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1. Einleitung

1.1 Physiologie der pulmonalen Zirkulation

Die Physiologie der pulmonalen Zirkulation untersdet sich in wesentlichen Punkten von
der anderer Organe. Ein wichtiges Unterscheidungsmad findet sich im Bereich der
Pulmonalarterien. Muskulare Arterien, welche sitldén anatomischen Regulationseinheiten
der Azini befinden, gehen Uber in teilmuskularigebis hin zu nicht-muskularisierten
Arteriolen. Daraus resultierend ergibt sich eirdniger Perfusionswiderstand.
Aus dem niedrigen Perfusionswiderstand resultiaiss es selbst bei einer Steigerung des
Herzzeitvolumens und damit der Lungendurchblutwmgden Faktor 4 noch nicht einmal zu
einer Erhéhung des pulmonalarteriellen Druckes embktor 2 kommt. Dies bedeutet, dass
der Stromungswiderstand mit zunehmender Durchbfuhath weiter reduziert wird.
Um den pulmonalarteriellen Druck bei steigendemzieitvolumen annéhrend konstant zu
halten, werden zum einen in Ruhe nicht perfundi@aéiRareale rekrutiert. Zum anderen ist
eine aktive Dilatation Uber eine endotheliale Frsng von Prostazyklin (P£1und
Stickstoffmonoxid (NO) in diesen Arealen moglichuf3erdem kommt es zu einer
druckpassiven Distension bereits in Ruhe perfuteli&reale.
Die Minder- bzw. fehlende Perfusion bestimmter Ageast unter anderem auf die
autoregulatorische Funktion der Lunge zurtick zudiihSo reagieren die lokalen GefalRe auf
einen alveolaren Sauerstoffpartialdruck von0 mmHg mit einer Vasokonstriktion.
Diese hypoxieinduzierte Vasokonstriktion (Euleridstrand-Mechanismus) stellt einen
weiteren Unterschied im Vergleich zur hypoxieinguzen systemischen Vasodilatation
anderer Organsysteme als Reaktion auf einen eigiiedrSauerstoffpartialdruck dar.
Eine wichtige Grdl3e zur Bestimmung der pulmonaluésien Funktion ist der pulmonale
Perfusionswiderstand (pulmonary vascular resisteRWR). Dieser berechnet sich aus dem
Druckabfall Gber die pulmonale Strombahn. DieseudRabfall wird bestimmt Uber den
pulmonalarteriellen Mitteldruck (PAPm) und den Haltrialen Druck, der ndherungsweise
durch den mittleren pulmonalkapillaren Verschluasdr (PCWPmM) angegeben wird
(transpulmonaler Druckgradient = PAPmM-PCWPm). Gedgid Ohmschen Gesetz stellt das
Herzzeitvolumen (HZV) den Blutfluss Uber diesen ¢kabfall dar, so dass sich in Analogie
zum Ohmschen Gesetz der pulmonale vaskulare Watet $PVR) wie folgt berechnet:

PVR sAlPm-PCWP) / HZV
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Wahrend der Rechtsherzkatheteruntersuchung laskt dgr PCWP (pulmonal kapillare
Verschluss- oder Wedge Druck) bestimmen. Klinisgtdwlamit der Druck angegeben, der
distal eines entfalteten Verschlussballons herrsblat zum Zeitpunkt der Entfaltung kein
Fluss von proximal des Katheters stattfindet undmitladie Bedingung stehender
Wassersaulen vorherrscht, reflektiert der PCWP ierck in den Pulmonalkapillaren und -
venen und damit naherungsweise den linksatrialeaclorbzw. den linksventrikularen
Fullungsdruck. Der Pulmonalarterielle Druck (PARYyibt sich aus der Summe des
linksatrialen Drucks (@) und dem Druckabfall Ap) Uber den in Reihe geschalteten
Gefasswiderstanden der arteriellexpi), kapillaren Ap2) und ventdsenAps) Strecke der

pulmonalen Strombahn wie folgt:

PAP z pAp: + Ap2 + Aps

Da sich der PVR aus dem Druckabfall tber die pukl®istrombahn und dem HZV nach
oben aufgefuhrter Formel ermitteln lasst, ergibhdiir den pulmonalarteriellen Mitteldruck:

MittlerBAP = PVR HZV + PCWP

Der Begriff des vaskularen Widerstandes bedarf iezug auf die pulmonale Zirkulation

jedoch einer Erlauterung. Ublicherweise verhal sie Lungenstrombahn wie ein Poiseuille-
Resistor. Dieses ist jedoch unter physiologischedimjyungen in aufrechter Kérperhaltung
nur in den mittleren und unteren Regionen der Luyggeben, nach dem West-Zonen Modell
entsprechen diese den West-Zonen Il und IV. Beaieristeigenden Perfusion der
LungengefalRe sind es diese Zonen, die druckpassieitert werden (Distension). In der

West-Zone Il herrscht vielmehr das Wasserfall-Rpr(zog. Starling-Resistor): dabei ist ein
Blutfluss dann vorhanden, wenn der intravasale bden transpulmonalen Druck (Gradient
zwischen alveolarem Druck und Pleuradruck) Ubeestetr

In der West-Zone | Ubersteigt der alveoldre Drugkhaden pulmonalarteriellen Druck, so
dass es in dieser Region nicht zu einem Blutfluesnrkt (Kollaps). Diese Zone ist

physiologisch nicht vorhanden und beschreibt eifieih der alveoldren Totraumventilation

(s. Abb 1).
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Abb.1 Darstellung der West-Zonen I-1V beim stebandenschen, Erlauterungen im Text

Der pulmonale Vasotonus wird durch ein Gleichgewicton vasokonstriktiven und
vasodilatativen Mechanismen bestimmt. Dabei iste eivichtige Voraussetzung fur die
lokalen Regulationsmechanismen die enge raumlicheeBung zwischen Endothel - und
glatter Gefaldimuskelzelle. Die vom Endothel prodiere vasoaktiven Substanzen wie das
vasokonstringierende ET-1 und Thromboxan &ber auch vasodilatierende Mediatoren wie
NO und PGJ kbnnen somit auf die benachbarten Muskelzellekemir

Dabei ist die Kalziumkonzentration innerhalb deatgin Gefalimuskelzellen, die wesentlich
Uber das intrazellulare cAMP (zyklisches Adenosinoghosphat) und das cGMP (zyklisches
Guanosinmonophosphat) reguliert wird, als einehtige Stellgrof3e entscheidend. Denn
Kalzium aktiviert die Aktin-Myosin-Interaktion unflihrt somit zu einer Kontraktion der
Zelle. Dabei gelangt das Kalzium durch membransggnlalziumkanéle einerseits und das
endoplasmatische Retikulum andererseits in daspfagma, entweder durch Depolarisation
der Zellwand oder durch Aktivierung dieser Kanalecth intrazellulare Botenstoffe wie z. B.
das Inositolr 4 5 -Triphosphat (IB).

Ein klassischer Mechanismus der Regulation detagidfiuskelzellkontraktion und damit des

gesamten Vasotonus ist die direkte Wirkung memb@adsyer G-Proteine. Aktiviert werden
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diese beispielsweise durch die Vasokonstriktivaomitsoxan A, Uber alphal-Rezeptoren
oder Uber den EiF Rezeptor, aber auch durch die vasodilatierenden Prostaijianéine
aktive Senkung der zytoplasmatischen Kalziumkomatioh gelingt dabei Uber cAMP-
und cGMP- aktiviert Kalziumpumpen. So fordert ziuispiel die cAMP-aktivierte endo-
plasmatische Ca-Transport-ATPase das freie zysidwi Kalzium in das endoplasmatische
Retikulum. Ein typischer Aktivator der intrazelludéd Adenylatzyklase glatter Gefal3-
muskelzellen ist der Arachidonsduremetabolit PG&r seine Wirkung im Wesentlichen tber
die Bindung an den IP-Rezeptor entfaltet, der Uber stimulatorisches G-Protein die
Adenylatzyklase aktiviert. Uber die Aktivierung dédenylatzyklase kommt es zu einer
intrazellular vermehrten Produktion von cAMP unddaieh zu einer Aktivierung der
Proteinkinase A. Erhohte intrazellulare Spiegel d@dViP sind dabei assoziiert mit der
Offnung von kalziumabhangigen Kaliumkanalen. Dérdate Kaliumspiegel seinerseits fiihrt
zur Hyperpolarisation und Blockade der L-Kalziuméien— und somit letztendlich zur
Vasodilatatiorf™

In verschiedenen Modellen der pulmonalen Hypertoiel) konnte bereits der direkte
Einfluss von PGl auf die Entstehung einer solchen PH untersuchdeverZum Beispiel liel3
sich experimentell ein gewisser Schutz vor chrdnisgpoxiebedingter pulmonaler
Hypertonie® durch eine verstarkte Expression von PGfzielen. Zudem konnten
Hoshikawa, Voelkel et al. 2001zeigen, dass Mause mit fehlerhaftem Prostazykdeper
eine schwere PH unter dem Einfluss einer chronisddgpoxie entwickelten. Dabei ist
anzumerken, dass das R@&in Gewebshormon aus der Gruppe der Prostanuild, nur als
potenter Vasodilatator gilt, sondern z. B. auchlalsbitor der Thrombozytenaggregatiin
Ein weiterer second messenger, der dem cAMP venistndst das cGMP, das durch die
partikulare oder l6sliche Guanylatzyklase im Zyagpha der glatten Muskelzellen gebildet
wird. Die Aktivierung der partikularen Guanylatzgke kann z. B. durch NO erfolgen, aber
auch Uber natriuretische Peptide (z. B. das atnateuretische Peptid, ANP oder das brain
natriuretic peptide, BNP). Die beiden second megsecAMP und cGMP hemmen die
Myosinkinase (Hemmung der Kalzium-aktivierten latdron von Aktin-Myosin-Filamenten)
und konnen auflerdem durch eine Hyperpolarisatiorr (dinen Kalzium-abhéngigen
Kaliumkanal eine nachfolgende Relaxation ausldsenBeendet wird die Wirkung der
zyklischen Nukleotide durch deren Degradation dunctiazellulare Phosphodiesterasen
(PDE). Die Familie der PDE besteht aus unterscitieelh Isoenzymen, die je nach Isoenzym

den Abbau von cAMP oder cGMP bewirken. In der Lumgeden vor allem die Isoenzyme



3, 4 und 5 isoliert. Dabei bewirken die PDE 3 unidndWesentlichen den Abbau des cAMP
und die PDE 5 den Metabolismus des cGKP

1.2 Pulmonale Hypertonie

1.2.1 Definition und Klassifikation der PulmonalenHypertonie

Die pulmonale Hypertonie ist international definierals eine Erhdhung des
pulmonalarteriellen Mitteldrucks 25 mmHg in Ruhé’. Sie kann im Rahmen unterschied-
licher Erkrankungen auftreten oder auch als idioigahe bzw. hereditare Form. Dies weist
zwar auf eine heterogene Atiologie der PH hineslings bestehen Gemeinsamkeiten unter
den verschiedenen Entitaten.

In Bezug auf die Hamodynamik lassen sich untersidiclee Schweregrade einteilen:

Die latente pulmonale Hypertoni¢lierbei liegt der Mitteldruck der A. pulmonalis Ruhe

im Normbereich, steigt jedoch unter Belastung aathplogische Werte an. Allerdings
handelt es sich hier zunachst um ein pathophyssidbgs Erklarungsmodell. Da der Anstieg
unter Belastung altersabhéngig und die tatsachliBleeeutung eines uberschiel3enden
Druckanstieges in der Pulmonalarterie noch unidarwurde in der aktuellen Klassifikation
der WHO auf die Definition einer belastungsinduzrrPH verzichtet'.

Bei dermanifesten pulmonalen Hypertoriegt der Mitteldruck der A. pulmonalis in Ruhe
> 25 mmHg. Zusatzlich kommt es bei korperlicher Belag zu einem steileren Anstieg des
PAP.

Die manifeste schwere pulmonale Hypertasitegekennzeichnet durch einen erhéhten Druck
in der A. pulmonalis und ein zusétzlich erniedrigtéerzzeitvolumen.

Die Symptome dieser Erkrankung reichen von geriadiger Dyspnoe und nur geringer
Leistungseinschrankung bis hin zu stark eingeséte@rkorperlichen Leistungsfahigkeit

unter ausgepragter Dyspnoe oder sogar RuhedyspB8gakopen, Angina Pectoris sowie
Zeichen einer Rechtsherzinsuffizienz (Odeme, gésthalsvenen, Leberkapselschmerz etc.)
sind weitere Symptome, die meist im Zusammenhanglem Fortschreiten der Erkrankung
auftreten.

Nach der Klassifikation der WHO, erstellt auf deviEN-Konferenz 1998, modifiziert in
Venedig 2003? und aktualisiert in Dana Poifit wird die Pulmonale Hypertonie in
unterschiedliche Krankheitsbilder und assoziierte&hkungen aufgeteilt.
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Aktualisierte Klassifikation der Pulmonalen Hyperi@ (Dana, 2008)

1. Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH)
1.1 Idiopathische (IPAH)
1.2 erbliche PAH
1.2.1 BMPR2
1.2.2 ALK 1, Endoglin (mit oder ohne HHT)
1.3 Medikamenten-, Drogen- oder Toxin- induziert
1.4 Assoziiert mit
1.4.1 Bindegewebserkankungen
1.4.2 HIV-Infektionen
1.4.3 Portale Hypertension
1.4.4 Angeborene Herzerkrankungen
1.4.5 Schistosomiasis
1.4.6 Chronisch hamolytische Andmie
1.5 Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen
1". Pulmonale veno-okklusive Erkrankung (PVOD) und / oder kapillare Hamangiomatose (PCH)
2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen
2.1 Systolische Herzinsuffizienz
2.2 Diastolische Herzinsuffizienz
2.3 Herzklappenerkrankungen
3. Pulmonale Hypertonie bei chronischen Lungenerkra nkungen und / oder Hypoxie
3.1 Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung
3.2 Interstitielle Lungenerkrankungen
3.3 andere Lungenerkrankungen mit gemischt restriktiver und obstruktiver Ventilationsstérung
3.4 Schlaf-assoziierte Atemstérungen
3.5 Alveolare Hypoventilation
3.6 Chronische Hohenexposition

3.7 Entwicklungsstérungen

4. Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)

5. Multifaktoriell ausgeldste pulmonale Hypertonie

5.1 Hamatologische Erkrankungen: myeloproliferativ, Splenektomie

5.2 Systemerkrankungen: Sarkoidose, pulmonale Langerhans-Histiozytose,
Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose, Vaskulitis

5.3 Stoffwechselerkrankungen: Glykogenspeichererkrankungen, Morbus Gaucher,
Schilddriisenerkrankungen

5.4 Andere: Tumorobstruktion, fibrosierende Mediastinitis, chronische Nierenisuffizienz unter Dialyse




Nach der aktuellen Klassifikation (WHO Meeting iraa Point 2008) unterscheidet man in
Gruppe 1 die idiopathisch sporadische und die hg&@red®?AH, sowie die assoziierten Formen
der PAH. Dabei umfasst die idiopathische PAH dieigpe der Patienten, die vormals als
~primar* bezeichnet wurden. Die assoziierten Fornreten zum Beispiel im Rahmen von
Kollagenosen oder kongenitalen systemisch-pulnen8huntvitien auf. Bei den Kollageno-
sen ist hier vor allem die limitierte Sklerodermi€REST-Syndrom: Calcinosis cultis,
Raynaud-Phanomen, Osophagusmotilitatsstorungeeydsldktylie und Teleangiektasie) zu
nennent®. Hinzu kommen die Assoziationen mit der HIV- kiien, oder aber mit der
Einnahme von Appetitziiglern (i. e. Aminorex undnfigriamin)?®. Diese Medikamente
gehoéren zu der Gruppe an Substanzen, die zuminalsstTeil ihrer Wirkung die
Serotoninwirkung verstarken.

In der zweiten Gruppe der Uberarbeiteten Klasdifka von Dana Point werden die
pulmonalvenésen Formen (Pulmonale Hypertonien lekdherzerkrankungen) zusammen-
gefasst, auf die im Folgenden nicht explizit eiragegen wird. In die dritte Gruppe fallen die
Pulmonalen Hypertonien, die im Rahmen von chromschungenerkrankungen und / oder
einer alveolaren Hypoxie auftreten. Hier ist aufgtuder Haufigkeit der Erkrankung allen
voran die chronisch obstruktive Lungenerkrankungneanen. In dieser Gruppe scheint ein
wesentlicher pathophysiologischer Teilaspekt diemwrische alveoldre Hypoxie zu sein, die
dann im Rahmen einer chronischen hypoxischen Vamstiktion zu einer Erh6hung des
pulmonalen Druckes fuhrt. Allerdings muss man daaosgehen, dass in dieser Gruppe zwar
zur PH préadisponierende Krankheiten zusammengefagstden, die entscheidende
Gemeinsamkeiten haben; jedoch ist, gerade vor demtengrund dass die patho-
physiologischen Zusammenhange bei den interséitiellungenerkrankungen sehr komplex
sind, auch offensichtlich, dass die Hypoxie nur €ailaspekt der zur Pathogenese der PH
beitragenden Konstellation it Hinzu kommen Erkrankungen wie pulmonale Entwickl-
ungsstorungen, das Schlafapnoesyndrom sowie lagdemthalt in Gebieten mit niedrigem
Sauerstoffpartialdruck (z. B. in grol3er HOhe).

Eine weitere Gruppe (Gruppe IV) bilden die PulmenalHypertonien aufgrund von
chronischen Verlaufen thromboembolischer Ereignigse. chronisch thromboembolische
pulmonale Hypertonie, CTEPH). Die Diagnosestellenter solchen CTEPH ist wichtig, da
die operative Endarteriektomie von thrombotischematévial einen sehr effektiven

Therapieansatz darstellen kann.



In der Gruppe (V) werden spezielle Erkrankungeragusengefasst wie beispielsweise die
Sarkoidose oder Pulmonale Hypertonien durch vonem@uBbstruierende Massen, zum
Beispiel Lymphknoten oder Tumoren.

1.2.2 Pathophysiologie der Pulmonalen Hypertonie

Bei der pulmonalen Hypertonie kommt es definiti@ms@l} (siehe oben) zu einem Anstieg
des Druckes in der Lungenstrombahn.

In Abhangigkeit vom pulmonalkapillaren Verschlusstk (PCWP; Definition siehe oben),
unterscheidet man die pré- und die postkapill&vent Liegt der PCWP im Normbereich
(< 15 mmHg), entsteht die Druckerhdhung im Weseiméin vor bzw. auf der Ebene der
Lungenkapillaren. Nach der Dana-Klassifikation gemdhierzu die Gruppen | sowie lll bis
V. Davon ist die postkapillare pulmonale Hypertonieunterscheiden (PCW#P15 mmHg),
bei der es meist Uber eine Druckerh6éhung im linkemizen zu einer ,weitergeleiteten”
Druckerhdéhung im pulmonalen Gefal3bett kommt. Dieen man dem zur Folge auch als
pulmonalventse pulmonale Hypertonie bezeichnenit&am sind Erkrankungen, die im
Wesentlichen die Lungenkapillaren betreffen (Gruppenach der Uberarbeiteten
Klassifikation von Dana Point, z. B. die kapilldl@mangiomatose).

Unabhangig jedoch von dieser Einteilung liegen darntstehung der PH ahnliche
Pathomechanismen zu Grunde. Dabei sind die grdB&neinsamkeiten in der Gruppe der
PAH zu finden. Aber auch in allen anderen Gruppeielen die Pathomechanismen
pulmonale VasokonstriktipnJmbauvorgange in der pulmonalen StrombaRenfodeliny

und dieln-Situ-Thromboseine signifikante Rolle.

1.2.2.1 Die pulmonale Vasokonstriktion:

Wird das oben beschriebene Gleichgewicht zwischasokonstriktoren und Vasodilatatoren
gestort und liegt dann ein Ungleichgewicht zwischdediatoren, die eine pulmonale
Vasodilatation bewirken kénnen und solchen, diepalsnonale Vasokonstriktoren gelten,
vor, kommt es zu einer anhaltenden aktiven und dgéizlich antagonisierbaren Vasokon-
striktion. Wesentliche Vasokonstriktoren sind hmaben anderen das Endothelin-1 (ET-1),
Thromboxan A, der plattchenaktivierende Faktor (PAF) Thromhbmad $erotonin. Pulmonale
Vasodilatatoren, die entsprechend vermindert gebwderden sind z. B. Stickstoffmonoxid

(NO) und Prostazyklin (P@L So konnte in Untersuchungen an Patienten mibrabcher
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pulmonaler Hypertonie ein Ungleichgewicht zwiscleghdhter Expression von ET*1und
der reduzierten Expression der endothelialen NQ#&we dargestellt werdéh Dabei gilt
das ET-1 als einer der starksten bekannten pulrannghsokonstriktoren und wird aufgrund
der Bedeutung fur die vorliegende Arbeit noch inigéaden besprochen. Aul3erdem konnte
ein solches Ungleichgewicht auch fur das Tx#hd das PGlbei Patienten mit chronischer
pulmonaler Hypertonie nachgewiesen wertferHinzu kommt die Beobachtung, dass die
Konzentration der Prostazyklinsynthase bei der pdibischen PAH, bei der portalen
pulmonalen Hypertonie sowie bei der HIV-AssoziiarieH erniedrigt ist’.

Die Wirkung der genannten Mediatoren beschrankt sicht nur auf die Vermittlung einer
pulmonalen Vasokonstriktion. Zum Beispiel sind fdias Eicosanoid TxA weitere
Eigenschaften bekannt, die in der PathophysioldgrePH eine Rolle spielen: es konnte eine
Forderung der Thrombozytenaggregation und eine kimtu der Proliferation glatter
Muskelzellen gezeigt werden. Dariiber hinaus kon#tatugampola und Mitarbeitét eine
erhohte Dichte an Thromboxanrezeptoren innerhadlrelehten Ventrikels feststellen. Dies ist
allerdings zunéchst rein deskriptiv zu bewertendeéaStellenwert dieser Beobachtung nicht
ganz Klar ist. Es kdnnte sich um einen Adapatatmthanismus des rechten Ventrikels auf
die vermehrte Arbeitsbelastung handeln.

Die beschriebenen Substanzen mit einem priméar Masedenden Profil und dariber hinaus
antiproliferativer Wirkung umfassen unter andereas O und das P&NO ist erstmals als
Endothelium-Derived Relaxing Factor (EDRF) besdteie worderf> und gilt auch als
pulmonales Vasorelaxahd Experimentell inhibiert der Einsatz von NO diephyie-
bedingte Vasokonstriktioff und inhibiert die Proliferation der glatten Mustedlen sowie
die Thrombozytenaggregatién PG}, ein Gewebshormon aus der Gruppe der Prostanoide,
gilt ebenfalls als potenter Vasodilatator und liteibder Thrombozytenaggregatién
Experimentell lie3 sich ein gewisser Schutz vorooisch-hypoxiebedingter pulmonaler
Hypertonie* durch eine verstarkte Expression von Prostazyétirielen. Hingegen konnte
die Arbeitsgruppe um Hoshikawa, Voelkel et al. 20@eigen, dass Mause mit fehlerhaftem
Prostazyklinrezeptor eine schwere pulmonale Hyp@&tounter dem Einfluss einer
chronischen Hypoxie entwickeltéh Diese Ergebnisse beruhen nicht nur auf den
beschriebenen vasoaktiven Effekten der Prostazykiim Sinne einer Relaxation der glatten
Muskelzelle in Gefal3en, des Weiteren konnten antim#otische Effekte sowohl in glatten

Muskelzellen als auch in Fibroblasten nachgewiesenen’’?2



1.2.2.2 Umbauprozesse in der pulmonalen Stromkdabmodeling):

Dieser Vorgang betrifft alle Wandschichten des mralen Gefal3systems. So werden die
zentralen Gefalle durch die periphere Druckerhthgedehnt, wahrend das Lumen der
kleineren Gefal3e durch Umbauvorgange abnimmt.

Im Gesunden besitzen die pulmonalarteriellen GetéiBezu einer Weite von ca. 80 um
Lumen eine kontinuierliche Media. Distal davon sidte Gefal3e nur noch teilweise
muskularisiert.

Beim ,positiven” Remodeling erfolgt nun eine ,devad- Muskularisation: die kleineren
pulmonalarteriellen Gefal3e weisen bis zu einer &ndgh 15 um eine Muscularis auf, da die
glatten Muskelzellen longitudinal nach distal aushser?®. AuBerdem kommt es zu einer
Proliferation (i. S. einer Hypertrophie) und Dysktion der vorhandenen glatten Muskel-
zellen und der Endothelzellen und dartber hinandeti eine Fibrosierung der Intima statt.
Diese ist charakterisiert durch die Proliferatimnwyofibroblasten. Diese Myofibroblasten
kobnnen dabei sowohl von ortsstandigen intermedia#gilen, von eingewanderten
glattmuskuléaren Zellen als auch von eingewandeRimoblasten abstammen. Zusétzlich
nimmt auch die Adventitia an den Umbauvorgangehn titer anderem kommt es zu einer
Vermehrung extrazellularer Matrix unter Aktivierungterschiedlicher Mediatoren (z. B.
Metalloproteinasen). Histologisch erscheint das IMol des Remodelingprozesses als
zwiebelschalenartig konzentrisch verengtes Pulngafi@all oder als sogenannte plexiforme
Lasion®®®2 Auf den ersten Blick hat es bei diesen den Arischals entstiinden
,umgehungsgefalle“ um die nahezu obliterierten vaodieaen Gefalle. Dabei handelt es sich
um multiple gewundene Kanale, welche sich in dexinkin, relativ diinnwandigen Asten der
Pulmonalarterien endoluminal ausbilden und histieldg an Glomeruli der Niere erinnern.
Diese Kandle bestehen im Wesentlichen aus rasclifepgrenden Endothelzellefi™*
Wachstumsfaktoren, die an diesen Umbauprozessesiligietsind (ohne dass sie einen
signifikanten Einfluss auf die pulmonale Hamodynantesitzen), aber durch ihre
Madoglichkeit zur Stimulation zum Umbau des Gefal3siyst eine wichtige Rolle einnehmen,
sind unter anderem der PDGF (platelet derived drdadtor), welcher als potenter Stimulator
z. B. fir die Proliferation der glatten Muskelzellgilt *°>. Experimentell fiihrt die Blockade
des PDGF-Rezeptors zu einer Umkehr der chronisEhmeliferationsvorgange und damit zu
einer Besserung einer chronischen pulmonalen Hypieri®. Ein weiterer Wachstumsfaktor
ist der VEGF (vascular endothelial growth facta®@r von den Endothelzellen bei der PH
selbst gebildet wird. Der Wirkungsort von VEGF estenfalls die Endothelzelle. Die VEGF-

Expression ist bei der pulmonalen Hypertonie erfdhdb die erhdhte Expression nun ein
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wider die fehlgeleitete und ungehemmte Proliferatiogerichtete regulatorische
Gegenmalinahme ist, oder ein Indikator dieser Bratibnsvorgange, ist allerdings unklar.
Physiologisch fiihrt das VEGF zu einem verlangertgberleben der Endothelzelle
(verminderte Apoptosé). Die chronische Hypoxie filhrt zu einem Anstieg A&EGF-
Expression innerhalb des Lungengewebes. EntsprécginVEGF als Modulator fur das
durch chronische Hypoxie ausgeloste vaskulare Relimyf® und entsprache so einem
negativen Faktor in Bezug auf die PH. Im Gegendatu steht eine Beobachtung im Modell
der Monocrotalin-induzierten PH, in welchem die Eegsion von VEGF insgesamt sifikt
Hinzu kommen die Beobachtungen, dass eine Uberssiprevon VEGF zum einen gegen
Hypoxie schiitzf und zum anderen die Entwicklung der Monocrotalideizierten PH

abschwacht’,

1.2.2.3 In-situ-Thrombosen:

Bei der Obduktion von Patienten mit ausgepragterfiréiet man regelmafig in den kleinen
Asten der Pulmonalarterien Thrombusmatetialun ist bei Thrombosen in GefaRen mit
einem Durchmesser unter 200 um in aller Regel wvesitu-Thrombosen und nicht von
thrombembolischen Ereignissen auszugehen. Dabdileusgrn diese Thrombosen den
GefalRquerschnitt, erhdhen den Widerstand der LugejéRe und koénnen zusatzlich
Umbauvorgénge aktivieren, welche wieder zu Lastes Idumens gehéli. Inwieweit hier
das Ungleichgewicht der o.g. Arachidonsauremeii#batine kausale oder zumindest
unterstitzende Funktion hat, ist nicht untersuElgr pathophysiologische Zusammenhang
eines zum Einen thrombozytenaggregationsfordermdérus und zum Anderen der hohe
TxA,; — Gehalt am Fluss behinderter Thrombozyten, deritdsowohl Vasokonstriktion und

Proliferation der Gefal3e unterstitzt, ist allerdingheliegend.

Das Resultat dieser drei Mechanismen Vasokonsinktymbauvorgange und Thrombosis in
situ ist eine Minderung des Querschnittes des valbiaen Gefal3bettes und konsekutiv (bei
konstantem Fluss) eine pulmonale Druck- und Widedterhdéhung.

In Folge des PAP Anstieges entsteht eine Belasti&sgrechten Herzens und es kommt zu
einer rechtsventrikuldaren Dysfunktion, sowohl mihex Hypertrophie als auch mit einer

Dilatation des rechten Ventrikels. Einerseits kagieser zwar zur Kompensation der
vermehrten Nachlast hypertrophieren, anderersiieser Adaptionsmechanismus nicht bei
allen Patienten vorhanden und es kommt bereitszéiti zur Dilatation des rechten

Ventrikels. Dartber hinaus kommt es bei den anges@nen (De)kompensations-
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mechanismen zu einer funktionellen Beeintrachtigdeg linken Ventrikels, z. B. kann es
durch Verdrangung zu einer verminderten Fullung lddsen Ventrikels kommen. Zudem

bestehen auch vor dieser Endstrecke interventrikuléateraktionen, die gegenwartig
allerdings nicht ausreichend geklart erscheftfermd hier nicht weiter besprochen werden
sollen. Die gemeinsame Endstrecke der rechtsvefdrdn Dysfunktion ist jedoch eine

Abnahme des HZV, welche letztendlich im Rechtsherzagen mundet.

1.2.3 Endothelin

Das Endothelin ist ein aus 21 Aminosduren bestedsemEeptid, das erstmalig 1988 von
Yanagisava et af* beschrieben wurde und zunachst aus Endothelzeitiem Schweineaorta
isoliert wurde. Schnell wurde erkannt, dass es sitheinen sehr potenten Vasokonstriktor
handelt, welcher gleichzeitig mitogene Eigenscimaftesitzt. Derzeit sind mindestens vier
Strukturisomere des Endothelins bekannt, Endotiiel{&T-1), Endothelin-2, Endothelin-3
und Endothelin-4. Die Isoformen Endothelin 2 bisrterscheiden sich von der Struktur her
vom ET-1 ausschlieRlich in zwei bzw. fiinf Aminosénit**®. Das Hauptaugenmerk gebiihrt,
zumindest bei der pathophysiolgischen Betrachtueig RH, jedoch dem ET-1, da es die
hochste vasoaktive Potenz besitzt und am intemsivarforscht ist. Produziert wird
Endothelin hauptsachlich von den Endothelzelleshpg¢l wird es in kleinen Mengen auch von
Leukozyten, Makrophagen, glatten Muskelzellen uaddiomyozyten gebildet.

Die Synthese des Endothelins verlauft in mehrerm@miten, die nun am Beispiel des ET-1
kurz dargestellt werden. Zuerst erfolgt die Tramglon des Prapro-ET-1-Gens. Dieser
Vorgang wird durch unterschiedliche Stimuli wie téype*’, Ischamie oder Scherkréfte im
Bereich des GefaRsystems forcf&®. Hingegen wird dessen Transkription durch NO, PGl
und ANP inhibiert. Die Translation der mRNA ergdats 212 Aminosauren lange Prapro-ET-
1. Eine basenspezifische Endopeptidase spaltet dasn Prapro-ET-1 zu einem aus 38
Aminosauren bestehenden Big-ET21 Das Big-ET-1 wird nun durch das endothelin
converting enzyme (ECE) gespalten und es entstelst liologisch aktive ET-Y.
Interessanterweise ist eine intrazellulare Spefomardes ET-1 nicht bekannt, so dass durch
die oben aufgefiihrten Stimuli die Synthese und &&kr innerhalb kurzer Zeit erfolgen
muss.

Durch exogene Zufuhr von radioaktiv markiertem EiiRatten konnte eine Halbwertszeit

von nur wenigen Minuten nachgewiesen werdefEin Grund fiir die geringe Halbwertszeit
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des ET-1 konnte in der hohen Clearancefunktion mldmonalen Strombahn liegen, da
ca. 50% des zirkulierenden Endothelins in der Lungdiminiert werden®. Alle vier
Isoformen des Endothelin binden an zwei untersdicieel G-Protein-gekoppelte Rezeptoren,
zum einen den Endothelinrezeptor A @T und zum anderen den Endothelin-
rezeptor B (EE). Im kardiovaskularen System ist der &=Rezeptor in den Kardiomyozyten
und vor allem an der Oberflache glatter Muskelrefla finden. Der EJ- Rezeptor dagegen
ist sowohl auf glatten Muskelzellen als auch auf &mdothelzellen zu finden. Somit ist im
pulmonalen Gefal3system sowohl der pnERezeptor als auch der ETRezeptor vertreten,
wobei der ER- Rezeptor im Bereich groRerer Gefalze ein leichliesrgewicht besitzt. Im
Bereich kleinerer GefaRe scheint dagegen deg- ERezeptor zu (iberwiegeéh Die
Funktionsweise dieser beiden Rezeptoren ist aulkersplex und spiegelt mitunter eine
antagonistische Wirkung an unterschiedlichen Zgdoen wieder.

Durch eine unselektive Stimulation beider Rezept@naf der glatten Muskelzelle erfolgt eine
G-Protein-vermittelte Kaskade mit dem Endeffekt Wasokonstriktior?®. Gleichzeitig wird
Uber Stimulation der Proteinkinase C die prolifeat Komponente des Endothelins
aktiviert>. Zusatzlich stimuliert das Endothelin die Prodoktivon Zytokinen und
Wachstumsfaktorerf und unterstiitzt die Thrombozytenaggregation.

Im Gegensatz dazu steht die Stimulation deg REzeptors im Bereich der Endothelzelle.
Diese filhrt zur Freisetzung von NO und PGI. Hinzu kommt die Inhibition der ECE-
Expression. Aul3erdem ist der g£FRezeptor hauptverantwortlich fir die Clearance vo

zirkulierendem ET-%8 und stimuliert zusatzlich die Produktion von Altren®®.

Aufgrund seiner funktionellen, umfangreichen Eig#aften und dem starken Bezug zur
Lunge liegt der Zusammenhang mit Lungenerkrankungah. Die Eigenschaften des
Endothelins als einer der starksten pulmonalen kéassiriktoren und Wachstumsmediatoren
und die entsprechenden experimentellen Daten lasisbnbeispielsweise zwanglos in das
pathophysiologische Verstandnis zur Genese derifbheen. So wurde festgestellt, dass der
Plasmaendothelinspiegel bei verschiedenen FormreRHerhoht ist. Dies gilt sowohl fur die
iPAH %2 die Hypoxie assoziierte PH bei chronischen Luegemnkungefi®, die PH im
Rahmen angeborener HerzfeHier und die PH im Rahmen von Kollagenosen bzw. bei
pulmonaler Thromboembolie und kongestiver Kardiopatbie®®. Bei der PAH ist zudem
beobachtet worden, dass neben der vermehrten Ededl#ion gleichzeitig eine verminderte

Clearance vorliedt,
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1.3 Etablierte Therapieoptionen und Therapiestrateggen der pulmonalen

Hypertonie

Bei den hier genannten Therapieoptionen gewinnt Bigriff der pulmonalen arteriellen
Hypertonie (PAH) eine besondere Bedeutung. Diesefasst die Gruppe | nach der
Uberarbeiteten Dana Point Klassifikation und sdiligpulmonale Hypertonieformen aus,
welche z.B. im Rahmen von Linksherzerkankungenr odengenerkrankungen bzw.
hypoxischen Zustanden oder auf dem Boden von Lwergbolien entstanden sind.

Fur die Gruppen Il und Il nach der Dana Point Klakation steht bisher die Behandlung der
Grunderkrankung im Vordergrund. Dies reicht von dgperativen Sanierung eines
Klappenvitiums bis hin zur optimierten medikameetd®3 herapie einer Linksherzinsuffizienz
oder einer chronischen hypoxischen Lungenerkrankuibginer Sauerstofflangzeittherapie.
Allerdings gibt es auch fur diese Gruppen Therapsétze, die gegenwartig auf eine
,2aberschiel3ende (out of proportion)” PH abzielen.

Diesem Konzept liegt die Hypothese zugrunde, dasguen Beispiel bei fortgeschrittener
COPD zu einer leichten pulmonalen Druckerh6hung rkbndie aber nicht therapierelevant
ist. Bei einem Teil der Patienten ist aber einetwg&irkere Druckerh6hung festzustellen,
selbst bei nur milder COPD, so dass hier die pulteilypertonie eine fihrende Rolle im
Krankheitsverlauf einnimmt und damit auch theragl@mrant wird. Die Uberpriifung dieses
Ansatzes ist Gegenstand aktuell laufender Studigeiche Konzepte werden auch fir
Erkrankungen der Gruppe V verfolgt.

Eine besondere Gruppe ist die der chronisch thrembolischen PH (CTEPH).
Klassischerweise entwickelt sich hier die PH aufmd8&oden rezidivierender Lungen-
embolien. Allerdings kann sich auch aus einer elig@a Lungenembolie eine persistierende
Lungenhochdruckerkrankung entwickeln. Eine pulmenahdarteriektomie (PEA), bei der
organisiertes Thrombusmaterial der proximalen Luagerien bis zu Subsegmentebene
entfernt wird, stellt hierbei einen potentiell ktivan Therapieansatz dar.

Im Folgenden werden die spezifischen Therapieaasater pulmonalen arteriellen

Hypertonie (PAH) dargestellt.

1.3.1 Allgemeine MalRnahmen bei pulmonaler Hypertomi

Bei diesen Maflinahmen ist es von entscheidenderuBetg dass Patienten ausfuhrlich tUber

ihre Erkrankung und die Zusammenhange sowie Uber Auswirkung auf die
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Leistungsfahigkeit und Luftnot aufgeklart werderei Bllen Formen der PH sind Gbermalige
korperliche Belastungen zu vermeiden, die zu emeygepragten Luftnot oder drohendem
Bewusstseinsverlust fuhren koénnen. Ein bilanziertéiiissigkeitshaushalt soll eine
Uberwasserung vermeiden. Bei drohender oder mamifdsberwasserung, die ber tgl.
Wiegen festgestellt werden kann, ist eine diurbstherapie indiziert.

Eine Antikoagulation wird bei der PAH gemaR der uaken Leitlinien®® allgemein
empfohlen. Dieses grundet sich zum einen auf depm @usammenhang mit der in situ
Thrombose und zum anderen auf die positiven (wewch aetrospektiven) Studienergebnisse
unter Antikoagulation der Patienten mit idiopathiscPAH2 Gemeinhin wird ein INR Wert
von 1.5-2.5 empfohlen, solange in der Anamnese ekeifhrombosen oder gar
Lungenembolien vorliegen. In einem solchen Fall ds&¢ Antikoagulation entsprechend

anzugleichen.

1.3.2 Kalziumantagonisten

Eine dauerhafte Therapie mit hoch dosierten Kalaitagonisten kommt nur fur eine kleine
Gruppe (<10%) von Patienten mit iPAH in Frage. Nuenn sich in einem akuten
Vasodilatationstest mittels Rechtsherzkatheter amsgesprochen gutes (und genau
definiertes) Ansprechen dokumentieren lasst, kann ine e dauerhafte
Kalziumantagonistentherapie initiiert und der Tipgzarfolg nach 3 Monaten evaluiert

werden®®.

1.3.3 Prostanoide

Der klassische Vertreter der therapeutisch eingeseProstanoide ist das BGlas die o. g.

vasodilatierenden und antiproliferativen Effekteefidie Aktivierung der Adenylatzyklase in
glatten Muskelzellen induziert. Diese fuhrt zurdBihg von zyklischem AMP, welches die
Vasodilatation einleitet und ein Wachstum der glattMuskelzellen inhibiert. Auf3erdem

wirkt es einer Thrombozytenaggregation entgegéh.

Systemische Verabreichung der Prostanoide:
Epoprostenol, ein synthetisches Analogon des nelténn PG4, ist als Dauerinfusion zur
Behandlung der schweren pulmonalen Hypertonie mUW8A und Kanada zur Therapie der

PAH im NYHA-Stadium Il und IV zugelassen. Allerdjs ist die Therapie sehr teuer,
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kompliziert in der Handhabung und kann fir den dtaéin aufgrund von Nebenwirkungen
wie Ubelkeit und Erbrechen, Kieferschmerzen, Kopifserzen oder Diarrhoe unangenehm
sein®® Ein wesentlicher Nachteil der systemisch veraten Prostanoide liegt in der
komplexen Handhabung und der schwierigen DosiedemgSubstanzen. Zur Applikation des
Epoprostenol ist beispielsweise ein dauerhaft edsbhder zentraler Venenkatheter (z. B.
Demars-Katheter oder PORT-System) erforderlich. liEmodynamischen Effizienz ist dem
Einsatz von Katecholaminen durchaus vergleichbaduich ist leicht verstandlich, warum in
einer ohnehin angespannten hamodynamischen Situai® der fortgeschrittenen PH auch
eine kurzzeitige Unterbrechung einer solchen loiudiebensbedrohlich sein kann. Hinzu
kommt die Gefahr bedrohlicher Infektionen des Kedhsystems. Gewisse Vorteile gegentber
der Epoprostenol-Therapie hat der systemische &indes stabileren Analogons lloprost.
Diese Stabilitat umfasst zum einen die Lagerungderd Einsatz der Substanz, aber auch die
deutlich langere Halbwertzeit in vivd. Allerdings besteht fiir den systemischen Einsatz v

lloprost bisher keine Zulassung.

Subkutan angewandtes Treprostinil:

Aufgrund der teilweise schwerwiegenden Nebenwirlemgler systemisch via Infusion
verabreichten Prostanoide wurde das stabile Analogireprostinil subcutan als
Dauerinfusion angewandt. Dosisabhangig zeigte isiatieser Studie zwar eine verbesserte
Leistungsfahigkeit, gemessen an der 6-Minuten-Getist. Allerdings fuhrte die Infusion
haufig zu schmerzhaften lokalen Reaktionen (85%ig dazu fuhrten, dass die
Maximaldosierung nur in ~ 25% der Patienten ertewarde und das es bei 8% zu einem

vorzeitigen Abbruch der Therapie kdfn

Orales Beraprost:
Beraprost, ein weiteres stabiles Prostanoid, wiad appliziert. Der positive Nutzen einer
initialen Studie” konnte in einer Folgestudie langfristig nichtdmglwerder{”.

Inhalatives lloprost:

lloprost ist ein stabiles Prostazyklinanalogon, chiek inhalativ verabreicht werden kann.
Durch die pulmonale selektive Applikation konnenstsynische Nebenwirkungen der
Substanz minimiert werden. Daruber hinaus ersclesin@ intrapulmonal selektive Wirkung

maoglich, indem die Substanz als Aerosol vorzugssveisdie Lungenareale gelangt, welche

auch ventiliert sind, so dass das Blut von wenigtilierten in gut ventilierte Areale
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umgeleitet wird. Die Uberlegenheit einer inhalative/erabreichung gegenuber der
unselektiven systemischen Applikation konnte sovedlerimentell am Modell der isolierten
Kaninchenlungé® als auch im klinischen Einsatz gezeigt werffenindem uber eine
Reduktion des pulmonalarteriellen Druckes hinawhaine Verminderung des Shuntflusses
durch Verbesserung des Missverhéltnisses zwiscleerilstion und Perfusion nachgewiesen
werden konnté®.

Durch die mehrmalige inhalative Verabreichung vdaoprost lasst sich klinisch eine
Verbesserung der Belastbarkeit, Funktionsklasse derdLebensqualitat von Patienten mit
fortgeschrittener PAH erzieléh’® In Deutschland besteht eine Zulassung von inivefat
lloprost fur die idiopathische PAH im funktionell®WHO-Stadium l1ll, die einen wichtigen
Bestandteil der Behandlung dieser Patienten d#rstel

1.3.4 Phosphodiesteraseinhibitoren

Die Phosphodiesterase 5 wird aul3er in den Gemthlgsonders stark im GelRRal3system der
Lunge exprimiert. Durch diese Phosphodiesterasd d@r intrazellulare Botenstoff cGMP
inaktiviert, welcher durch die Einwirkung von NOtsteht und vasodilatierend wirkt. Bei
Inaktivierung dieses second messengers folgt despesthend die Aufhebung der
vasodilatativen Wirkung des cGMP. Folglich kannatuHemmung der Phosphodiesterase 5
ein hoherer intrazellularer cGMP Spiegel aufrechbkken und eine vermehrte Durchblutung
aufgrund der Vasodilatation erzeugt werdeén

In Deutschland ist derzeit der PDE-5-Inhibitor $ndfil fir die Indikation PAH in den
Funktionsklassen Il und lll zugelassen. Die Wirkkamder Substanz ist in der SUPER-1-
Studie belegt worde¥. Weitere PDE-5-Inhibitoren finden sich derzeit ma¢ollendung

entsprechender klinischen Studien im Zulassungsgeofiir die Indikation PAF#2

1.3.5 Stickstoffmonoxid

Im Gegensatz zu den bisherigen Therapien, istht@enesche Verabreichung von inhalativem
Stickstoffmonoxid (NO) keine etablierte Therapiehuete. Da es sich aber um den Prototyp
eines pulmonal selektiven Vasodilatators handelt, lser darauf eingegangen werden. Die
inhalative Applikation von NO konnte sowohl in F&illder akuten PH (wie zum Beispiel im
Rahmen eines ARDS) als auch bei der chronischeriRélauf das pulmonale Gefal3system

beschrankte Vasodilatation erzieféif*
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Die Wirkungsweise des NO beruht dabei auf eineividiung der Guanylatzyklase, welche
vermehrt cGMP produziert. Die dem cGMP nachgesetal{ abhéngigen Proteinkinasen
phosphorylieren Ca-ATPasen von intrazellularen Katspeichern. Die Folge ist die

intrazellulare Abnahme der Kalziumkonzentration dgim Ergebnis der Relaxation. Durch
die inhalative Applikationsform kommt es nicht nau einer direkten Abnahme des
pulmonalen Gefal3widerstandes, sondern als Zeichesr ¥erbesserung des Ventilations-
Perfusions-Verhaltnisses auch zur Verminderung Stastflusses, weil selektiv ventilierte
Areale bevorzugt das NO erhalten, wodurch die Videstadion erfolgt.

Trotz dieser Vorteile ist zu beachten, dass eingikoierliche Applikation dieses Gases nicht
nur durch die damit verbundene aufl3erst kurze Hatkeié schwierig ist. Hinzu kommt die

Gefahr eines Rebound-Phanom&hdas bedeutet, dass nach Absetzen einer NO-Zdfhr

pulmonale Druck tber das Ausgangsniveau ansteigen, lschlimmsten Falls eine pulmonal-

hypertensive Krise ausgeldst wird.

1.3.6 Endothelinrezeptorantagonisten

Wie oben beschrieben, wird der Effekt des ET-1 (berbeiden Rezeptoren ETnd ETg
vermittelt. Die Aktivierung der auf der glatten Mudzelle gelegenen Rezeptoren bewirkt
dabei eine Vasokonstriktion sowie deren ProliferatiEine Aktivierung des EFRezeptors
auf den Endothelzellen dagegen fihrt Uber eine ebrta Produktion von NO und
Prostazyklin (und damit parakrin) zu einer Vasadiian®®. Hinzu kommt die
Elimination / Clearance durch die EFRezeptoren.

Die Effekte des Endothelinsystems wie oben besobni&kdnnen entweder durch Blockade
des Endothelin-Converting-Enzyms oder durch Bldekder ET-Rezeptoren antagonisiert
werden. So konnte durch die Gabe eines ECE-Hem(®&issphoramidon) eine Reduktion
des Endothelins nachgewiesen wertfen

Die Mdglichkeit der Blockade der Endothelinrezeptordurch EX- oder durch EZ- und
ETs-Rezeptorantagonisten ist wesentlich besser urtersind hat Eingang in die klinische
Anwendung gefunden.

Klassifiziert werden die ETRA in selektive (k-Toder EE) Rezeptorenblocker und
nichtselektive bzw. duale RTund ETg-Rezeptorenblocker. Derzeit befinden sich
unterschiedliche, sowohl selektive als auch dudlRAin der klinischen Anwendung bzw.

Prifung und werden in unterschiedlichen Tiermoded#iealuiert.
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Bereits zwei Jahre nach Charakterisierung des Betins beschrieb Fabregat eine Substanz
(Substanz P), welche unter anderem eine Vasodiatdurch Blockade der ET-Rezeptoren
zeigte®. Ein groRer Fortschritt wurde mit der Entwickludes zyklischen Pentapeptids BQ-
123 (cyclo[D-Asp-L-Pro-D-Val-L-Leu-D-Trp-] erzie’. BQ-123 (GiH»4NsO;Na) hat ein
Molekulargewicht von 633,7 und zeigt dabei die brshdchste Selektivitat fir den T
Rezeptor. Fur den Einsatz beim Menschen ist dasidPB®-123 nicht geeignet, weil es
sowohl im Gastrointestinaltrakt als auch im Gef&Ray hydrolisiert wird. Fir die Forschung
dagegen (abseits von Peptidasen) ist diese Substargrofdtem Interesse und Nutzen.

Eine weitere Substanz, die vor allem im BereichFteschung auf Interesse stof3t, ist das
BQ-788 (N-cis-2,6-Dimethylpiperidinocarbonyl+4-MelLeu-D-Trp(MeOCO)-D-Nle-OH),

ein spezifischer EFRezeptorantagonist mit einem Molekulargewicht 868,7°". Aus den
oben erwahnten Zusammenhangen des Endothelinrezggitims erscheint die Anwendung
im Rahmen der PH wie auch bei anderen Indikationent sinnvoll. Fir wissenschaftliche
Fragestellungen die Rolle der unterschiedlicherRezeptoren betreffend ist BQ-788
ebenfalls von grofiem Interesse.

Weitere Entwicklungen brachten sowohl selektive BTRIs auch duale ETRA hervor,
welche zum Teil in der Therapie der PAH eingesetaiden. Dabei ist noch nicht geklart, ob
die Rezeptorspezifitat klinisch relevant ist.

Bei der Diskussion uber duale und selektive ETRAsnallerdings beachtet werden, dass die
sogenannten dualen ETRA eine deutlich hohere bsfahigkeit (ca. 100-fach) fur den
ETa-Rezeptor haben, als fur den g=Rezeptor. Diese Selektivitat lasst sich unter egrden
vivo anhand des gemessenen ET-1-Spiegels im Bhiinfsmen. So spricht ein ansteigender
ET-1-Spiegel nach Gabe eines ETRA dafir, dass zestreine partielle Blockade desd=T
Rezeptors mit Reduktion der Endothelinclearancéegir’ .

Ein schon seit Juni 2002 in Deutschland zugelassdtedikament fir die Behandlung der
PAH in den Funktionsklassen Il und IIl ist das Bus&. Bosentan ist ein oral zu
applizierender, dualer (Rfund ETg)-Rezeptorantagonist. Zur Zulassung fuhrten unter
anderem zwei randomisierte, doppelblind und plakebtvolliert durchgefihrte Studien, im
Patientenkollektiv der PAH (iPAH und Sklerodermasssoziierte pulmonalen Hypertonie),
die die Effizienz von oral appliziertem Bosentarelggen®. Dabei hat man eine signifikante
Verbesserung der Belastbarkeit (Distanz in der GeMéin-Gehstrecke, Verbesserung der
Dyspnoe und der NYHA-Klasse) sowie hamodynamisdharameter feststellen koénnen.
Bosentan konkurriert mit Gallensalzen um die Exkretus der Leberzelle. Dieser Umstand

ist zu erwéhnen, da unter Bosentantherapie bi®%i des Patientenkollektivs eine Erh6hung
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der Aminotransferasen aufwiesen und damit eine sdbkidngige Lebertoxizitat beim
klinischen Einsatz zu bedenken ist. Die Erh6hungTdansferasen ist meist reversibel. Nach
Dosisreduktion bzw. Absetzen ist innerhalb von Tagmit einer Normalisierung der
Leberenzyme zu rechnéh Eine Weiterfiihrung der bestehenden Therapie dagkgnn zu
einer akuten toxischen Hepatitis bis hin zum fulamien Leberversagen fiihren. Dieser
Umstand begriindet die Notwendigkeit einer Uberwaghder Leberfunktionswerte im
Monatsrhythmus.

In Folge der Dosisreduktion oder es Absetzten nmmisdernative Medikamente eingesetzt
werden.

Andere Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Midigkeit, Ft8ymptomatik, Kopfschmerzen,
Odembildung und Anamie treten ebenfalls in Abhakgigvon der Dosis auf. Auch kann
sich die gewollte Vasodilatation systemisch in Foemmer Hypotonie mit Schwindel
darstellen. Auch sind Interaktionen mit anderen id&aienten bekannt, so ist unter Bosentan
meist eine Erhéhung der Dosis fiir orale Antikoatiofemit Warfarin erforderlici>. Eine
Therapie in der Schwangerschaft ist aufgrund deatdgenen Eigenschaft des Bosentans
kontraindiziert’”.

Das Tezosentan (5-Isopropyl-Pyridin-2-Sulfat-6-{2htoxy-ethoxy)-5-(2-methoxy-phenoxy)-
2-(2-1H-tetrazol-5-yl-Pyridin-4yl)-Pyrimidin-4-ylaide Na) ist ebenso wie das Bosentan ein
dualer ETRA, allerdings befindet es sich noch ini&ther Erprobung fir Formen der akuten
Herzinsuffizienz. Das Molekulargewicht liegt bei%@. Im Gegensatz zum Bosentan ist das
Tezosentan aufgrund seines pH-Wertes fur dievietrdse Therapie geeignet (pKs 4,4/4,1).
Tezosentan hat eine hohere Affinitait zum AETals zum EB-Rezeptor®. Das
Nebenwirkungsprofil ist ahnlich dem Bosentan, hefmtische Effekte sind auch flr
Tezosentan beschrieben und kénnen zur Dosisredusdier Absetzten zwingen.

Ein Vorteil kénnte ein geringeres Ausmald an Intkomlen mit anderen Medikamenten
sein®. Des Weiteren legt die intravendse ApplikationeeirEinsatz in der Intensivmedizin
nahe'®.

Im Gegensatz zu Bosentan und Tezosentan handebichs bei Sitaxentan und bei
Ambrisentan um zwei selektive k'Rezeptorantagonisten.

Die Wirksamkeit des hochselektiven Rezeptorantagonisten Sitaxentan wurde im Rahmen
von zulassungsrelevanten Studien (STRIDE-1 unad®rsucht und aufgezeitft'

Vorteilhaft ist die bei Sitaxentan seltener aué@rete Erhohung der Transaminasen im
Vergleich zum Bosentan. Eine Wechselwirkung mitesraAntikoagulantien flhrt meist zur

Notwendigkeit der Dosisreduktion, was vor allem Dleerapiebeginn zu beachten ist.
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Das zur Therapie der PAH in den Funktionsklassemdl 11l zugelassene Ambrisentan ist ein
ebenfalls selektiver EsFRezeptorantagonist und zeigte im Rahmen der StudiRIES-1
und -2 eine gute therapeutische Wirksamkeit. Dibeltoxizitat ist gegentber Bosentan und
Sitaxentan deutlich geringer, was auf seine ucdbgdliche chemische Struktur

zuriickgefuihrt wird®>

1.4 Ziele der vorliegenden Arbeit

Trotz enormer Fortschritte in der Erforschung vah&ndlungsoptionen fur Patienten mit PH
wurden bisher nur graduelle Verbesserungen der sieaekeit und Lebensqualitat,
wahrscheinlich auch der Uberlebenszeit erzielteBiteilung ist bei weitem nicht erreicht.
Dies lasst Raum fir die Erforschung alternativerfsaen. Aufgrund der Tatsache, dass die
oben beschriebenen ETRA ihre positiven Wirkungenriterschiedlichen Tiermodellen und
klinischen Untersuchungen unter Beweis gestellt ehab aber die teils starken
Nebenwirkungen eine htéhere Dosierung fur den R@ine verbieten, ist eine alternative
Applikationsform zur systemischen in unser Integesgeriickt. Zum anderen kann
maoglicherweise eine Dosiseinspaarung durch die osisbezifische Deposition erreicht
werden. Gerade auch vor dem Hintergrund, dass dlealdative Applikationsweg fur
Prostanoide sich als vorteilhaft herausgestellt hat
Da das Modell der akuten pulmonalen Hypertonie tei isolierten, ventilierten und
perfundierten Kaninchenlunge bereits als etabligitt jedoch noch keine uns bekannte
Arbeit die Applikationsform der ETRA via Aerosoksung untersucht hat, wurde dieses
Thema in der hier vorliegenden Schrift bearbeitet.
Mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuaiemwerden folgende Ziele verfolgt:

1. Charakterisierung der Effekte von ETRA mit unteredhcher Rezeptorspezifitat im

Modell der ET-1 induzierten pulmonalen Hypertonie.
2. Nachweis der Machbarkeit der inhalativen Applikatimn ETRA.
3. Vergleich der ETRA-Wirkcharakteristika bei systeamer versus inhalativer
Applikation.

4. Erstellung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen.
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2. Methodik

2.1 Modell der isolierten, ventilierten und blutfrai perfundierten

Kaninchenlunge

2.1.1 Beschreibung des Organmodells

Das Modell der isoliert ventilierten und blutfreieffundierten Kaninchenlunge ist ein
etabliertes Verfahren zur Erforschung von pathojihygischen Vorgéngen in der Lunge,
welches schon zahlreich in der Literatur beschrieberrde'®"% Dieses Versuchsmodell
erlaubt die Durchfihrung von Untersuchungen am Msyldem ohne stérende oder
beeinflussende metabolische, humorale oder zerirafisse.

Die in den Versuchsreihen beobachteten und regjitdn Parameter waren zum einen der
pulmonalarterielle Druck (PAP), der linksventrikega Druck (LVP) und der
Ventilationsdruck (VP). Zudem erfolgte die Registung der relativen Gewichtsveranderung,
als Zeichen einer Odementwicklung.

Auch das angewandte Aerosolisierungssystem, welagheminem Teil der Versuchsreihe

genutzt wurde, ist bereits beschrieben worden

2.1.2 Préparation / Organentnahme

Das Herz-Lungenpaket wurde von Kaninchen der Raéser Zealand White Bastard
entnommen. Das Gewicht der Kaninchen lag zwis&)@ikg-2,6 kg.

Zu Beginn des Versuchs wurde eine Ohrvene des Khens mit einer Hohinadel (Butterfly)
punktiert. Der Butterfly-Zugang tbernahm die Fuokteiner Venenverweilkanile und wurde
am Ohr fixiert. Uber diese Kaniile wurde die Narkasie Ketamin (30-50 mg/kg KG) und
Xylazin (6-10 mg/kg KG) eingeleitet. Die Sedierungf® wurde so gewahlt, dass das Tier
zwar ruhig atmete und keinerlei Aufregung zeigtdoch die Spontanatmung zunachst
erhalten war. In diesem Zustand wurde das Tierdemi Operationstisch fixiert. Es folgte
eine Antikoagulation mittels 1000 I.LE. Heparin-Natn (Braun, Melsungen, Deutschland).
Bei kontinuierlicher Vertiefung der Sedierung felgeine Lokalanésthesie in einem vorher
frei rasierten Bereich pratracheal mit 10 ml XylocAstra Zeneca, Wedel, Deutschland).
Bei Sicherstellung einer ausreichenden Analgesielevaun im Bereich der Lokalanasthesie
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das Gewebe pratracheal entfernt und der darurggeride Bereich der Trachea freigelegt.
Nun wurde eine Tracheotomie durchgefuhrt und eirbuBu (Innendurchmesser 3 mm)
eingefuhrt. Es folgte die Beatmung des Tieres mitegnes Kleintierventilators (Harvard
Kleintierbeatmungspumpe ,UB 6025“, Hugo Sachs HEkk, March Hugstetten,
Deutschland) mit einer Atemfrequenz von 30 Atempiiggn und einem Atemzugvolumen
von 9-13 ml/kg. Nach Rasur im Bereich des Abdomeles Thorax und der Halsregion
erfolgte die Durchfiihrung einer Laparotomie vondauDie Gesamtdosis der Narkose belief
sich auf ca. 150-200 mg Ketamin.

Es erfolgte zunachst die sorgféaltige Praparatiom Maut und Muskulatur und anschliel3end
die Er6ffnung des Abdomens im epigastrischen Winket weitere Schnittfiihrung erfolgte
entlang der Rippenbdgen unterhalb des zuvor freggeh Diaphragmas. Nun wurde die
Fixierung des Diaphragmas am Processus Xyphoidetgemommen und das Diaphragma
entlang der Rippenbdgen abgetrennt. Danach wued&lthraxhdhle von kaudal eréffnet und
eine mediane Sternotomie durchgefluhrt. Die beidardxhalften wurden fixiert.

Nach stumpfer Entfernung des Thymus und nachfolgeBdiffnung des Perikards wurde die
Herzspitze mittels Pean-Klemme fixiert und unteicHeen Zug gebracht. Somit waren
A. pulmonalis und Aorta ascendens gut darstellbanschlieend wurde sowohl die
A. pulmonalis als auch die Aorta ascendens miRelzette vorsichtig unterfahren und mittels
Zwirnsfaden umschlagen. Bei weiterhin schlagendeznzéh wurde nun die A. pulmonalis
inzidiert und mit dem daflir vorgesehene Kathetertkart. Eine Ligatur der Aorta ascendens
wurde ebenso wie die Entlastung des linken HerzansVermeidung einer pulmonalen
Stauung durch Entfernung der Herzspitze vorgenommen Tod des Versuchtieres war ab
diesem Zeitpunkt eingetreten. Ebenfalls ab diesestipdnkt erfolgte die Perfusion der
A. pulmonalis und damit der Lunge mit Krebs-Hengdbaiffer mit 4 Vol %
Hydroxyethylstarke (Serag-Wiessner, Naila, Deutsatl) mit einer durch ein Kihlsystem
herbeigefihrten Temperatur von 4 Grad Celsius. Pegfusion wurde durch eine Roller-
pumpe (,MCP Standard” Ismatec, Wertheim, Deutsaflanit einem pulsatilen Flow von
40 ml/min bewerkstelligt. Zusatzlich erhielt dasodiéll nun mit Beginn der artifiziellen
Perfusion eine Zumischung von 4 % £@ur ventilierten Raumluft zur Aufrechterhaltung
eines konstanten pH zwischen 7,32 und 7,36.

AnschlieRend wurde das gesamte Organpaket inkli$éve, Lungen, Osophagus und Aorta
aus dem Thorax prépariert. Nach Einhangen des Qaffates an einem Stativ wurde nun
uberschiissiges Bindegewebe, Fettgewebe, Osophagiss die Aorta entfernt. Es erfolgte

die Freilegung der Bifurkation der A. pulmonalisné® Entfernung des rechten Ventrikels.
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Nach Ligatur des linken Herzohrs und EntfernungMgralklappe erfolgte die Einlage eines
Katheters in den linken Ventrikel und Fixierung sldben mittels Tabaksbeutelnaht. Das
Perfusat floss nun ausschlief3lich Gber den einden&batheter. Der Durchmesser des in die
A. pulmonalis eingefuhrten Katheters betrug 3 mrar éingefihrte Katheter im linken
Ventrikel besal3 einen Durchmesser von 4 mm.

Das gesamte Herz-/Lungenorganpaket wurde nun in Smtem eingebaut, welches
sicherstellt, dass alle Schlauche und Messkatlisgehdngend die Dynamik des Systems
nicht beeinflussen. Dabei wurde das Organ direktiaa Kraftiibertragung zur Registrierung
des Gewichts angebracht und von einem glaserneraXmit Doppelwand zur Erwé&rmung
und Erhaltung einer hohen Luftfeuchtigkeit und z@&wohutz des Organs umgeben. Der
linksventrikulare Katheter wurde nun mit dem Padossystem in Verbindung gebracht, so
dass eine kontinuierliche Rezirkulation des Petiiugageben war. Der LVP wurde dabei auf
einen Wert zwischen 1,1und 1,5 mmHg gesetzt (Refgunkt Lungenhilus), um
Verhaltnisse einer Westzone Il in den endexpiratbren Phasen zu simulieren. Es wurde ein
positiver endexpiratorischer Druck (PEEP) von 1<iy8+4,0 eingestellt.

Es erfolgte nun die Steigerung der Flussrate vorsgAngswert 40 ml/min bis zum Zielwert
von 100 ml/min. Wahrendessen wurde das Perfusagrhiatb des Systems durch die
Apparatur der doppelwandigen VorratsgefaRe und deppelwandigen Thorax mittels
Warmepumpe (,DC 5 ,Haake, Karlsruhe, Deutschlabdy auf eine Temperatur von
37 Grad Celsius erwarmt. Eine repetitive Bestimmdeg pH wurde vorgenommen (Zielwert
des pH 7,34-7,4).

Einschlusskriterien fur die Verwendung der Orgaraeen deren homogene weil3e Oberflache
sowie kein Nachweis von Atelektasen oder Infiltmat&/orher als krank erkannte Tiere

wurden fur unsere Studien nicht verwendet.

2.1.3 Beschreibung des Perfusionssystems (Abb.2.3)1

Die Perfusion wahrend des Versuches wurde durch Rmilerpumpe mit pulsatilem Flow
von 100 ml/min gewabhrleistet (Rollerpumpe ,MCP Slard“ (Ismatec, Wertheim,
Deutschland). Das Perfusionssystem bestand ausnfidégn Komponenten: Basis waren zwei
doppelwandige Glasbehalter, welche untereinanden zinen mit dem System zur
Erwarmung bzw. Kihlung des Perfusats, zum andergndem Perfusionssystem selbst
verbunden waren. Aus dem Zusammenschluss diesgerb@efalle fuhrte ein Schlauch zur

Rollerpumpe. Zwischengeschaltet war hier ein F{jlo-Gard Filter S”, Hudson RCI, High
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Wycombe, England) zur Sauberung des zirkuliereBfusats. Die Auswaschphase bestand
dabei aus der Spilung des Systems bzw. des Orgamend der Erh6hung des Flows. Das
Perfusat gelangte dabei aus dem ersten Gefald iRathssionssystem und wurde Uber das
zweite Gefald nach Passage der Lunge verworfen.

Hinter der Rollerpumpe befand sich nachgeschaltete eBlasenfalle, um etwaige
Luftembolien zu vermeiden. Nun folgte das in diénranalarterie kanilierte Schlauchsystem
inklusive Messkatheter, welcher die Perfusion demde leistete. Nach Passage der
Lungenstrombahn gelangte das Perfusat Uber diedpalvenen in den in das linke Herz
eingelegten Katheter. Von hier aus folgte ein Sathaystem mit Uberlauffunktion zur
Regulierung des Widerstandes und dem Messkathet&xufnahme des LVP. Dieses System
mundete anschliel3end im zweiten Glasgefal3. Nachdsgeng der Auswaschphase erfolgte
im zweiten Gefald die Sammlung des zirkulierenderiuBats bis zu einem Volumen von
300 ml, mit welchem dann die erste RezirkulatiomyBr von 10 Minuten) betrieben wurde.
In dieser Zeit wurde das erste Gefal3 mit Perfusdtilly und nach Ablauf der ersten
Rezirkulation wurde das Perfusionssystem aus detererGefald mit frischem, sauberem
Perfusat gespult. Diese zweite Rezirkulation dauelienfalls wiederum zehn Minuten an.
Nach diesem Zeitraum war dann ein stabiler steathte serreicht, was unserem
Versuchsbeginn gleichgesetzt wurde. Das VolumerAmgwaschung des Systems betrug ein
Liter. Das Volumen, welches sich wahrend einer Refation bzw. auch wahrend des

Versuches innerhalb des Perfusionssystems befatrdgtdabei 300 ml.
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Abb.2.1.3 Schematische Darstelldesg Versuchaufbaus;
Erklarung: BT= Blasenfalle, PAP= Pulmonalarterietl®ruck, W= Gewicht,
VP= Ventilationsdruck, LVP = linksventrikularer esidstolischer Druck;

2.1.4 Beschreibung des Beatmungssystems

Die Beatmung des Tieres bzw. des Organs erfolgteemem Harvard-Kleintierventilator
(Ventilator Typ UB 6025, Hugo Sachs Elektronik) wmlenkontrolliert.

Die Atemfrequenz wurde dabei auf 30 Atemziige pro# eingestellt. Dazu wurde ein
Atemzugvolumen von 27-30 ml eingestellt. Das Verhal von Inspiration zu Expiration
betrug 1:1. Zusatzlich wurde zu Beginn des Verswhgositiver endexpiratorischer Druck
(PEEP) von 1-1,5 cm® vorgegeben. Nach Unterbrechung der normalen Hénamaik des
Tieres durch Start der kunstlichen Perfusion wurde®o CQ zum Raumluftgemisch
zugefuhrt, um den pH des Perfusats von 7,34 biaufiécht zu halten.
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2.1.5 Aufbau des Aerosolisierungssystems

Die inhalative Verabreichung von NaCl0,9% und damterschiedlichen ET-
Rezeptorantagonisten erfolgte Uber einen Ultrabaralebler (Schill Multisonic, Schill
Medizintechnik, Probstzella, Deutschland), der fien Verabreichungszeitraum in den
Inspirationsschenkel des Beatmungssystems einddgbvaade. Der Vernebler produzierte
ein Aerosol mit einer mittleren Teilchengrosse vdmum bei einer geometrischen
Standardabweichung von 1,6 um. Die absolute Aedepalsition wurde von Schmehl und
Mitarbeitern'®® in einem vergleichbaren Modell bestimmt und betaay 25+0,02%. In
weiteren Experimenten in unserem Modell mit eineltefechnik produzierte dieser
Vernebler eine konstante Aerosoldepositionsfraktton ungefahr 0,22 (0,22 mg bei 1 mg

vernebelter Substanz).

2.1.6 Reqistrierung physiologischer Messgrol3en

Das relative Gewicht des gesamten Organmodells evukmbntinuierlich mittels
Kraftiibertragung an eine elektronische Wagezellasst (Hottinger Baldwin Messtechnik).
Das registrierte Signal wurde mittels Messverstark&cout55, Hottinger Baldwin
Messtechnik GmbH, Darmstadt) aufgezeichnet.

Die Druckmessung des PAP, des LVP und des VP ¢efgeweils Uber Polyethylen-
Innenkatheter, welche sich innerhalb des Perfusi@tems bzw. des Beatmungssystems
befanden.

Im Falle des Perfusionssystems waren die Innentatimeit physiologischer NaCl-Losung
geflllt. Die Innenkatheter waren jeweils mittelsnkentioneller Druckmessleitungen mit
Stathamdruckwandlern (,Single-Use-Pressure-TrareduBraun, Melsungen, Deutschland)
verbunden. Die Druckaufnehmer waren zu Beginn mita&dest gespult und so von stérenden
Luftblasen beseitigt worden.

Perfusatproben konnten jederzeit sowohl tGber ddmgnalarteriellen als auch tber den
pulmonalvenésen Innenkatheter entnommen werden. v@ode eine regelméaRige
Perfusatprobe zur Bestimmung des pH sowie zur Besting der Oxygenierungsverhaltnisse
vorgenommen. Die Perfusatproben wurden dabei derciBlutgasanalysegerat (ABL 500,
Radiometer Copenhagen, Willich-Schiefbahn) durchigef Die Gewichts- und
Druckregistrierung wurde Uber einen PlugSys-Traoedy,PLUGSYS-DBA*®, Hugo Sachs
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Elektronik) mit Anschluss an einen PC Uber eine Wandlerkarte (Dicision via Harvard

Apparatus, Holliston, USA) realisiert.

2.2 Modell der ET-1 induzierten pulmonalen Hypertone

Modell der ET-1 induzierten PH und Einteilung desrSuchsgruppen:

* Kontrollgruppe:
In der Kontrollgruppe wurde nach einer Vorlaufzéteady state) von 30 Minuten ein

Beobachtungszeitraum von weiteren drei Stunden ahsétzliche Intervention eingehalten.

* ET-1induzierte PH

Nach einer stabilen Vorlaufphase von 30 MinutendeUeT-1 in das Gefal3system der Lunge
in Form einer Bolusgabe intravaskular applizierte [ET-1 Konzentration innerhalb des
Systems betrug nach Applikation 0,1 uM. Dieser eikt der Applikation wurde alg t
definiert. Der Beobachtungszeitraum nach Applikatizetrug 120 Minuten ohne weitere

Intervention.

*  Dosis-/Wirkungskurven

Bei den Versuchen zur Dosis-/Wirkungskurve erfolgie Gabe kumulativer Dosen der
jeweiligen Substanz in der Plateauphase der ETdazierten PH, ab dem Zeitpunkp im
Abstand von jeweils 30 Minuten. Dabei wurden agstede Dosierungen der entsprechenden
ETRA von 0,1 um, 1 uM sowie 10 uM verabreicht ured thaximale Effekt jeweils nach

30 Minuten registriert.

* Intravasale Applikation der ETRA bei ET-1-induzePH:

Bei den Versuchsgruppen mit zusatzlicher Inteneenin Form der intravasalen Applikation
eines ETRA (BQ 788, BQ 123, Tezosentan) wurdenediesn Zeitpunktst, also 15 Minuten
nach ET-1-Gabe durchgefuhrt. Die Applikation erfelgn Form einer Bolusgabe. Die
Registrierung der genannten Parameter erfolgtevéitere 105 Minuten (bezogen auf die ET-

1 Verabreichung) bis zum Zeitpunksd
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* Aerosolisierung der ETRA bei ET-1-induzierter PH :

Bei den Versuchsgruppen mit zusatzlicher Interneenin Form der Aerosolisierung eines
ETRA (BQ 788, BQ 123, Tezosentan) erfolgte die Aefisierung zum Zeitpunki4 (analog
zum Versuchsablauf der systemischen Applikation) I6 Minuten (entsprechend dem

Zeitraum {s bis §g). Die Ubrige Aufzeichnung erfolgte analog zu deystsmischen
Interventionsversuchen.
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3. Experimenteller Tell

3.1 Untersuchungen zur Beeinflussung der Hamodynati den

Ventilationsdruck und die Odementwicklung inder Endothelin-1

induzierten pulmonalen Hypertonie.

Zur Bearbeitung der unter Punkt 1.4 gestelltengé&stellungen nutzten wir das Modell der
ET-1-induzierten pulmonalen Hypertonie in der iedli ventilierten und perfundierten

Kaninchenlunge.

Folgende Versuchsgruppen wurden definiert:

» Kontrollgruppe, n=6

In dieser Versuchsgruppe wurde keine Interventisiertnommen.

* ET-1 induzierte PH, n=6;

In dieser Versuchsreihe wurde nach einer Beobagbpirase von 30 Minuten (steady state)
ET-1 (Fa. Calbiochem) dem System via Applikationtehs Pipette zugefihrt (Konzentration
1uM). Ziel war in dieser Versuchsreihe ein pulman@rieller Druck von 24-26 mmHg,
welcher sich Uber einen Zeitraum von zwei StundachnApplikation auf stabilem Plateau
befindet. Innerhalb des Systems befand sich eirurdeh von 300 ml Krebs-Henseleit-
Losung. Zur Herstellung der verwendeten Lésung emrd,1 mg ET-1 in 12,5 pl 80 %-iger

Essigsaure gelost und mit 187,5 pl Aqua verdinnt.

* Dosis-Wirkungskurven der unterschiedlichen ETRAViadell der ET-1 induzierten PH,
n=12 (jeweils n=4)

Es wurden fur BQ-788, BQ-123 und Tezosentan Dosisawgskurven erstellt (jeweils n=4).

Nach Etablierung einer stabilen ET-1 induzierten (Pthteauphase, 60 Minuten nach ET-1-

Applikation) erfolgte die Gabe des entsprechendéRA in aufsteigender Dosis (0.1, 1, und

10 uM) in das Perfusat. Der maximale Effekt wurasvgils nach 30 Minuten nach

Applikation registriert.
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e ET-1induzierte PH mit intravasaler Gabe von BQ@ 112=4

In dieser Versuchsreihe wurde zunachst die stetedg ®hase lber einen Zeitraum von 15
Minuten abgewartet. Nach Ablauf der 15 Minuten veundie in den Baselineversuchen
beschrieben die genannte ET-1- Dosis verabreicdthNveiteren 15 Minuten wurde dann die
systemische Applikation des Ek-Rezeptorantagonisten BQ 123 via Pipette in das
Reservoirbehaltnis vorgenommen. Die applizierte §debetrug dabei 250 pg BQ 123 geldst
in 250 pl NaCl 0,9% entsprechend 1uM. Die kontirigle registrierten Parameter wurden
fur weitere 90 Minuten aufgezeichnet.

e ET-1induzierte PH mit intravasaler Gabe von B@,/8=4

Identisch zur oben beschriebenen Versuchsreiheenzmdachst die steady state Phase Uber
einen Zeitraum von 15 Minuten abgewartet. Nach @btier 15 Minuten wurde wie in den
Baselineversuchen beschrieben die genannte ET-1s Desabreicht. Nach weiteren 15
Minuten wurde dann die systemische Applikation B&g-Rezeptorantagonisten BQ 788 via
Pipette in das Reservoirbehaltnis vorgenommen.apizierte Menge betrug dabei 200 pg
BQ 788 geldst in 200 pl NaCl 0,9% entsprechend 1jtvé kontinuierlich registrierten
Parameter wurden auch hier tber weitere 90 Mintggistriert.

* ET-1induzierte PH mit intravasaler Gabe von Tenban, n=4

In dieser Versuchsreihe wurde erneut die steadie dthase Uber einen Zeitraum von
15 Minuten abgewartet. Nach Ablauf der 15 Minutearde folgte die ET-1-Applikation.
Nach weiteren 15 Minuten wurde dann die systemigghikation des dualen ET-Rezeptor-
antagonisten Tezosentan via Pipette in das Reskeldltnis vorgenommen mit der
Konzentration von 1uM. Die kontinuierlich registten Parameter wurden Uber weitere

90 Minuten aufgenommen.

e ET-1 induzierte PH mit Aerosolisierung von 0,9%i8&CI-Losung, n=6

In dieser Versuchsreihe wurden die Versuche entbpral den Baselineversuchen mit einem
Beobachtungszeitraum von 15 Minuten begonnen. Badbachtung eines stabilen Plateaus
im genannten Zeitraum wurde mit der Aerosolisieruran NaCl 0,9% begonnen. Die
Ausgangsmenge von aerosoliertem NaCl betrug wied&unl. Das Aerosolisierungssystem
wurde erneut vor und nach dem Versuch gewogen, @mndtialierte Substanzmenge zu
errechnen. Die Aerosolisierung wurde fur 15 Minutdurchgefuhrt und der Versuch fur
weitere zwei Stunden beobachtet.
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* ET-1 induzierte PH mit Aerosolisierung von BQ 1236

Die Aerosolisierung des EIRezeptorantagonisten BQ 123 wurde im gleichen \rs-
ablauf wie die Aerosolisierung mit NaCl 0,9% durefithrt. Auch hier wurde ein Zeitraum
von 15 Minuten ohne jegliche Intervention gewaélt, welchem der PAP als stabil zu
bezeichnen war. Nach 15 Minuten wurde dann die g@isierung von 750 ug BQ 123 in
750 ul NaCl 0,9% begonnen. Diese Menge war mit 3#258laCl 0,9% verdinnt worden
(entsprechend 1,14uM), um eine gleichméRiige Aeisnlng Uber einen Zeitraum von
15 Minuten gewahrleisten zu kénnen. Auch in diegersuchsreihe wurde eine Gewichts-
registrierung des Aerosolisierungssystems vor wawh ierosolisierung durchgefihrt, um die

aerosolierte Menge der Substanz errechnen zu kénnen

e ET-1 induzierte PH mit Aerosolisierung von BQ 71886

Die Versuchsreihe betreffend der Aerosolisierung @8s-Rezeptorantagonisten BQ 788
wurde in gleichen Schritten wie der vorherige Versmit BQ 123 durchgefiihrt. Hier betrug
die aerosolierte Menge an BQ 788 600 pg auf 608l 0,9% aufgeldst und zusatzlich
1400 ul NaCl 0,9% (entsprechend einer Konzentrafimm 1,14uM), um das Volumen von
2 ml zu erreichen. Die Berechnung der inhaliertebs®anz erfolgte wiederum Uber die

Registrierung des Gewichts vor und nach Inhalation.

* ET-linduzierte PH mit Aerosolisierung von Tezosents6

Der Versuchsablauf ist den beiden vorher beschmisbe/ersuchen identisch. Einzig die
aerosolierte Substanz stellt hierbei den Unterschiddier wurden 585 pug (in
585 pl NaCl 0,9% gelost) des dualen ETRA Tezosentad zusétzlich 1415 pl NaCl 0,9%
nach Ablauf der steady state-Phase Uber 15 Miragensoliert (Konzentration von 1,16uM).
Uber Gewichtsregistrierung des Aerosolisierungssys erfolgte die Berechnung der

aerosolierten Substanz.
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3.2 Standardisierte Versuchsablaufe

Grundsatzlich wurde bei allen Versuchen nach eréidper Erhohung des pulsatilen Flows
auf 100 ml/min und Eichung der Messsysteme ein \W@chdes Perfusatmediums
vorgenommen, um wahrend der Praparation freigeseZattokine und in der Folge

ausgespulte korpuskulare Bestandteile zu eliminiere

In allen unterschiedlichen Versuchsgruppen wurdde tHamodynamisch relevanten
Parameter PAP und LVP sowie der Beatmungsparaméeikontinuierlich erfasst und

aufgezeichnet. Zusatzlich erfolgte eine kontinicked Registrierung der relativen
Gewichtsveranderung. Aul3erdem erfolgte in einemtakizsvon maximal zehn Minuten eine
Messung des aktuellen pH mit gleichzeitiger Koéradler Ventilationsparameter mittels

Gasanalyse (ABL 500, Radiometer Kopenhagen).

3.3 Auswertung und Datenanalyse

Die Messwerte wurden als Mittelwert und Standaridfierangegeben. Fur die primare
Datenanalyse erfolgte der Vergleich zwischen derLERKontrollversuchen und den Gruppen
mit den intravaskular verabreichten ETRA. Bei datetdventionsgruppen, bei denen die
ETRA als Aerosol appliziert wurden, erfolgte derrjleich mit der Gruppe der NaCl-Aerosol

Reihe. Die weiteren Vergleichsgruppen sind im Textahnt. Fir den Vergleich zwischen
den Interventionsgruppen wurden die Zeitpunkte Hnde der Aerosolgabe (t=45) und zum
Ende des Experiments verwendet. Der statistischgl®&eh zwischen den Gruppen wurde
mittels einfaktorieller ANOVA-Analyse durchgefihiind mittels Bonferroni Prozedur

korrigiert, sobald mehr als drei Vergleichsgrupperlagen. Beim Vergleich von weniger als
drei Gruppen wurde die statistische Auswertungetsitepaartem t-Test durchgefiihrt. Eine
statistisch signifikante Beobachtung wurde bei @impe0.05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Vergleichszeitpunkte (Abb. 4.1)

Beim Modell der ET-1 induzierten pulmonalen Hypereowurde das ET-1 nach Beendigung

einer 15 mindtigen Vorlaufphase appliziegt)t

Bei den Versuchsgruppen mit zusatzlicher Interegntvurde diese zum Zeitpunk,talso
15 Minuten nach ET-1-Gabe durchgefiihrt. Bei densWensgruppen mit intravasaler Gabe
eines ETRA wurden bis zum Zeitpunktstkontinuierlich die Messwerte aufgezeichnet und
im Folgenden im 15-Minuten-Takt ausgewertet. Bersdehsgruppen mit Intervention via
Aerosolisierung dauerte diese weitere 15 Minutenzoim Zeitpunkt 4 an, die Aufnahme
der Messwerte erfolgte bis zum Zeitpunkd, tmit Auswertung im 15-Minuten-Takt. Die

kontinuierlich registrierte Gewichtsveranderung euiim 15-Minuten-Intervall ausgewertet.

Zeitachse (min) t=-15 t=0 t=15 t=30 t=45 t=60 t=75 t=90 t=105 t=120
ETRA Aerosol

==
Versuchsbeginn ETRA iv
ET-1 (BO|US)
Intervention | l l
,// t(min)

Messparameter

(kontinuier“Ch) .................................................................................................... > PAP, LVP, VP
MeSSpunkte X .......... X...)( ............ X ............ X ............ )(. ............ )(.............)(............)( ........... X nnap

(Vergleichszeitpunkte Zielparameter)

Abb. 4.1 Schematische Darstellung der Vergleichszekte;
t= Zeit, PAP= Pulmonalarteriendruck, LVP= linksvekuldrer Druck, VP=

Ventilationsdruck
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4.2 Ergebnisse der Kontrollgruppe (Abb.4.2.)

In der Kontrollgruppe wurde nach einer Vorlaufzéteady state) von 15 Minuten ein
Beobachtungszeitraum von weiteren drei Stunden ahbsétzliche Intervention eingehalten.
Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden komichiedie oben beschriebenen
Parameter registriert und mindestens alle 30 Mmetiee Blutgasanalyse incl. pH-Messung
durchgefuhrt. Innerhalb dieser Kontrollgruppe lagatie gemessenen PA-Dricke
kontinuierlich zwischen 6 und 10 mmHg. Dabei zeigteh ein stabiler Ventilationsdruck
(mittlerer Ventilationsdruck zwischen 2 bis 6,5 mg)HUber den gesamten Beobachtungs-

zeitraum wurde allenfalls eine geringe Gewichtshama (0,2 g bis 0,8 g) registriert.

-5
=)
Z -4
£ % —— PAP B
o —4— LVP 2 o
> —8— Gewicht E
a —4— VP e
> -2 a
n_—’ID— P
< i S
o H_H_.:—:—H—!—H’H—i 2
— i -1
I DM T S R -
ke L O
€ 0- W -0

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrri
-30 15 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
Zeit [min]

Abb.4.2 Graphische Darstellung von PAP, LVP, VP Geavicht innerhalb der

Kontrollversuche
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4.3 Einfluss von ET-1 im Modell der isolierten Kannchenlunge

» Einfluss auf den pulmonalarteriellen Druck (PAPY[A 4.3)]

Nach 15-mindtiger stabiler Vorlaufphase erfolgtee dApplikation des ET-1 in das
Perfusionssystem. Bei einem Ausgangswert von 2,2 inmHg stieg der PAP kontinuierlich
an. Nach 15 Minuten erreichte dieser 12,5 + 1,2 gmihich 30 Minuten 15,7 + 2,5 mmHg
und nach 45 Minuten 20 £ 3 mmHg und mundete naciMi@dten in einem Plateau
(23 £ 2 mmHg). Dies blieb Uber weitere 60 Minutéstd.

» Einfluss auf den Ventilationsdruck
Der Ventilationsdruck verhielt sich wéahrend der agagen Versuchsdurchfiihrung ohne

signifikante Anderungen.

* Einfluss auf die Lungenddementwicklung
Innerhalb dieser Versuchsreihe entwickelte sichr id@mn gesamten Versuchszeitraum von

120 Minuten eine Zunahme des Gewichts von 1,7 0,4

mittlerer PAP [mmHg]

Frr1rrrrrrrrrrrrrrrJrrrrrrrrrrrrrroe
30 15 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zeit [min]

Abb.4.3 Modell einer ET-1 induzierten pulmonalempétyonie
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4.4 Dosis-Wirkungskurven intravaskular verabreichta ETRA (Abb. 4.4)

Bei einer Konzentration von 0.1uM zeigte keiner dezi verschiedenen applizierten ETRA
eine signifikante Wirkung auf die registrierten &aeter. Die Applikation von 1 uM und von
10 uM des BQ-788 fihrte zu einem Dosisabhéngigestidg des mittleren PAP. Bel
Applikation der 1pM und 10uM des BQ 123 und des oBemtans zeigte sich eine
signifikante Senkung des mittleren PAP.

Wahrend dieser Dosis-Wirkungskurven zeigte sictkémem der durchgefuhrten Versuche
eine signifikante Veranderung des Ventilationsdasc&der des Gewichts.

1049

—— BQ 788 =
—— BQ 123
—a— Tezosentan

A mittlerer PAP

107" 10%° 10" 10"° 10"

Log ETRA Dosen [uM]

Abb.4.4 Dosis-Wirkungskurven kumulativer Dosenrgoteedlicher intravaskulér

applizierter ETRA. (Logarhythmischerfallung der ETRA-Dosen [uM]).
*P < 0,05
**p <0,01
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4.5 Einfluss intravaskular applizierter unterschiedicher ETRA auf die

ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie

4.5.1 vaskulare Applikation des selektiven ETRA BC123

* Einfluss auf die ET-1 induzierte pulmonale HypeigqAbb. 4.5.1):

15 Minuten nach Gabe des ET-1s(t wurde der selektive ExFRezeptorantagonist BQ 123
intravasal in einer Konzentration von 1uM applizi€ine signifikante Verdnderung in Form
einer Senkung des registrierten PAP zeigte sickitsezum Zeitpunktsp (p<0,01). Diese
Drucksenkung war am Ende des Versuchs bis zunputsit t,, nachweisbar.

Der maximale drucksenkende Effekt war zum Zeitputikt nachzuweisen und betrug
13,3+ 0,7 mmHg, das entspricht einer prozentudlocksenkung um ca. 58 Prozent

gegeniber dem gemessenen PA-Druck im ET-1 Konédch.

» Einfluss auf den Ventilationsdruck:
Die Gabe des EfFRezeptorantagonisten BQ 123 bewirkte keine sikgifien Anderungen

gegenuber den ET-1-Kontrollversuchen.

» Einfluss auf die Lungenddementwicklung:
Hinsichtlich der Zunahme des absoluten Gewichts 1@ 0,2 Gramm Uber den gesamten
Versuchszeitraum zeigte sich kein signifikanter dgsthied gegenuber der Gewichts-

entwicklung in den ET-1- Kontrollversuchen.
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Abb. 4.5.1 Einfluss der intravasalen Applikatiom\BQ 123 auf den PAP im Vergleich zur
Kontrolle.
*P<0,01 vom Messzeitpunkgbis t2o
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4.5.2 vaskulare Applikation des selektiven ETRA B(Y88:

* Einfluss auf die ET-1 induzierte pulmonale HypeieqnAbb. 4.5.2)

In Analogie erfolgte die Gabe von ET-1 nach 15-tiger Vorlaufphase zum Zeitpunkg. t
Der selektive Eg-Rezeptorantagonist BQ 788 wurde zum Zeitpunktverabreicht. Eine
signifikante Anderung des PA-Druckes in Form eiAestiegs war zum Zeitpunksgtsowie
zum Zeitpunkt 45 zu erkennen (p<0,05). Vom Zeitpunig bis zum Messzeitpunkigs zeigte
sich weiterhin eine Steigerung des PA-Druckeszdm Versuchsende;ft) noch signifikant
war (p<0,05). Der maximale drucksteigernde Effedigte sich zu den Zeitpunktegy mit
einem absoluten Druckniveau bis 30 mmHg und einéef@nz zum maximalen Druck der
ET-1-Kontrollversuche mit bis zu 6,5+ 1,4 mmHg. sDa&ntspricht einer maximalen

Drucksteigerung des PAP von 25 Prozent im Vergleicden ET-1-Kontrollversuchen.

* Einfluss auf den Ventilationsdruck
Die Gabe des KEFRezeptorantagonisten BQ 788 erbrachte keine gignien

Veréanderungen hinsichtlich des Ventilationsdrudgegentber den ET-1-Kontrollen.

* Einfluss auf die Lungenédementwicklung
Uber den Beobachtungszeitraum von 120 Minuten nadésrelative Gewicht der Lungen um
2,0 £0,1 Gramm zu. Dies war nicht signifikant wsthiedlich im Vergleich zu den ET-1

Kontrollen.
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Abb. 4.5.2 Einfluss der systemischen ApplikationBQ 788 auf den PAP im Vergleich zur
Kontrolle; *P<0,05 ab 4y bis zum Zeitpunki

-41 -



4.5.3 vaskulare Applikation des dualen ETRA Tezosd¢an

* Einfluss auf die ET-1-induzierte pulmonale Hypeigo Abb. 4.5.3):

Nach 15-mindtiger stabiler Vorlaufphase erfolgtee dcT-1-Gabe wie in den ET-1-
Kontrollversuchen zum Zeitpunkb.tNach weiteren 15 Minuten erfolgte die systemische
Gabe des Tezosentan;§. Zum Zeitpunkt 4, war keine signifikante Veranderung zwischen
den ET-1-Kontrollversuchen und den Tezosentanvaesuerkennbar. Ab dem Zeitpunkg t
konnte eine deutliche Drucksenkung um 7,1 £ 1,5 rgnielgistriert werden, die bis zum
Zeitpunkt 1ty signifikant war (p<0,01). Der maximale Drucksengseffekt betrug

12 + 1,9 mmHg, entsprechend einer prozentualenk3ankung von ca. 50 Prozent.

* Einfluss auf den Ventilationsdruck
In dieser Interventionsgruppe zeigte sich nach Gdes Tezosentan keine signifikant
nachweisbare Veranderung auf den Ventilationsdrugegenuber den ET-1-

Kontrollversuchen.

* Einfluss auf die Lungenédementwicklung

Die Zunahme des absoluten Gewichts von 1,9 £ Osdn@r zeigt keinen signifikanten
Unterschied des Gewichts gegeniiber den Ergebnilese@ewichtsentwicklung innerhalb der
ET-1-Kontrollversuchsreihe.
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Abb. 4.5.3 Einfluss der systemischen Applikation Mezosentan auf den PAP im Vergleich
zur Kontrolle
*P<0,01 ahyt bis zum Zeitpunkidy
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4.6 Einfluss aerosolierter ETRA auf die ET-1 induzrte pulmonale
Hypertonie

Die Applikation der verschiedenen Substanzen ale#a® erfolgte jeweils ab dem Zeitpunkt
t3o. Die Gruppe der Versuche mit NaCl 0,9%-Aerosol deuals Vergleichsgruppe fir die

Experimente mit den ETRA verwendet.

4.6.1 Kontrollgruppe: isotonische Kochsalzldsung (Bb.4.6.1)

Analog zu der Versuchsreihe der intravasal appteneSubstanzen, erfolgte die Gabe von
ET-1 zum Zeitpunktegt Die Aerosolisierung von 0,51 ml = 0,02ml NaCl % ®rfolgte Uber
15 Minuten ab dem Zeitpunkist Weder wahrend noch nach der Inhalation bis zuitpdiekt
t120 zeigten sich signifikante Anderungen des PAP gélgender ET-1-Kontrollgruppe.

* Einfluss auf den Ventilationsdruck im Modell der -ETinduzierten pulmonalen
Hypertonie

Innerhalb  dieser Versuchsreihe zeigte sich keingnifskante Anderung des

Ventilationsdruckes im Vergleich zur ET-1-Kontrallgpe.

» Einfluss auf die Lungentédementwicklung

Die Zunahme des Gewichts von 1,8 + 0,2 Gramm \ant minterschiedlich im Vergleich zur

Gewichtsentwicklung der ET-1-Kontrollen.
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Abb. 4.6.1 Einfluss der Inhalation von NaCl 0,9%f den PAP im Vergleich zur Kontrolle
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4.6.2 Aerosolisierung des selektiven ETRA BO 123Al6b. 4.6.2)

* Einfluss auf die ET-1 induzierte pulmonale Hypeig¢on

Zum Zeitpunkt 15 erfolgte die Aerosolisierung des FRezeptorantagonisten BQ 123. Es
wurden 750 pg BQ 123 ad 1250 pl isotoner Kochssilalg (entsprechend einer Konzentra-
tion von 1,14uM) aerosoliert. Im Vergleich zu dearsuchen mit NaCl 0,9%-Aerosol zeigte
sich eine signifikante Senkung des pulmonalarienelDruckes zu den Zeitpunkten
t30 (p<0,05), {5 (p<0,01), éo und 5 (p<0,05). Zu den nachfolgenden Messzeitpunktegteei
sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug defh pulmonalarteriellen Druck. Der
maximale PAP-senkende Effekt ergab sich zum Megagsit t,s und betrug 7,3 = 1,4 mmHg
entsprechend einer prozentualen Senkung von 33Jaggesamt konnte ein signifikanter

PAP senkender Effekt Uiber einen Zeitraum von 50utéin beobachtet werden.

» Einfluss auf den Ventilationsdruck
Innerhalb der Versuchsreihe zeigte sich keineifdkgmte Veranderung im Bereich des

Ventilationsdruckes gegenuber den NaCl-Aerosoharsn.

* Einfluss auf die Lungenédementwicklung
Die Gewichtszunahme im Rahmen dieser Versuchstebeig 2,02 £ 0,2 Gramm Uber eine
Versuchsdauer von 120 Minuten. Damit zeigte sian kegnifikanter Unterschied in Bezug

auf Gewichtsanderungen gegeniber den NaCl 0,9%sAbkmersuchen.
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Abb. 4.6.2 Einfluss der Aerosolisierung von BQ Hi8 den PAP im Vergleich zur
NaCl0,9%-Kontrollgruppe
*P<0,05 zu den Messzeitpunkigntdo, t7s.
**P< 0,01 zum Messzeitpunkt t
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4.6.3 Aerosolisierung des selektiven ETRA BO 788 bh. 4.6.3)

* Einfluss auf die ET-1 induzierte pulmonale Hypeigon
Zum Zeitpunkt 1s erfolgte die Aerosolisierung des ERezeptorantagonisten BQ 788. Die
verabreichte Dosis betrug 600 ul BQ 788 ad 140(CIND,9% (entsprechend einer Kon-
zentration von 1,14uM). Im Vergleich zur Vergleighsppe NaCl-Aerosol zeigten sich zu
keinem Messzeitpunkt signifikante Veranderungen Bezug auf den pulmonalarteriellen
Druck (maximale PAP Differenz 3,04 + 1,9mmHg, p3),0

* Einfluss auf den Ventilationsdruck
Innerhalb dieser Versuchsreihe ergab sich keigeifégiante Veranderung im Bereich des

Ventilationsdruckes gegenuber den NaCl-Aerosoharsn.

* Einfluss auf die Lungenédementwicklung
Die Gewichtszunahme im Rahmen dieser Versuchstagtelg 1,96 + 0,3 Gramm wahrend
der Versuchsdauer von 120 Minuten. Damit zeigté gein signifikanter Unterschied in

Bezug auf Gewichtsanderung gegenuber den entsprdehdlontrollversuchen.
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Abb. 4.6.3 Einfluss der Aerosolisierung von BQ 8 den PAP im Vergleich zur

NacCl 0,9%-Kontrollgruppe
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4.6.4 Aerosolisierung des dualen ETRA Tezosentan ipA. 4.6.4)

* Einfluss auf die ET-1 induzierte pulmonale Hypeigon

Zum Zeitpunkt 1s erfolgte die Aerosolisierung des Tezosentan. Esdengine Dosis von
585 ug Tezosentan ad 1415 pl isotoner Kochsalztpgentsprechend einer Konzentration
von 1,16uM) bis zum Zeitpunkgetvernebelt. Ab dem Messzeitpunkg bis zum letzten
Messzeitpunkt 19 zeigte sich eine signifikante Senkung des pulmeteiiellen Drucks
(jeweils p<0,01). Der maximale drucksenkende Effeltde zum Zeitpunkipg gemessen und
betrug 11,4 £ 3,0 mmHg. Das entspricht einer netaiti Senkung des pulmonalarteriellen
Druckes um 46,3 %.

* Einfluss auf den Ventilationsdruck
Unter dem Einfluss von Tezosentan konnten im Beaufyden Ventilationsdruck keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den gemnen Kontrollversuchen beobachtet

werden.

* Einfluss auf die Lungenédementwicklung

Die Gewichtszunahme im Rahmen dieser Versuchshatrag 1,9 = 0,2 Gramm wahrend der
Versuchsdauer von 120 Minuten. Es zeigte sich Bmgjnifikanter Unterschied in Bezug auf
Gewichtsanderungen gegenuber den genannten Keetisiichen.
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Abb. 4.6.4 Einfluss der Aerosolisierung von Teatase auf den PAP im Vergleich zur
NaCl0,9%-Kontrollgruppe;
*P<0,01 ab 5 bis zum Zeitpunki
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4.7 Auswirkung unterschiedlicher ETRA auf das Moddl der pulmonalen

Hypertonie im direkten Vergleich

Innerhalb der Versuchsreihe der systemischen umdadmsolierten Applikation der drei
unterschiedlichen ETRA zeigten sich folgende aédPPVP und Odementstehung bezogenen

Veréanderungen:

4.7.1. Versuchsreihe intravaskular applizierter ETRA

* Vergleich BQ 123 und BQ 788 ( Abb. 4.7.1.1, Abb.142 und Abb. 4.7.1.3)

In der Versuchsreihe des intravasal applizierten 12Q zeigten sich im Vergleich zur
systemischen Applikation des BQ 788 signifikantdéddschiede hinsichtlich der Entwicklung
des PAP. Bereits direkt nach Applikation wurde ggnifikanter PAP-Unterschied (p<0,001)
Uber den Zeitraumgg bis t,o beobachtet. Wie schon erlautert fihrte das BQA2&iner
Drucksenkung, wahrend das BQ 788u einer signifikanten Drucksteigerung fuhrte. Die
maximale PAP Differenz zwischen den beiden Gruppamn dabei zum Zeitpunkiyd zu
beobachten und betrug 19,55 mmHg.

Im Vergleich der Entwicklung der Ventilationsdricked der Lungenédementstehung zeigte

sich zu den angegebenen Messzeitpunkten kein ikigmiér Unterschied.

* Vergleich BQ 123 und Tezosentan ( Abb. 4.7.1.1,AlFb1.2 und Abb. 4.7.1.3)

Zwischen den beiden Versuchsreihen BQ 123 und EBetas waren bei systemischer Gabe
keine signifikanten Unterschiede messbar. Dies @twohl fur PAP, als auch
Ventilationsdruck und die Lungenédementwicklung.

* Vergleich BQ 788 und Tezosentan ( Abb. 4.7.1.1,ABb1.2 und Abb. 4.7.1.3)

Im Vergleich der beiden Versuchsreihen BQ 788 urekzoBentan zeigte sich bei der
jeweiligen systemischen Applikation ein deutlichgnterschied in der Entwicklung des
pulmonalarteriellen Druckes. Im direkten Vergledigt sich ein signifikant geringerer PAP
in der Tezosentangruppe gegentber der signifikashtecksteigernden Wirkung des BQ 788.
Signifikante Unterschiede ergeben sich zu den #dekfen js bis ts (p<0,01) und zu den
Messpunktengp bis t20 (p<0,001). Dabei betrug die maximale Druckdifferéi’z3 mmHg.
Hinsichtlich des Wirkungseintrittes zeigte sichsslaie Wirkung des BQ 788 friher einsetzte
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als die Wirkung des Tezosentang)(tdabei jedoch ebenso bis zum letzten Messzeitpunk
nachweisbar blieb.
Bei Betrachtung der Messergebnisse bezogen auf Mentilationsdruck und die

Lungenddementwicklung lie3 sich dagegen kein skpniter Unterschied nachweisen.

ET1
284
I v ETRA
244 é
=
T ]
S 20
E
& o
- F;
a 167 |
| .
@ ]
- T
- —— ET-1 Kontrolle
87 —— BQ123
] —k BQ 788
4 —&— Tezosentan
rrrrrrrr1rrrrrrrrr1rr 1 rrrrrrrrrr?
-30  -15 0 15 30 45 60 75 90 105 120

Zeit [min]

Abb. 4.7.1.1 Vergleich der ET-Rezeptorantagonistebei intravasaler Applikation.
Weitere Erklarungen und stiihe Signifikanzen siehe Text.
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Abb. 4.7.1.2 maximale PAP-Differenz in mmHg deersthiedlichen ET-
Rezeptorantagonisten bei intsalar Applikation; **P<0,01; ***P<0,001
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Abb. 4.7.1.3 Vergleich der signifikanten PAP-Driakaung bei intravasaler Applikation der
ET-Rezeptorantagonisten in Mamut
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4.7.2 Versuchsreihe aerosolierter ETRA

* Vergleich BQ 123 und BQ 788 (Abb. 4.7.2.1,4.7.22417.2.3)

Bei Betrachtung dieser beiden Versuchsreihen zeiggech ebenfalls signifikante
Unterschiede im Verlauf des pulmonalarteriellendias. So konnte im Vergleich der beiden
Versuchsreihen untereinander ein signifikant PARkeader Effekt bei Aerosolisierung des
BQ 123 gegenuber dem BQ 788 nachgewiesen werdegseDiwar signifikant zu den
Zeitpunkten s, tso (p<0,01) und# bzw. o (p<0,05). Signifikante Unterschiede innerhalb der
registrierten Ventilationsdriicke oder der Lungemieetwicklung wurden nicht beobachtet.

* Vergleich BQ 123 und Tezosentan (Abb. 4.7.2.221nd 4.7.2.3)

Im Gegensatz zur systemischen Versuchsreihe kobeiteaerosolierter Applikation von
BQ 123 und Tezosentan ein signifikanter Unterschied der Entwicklung des
pulmonalarteriellen Drucks gemessen werden. Nadtosddisierung des Tezosentan zeigte
sich ab dem Messzeitpunkgo eine signifikant starker ausgepragte PAP-senké&Mitkung

als bei der Verabreichung des BQ 123-Aerosols (5)0,Zudem war der drucksenkende
Effekt signifikant lAnger nach Applikation des Teeatanaerosols als nach Aerosolisierung
des BQ 123 (100 Minuten vs. 55 Minuten) nachweisZardem war die maximale PAP-
Senkung durch das Tezosentanaerosol signifikamkestéausgepragt als dies durch das
BQ 123 Aerosol erreicht werden konnte (Reduktios AP von 11,7 mmHg entsprechend ~
46 % vs. 7,3 mmHg, entsprechend ~ 33%).

Bei Betrachtung des Ventilationsdruckes dagegen war Vergleich der beiden
Versuchsgruppen untereinander kein signifikantetetéchied erkennbar.

Dies betraf ebenso die Gewichtsregistrierung, leeisich keine signifikanten Unterschiede

darstellen lassen konnten.

* Vergleich BQ 788 und Tezosentan (Abb. 4.7.2.1 un@ .3)

Beim Vergleich dieser beiden Versuchsreihen zesgth ein signifikanter Unterschied der
Entwicklung des pulmonalarteriellen Druckes. Erdignavar diese zum Zeitpunkt,st
(p<0,05) und danach zu den Zeitpunkten(p<0,01) und allen folgen Messpunktes lis
t120 (p<0,001) zu beobachten. Dabei zeigte sich eindmade PAP-Differenz zum Zeitpunkt
togo Vvon ca. 11 mmHg.

Ein signifikanter Unterschied im Bereich des Vattdnsdruckes konnte im Vergleich der

beiden Versuchsreihen nicht nachgewiesen werden.

-56 -



Ebenso zeigte sich keine signifikante Veranderam@ereich der Gewichtsveranderung.

ET1  aerosol
28 6 I |
244
=
T ]
€ 20-
é -
& 4
a 1%
.
o ]
= 121
.é _
] —+ BQ788
8] —&— NaCl 0,9%
] = BQ123
4 —&— Tezosentan

|" T T T rr 11 rrrrrrrrrrrror
-30  -15 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zeit [min]

Abb. 4.7.2.1 Vergleich der ET-RezeptorantagonisteMergleich bei aerosolierter
Applikation.
Néahere Erklarungen und staidte Signifikanzen im Text.

-57 -



120+
110-
100
90
80—
70+
60—
50+
40-
30+
20+
104

Zeit der signifikanten PAP Senkung [min]

BQ123 aer. Tezosentan aer.

Abb. 4.7.2.2 Vergleich der signifikanten PAP-Druaiaing bei aerosolierter Applikation
der ET-RezeptorantagonisteMinuten; *P<0,05
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Rezeptorantagonisten bei aeies@lr Applikation;
ns: nicht signifikant; *P<0,05*P<0,01
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4.8 Verqgleich der intravasalen und der inhalativerApplikation von ETRA

* Vergleich BQ 123 intravasal und BQ 123 inhalatibifA4.8.1)

Im Vergleich dieser beiden Versuchsreihen zeigteh sein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der PAP-Entwicklung. Bereits kurz na¢brabreichung des BQ 123 zeigte sich
ein betonter Effekt bei der intravasal applizier&ubstanz ab dem Messzeitpunjthis o
(p<0,01). Dabei betrug die maximale Druckdifferemwischen den unterschiedlichen
Applikationsformen zum Zeitpunktst 9,4 mmHg. Die Wirkungsdauer des BQ 123 war im
Falle der systemischen Applikation fir 90 Minutéggngikant nachweisbar, dagegen war eine
signifikante Wirkdauer im Falle der aerosoliertenppiikationsform fir 45 Minuten
nachweisbar.

Ein signifikanter Unterschied konnte im Bereich désntilationsdruckes nicht gemessen
werden.

Ebenso waren keine signifikanten Unterschiede irzuBeauf die Entwicklung eines
Lungenddems zu beobachten.

ET1 Aerosol
28+ 4, —

24+

M)
o
P

16

124
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x * * *
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—y— BQ 123 Aerosol

. T T T rrJ1 rr1rrrrrr1rrrrrrr1r o
-30 -15 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zeit [min]

Abb. 4.8.1 Vergleich des PAPm BQ 123 intravasaB@ 123 Aerosol;
*P<0,01
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* Vergleich BQ 788 intravasal und BQ 788 inhalativb.8.2)

Im Vergleich der beiden BQ 788 Versuchsreihen zggt ein signifikant h6herer PAP in der
Gruppe der intravasal verabreichten Substanz. Diaseahme des PAP war zu den
Zeitpunkten s bis t,0 signifikant (jeweils p<0,05). Lediglich zum Zeitpkt t;os fand sich ein
nicht signifikanter Unterschied.

Eine maximale Druckdifferenz war zum Zeitpunktrhessbar und betrug 6,06 mmHg.
Signifikante Unterschiede im Bereich der Gewicldstierung konnten im Vergleich dieser
beiden Versuchsreihen nicht beobachtet werden.

Ebenso zeigte sich kein signifikanter UnterschiedBetrachtung der Ventilationsdriicke der

beiden Versuchsreihen.
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Abb. 4.8.2 Vergleich des PAPm BQ 788 intravasaB@.788 Aerosol,
*P<0,05
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» Vergleich Tezosentan intravasal und TezosentanatiigAbb. 4.8.3)

Im Vergleich zwischen diesen beiden Versuchsrefard sich kein signifikanter Unterschied
im Bereich des pulmonalarteriellen Druckes zwisctien beiden Applikatonsformen.

Auch in Bezug auf eventuelle Ventilationsdruck- n@ewichtsveranderungen liel3en sich

keine signifikanten Unterschiede darstellen.
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Abb. 4.8.3 Vergleich des PAPm Tezosentan intrawasalezosentan Aerosol
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5. Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen zur ET-1 vermételpulmonalen Hypertonie am Modell
der isoliert ventilierten und perfundierten Kaniealunge, vertiefen die Kenntnis Endothelin-
vermittelter pathophysiologischer Vorgange im Rahmren Lungenerkrankungen und die
Maglichkeit deren Antagonisierung.

Am Beispiel der pulmonalen Hypertonie ist belegissl das ET-1 als pulmonaler
Vasokonstriktor einen akuten pathophysiologischengeng vermittelt®®*% zudem ist das
ET-1 im Rahmen chronischer Umbauvorgéange der GefaBRemodeling) zu sehen, die an
der langfristigen Entstehung einer chronischen pulen Hypertonie, Uber das Mald der
Vasokonstriktion hinaus, beteiligt sin® . Dariiber hinaus ist das ET-1 aber auch Mediator i
anderen LungenerkrankungEfi**! und so konnten die in dieser Arbeit erarbeiteten
Ergebnisse auch auf andere Felder der Lungenpatbigbbgie Ubertragen werden.
Betrachtet man das ET-1 als wesentlichen Mediaton \akuten und chronischen
Lungenerkrankungen, so erhalt die Antagonisieruieges Botenstoffes einen besonderen
Stellenwert. Allerdings ist die Bedeutung der Amtaigierung der ET-1 vermittelten Effekte
durch systemisch applizierbare Substanzen am Bé¢ider pulmonalen Hypertonie bereits in
experimentellen  Arbeitel?**® unterstrichen und auch deren klinischer Nutzen ist
nachgewieseff 411

Eine Verabreichung von ETRA als Aerosol wurde histexh nicht untersucht.

Die grundlegende Hypothese dieser Arbeit war, dadsdie ET-1-antagonisierenden Effekte
von ETRA, die durch systemische (intravaskularepliation zu erzielen sind, auch nach
inhalativer Verabreichung beobachtet werden konbDéss ware gerade vor dem Hintergrund
interessant, dass durch die intrapulmonale sekek¥igrabreichung ein besseres Wirkungs-
INebenwirkungsprofil von ETRA erzielt werden koénni@ieser Ansatz wurde bereits fir
andere vasoaktive Substanzen erfolgreich nachgemi&sDa das ET-1 allerdings nicht nur
vasomotorische Effekte, sondern z. B. auch eineofifoliferative Wirkung hat, ware der
Einsatz der ETRA bei unterschiedlichen Erkrankundenkbar. Méglicherweise stellen sich
antiproliferative Effekte von ETRA auch erst in leolGewebskonzentration ein, die nur auf
inhalativen Wege zu erzielen sind.

Um die hamodynamische Wirksamkeit unterschiedlidB€ERA nach deren Aerosolisierung
zu Uberprifen, scheint das isolierte Kaninchenlongmlell besonders geeignet. Dieses
Organmodell ermdoglicht die Beobachtung biophysdciler Grof3en, wie z.B. den
Lungendruck, der durch das komplexe Zusammensiyel laungenkompartimente (Epithel,

Interstitium und LungengefalRe mit pré- und postki@n Kompartimenten usw.) reguliert
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wird. Damit sind die Vorteile eines intakten Organdslls gegentber der Untersuchung der
Einzelkompartimente (z. B. durch Untersuchungen @nlmonalarteriellen glatten
Muskelzellen oder —gefal3ringen) ersichtlich. Tratishal besitzt der Parameter Lungendruck
auch eine Klinische Bedeutung, da die Verminderdegselben aufgrund der konstanten
Flussrate immer mit einer Verminderung der pulmormekuldren Resistance verbunden sein
muss. Diesen Widerstand positiv zu beeinflusserimsts der vorherrschenden Therapieziele
bei der akuten und chronischen pulmonalen Hypeztoni

Das erste Ziel der Arbeit war, zunachst eine aehdlt pulmonale Vasokonstriktion als
Modellmechanismus einer ET-1 vermittelten Pathophggie im Modell der isolierten
Kaninchenlunge zu etablieren. Dafur war zunachst dharakterisierung der ET-1
vermittelten Vasokonstriktion nétig. In dieser Aitoeird nun nach unserer Kenntnis erstmals
die Kinetik dieser pulmonalen Vasokonstriktion Uleémen Zeitraum von 120 Minuten am
Modell der isolierten Kaninchenlunge beschriebemachN intravaskularer Bolusapplikation
von ET-1 kam es zu einem streng reproduzierbareénsofortigen pulmonalen Druckanstieg,
der Uber 60 Minuten weiter anstieg, um dann instabiles Druckplateau Gberzugehen. Die
Dosis des ET-1 wurde so gewahlt, dass eine Zunalesd?ulmonalisdruckes um ca. 300%
erreicht wurde, aber das Lungengewicht als Parandete Entstehung eines Lungenddems
nicht signifikant zunahm. Diese Konstellation edta eine Untersuchung der pulmonalen
Vasoreaktivitdt, ohne dass diese durch interdgtiedder gar alveolare Flussigkeits-
ansammlungen beeinflusst wurde. Zudem gilt dasclgh¢ibende Lungengewicht als
Ubergreifender Parameter einer erhaltenen Lungagntéit mit intakter endothelialer
Barriere. Die gute Reproduzierbarkeit der ET-1 vdgatten pulmonalen Vasokonstriktion
erlaubte die Intervention zu zwei unterschiedliclZatpunkten. Zum einen zum Zeitpunkt
des erreichten Plateaus: hier wurden die Dosis-Wigkkurven der ETRA ermittelt, um
zunachst grundsatzlich deren Pharmakokinetik udgrramik zu beschreiben. Zum anderen
diente der Zeitpunkt 15 Minuten nach Applikatiorsd€T-1 als Interventionszeitpunkt, um
die Zeitabhangigkeit der erzielten ETRA-Wirkungasser beschreiben zu kdnnen.

Im Modell wurden zum einen die selektiven ETRA BEZBIETA-Rezeptorantagonist) und
BQ 788 (E&-Rezeptorantagonist) angewandt. Zum anderen wwedeluhble, nicht selektive
ET-Rezeptorantagonist Tezosentan benutzt. Nachemigther Gabe des BQ 123 zum
Zeitpunkt des erreichten Druckplateaus wurde eimssisdbhangige Reduktion des
Pulmonalisdruckes beobachtet. Durch die Applikation PA-Druckanstieg konnte zudem
gezeigt werden, dass diese Wirkung von Dauer wiae fergleichbare Kinetik fir BQ 123

wurde auch bei den Inhalationsversuchen beobach&t,denen eine signifikantanti-

-64 -



vasokonstriktiveNirkung wahrend und kurzzeitig nach der Inhalati@thgewiesen werden
konnte. Allerdings war zum Versuchsende die Wirkdeg BQ 123 nicht mehr nachweisbar.
Somit liel3 sich ein vergleichbarer Effekt des vd@kund des inhalativ verabreichten &£T
Rezeptorblockers nachweisen. Im Gegensatz dazutdkaviéthrend der Applikation des T
Rezeptorblockers BQ 788 via Aerosolisierung keignsikanter Unterschied im Vergleich
zur Kontrollgruppe beobachtet werden, wahrend ysiesnischer Applikation des BQ 788 ein
Effekt der gesteigerten Vasokonstriktion zu beobachvar.

Bei gleichzeitiger Blockade sowohl des &Tals auch des EgFRezeptors durch den dualen
Rezeptorantagonisten Tezosentan via Aerosolisierkmignte ein deutlicher Effekt der
verminderten Vasokonstriktion beobachtet werderesBi war starker ausgepragt als der
Effekt der Aerosolisierung mittels BQ 123. Der Meigh der Inhalation des Tezosentans mit
der vorher untersuchten systemischen Applikatiors deezosentans erbrachte keinen
signifikanten Unterschied in der Wirkung.

In dieser Arbeit wird somit gezeigt, dass eine paiale Vasokonstriktion (als ein Beispiel
fur eine ET-1vermittelte Lungenerkrankung) durchr@s®lisierung des beschriebenen ET
(BQ 123) sowie des dualen ET-Rezeptorantagoniseaodentan vermindert wird. Die durch
systemische Applikation erreichten vasokonstrikiifekte des BQ 788 wurden allerdings
nach dessen Aerosolisierung nicht beobachtet.

Sowohl der ER-Rezeptor als auch der ERezeptor ist der Familie der G-Protein-
vermittelten Rezeptorengruppe zuzuordnen. Beidee®eren sind in der Familie der
Saugetiere auRerst haufig vertreten (80-96'9%)Diese Rezeptoren sind auf den glatten
Muskelzellen der pulmonalen Strombahn zu finden wewhitteln hier die ET-1 vermittelte
Vasokonstriktion und die Proliferation glatter Mestellen und Endothelzellen®*® Des
Weiteren befindet sich der BFRezeptor zusatzlich auf Endothelzellen und veemitiort
die Freisetzung von unterschiedlichen Mediatorandiésen genannten Substanzen gehéren
NO und Prostazyklin. Diese gelten als potente pufi® Vasodilatatoreh®** Insgesamt
ergibt sich jedoch in dieser Konstellation der Nettekt einer akuten ET-1 Expression, der
sich in einer anhaltenden Vasokonstriktion inndsh@gr pulmonalen Strombahn &uRRert. Im
Einklang mit diesen pathophysiologischen Vorstejem kann in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass der Haupteffekt der pulmonalen Vasiki@tion Uber den EA-Rezeptor
vermittelt wird. Dieser Effekt kann sowohl Uber dwravaskulare als auch tber die inhalative
Applikation eines EX-Blockers vermindert werden. Ebenfalls steht damu@egensatz die

Reaktion nach Applikation des E-Rezeptorblockers BQ 788, bei dessen intravaskulare
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Applikation (nicht via Aerosolisierung) es zu eineerstarkten vasokonstriktiven Effekt mit
Druckanstieg kommt.

Eine mdgliche Erklarung fur die fehlende signifikarReaktion auf Inhalation des BQ 788
kénnte die Tatsache sein, dass der endothelialggreée EE-Rezeptor bei inhalativer
Applikation nicht erreicht wird. So zeigten sicledeaktionen nach Verabreichung desET
und des dualen ET-Blockers deutlicher als beim B®. Dieser Umstand scheint die These
zu stutzen, dass die E'Rezeptor vermittelte Vasokonstriktion eine untergeete Rolle
spielt. Ein Dosis-Problem ist hierbei aufgrund dmEguimolar verabreichten Substanzen
sowohl inhalativ als auch intravaskular unwahrsoeheh.

Eine attraktive Spekulation ware hierbei allerdindass das BQ 788-Aerosol im Gegensatz
zum intravaskuléar verabreichten BQ 788 die Endatikd nicht erreichte. Somit ware
erklarbar, warum der intravasal erreichte Effektlinalationsversuch nicht nachweisbar war.
Einen direkten Beweis fir diese Interpretation lk&ndie vorliegenden Untersuchungen aber
nicht erbringen.

Obwohl es problembehaftet ist, nicht-signifikantgé&bnisse zu diskutieren, soll kurz auf die
Tendenz innerhalb der BQ 788-Versuchsreihen einggga werden. So zeigte sich nach
Inhalation des BQ 788 tendenziell sogar eher eieguktion des PAP, obwohl, wie gesagt,
ein Anstieg desselben zu erwarten gewesen ware.deimoben angestol3enen Gedanken
weiterzufihren, kodnnte nun sogar spekuliert werdgsss das BQ 788 zwar nicht die
Vasodilatation vermittelnden Zielrezeptoren auf dendothel antagonisierte, wohl aber den
Vasokonstriktion vermittelnden EIRezeptor auf der glatten Muskelzelle erreichte swmit
einen eher drucksenkenden Effekt vermittelte.

Interessanterweise zeigte der duale Rezeptoransdgorezosentan den deutlichsten
drucksenkenden Effekt in den Aerosolversuchen. Enklarungsansatz ware hier die
Annahme, dass die Aerosole zwar die glatte Muskelmad damit die beiden ET-Rezeptoren
an der glatten Muskelzelle, jedoch nicht die Reaegnt im Bereich der Endothelzelle
erreichen. Wiederholend ist zu sagen, dass digésmphetationen durch die vorliegende Arbeit
nicht zu beweisen sind. Jedoch ergeben die uniedicihen Beobachtungen bei genauer
Betrachtung ein logisches Gesamtbild. Folglich kéndie inhalative Verabreichung eines
spezifischen EA- oder eines dualen ET-Rezeptorantagonisten eitemativen Therapieweg
bei ET-1 induzierten Lungenerkrankungen darstellen.

Wie bereits beschrieben flihrte die systemische @akeETE-Rezeptorantagonisten BQ 788
zu einer Steigerung des vasokonstriktiven Endatb#kkts, wohingegen die systemische

Gabe eines EiFRezeptorblockers bzw. eines dualen Rezeptorbleckereinem verminder-
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ten Druckanstieg fuhrte. Da der ERezeptor neben seinen schon oben aufgefiihrten
Funktionen ebenfalls fur die Clearance des ET-hmevortlich ist, kbnnte eine mdgliche
Erklarung dieses Umstandes hier ansetzten. DiaigkeBlockade des EsFRezeptors fuhrt
somit zu einer Drosselung bzw. zu einer Aufhebueag Elimination des Endothelins durch
den EB-Rezeptor. Folglich kdme es nicht zu einer Senkdag Endothelinspiegels und
gleichzeitig zu einer vermehrten Aktivierung des pHRezeptors und damit zu einer
dementsprechenden vermittelten Vasokonstriktiordefiu erfolgt durch die Blockade des
ETs-Rezeptors in der Endothelzelle die verminderteseteung vasodilatierender Substanzen
wie NO und Prostazyklinen.

Dieses ist schon in zwei Studien beschrieben wordetche sich ebenfalls mit isolierten
Lungenmodellen beschéftigten. Diese Studien hatten Ergebnis, dass die Blockade des
ETs-Rezeptors mit systemisch appliziertem BQ 788 mereverstarkten Vasokonstriktion
filhrt 1221123

Es bleibt jedoch anzumerken, dass die Daten UleeE@+linduzierte pulmonale Hypertonie
bzw. die Wirkung des ET-1 auf die pulmonale Zirkida sehr limitiert sind und sich die
signifikanten Studien innerhalb dieses Arbeitskidres entweder auf die systemische

119 gder auf isolierte pulmonale GefaRe bezieiéi>

Zirkulation
Die Aussagekraft der durchgefuhrten Arbeit ist dumdie vielfaltigen Wirkungen des
Endothelins limitiert.

Neben den genannten vasokonstriktiven Eigenschafemn ET-1 spielt es innerhalb der
Physiologie und Pathophysiologie weitere bedeut&alken.

So ist das ET-1 als Mediator fur kardiales und uésles Remodeling inklusive der
Proliferation der glatten GefaBmuskelzelle bekainéses spielt vor allem in chronischen
Krankheitsprozessen eine entscheidende Rolle. DietraBhtung der chronischen
Auswirkungen des Endothelins ist dabei Bestandteihrerer Arbeiten gewesen, welche die
Auswirkung betreffend Proliferation und Remodelingtersucht haben. In diesen Studien
konnte nachgewiesen werden, dass der Prozess dexdBlengs und der Proliferation mittels
ETa-Rezeptorantagonisten bzw. mittels dualen ETRAhi&ni bzw. im Ergebnis vermindert
werden kanrt?®. In unserem Modell wird jedoch letztlich das Mddeliner akuten
pulmonalen Vasokonstriktion untersucht, so dassiwiBezug auf chronische Aspekte der
pulmonalen Hypertonie keine Aussagen treffen kon&umdem ist anzumerken, dass in
unserer Arbeit keine naheren Untersuchungen in @exud mikrozirkulatorische Prozesse
vorgenommen wurden. Aulerdem erfolgte keine Messutgy unterschiedlichen

Konzentrationen der ETRA bzw. des Endothelins wdthieer Versuche. Diese Fragestellung
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ware im Hinblick auf Bioverfugbarkeit bzw. Wirkuragif die Clearance des Endothelins von
Bedeutung.

Nichts desto trotz ergeben sich wichtige Erkenstisn beschrieben Modell:

Das Modell der ET-1 vermittelten pulmonalen Vasakdktion eignet sich zur Untersuchung
dieses in der Pathophysiologie von unterschiedticheungenkrankheiten zentral
eingebundenen Mediators. Zudem konnte nachgewieseden, dass die Antagonisierung
der vaskularen Effekte des ET-1 durch die Aerosolisg eines selektiven ET

Rezeptorblockers und noch prominenter durch dial&tton eines dualen ETRA maoglich ist.

Aufgrund dieser Ergebnisse ware nun abzuleiten,d@se Resultate umgesetzt werden
konnten, z. B. als Dosiseinspaarung durch die gaémddann inhalative) Applikationsform.
Uber die Erhéhung der lokalen Wirkdosis hinaus wérdem zu diskutieren, ob sich durch
die pulmonal selektive Applikation eine Reduktiomeuwinschter Nebenwirkungen zu
erzielen ist.

Wie schon in unterschiedlichen Arbeiten untersueitde, kann die Verabreichung von
vasoaktiven Substanzen mittels Inhalation im Vechleu systemischer Applikation Vorteile
aufweisen’®. Daraus lasst sich die Vermutung ableiten, das@ukunft eine inhalative
Verabreichung des dualen ET-Rezeptorantagonistenséatan eine Option in der Therapie
einer ET-1 vermittelten Vasokonstriktion wie beir daulmonalen Hypertonie darstellen

konnte.
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6. Ausblick

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit wedenge neue Fragen auf und geben Anlass
zu neuen weitergreifenden Untersuchungen. Dabeil sinterschiedliche Ansatze von
Interesse.

Das von uns genutzte Modell entspricht einem Modietlakuten pulmonalen Hypertonie.

Von Interesse ware hier die Umsetzung in ein clsamés Modell der pulmonalen Hypertonie
wie z. B. die Monocrotalin-induzierte pulmonale Hyfonie im Tiermodell (Ganztiermodell).
Anhand dieses chronischen Modells koénnten nicht akmte vasoreaktive Effekte der
applizierten Substanzen, sondern auch langfristigAuswirkungen auf
Zellproliferation / Remodeling untersucht werden.

Unter diesem Aspekt konnte eine Auswirkung der Wesmhung von ETRA auf
Mediatorebene und auf das vaskulare Remodelingrsudiet werden. Die Ergebnisse
betreffend der ETRA auf unterschiedliche Mediatodss vaskuldren Remodelings wie
VEGF oder PDGF kdnnten eine gewichtige Rolle in Teerapie der pulmonalen Hypertonie
spielen.

Ein weiterer Ansatz zur Erhaltung wissenschaftlichegebnisse ware die Etablierung eines
Zellkulturmodells zur Untersuchung der Auswirkungser unterschiedlichen Aerosole auf
Zellebene. Hierbei ware die Applikation auf epithlgr Seite von besonderem Interesse in
einem Modell kombinierter Zellkulturen (Sandwichkuen zwischen Muskelzellen und
Endothelzellen).

Zum Erhalt Kklinischer Daten ware die Applikationnes Aerosols wahrend eines
Rechtsherzkatheters als Akuttestung im Rahmen &hadie vorstellbar. Hierbei kdnnten
duale ETRA sowie spezifische k-Rezeptorantagonisten eingesetzt und deren akuten
Effekte auf die pulmonale und die systemische Hadmanhik gemessen werden. Aul3erdem
waren so pharmakokinetische Untersuchungen nactaitiver Applikation mdglich, die als

Grundlagen flr zukinftige klinische Studien diekénnten.
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7. Zusammenfassung

Die schwere pulmonale Hypertonie ist eine ernstd l@tbensbedrohende Erkrankung mit
einer schlechten Prognose. Unter den Bedingungees elediatorungleichgewichtes mit
folgender pulmonaler Vasokonstriktion, In-Situ-ThmMoose usw. kommt es zu vaskuléaren
Umbauprozessen und damit zur Entstehung bzw. Riiegre des Krankheitshildes. Dieser
Vorgang kann sich dabei Uber einen Zeitraum von Mgncoder Monaten bis hin zu
Jahrzehnten erstrecken. Das Ausmal?3 klinischer Symgkann dabei stark variieren. Je nach
Ursache dieser pulmonalen Hypertonie unterscheigat verschiedene Formen, wobei die
pulmonale arterielle Hypertonie (PAH) beispielhatifgrund der pathophysiologischen
Entstehung ist und damit in Bezug auf neue thetz@mhie Maoglichkeiten eine
Schlusselstellung einnimmit.

Die derzeitigen Therapieoptionen sind im Verglezchden Mdglichkeiten vor noch wenigen
Jahren deutlich effektiver, eine Heilung ist jedeakiterhin nicht maglich.

Derzeit werden hauptsachlich Prostazyklinderiva®hosphodiesteraseinhibitoren sowie
ETRA als Mono- bzw. Kombinationstherapie zur BeHandg der pulmonalen Hypertonie
eingesetzt.

Diese Arbeit untersuchte die Wirkung unterschiddiic ETRA bei intravasaler versus
inhalativer Applikation am etablierten Modell desolierten, ventilierten und perfundierten
Kaninchenlunge mit einer ET-1 induzierten experitab@n akuten pulmonalen Hypertonie .
ET-1, ein potenter Vasokonstriktor der pulmonalexi&Be und Mediator der Zellproliferation
der glatten GefalBmuskelzellen, wirkt Uber die beider Familie der G-Protein vermittelten
Rezeptoren gehdrenden Endothelinrezeptorenusad ETg.

Der ETa-Rezeptor befindet sich wie der ERezeptor im Bereich der glatten
GefalBmuskelzelle. Der EBIRezeptor ist zudem noch im Bereich der Endothielzeku
finden.

Fur die vasokonstriktive Wirkung bei ET-1-Stimuatiist hauptséchlich der EFRezeptor
verantwortlich. Eine deutlich geringere Vasokorksion zeigt die Stimulation des BT
Rezeptors an der glatten Muskelzelle. Vasodilatiérdagegen wirkt die Stimulation des
ETg-Rezeptors an den Endothelzellen. Zusatzlich Ubemi der EE-Rezeptor eine
Clearence-Funktion des ET-1.

Die in dieser Arbeit genutzten Substanzen warerEdgfRezeptorantagonist BQ 123, der
ETs —Rezeptorantagonist BQ 788 sowie der nicht-selektiuale ETRA Tezosentan. Dabei
wurde jede Substanz bei systemischer Applikationsiand bei Aerosolisierung untersucht.
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Beobachtet werden konnte die zu erwartende drukksele Wirkung des ExFRezeptor-
antagonisten BQ 123 und des dualen ETRA Tezoséeissystemischer Applikation. Auch
die drucksteigernde Wirkung des g&Rezeptorantagonisten bestétigte die zu Grunderigg
Theorie zur Wirkung des endothelial gelegeneg-R€zeptors.

Es zeigte sich zudem eine signifikante Wirkung B€3123 bei Aerosolisierung in Form
einer Drucksenkung. Diese war im Vergleich zur eysschen Drucksenkung des BQ 123
deutlich geringer auspragt. Die drucksteigerndekwig von BQ 788 war dagegen bei
inhalativer Gabe nicht nachweisbar. Der duale ETRézosentan dagegen zeigte bei
inhalativer Applikation den gleichen ducksenkenddiekt wie die systemische Applikation,
obwohl nur etwa 25% der intravaskular applizier&rbstanzmenge durch Inhalation in der
Lunge deponiert wurde.

Mit dem Ergebnis dieser Arbeit lasst sich nachweiskass die biologische Aktivitat der hier
untersuchten ETRA auch nach deren Aerosolisierunglten ist. Gezeigt wurde dies an der
isoliert ventilierten und perfundierten Kanincherde, die unter dem Einfluss einer
Bolusapplikation von ET-1 eine anhaltende Vasokikigin entwickelte. Dieses Modell
diente so als Bioassay fur die zu prifenden ETR&: machste Schritt ist die Ubertragung
dieser Ergebnisse in der chronischen und akutenmgndlen Hypertonie in

Ganztiermodellen.
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9. Materialien

9.1 Substanzen

Aquadest
Bacillol (Bode Chemie, Hamburg, Deutschland)
BQ 123 ( Axxora Deutschland, Lorrach, Deutschland)

( Alexis,Grunberg, Deutschland)
BQ 788 (Clinalfa AG, Laufelfingen, Schweiz)
CO, (Linde AG, Pullach, Deutschland)
Cutasept (Bode Chemie, Hamburg, Deutschland)
DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck, Darmstadt, Deutsatnd
ET-1 (Calbiochem, Merck, Darmstadt, Deutschland)
Heparin-Natrium (Braun, Melsungen, Deutschland)
Ketamin (Inresa, Freiburg, Deutschland)
Krebs-Henseleit-Puffer (Serag-Wiessner, Naila, Beland)
NaCl 0,9% (Baxter, Unterschleil3heim, Deutschland)
Natriumhydrogencarbonat (DeltaSelect, Dreieich, tBehland)
Tezosentan (Actelion, Allschwill, Schweiz)
Xylazin (Bayer, Leverkusen, Deutschland)

Xylocain (Astra Zeneca, Wedel, Deutschland)
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9.2 Geréate / Herstellerangaben

ABL Radiometer (Radiometer GmbH, Willich-SchiefbaReutschland)

AD/DA — Wandlerkarte (Dicision via Harvard ApparaiuHolliston, USA)
Druckaufnehmer ,Single-Use-Pressure-Transducert(Brdelsungen, Deutschland)
Drucker ,Epson Stylus C66“ (Epson, Meerbusch, Dehlend)

Einkanalschreiber

Einmalspritzen 2ml / 5ml / 10 ml ,BD Discardit I{(Becton Dickinson, USA)
Farbmonitor

Filter “Iso-Gard Filter S” (Hudson RCI, High WycompEngland)

Lichtquelle

Kanulen “BD Microlance” (Becton Dickinson, USA)

Latexhandschuhe (Semperit, Gevelsberg, Deutschland)

Messverstarker ,Scout 55“ (Hottinger Baldwin Messiteik GmbH, Darmstadt, Deutschland)
Perfusorpumpe ,871582/3" (Braun, Melsungen, Deustlh)

Perfusorspritze ,BD Plastipak” (Becton DickinsorSA)

Personal Computer

Rasierer (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland)

Rollerpumpe ,MCP Standard” (Ismatec, Wertheim, Behtand)

Harvard Kleintierbeatmungspumpe ,UB 6025" (Hugo I&a&lektronik, March Hugstetten,
Deutschland)

Vernebler ,Schill multisonic* (Schill, Medizintecliig Probstzella, Deutschland)
Verstarker ,, PLUGSYS-DBA" (Hugo Sachs Elektronik)

Waage ,Scout Pro* (Ohaus, Giel3en, Deutschland)

Wagezelle (Hottinger Baldwin Messtechnik)

Warmepumpe ,DC 5" (Haake, Karlsruhe, Deutschland)

-93 -



10. Danksagung

Ich mdchte Herrn Professor Dr. med. Jurgen Behr efzlich fur die Aufnahme in seinem
Team, die Uberlassung des Themas und fir die wkrtuod konstruktive Unterstiitzung bei

der Anfertigung dieser Arbeit danken.

Herrn Dr. med. Hanno Leuchte mdchte ich flur dieemaftlentlich gute Betreuung bei der
Planung, Durchfiihrung und Erstellung der Arbeitlkdam

Mit seinem personlichen Einsatz, der standigen Wsionsbereitschaft und seiner Fahigkeit
zur Motivation auch in schwierigen Phasen war aeavichtige Hilfe beim Erstellen dieser

Arbeit. Ferner zeigte er mir in vielen personlich@esprachen Moglichkeiten und Wege auf,

welche mir ohne seine Unterstiitzung wahrscheinMeschlossen geblieben wéren.

Ferner mochte ich allen Arzten, Schwestern und &aknnen des Schwerpunktes
Pneumologie, Medizinische Klinik und Poliklinik mpeinen Dank fur die Unterstiitzung und

Aufnahme in das Team danken.

Ebenso dankbar bin ich Herrn Dr. med. Michal EI-Now, den Technischen Assistentinnen
und Assistenten Frau Arzu Pospisil, Frau HeidrutieWa-Hermoza sowie Herrn Shani

Haziraj fur die Unterstitzung bei der Praparatiod beim Versuchsaufbau.

Mein ganz besonderer Dank gilt meinen Eltern Aloisl Maria Meis sowie meinem Bruder
Frank Meis. Ohne die langjahrige moralische undrfirielle Unterstlitzung meiner Eltern
sowie meines Bruder waren das Studium mit erfottpein Abschluss und die Dissertation
nicht moglich gewesen.

AulRerdem mdchte ich meiner Freundin Ann-KathrinéPfip die Geduld und die moralische
Unterstitzung in den letzten Jahren sowie fur dighiNe bei der Korrektur der Arbeit

danken.

-94 -



Originalarbeiten:
1. Leuchte, H. H.)J. Michalek, O. Soenmez, T. Meis, S. Haziraj, Wélk D.

Bevec, and J. Behr.
Preserved pulmonary vasodilative properties of s@ized brain natriuretic
peptide.

Pulmonary Pharmacology & Therapeutics 2009; 22:5453.

2. Leuchte HH, Meis T, EI-Nounou M, Michalek J, Behr J
Inhalation of endothelin receptor blockers in puhary hypertension.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2008 Apr; 294(Z72-7.

Abstracts und Posterprasentationen:

1. Leuchte HH, Meis T, EI-Nounou M, Behr J. Inhaleddethelin-receptor-blockers in
acute pulmonary hypertension in an isolated vertilaand buffer perfused rabbit lung
model.

Eur Respir J 2006; 28 (Suppl 50): 427s.

2. El-Nounou M, Meis T, Leuchte H, Behr J.

Einfluld selektiver Endothelinrezeptorantagonistarf die experimentelle pulmonale
Hypertonie im Modell der isolierten Kaninchenlunge.

Pneumologie 2007; 61: 1, A19.

3. H. Leuchte, T. Meis, J. Michalek, J. Behr
Inhalation of endothelin receptor blockers in pulrary hypertension
Eur Respir J 2008;

4. Leuchte HHMeis T, Michalek J, Behr 3.

Inhalation of Endothelin receptor blockers in pufrany hypertension

-95-



Pneumoupdate, Innsbruck Osterreich 2008

* Ausgezeichnet mit dem Posterpreis des Pneumoe@®latz.

5. Meis T, Michalek J, Behr J, Leuchte H. Inhalatroit Endothelinrezeptor-Blockern bei
artifizieller Pulmonaler Hypertonie — Untersuchungem Modell der isolierten
Kaninchenlunge.

Pneumologie 2009; 63: S84, P333.

6. HH Leuchte, O Soenmez, J Michalek, T Meis, aBekr

Differential Distribution of Inhaled Liposomal Cydporin as Compared to Its Systemic
Administration in the Isolated Ventilated and BufRerfused Rabbit Lung Model.

Am. J. Respir. Crit. Care Med., Apr 2009; 179: A287

7.T Meis, J Michalek, J Behr, and HH Leuchte

Inhalation of Mono and Dual Selective Endotheli@orantagonists in Sustained
Pulmonary Vasoconstriction.

Am. J. Respir. Crit. Care Med., Apr 2009; 179: AB25

-96 -



