht invasiv ist.
Neben den vielversprechenden experimentellen Daten in den letzten Jahren, zeigten
klinische Studien bisher nicht den erhofften protektivenEffekt [5]. Viele klinisch
etablierte Medikamente mit unterschiedlichen Indikationen und Wirkmechanismen
zeigten nicht die erhoffte Kardioprotektion in der klinischen Anwendung [126].
Omecamtiv mecarbil ist ein neuer kardialer Myosin-Aktivator und befindet sich aktuell
im FDA-Zulassungsverfahren. Fiir OM wurde 2021 durch Teerlink et al. eine Phase-III-
Studie verdffentlicht [127]. OM soll eine neue Therapieoption in der Behandlung der
Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) bieten. OM ist in der Lage an
das Myosin zu binden und damit das Myosinkdpfchen in einer Stellung zu fixieren, in der
es mit dem Aktin interagiert und es zu einem Kraftschlag kommt. Priklinische Daten

zeigen eine Steigerung der kardialen Leistung ohne erhohten Sauerstoffbedarf des

53



Myokards durch OM [127]. Aufgrund des epidemiologischen Zusammenhangs von
chronischer Herzinsuffizienz und myokardialer Ischimie wurden die moglichen
kardioprotektiven Eigenschaften von OM von uns iiberpriift. Bis zu diesem Zeitpunkt gab
es in der Literatur keine Beschreibung einer direkten kardioprotektiven Potenz von OM.
Es gibt lediglich experimentelle Daten, die eine aktivierende Wirkung von OM auf
kardiale Ryanodin-Rezeptoren beschreiben [75]. Ryanodin-Rezeptoren sind wiederum
involviert in der Kardioprotektion durch Pré- als auch Postkonditionierung [128, 129].
Somit ist unsere Publikation mit OM eine Erstbeschreibung der direkten
kardioprotektiven Potenz. Myokardiale Ischimien und Infarkte sind die hiufigste
Ursache einer Herzinsuffizienz [130Jund OM soll in der Zukunft bei genau diesen
Patienten mit einer Herzinsuffizienz als neue Therapie eingesetzt werden. Diese Patienten
haben ein erhohtes Risiko einen erneuten Myokardinfarkt zu erleiden und wiirden von
einer gleichzeitigen kardioprotektiven Potenz von OM neben der Herzinsuffizenztherapie

zusitzlich profitieren.

Zur weiteren experimentellen Analyse von OM fiihrten wir zundchst -eine
Konzentrationsfindungsstudie durch, um die niedrigste protektive Konzentration zu
ermitteln. Die niedrigste protektive Konzentration betrdgt 10 pM. Eine niedrigere
Konzentration sorgt fiir keine InfarktgrofBenreduktion und eine héhere Konzentration (30
uM) hat keinen stirkeren protektiven Effekt. Dieser ist somit durch ein ,,Alles-oder-

Nichts-Prinzip* charakterisiert.

Diese Konzentrationsfindung wurde durch Applikation von OM vor der globalen
Ischdamie durchgefiihrt. Aus klinischer Sicht wére allerdings eine protektive Anwendung
von OM nach einer abgelaufenen Ischiamie praktikabler und von groflerer potentieller
klinischer Relevanz, da myokardiale Ischdmien auBer bei klinischen Interventionen wie
Koronarangiographien oder herzchirurgischen Eingriffen in der Regel nicht vorhersagbar
sind. Die Ergebnisse zeigen, dass auch eine Gabe von 10 uM OM nach der Ischamie und
in der friihen Reperfusionsphase protektiv ist. Auch hier zeigt sich keine Protektion mit

der geringeren Konzentration von 3 pM.

OM bindet an der Aminosdure Serin 148 von kardialem Myosin. Durch diese reversible
Bindung kommt es zu einer allosterischen Anderung und dies fiihrt zu einer verinderten
Aktivitdt des Myosins, so dass die ATP-Hydrolyse und die Freisetzung von Phosphat, ein

geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Kontraktion, schneller ablduft. Diese Kaskade
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ist entscheidend fiir die kardiale Muskelkraftentfaltung und die Erhohung der
Geschwindigkeit sorgt dafiir, dass pro Zeiteinheit mehr Myosin-K&pfchen an Aktin-
Filamente binden und dadurch die Kraftentwicklung ohne Kalziumiiberladung zunimmt.
Somit erhéht OM die Anzahl der Querbriicken zwischen Myosin und Aktin und
verldngert dadurch ebenfalls die Systolendauer. In klinischen Studien konnte festgestellt
werden, dass die Verldngerung der Systole auf Kosten der Diastolendauer ein
dosislimitierender Faktor ist. Dabei zeigte sich, dass eine Plasmahdchstkonzentration von
0,25 bis 1,25 uM von den Patienten gut toleriert wurde [131], wohingegen in einer Phase-
2 Studie Probanden bei einer Plasmakonzentrationen von 3-4 uM Symptome wie Angina
pectoris im Sinne einer myokardialen Ischdmie angegeben haben [132]. Diese
Symptomatik konnte durch die deutlich verkiirzte Diastolendauer mit konsekutiv
verminderter Koronarperfusion erklart werden. Auch in dem vorliegenden Langendorff
Modell kann man nicht ausschliefen, dass die Koronarperfusion bei steigender OM
Konzentration aufgrund verkiirzter Diastolendauer abgenommen hat und dadurch eine
Ischdmie mit protektivem Effekt im Sinne einer ischdmischen Prikonditionierung
entstanden ist. OM besitzt allerdings eine etwa 82%ige Plasmaeiwei3bindung [133]. Das
bedeutet, dass Erkenntnisse aus in vivo Studien wie bspw. auch Angina pectoris
Beschwerden bei erhohter Konzentration von OM nur mit Einschrinkungen auf in vitro

Untersuchungen im isoliert perfundierten Herzen iibertragen werden kdnnen.

Interessanterweise sind Konzentrationen von OM protektiv, bei denen auch ein
signifikanter Anstieg des LVEDP gemessen wurde, sodass ein Zusammenhang zwischen
InfarktgroBenreduktion und h@modynamischen Variablen erwogen werden kann.
Allerdings wird der Koronarfluss in diesen Gruppen nicht signifikant beeinflusst, was
moglicherweise an einer metabolisch gesteuerten Vasodilatation liegen konnte, die den
Koronarfluss aufrechterhélt. In den Gruppen, in denen eine protektive Konzentration von
OM (10 uM und 30 uM) verbreicht wurde, steigt der LVEDP auf ca. 80 mmHg wihrend
der Applikation. Dies konnte durch die verkiirzte Diastolendauer mit konsekutivem
Verlust sowohl der Relaxation und Fiillungsphase des Herzens bedingt sein. Diese
erhohten Werte des LVEDP verringern moglicherweise die koronare und damit
myokardiale Perfusion, auch wenn wir keine Reduzierung des Koronaflusses messen
konnen. Allerdings kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass durch diesen Effekt
eine ischdmische Prd- bzw. Postkonditionierung durch OM getriggert wird. In der

Gruppe, die OM in der Reperfusionsphase erhalten haben, ist kein Unterschied im
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LVEDP und im Koronarfluss zwischen protektiver und nicht protektiver Konzentration
zu erkennen. Dies kann als indirekter Hinweis auf eine am ehesten Signalweg und nicht
hiamodynamisch induzierte Protektion gedeutet werden. In diesem Zusammenhang
konnten Szentandrassy und Kollegen elektrophysiologische Verdnderungen an
ventrikuldren Kardiomyozyten von Kaninchen unter dem Einfluss von OM nachweisen
[134]. Die Autoren zeigen, dass 10 pM OM ein erhoht positives Membranpotenzial
wéihrend der frilhen Plateauphase verursacht und dies mit verdnderten
elektrophysiologischen Eigenschaften verbunden ist. Geringere Konzentrationen zeigten
diese Verdnderungen nicht. Die Studie kann nicht die Frage beantworten, ob diese
Verdnderungen durch den direkten Einfluss von OM auf Ionenkanéle begriindet ist oder

durch die verdnderte Myosin-Aktin Interaktion zustande kommt.

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass OM kardioprotektive Effekte am isoliert
perfundierten Rattenherzen besitzt, und dass die niedrigste protektive Konzentration 10
UM betrigt. Dabei ist der protektive Effekt nicht konzentrationsabhéngig und folgt einem
,Alles-oder-nichts-Prinzip®“. Sowohl die Regulierung der regionalen myokardialen
Perfusion unter OM-Einfluss, als auch die Frage, ob OM seine protektive Wirkung primér
durch verénderte Himodynamik, funktionale Prozesse oder durch direkte Effekt auf
protektive Signalwege und -proteine vermittelt, sollte in weiteren Studien untersucht

werden.

4.7 Ausblick

Im Hinblick auf die sowohl medizinische als auch volkswirtschaftliche Relevanz
kardiovaskuldrer Erkrankungen und insbesondere des Myokardinfarktes, spielt die
Entwicklung neuer therapeutischer Strategien eine bedeutsame Rolle. Die
pharmakologische Pré- als auch Postkonditionierung stellen sowohl aus theoretischer
Uberlegung, als auch auf Grundlage der vielversprechenden experimentellen Daten
hoffnungsvolle Kandidaten zur Verbesserung des Krankheitsverlaufs von Patienten im

Rahmen einer kardialen Ischiamie dar.

Seit der Erstbeschreibung des grundlegenden Phidnomens der kardialen Konditionierung
in der 1980er Jahren durch Murry [3] sind eine nahezu uniiberschaubare Zahl an Studien

veroffentlich worden. Die vielversprechenden experimentellen Daten konnten die hohen
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Erwartungen in der klinischen Umsetzung jedoch bisher nicht erfiillen. Sowohl die
ischdmische Pri- oder Postkonditionierung, als auch die pharmakologische

Konditionierung zeigten nicht den erhofften Benefit in der klinischen Erprobung [5].

Die vorliegenden Ergebnisse tragen dazu bei, neue Moglichkeiten der pharmakologischen
Konditionierung aufzuzeigen und die zugrundeliegenden Mechanismen besser zu
verstehen, auch um die Translation und die Etablierung in die klinische Praxis
voranzutreiben. Mdogliche Einfliisse, die bisher daflir gesorgt haben, dass klinische
Ergebnisse den erhofften Benefit nicht erzielen sind sicherlich u.a. Komorbiditdt [117],
Komedikation [135] [136] und erhohtes Alter der Patienten [54]. In unserer zweiten
Untersuchung konnte gezeigt werden, dass eine Ramelteon-induzierte Kardioprotektion
tiber den mKca-Kanal vermittelt wird. Eine Aktivierung dieses Kanals bewirkt auch im
hoheren Alter eine ausgepragte Kardioprotektion [53], was tiber andere Signalwege in
diesem Kollektiv nicht moglich ist [54]. Daher sollte fiir Ramelteon geklart werden, ob
diese Substanz eine protektive Potenz im hoheren Alter besitzt, da sie ihren protektiven
Effekt iiber jenen mKca-Kanal vermittelt. Andere Komorbidtiten bzw. Komedikationen
konnten natiirlich weitere negative Einfliisse haben. Die experimentellen Untersuchungen
konzentrieren sich in der Regel auf eine einzige mogliche Beeinflussung, was zum einen
die Untersuchungen sehr aufwendig macht und die Ubertragung in die klinische
Anwendung ebenfalls erschwert. Der Patient in der Klinik leidet an unterschiedlichen
Komorbidititen und nimmt verschiedene Medikamente zusitzlich ein, was in der

Kombination komplexe wechselseitige Beeinflussungen zur Folge haben kann.

Zukiinftig konnte die pharmakologische Konditionierung moglicherweise neue Wege fiir
eine personalisierte, auf den jeweiligen Patienten abgestimmte Kardioprotektion
erschlieen. Es konnte genau jene protektive Substanz ausgewihlt werden, die auch unter
Berticksichtigung der individuellen Komorbidititen und Medikamenten dazu in der Lage
ist, eine kardioprotektive Wirkung zu vermitteln. Es werden somit gezielt die protektiven
Signalwege stimuliert, die bei dem jeweiligen Patienten unter den gegebenen
Bedingungen aktivierbar sind. Um dieses Ziel zu erreichen, bedarf es weitere Studien zur
Beeinflussung der Signaltransduktionskaskaden protektiver Pharmaka durch Co-

Medikation und Co-Morbiditéten.

Bei den untersuchten Substanzen handelt es sich um Medikamente, die bereits klinisch

eingesetzt werden bzw. in Zukunft angewendet werden sollen. Die Indikationen fiir
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Ramelteon und auch OM sind bisher génzlich andere als die einer akuten
Myokardischdmie. Allerdings konnte dies die Priifung dieser Substanzen in retro- oder
prospektiven klinischen Studien erleichtern. OM konnte somit zukiinftig potentiell eine
Erweiterung der Indikation im Rahmen einer chronischen Herzinsuffizienz im Kontext
einer koronaren Herzerkrankung erfahren. Diese Patienten sind besonders gefiahrdet, eine

erneute akute Myokardischdmie zu erleiden.

Schlafstorungen sind besonders im hoheren Alter hiufig [137]. Die Prévalenz der
koronaren Herzerkrankung und damit das Risiko einer akuten Myokardischdmie steigt
ebenfalls im hoheren Alter deutlich an [2] Auch hier konnte sich durch die
Indikationsstellung der Schlafstorung und den Einsatz von Ramelteon als
Schlafmedikament zukiinftig moglicherweise ein zusitzlicher Nutzen in Form einer

klinisch messbaren Kardioprotektion nachweisen lassen.

Die zukiinftige, weiterreichende Charakterisierung der kardioprotektiven Signalwege von
Ramelteon und OM und deren Beeinflussung durch patientenspezifische Faktoren und
Begleitmedikation kdnnte somit eine neue Perspektive fiir die Translation des Konzeptes

der pharmakologischen Konditionierung in die klinische Praxis er6ffnen.
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5 Zusammenfassung

Der akute Myokardinfarkt mit der Folge eines Ischamie- und Reperfusionsschadens (I/R-
Schaden) zdhlt weltweit zu den fiihrenden Todesursachen. Daher ist es von grofler
klinischer Bedeutung neue therapeutische Strategien zu entwickeln, die das Myokard vor
einem I/R-Schaden und dessen Folgen schiitzen konnen. Der effektivste endogene
Mechanismus den I/R-Schaden zu minimieren ist die ischdmische Konditionierung.
Dabei losen kurze, nicht-letale Ischdmie- und Reperfusionszyklen am Herzen
kardioprotektive Mechanismen in den Kardiomyozyten aus. Das Ausmal der induzierten
Kardioprotektion ist unter anderem anhand einer signifikanten InfarktgréBenreduktion
messbar. Auller durch ischdmische Stimuli konnen kardioprotektive Signalwege auch
mittels Pharmaka sowohl vor (pharmakologische Pridkonditionierung) als auch nach
(pharmakologische Postkonditionierung) einer Myokardischdmie aktiviert werden. Die
genauen Mechanismen sind trotz intensiver Forschung bisher nicht vollstindig
verstanden. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, neue Moglichkeiten der
pharmakologischen Konditionierung zu evaluieren und mdgliche zugrundeliegende
Mechanismen aufzukldren. Dazu wurde die kardioprotektive Potenz von Ramelteon,
einem Melatonin-Rezeptor-Agonisten, und Omecamtiv mecarbil, einem neu entwickelten

Inotropikum analysiert.

Die Untersuchungen wurden in vifro an isoliert perfundierten Herzen von ménnlichen
Wistar Ratten durchgefiihrt. Die Herzen wurden an einer Langendorff-Anlage mit Krebs-
Henseleit Puffer bei einem konstanten Druck von 80 mmHg perfundiert. Alle Herzen
durchliefen eine Globalischdmie von 33 Minuten, gefolgt von einer 60-miniitigen
Reperfusionsphase. Die entsprechenden Pharmaka wurden iiber 10 Minuten je nach
Versuchsprotokoll vor bzw. nach der Globalischdmie appliziert. Am Versuchsende wurde
die InfarktgroBe mittels Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung (TTC-Féarbung) bestimmt
und verblindet planimetrisch ausgewertet. Bei den vorliegenden Untersuchungen lag der
Fokus auf der Suche nach dosisabhingigen Effekten und méglichen Mechanismen bzw.

zugrundeliegenden Signalkaskaden.

In der ersten Publikation wurde gezeigt, dass Ramelteon eine Kardioprotektion im Sinne
einer Postkonditionierung auslost. Die gemessene InfarktgroBenreduktion war
vergleichbar mit der hier bestitigten protektiven Wirkung durch Melatonin. Zudem

konnte gezeigt werden, dass die Ramelteon-induzierte Kardioprotektion iiber Melatonin-
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Rezeptoren vermittelt wird, da eine gleichzeitige Gabe von Luzindol, einem Melatonin-

Rezeptor Antagonist, die Kardioprotektion vollstdndig aufthob.

Die zweite Publikation zeigte darauf aufbauend, dass Ramelteon auch durch Applikation
vor der Ischdmie, im Sinne einer Prikonditionierung, kardioprotektiv wirkt. Dabei war
ab einer Ramelteon Konzentration von 0,03 uM eine signifikante InfarktgroBenreduktion
nachweisbar. Niedrigere Konzentrationen waren nicht kardioprotektiv und hohere
Konzentrationen fiihrten nicht zu einem stirkeren protektiven Effekt. Die so ermittelte
niedrigste protektive Konzentration von Ramelteon wurde eingesetzt zur Untersuchung
einer moglichen Beteiligung mitochondrialer Kaliumkandle an der Protektion durch
Ramelteon. Hierfiir wurde der mKca-Kanal Inhibitor Paxillin und der mKarp-Kanal
Inhibitor 5-HD mit Ramelteon (0,03 pM) kombiniert appliziert. Die vollstdndige
Authebung der InfarktgroBenreduktion, sowohl durch den mKca-Kanal Inhibitor Paxillin
als auch durch 5-HD, als mKatp-Kanal Inhibitor, weist auf die entscheidende Beteiligung
beider mitochondrialer Kaliumkanéle an der protektiven Signalkaskade von Ramelteon

hin.

Zur weiteren Aufklirung der Signalvermittlung wurde in der dritten Publikation die
Beteiligung von PKG und Akt an der Ramelteon-induzierten protektiven Kaskade
untersucht. Hierfiir wurde Ramelteon zusammen mit dem PKG-Inhibitor KT5823 oder
dem Akt-Inhibitor MK2206 appliziert. Sowohl die Inhibition von PKG als auch von Akt
hob die Ramelteon-induzierten protektiven Effekte vollstindig auf. Zudem konnte
gezeigt werden, dass PKG im protektiven Signalweg nachgeschaltet zu Akt gelegen sein

muss und dass beide Kinasen proximal des mKca-Kanals vorgeschaltet sind.

Die vierte Publikation diente der Identifikation der Signalkaskade und zeigte, dass sowohl
der Melatonin-Rezeptor Typ 2 (MT2-Rezeptor) als auch reaktive Sauerstoffspezies

essenziell sind fiir die Vermittlung kardioprotektiver Signale durch Ramelteon.

Die kardioprotektiven Eigenschaften von Omecamtiv mecarbil konnten erstmals in der
flinften Publikation dargestellt werden. Omecamtiv mecarbil ist ein neu entwickeltes
Inotropikum, das zukiinftig eine weitere Therapieoption bei Herzinsuffizienz mit
reduzierter Ejektionsfraktion darstellen soll. Omecamtiv mecarbil induzierte einen
kardioprotektiven Effekt. Dabei wurde die Konzentration von 10 uM als niedrigste

protektive Konzentration ermittelt. Weiterhin wurde gezeigt, dass Omecamtiv mecarbil

60



diesen protektiven Effekt durch Applikation sowohl vor als auch nach der Globalischdamie

auslosen kann.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen mit Ramelteon und Omecamtiv mecarbil
erstmals die kardioprotektiven Eigenschaften der beiden Pharmaka und erdffnen damit
neue Moglichkeiten der pharmakologischen Konditionierung. Trotz der gro3en Anzahl
an Studien, die zur Kardioprotektion verdffentlicht wurden, sind zum einen die genauen
Mechanismen nicht vollstindig verstanden und zum anderen konnten die
vielversprechenden experimentellen Daten die klinische Erwartungshaltung nicht
erfiillen. Dies scheint durch vielfache Einflussfaktoren wie beispielsweise Patientenalter,
Komedikation und Komorbiditit begriindet zu sein. Die vorliegenden Ergebnisse sollen
daher zum besseren Verstindnis der pharmakologischen Konditionierung beitragen und
neue Moglichkeit der klinischen Anwendbarkeit aufzeigen. Speziell bei Ramelteon
konnten beteiligte Proteine und Mechanismen der protektiven Signalkaskade identifiziert
werden. Dieses bessere Verstindnis bietet die Moglichkeit einer zielgerichteten, auf den
jeweiligen Patienten abgestimmte Kardioprotektion, die moglicherweise in der Zukunft

etabliert werden konnte.
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