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1 Einleitung

Die chronische kongestive Herzinsuffizienz ist vor allem in den Industrieldndern ein
wachsendes medizinisches Problem. Sie ist mit ihrer altersabhangigen Pravalenz und
Inzidenz eine der haufigsten internistischen Krankheiten (Lip und Gibbs, 2000). Das
klinische Syndrom ist dadurch gekennzeichnet, dass das Herz aufgrund
unterschiedlicher Ursachen nicht mehr in der Lage ist die Gewebe mit ausreichend
Sauerstoff zu versorgen. Die Abnahme der Pumpfunktion und das daraus
resultierende pulmonale und vendse Stauungsphanomen stehen dabei im
Vordergrund. Die haufigste Ursache der Herzinsuffizienz stellt heute die koronare
Herzkrankheit dar (Hoppe, 2005).

In den letzten 15- 20 Jahren sind enorme Fortschritte im Verstandnis der komplexen
Pathophysiologie der Herzinsuffizienz gemacht worden. Das therapeutische Eingreifen
ist an verschiedenen Stellen der neurohumoralen Regulation erfolgreich gelungen,
besonders durch den Einfluss auf die in der Herzinsuffizienz Uberwiegenden
vasokonstriktorischen und natriumretinierenden Mediatoren Noradrenalin  und
Angiotensin-Il. In grof3en prospektiven Studien konnte durch die Gabe von Inhibitoren
des Angiotensin-Converting Enzymes (ACE) und Inhibitoren des adrenergen [-
Rezeptors ein signifikanter Abfall der Mortalitats- und Hospitalisierungsrate bei der
Herzinsuffizienz nachgewiesen werden (The CONSENSUS Study Group, 1987; The
SOLVD Investigators, 1991; The CIBIS-II Investigators, 1999; The MERIT-HF Study
Group, 1999).

Zudem haben verstarkt auch ,neue Mediatoren“ der Herzinsuffizienz wie Endothelin-1,
Adrenomedullin und Relaxin das wissenschaftliche Interesse auf sich gezogen.
Relaxin, ein Peptidhormon, welches lange als reines Schwangerschaftshormon galt,
wurde 1926 von Frederick Hisaw entdeckt und isoliert (Hisaw, 1926). Es spielt unter
anderem eine wichtige Rolle bei der Implantation des Embryos bei Menschen, und bei
Nagern auch bei der Weitung des Geburtskanals. Seit den 80er Jahren wurden in
experimentellen Untersuchungen allmahlich weitere Effekte des Peptids auf den
Gefaltonus, die Nierenfunktion und das kardiale System dargelegt. Studien wiesen
nach, dass Relaxin im kardiovaskularen System exprimiert wird, dass der
Plasmaspiegel des Hormons mit dem Schweregrad einer Herzinsuffizienz korreliert,
und dass es ein funktioneller Antagonist des Vasokonstriktors Endothelin-1 ist

(Dschietzig et al., 2001b). Basierend auf diesen Befunden flhrten wir die erste



klinische Pilot-Studie in der Anwendung von Relaxin bei Patienten mit chronisch
kongestiver Herzinsuffizienz durch. Die Ergebnisse werden in der vorliegenden Arbeit

prasentiert und diskutiert.



11 Herzinsuffizienz

In den letzten Jahren ist die Mortalitatsrate infolge koronarer Herzkrankheit (KHK) in
den westlichen Landern zurickgegangen. Die Grunde sind verbesserte Primar- und
Sekundarmalnahmen und bessere Reperfusionsmallnahmen. Gleichzeitig wird eine
stetige Zunahme der Inzidenz und Pravalenz der chronischen kongestiven
Herzinsuffizienz beobachtet (Rickenbacher, 2001). Dies kann durch die
demographische Entwicklung und die damit einhergehende Anderung der
Altersstruktur der Bevélkerung erklart werden, und durch das langere Uberleben der
KHK- Patienten, die oftmals sekundar eine Herzinsuffizienz entwickeln.

Die kongestive Herzinsuffizienz ist das Endstadium verschiedener
Krankheitsprozesse, welche die kardiale Funktion beeintrachtigen. Die gestorte
kardiale Funktion ist fur das Unvermdgen des Herzens verantwortlich, das Blut dem
Bedarf der Gewebe entsprechend auszuwerfen (Braunwald, 2003). Die haufigste
Ursache stellt heute die KHK dar, die fur 60- 70% der Falle verantwortlich ist. (Lip und
Gibbs, 2000).  Andere Ursachen sind die  arterielle Hypertonie,
Herzklappenerkrankungen, Myokarditiden und idiopathische Kardiomyopathien
(Cowie, 1999).

Die Herzinsuffizienz ist in den meisten Fallen ein voranschreitender Prozess, selbst
wenn keine neue direkte Schadigung des Myokards auftritt. Das Syndrom geht mit
erheblicher Beeintrachtigung der Lebensqualitat, hoher Mortalitat, sowie mit enormen
Kosten einher (Klein, 1999). In der Framingham-Studie lag die 5- Jahresmortalitat bei
Mannern bei 75% und bei Frauen bei 62%. Die mittlere Uberlebenszeit nach
Diagnosestellung betrug bei Mannern 1,7 Jahre, bei Frauen 3,2 Jahre (Kannel, 1991).
In den letzten Jahren wurden wesentliche Fortschritte im Verstandnis der komplexen
Pathophysiologie und der therapeutischen Umsetzung jener Kenntnisse gemacht.
Trotzdem stellt die Herzinsuffizienz nach wie vor ein erhebliches medizinisches und

gesundheitspolitisches Problem dar.

111 Epidemiologie

Epidemiologische Daten zur Herzinsuffizienz missen mit Vorsicht interpretiert werden.
Unterschiede in der Methodik, der Definition und der demographischen Charakteristika

der untersuchten Populationen haben zu variierenden und schwer vergleichbaren
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Resultaten gefihrt. Trotzdem konnten aus grof3en epidemiologischen Studien in
Europa und den USA einige Kenntnisse gewonnen werden. Beispiele sind die US-
amerikanische Framingham-Studie (Kannel, 1991), die britische Hillingdon-Studie
(Cowie et al., 1999) und die niederlandische Rotterdam-Studie (Mosterd et al., 1999).
Die Herzinsuffizienz ist eine der haufigsten internistischen Erkrankungen. Weltweit
sind schatzungsweise 15 Millionen Menschen betroffen (Lip und Gibbs, 2000). Eine
vergleichbar grof3e Gruppe weist daruber hinaus eine asymptomatische systolische
kardiale Dysfunktion auf (Hoppe, 2005).

Die Daten der Framingham-Studie (Kannel, 1991) zeigen eine jahrliche Inzidenz der
Herzinsuffizienz in der Altersgruppe der 35 - 64-Jahrigen von 1 - 3%. Sie ist
altersabhangig und verdoppelt sich etwa mit jeder Lebensdekade. Bei 65 - 94-
Jahrigen liegt sie bereits bei 7% pro Jahr. Manner sind 1,5-mal haufiger betroffen als
Frauen. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung wird in der britischen Hillingdon-
Studie mit 76 Jahren angegeben (Cowie et al., 1999).

Die Pravalenz der Gesamtbevdlkerung wird mit 0,3 - 2,4% angegeben, steigt jedoch
bei Uber 65-Jahrigen auf 3,0 - 13% an (Cowie et al., 1997).

In der Glasgow-Studie (Isles, 1986) wurde die echokardiographische linksventrikulare
Dysfunktion untersucht. Dabei wurden 2000 Manner und Frauen zwischen 25 und 74
Jahren zufallig ausgesucht und echokardiographiert. Die Pravalenz der
linksventrikularen  systolischen  Dysfunktion, definiert als linksventrikulare
Ejektionsfraktion (LVEF) von unter 30%, lag bei 2,9%. In etwa der Halfte der Falle lag
eine symptomatische Herzinsuffizienz vor, bei der anderen Halfte eine
asymptomatische linksventrikulare Dysfunktion.

Die Lebensqualitat ist bei der Herzinsuffizienz sehr beeintrachtigt. Sie verschlechtert
sich mit der Progression der Erkrankung, der Zahl der Arztbesuche, dem
Medikamentenverbrauch und der Hospitalisation (Klein, 1999). Gemaly Schatzungen
werden 85% der Patienten mit Herzinsuffizienz ambulant betreut. Nach der Hypertonie
stellt sie den zweit haufigsten Grund fur die Konsultation in arztlichen Praxen dar
(McMurray, 1998). Insgesamt ist die Herzinsuffizienz der haufigste stationare
Aufnahmegrund bei Uber 65-Jahrigen in Industrielandern. Dies hat sich Uber die
letzten 10- 15 Jahre etwa verdoppelt (Cowie et al., 1999). Die Rehospitalisationsrate
der Herzinsuffizienzpatienten lag in England innerhalb der nachsten drei bis sechs
Monate nach Hospitalisation bei 29- 47% (Cowie et al., 1999). Die durchschnittliche



stationare Aufenthaltsdauer von Patienten mit Herzinsuffizienz betrug 2001 in
Deutschland bei Frauen 13,9 Tage/ Jahr und bei Mannern 144
(Krankheitsartenstatistik der AOK, 2003). Im Jahre 2002 entstanden der BRD Kosten
von 35,4 Mrd. Euro durch Krankheiten des Kreislaufsystems. Fur die Herzinsuffizienz
waren es 1009 Mill. Euro bei Frauen und 1727 Mill. Euro bei Mannern (BRD,
Statistisches Bundesamt, 2004; www.gbe-bund.de).

Die Prognose der Erkrankung ist ungunstig und verschlechtert sich mit dem
Schweregrad der kardialen Dysfunktion. In der Rotterdam-Studie lag die 5-Jahres-
Letalitat (krankheitsbezogene Sterblichkeit) nach Diagnosestellung bei durchschnittlich
65% (Mosterd et al., 1999). In der Framingham-Studie waren nur 25% der Manner
und 38% der Frauen funf Jahre nach Diagnosestellung noch am Leben (Kannel,
1991). Die Prognose bei rein diastolischer Dysfunktion, welche erst in den letzten
zehn Jahren als eigenstandige Entitat erkannt wurde, scheint mit einer jahrlichen
Mortalitatsrate von etwa 8% etwas gunstiger zu sein (Hoppe, 2005).

In einigen groRen prospektiven klinischen Studien zur Langzeittherapie von ACE-
Hemmern oder Antagonisten der adrenergen B-Rezeptoren konnten signifikante
Verbesserungen der Prognose unter medikamentdser Therapie nachgewiesen
werden. Die CONSENSUS-Studie (The CONSENSUS Study Group, 1987) und die
SOLVD-Studie (The SOLVD Investigators, 1991) untersuchten doppelblind und
placebokontrolliert die Langzeitgabe des ACE-Hemmers Enalapril an Patienten mit
kongestiver Herzinsuffizienz. Diese flhrte in beiden Studien zu einer signifikanten
Reduktion der Mortalitat bei den Patienten mit dekompensierter (CONSENSUS) und
kompensierter (SOLVD) Herzinsuffizienz. In der SOLVD-Studie konnte auch eine
deutliche Senkung der Hospitalisierungsfrequenz, mit resultierender Verbesserung der
Lebensqualitat und Senkung der Kosten nachgewiesen werden. Die SOLVD-Studie
hat sich zusatzlich auch mit dem Problem der asymptomatischen Herzinsuffizienz
auseinandergesetzt. Sie belegt, dass die praventive Gabe von Enalapril die
Weiterentwicklung einer asymptomatischen in eine symptomatische Herzinsuffizienz
deutlich verzdgert. Auch der Einsatz der therapeutischen Blockade der adrenergen [3-
Rezeptoren bei Herzinsuffizienzpatienten wurde in gro3e Studien untersucht. In der
CIBIS-II- (The CIBIS-II Investigators, 1999), der MERIT-HF- (The MERIT-HF Study
Group, 1999) und der COPERNICUS-Studie (Packer, 2002) wurden die drei

Substanzen Bisoprolol, Metoprolol und Carvedilol untersucht. In allen drei



randomisierten Studien konnte eine Verbesserung der Prognose der Patienten mit
kompensierter Herzinsuffizienz (CIBIS-Il, MERIT) und Patienten mit dekompensierter
Herzinsuffizienz (COPERNICUS) durch Gabe eines 3-Blockers belegt werden.

1.1.2 Definition und Klassifikation der Herzinsuffizienz

Bei der Herzinsuffizienz ist das Herz nicht mehr in der Lage die Gewebe mit
ausreichend Sauerstoff zu versorgen, um den Gewebestoffwechsel in Ruhe und unter
Belastung sicherzustellen. Klinisch liegt dann eine Herzinsuffizienz vor, wenn typische
Symptome (Dyspnoe, Mudigkeit, Flissigkeitsretention) bestehen, denen ursachlich
eine ventrikulare Funktionsstorung im Sinne einer systolischen oder diastolischen
Funktionsstorung zu Grunde liegt (Hoppe, 2005).

Die systolischen Ventrikelfunktionsstérungen sind Folge einer Kontraktionsstérung des
Myokards durch Kontraktionsschwache (z.B. KHK, Kardiomyopathien, Myokarditis),
erhohter Volumen- (=Vorlast) oder Druckbelastung (=Nachlast) (Vitien, Arterielle
Hypertonie, Pulmonale Hypertonie). Diastolischen Ventrikelfunktionsstorungen liegt
eine verminderte diastolische Dehnbarkeit (Compliance) und Relaxation des linken
Ventrikels zu Grunde (Arterielle Hypertonie, Konstriktive Perikarditis, Restriktive
Kardiomyopathie).

Die Symptome der Herzinsuffizienz unterscheiden sich hinsichtlich Links- oder
Rechtsherzinsuffizienz. Bei der Rechtsherzinsuffizienz stehen Halsvenenstauung,
Pleuraerglisse, periphere Odeme und Aszites im Vordergrund, bei der
Linksherzinsuffizienz Lungenddem und Dyspnoe. Die Herzinsuffizienz stellt somit eher

ein komplexes Syndrom als eine einheitliche Erkrankung dar.

Der funktionale Schweregrad der Herzinsuffizienz wird klinisch nach den revidierten
Kriterien der New York Heart Association (NYHA) in die Stadien I- IV eingeteilt (Hoppe,
2005):

I. Herzerkrankung ohne korperliche Limitation. Alltagliche korperliche Belastung
verursacht keine inadaquate Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder

Angina pectoris.



Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der kérperlichen Leistungsfahigkeit.
Keine Beschwerden in Ruhe. Alltagliche korperliche Belastung verursacht

Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris.

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

Luftnot oder Angina pectoris.

Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen korperlichen Aktivitaten und in

Ruhe. Bettlagerigkeit.

Die Leitlinien (2001) des American College of Cardiology/ der American Heart
Association (ACC/AHA) fuhrten eine erweiterte Klassifikation mit den Stadien A - D

ein, welche starker die zugrunde liegende Pathologie bertcksichtigt und die

Progression der Erkrankung betont (Hunt et al., 2001).

A Patienten mit einem hohen Risiko, eine Herzinsuffizienz auszubilden, da

Bedingungen vorliegen, die stark mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz
assoziiert sind. Solche Patienten besitzen keine nachgewiesenen strukturellen
oder funktionellen Abnormalitaten des Perikards, des Myokards oder der

Herzklappen und haben niemals Symptome einer Herzinsuffizienz gezeigt.

Patienten, die eine strukturelle Herzerkrankung entwickelt haben, welche eng
mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz assoziiert ist, jedoch noch nie

Zeichen oder Symptome einer Herzinsuffizienz gezeigt haben.

Patienten mit aktuellen oder zurlckliegenden Symptomen einer

Herzinsuffizienz auf dem Boden einer strukturellen Herzerkrankung.

Patienten mit fortgeschrittener struktureller Herzerkrankung und ausgepragten
Symptomen einer Herzinsuffizienz trotz maximaler medikamentdser Therapie,

welche spezielle Interventionen bendtigen.



1.1.3 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Die Beeintrachtigung der linksventrikularen Pumpfunktion flhrt Uber eine erhohte
kardiale Wandspannung, die Aktivierung von Barorezeptoren und die Minderperfusion
der Gewebe zu verschiedenen Kompensationsmechanismen. Die neuroendokrinen
Aktivierungsmechanismen kénnen die Myokardfunktion kurzfristig stabilisieren, stellen
jedoch bei Chronifizierung einen Circulus Vitiosus dar, der mit funktionalen und
strukturellen (kardiales Remodeling) Veranderungen des Herzens einhergeht. Es
kommt zur Progredienz der Erkrankung und letztendlich zur terminalen

Herzinsuffizienz.

1.1.3.1 Verdnderung neurohumoraler Systeme

Durch die frUhe Aktivierung des Sympathikus bei Abfall von Herzzeitvolumen (HZV)
und Perfusionsdruck Uber die Barorezeptoren kommt es zu einer Erhdhung der
Adrenalin- und Noradrenalinsynthese. Die Katecholamine flihren zu systemischer und
renaler Vasokonstriktion, Steigerung der Herzfrequenz und Kontraktionskraft (positive
Chronotropie und Inotropie) am Herzmuskel, erhdhter Natrium-Reabsorption in der
Niere und Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems (RAAS). Resultat ist
der Anstieg der drei Mediatoren.

Bei der chronischen Herzinsuffizienz steigt der Plasma-Noradrenalinspiegel und es
entsteht ein starkes Ungleichgewicht des kardialen autonomen Nervensystems (Kaye,
2005). Die dauerhafte adrenerge Stimulation flhrt durch negative Ruckkopplung zur
Reduktion der Noradrenalinspeicher und der p1-Rezeptorendichte (Colucci, 1990).
Infolge dessen lasst der Effekt der positiven Inotropie durch die Katecholamine bei
zunehmender Herzinsuffizienz nach. Die a-adrenergen Rezeptoren sind dabei voll
funktionsfahig und verstarken die Progredienz der Herzinsuffizienz zusatzlich durch
die Erhéhung des peripheren Gefallwiderstandes und eine damit einhergehende
Erhohung der Nachlast (Colucci, 1990). Dies tragt zusatzlich zur Verschlechterung der

hamodynamischen Situation des Patienten bei.

Das RAAS ist das zweite neurohormonale System, welches in die Pathophysiologie
der Herzinsuffizienz involviert ist. Uber den Abfall des HZV und einer damit

einhergehenden Verminderung des zirkulierenden Blutvolumens wird vermehrt AT-II
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sezerniert. Dieses greift direkt in den Wasser- und Elektrolythaushalt, sowie in die
Regulation des peripheren Widerstandes ein. AT-Il fuhrt zu einer Steigerung des
Auswurfwiderstandes des insuffizienten Herzens, also zu einer Erhéhung der Nachlast
(Unger, 2004). Das Blutvolumen nimmt durch die AT-lI- induzierte Aldosteronsekretion
und die damit verbundene gesteigerte Na- und Wasserretention zu. Die Folge davon
ist eine erhdohte Volumenbelastung, also die Zunahme der Vorlast am Herzen.

Neben der systemischen Aktivierung des RAAS wurde eine lokale Synthese von AT-I
am Herzen beschrieben (Unger, 2004). Es wird als zentraler Faktor des kardialen
Remodeling angesehen. Neben den gefalRverengenden Effekten schadigt es das

Endothel und fuhrt zu Hypertrophie und Fibrosierung des Myokards.

Die Hypothese der Daueraktivierung neurohumoraler Systeme wird durch den
gunstigen therapeutischen Effekt der B-Blocker und ACE-Hemmer bei der Therapie
von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz gestutzt (The CONSENSUS Study
Group, 1987; The SOLVD Investigators, 1991; The CIBIS-II Investigators, 1999; The
MERIT-HF Study Group, 1999; Packer, 2002).

Endothelin (ET), ein potenter Vasokonstriktor, wird unter anderem von Endothel und
Myokard produziert. Es ist ebenfalls an der Regulation von Myokardfunktion,
Gefalltonus und peripherem Widerstand bei der Herzinsuffizienz beteiligt. Es
existieren drei pharmakologisch unterschiedliche Isopeptide (ET-1, ET-2, ET-3), wobei
ET-1 im kardiopulmonalen System die grof3te Relevanz hat. Seine Wirkung entfaltet
ET Uber den ET-A- oder den ET-B-Rezeptor. Die ET-Produktion ist bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz gesteigert. ET-1-Plasmaspiegel und die des Vorlaufers
Big-ET korrelieren mit dem Schweregrad der Erkrankung und stellen einen
verlasslichen Pradiktor der Mortalitat bei fortgeschrittener kongestiver Herzinsuffizienz
dar (Mc Murray et al., 1992). Insgesamt tragt das Peptid zu einer Steigerung des
Widerstandes in der peripheren Zirkulation und im Pulmonalkreislauf bei. Jedoch gibt
es auch eine NO-vermittelte vasodilatatorische Komponente, vermittelt durch den ET-
B2-Rezeptor (Nambi, 2001). Die potente und lang andauernde Vasokonstriktion durch
ET hat dazu gefuhrt, dass Wissenschaftler sich diesem mdglichen therapeutischen
Ansatzpunkt bei der Behandlung der Herzinsuffizienz angenommen haben. Dieser

befindet sich derzeit in der klinischen Untersuchung. Die Arbeitsgruppe von Sakai



konnte in einem Rattenmodell mit Herzinsuffizienz durch die Therapie mit einem
Endothelinrezeptor-Antagonisten bessere Uberlebensraten der Tiere und die
Protektion vor dem kardialen Remodeling beobachten (Sakai et al., 1996). Jener
Nachweis der Mortalitatsreduktion konnte bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz
in der ENABLE-Studie mit dem gemischten ET-Rezeptorantagonisten Bosentan
jedoch nicht erbracht werden (Kalra, 2002). In den BREATH-Studien zeigte sich unter
der Behandlung mit Bosentan aber eine deutliche Verbesserung der Hamodynamik
und der Leistungsfahigkeit von Patienten mit pulmonaler Hypertonie (Rubin, 2002).
Wegen der fehlenden Verbesserung der Uberlebenszeit durch die therapeutische
Gabe von ET-Rezeptorantagonisten ist die Diskussion Uber die mdglichen Vorteile
einer selektiven ET-A-Rezeptorblockade bei Herzinsuffizienz verstarkt in den

Vordergrund getreten.

Als Weiteres ist bei schwerer Herzinsuffizienz die Freisetzung von antidiuretischem
Hormon (ADH) aus der Hypophyse gesteigert. Vermittelt wird dies Uber die
Barorezeptoren. ADH fuhrt unter anderem zu einer Vasokonstriktion sowie zur
Induktion der Translokation von Aquaporin-2-Wasserkanalen, welche die
Ruckresorption von Wasser, damit das Blutvolumen und somit die Vorlast am Herzen
steigern (Chatterjee, 2005).

Die bisher genannten vasokonstriktorischen und flussigkeitsretinierenden Systeme
werden unter physiologischen Bedingungen durch antagonistische Systeme in einem
Gleichgewicht gehalten. Dabei sind aus der Gruppe der natriuretischen Peptide vor
allem das ,atrial natriuretic peptide“ (ANP) und das ,brain natriuretic peptide“ (BNP) zu
nennen. ANP wird Uberwiegend im Atrium, BNP in den Ventrikeln des Herzens
gebildet (Baxter, 2004). Auslésender Reiz fur die Freisetzung ist die Dehnung der
Vorhéfe (ANP) oder Kammern (BNP). Die Peptide wirken vasodilatierend,
natriuretisch durch Hemmung des RAAS und haben antiproliferative Effekte am
Myokard. Sie bilden also einen wichtigen Gegenspieler zum AT-Il. Bei der chronischen
Herzinsuffizienz ist die Expression von ANP und BNP gesteigert. Der Plasmaspiegel
ist eng mit dem Grad der linksventrikularen Dysfunktion assoziiert, welches
diagnostische und prognostische Bedeutung hat (Richards et al., 2004).

Die rekombinante Form des BNP, Nesiritide, wird bei der Therapie der akuten
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Herzinsuffizienz klinisch erprobt. Die vasodilatierende Wirkung steht dabei im
Vordergrund (Colucci et al., 2000).

Adrenomedullin, ein 1993 erstmals beschriebenes Peptid , fuhrt neben Vasodilatation
zu vermehrter Diurese und maoglicherweise auch zu gesteigerter Inotropie am Myokard
(Kitamura 1993). Letzteres konnten Stangl et al. in ihren Untersuchungen jedoch nicht
bestatigen (Stangl et al.,, 2002). Andere Studien haben gezeigt, dass Plasma-
Adrenomedullin bei Veranderung der neurohumoralen Systeme im insuffizienten
Herzen erhoht ist (Jougasaki et al., 1995, Willenbrock et al., 1999).
Plasmaadrenomedullin korreliert positiv mit dem Pulmonalkapillaren Verschlussdruck
(PCWP) und negativ mit der Ejektionsfraktion (EF). Nach der Behandlung der
Herzinsuffizienz sinkt der Plasma-Adrenomedullin-Spiegel signifikant. Demnach
scheint das Peptid neben den natriuretischen Peptiden ein wichtiger Kompensator der

chronischen Herzinsuffizienz zu sein (Stangl et al., 2002).

1.1.3.2 Funktionelle Verdnderungen des Herzens

Im Falle eines gesteigerten Sauerstoffbedarfs, z. B. wunter Druck- oder
Volumenbelastung, ist der Organismus fahig die Pumpleistung des Herzens uber
Regulationsprozesse an die veranderte Situation anzupassen. Herzfrequenz,
Kontraktilitat und Vorlast und kdnnen adaptiert werden. Bei der Herzinsuffizienz laufen
einige Adaptationsprozesse UberschieRend oder abgeschwacht ab und fihren in ihrer

Folge zu negativen Auswirkungen.

Neurohumorale Regulation der Kontraktilitat

Uber die sympatho-adrenerge Aktivierung bewirken Noradrenalin und Adrenalin durch
Stimulation der B-Rezeptoren eine Kontraktionszunahme. Durch die Down-Regulation
der Betarezeptoren nimmt dieser Effekt am insuffizienten Herzen ab (Baumann,
1981).

Herzfrequenz: Bowditch-Effekt

Die Kraft-Frequenz-Beziehung des Herzens wird durch den ,Bowditch-Effekt”

beschrieben. Unter physiologischen Bedingungen kommt es durch die
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Sympathikusaktivierung zu einer Steigerung der Herzfrequenz. Diese fuhrt nach
Bowditch zu einer Zunahme der myokardialen Kontraktionskraft und somit einer
Erhdhung des HZV (Bowditch, 1871). Am insuffizienten Herzen ist dieser
Mechanismus aufgehoben. Es koénnen im Gegenteil eine verminderte
Maximalspannung und eine Kraftreduktion bei ansteigender Herzfrequenz

nachgewiesen werden (Mulieri et al., 1992).

Vorlast: Frank- Starling- Mechanismus

Der ,Frank-Starling-Mechanismus® beschreibt den Zusammenhang zwischen
Vordehnung und Kraftentwicklung am Herzen. Ein Anstieg des linksventrikularen
endiastolischen Ventrikeldrucks (LVEDP) durch ein erhdhtes enddiastolisches
Volumen (=erhohte Vorlast) fihrt Gber eine vermehrte Vordehnung des Ventrikels zur
Zunahme der Muskelverklirzung und damit zu einer Anhebung des Schlagvolumens
(SV) (Frank, 1885, Starling, 1918). Der Frank-Starling-Mechanismus konnte auch am
insuffizienten Herzen nachgewiesen werden (Holubarsch et al., 1996). Die
verminderte Wandspannung wird durch VergroRerung des enddiastolischen Volumens
kompensiert. Trotz verminderter Funktion kann das insuffiziente Herz prinzipiell ein
normales oder annahernd normales Schlagvolumen auswerfen (Holubarsch et al.,
1996).

1.1.3.3 Strukturelle Verdnderungen des Herzens

Durch die gesteigerte Arbeitsbelastung des Herzens mit hohem Druck oder Volumen
aufgrund der oben genannten Mechanismen kommt es zu Umbauprozessen am
Myokard (kardiales Remodeling) und zu myokardialer Hypertrophie (Francis et al.,
1990, Liu et al., 1999).

Die Druckuberbelastung fuhrt zu konzentrischem Remodeling mit konzentrischer
Hypertrophie. Dabei nimmt der Myozytenquerschnitt zu und eine Vermehrung der
kontraktilen Einheiten ist zu beobachten.

Eine anhaltende Volumenbelastung flhrt zu einer gesteigerten Wandspannung des
linken Ventrikels. Folge ist die Zunahme der Myozytenlange, die zur Dilatation des
Ventrikels fuhrt (exzentrisches Remodeling). Primar entsteht eine exzentrische

Hypertrophie (Holtz, 1992). Uberschreitet die Myokardhypertrophie eine kritische
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Grenze, so kommt es durch ventrikulare Dilatation zu einem dehnungsinduzierten
Zelltod und dadurch zu weiterer Dilatation. Da die Zahl der Kapillaren nicht im gleichen
MaRe wie die Muskelmasse zunimmt, resultiert daraus eine Ischamie im
subendothelialen Versorgungsgebiet. Die arterielle Versorgung wird zudem durch die
gesteigerte Wandspannung verschlechtert (Holtz, 1992, Katz, 1992).

Bei anhaltender hamodynamischer Belastung kommt es auflerdem zu einer
Umstrukturierung der Bindegewebszellen mit zunehmender Fibrosierung (Katz, 1992).
Dabei spielt die Aktivierung des RAAS und der Mediator AT-Il eine zentrale Rolle
(Weber, 1997).
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1.2 Das Peptidhormon Relaxin

1.2.1 Geschichte

Relaxin (RIx), ein Peptidhormon der Insulin-Superfamilie, wurde 1926 von Frederick
Hisaw entdeckt, der es 1930 erstmals extrahierte und isolierte. Seinen Namen erhielt
es durch die Eigenschaft das Lig. pubicum zu verlangern (Fevold et al. 1930). Lange
galt RIx als reines Schwangerschaftshormon, das unter anderem an der Dehnung des
Geburtskanals (Fevold et al., 1930), der Veranderung des Myometriums (Krantz et al.,
1950) und des Wachstums und der Differenzierung der Brustdrise (Hamolsky und
Sparrow, 1945) beteiligt ist. In den 1980er Jahren begannen Wissenschaftler
allmahlich die Pleiotropie des Peptidhormons zu erkennen. Heute gilt es als
multifunktionaler parakriner und endokriner Faktor mit einer Vielzahl von Zielgeweben
(Samuel, 2003). Neben antifibrotischen, zentralnervésen, renalen und vaskularen
Effekten wurde auch seine kompensatorische Rolle bei chronischer Herzinsuffizienz
experimentell belegt (Dschietzig, 2004). Das therapeutische Potential des Peptids

rickt zunehmend in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses.

1.2.2 Aufbau

Das Insulin-ahnliche RIx hat ein Molekulargewicht von 6000 Dalton und besteht aus
zwei Ketten, A und B. Diese sind durch zwei Disulfidbricken verbunden. Die A-Kette
besitzt zusatzlich eine interne Disulfidbricke (Schwabe et al. 1978). Ende der
siebziger Jahre konnten James und Schwabe (James et al., 1977; Schwabe et al.,
1978) erstmals die Aminosauresequenz von RIx entschlisseln. Relaxine
unterschiedlicher Spezies zeigen eine grolRe Heterogenitat in ihrer Sequenz, jedoch ist
die Lage der Disulfidbriicken meist gleich. Es wird daher vermutet, dass alle Relaxine

eine ahnliche Tertiarstruktur haben (Bryant- Greenwood & Schwabe, 1994).

14



Abb. 1: Struktur des Relaxins

Beta-Kette: 33 Aminos&uren
Prakursor-Peptid [einkettig):
Signalpeptid - B-Kette - C-Peptid —
A-Kette (Praprorelaxin)
Prohormone-Konvertase-1:
Prorelaxin = Relaxin + C-Peptid

1.2.3 Klassifikation

Zu der Familie der insulinartigen Peptidhormone gehodren neben Insulin, den Insulin-
like-growth-factors-1 und -2 auch die verschiedenen Relaxine und die Insulin-like
peptides (INSL).

Beim Menschen und Menschenaffen sind bisher drei verschiedene Relaxine (H1, H2,
H3) bekannt. H1 und H2 wurden 1983 bzw. 1984 von Hudson et al. entschlisselt, H3
erst 2002 von Bathgate et al., wobei sich H3 als das phylogenetisch alteste RIx
herausgestellt hat. H2RIx gilt heute als das funktionell wichtigste Relaxin und ist
mdglicherweise auch die einzige im Plasma zirkulierende Form (Bani D, 1997a).
Andere Saugetiere besitzen nur RIx1 und RIx3, wobei humanes RIx1 das funktionale

Aquivalent zu RIx2 bei den Nichtprimaten darstellt.
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1.2.4 Zirkulierende Relaxin-Spiegel

Beim Menschen findet man die héchsten Plasmakonzentrationen von RIx im ersten
Trimenon der Schwangerschaft (~900 pg/ml in Woche 10), danach kommt es zum
Abfall auf einen Plasmaspiegel von~400 pg/ml in Woche 24, der bis zum Ende der
Schwangerschaft etwa konstant bleibt (Sherwood, 1994). Bei nicht schwangeren
Frauen kommt es zu einer Erhohung des Relaxinspiegels wahrend der Lutealphase
des Zyklus auf ca. 100 pg/ml (Steward et al., 1990). Bei postmenopausalen Frauen
und bei Mannern ist ein Plasmawert von weniger als 10 pg/ml zu messen (Dschietzig
et al., 2001b).

1.2.5 Synthese und Genexpression

Die Synthese von RIx erfolgt als Praprohormon, welches aus einem Signalpeptid,
einer B-Kette, einer C-Domane und einer A-Kette besteht. Die Abspaltung des
Signalpeptids Uberfihrt das Praprorelaxin in das Prorelaxin. Die Entfernung des C-
Peptids erfolgt wahrscheinlich durch die Serinprotease Prohormon-Convertase-1
(Marriott et al. ,1992), welches dann zur Entstehung des reifen Rix fuhrt.

Im Gegensatz zu Proinsulin besitzt Prorelaxin bereits eine vergleichbare Bioaktivitat
wie reifes RIx, weist somit also schon Effekte auf seine Zielorgane aus (Bryant-
Greenwood & Schwabe 1994).

Die Gene fur H1 und H2 befinden sich in enger Nachbarschaft zueinander auf
Chromosom 9 (9p24) (Hudson et al., 1983 und 1984), wogegen sich das Gen fur H3
auf Chromosom 19 (19p13.3) befindet (Bathgate et al., 2002).

In der Vergangenheit ging man davon aus, dass H2 das einzige funktionsfahige
humane RIx ware. H1 galt als Pseudogen, da man keine Genexpression nachweisen
konnte (Hudson et al., 1983). Durch die Entwicklung der sensitiveren RT-PCR gelang
jedoch der Nachweis von H1-mRNA- Synthese in Prostata, Decidua (Hansell et al.,
1991) und Brustdrise (Tashima et al., 1994). 2001 konnten Dschietzig et al. H1-
Genexpression am menschlichen Vorhof- und Ventrikelmyokard, Arterien und Venen
nachweisen.

Verschiedene Studien konnten die Sekretion von H2 in den weiblichen
Reproduktionsorganen  Corpus  Luteum, Endometrium, Decidua, Placenta,
Trophoblasten und Brustdrise (Hudson et al., 1984; Tashima et al., 1994; Bigazzi,
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1980; Fields, 1992) belegen. AulRerdem wird RIx in der Prostata sezerniert (Winslow et
al.,, 1990). H2-mRNA konnte im menschlichen Vorhof- und Ventrikelmyokard
nachgewiesen werden (Dschietzig et al., 2001b).

Fir H3 gibt es erst wenige gefestigte Ergebnisse. Die Expression des Genes konnte
bisher vor allem im Zentralnervensystem (Bathgate et al., 2001), aber auch in Testis,
Thymus, Milz, Lunge und Herz der Ratte nachgewiesen werden (Bathgate et al.,
2002).

1.2.6 Signaltransduktion

Bislang sind vier spezifische RIx-Rezeptoren identifiziert. LGR7 und LGR8 wurden
2002 von Hsu et al. identifiziert und werden heute als RXFP1- und RXFP2-Rezeptor
klassifiziert. Sie sind membranstandige, sieben-transmembranare Domanen
enthaltende, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) und haben strukturelle
Ahnlichkeit mit dem FSH/TSH-Rezeptor. Reichliche Expression wurde unter anderem
im Gehirn, in den weiblichen Reproduktionsorganen, in der Niere und im
kardiovaskularem System nachgewiesen (Hsu et al., 2002). Durch die Bindung von
H1, H2 und H3 kommt es am RXFP1-Rezeptor Uber eine Aktivierung der
Adenylatcyclase (AC) zu einem Anstieg des cAMP. Der RXFP2-Rezeptor bindet neben
H1 und H2 auch INSL-3, welches ebenso zu einer cAMP-Erhdhung fuhrt (Bathgate,
2006). Bartsch et al. konnten in ihren Arbeiten in humanen Makrophagen (THP-1-
Zellen) zeigen, dass der LGRY7 zusatzlich eine Aktivierung von Tyrosinkinasen durch
Phosphorylierung hervorruft, was zu einer Hemmung von Phosphodiesterasen (PDE),
vor allem der PDE-4, mit weiterer Verstarkung des cAMP-Anstiegs fuhrt (Bartsch et
al., 2001a und 2001b).

2003 wurden zwei weitere GPCR als spezifische H3-Rezeptoren identifiziert, GPCR
135 (RXFP3) und GPCR 142 (RXFP4) (Liu et al., 2003a und 2003b). Im Gegensatz
zum RXFP1- und zum RXFP2-Rezeptor bewirkt die Bindung von H3 an RXFP3 und
RXFP4 eine Inhibition der AC und somit einen Abfall des cAMP. RXFP3 wird bei der
Ratte in Gehirn, Nebenniere, Testis und Thymus expremiert (Liu et al., 2003b), RXFP4
beim Menschen in Colon, Gehirn, Testis, Prostata, Niere, Plazenta und Schilddruse
(Liu et al., 2003a). Neben H3 bindet der RXFP4 aullerdem INSL5 (Bathgate, 2006). In

vivo scheinen folgende, physiologische Rezeptor-Liganden-Zuordnungen vorzuliegen
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(Bathgate, 2006): RXFP1-H2, RXFP2-INSL-3, RXFP3-H3 und RXFP4-INSL-5.

Ein bis dahin unbekannter weiterer Signalweg wurde 1994 von Masini et al.
beschrieben. Die Wissenschaftler konnten die RIx-Signaltransduktion Gber die
Erhéhung von Stickstoffmonoxid (NO) nachweisen. In weiteren Untersuchungen an
Ratten und Meerschweinchen konnte gezeigt werden, dass diesem NO-Anstieg die
Erhdhung des cGMP folgt (Bani-Sacchi et al., 1995). Jenes scheint zelltypabhangig
Uber die Aktivierung unterschiedlicher NO-Synthasen (NOS) zu erfolgen (Bani D et al.,
1999a). Wahrend in koronaren Endothelzellen von Ratten (Failli, 2002) und
Endothelzellen der Aorta von Schweinen (Bani D et al., 1998b) RIx-Gabe zu einer
Aktivierung der NOS-2 mit resultierendem NO-Anstieg fuhrte, blieb die NOS-3 in
diesen Geweben inaktiviert. In Uteruszellen kam es dagegen zu einer Rix-induzierten
Aktivierung der NOS-3 mit keinerlei Effekt auf die NOS-2 (Bani D et al., 1999a).

Die Hemmung der NOS-Aktivitat an koronaren Endothelzellen mittels L-NMMA fuhrte
zu einer Verminderung der RIx-induzierten Effekte auf myokardiale Kontraktilitat und
koronaren Blutfluss (Masini, 1997). Diese Ergebnisse stiutzen die Hypothese, dass die
kardiovaskularen Effekte des Relaxins u. a. Uber die Stimulation der endogenen NO-

Produktion vermittelt werden (Bigazzi, 2001).

2004 untersuchten Dschietzig et al. mdgliche Interaktionen von RIx mit dem humanen
Glukokortikoidrezeptor (GR). Sie kamen zu dem Ergebnis, dass mindestens humanes
RIx2 und RIx1 vom Schwein die Fahigkeit besitzen am GR zu binden, ihn zu aktivieren
und eine erhdhte GR-Expression zu stimulieren. Dieses konnte die Arbeitsgruppe in
drei verschiedenen Zellreihen (Makrophagen, HelLa-Zellen, embryonale Nierenzellen)
nachweisen. RIx hemmte Uber den GR die Endotoxin-induzierte Produktion von
inflammatorischen Zytokinen (IL1, IL6, TNFa). Es konnte dargelegt werden, dass
endogenes und exogenes RIx mit zytoplasmatischen und nukledren Glukokortikoid-
Rezeptoren interagieren. Des Weiteren zeigte RIx einen kompetitiven Agonismus um

GR-Bindungsstellen mit Dexamethason und Corticosteron.
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1.2.7 Biologische Effekte von Relaxin

Bindegewebe:

Neben der namensgebenden Eigenschaft des Relaxins, das Lig. pubicum zu
verlangern (Hisaw, 1926; Fevold et al., 1930), sind mittlerweile eine Vielzahl weiterer
Effekte des Peptids auf das Bindegewebe nachgewiesen worden.

Too et al. wiesen 1984 eine RIx-induzierte Freigabesetzung von Plasminogen-
Aktivator, Kollagenase und Proteoglykanase in Granulosazellen von Ratten nach.
Andere  Wissenschaftler kamen bei Untersuchungen an schwangeren-,
nichtschwangeren- und ovarektomierten Ratten zu dem Ergebnis, dass RIx die
zervikale Kollagenkonzentration herabsetzt und die Kollagenloslichkeit wahrend der
Schwangerschaft steigert (Downing und Sherwood, 1986). Spater fanden Samuel und
seine Arbeitsgruppe heraus, dass jene Effekte durch Ostrogen gesteigert
beziehungsweise durch Progesteron antagonisiert werden (Samuel et al., 1996).

RIx erhoht in vitro die Expression der MMP-1, -2 und -3 (Paljewala et al., 2002),
welches zu einem Abbau des Kollagens fuhrt und damit zu einer Auflockerung des
Bindegewebes. Uberdies fiihrt das Peptidhormon zur Downregulation der Inhibitoren
TIMP-1und -2 (Ivell und Einspanier, 2002).

In dermalen Fibroblasten reduziert RIx die Kollagensynthese und senkt die Aktivitat
profibrotischer Zytokine, wie z. B. des Interleukins-13 (Unemori, 1990).

In Ratten- und Mauseversuchen war eine Verminderung von Bleomyzin-induzierten
Lungenfibrosen (Unemori et al., 1993) und Bromoethylamin-induzierten Nierenfibrosen
zu beobachten (Garber et al., 2001).

Weitere Experimente mit Rix-defizienten Mausen bestarken die Annahme Uber das
antifibrotische Potential des Hormons. Diese Tiere entwickelten pulmonale, renale und
myokardiale Fibrosen, welche bei RIx-Gabe rucklaufig waren (Samuel et al., 2004a,
Samuel et al., 2004b).

Die in vitro und in Tiermodellen erzielten Ergebnisse fuhrten zu der Annahme eines
mdglichen therapeutischen Potentials des Peptids in der Behandlung von Krankheiten,
die durch Fibrosierung charakterisiert sind.

Daraufhin wurde 2000 eine randomisierte, doppelblinde, plazebokontrollierte Studie
uber die Anwendung von RIx bei diffuser Sklerodermie durchgefuhrt. Erstmals wurde
die RIx-Gabe in einer klinische Phase-lI-Studie untersucht (Seibold et al., 2000).
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Seibold behandelte 20 Patienten, die an der zu bindegewebiger Verhartung der Haut
und zu Organfibrosen fuhrenden Erkrankung litten. Sie erhielten Uber 24 Wochen
rekombinantes humanes RIx2 (rhRIx) als subkutane Infusion. Resultate waren eine
Verminderung der Hautdicke, eine verbesserte Beweglichkeit und eine Verbesserung
der Lungenfunktion. Die folgende Phase-Ill-Studie (Erikson und Unemori, 2000)
konnte jedoch keine signifikanten Besserungen primarer und sekundarer Symptome

nachweisen.

Reproduktionsorgane:

Die Relaxation des Lig. pubicum (Hisaw, 1926) und der Umbau des Geburtskanals
wahrend der Schwangerschaft durch RIx (Fevold et al., 1930) kénnen auf die bereits
erwahnten kollagenmodulierenden Eigenschaften des Peptidhormons zurtickgefuhrt
werden.

Zudem scheint RIx die Einnistung der Blastozyste in das Endometrium nach der
Befruchtung durch eine cAMP-abhangige Induktion von Prolaktin zu foérdern
(Telgmann & Gellersen, 1998). RIx ist moglicherweise an der Implantation des
Embryos beteiligt. Hinweis darauf geben Untersuchungen an Mausen, in denen RIx
die Lamininproduktion in Stromazellen des Endometriums induzierte (Bani G et al.,
1995d). Laminin fordert die Annaherung des Trophoblasten an das Endometrium und
die anschliefende Invasion.

In Rattenmodellen wurde beobachtet, dass RIx die Apoptoserate in Zervix und Vagina
wahrend der zweiten Halfte der Schwangerschaft herabsetzt und somit zum
Gewebewachstum in diesem Bereich beitragt (Zhao et al., 2001).

Mammotrophe Effekte des Peptidhormons wurden schon 1945 von Hamolsky und
Sparrow in Experimenten an Ratten beschrieben. Es folgten Erkenntnisse tber den
bestehenden Einfluss von RIx auf das Wachstum und die Differenzierung der Mamma
(Bani G et al., 1985; Bani G et al., 1986). Zhao et al. demonstrierten spater, dass das
Peptid auch eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der Brustwarze und dessen
Funktion spielt. Untersuchungen an RIx1-defizienten Mausen ergaben eine
Minderentwicklung der Brustwarzen der Tiere (Zhao et al., 2001).

Die Hemmung von Uteruskontraktionen durch RIx (Krantz et al., 1950) erwies sich
beim Menschen im Gegensatz zu einer Vielzahl anderer Spezies, bei denen das

Peptid sowohl Frequenz als auch Amplitude spontaner oder elektrisch ausgeloster
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Kontraktionen senkte, als kaum sensitiv (Mac Lennan et al., 1986; Mac Lennan &
Grant, 1991; Bryant-Greenwood & Schwabe, 1994; Mac Lennan et al., 1995).

Neben den schwangerschaftserhaltenden und -fordernden Eigenschaften ist RIx
jedoch auch in die Ruptur fetaler Membranen involviert, welche Ursache einer
Grofdzahl von Fruhgeburten ist. In Dezidua und Plazenta von Patientinnen mit diesem
Ereignis fand man erhohte RIx1- und RIx2-Spiegel (Tashima et al., 1994; Bryant-
Greenwood et al., 2005). Dieses ist moglicherweise durch die durch RIx beeinflusste
Aktivierung der MMP-1, -3 und -9 und damit eventuell einhergehende Degradation

extrazellularer Matrix zu erklaren.

Gehirn:

Schon bevor Osheroff et al. den Beweis von RIx-Bindungsstellen im Gehirn erbrachten
(Osheroff et al., 1991), beobachteten andere Wissenschaftler eventuelle Effekte von
Rix auf die Hypophyse (Summerlee et al., 1984). Anhand von Untersuchungen an
laktierenden Ratten konnte eine RIx-abhangige Inhibition der Milchsekretion
beobachtet werden. In folgenden Studien konnte mehrfach belegt werden, dass RIx
die Abgabe von Oxytocin in der Neurohypophyse beeinflusst (O’'Byrne et al., 1986;
Dayanithi et al., 1987). Jedoch bestehen bis heute heterogene Meinungen daruber, in
welchem Effekt dieser Einfluss resultiert. Die von O’ Byrne et al. beschriebene RIx-
induzierte Inhibition auf die Oxytocinfreigabe konnte von Dayanithi et al. zwar unter
basalen Konditionen bestatigt werden, dagegen wiesen die Ergebnisse jener Gruppe
zusatzlich eine Potenzierung der Oxitocinsekretion bei Depolarisation der
Nervenendigungen auf. Neben dem Einfluss auf das Oxytocin besteht eine Stimulation
der Vasopressin-(ADH)-Abgabe durch RIx (Dayanithi et al., 1987). Die
bekanntermalen niedrige Plasma-Osmolaritat wahrend der Schwangerschaft ist somit
Folge der RIx-induzierten ADH- Abgabe (Weisinger et al., 1993).

Des Weiteren hat RIx auch Wirkung auf den Hypophysenvorderlappen. Einerseits
forderte es in Ratten- und Affenmodellen die Prolaktin- und Wachstumshormon-
Sekretion (Bethea et al., 1998) andererseits zeigte sich eine Hemmung der LH-
Abgabe (Summerlee et al., 1991).

In einem Ratten-Schlaganfall-Modell mit Verschluss der A. cerebri media, ruckte auch
das antiischamische und neuroprotektive Potential des Peptids in den Vordergrund.

Die Infarktgrosse zeigte sich nach Gabe von H2 merklich reduziert (Wilson et al.,
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2006).

Lunge:
Bei experimentell induziertem Asthma bronchiale an Meerschweinchen supprimierte

RIx deutlich die Symptomatik der ovalbuminsensitivierten Tiere (Bani D et al., 1997).
Weitere Studien erwiesen eine RIx-induzierte Mastzellstabilisation in vitro (Masini et
al., 1994) und antifibrotische Effekte an der Basalmembran bei akuten und
chronischen Allergiemodellen (Mookerjee et al., 2005). Bezogen auf die
antifibrotischen und die vasodilatatorischen Eigenschaften bietet RIx eventuelle

Maglichkeiten in der Behandlung der Pulmonalen Hypertension (Tozzi et al., 2005).

Blut:

Einzelne Rattenmodelle  zeigten eine RIx-induzierte Hemmung der
Plattchenaggregation, die uber Stimulation der NO-Freisetzung erfolgt und einen
Abfall der Thrombozytenzahl durch Hemmung ihrer Abgabe aus Megakaryozyten
(Bani D et al., 1995a). Dies lasst auf einen moglichen antithrombotischen Effekt des
Hormons schlief3en.

Der schon genannte vermutliche antiasthmatische Effekt des Peptids wird zusatzlich
durch die Entdeckung untermauert, dass RIx die Umwandlung von
antigenspezifischen T-Zellen in T1-Helferzellen férdert und die Interferon-y-Produktion
von T-Zellen steigert (Piccini et al., 1999). Zusatzlich hemmt es die Bildung von
allergenreaktiven T-Helfer Zellen. Diese spielen eine wichtige Rolle in der
Rekrutierung  IgE-Antikorper  produzierender Plasmazellen, Mastzellen und
eosinophiler Granulozyten, welche in allergische Reaktionen involviert sind (Piccini et
al.,, 2000). Zusammenfassend weisen all die genannten Effekte auf eine

antiinflammatorische Wirkung von RIx hin.

Neoplasien:
Da die Immunreaktivitat von RIx auch in neoplastischen Zellen der Brustdrise

nachgewiesen wurde, stellte sich die Frage, welchen Einfluss das Peptid auf das
Wachstum von Neoplasien der Mamma hat. RIx wirkte sich bei Mausen auf die
Differenzierung, jedoch nicht auf das Wachstum von Tumorzellen aus (Bani D et al.,

1999b). In einer Studie an Patientinnen mit Mammakarzinom zeigte sich ein signifikant
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erhdhter Plasma-RIx-Spiegel bei den Patientinnen mit Metastasen im Vergleich zu
denen mit ausschlieBlich lokalem Tumor (Binder et al., 2004). Experimente mit
Prostatakarzinomzellen, die erhohte H2-Expression aufwiesen, zeigten eine
VergroRerung der Tumormasse und eine gesteigerte Angiogenese (Silvertown et al.,
2006). Bezlglich des Endometriumkarzinoms konnte nachgewiesen werden, dass der
Grad der Invasivitat mit einer hoheren RIx-Expression in vitro assoziiert ist (Kamat et
al., 2006).

Kreislauf und Niere:

Das vasodilatatorische Potential von RIx wurde erstmals von Bani und Bigazzi in den
frihen 1980er Jahren in der Brustdrise von Mausen (Bani G und Bigazzi, 1984)
beschrieben. Spater gelang eine Blutdrucksenkung durch RIx-Infusion bei spontan
hypertensiven Ratten (St. Louis und Massicotte, 1985). Es folgten mehrere
experimentelle Studien, bei denen an unterschiedlichen Organen eine RIx-induzierte
Vasodilatation nachgewiesen werden konnte (Bigazzi et al., 1986; Bani-Sacchi et al.,
1995). In Untersuchungen an Lebersinusoiden und Koronararterien von Ratten wurde
dargelegt, dass die Vasodilatation Uber den NO-Signalweg vermittelt wird (Bani D et
al., 1998a; Bani D et al., 2001).

In Bezug auf die Effekte an der Niere, existieren Resultate Uber eine signifikant
reduzierte myogene Aktivitdt der kleinen renalen Arterien in mit RIx behandelten
Ratten (Novak et al., 2001). Aullerdem konnten eine deutliche Vasodilatation der
renalen Gefale, glomerulare Hyperfiltration und Abschwachung der AT-ll-induzierten
Reduktion des glomerularen Plasmaflusses durch chronische RIx-Gabe demonstriert
werden (Danielson et al., 1999). Die genannten Effekte zeigten in vitro eine deutliche
Empfindlichkeit gegenliber ET-B-Rezeptor-Antagonisten sowie gegenuber NOS-
Inhibitoren was auf eine NO-Freigabe Uber die Aktivierung des ET-B-Rezeptors
schliel3en lasst (Danielson et al., 2000). Die Rolle des ET-B- Rezeptors als Vermittler
Rix-induzierter Vasodilatation wurde in Untersuchungen von Dschietzig et al. naher
beleuchtet und die zugrunde liegende Signaltransduktion erlautert. RIx hemmt die
Vasokonstriktion des ET-1 durch Stimulation der Expression endothelialer ET-B-
Rezeptoren, welche einerseits die Clearance von ET-1 vermitteln, andererseits
vasodilatatorisches NO freisetzen. Weitere Ergebnisse der Studie zeigten, dass RIx zu

einer selektiven ET-B- Stimulation in Endothel- und Epithelzellen fihrt, nicht jedoch in
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glatten Gefallmuskelzellen. In jenen zeigte sich die Existenz eines ET-B-
Rezeptortyps, der zur Vasokonstriktion durch ET-1 fuhrt. An unterschiedlichen
Gefallen der Ratte (Aorta, A. renalis, A. mesenterica) konnte durch eine
Vorbehandlung mit RIx die endothelininduzierte Vasokonstriktion signifikant vermindert
werden. Die Signaltransduktion erfolgt dabei Gber Aktivierung der Kinasekaskade Raf-
1-MEK-1-ERK-1/2 und den Transkriptionsfaktor NF-kappaB (Dschietzig, 2003). RIx ubt
also Uber zwei Wege einen antagonistischen Effekt gegenuber des kontrahierenden
Effektes des ET-1 aus: Einmal Uber die Erhéhung der endothelialen ET-B-Rezeptoren,
die ihrerseits zu einem verstarkten ET-1-Abbau (,Clearance®) fihren, zweitens tUber
die endothelabhangige Vasodilatation durch Freigabe von NO und Prostazyklin
(Dschietzig, 2003).

Herz:

1992 wiesen Kakouris et al. direkte, von RIx vermittelte chronotrope und inotrope
Effekte auf das Vorhofmyokard von Ratten nach, was von anderen Wissenschaftlern
bestatigt werden konnte (Piedras-Renteria, 1997b; Dschietzig et al., 2005b). Es zeigte
sich, dass RIx2 im isolierten Vorhofmyokard von Ratten ein gréReres Potential aufwies
als ET-1, AT-Il, Isoprenalin, Adrenalin, Histamin und Serotonin (Kakouris et al., 1992).
Die Kontraktionssteigerung scheint Uber eine RIx-induzierte Steigerung der Aktivitat
und der Dauer und Menge des Kalziumeinstroms in atriale Myozyten zu erfolgen
(Piedras-Renteria, 1997a; Piedras-Renteria, 1997b). Die positive Chronotropie
entsteht vermutlich Uber einen dosisabhangigen, cAMP-vermittelten Anstieg der
Spontanaktivitat des L-Typ-Kalziumkanals (Han et al., 1994). Positive Inotropie auf
das Ventrikelmyokard konnte bisher nicht nachgewiesen werden.

2001 wurde erstmals belegt, dass Myozyten und interstitielle Zellen fahig sind RIx zu
produzieren und dass das Peptidhormon ein potentieller kompensatorischer Mediator
bei kongestiver Herzinsuffizienz ist (Dschietzig et al., 2001b).

In einer klinischen Studie an Patienten mit kompensierter und dekompensierter
Herzinsuffizienz korrelierte die Plasmakonzentration und - expression von H1- und H2-
RIx im Myokard mit dem Schweregrad der Erkrankung. Patienten mit kompensierter
Herzinsuffizienz zeigten gegenuber der Kontrollgruppe 4-6-fach erhohte RIx-Spiegel,
Patienten mit dekompensierter Herzinsuffizienz Plasmarelaxin, welches 12-16-fach

erhoht war. Bei Letzteren lag der RIx-Spiegel 2,2-2,6-fach hdher als der der Patienten
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mit kompensierter Herzinsuffizienz. Die therapeutische Gabe von NPN induzierte eine
rasche hamodynamische Verbesserung bei den Patienten mit dekompensierter
Herzinsuffizienz, welches dann auch in einem Abfall des RIx-Spiegels resultierte
(Dschietzig et al., 2001).

Die experimentelle Steigerung des enddiastolischen Ventrikeldrucks, welcher bei der
Herzinsuffizienz charakteristisch erhoht ist, fuhrte zu einer Up-Regulation der RIx-
Expression im Rattenmodell (Dschietzig, 2002).

Die im Abschnitt Kreislauf und Niere bereits erwahnte Folgestudie (Dschietzig et al.,
2003) belegt, dass RIx als Inhibitor des ET-1, einem der starksten Vasokonstriktoren in
der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz agiert. Neben den oben genannten
Mechanismen (Vasodilatation, ET-1 Clearance) wird durch RIx zusatzlich die AT-II-
vermittelte ET-1-Abgabe in pulmonalvaskularen Endothelzellen gehemmt. Die von den
Wissenschaftlern aufgezeigte signifikante inverse Korrelation zwischen zirkulierendem
ET-1 und RIx weist auf die potentielle Relevanz des Peptidhormons bei

Herzinsuffizienz hin (Dschietzig et al., 2003).

Des Weiteren konnte eine Stimulation der Abgabe von ANP durch RIx an isolierten
Rattenherzen nachgewiesen werden (Toth et al., 1996). Dieser Effekt wird Uber die
Aktivierung der Proteinkinase-C vermittelt. Die Gabe eines Proteinkinase-Inhibitors zu
den mit RIx behandelten Rattenherzen resultierte in einer Abnahme der ANP-
Konzentration (Toth et al., 1996). ANP stellt als Antagonist des RAAS einen wichtigen
Gegenspieler in der neurohumoralen Regulation bei der Herzinsuffizienz dar.

Wegen Stimulation der NO-Abgabe und der damit zusammenhangenden
koronardilatierenden Eigenschaft des Peptids und der angiogenen Wirkung, bietet RIx
moglicherweise auch ein therapeutisches Potential in der Behandlung von
Myokardinfarkten. In Experimenten an isolierten Rattenherzen zeigte sich unter
anderem eine Minderung zerstdorten Gewebes, die Anzahl neutrophiler Granulozyten

sank und es traten weniger Arrhythmien auf (Masini et al., 1996).

25



Tab. 1: Ubersicht iiber die Effekte von Relaxin auf die Organsysteme

Organsystem

Relaxineffekt

Bindegewebe

Induktion der Kollagenase
MMP-Expressiont

Downregulation von TIMP-1 und -2
Aktivitat profibrotischer Zytokine |

Reproduktionsorgane

Umbau des Geburtskanals
Implantation des Embryos

Wachstum und Differenzierung der Mamma und
Mamille

Ruptur fetaler Membranen

Gehirn

Beeinflussung der Oxitocinabgabe
ADH?®

Prolaktint

LH|

Reduktion der Infarktgrésse

Lunge

antiasthmatischer Effekt
Mastzellstabilisation
Antifibrotischer Effekt an Basalmembran

Blut

Thrombozytenfreisetzung und —aggregation|
Differenzierung von T-Zellen
antiinflammatorischer Effekt

Neoplasien

Differenzierung des Mammakarzinoms

Kreislauf und Niere

Vasodilatation in verschiedenen Geweben
Glomerulare Filtrationsrate?

Renaler Plasmaflusst

Antagonist des ET-1

Herz

Positiv inotrop und chronotrop am Vorhofmyokard
kompensatorischer Mediator bei Herzinsuffizienz
ANP?

Koronardilatation
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2. Material und Methoden

21 Studiendesign

In dieser offenen Dosisfindungs- und Vertraglichkeitsstudie wurde die intravendse
Gabe von rhRIx (H2) bei Patienten mit kompensierter kongestiver Herzinsuffizienz
untersucht. Insgesamt wurden 16 Patienten in die Pilotstudie eingeschlossen.

Die Patienten wurden nacheinander eingeschlossen, so dass zu keinem Zeitpunkt
mehr als ein Patient mit der Rix-Infusion behandelt wurde. Drei Gruppen (A, B, C)
wurden nacheinander auf die Kkardiologische Intensivstation der Charité-
Universitatsmedizin Berlin, Campus Mitte, aufgenommen. Die Gruppeneinteilung
erfolgte in der Reihenfolge der Rekrutierung. Gruppe A bestand aus vier Patienten,
Gruppe B und C jeweils aus sechs. Allen Personen wurden ein Rechtsherzkatheter
(Swan-Ganz-Katheter), ein arterieller und ein peripher-vendser Zugang gelegt. Die
Hamodynamik wurde permanent am Monitor aufgezeichnet. Fur die 24-stindige
Dauer der RIx-Infusion und die 24-stindige Nachbeobachtungsphase blieben die
Studienpatienten auf der ITS. Nach neun Tagen kamen sie zur Nachuntersuchung und
Blutentnahme. Nach 30 Tagen folgte eine telefonische Befragung zu Beschwerden
innerhalb des letzten Monats.

Die Studie stellt eine Dosis-Eskalations-Studie dar. Der Ubergang von Gruppe A zu
Gruppe B erfolgte erst nach Auswertung der Sicherheit in Gruppe A. Folglich wurde
dann die Dosis fiir Gruppe B bestimmt. Der Ubergang von Gruppe B in Gruppe C

erfolgte erst nach Festlegung der hochsten sicheren Dosis in Gruppe B.

Gruppe A
In Gruppe A wurden vier Patienten eingeschlossen (drei Manner und eine Frau), die

ein Durchschnittsalter von 7448 Jahren hatten.

Drei der vier Personen litten an einer Herzinsuffizienz ischamischer Genese, eine an
einer Herzinsuffizienz hypertensiver Genese. Die durchschnittliche LVEF lag bei
291+4%. Alle vier Patienten wurden basistherapeutisch mit einem ACE-Hemmer und
einem [B-Blocker, drei mit einem Diuretikum und einer mit einem

Aldosteronantagonisten behandelt.
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Die Patienten dieser Gruppe erhielten die folgenden RIx- Dosierungen:
e Stunde 0—-8 rhRIx 0,42 ug/kg/hr (10 pg/kg/d)
o Stunde 9 -16 rhRIx 1,25 ug/kg/hr (30 pg/kg/d)
o Stunde 17 — 24 rhRix 4,20 pg/kg/hr (100 pg/kg/d)
+ Stunde 25 — 48 rhRIx Uberwachung (keine RIx-Infusion)

Die kumulative Gesamtdosis der Gruppe A betrug 47 ug/kg/d.

Gruppe B
In Gruppe B wurden sechs Patienten (sechs Manner) im Durchschnittsalter von 60+13

Jahren eingeschlossen. Davon litten zwei Personen an einer Herzinsuffizienz
ischamischer Genese, drei an einer durch DCMP hervorgerufenen Herzinsuffizienz
und einer an einer Herzinsuffizienz hypertensiver Genese. Die durchschnittliche LVEF
betrug bei dieser Gruppe 26+3%. Funf Patienten hatten als orale Basismedikation
einen [-Blocker, drei einen ACE-Hemmer, vier ein Diuretikum, zwei einen
Aldosteronantagonisten, einer einen AT-II-Rezeptorblocker und einer einen Ca-Kanal-

Blocker.

Die Patienten der Gruppe B wurden mit den folgenden RIx-Dosierungen behandelt:
o« Stunde 0 -8 rhRIx 10 pg/kg/hr (240 ug/kg/d)
o Stunde 9 — 16 rhRIx 20 pg/kg/hr (480 ug/kg/d)
o Stunde 17 — 24 rhRIx 40 pg/kg/hr (960 pg/kg/d)
+ Stunde 25 — 48 rhRIx Uberwachung (keine RIx-Infusion)

Die kumulative Gesamtdosis der Gruppe B betrug 560 ug/kg/d.

Gruppe C
In die Gruppe C wurden sechs Patienten (sechs Manner) im Durchschnittsalter von

68110 Jahren eingeschlossen. Flinf Personen litten dabei an einer Herzinsuffizienz
ischamischer Genese und einer an einer durch DCMP hervorgerufenen
Herzinsuffizienz. Die mittlere LVEF betrug in dieser Gruppe 24+3%. Funf Patienten
hatten als orale Basismedikation einen 3-Blocker, vier einen ACE-Hemmer, alle sechs

ein Diuretikum, drei einen Aldosteronantagonisten, drei einen AT-lI-Rezeptorblocker
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und zwei einen Ca-Kanal-Blocker.

Die Patienten der Gruppe C wurden mit der folgenden kontinuierlichen RIx-Dosierung
behandelt:

o Stunde 0 — 24 rhRIx 40 pg/kg/hr (960 ug/kg/d)

+ Stunde 25 — 48 rhRIx Uberwachung (keine RIx-Infusion)

Die kumulative Gesamtdosis der Gruppe C betrug 960 pg/kg/d.
Vor, wahrend und nach der Infusion wurden in allen drei Gruppen hamodynamische
Messungen durchgefluhrt.

Als Abbruchkriterium galt ein MAP<60 mmHg oder der Abfall des Cl um mehr als 20%
des Ausgangswertes. Dieser Fall ist bei keinem der Patienten eingetreten.

Abb. 2: Ubersicht iiber die Dosisgruppen

960
480 ->
240
10 30 100 ->
8hr 8hr 8hr 8hr 8hr 8hr
A B C
n=4 n==6 n=6

2.2 Patientenkollektiv

In die klinische Studie wurden Manner und Frauen mit einem Mindestalter von 18
Jahren eingeschlossen, welche an kompensierter kongestiver Herzinsuffizienz litten.

Zur Vermeidung etwaiger Beeinflussungen der RIx-Spiegel wahrend unterschiedlicher
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Phasen des Menstruations-Zyklus der Frau wurden nur postmenopausale Frauen
eingeschlossen, bei denen der Eintritt in die Menopause mindestens sechs Monate

zuruck lag.

221 Einschlusskriterien

Die Patienten mussten alle der nachfolgenden Kriterien erfullen, um in die Studie
eingeschlossen zu werden:
Manner und postmenopausale Frauen. Postmenopausal wurde definiert als
Amenorrhoe, die mindestens seit sechs Monaten besteht.
Herzinsuffizienz Grad NYHA II-ll, der eine ischamische oder hypertensive
kardiale Erkrankung oder eine dilatative Kardiomyopathie (DCMP) zu Grunde
liegt.
LVEF<35%, welche in einer echokardiographischen Untersuchung oder
Kontrast-Ventrikulographie innerhalb der letzten sechs Monate bestimmt wurde.
Etablierte orale Medikation zur Behandlung der Herzinsuffizienz, die
voraussichtlich wahrend der gesamten Studie nicht verandert werden musste.
Bereitschaft und Fahigkeit den Instruktionen und den Ablaufen der Studie zu
folgen.

Die Fahigkeit die Bereitschaftserklarung zu verstehen und zu unterschreiben.

2.2.2 Ausschlusskriterien

Die folgenden Kriterien fuhrten zum Ausschluss aus der Studie:
PCWP<16 mmHg.
CI>2,5 L/min/mZ.
Akutes Koronarsyndrom (innerhalb der letzten vier Wochen), Herzinfarkt oder
Herzoperation (innerhalb der letzten sechs Monate).
Akute Dekompensation der Herzinsuffizienz.
Hypotonie bei SBP von <85 mmHg bei der Basismessung.
Relevante (> Grad Il) Herzklappenerkrankung (aul3er relative Mitralinsuffizienz)
Obstruktive oder restriktive Kardiomyopathie.

Kurzliche Episode von ventrikularer Tachykardie oder Kammerflimmern.
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Kirzlicher ischamischer oder embolischer Hirninfarkt.

Niereninsuffizienz mit einem Plasmakreatinin > 2,0 mg/dL.
Leberschadigung (Transaminasen und/oder totales Bilirubin > 2,5-fach hoher
als obere Normgrenze).

Aktuelle Behandlung mit einem ET-1-Antagonisten.
Elektrokardiographisch nachgewiesene Abnormalitaten: PQ-, QRS-, QT-
Verlangerungen, AV-Block ersten, zweiten oder dritten Grades.
Gebarfahige Frauen.

Schwangerschaft oder Laktation.

Drogen- oder Alkoholmissbrauch.

Unfahigkeit die Studieninstruktionen zu verstehen.

Bekannte Allergie oder Hypersensitivitat auf RIx.

Maligne Neoplasie innerhalb der letzten flnf Jahre.

RIx-Gebrauch innerhalb der letzten 30 Tage.

Diabetische Retinopathie.

Endometriose.

Anderweitige signifikante Auffalligkeiten in kdrperlicher- und/oder

Laboruntersuchung.

2.3 Prozeduren

2.3.1 Voruntersuchung und Aufnahme

Die Voruntersuchungen der Patienten fanden innerhalb von 28 Tagen vor dem Start
der RIx-Infusion statt. Eine schriftliche Einwilligungserklarung musste vorliegen, bevor
mit den Untersuchungen begonnen wurde. Es wurden dann eine vollstandige
Anamnese inklusive Medikamenteneinnahme und eine kodrperliche Untersuchung
inklusive GroRen-, Gewichts-, Blutdruck-, Temperatur- und Atemfrequenzmessung
durchgefuhrt. AuRerdem wurde ein Standard-12-Kanal-EKG in Ruhe, eine Nichtern-
Blutentnahme fur klinische Chemie und Hamatologie und eine Urinanalyse

durchgefuhrt. Die Ein- und Ausschlusskriterien wurden Uberpruft.
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Am Aufnahmetag wurden die Untersuchungen wiederholt und die Ein- und
Ausschlusskriterien  erneut  Uberpruft. Die  Patienten  erhielten  einen
Rechtsherzkatheter (Swan-Ganz), eine peripher-vendse- und eine arterielle
Verweilkanulle. Zusatzlich wurden Laborproben zur Bestimmung des Serum-NT-pro-

BNP entnommen.

2.3.2 Hamodynamische Parameter

Die untersuchten hamodynamischen Parameter waren:

« COundCl

« PCWP

« SBP, DBP, HR
« PAP

« RAP

« SVR

« PVR

Vor dem Start der Infusion (innerhalb von 20 min) wurden bei jedem Patienten drei

Ausgangs-(Basis-)-messungen durchgefuhrt.

In Gruppe A und B erfolgten auRerdem Messungen zu den folgenden Zeitpunkten:
1,4,8,9, 12, 16, 17, 20 und 24 Stunden nach Start der Infusion.

In Gruppe C erfolgten die Messungen neben den drei Basismessungen zu den
Zeitpunkten:
1,2, 3,4,8,12, 16, 20 und 24 Stunden nach dem Start der Infusion.

In der 24-stindigen Nachbeobachtungszeit erfolgten in allen drei Gruppen

hamodynamische Messungen zu den Zeitpunkten:
1, 2, 3, 4, 8 und 24 Stunden nach dem Start der Infusion.
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2.3.3 Neurohormonale Messungen

Die neurohormoralen Messungen beinhalteten die Bestimmung der Serumspiegel von:
* NT-pro-BNP.

Diese erfolgten bei allen drei Gruppen zu den Zeitpunkten:
* Aufnahme
* 8, 16 und 24 Stunden nach dem Start der Infusion.
* 2, 8und 24 Stunden nach Beenden der Infusion.

» Bei Nachuntersuchung am Tag 9.

2.3.4 Sicherheitsmessungen

2.3.4.1 Unerwiinschte Ereignisse

Ein unerwunschtes Ereignis wurde definiert als unerwilnschte, nachteilige oder
pathologische Veranderung des Studienpatienten. Diese wurden durch kdrperliche
Symptome und/oder klinisch signifikante Veranderungen der Laborparameter
(klinische Chemie, Hamatologie, Urinanalyse) identifiziert.

Die unerwtnschten Ereignisse wurden in die vier folgenden Schweregrade eingeteilt:

Grad 1 = Mild
» Fluchtiges nicht behandlungsbedurftiges Symptom.

» Keine Beeintrachtigung des aktuellen Gesundheits- und

Aktivitatszustandes.

* Asymptomatische tolerierbare Veranderungen der Laborparameter.

Grad 2 = Moderat

¢ Klinische Symptome oder Veranderungen der Laborparameter, welche
leicht behandelbar sind, jedoch den aktuellen Gesundheitszustand
beeintrachtigen.
Grad 3 = Schwer
» Klinische Symptome oder Veranderungen der Laborparameter, welche

gewohnte Tatigkeiten unmoglich machen und interventionsbedurftig
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sind.
Grad 4 = Sehr schwer
» Klinische Symptome oder Veranderungen der Laborparameter, welche

Notfallversorgung bedulrfen oder lebensbedrohlich sind.

2.3.4.2 Vitalparameter

Folgende Vitalparameter wurden gemessen:

. BP
- HR
- RR
e T

In Gruppe A und B erfolgten die Messungen neben den Basismessungen zu folgenden

Zeitpunkten:

e Stunde 0-8: 15 min., 30 min., 2, und 8 (vor der ersten Dosiseskalation) Stunden

nach dem Start der Infusion.
e Stunde 9-16: 8,25, 8,5, 10, und 14 Stunden nach dem Start der Infusion.

e Stunde 17-24: 16,25, 16,5, 18, und 22 Stunden nach dem Start der Infusion.

In Gruppe C erfolgten die Messungen neben den Messungen bei Aufnahme zu den
folgenden Zeitpunkten:
 Wahrend der 24-stindigen Infusion um 15 min., 30 min., 2, 6, 10, und 22

Stunden nach dem Start der Infusion.

In allen drei Gruppen erfolgten weitere Messungen der Vitalparameter um 15 min. und

30 min. nach Beenden der Infusion, sowohl am Nachuntersuchungstag 9.

2.3.4.3 Kérperliche Untersuchung

Eine vollstandige koérperliche Untersuchung inklusive GrofRen-, Gewichts-, Blutdruck-,
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Temperatur- und Atemfrequenzmessung wurde in der Voruntersuchung, bei Aufnahme

und am Nachuntersuchungstag 9 durchgefuhrt.

2.3.4.4 EKG

Zu den folgenden Zeitpunkten wurde ein 12-Kanal-Standard-EKG mit den
Extremitatenableitungen nach Einthoven und Goldberger und Brustwandableitungen
nach Wilson geschrieben:

» Bei der Voruntersuchung und bei Aufnahme.

* 4,12 und 24 Stunden nach dem Start der Infusion.

» Bei der Nachuntersuchung am Tag 9.

2.3.4.5 Laboruntersuchungen

Hamatologie: Vollstandiges Differentialblutbild, inklusive Hb, Hamatokrit, Erythrozyten,
Leukozyten und Lymphozyten. Blutprobenentnahmen fur Hamatologie erfolgten zu
folgenden Zeitpunkten:

e Bei der Voruntersuchung und bei Aufnahme.

e 24 Stunden nach dem Start der Infusion.

e 24 Stunden nach Beenden der Infusion.

e Am Nachuntersuchungstag 9.

Klinische Chemie: Natrium, Kalium, Chlorid, Bikarbonat, Phosphat, Kreatinin

Phosphokinase, Triglyceride, Cholesterin, Glukose, Harnstoff, Harnsaure, Bilirubin,
Calcium, Totalprotein, Albumin, ALAT, ASAT und AP. Blutprobenentnahmen fir
klinische Chemie erfolgten zu folgenden Zeitpunkten:

e Bei der Voruntersuchung und bei Aufnahme.

e 8, 16 und 24 Stunden nach dem Start der Infusion.

e 2,8 und 24 Stunden nach Beenden der Infusion.

e Am Nachuntersuchungstag 9.

Urinanalyse: Spezifisches Gewicht, pH, Farbe, Glukose, Bilirubin, Protein,

Erythrozyten und mikroskopische Untersuchung. Urinanalysen erfolgten zu folgenden
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Zeitpunkten:

» Bei der Voruntersuchung und bei Aufnahme.

* Am Nachuntersuchungstag 9.

2.3.4.6 Telefonische Befragung

Am Tag 32 wurde eine telefonische Befragung bezilglich unerwinschter Ereignisse

wahrend des letzten Monats durchgeflhrt.

24 Instrumentation und Blutprobenentnahmen

2.41 Rechtsherzkatheter

Alle 16 Patienten erhielten unter Durchleuchtungskontrolle einen Rechtsherzkatheter
(Swan-Ganz-Katheter), welcher der transvendsen Sondierung der rechten Herzhalfte
und der Pulmonalisstrombahn dient.

Die Anlage erfolgte Uber die transkutane Punktion der Vena jugularis oder Vena
subclavia mittels der Seldinger-Technik. Bei dieser Technik wird ein elastischer
FUhrungsdraht durch eine liegende Kanlle in das Gefald eingefihrt. Nach dem
Entfernen der Kantlle kann Uber die Fuhrungssonde ein rontgen-positiver Katheter
vorgeschoben werden. Durch einen aufblasbaren Ballon an der Spitze des Katheters
wird dieser als Einschwemmkatheter mit dem Blutstrom Uber den rechten Ventrikel in
die Pulmonalarterie getragen. Auf den unterschiedlichen Wegstrecken des rechten
Herzens koénnen nach  Entfernen des  Fuhrungsdrahtes  verschiedene
hamodynamische Parameter bestimmt werden: Der RAP wird auf HOhe des rechten
Vorhofes, der enddiastolische rechtsventrikulare Druck auf Hohe des rechten
Ventrikels gemessen. Durch voribergehende Blockung des Ballons an der
Katheterspitze kann durch Verschluss der Pulmonalarterie distal des Ballons der
PCWP gemessen werden, welcher naherungsweise dem Druck im linken Vorhof
entspricht. Nach Ablassen der Luft aus dem Ballon wird kontinuierlich die
pulmonalarterielle Druckkurve aufgezeichnet.

Das HZV wurde mittels Thermodilutionsmethode erfasst. Dabei wird ein 10ml Bolus
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einer <10°C gekuhlten isotonen Kochsalzlésung rasch Gber den proximalen Schenkel
des Katheters in den rechten Vorhof injiziert. Der Temperaturunterschied wird durch
einen an der Spitze des Ballonkatheters angebrachten Thermistor registriert und
elektronisch verarbeitet. Das aufgezeichnete Integral ist umgekehrt proportional zum
Volumenfluss hinter dem Thermistor. Anhand der Temperatur von Injektionslésung und

Pulmonalarterienblut lasst sich das HZV in Liter pro Minute (I/min) berechnen.

2.4.2 Arterielle Katheterisierung

Der Blutdruck wurde bei allen Patienten kontinuierlich Uber die invasive Methode
durch arterielle Katheterisierung aufgezeichnet. Bei dieser Methode erfolgt die
Punktion der A. radialis mit anschlieRender Anlage eines Katheters, welcher mittels
eines Kathetertipmanometers den SBP, den DPB und den MAP misst. Uber den
arteriellen Katheter wurden aufRerdem nach den im Studienprotokoll vorgegebenen
Zeiten die Blutproben fur die Bestimmung von klinischer Chemie, Hamatologie, RIXx,

Anti-RIx-Antikorper, BNP und zur Blutgasanalyse enthommen.

2.4.3 Periphervenose Verweilkaniile

Uber die periphervendse Verweilkanlle wurde Uber 24 Stunden die RIx-Infusion
appliziert.

2.5 rhRix

Das Studienmedikament wurde in Ampullen (3,5 ml Inhalt) mit einer Konzentration von
4,07 mg/mL gel6st in einer sterilen Acetatpufferlosung bereitgestellt.

Die Herstellung erfolgte mittels rekombinanter DNA-Technologie und wurde von der
Firma Corthera Inc. (San Mateo, California, USA) bereitgestellt. Das rhRIx ist mit dem

H2-RIx identisch. Die Halbwertzeit von rhRix liegt bei Menschen unter 10 Minuten.
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2.6 Statistische Auswertung

Die angegebenen Daten sind als Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM)
prasentiert. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit fur einen Fehler 1. Art von p < 0,05 wird als
signifikant angesehen. Die Ausgangswerte der Teilnehmer wurden mittels Kruskal-
Wallis-ANOVA und dem Test nach Dunn verglichen. Unterschiede innerhalb der
einzelnen Gruppen (Hamodynamik, renale Parameter, NT-pro-BNP) wurden zunachst
mit dem Friedmann-Test (Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on
Ranks) analysiert und anschlie®Bend mit dem Dunnett-Test bearbeitet um den

Vergleich gegen die Ausgangswerte vorzunehmen.
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3. Ergebnisse

3.1 Studienpatienten

3.1.1 Patienten und Protokoll

Insgesamt wurden 16 Patienten in die Studie eingeschlossen. Vier in Gruppe A und

jeweils sechs in die Gruppen B und C. Alle 16 Patienten (100%) erhielten die RIx-

Infusion, und alle 16 Patienten haben die Studie vollendet.

3.1.2 Demographie

Die Studienpopulation bestand fast ausschliel3lich aus Mannern, mit Ausnahme einer

Frau in Gruppe A. Tab. 2 fasst die demografischen und anthropometrischen Daten der

Studienpatienten zusammen.

Tab. 2: Demographie und Anthropometrie

Variable Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(N=4) (N=6) (N=6)
Alter [Jahre] 75271 60,8 + 10,0 69,0 £5,6
Geschlecht, N (%) 3(75,0) 6 (100,0) 6 (100,0)
mannlich
Rasse, N (%) 4 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0)
Kaukasier
Gewicht[kg] 76,3+£16,9 91,1 +£12,1 83,7+ 11,1
GroRe [cm] 167,3+ 12,0 176,8+5,8 171,01+ 3,0
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3.2 Studienprozeduren

3.21 Voruntersuchung und Aufnahme

3.2.1.1 H&modynamik bei Aufnahme

In Tab. 3 sind die Ausgangswerte der

Studienteilnehmer bei Aufnahme zusammengefasst.

hamodynamischen Parameter

der

Gruppe A zeigte dabei insgesamt weiter von der Norm abweichende Werte als die

anderen beiden Gruppen. Die hamodynamischen Parameter der Gruppe B wichen

insgesamt am wenigsten von der Norm ab.

Gruppe B hatte signifikant niedrige Werte des SVR als Gruppe A. Gruppe C hatte

signifikant héhere PVR-Werte als Gruppe B.

Tab. 3: Himodynamische Parameter bei Aufnahme

PVR (dynes*sek/cmb)

Parameter Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(N=4) (N=6) (N=6)
CI (Ymin/m?) 2,140,2 2,310,1 2,110,1
PCWP (mm Hg) 2041 1942 2042
SBP (mm Hg) 12849 10915 1188
HR (Schldge/min) 716 68+2 6615
MPAP (mm Hg) 301 2742 3344
RAP (mm Hg) 812 1242 10£2
SVR (dynes*sek/cmb) 15181134 1010+52* 1254198
194134 128+12 267+69*

*Signifikanz (P<0,05)

3.2.1.2 Komedikation

Alle Patienten wurden vor, wahrend und nach der Studie mit mindestens einem oralen
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Basismedikament zur Therapie der Herzinsuffizienz und anderer Vorerkrankungen
behandelt. Die meist verwendeten Medikamente waren:
Thrombozytenaggregationshemmer (100%), Diuretika (100%) und Medikamente,
welche in das RAAS eingreifen (94%). Einen Uberblick Uber die Medikamente, die

jeweils von Uber 50% der Studienpatienten eingenommen wurden gibt Tab. 4.

Tab. 4: Komedikamente, die von iiber 50 % aller Patienten eingenommen wurden

Klasse/Wirkstoff Anzahl (%) der Patienten
Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(N=4) (N=6) (N=6)
Anti-Thrombose 4 (100) 6 (100) 6 (100)
ASS 4 (100) 2(33) 4 (67)
Heparin 4 (100) 5(83) 6 ( 100)
Phenprocoumon 3(75) 3 (50) 2 (33)
Clopidogrel 2 (50) 2(33) 3(50)
Fraktioniertes Heparin 2 (50) 3 (50) 3 (50)
Beta Blocker 4 (100) 6 (100) 6 (100)
Metoprolol 2 (50) 6 (100) 4 (67)
Diuretika 4 (100) 6 (100) 6 (100)
Torasemid 1(25) 4 (67) 5(83)
Hydrochlorothiazid 2 (50) 2 (33) 3 (50)
Spironolacton 1(25) 3 (50) 3 (50)
Eplerenon 0(0) 3 (50) 0(0)
Wirkstoffe mit Einfluss auf das RAAS 4 (100) 5(83) 6 (100)
Ramipril 4 (100) 4 (67) 3(50)
Antibiotika 4 (100) 5(83) 5(83)
Flucloxacillin 4 (100) 5(83) 4 (67)
Antiarrhythmika 2(50) 4 (67) 3(50)
Digitoxin 1(25) 3(50) 2(33)
Serumlipidsenker 3(75) 2(33) 4(67)
Atorvastatin 2 (50) 2(33) 3 (50)
Antacida 2 (50) 2(33) 4(67)
Esomeprazol 1(25) 2(33) 3 (50)
Mineralien 2(50) 1(17) 2(33)
Kalium 2 (50) 1(17) 2(33)
Hustenléser 3(75) 1(17) 0(0)
Acetylcysteine 3(75) 0(0) 0(0)
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3.2.2 Rix-Infusion

3.2.2.1 Hémodynamik

3.2.2.1.1 Cl

Die Anderungen des CI von der Basismessung sind fir alle Dosisgruppen in Abb. 3
dargestellt.

In den Gruppen A und B wurde der grofte mittlere Anstieg des Cl vom Ausgangswert
wahrend der letzten 8 Stunden der Infusion dokumentiert. In Gruppe A lag dieser bei
0,4 L/min/m2, in Gruppe B bei 0,5 L/min/m2. Gruppe B hat dabei einmal Signifikanz
erreicht, in Gruppe A zeigt sich nur eine Tendenz, welche nicht signifikant ist.

Die Anstiege des mittleren Cl in Gruppe C Uberstiegen solche der Gruppen Aund B zu
jedem Messpunkt. Dabei lag der grofdte mittlere Anstieg bei 0,8 L/min/m2. Dieser

wurde im letzten Drittel der Infusion aufgezeichnet.
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Abb. 3: Herzindex
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Abb. 3: Anderungen des Cl von den Basismessungen wihrend und nach der Rix-Infusion.

*Signifikanz (P<0,05)
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3.2.2.1.2 Pulmonalkapillarer Verschlu3druck (PCWP)

Abb. 4 zeigt die Anderungen des PCWP von der Basismessung aller drei
Dosisgruppen wahrend des Beobachtungszeitraumes.

Gruppe A zeigt ab Dosierungen von 0,42ug/kg/hr Abfalle des PCWP. Diese halten sich
Uber die Dosierung von 4,20ug/kg/hr bis in die Nachbeobachtungszeit. Signifikant
waren diese bei 16, 20 und 26 Stunden nach Start der Infusion.

Gruppe B wich bei keiner Dosierung signifikant von den Werten in der
Ausgangsmessung ab.

Gruppe C zeigte im Vergleich bei konstanter Dosierung von 40ug/kg/hr Abféalle des
PCWP von bis zu 20% zur Basismessung. Signifikant waren diese bei 12 und 20
Stunden nach Beginn der Infusion. Auffallig ist in Gruppe C der tendenzielle Anstieg
des PCWP bis auf einen Mittelwert von 2,5 mmHg uber die Basismessung innerhalb

der 24-stlindigen-Nachbeobachtungsperiode.
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Abb. 4: Pulmonaler Kapillarer Verschlussdruck
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Abb. 4: Anderungen des PCWP von den Basismessungen wihrend und nach der Rix-Infusion.
*Signifikanz (P<0,05)



3.2.2.1.3 SVR

Abb. 5 zeigt die Anderungen des SVR von der Basismessung aller drei Dosisgruppen
wahrend des Beobachtungszeitraumes.

In Gruppe A zeigt sich ein tendenzieller Abfall des SVR, Signifikanz wird jedoch nicht
erreicht.

Gruppe B weist initial einen Abfall des SVR auf. Auf dem zweitem Dosisniveau kann
man aber wieder eine Ruckkehr zu den Basalwerten beobachten. Danach kommt es
wieder zu einem tendenziellen Abfall und in der Nachbeobachtungszeit zur Ruckkehr
zu den Ausgangswerten. Keiner der Abfalle in Gruppe B erreicht Signifikanz.

Gruppe C zeigt konstante Abfalle des SVR schon ab einer Stunde nach dem Start der
Infusion.

signifikant sind diese bei 16, 20 und 24 Stunden. Danach erfolgte langsam die

Ruckkehr zu den Ausgangswerten.
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Abb. 5: Systemischer Yaskularer Widerstand
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Abb. 5: Anderungen des SVR von der Basismessung wihrend und nach der Infusion
*Signifikanz (P<0,05).
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3.2.2.1.4 SBP

Abb. 6 zeigt die Anderungen des SBP von der Basismessung in allen drei
Dosisgruppen wahrend des Beobachtungszeitraumes.

Insgesamt traten keine signifikanten Anderungen auf. Die Tendenz zu einem SBP-
Abfall in Gruppe A ist auf den niedrigen SBP bei einem der vier Patienten

zurickzufiihren.
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Abb. 6: Systolischer Blutdruck
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Abb. 6: Anderungen des SBP von der Basismessung wihrend und nach der Infusion
*Signifikanz (P<0,05).



3.2.2.1.5 HR

Abb. 6 zeigt die Anderung der HR von der Basismessung in allen drei Dosisgruppen

wahrend des Beobachtungszeitraumes.
Es traten keinerlei signifikante Anderungen der HR auf.
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Abb. 7: Herzfrequenz
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Abb. 7: Anderungen der HR von der Basismessung wihrend und nach der Infusion.
*Signifikanz (P<0,05).



3.2.2.1.6 RAP, PVR

Die Abbildungen 8 und 9 zeigen die Anderungen des RAP und des PVR von der

Basismessung aller drei Dosisgruppen wahrend des Beobachtungszeitraumes.

Es konnten keine signifikanten Anderungen des RAP in den drei Gruppen beobachtet
werden (Abb. 8).

Der PVR zeigte in den Gruppen A und B keine signifikanten Anderungen, in Gruppe C

jedoch signifikante Abfalle zu den Zeitpunkten 16, 20 und 24 Stunden nach

Infusionsbeginn.
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Anderung des Rechtsatrialen Druckes (mm Hg)

Abb. 8: Anderungen des RAP von der Basismessung wihrend und nach der Infusion.

*Signifikanz (P<0,05).

Abb. 8: Rechtsatrialer Druck
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Abb. 9: Pulmonalvaskularer Widerstand
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Abb. 9: Anderungen des PVR von der Basismessung wihrend und nach der Infusion.
*Signifikanz (P<0,05).



3.2.2.2 Renale Parameter

Tab. 5 zeigt die Basalwerte der renalen Parameter der drei Gruppen. Obwohl die

Werte in Gruppe C tendenziell eine starkere Einschrankung der Nierenfunktion

anzeigten, erreichte dieser Unterschied keine statistische Signifikanz.

Tab. 5: Basismessung der Renalen Parameter

Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(N=4) (N=6) (N=6)

Kreatinin (mg/dl) 1,0810,13 1,191£0,10 1,46+0,16
Harnstoff (mg/dl) 3917 47+8 7212
eGFR (ml/min) 70112 78110 48+10

Abb. 10 zeigt die Anderungen des Serum-Kreatinins von der Basismessung in den

Dosisgruppen A, B und C wahrend und nach der RIix-Infusion, Abb. 11 die des

Harnstoffs.

In allen drei Gruppen ist wahrend der Infusion ein Abfall des Serum-Kreatinins zu

beobachten, signifikant ist er in den Gruppen A und C. In A bei 16 und 24 Stunden, in

C bei 16 Stunden nach Beginn der Infusion. Gegen Ende der Nachbeobachtungszeit

kommt es in Gruppe C zu einem signifikanten ,Rebound-Effekt®.

Die Werte des Harnstoffs verhalten sich ahnlich wie die des Kreatinins. In allen drei

Gruppen kommt es zu signifikanten Abfallen. In A bei 24 Stunden, in B bei 16, 26 und
32 Stunden, in C bei 26, 32 und 48 Stunden. Ein ,Rebound-Effekt* zeigt sich auch hier

in allen Gruppen, jedoch ohne Signifikanz.
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Abb. 10: Anderungen des Serum-Kreatinins von der Basismessung wihrend und nach der
Infusion. *Signifikanz (P<0,05).

56



Abb. 11: Serum-Harnstoff
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Abb. 11: Anderungen des Serum-Harnstoffs von der Basismessung wihrend und nach der
Infusion. *Signifikanz (P<0,05).
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3.2.2.3 NT-pro-BNP

Abb. 12 zeigt die Anderungen des Plasma-NT-pro-BNP von der Basismessung in allen

drei Dosisgruppen wahrend des Beobachtungszeitraumes.

Die mittleren Serumspiegel lagen in den Voruntersuchungen in Gruppe A bei
3716£2098 pg/ml, in Gruppe B bei 2273+1030 pg/ml und in Gruppe C bei 2636+1222
pg/ml. Sie unterschieden sich nicht signifikant voneinander. In den Gruppen A und B
konnten passend zu den hamodynamischen Veranderungen signifikante Abfalle der
Werte dokumentiert werden. In Gruppe B dagegen zeigten sich in Analogie zum

Verlauf von PCWP und SVR keine signifikanten Veranderungen
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Abb. 12: Anderungen des Serum-NT-pro-BNP von der Basismessung wihrend und nach der

Infusion. *Signifikanz (P<0,05).
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3.2.2.4 Unerwiinschte Ereignisse

In Gruppe A traten wahrend der Infusion keine unerwinschten Ereignisse auf. In

Gruppe B kam es zu einem, in Gruppe C zu zwei unerwunschten Ereignissen. Details
daruber stellt Tab. 6 dar.

In der Nachuntersuchung gab ein Patient in Gruppe A und zwei Patienten in Gruppe B

unerwunschte Ereignisse an. Details dartber stellt Tab. 7 dar.

Alle unerwinschten Ereignisse konnten in die Intensitat ,mild“ eingestuft werden.

Keines davon hat eine kausale Beziehung zu dem Studienmedikament. Bei allen

Patienten waren die Symptome bis zum Ende der Studie rucklaufig.

Tab. 6: Unerwiinschte Ereignisse wahrend der Infusion

Gruppe (Anzahl Einschluss Unerwiinschtes Ereignis Anzahl
der Patienten)
B (6) #10 Insomnie 1
C (6) #14 Hamoptysis 1
#16 Angina pectoris 1
Hypotonie 1
Tab. 7: Unerwiinschte Ereignisse in der Nachboebachtungszeit
Gruppe (Anzahl der| Einschluss Unerwiinschtes Ereignis Anzahl
Patienten)
A(4) #02 Angina pectoris 1
B (6) #09 Kopfschmerzen 1
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4. Diskussion

Nachdem das 1926 von Frederick Hisaw entdeckte Peptidhormon Relaxin lange Zeit
als reines Schwangerschaftshormon galt, wurde seit den 1980er Jahren allmahlich
seine Pleiotropie bekannt. Effekte auf Nierenfunktion, Kollagenstoffwechsel,
Gefaldtonus und die Herzfunktion wurden in einer Vielzahl wissenschaftlicher Arbeiten

publiziert.

4.1 Relaxin- ,,neuer“ Mediator der Herzinsuffizienz

2001 wurde von Dschietzig und Mitarbeitern erstmals bewiesen, dass Myozyten und
myokardiale interstitielle Zellen die Fahigkeit besitzen RIx zu produzieren. In diesem
Zusammenhang untersuchten sie die Rolle des Hormons als ,neuer”
kompensatorischer Mediator in der Pathophysiologie der chronisch kongestiven
Herzinsuffizienz (Dschietzig et al., 2001).

Die chronisch kongestive Herzinsuffizienz ist durch die Aktivierung neurohumoraler
Systeme charakterisiert, einhergehend mit Vasokonstriktion, Natriumretention und
kompensatorischem Anstieg gegen-regulierender Hormone.

In der klinischen Studie an Patienten mit kompensierter und dekompensierter
Herzinsuffizienz korrelierten die Plasmaspiegel und die myokardiale Expression der
beiden RIx-Gene (H1 und H2) bei den Patienten mit dem Schweregrad der
Erkrankung. Nach medikamentdser Behandlung der Patienten mit dekompensierter
Herzinsuffizienz sank mit Verbesserung der hamodynamischen Parameter auch der
RIx-Spiegel (Dschietzig et al., 2001).

Das insuffiziente Herz spielt also eine relevante Rolle bei der Produktion von RIx-
Peptiden. Gesteigerter ventrikularer Fullungsdruck fuhrt zu einem Anstieg der RIx-
Expression durch Myozyten und interstitielle Zellen.

RIx inhibiert die durch Angiotensin-ll oder gesteigerten Perfusionsdruck stimulierte
Sekretion von ET-1 in pulmonalvaskularen Endothelzellen (Dschietzig, 2003). ET-1 ist
durch seine potente Vasokonstriktion malfigeblich an der Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz beteiligt. Es gilt als verlasslicher Pradiktor der fortgeschrittenen
Herzinsuffizienz, da seine Plasmaspiegel mit der Schwere der Herzinsuffizienz
korrelieren (Mc Murray et al., 1992). Zwischen RIx und ET-1 besteht bei

herzinsuffizienten Patienten eine signifikante inverse Korrelation zwischen den
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zirkulierenden Spiegeln (Dschietzig et al., 2001).

Die gewonnenen Erkenntnisse Uber die biologischen Eigenschaften von RIx als
kompensatorischer Mediator der Herzinsuffizienz und als ,funktioneller ET-1-
Antagonist fihrten dazu, die therapeutische Nutzung des Peptids an Patienten mit

chronischer kongestiver Herzinsuffizienz zu prifen.

4.2 Anwendung bei kompensierter Herzinsuffizienz

Die in dieser Arbeit prasentierte Pilotstudie beschreibt die erste klinische Studie mit
Untersuchung der Sicherheit und Toleranz sowie hamodynamischer und
neurohormonaler Veranderungen bei der Anwendung von rhRIx bei Patienten mit

kompensierter Herzinsuffizienz.

Die Studie stellt die erste Anwendung von RIx bei Patienten mit Erkrankungen des
kardiovaskularen Systems dar. Eine bedeutende Langzeitanwendung von rhRIx gab
es bislang nur bei Patienten mit Sklerodermie. Seibold et al. waren die ersten, die RIx
in der klinischen Anwendung bei diesen Patienten priften (Seibold et al., 2000). Dabei
kam es in der Phase-lI-Pilotstudie zu viel versprechenden Ergebnissen, die das
antifibrotische Potential des Hormons untermauern konnten. Die Folgestudie (Phase-
[ll) fhrte dann nicht zu den erhofften Resultaten (Erikson und Unemori, 2000). Es
konnten keine signifikanten Verbesserungen der Symptome der Patienten, die an
diffuser Sklerodermie litten, nachgewiesen werden. Dieses liegt moglicherweise
daran, dass die Krankheit bei der ausgewahlten Patientenpopulation bereits zu weit

fortgeschritten war.

Die vorliegende Arbeit stellt die Ergebnisse der offenen Dosiseskalationsstudie in der
Anwendung von rhRIx bei Patienten mit kompensierter Herzinsuffizienz dar.

Erwartungen wurden bestatigt (proof of principle) und neue Erkenntnisse gewonnen.

4.2.1 Studienziele und Ergebnisse

Die Ziele der Studie waren:
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1. Untersuchung und Bestimmung der Sicherheit und Toleranz von RIx in der
Anwendung bei Patienten mit kompensierter Herzinsuffizienz und Beobachtung
der pharmakodynamischen Effekte.

2. Bestimmung der therapeutischen Dosis zur Anwendung von Relaxin in weiteren
Studien.

Folgendes konnte demonstriert werden:
Die intravendse Gabe von rhRIx fihrte innerhalb eines breiten Dosisbereichs
(10 - 960 pg/kg/d) zu keinen relevanten Nebenwirkungen und wurde exzellent
vertragen.
rhRIx bewirkt positive hamodynamische Effekte bei Patienten mit CHF:
Bestandige Vasodilatation mit resultierendem Anstieg des CI infolge erhdhten
Schlagvolumens sowie mit Senkung des PCWP. Dabei kam es nicht zu einer
Induktion einer signifikanten Hypotension.
rhRIx fuhrte rasch zu einer Verbesserung der Nierenfunktion (Abfall von
Kreatinin und Harnstoff).
Bei Gabe der hoéchsten RIx-Dosis (960 upg/kg/d) kam es zu einem
moglicherweise dosislimitierenden Anstieg der Nierenparameter in der
Nachbeobachtungsperiode. Folglich lage die maximal tolerierte Dosis (MTD)
dann bei 240 — 480 pg/kg/d.

Insgesamt fallt auf, dass sich in Gruppe A und C ahnlich gunstige hamodynamische
Veranderungen als Antwort auf die RIx-Infusion zeigen. Im Vergleich dazu werden in
Gruppe B kaum positive Effekte deutlich. Wahrscheinlich ist dies durch die
Unterschiede in der hamodynamischen Lage vor Studienbeginn zurtickzufihren. Die
Patienten der Gruppe B zeigten sich anhand der Basalwerte als therapeutisch
maximal vasodilatiert, welches an den signifikant niedrigeren Werte des SVR sichtbar
war. Eine weitere, durch rhRIx ausgeloste Dilatation flhrte in dieser Gruppe
offensichtlich zu keinem weiteren Effekt, sondern eher zur Aktivierung

gegenregulatorischer Systeme.
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4.2.1.1 Effekte von RIx auf die hdmodynamischen Parameter

Zusammenfassend kann man das pharmakologische Potential von rhRIx wie folgt

beschreiben:

Steigerung des CO, zurlckzufuhren auf gesteigertes SV, somit gesteigerter Cl. Abfall
des SVR und PCWP. Kein Abfall des MAP und SBP. Deutliche Verbesserung der die
Nierenfunktion beschreibenden Parameter Kreatinin und Harnstoff.

In unseren Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass die intravendse Gabe
von rhRIx trotz signifikanten Abfalls des SVR zu keiner symptomatischen Hypotension
gefuhrt hat. In Gruppe A zeigte nur eine Person einen anhaltenden, aber
asymptomatischen Abfall des SBP (von 120/65 auf 100/50). In Gruppe B und C
wurden keinerlei Abfalle des SBP trotz Steigerung der RIx-Dosis beobachtet.

Wenn RIx ein reiner Vasodilatator ware, wirde man einen Abfall des SBP, welcher
durch ein gesteigertes SV teilkompensiert wird, erwarten. Unsere Ergebnisse werden
durch Untersuchungen an hypertensiven und normotensiven Ratten bekraftigt, in
denen RIx einen Anstieg des Cl und einen Abfall des SVR hervorruft, ohne den MAP
zu beeinflussen (Debrah, 2005). Fir dieses hamodynamische Profil gibt es

verschiedene Hypothesen, die nachfolgend diskutiert werden:

1. RIx hat positiv chronotrope Effekte auf das Vorhofmyokard von Nagern
(Kakouris et al., 1992, Piedras-Renteria 1997b): In der vorliegenden Studie konnte
jedoch keine positive Chronotropie beobachtet werden. Dieses liegt moglicherweise

an der beim Menschen niedrigeren Rezeptorendichte im Vorhof.

2. RIx hat positiv inotrope Effekte auf das Vorhofmyokard von Ratten (Piedras-
Renteria 1997 b):

Vielfach konnte in Untersuchungen mit RIx positive Inotropie am Vorhofmyokard von
Ratten nachgewiesen werden, welches am menschlichen Vorhofmyokard bestatigt
werden konnte. Niemals jedoch konnte positive Inotropie am Ventrikelmyokard
beobachtet werden (Dschietzig et al., 2005b). Die positiv inotropen Effekte von RIx auf
das Vorhofmyokard haben hier mdglicherweise durch eine Verbesserung des

linksventrikularen Fallungsdruckes zur Konstanthaltung des SBP beigetragen. Dies
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kann auf Grund der kleinen Fallzahl von Patienten aber nicht abschlielend
beantwortet werden. Potentiell profitieren nur die Patienten mit intaktem
Sinusrhythmus von atrialer positiver Inotropie. Ein Vergleich zwischen Patienten mit
SR und Patienten mit VHF konnte in dieser Studie ebenso auf Grund der geringen
Anzahl der Teilnehmer nicht durchgeflihrt werden; diese Fragestellung zu klaren bleibt

grolderen Folgestudien Uberlassen.

3. Keine der drei Dosisgruppen A, B, C zeigte einen signifikanten Abfall des RAP,
obwohl insbesondere in Gruppe C ein deutlicher Abfall des PVR zu dokumentieren
war (~30%) und in den Gruppen A und C deutliche Abfalle des PCWP beobachtet
wurden: Dieses lasst darauf schlielRen, dass RIx mdglichen falls den vendsen
Ruckstrom begunstigt und somit den ZVD aufrecht erhalt. Die hamodynamische
Situation in der Schwangerschaft kann hier vergleichend herangezogen werden: auch
hier kommt es zu einem Anstieg des CIl und einem Abfall des SVR ohne Abfall des
SBP. Edouard et al. beschrieben eine Venokonstriktion im Unterschenkelbereich
beginnend im ersten Trimenon der Schwangerschaft (Edouard et al.,1998), zu einem
Zeitpunkt also, an dem die hochsten zirkulierenden RIx-Spiegel gemessen werden.
RIx, lange als Schwangerschaftshormon bekannt, gilt aulRerdem als Schlisselfaktor
fur die renale Anpassung in der Schwangerschaft. Letztlich bleibt die Wirkung von RIx

auf den Tonus der Venenmuskulatur jedoch noch zu klaren.

Dennoch durfen die gewonnenen Ergebnisse bezuglich der fehlenden Hypotension
nicht Uberbetont werden. Aufgrund der sehr kleinen Anzahl der Studienteilnehmer
koénnten die hier erlangten Resultate auch ein zufalliger Befund sein. Mdglicherweise
konnte ein hypotensiver Effekt bei Patienten mit hoherem Blutdruck als jener der hier
in der Studie prasentierten Patienten deutlicher ins Gewicht fallen. Um mehr
Erkenntnisse und Erklarungen Uber diese hamodynamische Konstellation zu erlangen
bedarf es in jedem Falle weiterer kontrollierter hAmodynamischer Studien.

Wiurden unsere Ergebnisse bestatigt werden, hatten die hamodynamischen Effekte
des RIx einen deutlichen Vorteil vor reinen Vasodilatatoren, welche gleichzeitig den

Blutdruck senken.
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4.2.1.2 Effekte von RIx auf die renalen Parameter

Bei fast allen Patienten kam es durch die rhRIx-Infusion zu positiven Auswirkungen auf
die Parameter, welche die Nierenfunktion betreffen (Kreatinin, Harnstoff). Signifikant
wurden diese Auswirkungen in den Gruppen A und C. In Studien an Tieren konnte
bereits gezeigt werden, dass rhRIx die glomerulare Filtration und den glomerularen
Plasmafluss steigert (Danielson et al., 1999). Wahrscheinlich ist dieser Mechanismus
auch in der vorliegenden Studie der Grund fur die deutliche Verbesserung der
Nierenparameter. Bisher wurde in keiner Veroffentlichung ein Rix-induzierter Anstieg
der GFR beim Menschen beschrieben. Smith demonstrierte aber in einer kleinen
offenen Studie an gesunden Personen eine Steigerung des renalen Plasmaflusses
durch RIx (Smith, 2006). In klinischen Sklerodermie-Studien konnte auRerdem eine
Verbesserung der Kreatinin-Clearance demonstriert werden (Seibold, 2000).

Gruppe C zeigte am Nachuntersuchungstag 9 Anstiege des Kreatinins und Harnstoffs
bei einer RIx-Dosis von 960 ug/kg/d. Diese waren jedoch bei allen Patienten
rucklaufig. Die Kreatinin-Anstiege in keinem Fall bei Uber 0,5 mg/dl, der Schwelle fur
die Definition eines akuten Nierenversagens (Sackner-Bernstein, 2005), und bei allen
Patienten kam es ohne Medikationsanderung zur spontanen Restitution der
Nierenwerte. Es traten demzufolge auch keine unerwinschten Ereignisse bezlglich
der Nierenfunktion auf. Eine eindeutige Erklarung fur den Anstieg der Nierenwerte
kann hier leider noch nicht prasentiert werden. Maglicherweise stimuliert eine hohe
Dosis eine Gegenregulation, welche zu reaktiver Reduktion der Nierenperfusion fuhrt,
wodurch es zu einem spaten Anstieg von Kreatinin und Harnstoff kommt. In der Tat
steigen tendenziell auch PCWP und RAP bei der hochsten RIx-Dosis von 960 ug/kg/d
in der Nachbeobachtungszeit Uber die Basiswerte bei Aufnahme hinaus. In anderen
Dosierungen wurden keine solcher Beobachtungen gemacht. In jedem Fall weisen
diese Ergebnisse darauf hin, dass RIx in der Dosierung von 960 ug/kg/d
dosislimitierende Effekte sowohl auf die renale Funktion als auch auf die
hamodynamische Lage der Patienten hat. Daraus ergibt sich in dieser Studie, dass die
MTD in einem Bereich zwischen 240 und 480 ug/kg/d liegt.

Die viel versprechenden und interessanten Ergebnisse bezlglich der Nierenfunktion
legen es nahe in Folgestudien einen Schwerpunkt auf die Prifung dieser Parameter

zu legen.
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4.3 Limitationen

Die Ergebnisse dieser Studie liefern wichtige Informationen Uber die Effekte von
rekombinantem Relaxin in der Anwendung bei Patienten mit kompensierter
Herzinsuffizienz. Trotzdem muss bei der Interpretation dieser Resultate die kleine
Fallzahl der Teilnehmer beachtet werden, welche wohl die grofte Limitation der Studie
darstellt. Die Schwierigkeit stabile Patienten daflir zu gewinnen, sich freiwillig flr zwei
Tage einer hamodynamischen Studie mit aufwendigen Untersuchungen und
Prozeduren (Rechtsherzkatheterisierung, arterielle Katheterisierung, Blutabnahmen
etc.) zu unterziehen, darf dabei nicht au3er Acht gelassen werden.

Des Weiteren limitiert die unterschiedliche hamodynamische Ausgangslage der
Patienten  Schlussfolgerungen uUber dosisabhangige Effekte. Dies erklart
maoglicherweise, warum in manchen Fallen niedrigere RIx-Dosierungen zu groReren
Auswirkungen fuhrten.

Die vorliegende Studie ist offen, nicht randomisiert und wurde nur an einem Ort
durchgefuhrt. Die Studie war nicht plazebokontrolliert, damit wurde die Tatsache der
48-Stunden-Bettruhe und mdglicher daraus resultierender Effekte aufller Acht
gelassen.

Zuletzt ist noch zu erwahnen, dass RIx als ,Schwangerschaftshormon® eventuell
Geschlechterunterschiede im Ansprechen auf die rekombinante Form zeigen kann.
Dieses kann in der vorliegenden Arbeit nicht weiter bewertet werden, da alle
Personen, aufler einer Frau, mannlich waren. Vorangehende Untersuchungen an
Tieren und Menschen ergaben jedoch, dass rhRIx unabhangig vom Geschlecht agiert
(Smith, 2006).

Nichtsdestotrotz sind die vorliegenden Untersuchungen in der Lage die gunstigen
Effekte von rhRIx bei Patienten mit kompensierter Herzinsuffizienz zu bestatigen
(proof of principle). Sie zeigen eine Vasodilatation, welche zu einer verbesserten

hamodynamischen Lage fuhrt.

4.4 Aussichten

Betrachtet man das therapeutische Potential von RIx in Hinsicht auf die
hamodynamischen und die renalen Effekte, bietet das Peptid nicht nur Mdoglichkeiten

in der Behandlung der CHF, sondern auch im Bereich der akuten Herzinsuffizienz
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(AHF). AHF ist definiert als der plotzliche Beginn von Herzinsuffizienzsymptomen wie
Dyspnoe, Mudigkeit und Odemen auf Grund einer kardialen Funktionsstérung. Dabei
kann es das erste Zeichen einer Herzerkrankung sein oder die rapide
Verschlechterung einer bis dahin kompensierten Herzinsuffizienz. Die AHF geht mit
einem Abfall des CO, des CI, einem Anstieg des PCWP, mit Gewebehypoperfusion
und Stauung der Gewebe einher. Haufig kommt es zum kardiogenen Schock und
lebensbedrohlichem Zustand. Altere Patienten mit AHF leiden hadufig zusatzlich an
einer Nierenfunktionsstérung, welche durch die therapeutische Behandlung der AHF
oft verschlechtert wird, dem so genannten Kardiorenalen Syndrom. Die Hypotonie im
kardiogenen Schock oder die therapeutisch induzierte Hypotonie sind
prognoseverschlechternde Parameter bei AHF. Im Gegensatz zur CHF wurden im
therapeutischen Bereich der AHF Uber die letzten 30 Jahre keine signifikanten Erfolge
bezlglich Mortalitdtsreduktion verzeichnet. In unserer Studie konnte kein signifikanter
Abfall des SBP infolge intravenoser Behandlung mit rhRIx dokumentiert werden.
Zudem trat in allen drei Dosisgruppen eine Verbesserung der Nierenfunktion ein. Mit
diesem Potential gilt rhRIx als viel versprechender Kandidat in der Behandlung der
AHF. Die vorliegende Studie hat die Sicherheit und Toleranz einer intravendsen
Kurzzeitgabe von rhRIx an Patienten mit CHF bestatigt und somit den Weg bereitet fur

eine Folgestudie mit Patienten mit AHF und kardiorenalem Syndrom.
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5 Zusammenfassung

Patienten mit chronisch kongestiver Herzinsuffizienz weisen eine vermehrte
Expression des Peptidhormons Relaxin auf. In vielen experimentellen und klinischen
Arbeiten konnte im Vorfeld gezeigt werden, dass Relaxin bei Menschen und Tieren

gunstige Effekte auf die Hdmodynamik, sowie die Nierenfunktion hat.

In der vorliegenden Studie wurden Sicherheit, Vertraglichkeit, Toleranz und
Pharmakodynamik von rekombinantem Relaxin bei Patienten mit stabiler chronischer

Herzinsuffizienz untersucht und neue Erkenntnisse gewonnen.

Sechzehn Patienten wurden in einer offenen Dosisfindungsstudie Uber 24 Stunden
unter kardiopulmonaler Uberwachung mit intravendsem rhRIx behandelt. Die
Studienteilnehmer waren in drei Gruppen eingeteilt. Innerhalb der Gruppen A und B
erfolgte jeweils die stufenweise Eskalation der Dosis. Gruppe C erhielt durchgehend
die maximale Dosis der Gruppe B. Nach 24 Stunden Infusionsdauer erfolgte eine 24-
stindige Nachbeobachtungsperiode, in der weiterhin hamodynamische und
laborchemische Untersuchungen stattfanden. Zusatzlich erfolgten 9 und 30 Tage nach

der RIx-Gabe Nachuntersuchungen.

RIx zeigte keinerlei ernste unerwunschte Wirkungen. Durch die hervorgerufene
Vasodilatation konnten bestandige positive Effekte auf die Hamodynamik der
Patienten erzielt werden: Tendenzieller Anstieg des Herzindex, Abfall des
pulmonalkapillaren Verschlussdruckes und Abfall der NT-pro BNP Spiegel, ohne einen
signifikanten Abfall des Blutdrucks zu induzieren. Die Parameter der Nierenfunktion
(Kreatinin, Harnstoff) verbesserten sich zunachst in allen Gruppen, zum Teil
signifikant, wobei es am Nachuntersuchungstag 9 in den Gruppen B und C zu einem
vorubergehendem ,Reeboundeffekt® mit  Anstieg der Werte, ohne Klinische
Auswirkung kam. Moglicherweise kann dieser Effekt als Dosislimitation gewertet

werden.

RhRIx wurde von den Patienten mit stabiler, chronisch kongestiver Herzinsuffizienz
gut toleriert. Die positiven Effekte auf die hamodynamische Situation der Patienten mit

chronischer Herzinsuffizienz sollten weiterfUhrend in klinischen Studien untersucht
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werden. Zudem sind die Effekte auf die Nierenfunktion viel versprechend und kénnten

auch bei Patienten mit akuter Herzinsuffizienz therapeutisches Potential haben.
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6 Abkilirzungsverzeichnis

A

AC
ACC
ACE
ADH
AHA
AHF
ALAT
ANP
AP
ASAT
AT-I
AV-Block
Big-ET
BNP
BP
BUN
BRD
Ca
cAMP
cGMP
CHF
Cl

CO
DCMP
DBP
EF
EKG
ET-1
FSH
GPCR

Arteria

Adenylatzyklase

American College of Cardiology
Angiotensin Converting Enzyme
Antidiuretisches Hormon

American Heart Association

Acute Heart Failure
Alanin-Amino-Transferase

Atrial Natriuretic Peptide

Alkalische Phosphatase
Aspartat-Amino-Transferase
Angiotensin-II

Atrio-Ventrikularer Block

Big Endothelin

Brain Natriuretic Peptide

Blutdruck (Bloodpressure)
Harnstoff (Blood Urea Nitrogen)
Bundesrepublik Deutschland
Kalzium

zyklisches Adenosinmonophosphat
zyklisches Guanosinmonophosphat
Kongestive Herzinsuffizienz (Congestive Heart Failure)
Herzindex (Cardiac Index)
Herzleistung (Cardiac Output)
Dilatative Kardiomyopathie
diastolischer arterieller Blutdruck (Diastolic Blood Pressure)
Ejektionsfraktion
Elektrokardiogramm

Endothelin-1

Follikelstimulierendes Hormon

G- Protein-gekoppelte Rezeptoren
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GR
H1, H2, H3
Hb

HR
HZV
INSL
ITS
KHK
Lig
L-NMMA
LVEF
LVEDP
LGR
MAP
MMP
mRNA
MTD
Na

NO
NOS
NPN
NT-pro BNP
NYHA
PAP
PCR
PCWP
PDE
PVR
RAAS
RAP
rhRIx
RIx
RR

Glukokortikoidrezeptor

humanes Relaxin-1, -2, -3
Hamoglobin

Herzfrequenz

Herzzeitvolumen

Insulin-like peptides

Intensivstation

Koronare Herzerkrankung
Ligamentum

NG- Monomethyl-L-Arginin
Linksventrikulare Ejektionsfraktion
Linksventrikularer enddiastolischer Druck
leucinreiche G- Protein- gekoppelte Rezeptoren
mittlerer arterieller Blutdruck
Matrix-Metallo-Proteasen

messenger RNA

maximally tolerated dose

Natrium

Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase
Nitroprussid-Natrium

N-terminales pro brain natriuretic peptide
New York Heart Association
Pulmonalarterieller Druck
Polymerase-Kettenreaktion
Pulmonalkapillarer Verschlussdruck
Phosphodiesterase
Pulmonalvaskularer GefalRwiderstand
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
mittlerer rechtsatrialer Druck
Rekombinantes Humanes Relaxin
Relaxin

Atemfrequenz (Respiratory Rate)
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RT
RXFP
SA
SBP
SR
SV
SVR

TIMP
TSH

Reverse Transkriptase

Relaxin family peptide
Standardabweichung

systolischer arterieller Blutdruck
Sinusrhythmus

Schlagvolumen

Vaskularer GefalRwiderstand
Temperatur

Tissue Inhibitor of Metalloprotease

Thyroidea-stimulierendes Hormon
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