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1. Pulmonale Zirkulation

a. Physiologie der pulmonalen Zirkulation

Die pulmonale Strombahn unterscheidet sich in wesentlichen Punkten von der
Strombahn anderer Organe. Die Arteriolen, die in samtlichen Strombahngebieten der
systemischen Zirkulation eine dicke Schicht glatter Muskelzellen aufweisen, besitzen
in der pulmonalen Strombahn keine solchen Zellen. Stattdessen gehen die grofReren
muskularisierten Arterien in kleine, partiell muskularisierte Gefal3e Uber, die einen
niedrigeren Perfusionswiderstand aufweisen. Unter Veranderung des Blutflusses, wie
beispielsweise steigendem Herzeitvolumen unter Belastung wird ein gewisses
Druckniveau beibehalten.

Sogar bei einer Verdreifachung des Herzzeitvolumens ist ein pulmonal- arterieller
Druckanstieg auf 20-28 mmHg begrenzt.

Diese pulmonal vaskulare Regulation basiert auf einer passiven Umverteilung des
Blutes (West et al., 1987) mit Anteilen einer aktiven Vasodilatation (Olschewski et al.,
1996).

Der pulmonal- arterielle Druck (PAP) ergibt sich aus der Summe von linksatrialem
Druck (pLa) und aus dem Druckabfall (Ap) Uber den in Reihe geschalteten
GefalRwiderstanden der arteriellen, kapillaren und vendsen Strecke der pulmonalen

Strombahn.

‘PAP =pat Apq + Apo + Ap3‘

Der pulmonal- vaskulare Widerstand (PVR) berechnet sich analog dem Ohmschen
Gesetz aus dem Druckabfall Uber die gesamte pulmonale Strombahn und dem

Herzzeitvolumen (Q)

PVR = (PAP-PAWP)/Q




Wobei PAWP fir den pulmonal- arteriellen ,wedge“- Druck steht. Die Hohe des
PAWP entspricht dem Druck in den Pulmonalvenen und somit unter physiologischen
Bedingungen in etwa dem linksatrialen Fullungsdruck.

Dies trifft hauptsachlich fur die sogenannten Westzonen Il und IV in der Lunge (West
1992) zu, da in diesen Bereichen das Prinzip eines Poiseulle- Resistors bei
Menschen in aufrechter Kérperhaltung am ehesten gegeben ist.

Im Falle einer pulmonalen Drucksteigerung durch Belastung dehnen sich die
Lungengefalle druckpassiv aus (Distension) und in Ruhe eingeschrankt perfundierte
Areale werden zusatzlich perfundiert (Recruitment). Darlber hinaus wird der
Gefalltonus des pulmonal- vaskularen Systems bei Belastung durch aktive
Vasodilatation vermindert.

Der pulmonale Vasotonus kann ein Kontinuum von der maximalen Vasokonstriktion

bis zur maximalen Vasodilatation durchlaufen.

Distension Zunahme des _Gefél&querschnitts
. durch elastische Dehnung
(druckpassiv)

Zunahme des Querschnitts durch
Recruitment Rekrutierung von ReservegefiRen

(druckpassiv)

Abb. 1 Steigerung der pulmonalen Perfusion unter Belastung durch Distension

des Gefassquerschnittes und Recruitment von Reservegefassen.



b. Pathophysiologische Veranderungen der pulmonalen Hypertonie

Die pulmonale Hypertonie ist definiert als eine Erhéhung des mittleren PA-Druckes
Uber 20mmHg in Ruhe. Eine Erhéhung des pulmonal- arteriellen Druckes (PAP) fuhrt
zur Rechtsherzbelastung und letztendlich zur Verminderung des Herzzeitvolumens
(HZV).

Durch die Druckbelastung des rechten Ventrikels entsteht zunachst eine
konzentrische Hypertrophie, die bei weiterem Progress in eine Dilatation des rechten
Ventrikels mundet. Durch das verminderte Auswurfvolumen des rechten Herzens
sinkt die im linken Ventrikel zur VerfUgung stehende Blutmenge, was zu einem
progredienten Vorwartsversagen fuhrt.

Durch die Abnahme des HZV nimmt die Kontaktzeit der Erythrozyten mit den
Alveolen ab. Es resultiert haufig eine manifeste arterielle Hypoxamie, die durch eine
hohe systemische Ausschopfung noch verstarkt wird (Schmidt&Thews Physiologie
des Menschen, W. Siegenthaler- Klinische Pathophysiologie, Harrison’s Principles of
internal medicine).

Im Rahmen der pulmonalen Hypertonie kommt es ausnahmslos zu strukturellen
Veranderungen der Pulmonalarterien, die in aller Regel parallel zur Vasokonstriktion
auftreten.

Oftmals tritt verstarkend eine lokale Thrombosierung kleiner Pulmonalarterien auf.
Durch diese Vorgange kommt es zu einer Abnahme des gesamten
GefalRquerschnittes und daruber hinaus zu einem Complianceverlust (Stiffening) des
Gefalgebietes.

Bei der pulmonalen Hypertonie kommt es neben diesen strukturellen Veranderungen
zu einer Mediatordysbalance: Substanzen, welche ein vasokontriktives Profil
besitzen und darlber hinaus mitogenen Einfluld auf die GefalRwandkomponenten
ausuben, wie z.B. Endothelin und der Arachidonsauremetabolit Thromboxan A;
(TXA2) sind erhdht, wahrend auf der anderen Seite primar vasodilatativ und
antiproliferativ wirksame Sunstanzen, wie der Arachidonsduremetabolit Prostazyklin
(PGl2), ANP (atriales natriuretisches Peptid) und Stickstoffmonoxid NO (fruher
EDRF) erniedrigt sind (Christman et al., 1992). Das eine aktive Vasokonstriktion auch

in einer langer bestehenden pulmonalen Hypertonie vorhanden ist, geht aus Daten



hervor, die diese aktive Komponente zur Identifizierung méglicher Behandlungsmodi
nutzen (Sitbon et al., 1998).

Endothelin 1 (ET-1) ist ein vasoaktives Peptid, das in der pulmonalen aber auch
systemischen Strombahn von Endothelzellen aus dem Vorlaufer big-Endothelin
durch ein Aktivierungsenzym gebildet wird.

Seine Wirksamkeit entwickelt ET-1 Uber zwei unterschiedliche Rezeptoren. Die
Bindung an den ETg- Rezeptor auf Endothelzellen fuhrt zu einer Vasodilatation durch
Freisetzung von NO. Durch Aktivierung des ETa auf glatten Muskelzellen kommt es
zur Vasokonstriktion (Mc Culloch 1998). Uber diesen ETa- Rezeptor entwickelt ET-1
auch seine wichtige mitogene Eigenschaft auf die glatten GefaRmuskelzellen.

Die strukturellen Veranderungen an den Pulmonalarterien sind an kleinen und
grolRen GefalRen sehr unterschiedlich. Die zentralen Gefalle werden aufgeweitet, das
Lumen der kleinen Gefalle wird durch die Umbauvorgange (Remodelling)
zunehmend verkleinert.

Die Beschreibung dieses Phanomens geht aus von der normalen Anatomie der
distalen Gefalaufzweigung der Lunge (Abb. 2).

Dort besitzen die pulmonal- arteriellen Gefale bis hinunter zu einer Weite von ca.
80um Lumen eine kontinuierliche Media. Weiter distal finden sich nur noch partiell
muskularisierte Gefalde. In den allermeisten Fallen kommt es bei dem Remodelling
der Gefallwand a) zu einer Intimafibrose, b) zu einer Hypertrophie der Media und c)
zu einer sogenannten ,De Novo Muskularisation®. Die glatten Muskelzellen der Media
wachsen in zunachst longitudinal angeordneten Zligen nach distal aus, so dass auch
kleinere pulmonal- arterielle Gefalle bis herunter zu einem Durchschnitt von 15um
eine komplette Muskularis aufweisen kdnnen (Veysier-Belot et al., 1999). In der
weiteren Entwicklung kommt es zur Obliteration der Gefalle (Palevsky et al., 1989)
mit zunehmender Stase.

Ausserdem sei auf die Thrombozytenaggregation férdernde und die Fibrinolyse
hemmende Funktion einiger dieser Stoffe hingewiesen. Folgend der Virchowschen
Trias ist die gemeinsame Endstrecke dieser morphologischen und funktionellen
Beeinflussung die so genannte Thombosis in situ (Fuster et al., 1984, Pietra et al.,
1989).

Diese beschriebenen Veranderungen mit Verdickung der Intima, Proliferation der
glatten Muskulatur und der Thombosis in situ bezeichnet man als plexiforme

Lasionen. Initial wurde diese ausschlieldlich der primar pulmonal- arteriellen
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Hypertonie zugeordnet. Mittlerweile ist allerdings sicher, dass diese Veranderungen
auch bei anderen Formen der pulmonalen Hypertonie vorkommen (Veysier-Belot et
al., 1999).

c. Klassifikation der pulmonalen Hypertonie
Nach der Klassifikation der WHO aus der Venedig- Konferenz 2003 wird die

chronische pulmonale Hypertonie in unterschiedliche Krankheitsbilder und

assoziierte Erkrankungen aufgeteilt. Die pulmonal- arterielle Hypertonie wird
unterschieden in die idiopathisch pulmonal- arterielle Hypertonie (IPAH- friher PPH),
welche entweder sporadisch oder gehauft familiar auftreten kann. Weiterhin fallt
unter die Kategorie pulmonal- arterielle Hypertonie die pulmonale Hypertonie
assoziiert mit Bindegewebserkrankungen (z.B. CREST-Syndrom, Sklerodermie,
Sjogren- Syndrom- Mischkollagenose), die pulmonal- arterielle Hypertonie aufgrund
von angeborenen Herzvitien, die porto- pulmonale Hypertonie.

Ebenso bei Infektion mit dem humanen Immunschwache Virus (HIV)kann eine
pulmonal arterielle Hypertonie assoziiert sein, sowie aufgrund von Medikamenten
und Stoffen induziert, insbesondere Appetitzigler wie Aminorex und Fenfluramin
(Abenheim et al., 1996).

Weitere Formen der pulmonalen Hypertonie gehdren jeweils einer eigenen Kategorie
an. Die pulmonale Hypertonie aufgrund linkskardialer Erkrankungen (z.B.
Cardiomyopathien), sowie als weitere Gruppe die pulmonale Hypertonie assoziiert
mit Erkrankung der Atemwege (Hypoxie bedingte pulmonale Hypertonie), z.B. die
chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD), interstitielle Lungenerkrankungen,
weiterhin als eigenstandige Gruppe die pulmonale Hypertonie auf dem Boden

chronisch rezidivierender Lungenembolien.

1 Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)

Pulmonale Hypertonie bei Erkrankungen des linken Herzens
Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankung und/oder Hypoxie

Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer Thrombembolien (CTEPH)

a b~ WON

Verschiedenes (Sarkoidose, Histiozytose X, Lymphangiomatosis usw.)
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http://de.wikipedia.org/wiki/Herz
http://de.wikipedia.org/wiki/Sarkoidose
http://de.wikipedia.org/wiki/Histiozytose_X

Tabelle 1: Funktionelle ,,Venedig“-Klassifikation 2003

2. Behandlungsstrategien der pulmonalen Hypertonie

a. Allgemeine medikamentdse Therapie und Massnahmen

In der akuten und chronischen pulmonalen Hypertonie haben die Behandlung der
Grunderkrankung und die symptomatische Basistherapie ihren festen Stellenwert. In
erster Linie besteht die Basistherapie aus einer konsequenten Antikoagulation
(d’Alonzo et al., 1991), sowie ggdf. eine diuretische Therapie und wenn notwendig
eine Langzeitsauerstofftherapie, frihzeitige Infekttherapie, sowie prinzipiell
korperliche Schonung. Zusatzlich bieten oral verabreichte hochdosierte
Calciumantagonisten eine mogliche Option (Rich et al., 1992). Allerdings lassen sich
nur ca. 8-15% aller Patienten, vor allem Patienten mit einer idiopathisch pulmonalen
Hypertonie (IPAH), langfristig erfolgreich mit dieser Stoffgruppe behandeln (Sitbon et
al., 1998 und 2002, Olschewski et al., 1996).

b. Stickstoffmonoxid

Inhalatives Stickstoffmonoxid (NO) konnte sowohl in Fallen der akuten pulmonalen
Hypertonie im Rahmen eines ARDS als auch in der chronisch pulmonalen
Hypertonie eine auf das Lungengefalibett reduzierte Gefalidilatation erzielen (Pepke-
Zaba et al, 1991, Frostell et al, 1992, Rossaint et al., 1993, Bigatello et al., 1997,
Troncy et al., 1998).

Uber eine Aktivierung der Guanylatzyklase wird vermehrt zyklisches
Guanosinmonophosphat  (cGMP) gebildet. Diesem  zyklischen Nukleotid
nachgeschaltete cGMP abhangige Proteinkinasen phosphorylieren Ca-ATPasen
intrazellularer Kalziumspeicher. Eine verminderte intrazellulare Kalziumkonzentration
ist die Folge, die eine Gefassrelaxation bewirkt. Es kommt durch die inhalative
Applikationsform nicht nur zu einer Abnahme des Gefasswiderstandes, sondern
durch selektive Vasodilatation ventilierter Areale auch zu einer Reduktion des
Shuntflusses, als Zeichen einer Verbesserung des
Perfusion/Ventilationsverhaltnisses. Diese Gefasserweiterung in ausschlieBlich
bellfteten Arealen der Lunge bezeichnet man auch als selektive intrapulmonale
Vasodilatation (s. Abb.2).
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Abb. 2. Selektive pulmonale Gefasserweiterung durch inhalative Vasodilatatien

Aufgrund des sehr kurz anhaltenden positiven Effektes ist eine kontinuierliche
Applikation des inhalativen NO notwendig. Dadurch limitiert sich dieser
Therapieansatz fur die betroffenen Patienten vor allem im ambulanten Bereich, trotz
der unbestrittenen Vorteile einer inhalativen NO-Therapie. Ebenfalls sei auf die
Gefahr eines rebound- Phanomen nach Absetzen der NO-Therapie (Miller et al.,
1995) hingewiesen. Beschrieben sind unterschiedliche Falle, bei denen es nach
Aussetzung der NO-Applikation zu einem Uberschiessenden pulmonal- arteriellen
Druckanstieg kam, der weit Uber dem des Ausgangsniveaus lag und somit eine akute
kardiale Mehrbelastung darstellte.

Ausserdem sind mdogliche Nachteile bezuglich der langer dauerenden Anwendung
von NO und der Bildung freier Radikale verbunden, was wiederum eine

Beeinflussung inflammmatorischer Geschehen darstellt (Troncy et al., 1997).
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c. Prostazyklin(PGl,)
Prostazyklin wurde 1976 als ein endothelabhangiger, aggregationshemmender

Faktor mit vasodilatativen Eigenschaften in England entdeckt (Monacada et al., 1976
und 1979).

PGIl, ist der starkste bekannte pulmonale Vasodilatator und hat dariber hinaus
starke aggregationshemmende und antiproliferative Eigenschaften.

Das Molekul wird Uber eine Prostazyklinsynthase in den Endothelzellen gebildet,
(Spisni et al., 1995) ist chemisch instabil und hat in der Blutbahn eine Halbwertszeit
von 2-3 Minuten.

Aus diesem Grund ist bei der systemischen Applikation eine kontinuierliche Infusion
notwendig. Der Einsatz des vasodilatativen Prostazyklins als kontinuierliche Infusion
ist eine etablierte und zugelassene Therapie zur Behandlung der schweren
pulmonal-arteriellen Hypertonie (Higgenbottam et al., 1984, Rubin 1990, Barst et al.,
1993).

Aufgrund der systemischen Applikation kommt es jedoch durch eine nichtselektive
Gefassdilatation zu entscheidenden Nachteilen. Durch die unselektive Vasodilatation
kommt es einerseits zur systemischen Mitreaktion in Form von Hypotonien, wodurch
haufig eine notwendige Dosisteigerung limitiert wird. Weiterhin kann es zu einer
Verschlechterung des ohnehin gestdrten Gasaustausches mit einer zunehmenden
Fehlverteilung von Ventilation und Perfusion der Lungenstrombahn (Walmrath et al.,
1997).

Fur die kontinuierliche Gabe des Prostazyklins ist die Implantation eines zentralen
Venenkatheters (Port-System oder Hickman-Katheter) erforderlich. Durch Infektionen
oder aber Unterbrechung der Medikamentengabe kann es zu lebensbedrohlichen
Zustanden fur den Patienten kommen (Barst et al., 1996, Laughlin et al., 1998).

Vor diesem Hintergrund wurde in einer Studie an Patienten mit pulmonaler
Hypertonie aufgrund eines ARDS inhalatives Prostazyklin verabreicht (Walmrath et
al., 1993). Damit konnte ein entscheidender Erfolg hinsichtlich der Hamodynamik und
Ventilations-/Perfusionsverteilung durch selektiv pulmonale Vasodilatation erreicht
werden.

Dadurch das das Aerosol ausschliel3lich in die ventilierten Areale der Lunge gelangt
und dort gefasserweiternd wirkt, gelingt eine Umverteilung des Blutflusses von nicht-

ventilierte in ventilierte Areale. Damit verbunden ist eine Reduktion des pulmonal-
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arteriellen Druckes Verbesserung der Oxygenierung und Reduktion des Shuntflusses
(Walmrath et al., 1993).

Die Inhalation von PGI; konnte diese wesentlichen Vorteile ebenfalls bei schwerer
Pneumonie und Lungenfibrose demonstrieren (Walmrath et al., 1995). Mittlerweile
stellt die inhalative Therapieform mit dem langerwirksamen Prostazyklinanalogon
lloprost einen wichtigen Bestandteil in der Behandlung der schweren pulmonalen
Hypertonien unterschiedlicher Atiologien dar (Olschewski et al., 1996, 1999, 2000,
Hoeper et al., 2000). Es zeigt sich eine positive Beeinflussung der hamodynamischen
Variablen und der korperlichen Leistungsfahigkeit behandelter Patienten (Wensel et
al., 2000, Olschewski et al., 2002). Der Wirkmechanismus von Prostazyklin an der
glatten Gefassmuskulatur besteht in einer G-Protein vermittelten Aktivierung der
Adenylatzyklase. Die Aktivierung der Adenylatzyklase fuhrt zur Bildung von
zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP), das wiederum Uber
Phosphodiesterasen gespalten wird.

In der glatten Muskelzelle bewirkt cAMP uber abhangige Proteinkinasen die
Phosphorylierung von Ca-ATPasen des Sarkolemms und des sarkoplasmatischen
Retikulum. In der Folge kommt es unter anderem zum Einstrom des freien Kalziums
in das sarkoplasmatische Retikulum und somit zu einer Verminderung der freien
intrazellularen Kalziumkonzentration (Ca) und zu einer Vasorelaxation. Analog zu
diesem Mechanismus stellt man sich die Wirkung des Stickstoffmonoxid (NO) vor,
welches allerdings Uber die Aktivierung der Guanylatzyklase und cGMP vermittelt
wirkt (Abb.3).
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| Agonist, e.g. Agonist,

Prostacyclin Ago?\i;tﬁ e.g.
NO
Membrane
Adenylate Cytoplasma |

-cyclase
G-Protein

ATP cAMP cGMP GTP

Response: I IU!!III' I lU!!III'
. . i i Response:
-Vasodilatation .kinase A | _kinase G |
. . -Vasodilatation
-Lipolysis

-Glykogenolysis
AMP , GMP

Abb.3 Physiologische Wirkmechanismen zur Regulation des Gefasstonus

d. Phosphodiesterasen und- Inhibitoren

Phosphodiesterasen (PDE’s) sind zellulare Enzyme, die fur den Abbau der
zyklischen Monophosphate cAMP und cGMP zu AMP bzw. GMP verantwortlich sind.
Zurzeit werden 11 Phosphodiesterasefamilien beschrieben (s.Tabelle 2), die durch
15 Gene des Saudetiergenoms codiert werden. (Conti et al., 1995). Die Einteilung
der PDE’s erfolgt nach ihrem Substrat, ihren regulatorischen Charakteristiken und
dem Verhalten gegenuber unterschiedlicher Inhibitoren (Beavo 1995, Dent et al.,
1994, Suttorp et al., 1996) (s.Tabelle 2).

Die PDE 1 metabolisiert beide zyklischen Nukleotide und erfahrt einen Stimulus Uber
Ca**/Calmodulin. PDE 2 baut ebenfalls cAMP und cGMP ab und wird durch cGMP
stimuliert. PDE 3 bewirkt den hydrolytischen Abbau von cAMP und cGMP. Die V max
dieser Hydrolyse ist allerdings fir cAMP ca. 1000 x héher als fir cGMP. Die PDE 4
ist ebenfalls eine cAMP- spezifische PDE, von der mittlerweile 4 Isoenzyme
identifiziert wurden (Beavo 1995). Die PDE 5 hydrolisiert ausschliesslich cGMP. PDE

6 ist ein wesentliches Enzym der Retina.
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Funktionell spielen die Familien 1, 3, 4, und 5 eine wichtige Rolle in der Regulierung
des Gefalltonus und durften von nicht unwesentlicher Bedeutung in der Reaktion von
Gefassen auf mechanischen Stress sein (Beavo 1995, Conti et al., 1995, Polson und
Strada 1996).

In der menschlichen Pulmonalarterie konnten Rabe und Mitarbeiter 1994 Aktivitaten
der PDE 1, 3, 4 und 5 nachweisen. Im Lungenhomogenat gelang histochemisch
ebenfalls der Nachweis dieser PDE'’s.

Mdglicherweise spielen die Phosphodiesterasen ausserdem eine wichtige Rolle in
der Proliferation glatter Muskelzellen. So berichten Pinsky et al., 1993 Uber
zeitabhangige verminderte cAMP- Spiegel in kultivierten glatten Muskelzellen, die
einer Hypoxie ausgesetzt wurden. Gleichzeitig konnte eine vermehrte Aktivitat der
PDE 3 und 4 gemessen werden.

Selektive Inhibitoren der PDE 3 und 4 konnten eine Proliferation glatter Muskelzellen,
die durch Serum stimuliert wurden, inhibieren (Pan et al., 1994, Polson und Strada
1996).

Hinsichtlich der Akuttherapie einer pulmonalen Hypertonie konnten synergistische
Effekte von Vasodilatantien und PDE- Inhibitoren bisher fur NO und selektive PDE 5-
Inhibition

mehrfach nachgewiesen werden (Ichinose et al., Thusu et al., Kinsella et al., 1995).
Wagner et al., konnten 1997 unter PDE- Inhibition mit Milrinon (PDE 3-Inhibitor) und
Rolipram (PDE 4- Inhibitor) eine Zunahme der vasodilatierenden Antwort von

Pulmonalarterien feststellen.
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Properties of eyclic nucleotide PDE families

PDE Family Cyeclic Nucleotide Substrates Inhibiters (Kj) No. of Genes Regulation
PDEL: Ca?*/CAM stimulated PDE cAMP and ¢GMP Vinpocetine (14 M), W-T7 (300 pDM) 3 (+) CaZ*/CAM
(—) PEA, CamKII
PDE2: cGMP-stimulated PDE cAMP and eGMP EHNA (1 pM) 1 (+) cGMP, PEC

(+/—) N-terminal
targeting domain
PDE3: cGMP-inhibited PDE cAMP = ¢GMP Cilostamide (20 nM), milrinone 2 (+) PKA, PKB

(150 nM), zardaverine (IC, (—) eGMP
0.5-2 pM) (+/—) N-terminal
targeting domain
PDE4: High affinity, Rolipram- cAMP Rolipram (1 pM), Ro 20-1724 4 (+) PKA, ERK,
sensitive (5 pM), piclamilast (1 nM), Phesphatidic Acid
cAMP-specific PDE zardaverine (IC; 0.8-4 pM) (—) ERK, Caspases

(+/—=) N-terminal
targeting domains

PDES5: ¢GMP-specific PDE cGMP Zaprinast (130 nM), sildenafil (10 nlM), 1 (+) eGMP, PEG, PKA
vardenafil (1 nM), tadalafil (10 nM) (—) Caspases
PDEG: Photoreceptor ¢GMP-specific cGMP Zaprinast (400 nM), dipyridamole 3 (+) Trasnsducin
FDE (125 nM), sildenafil (50 nM) (—) eGMP, gamma
and delta subunits
PDET: High-affinity, Rolipram- cAMP IBMX (4 pM), dipyridamole (600 nM) 2 (+/—) PEA
insensitive cAMP-specific PDE
PDES: High-atfinity and IBMX- cAMP Dipyridamole (9 M) 2 PAS domain
insensitive cAMP-specific PDE
PD]?[?E High-affinity ¢cGMP-specific cGMP Zaprinast (35 puM) 1
PDE10: eAMP-Inhibited ¢GMP PDE cAMP < oGMP Dipyridamole (1 pM), 1 (—) cAMP
PDE11: Dual specificity ¢GMP- cAMP and eGMP Zaprinast (12 pM), dipyridamole 1
binding PDE (0.4 wM), tadalafil (60 pM)

W7, N-(6-aminohexyl-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide; EHNA, erythro-8-(2-hydroxy-3-nonylladenine; IBMX, 3-isobutyl-1-methylxanthine; Ca®+/CAM, calcium/cal-
modulin.

Maurice et al., Mol Pharmacol. 2003;64:533-546
Tabelle 2 Die Eigenschaften der physiologischen Phosphodiesterasen und ihre

pharmakologischen Inhibitoren

e. Einschrankungen der bisherigen Therapieoptionen

Mit hochdosierter Kalziumantagonistentherapie kdnnen nur ca. 8-15% der Patienten
effektiv behandelt werden. Nachteilig bei der inhalativen Verabreichung von
Vasodilatatien ist vor allem die kurze Wirkdauer. So kommt es beispielsweise nach
Beendigung der NO- Inhalation nach wenigen Sekunden zu einem Sistieren der
positiven Effekte und zu dem schon erwahnten, moglicherweise gefahrlichen
Reboundphanomen.

Das stabile Analogon lloprost ist dem herkdmmlichen Prostazyklin durch eine
Verlangerung der Wirkzeit von wenigen Minuten auf 30 Minuten in der klinischen
Anwendung Uberlegen.

Allerdings ist auch dessen Effekt in der Akuttestung nur bis ca. 30- 60 Minuten nach
Beendigung der Aerosolierung zu beobachten (Hoeper et al., 1999). Diese rasche
Abnahme des Akuteffektes macht die Notwendigkeit haufiger Inhalationsintervalle
deutlich. Fur den Patienten bedeutet dies taglich 6, 9 oder sogar 12 mal/Tag zu
inhalieren. Ein weiterer Nachteil der inhalativen Prostanoidtherapie stellt die
Nachtpause dar, die jedoch von den meisten Patienten gut toleriert wird und zudem
sehr wichtig fur die Schlafqualitat des Patienten ist.

(Olschewski et al., 1996 und 1999).
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3. Ziele der vorliegenden Arbeit

Aus der Beschreibung der derzeitigen Therapiemdglichkeiten geht die Notwendigkeit
einer weiteren Therapieoptimierung im Falle der pulmonalen Hypertonie
unterschiedlicher Genese hervor. Anzustreben ist sowohl eine Zunahme des
maximalen Effektes der inhalativ verabreichten Prostanoide, als auch eine
Verlangerung deren Wirkung. Die Kombinationstherapie eines inhalativen
Vasodilatanz mit einem spezifischen PDE- Inhibitor, der den Abbau des gebildeten
Nukleotids hemmt und so seine Wirksamkeit aufrechterhadlt, war das Ziel dieser
Arbeit.

Folgende Arbeitshypothese wurde aufgestellt: Durch die Koapplikation von
inhalativem Prostazyklin jeweils zusammen mit dem Einsatz eines spezifischen PDE-
Inhibitors (Motapizon [PDE 3-Inhibitor], Rolipram [PDE 4- Inhibitor], Zaprinast [ PDE
5- Inhibitor], sowie die dualselektiven PDE 3/4- Inhibitoren Zardaverin und
Tolafentrin) besteht ein Synergismus hinsichtlich der Wirksamkeit auf die pulmonale
Hamodynamik, ohne Einfluss auf systemische Mitreaktionen im Falle der
experimentellen akuten pulmonalen Hypertonie.

Als Modell der akuten pulmonalen Hypertonie diente die kontinuierliche Infusion des

Thromboxanmimetikums U46619 am Modell des Ganztieres (Kaninchen).

Zur Uberpriifung der Hypothese wurde:
1. Die hamodynamisch, pulmonal wie auch systemische Wirkung auf die
intravendse Gabe verschiedener PDE-Inhibitoren (Motapizon, Rolipram,
Zardaverin, Tolafentrin, Zaprinast) am experimentellen Ganztiermodell der

akuten pulmonalen Hypertonie  Uberprift.

2. Die Kombinationstherapie von inhalativem Prostazyklin und der systemischen
Gabe jeweils eines PDE- Inhibitors, in einer Dosis fur den PDE- Inhibitor, die
per se noch keine hamodynamische Wirksamkeit besitzt, Gberpruft. Es wurden
der Effekt auf die pulmonale und systemische Hamodynamik, sowie die
Reaktion auf den Gasaustausch untersucht im Falle der experimentellen

akuten pulmonalen Hypertonie am Ganztier Kaninchen.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

a. Substanzen

Braunoderm (Braun Melsungen, Deutschland)

DMSO (Dimetyhlsulfoxid) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Flolan® (Prostazyklin) (Wellcome, London, England)

Glycinpuffer (Wellcome, London, England)

Ketanest ® (Ketamin) ( Parke-Davis GmbH, Berlin, Deutschland)
Krebs-Henseleit-Puffer mit 4 Vol% Hydroxyethylstarke (Serag- Wiesner, Naila,
Deutschland)

Liguemin  N25000 (Heparin)(Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland)

Motapizon ( Nattermann, Koln, Deutschland)

NaCl 0,9% ( Braun- Melsungen, Melsungen, Deutschland)

Pancuronium ( Organon, Miinchen Deutschland)

Rolipram ( Schering A.G., Berlin, Deutschland)

Rompun® (Xylazin) (Bayer, Leverkusen, Deutschland)

Stickstoff (Messer Griessheim, Frankfurt, Deutschland)

Sauerstoff (Messer Griessheim, Frankfurt, Deutschland)

Tolafentrin (Byk-Gulden, Konstanz, Deutschland)

U 46619 ( 9,11-Dideoxy-11d, 94- epoxymethano- prostaglandin F ) (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland)

Xylocain® 2% (ASTRA Chemicals GmbH, Wedel/Holstein, Deutschland)

Zaprinast (Sigma, Deishofen, Deutschland)

Zardaverin ( Byk- Gulden, Konstanz, Deutschland)
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b. Gerate und Herstellerangaben

AD/DA Wandlerkarte (Decision)

Blutgasanalysemessgerat — ABL 330 ( Radiometer, Copenhagen, Danemark)
Dilatator 5 French x 20,5cm (Braun, Melsungen, Deutschland)

Druckaufnehmer ,Combitrans® (Braun, Melsungen, Deutschland)

EinfUhrschleuse 5 French mit hamostatischem Ventil (Braun, Melsungen,
Deutschland)

Einmalspritzen 1ml (Braun, Melsungen, Deutschland)

Farbmonitor (Fujitsu)

Injectomat S (Fresenius)

Kleintierventilator UB6025 (Hugo- Sachs-Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland)
Laser- Diffracometer (Helios Sympatec, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland)
Operationsvorrichtung- Metalliegschale

Perfusorpumpe ,, 871102“ ( Braun)

Perfusorenspritze 50 ml (Braun)

Personalcomputer ,486- 66 MHZz"

Swan-Ganz-Ballon- Katheter Al-07134. 4 French ( Berman, Arrow, USA)
Sauerstoffaufnahmeregistrierung (Labotect O2-Controller, Goettingen, Deutschland)
Sauerstoffsattigunsmessung- OSM2-Hemoxymeter (Radiometer, Copenhagen,
Danemark)

Tintenstrahldrucker ,Deskjet 500“ (Hewlett Packeard)

Ultraschallvernebler (Pulmo Sonic® 5500, De Vilbiss, Langen, Deutschland)
Vasocan® Braunule 20G 1 V4 -1,1x33mm ( Braun, Melsungen, Deutschland)
Verstarker ,PLUGSYS“System (Hugo- Sachs-Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland)

Warmematte grun 20x30x3mm
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2..2 Methodik

Modell des Ganztieres- Kaninchen

a. Beschreibung des Ganztiermodells

Das Modell des Ganztieres bietet die Vorteile der Erfassung von Herzfrequenz,
kardialer Pumpfunktion, Atmung, sowie der Blutgase. Die in der nachfolgend
beschriebenen Versuchsreihe kontinuierlich registrierten Parameter umfassten den
pulmonal- arteriellen wie auch den systemisch- arteriellen Druck. Erganzt wurden
diese  Parameter durch die Erfassung des Gasaustausches durch
Blutgasmessungen, sowie Ventilationsparameter.

Zur inhalativen  Verabreichung eingesetzter = Medikamente wurde ein
Dusenverneblersystem zwischen die Beatmung geschaltet.

Die kontinuierliche Infusion des Thromboxanmimetikums U46619 ist am Modell der
isolierten Lunge eine bewahrte Methode, um eine stabile pulmonale Hypertonie mit
schwerer Ventilations-/Perfusionsstorung und verzogerter Ausbildung eines
Lungenddems zu erzeugen (Rimar et al., 1993, 1995, Lindeborg et al., 1995,
Walmrath et al., 1997). Unter der kontinuierlichen Infusion mit U46619 konnten
Walmrath und Mitarbeiter zeigen, dass es zu einer hauptsachlich prakapillar
lokalisierten Druckerh6hung kommt.

Nachteile des isolierten Organmodells sind, dass systemische Einflisse und
Reaktionen ausgeschaltet sind und daher keine Information liefern kénnen beim
Einsatz inhalativer Substanzen mit der Frage einer mdglichen pulmonalen
Selektivitat.

Diesen Vorteil bietet dagegen das intakte Tiermodell der pulmonalen Hypertonie.
Hierbei kdnnen sowohl respiratorische, kardiale, als auch
metabolisch/zirkulatorische Einflusse, Wirkungen und Reaktionen durch eine
Medikamentgabe eindeutig naher an die Klinik Ubertragen werden.

Dieses Modell ahnelt im Modellaufbau einer Rechtsherzkatheteruntersuchung am
Menschen. Bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie werden in der Kilinik
standardisiert Rechtsherzkatheteruntersuchungen, zur Verifizierung der pulmonalen
Druck- und Widerstandsverhaltnisse, zur Bestimmung des Gasaustausches und des
HZV durchgeflnhrt.
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FUr die pulmonal- arterielle Druckmessung wird ein Swan-Ganz- Katheter (7 French)
verwendet, sowie zur systemischen Blutdruckmessung und Blutgasprobenentnahme
ein arterieller Zugang Uber einen Leader-cath in die Arteria femoralis gelegt.

Es werden kontinuierlich pulmonal- arterielle, wie auch systemische Druckwerte
registriert. Zudem werden je nach Intervention wahrend der Katheteruntersuchung
Blutgasanalysen (arteriell und zentralvends), sowie Herzzeitvolumen gemessen. Die
Ausgangshamodynamik wird bestimmt und je nach Fragestellungen und Genese der
pulmonalen Hypertonie pharmakologische Testungen durchgefuhrt mit Registrierung

der Hdmodynamik vor und nach Intervention, sowie zu vorgegebenen Zeitpunkten.

b. Praparation des Tieres

Versuchstiere waren Kaninchen der Rasse New Zealand White Bastard beiden
Geschlechts mit einem Korpergewicht zwischen 2,4 und 3,0 kg.

Im ersten Schritt wurde das Versuchstier vorbereitet und die Intubationsnarkose mit
einer Mischung aus Xylazin (2,1mg/kg) und Ketamin (7mg/kg) als Bolus appliziert,
gefolgt von einer kontinuierlich intravenosen Infusion (Injectomat S, Fresenius, Bad
Homburg, Deutschland) von 25mg/kg/h Xylazin und 80mg/kg/h Ketamin. Hierzu
wurde zunachst die rechte Ohrvene punktiert und es folgte die behutsame iv.
Einleitung der Narkose. Nach erreichter Bewusstlosigkeit des Tieres erfolgte die
Antikoagulation mit Heparin mit 200 |U/kg und die mechanische Fixierung in
Ruckenlage auf der Operationsvorrichtung, welche mit einer zusatzlichen
Warmematte (zur Erhaltung der Korpertemperatur) unterlegt war. Unter
kontinuierlicher Vertiefung der Narkose wurde nach Rasur pratracheal eine
subkutane Lokalanasthesie mit 10ml Xylocain (2%) durchgefuhrt. Bei erhaltener
Spontanatmung und Testung der Narkosetiefe durch einen starken Schmerzreiz
wurde in der Folge nach Desinfizierung des OP-Gebietes mit Braunoderm die
Trachea des Tieres freipraprariert. Die freigelegte Trachea wurde operativ eroffnet
und mit einem Tubus (Innendurchmesser 3mm) kanduliert.

Im Weiteren wurde die linke Arteria carotis freiprapariert, ein Katheter (Vasocan®-
Braunule- 20G) eingelegt und fur die kontinuierliche Registrierung des systemisch
arteriellen Druckes mit dem Druckaufnehmer verbunden. Fir die kontinuierliche
Flussigkeitssubstitution mit der Krebs- Henseleit-Pufferlosung mit 20ml/h, sowie fur
die intravendse Applikation der PDE- Inhibitoren wurde die rechte Femoralvene

freiprapariert und es wurde ein Katheter
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(5 French) implantiert. Fr die Registrierung des pulmonal- arteriellen Druckes wurde
die rechte Vena Jugularis interna prapariert und mit einer Einfuhrschleuse mit
hamostatischem Ventil (Braun, Melsungen, Deutschland) kanuliert. Der Swan- Ganz-
Ballon-Katheter, 4 French (Berman, Arrow, USA) wurde mit einem Druckaufnehmer
verbunden und Uber die liegende Schleuse in die Vena Jugularis, dann Vena Cava
superior eingeflihrt. Der Katheter wurde nun Uber den rechten Vorhof weiter in den
rechten Ventrikel mittels Einschwemmethode vorgeschoben. Bei weiterhin
geodffnetem Ballon wurde der Katheter von dort in die Arteria pulmonalis
eingeschwemmt. In dieser Position wurde der Katheter flr die weitere Dauer der

Testung belassen.

c. Beatmungssystem

Die Beatmung der Tiere erfolgte mit einem Stickstoff/Sauerstoffgemisch 1:1

(FiO2 0,5). Der Beatmungsmodus erfolgte volumenkontrolliert mit einem
Kleintierventilator

(Hugo Sachs-Elektronik, March-Hugstetten Deutschland). Die Atemfrequenz wurde
mit 40 Atemzigen/Minute durchgefuhrt, sowie mit einem Atemzugvolumen von
8ml/kg. Der Beatmungsgmodus wurde so gewahlt, das sich der arterielle
Kohlendioxidpartialdruck

(PaCO2) im physiologischen Bereich zwischen 35-45 mmHg befand. Zusatzlich
wurde ein kontinuierlich positiv endexpiratorischer Druck (PEEP) von 0,5 mmHg

eingestellt.

d. Hdmodynamik und Blutgase

Der mittlere pulmonal- arterielle Druck (Ppa) sowie der mittlere systemisch- arterielle
Druck

(Psa) wurden kontinuierlich Uber mit physiologischer Kochsalzlésung vorgefillte
Druckaufnehmer ,Combitrans® (Braun, Melsungen, Deutschland) registriert. Das
Herzeitvolumen (CO) wurde mittels des Fick’schen Prinzips ermittelt: Dieses
errechnet sich aus dem Quotienten der Sauerstoffaufnahme und Differenz zwischen

der arteriellen- (Sa0;) und gemischt venésen Sauerstoffsattigung (SvO,):

ICO =V O, / AVDO, ( I/min)
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Die Sauerstoffaufnahme der Tiere wurde kontinuierlich registriert (Labotect- O»-
Controller, Goettingen, Deutschland). Fur die Blutgasuntersuchungen wurde den
Tieren jeweils 1 ml arterielles aus dem bestehenden arteriellen Zugang, sowie
zentral- venoses Blut aus dem PA-Katheter enthommen und bis zur Messung auf Eis
gelegt. Bei der Blutgasanalyse wurden der Sauerstoffpartialdruck (PO3), der
Kohlendioxidpartialdruck (PCO;), sowie der pH am Radiometer (ABL 330-
Radiometer, Copenhagen, Danemark) bestimmt. Zusatzlich wurde in einer weiteren
Analyse der Hamoglobin-Gehalt sowie die Sauerstoffsattigung mit dem OSM2-
Hamoximeter (Radiometer, Copenhagen, Danemark) flr diese arteriellen und

gemischt- vendsen Proben untersucht.

e. Aerosolierung mit Prostazyklin

Far die inhalative Applikation von Prostazyklin wurde das
Ultraschallverneblungssystem Pulmo Sonic 5500 (De Vilbiss Medizinische Produkte
GmbH, Langen, Deutschland) verwendet. Dieser wurde in den Inspirationsschenkel
des Beatmungssystems eingebracht.

Die aerolosierte Menge der Inhalationslésung wurde durch Wiegen des Verneblers
vor und nach Inhalation bestimmt. Der Pulmo Sonic- Vernebler produziert ein Aerosol
mit einer mittleren Teilchengrosse von 4,5um bei einer geometrischen
Standardabweichung von 2,6um, gemessen mit dem Laser- Diffraktometer (Helios
Sympatec, Clausthal- Zellerfeld, Deutschland). Die laserphotometrisch gemessene
absolute Aerolsoldeposition betrug 25% +2% (Schmehl et al., 1996).

Prostazyklin - Flolan® (Welcome, London, England) wurde zunachst mit einem
Glycinpuffer (Welcome, London, England) auf eine Konzentration von 10pg/ml
aufgelost. Diese Losung wurde nochmals mit physiologischer Kochsalzlésung bis zu

der gebrauchsfertigen Inhalationslésung von 2ug/ml herunterverdinnt.

g. Reqistrierung der Parameter

Der pulmonal- arterielle Druck wie auch der systemisch arterielle Druck wurden
parallel an je einen Druckaufnehmer (Combitrans- Monitoring- Set, Braun,
Melsungen, Deutschland) angeschlossen und die Parameter wurden kontinuierlich
uber einen Verstarker ,PlugSYS DBA" (Hugo- Sachs-Elektronik, March-Hugstetten,

Deutschland) mit Anschluss an einen PC uber eine AD- Wandler- Karte registriert.
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3. Experimenteller Teil

3.1. Untersuchung zur Beeinflussung der Hamodynamik und des Gasaustausches in

der U46619- induzierten pulmonalen Hypertonie

Zur Untersuchung der Effekte bei intravendser Gabe der PDE- Inhibitoren Motapizon
(PDE 3), Rolipram (PDE 4), Zaprinast (PDE 5), sowie der dualselektiven PDE-
Inhibitoren Zardaverin und Tolafentrin (beide PDE 3/4) alleine, miteinander
kombiniert, sowie die Effekte in Kombination mit inhalativem Prostazyklin auf die
Hamodynamik und den Gasaustausch in der experimentell erzeugten pulmonalen

Hypertonie wurden folgende Fragestellungen formuliert:

1. Besteht eine Dosis/Wirkungsbeziehung intravends verabreichter PDE- Inhibitoren

auf Hamodynamik und / oder Gasaustausch?

2. Welche Phosphodiesterasen spielen eine Rolle in der pulmonalen

Widerstandsregulation?

3. Gelingt ein Synergismus durch kombinierte PDE- Hemmung?

4. Gelingt eine Beeinflussung von Hamodynamik und / oder Gasaustausch durch die

Aerolisierung von PGI,?

5. Gelingt die Wirkungsverstarkung/verlangerung von inhaliertem Prostazyklin durch

die Ko-Applikation mit einer unterschwelligen Dosis eines PDE- Inhibitors?

6. Wie unterscheiden sich die Effekte von inhaliertem Prostazyklin mit dem einzelnen

PDE- Inhibitor untereinander?

7. Kann eine pulmonale Selektivitat unter der Kombination erreicht werden?
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Zur Aufklarung wurden folgende Versuchsgruppen definiert:

Kontrollgruppe, n=6 :

Es wurden keine Interventionen unternommen.

U46619 induzierte pulmonale Hypertonie am Ganztier, n=6 :

Nach Beendigung der chirurgischen Praparationsphase, wurde die
kontinuierliche Infusion mit U46619 gestartet. Hierzu wurde zunachst U46619
(Sigma, Deishofen, Deutschland) in DMSO aufgelést, dann in einer
Perfusorspritze (Fa. Braun) mit 40 ml NaCl verdinnt und Uber eine
Perfusorpumpe (Fa.Braun) kontinuierlich, intravends den Tieren infundiert. Es
wurde eine Dosis von 0,5- 2,0 ug/kg*min verwendet. Damit wurde nach ca. 20
min ein pulmonal- arterieller Druckanstieg mit nachfolgendem Druckplateau

von initial = 13 auf = 30mmHg erreicht.

U46619  induzierte  pulmonale Hypertonie am  Ganztier mit
Dosiswirkungskurven der verschiedenen PDE- Inhibitoren ( Motapizon- 3, [n =
6], Rolipram- 4,[n = 6], Zaprinast- 5, [n = 6], sowie die dualselektiven PDE-
Inhibitoren Tolafentrin [n = 6] und Zardaverin [n = 6] , beide PDE-3/4 ) :
Bei kontinuierlichem Druckverlauf unter U46619 Uber 15 min erfolgte die
Applikation in steigenden Dosen (kumulativ) verschiedener PDE- Inhibitoren:
1. Motapizon - PDE 3- Inhibitor (2,5ug, 5ug, 10ug und 25ug/kg KG)
2. Rolipram - PDE 4- Inhibitor (5pg, 25ug, 50ug und 250pg/kg KG)
3. Zabrinast — PDE 5- Inhibitor ( 100ug, 1000ug und 10000ug/kg KG)
4. Zardaverin- PDE  3/4- Inhibitor (50ug, 100ug, 1000ug und
3000ug/kg KG)
5. Tolafentrin- PDE- 3/4- Inhibitor (500ug, 1000ug und 5000ug/kg KG)

Die Applikation der einzelnen Dosen erfolgte jeweils als Kurzinfusion Uber 10 min.

Nach Ende der Infusion wurden die hamodynamischen Parameter registriert, sowie

Blutgasanalysen durchgefihrt. Unmittelbar im Anschluss erfolgte die nachste

Infusion mit der hdheren Dosis. Das Ziel der Untersuchung war eine Reduktion des

pulmonal- vaskularen Widerstandes (PVR) um etwa 20%.
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Die PDE- Inhibitoren Motapizon, Rolipram, Zaprinast und Zardaverin wurden jeweils

in 50% (DMSO)- H,O aufgeldst, so das eine endgulltige DMSO- Konzentration von

0,4% DMSO bestand. In separaten Untersuchungen an Kontrolltieren, sowie am

U46619- Ganztiermodell konnte festgestellt werden, das eine DMSO- Konzentration

von 0,4% kein Einfluss auf die hamodynamischen Parameter oder den

Gasaustausch hatte.

U46619 induzierte pulmonale Hypertonie am Ganztier mit der Ko- Applikation
verschiedener PDE- Inhibitoren, jeweils n=6 :

1. Motapizon + Rolipram [ 3 + 4] ( 5ug + 25mg/kg KG)

2. Rolipram + Zaprinast [4 + 5] ( 25ug + 100pg/kg KG)

3. Motapizon + Zaprinast [ 3 + 5] (5ug + 100mg/kg KG)
Die intravendse Applikation erfolgte wiederum als Kurzinfusion tGber 10 min.,
nach Ende der Infusion wurden die hamodynamischen Parameter registriert,

sowie die Blutgasproben entnommen und untersucht.

U46619 induzierte akute pulmonale Hypertonie am Ganztier mit einer PGl;-
Inhalation Uber 10 min, n = 8, sowie erneute PGI2- Inhalation unter Co-
Applikation einer unterschwelligen Dosis je eines PDE- Inhibitors (Motapizon

n = 8, Rolipram n = 8, Zaprinast n = 8, Tolafentrin n = 8 und Zardaverin n = 8) :
Bei kontinuierlichem Druckverlauf unter U46619 Uber 20 min, folgte die
Applikation des PGI,- Aerosols uber 10 min. Zur Herstellung der
Inhalationslésung wurde PGl, (Epoprostenol Flolan®, Wellcome London,
England) in mitgelieferten Glycinpuffer gelést und in NaCl 0,9% bis zu einer
Konzentration von 1ug/ml weiter verdinnt. Nach Einsetzen des
Ultraschallverneblers (Pulmo Sonic 5500) in den Inspirationsschenkel der
Beatmung erfolgte die 10min Aerosolierung, 20 min nach Start der U46619-
Infusion. Der Vernebler wurde vor und nach Inhalation gewogen und so die
eingesetzte Medikamentenmenge berechnet. Die eingesetzte PGl,- Dosis
betrug 56 £ 10ng/kg*min. In vorangegangenen Untersuchungen konnte unter
dieser Aerosoldosis eine effektive und selektive pulmonale Vasodilatation in
allen Tieren erreicht werden.

Unter fortlaufender U46619- Infusion und erneutem Anstieg des pulmonal-

arteriellen Druckeniveaus (PAP) auf Ausgangswerte von im Mittel 30 mmHg,
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wurde eine zweite Baselinemessung registriert und die Blutgase bestimmt.
Daraufhin wurde eine niederschwellige Dosis je eines PDE- Inhibitors,
zunachst als Bolus gefolgt von einer Infusion appliziert. Die Dosis des PDE-
Hemmers wurde aus den vorangegangenen Dosis- Wirkungskurven so
gewahlt, dass sie per se keine hamodynamischen Effekte auf Herzeitvolumen,
pulmonal- arteriellen und/oder systemischen Druck aufwiesen.
Fir die einzelnen PDE- Inhibitoren waren dies folgende Dosen
[Bolus(Infusion)]:

» Motapizon : 2,2ug/kg (8ug/kg*h)

» Rolipram :5,5ug/kg (15ug/kg*h)

» Zardaverin : 50ug/kg (300ug/kg*h)

» Tolafentrin: 100pg/kg (2mg/kg*h)

» Zaprinast : 100pg/kg (3,3mg/kg*h)
Nach 15min Infusion der jeweiligen PDE- Inhibitoren und Beobachtung eines
stabilen Druckplateaus, wurde ein zweites Mal eine Aerosolierung mit PGl, im
gleichen Modus und Dosis wie die erste Inhalation ohne die niederschwellige

Dosis eines PDE- Inhibitors gestartet.

3.2. Standardisierte Vorgange

In allen Versuchsgruppen wurden die hamodynamischen Parameter wie pulmonal
arterieller Druck (PAP) und systemisch arterieller Druck (SAP) kontinuierlich
registriert. Die Probenentnahmen fir die Blutgasanalysen erfolgten als
Grundabnahme (Baseline) vor Intervention sowie unmittelbar nach Ende der
jeweiligen Intervention. Zu diesen Zeitpunkten wurden auch Vergleiche der Ubrigen

Parameter angestellt (Herzzeitvolumen, pulmonal- vaskularer Widerstand).
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3.3. Statistische Vergleiche

Ausgewertet wurden die hamodynamischen Parameter pulmonal arterieller Druck
(PAP), systemisch arterieller Druck (SAP), Herzzeitvolumen (CO), sowie pulmonal-
vaskularer Widerstand.

Bei den Blutgasanalysen wurden folgende Parameter ausgewertet: arterielle
Sattigung in Prozent (SaO2) und zentralvenose Sattigung (SvO2), sowie die
Registrierung Sauerstoffaufnahme (FiO2) zur Messung des Herzzeitvolumen.
Weiterhin wurden an Blutgasen untersucht: der arterielle und zentralvendse
Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck im Millimeter Quecksilbersaule (pO2 und
pCO2 in mmHg), sowie der pH-Wert.

Die Messwerte wurden zu den Zeitpunkten vor (baseline) und nach Intervention
(post= Maximaleffekt) verglichen und auf Signifikanz untersucht. Zunachst wurde der
Maximaleffekt einer PGIl,- Aerosolierung statistisch ausgewertet. Weiterhin wurden
die hamodynamischen Parameter im Verlauf Gber mindestens 45 min nach Ende der
Ko-Applikation des jeweiligen PDE-Inhibitors mit PGl, im Vergleich zur alleinigen
Aerosolierung von PGl, miteinander vergleichen und statistisch ausgewertet.
SchlieRlich wurden die Effekte der PDE- Inhibitoren + PGIl, untereinander verglichen
und nochmals statistisch ausgewertet.

Die Werte in den Grafiken und Tabellen wurden als Mittelwerte =+
Standartabweichung dargestellt.

Als statischer Test diente die Varianzanalyse und der Student-Newman-Keuls-Test
fur multiple Vergleiche, als statistisch signifikant galten Werte mit p<0,05.
Unterschiede zwischen zwei Versuchsgruppen wurden mit einem ungepaarten t-Test

untersucht.
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4. Ergebnisse

4.1. Vergleichszeitpunkte

Der Ruhezeitraum (steady state) endete mit dem Start der U46619- Infusion. Nach
ca. 20 min Infusion mit U46619 wurde ein konstantes pulmonales Druckplateau
erreicht. Dieser Zeitpunkt wurde in den Diagrammen mit Interventionen als Zeitpunkt
t= -5 min. angegeben.

Der Zeitpunkt t= 0 wurde als Beginn der Aerosolierung mit PGl, definiert; alleine

oder in Kombination mit einem PDE- Inhibitor.

4.2. Kontrollversuche unter Ruhebedingungen

Bei regelmalligen Kontrollen der Baselinebedingungen ohne Intervention wurden
Uber einen Versuchszeitraum von bis zu 270 min konstante pulmonal- arterielle
Mitteldruckwerte um 14,4 £ 3,9 mmHg registriert. Die systemischen Mitteldruckwerte
lagen in einem Bereich von 92 + 5 mmHg. Das HZV zeigte im Verlauf im Mittel 471
13 ml/min. Die Blutgase lagen bei einer inspiratorischen Sauerstoffaufnahme von
50% (FiO2) im physiologischen Bereich des pH von 7,38-7,42 und partiellem
Kohlendioxiddruck (pCO2) von 35-45mmHg (s. Tabelle 4).

4.3. Einfluss einer U46619 Infusion auf den pulmonal- arteriellen- und systemischen

Druck, sowie das Herzeitvolumen und den Gasaustausch:

Nach Ende der Praparation und einer stabilen steady state Periode wurde eine
Infusion mit U46619 in einer Konzentration von 1,3 £ 0,5 ug/kg*min gestartet. Nach
ca. 20 min zeigte sich ein signifikanter pulmonal- arterieller Druckanstieg von 14,4 +
3,9 mmHg auf 28,3 + 3,1 mmHg (p<0,01). Der systemisch- arterielle Druck zeigte im
einen Verlauf von 240 min keinen signifikanten Abfall.

Das Herzzeitvolumen fiel in allen Versuchsgruppen signifikant von 471 + 13 auf

411 £ 13 ml/kg *min ab (p<0,05). Bei den Blutgasen zeigte sich im Vergleich zu den
Kontrolltieren ohne Intervention keine signifikante Veranderung (s. Tabelle 4).
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4.4. Dosiswirkungskurven der PDE- Inhibitoren Motapizon, Rolipram, Zaprinast,

Tolafentrin und Zardaverin im Modell U46619 induzierten akuten pulmonalen

Hypertonie

Nach ca. 20 min U46619 Infusion wurde bei den Versuchstieren jeweils ein PDE-
Inhibitor intravends als Kurzinfusion verabreicht. Die Dosen wurden kumulativ in
steigender Dosis appliziert. Durch die Intervention zeigte sich bei allen
Versuchsgruppen dosisabhangig ein signifikanter Abfall der pulmonalen Druck- und
Widerstandsverhaltnisse (PAP und PVR).

Der PDE- 3- Inhibitor Motapizon zeigte dabei die hdchste hamodynamische
Effektivitat in steigender Dosis (2,5, 5, 10, 25ug/kg KG) gefolgt von dem PDE- 4-
Inhibitor Rolipram (5, 25, 50, 250 ug/kg KG), sowie dem dualselektiven PDE 3/4-
Inhibitor Zardaverin in dosisabhangiger Wirkung (50, 100, 1000, 3000 ug/kg KG). Um
eine signifikante Wirkung im Abfall des pulmonal- vaskularen Druck und
Widerstandes zu erzielen, mussten fur den PDE- 5- Inhibitor Zaprinast (100, 1000,
10000 Mg/kg KG) sowie fur den ebenfalls dualselektiven PDE- 3/4- Inhibitor
Tolafentrin (500, 1000, 5000 Mg/kg KG) deutlich héhere Dosen eingesetzt werden (s.
Abb. 4 und 5).
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Abb.4 Dosis-Wirkungskurven der PDE- Inhibitoren auf den PVR unter U46619-
Applikation. Darstellung in MEAN * SEM. Keine Darstellung des SEM, falls mit

dem Symbol in Deckung. Erlauterungen im Text.
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Abb.5 Dosis-Wirkungskurven der PDE- Inhibitoren auf den PAP unter U46619-
Applikation. Darstellung in MEAN * SEM. Keine Darstellung des SEM, falls mit

dem Symbol in Deckung. Erlauterungen im Text.

4.5. Vergleich der PDE- Inhibitoren in hdmodynamisch effektiver Dosis auf den
pulmonal- arteriellen Druck und Widerstand (PAP und PVR) unter U46619- Infusion

Nach Dosis- Wirkungsfindung wurde in einer weiteren Versuchsreihe der jeweilige
PDE- Inhibitor in einer Konzentration eingesetzt, welche den pulmonal- vaskularen
Widerstand effektiv um ca. 20 % senkt. Hierbei wurden die PDE- Inhibitoren ebenfalls
intravents als Kurzinfusion appliziert. Um eine hamodynamisch vergleichende
Wirkung zu erzielen wurde fur den PDE- 3- Inhibitor Motapizon 5 pg/kg Kg
eingesetzt, fur den PDE- 4- Inhibitor Rolipram 25 ug/kg KG, fur den PDE- 3/4-
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Inhibitor Zardaverin 500ug/kg KG, sowie fur den PDE-3/4- Inhibitor Tolafentrin und
den PDE-5- Inhibitor Zaprinast jeweils 1 mg/kg KG.

Nach Applikation des jeweiligen PDE- Inhibitors zeigte sich in allen Gruppen ein
Abfall des pulmonal- vaskularen Druck und Widerstandes, welcher je nach PDE-
Inhibitor mit unterschiedlicher Dosis erzielt wurde (s.Abb.6 und 7).

In einer weiteren Untersuchung wurden die verschiedenen, selektiven PDE-
Inhibitoren so kombiniert, um einen additiven, hamodynamischen Effekt zu bewirken.
Dies wurde erreicht mit der Ko- Applikation von PDE- 3+4- Inhibitoren (Motapizon +
Rolipram), die PDE- Inhibitoren 4+5 (Rolipram + Zaprinast), sowie die PDE-
Inhibition 3+5 mit Motapizon und Zaprinast. Unter der gleichzeitigen Applikation
jeweils zweier PDE- Inhibitoren konnte ein additiver Effekt im Abfall der pulmonalen

Druck- und Widerstandsverhaltnisse erzielt werden (s.Abb. 6 und 7).
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Abb.6 Einfluss der PDE 3, 4 und/oder 5- Inhibition unter U46619 Gabe auf den
pulmonal- vaskularen Widerstand (PVR). Darstellung in MEAN * SEM. Keine

Darstellung des SEM, falls mit dem Symbol in Deckung. Erlauterungen im Text.
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Abb.7 Einfluss der PDE 3, 4 und/oder 5- Inhibition unter U46619 Gabe auf den
pulmonal- vaskularen Druck (PAP). Darstellung in MEAN * SEM. Keine

Darstellung des SEM, falls mit dem Symbol in Deckung. Erlauterungen im Text.

4.6. Vergleich der PDE- Inhibitoren in hdmodynamisch effektiver Dosis auf das

Herzzeitvolumen, sowie den systemischen Druck (SAP) unter U46619- Infusion

Insgesamt zeigten alle Versuchsgruppen nach iv. Gabe einen signifikanten Anstieg
des Herzzeitvolumen (p< 0,05), ohne relevante Anderung der Blutgase (s.Tab.3).

Nach Gabe von Motapizon, Rolipram und Zaprinast zeigte sich ein moderater Abfall
des systemisch- arteriellen Druckes. Fur die dualselektiven PDE 3/4- Inhibitoren
Zardaverin und Tolafentrin erwies sich der systemische Druckabfall als signifikant,

ebenso unter der Ko- Applikation jeweils zweier PDE- Inhibitoren (s. Abb.8).
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Abb.8 Einfluss der PDE 3, 4 und/oder 5- Inhibition, unter U46619 Gabe, auf den
systemisch- arteriellen Druck (SAP). Darstellung in MEAN * SEM. Keine

Darstellung des SEM, falls mit dem Symbol in Deckung. Erlauterungen im Text.

4.7 .Einfluss der unterschiedlichen PDE- Inhibitoren in unterschwelliger Dosis auf die

pulmonale und systemische Hamodynamik, sowie den Gasaustausch unter U46619-

Infusion

Unter fortlaufender U46619- Infusion und Anstieg des pulmonal- arteriellen
Druckniveaus (PAP) auf im Mittel etwa 30 mmHg, wurde eine Baselinemessung
registriert und die Blutgase bestimmt. Daraufhin wurde eine niederschwellige Dosis je
eines PDE- Inhibitors, zunachst als Bolus gefolgt von einer Infusion appliziert. Die
Dosis des PDE- Hemmers wurde aus den vorangegangenen Dosis- Wirkungskurven
so gewahlt, dass sie per se keine hamodynamischen Effekte auf Herzzeitvolumen,
pulmonal- arteriellen und/oder systemischen Druck aufwiesen.

Uber einen Beobachtungszeitraum von jeweils 60min.zeigte sich keine signifikante
Veranderung des pulmonalen und systemischen Druckes. Ebenso zeigten sich die

Blutgase unverandert.
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Fir die einzelnen PDE- Inhibitoren wurden folgende Dosen festgelegt
[Bolus(Infusion)]:

Motapizon : 2,2ug/kg (8ug/kg*h)

Rolipram : 5,5ug/kg (15ug/kg*h)

Zardaverin : 50ug/kg (300ug/kg*h)

Tolafentrin: 100ug/kg (2mg/kg*h)

Zaprinast : 100pg/kg (3,3mg/kg*h)

YV V V V VY

4.8 Einfluss von aerosolietem PGl, auf die pulmonale und systemische

Hamodynamik, sowie den Gasaustausch unter U46619- Infusion

Unter laufender U46619- Infusion wurde bei stabilem Plateau des pulmonalen
Druckes die Inhalation mit Prostazyklin gestartet. Es wurde eine Konzentration von
56ng/kg*min Uber 10 min vernebelt. Hierunter wurde eine signifikante Reduktion des
pulmonalen Druckes von ca. 30% erreicht (s.Abb.9).

Der vasodilatative Effekt begann ca. 2 min nach Beginn der Aerosolierung.
Unmittelbar nach Ende der Inhalation stieg der pulmonal arterielle Druck wieder an
und ereichte sein Ausgangsniveau insgesamt nach ca. 8 min (s.Abb.9).

Die durch inhaliertes Prostazyklin induzierte pulmonale Vasodilatation war nicht
begleitet von einer systemischen Mitreaktion. Der systemisch arterielle Druck erwies
sich unverandert. Weiterhin zeigte sich ein signifikanter Anstieg des
Herzzeitvolumens von 393 + 40 auf 458 + 67 ml/min (p<0,01). Die Blutgase zeigten

keine signifikante Veranderung (s.Tab.4).
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4.9. Einfluss von aerosolietem PGIl, in Ko- Applikation mit einem intravends
verabreichten selektiven PDE- Inhibitor (Motapizon (PDE 3), Rolipram (PDE 4),

Zaprinast (PDE 5) in niederschwelliger Dosis auf die pulmonale und systemische

Hamodynamik, sowie den Gasaustausch unter U46619- Infusion

a. Koapplikation von inhalativem Prostazyklin (PGl,) und dem PDE-3- Inhibitor
Motapizon

20 min nach Start der U46619- Infusion wurde zunachst PGl;, in einer Dosis von
56ng/kg*min Uber 10 min mit dem Pulmo Sonic vernebelt, wie unter 4.8. beschrieben.
Nach Ende der Inhalation stieg der pulmonal- arterielle Druck wieder an und erreichte
ca. 8 min nach Inhalationsende wieder sein Ausgangsplateau.

Nach erneuter Baselinemessung wurde nun mit der Intervention des PDE- Inhibitors
3- Motapizon begonnen. Zunachst wurde ein Bolus mit einer Konzentration von
2,2ug/kg KG intravends appliziert, gefolgt von einer Infusion von 8ug/kg*h. Wahrend
der nachsten 15min unter laufender Infusion war keine Veranderung der pulmonalen
und systemischen Druckwerte zu verzeichnen

Nach 15 min Beobachtung wurde unter laufender niederschwelliger Infusion des
PDE- Inhibitors Motapizon nun eine zweite Inhalation mit PGl in gleicher Dosis von
56ng/kg/min tber 10 min begonnen.

Nach Ende der Inhalation wurde auch die Infusion mit dem PDE- 3- Inhibitor
Motapizon beendet.

Unter der Kombination von inhalativem Prostanoid mit intravends appliziertem
Motapizon konnte nicht nur eine Verstarkung der pulmonal- vasodilativen Wirkung
erzielt werden, es zeigte sich auch ein prolongierter Wiederanstieg des pulmonal —
arteriellen Druckes.

Die pulmonale Drucksenkung konnte auf 50% vom Ausgangsdruck unter U46619-
Infusion intensiviert werden, im Vergleich zu einer PGI2- Inhalation alleine, wobei
eine 30% ige pulmonale Drucksenkung erreicht wurde.

Unter der Ko-Applikation liel3 sich der Wiederanstieg um 12 min. prolongieren und
erreichte erst nach 20min wieder den Ausgangsdruck im Vergleich zu alleiniger
Prostazyklininhalation mit 8.min (s.Abb.9).
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Unter der Intervention mit PGl, und Motapizon zeigte sich keine signifikante
Veranderung des systemisch arteriellen Druck und des Gasaustausches
(s.Tabelle 4).

% AP,

Time [min]

Abb.9 Einfluss von aerosoliertem Prostazyklin (PGl;), unter U46619 Gabe in
Kombination mit dem PDE- 3- Inhibitor Motapizon in unterschwelliger Dosis,
auf den pulmonal- arteriellen Druck (PAP). Darstellung in MEAN * SEM. Keine

Darstellung des SEM, falls mit dem Symbol in Deckung. Erlauterungen im Text.

b. Koapplikation von inhalativem Prostazyklin und Infusion des PDE- 4- Inhibitor

Rolipram

Nach erfolgter erster PGI2- Inhalation und erneuter Baselinebestimmung wurde ein
Bolus des PDE- 4- Inhibitors Rolipram in einer Dosis von 5,5ug/kg KG appliziert,

gefolgt von der Infusion mit Rolipram in einer Konzentration von 15ug/kg*min.
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Uber einen Beobachtungszeitraum von 15 min. zeigte sich auch unter der iv. Gabe
des PDE- 4- Inhibitors Rolipram keine signifikante Veranderung im pulmonalen und
systemischen Druckverhalten. Daraufhin wurde unter laufender Infusion die zweite
Inhalation mit PGI, Uber 10 min gestartet. Nach Ende der Inhalation wurde ebenfalls
die Infusion mit Rolipram beendet.

Der maximale pulmonale Druckabfall zeigte im Vergleich zur alleinigen Inhalation mit
Prostazyklin keine Wirkungsverstarkung, jedoch erwies sich unter der Ko-Applikation
von PGIl; mit Rolipram eine verlangerte Wirkung des pulmonalen Druckabfalls mit
einem prolongierten Wiederanstieg. Die pulmonal- vasodilatative Wirkung konnte
von 8 auf ca. 24 min verlangert werden. (s.Abb.10).

Die systemische Blutdruckregulation zeigte keine relevante Veranderung, ebenso

blieben auch die Blutgase konstant (s.Tab.4).

% AP,

Time [min]

Abb.10 Einfluss von aerosoliertem Prostazyklin (PGl;), unter U46619 Gabe in
Kombination mit dem PDE- 4- Inhibitor Rolipram in unterschwelliger Dosis, auf
den pulmonal- arteriellen Druck (PAP). Darstellung in MEAN * SEM. Keine

Darstellung des SEM, falls mit dem Symbol in Deckung. Erlauterungen im Text.
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c. Koapplikation von inhalativem Prostazyklin (PGl,) und Infusion des PDE- 5-

Inhibitor Zaprinast

Wiederum wurde nach erfolgter erster Inhalation mit Prostazyklin eine
Baselinemessung registriert. Nun wurde zunachst ein Bolus des PDE- Inhibitor- 5-
Inhibitors Zaprinast intravends appliziert (100mg/kg KG), gefolgt von der Infusion
niederschwelliger Dosis von 3,3mg/kg*h.

Nach 15min Beobachtung bei stabilem pulmonalem Druckplateau wurde die zweite
Inhalation mit PGI, Uber 10min.gestartet. Nach Ende der Inhalation wurde ebenfalls
die Infusion mit Zaprinast beendet.

Unter der Ko- Applikation von PGIl, mit dem PDE-V- Inhibitor Zaprinast wurde eine
Reduktion des pulmonal- arteriellen Druckes von 30% erreicht, es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied im Vergleich zur Aerosolierung mit PGl alleine, allerdings
erwies sich in dieser Kombination eine hochsignifikante Verlangerung des pulmonal-
vasodilatativen Effektes. Der Wiederanstieg des pulmonal- arteriellen Druckes lief3
sich auf Uber 30 min prolongieren (s.Abb.11).

Auch unter dieser Ko- Applikation erwiesen sich die systemischen Blutdruckwerte,

sowie der Gasaustausch unverandert (s.Tab.4)
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Abb.11 Einfluss von aerosoliertem Prostazyklin (PGl;), unter U46619 Gabe in

Kombination mit dem PDE-5- Inhibitor Zaprinast in unterschwelliger Dosis, auf

den pulmonal- arteriellen Druck (PAP). Darstellung in MEAN * SEM. Keine

Darstellung des SEM, falls mit dem Symbol in Deckung. Erlauterungen im Text.

4.10. Einfluss von aerosoliertem Prostazyklin (PGly) in Ko- Applikation mit einem

intravenods verabreichten dual- selektiven PDE- 3/4- Inhibitor (Tolafentrin und

Zardaverin) in niederschwelliger Dosis auf die pulmonale und systemische

Hamodynamik, sowie den Gasaustausch unter U46619- Infusion

Der Versuchsablauf der Ko- Applikation von PGl, mit den dualselektiven PDE- 3+4-
Inhibitoren Tolafentrin und Zardaverin erfolgte in gleicher Weise wie die Intervention
mit den selektiven PDE- Inhibitoren und gleichzeitiger Aerosolierung von

Prostazyklin.
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a. Koapplikation von inhalativem PGIl, und Infusion des PDE- 3/4- Inhibitors

Tolafentrin

Nach erster Prostazyklininhalation tUber 10 min zeigte sich erneut ein pulmonal-
arterieller Druckabfall um etwa 30%. Innerhalb von ca. 8 min wurde das pulmonale
Ausgangsdruckniveau von ca. 30mm Hg wieder erreicht.

Die pulmonalen und systemischen Druckwerte wurden erneut registriert. Die
Blutgasproben wurden abgenommen und die Ko-Applikation von aerosoliertem PGl
und intravendsem Tolafentrin wurde begonnen.

Es wurde wiederum zunachst ein intravendser Bolus des PDE- Inhibitors verabreicht.
Bei Tolafentrin wurde niederschwellige eine Dosis von zunachst 100ug/kg KG als
Bolus gewahlt, gefolgt von einer Infusion von 2mg/kg*h.

Nach einer 15 min Beobachtungsphase zeigt sich auch unter dieser Gabe des PDE-
Inhibitors keine signifikante Veranderung des pulmonalen und systemischen
Druckverhaltens. Unter laufender Infusion mit Tolafentrin in niederschwelliger Dosis
wurde die zweite Inhalation mit PGl Gber 10 min gestartet.

Nach Ende der Aerosolierung wurde auch die Infusion mit Tolafentrin beendet.

Es zeigte sich unter der Kombination von inhalietem PGl mit dem dualselektiven
PDE- 3/4- Inhibitor Tolafentrin nicht nur eine Verstarkung des pulmonal- vasodilativen
Effektes, sondern auch eine signifikante Prolongierung des gefalerweiternden
Effektes. Es wurde eine Reduktion des pulmonal- arteriellen Druckes um etwa 45%
vom Ausgangsniveau erreicht, im Vergleich zu einem 30%igen Abfall des pulmonal-
arteriellen Druckes bei alleiniger Prostazyklininhalation.

Das pulmonale Druckniveau erreichte 30min nach Ende der Ko- Applikation noch
nicht wieder seine Ausgangswerte. Somit konnte die pulmonal- vasodilatative
Wirkung mehr als verdreifacht werden (s.Abb.12).

Die systemisch- arteriellen Druckwerte, wie auch die Blutgase erwiesen sich
wiederum nicht signifikant verandert. Unter der Kombination zeigte sich ein
signifikanter Anstieg des Herzzeitvolumens (HZV) von 406 + 23 ml/min auf 455 + 33
ml/min. (s. Tab.4).
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b. Koapplikation von inhalativem PGIl, und Infusion des PDE-3/4- Inhibitors

Zardaverin

Unter der Ko-Applikation mit inhalativem Prostazyklin und dem dualselektiven PDE-
3/4- Inhibitor Zardaverin wurde ebenfalls ein additiver Effekt im Abfall des pulmonal-
arteriellen Druckes, sowie eine signifikante Prolongierung der Prostazyklin
induzierten  vasodilatativen ~ Wirkung erzielt. Nach Ende der zweiten
Prostazyklininhalation wurde auch die Infusion mit Zardaverin beendet. Es zeigte sich
ein Abfall des pulmonalen Druckes um 37% vom Ausgangsplateau. Der
Wiederanstieg des pulmonalen Druckes konnte auch unter der Ko- Applikation mit
Zardaverin auf uber 30 min verlangert werden (s. Abb.12)

Systemische Effekte durch Abfall des systemisch arteriellen Blutdruckes konnten
auch unter dieser Intervention nicht registriert werden. Ebenso zeigte der
Gasaustausch keine signifikante Veranderung.

Nach Interventionsende von inhalativem Prostazyklin mit dem dualselektiven PDE-
Inhibitor Zardaverin zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Herzzeitvolumens von
402 £ 24 ml/min auf 471 £ 60 ml/min (s. Tab.4).
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Abb.12 Einfluss von aerosoliertem Prostazyklin(PGl;), unter U46619 Gabe in
Kombination mit den dualselektiven PDE-3/4- Inhibitoren Zardaverin und
Tolafentrin in unterschwelliger Dosis, auf den pulmonal- arteriellen Druck
(PAP). Darstellung in MEAN * SEM. Keine Darstellung des SEM, falls mit dem

Symbol in Deckung. Erlauterungen im Text.
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5. Diskussion

Durch die vorliegenden Untersuchungen am Modell des Ganztieres- Kaninchen
konnte eine pulmonal- vasodilatative Wirkung durch den Einsatz eines PDE-
Inhibitors mit Inhibition der Phosphodiesterase 3, 4 und 5 nachgewiesen werden.
Weiterhin konnten wir zeigen, dass sich durch die Co-Applikation von Prostazyklin
mit einem PDE- Inhibitor der Prostazyklin induzierte Effekt mit Abfall des pulmonal-
arteriellen Druckes und Anstieg des Herzzeitvolumens verstarken lief3.

Dabei war zu beobachten, das sich der additive Effekt der Co- Applikation bereits in
Konzentrationen des jeweiligen PDE- Inhibitors erzielen lie3, welcher per se keine

relevante pulmonal- hamodynamische Veranderung zeigte.

5.1 Modell der akuten pulmonalen Hypertonie durch Infusion mit dem

Thromboxananalogon U46619

Die kontinuierliche Infusion des Thromboxanmimetikums U46619 zur Induktion einer
stabilen pulmonalen Hypertonie ist eine bewahrte Methode, sowohl an der isoliert
ventiliert und perfundierten Lunge (Rimar et al., 1993, 1995, Lindeborg et al., 1995,
Walmrath et al., 1997), wie auch am Modell des Ganztieres-Schaf (wach oder
narkotisiert), (Ichinose et al., 1995, 1998, Kleen et al., 1998).

Das Modell einer intakten Tierpraparation bietet jedoch erhebliche Vorteile
gegenuber der isolierten Lunge, da nicht nur pulmonal- arterielle
Druckveranderungen registriert werden, sondern auch die systemischen Parameter
mit in Erscheinung treten.

Daher bietet dieses Modell gute Voraussetzungen zur experimentellen Testung mit
modglichen Therapeutika zur Beeinflussung dieser Erscheinungen und um maogliche
pulmonal selektive Wirkungen durch Substanzen zu verifizieren.

Auch in der vorliegenden Studie konnte mit dem Einsatz von dauerhaft intravends
appliziertem U46619 eine stabile pulmonale Hypertonie erzielt werden. Durch die
U46619- Gabe liel3 sich der pulmonal- arterielle Druck verdoppeln.

Relevante Gasaustauschstérungen, sowie systemische Mitreaktionen waren nicht zu
verzeichnen.

Der Anstieg des pulmonalen Druckes zeigte sich nach Beenden der U46619-

Infusion vollig reversibel. Entsprechend konnte in friheren Untersuchungen von
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Lindeborg, Rimar und Walmrath gezeigt werden, dass sich der vasokonstriktive
Effekt des Thromboxanmimetikums U46619 pradominierend auf die prakapillaren

pulmonalen Widerstandsgefasse auswirkt.

5.2 Dosisabhangige Drucksenkung durch Inhibition der Phosphodiesterase

3, 4 und 5 (Motapizon, Rolipram, Zaprinast) sowie dualselektive Inhibition der

Phosphodiesterase 3 + 4 (Tolafentrin und Zardaverin) unter U46619- Infusion

Nach der intravendsen Gabe der PDE- Inhibitoren 3 (Motapizon) und 4 (Rolipram)
konnte unter laufender U46619- Infusion, dosisabhangig eine signifikante pulmonale
Vasodilatation erzielt werden. Eine pulmonal wirksame Dosis, welche eine
signifikante Reduktion des pulmonal- vaskularen Widerstandes bewirkte, zeigte
jedoch keine pulmonale Selektivitat. Die pulmonale Drucksenkung war begleitet von
einer deutlich systemischen Mitreaktion des arteriellen Druckes (Psa). Unter der
kombinierten Anwendung der PDE- Inhibitoren 3+4 (Motapizon und Rolipram)
konnte ein additiver, pulmonal gefal3erweiternder Effekt erzielt werden, im Vergleich
zur alleinigen Inhibition der PDE 3 oder 4.

Diese Ergebnisse korrespondieren mit vorangegangenen Untersuchungen an
menschlichen Pulmonalarterienringen. Hierbei wurde durch das Prostaglandin Fag
(PGF24) eine pulmonale Vasokonstriktion induziert. Unter der Ko-Applikation der
PDE- Inhibitoren Motapizon und Rolipram zeigte sich eine signifikante
Gefassrelaxation (Rabe et al., 1994).

Die Phosphodiesterasen 3 und 4 spielen eine essentielle Rolle in der Regulation des
cAMP- Gehaltes sowohl in den glatten Muskelzellen der Atemwege, als auch in den
glatten Muskelzellen humaner Pulmonalgefasse (Torphy et al, 1998).

Synergistische Interaktionen durch eine Inhibition der Phosphodiesterase 3 und 4
konnte ebenfalls in Untersuchungen an glatten Gefassmuskelzellen in vitro
demonstriert werden.

Durch die Ko- Inhibition der PDE 3 und 4 konnte eine Verminderung in der
Proliferation von glatten Gefassmuskelzellen bewirkt werden (Pan et al., 1994).

Diese Daten lassen annehmen, dass durch die Ko- Inhibition der Phosphodiesterase
3 und 4 ein gesteigerter Abbau (Hydrolyse) des second messengers des zyklischen

Adenosinmonophosphates (cAMP) vermindert werden kann und hdhere cAMP-
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Spiegel eine hdhere und verlangerte Effektivitat im Bezug auf die Gefassrelaxation
bedeuten.

Zusatzlich besteht ein komplexes Verhaltnis der Phosphodiesterasen untereinander.
Wobei die einzelnen Isoenzyme der PDE’s untereinander teils aktivierend als auch
inhibierend wirken. Moglicherweise kommt es wahrend der Hemmung einer der
beiden Phosphodiesterasen (3 oder 4) zu einem vermehrten Abbau des cAMP durch
das jeweils andere Enzym. Werden nun beide PDE’s inhibiert konnte dies den

additiven Effekt im Bezug auf die Gefassrelaxation erklaren.

Ahnlich effektiv zeigte sich in unseren Untersuchungen die Inhibition der
Phosphodiesterase- 5 mit Zaprinast. Auch hier liel} sich nach systemischer
Applikation eine dosisabhangige pulmonale Vasodilatation bewirken. Dieser
pulmonal vasodilatative Effekt wurde jedoch wiederum begleitet von einer
systemischen Mitreaktion.

Auch unter Inhibition der PDE- 5 in hamodynamisch relevanter Dosis zeigte sich
keine pulmonale Selektivitat.

Der gezeigte vasodilatative Effekt korrespondiert mit friheren Ergebnissen der PDE-
5- Inhibition bei Untersuchungen an neugeborenen, sowie fetalen Lammern (Braner
et al., 1993, Thusu et al., 1995, Ziegler et al., 1995 und 1998).

Bei den Untersuchungen zeigte sich unter Inhibition der PDE 5 eine Reduzierung des
pulmonal- vaskularen Widerstandes am Modell der akuten pulmonalen Hypertonie.
Diese Effekte sind am ehesten zurlickzufuhren auf eine Stabilisierung des zyklischen
Guanosinmonophosphates (cGMP) in der pulmonalen Strombahn, durch Inhibition
der Phosphodiesterase 5 und somit Hemmung des Abbaus von cGMP, dessen
Bildung durch die kontinuierliche NO- Synthese erfolgt.

Durch die Abbauhemmung von beiden second- messenger (CAMP und cGMP)
infolge Ko-Applikation der Phosphodiesterase- Inhibitoren 3 und 5 (Motapizon und
Zaprinast), sowie Inhibition der PDE 4 und 5, (Rolipram und Zaprinast) zeigten
unsere Untersuchungen additive Effekte im Bezug auf die Gefassrelaxation.

Diese Ergebnisse waren vergleichbar mit Untersuchungen die Clark et al., 1994 am
Modell der in situ- perfundierten Kaninchenlunge durchfiihrten. Mit den dabei
eingesetzten PDE- Inhibitoren 3 (Milrinon) und 5 (Dipyridamol) konnte ebenfalls eine
synergistische Reduktion des pulmonal- vaskularen Widerstandes am Modell der

akuten pulmonalen Hypertonie erzielt werden.
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5.3 Pulmonal arterielle Drucksenkung unter aerosoliertem Prostazyklin

Die Wirkung des Prostazyklinderivates Epoprostenol (PGl;) auf das pulmonale
Druck- und Widerstandsverhalten ist weltweit durch klinische Daten belegt. Vor allem
als Dauerinfusion ist der Einsatz von Prostazyklin eine bewahrte und effektive
Therapie zur Behandlung der pulmonal- arteriellen Hypertonie (Rubin et al., 1992,
Higgenbottom et al., 1984, McLaughlin et al., 1998).

Durch Aerosolierung des PGIl, und dadurch verbundener Selektivitat in der
pulmonalen Strombahn gibt es ebenfalls eine Vielzahl klinischer Daten, die diese
selektive Wirksamkeit belegen (Walmrath et al., 1993, 1995, 1997).

Eine Weiterentwicklung in der Aerosolierung von Prostazyklinderivaten stellt der
Einsatz des Prostazyklinanalogons lloprost dar.

lloprost (Fa. Schering, Berlin Deutschland) ist ein  synthetisches
Prostazyklinanalogon, welches sich durch eine hoéhere Effektivitdat und langere
Halbwertszeit auszeichnet (ca. 20 min Plasmahalbwertszeit) im Vergleich zum
Epoprostenol mit einer ca. 2-3 min. Plasmahalbwertszeit (Moncada etr al., 1976).

Mit der Anwendung von inhalativem lloprost zur Behandlung der pulmonalen
Hypertonie gibt es zahlreiche Daten vor allem aus unserer Arbeitsgruppe von
Olschewski et al seit Anfang der neunziger Jahre (Olschewski et al., 1996, 1999,
2000, 2002, Hoeper et al., 2000).

Eine Zulassung hat die Substanz zur intravenésen Behandlung der arteriellen
Verschlusskrankheit (M. Winiwarter-Burger) in Deutschland. In Neuseeland besteht
die Zulassung fur die Therapie der pulmonalen Hypertonie als kontinuierlich,
intravendse Applikation.

Seit September 2003 erhielt die Substanz die europaische Zulassung als erste
Inhalationstherapie zur Behandlung der pulmonal arteriellen Hypertonie bei Patienten
im NYHA- Stadium 3.

Zu erwahnen ist aber auch die Problematik dieser komplexen Therapieform.

FiUr die Inhalation ist ein entsprechendes Inhalationssystem erforderlich. Zu dem
muss jeder Patient zu Beginn der Therapie in die Handhabung und Durchflihrung der
Inhalationen eingewiesen und geschult werden.

Es sind haufige, repetitive Inhalationen uUber den Tag erforderlich, um den

Therapieeffekt beizubehalten. Hierzu muss der Patient neunmal pro Tag Uber jeweils
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3-6 min inhalieren. Weiter zu erwahnen ist eine nicht unerhebliche Nachtpause von
mindestens 6 Stunden.

Aus dieser Problematik entwickelten sich Untersuchungen zu neuen
Therapieansatzen, um die effektive Wirkung einer Prostazyklininhalation zu
verlangern, um so die Inhalationshaufigkeit zu reduzieren und die Nachtpause

effektiv Uberriicken zu konnen.

FUr die hier durchgefihrten Untersuchungen wurde inhalatives Prostazyklin
verwendet, um nicht primar den bekannten Effekt durch aerosoliertes PGl zu
verifizieren, sondern die hamodynamische Wirkung mit der kombinierten

Anwendung, vor allem zusammen mit dem Einsatz der PDE- Inhibitoren zu zeigen.

5.4 Synergistischer Effekt durch die Kombination von inhalativem PGIl, mit jeweils

einer unterschwelligen Dosis eines PDE- Inhibitors auf die pulmonale und

systemische Hamodynamik

In den durchgefuhrten Untersuchungen konnten wir einen synergistischen Effekt mit
der Ko- Applikation von inhaliertem PGIl, zusammen mit einer niederschwelligen
Dosis je eines PDE- Inhibitors nachweisen.

Unter der kombinierten Anwendung zeigte sich teils ein deutlich additiver Effekt im
Bezug auf die pulmonale Druck- und Widerstandssenkung, Uberwiegend zeigte sich
unter der Ko-Applikation eine signifikante Verlangerung hinsichtlich der Dauer der
pulmonalen Drucksenkung im Vergleich zur alleinigen Prostazyklininhalation.

Vor allem bei der kombinierten Anwendung mit PGIl, und der Inhibition der
Phosphodiesterase 3 mit Motapizon, zeigte sich ein signifikant additiver Effekt auf die
pulmonal arterielle Drucksenkung. Die pulmonale Drucksenkung konnte um
insgesamt 50% gegenuber dem Ausgangsdruckplateau unter der U46619 Infusion
gesenkt werden. Wahrend unter der alleinigen PGl;- Inhalation eine 30%ige
Reduktion des pulmonal- ateriellen Druckes erzielt werden konnte.

Additive Effekt im Bezug auf die pulmonal- arterielle Drucksenkung zeigten sich vor
allem auch unter der kombinierten Anwendung von inhaliertem PGl, mit den
dualselektiven PDE- Inhibitoren 3 + 4 Tolafentrin und Zardaverin. Auch hier konnte

mit dem Einsatz einer niederschwelligen Dosis eine synergistische Drucksenkung

51



erzielt werden. Vor allem der PDE 3/4- Inhibitor Tolafentrin zeigte einen deutlich
additiven Effekt mit einer zusatzlichen Drucksenkung von 15% (insgesamt 45%) im
Vergleich zur alleinigen Prostazyklininhalation.

In der kombinierten Anwendung konnte jedoch bei allen PDE- Inhibitoren in
niederschwelliger Dosis, ob selektiv oder dualselektiv, eine Verzogerung im
Wiederanstieg des pulmonal- arteriellen Druckes beobachtet werden.

Verglich man die Wirkung der PDE- Inhibitoren untereinander, so zeigte sich bei den
dualselektiven Phosphodiesterasehemmern (Tolafentrin wie auch Zardaverin) eine
starkere Wirkung mit einer Prolongierung des pulmonalen Druckwideranstieges um je
mehr als 30 min.

Bei den selektiven PDE- Inhibitoren zeigte sich eindeutig der PDE 5- Inhibitor
Zaprinast als starkste Substanz um den Wiederanstieg des pulmonal arteriellen
Druckes zu verlangsamen, ebenfalls auf mehr als 30 min. im Vergleich zur alleinigen
Prostazyklininhalation, wo sich etwa 8min nach Ende der Inhalation der pulmonal
arterielle Druck wieder in seinem pulmonalen Ausgangsdruckplateau befand.

Diese Ergebnisse stimmen Uberein mit den Untersuchungen von Ichinose et al., 1995
und 1998. Auch er konnte durch die Ko- Applikation des PDE- 5- Inhibitors Zaprinast
in Kombination mit Stickstoffmonoxidinhalation (NO) additive Effekte in der Senkung
des pulmonal- arteriellen Druckes bei Lammern mit akuter pulmonaler Hypertonie
zeigen.

Am ehesten bedingt durch eine Stabilisierung des second- messengers cGMP, Uber
NO induzierte Aktivierung der Guanylatzyklase, sowie Abbauhemmung der PDE-5
durch Inhibition des Enzyms.

Ebenso zeigten andere Arbeitsgruppen die potentiellen Effekte durch cGMP
spezifische PDE- Inhibition und dadurch additive Effekte der pulmonalen
Vasodilatation und Reduzierung des Rebound- Effektes unter NO- Inhalation in
Kombination mit Inhibition der PDE 5 mit Dipyridamol (Ziegler et al., 1998, Clarke et
al., 1994, lvy et al., 1998).

Beeindruckend zeigen sich jedoch insgesamt die vorliegenden Ergebnisse mit einer
Aerolsolierung mit PGl, in Kombination mit der Inhibition der PDE 5 durch Zaprinast.
Hier zeigt sich, dass es eine Interaktion zwischen der PGl,- vermittelten cAMP
Schiene und der Inhibition der PDE- 5, welche den Abbau des cGMP hemmt, geben

Mmuss.
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Eckly et al., zeigten 1994 an isolierten Gefassen den synergistischen Effekt von
cAMP und cGMP vermittelter Vasorelaxation durch die kombinierte Anwendung von
NO und PDE 3 und 4- Inhibition.

Auch die Untersuchungen von Delpy et al., 1996 zeigten, das eine Verbindung
zwischen der cAMP und cGMP induzierten Vasorelaxation bestehen muss.

Weniger effektiv bezlglich eines prolongierenden Effektes auf den pulmonal-
arteriellen Druck zeigte sich der PDE- 3- Inhibitor Motapizon, welcher trotz der
signifikant ausgepragt synergistischen Drucksenkung nur eine Verzdgerung des
Wiederanstieges um 12 min. gegenuber PGl, bewirken konnte. Insgesamt 20 min
nach Ende der Inhalation und Infusion zeigte sich der pulmonal- arterielle Druck
wieder auf seinem Ausgangsniveau.

Gefolgt wurde diese Wirkung von dem PDE- 4- Inhibitor Rolipram, ein signifikant
additiver Effekt in der pulmonalen Drucksenkung konnte nicht erreicht werden, der
Druckanstieg auf Ausgangsniveau unter U46619- Infusion konnte jedoch um weitere
4min (insgesamt 24 min) gegenuber dem PDE- 3- Inhibitor Motapizon prolongiert
werden.

Unter allen Interventionen mit der Ko-Applikation von inhalativem Prostanoid mit
PDE- Inhibition in niederschwelliger Dosis zeigten sich trotz der signifikanten
Drucksenkung in der pulmonalen Strombahn keine signifikante systemische
Mitreaktion. Die systemischen Druckwerte blieben stabil, ebenso zeigte sich der
Gasaustausch konstant.

Das Herzzeitvolumen (HZV) konnte durchgehend signifikant um 15-20% erhdht
werden.

Jedoch erwies sich unter der Ko-Applikation kein additiver Effekt auf das HZV.
Bereits unter alleiniger Prostazyklininhalation konnte ein signifikanter Anstieg des
HZV von 393 auf 458 ml/min erreicht werden. Dieser Zuwachs des HZV konnte unter
der kombinierten Anwendung nicht signifikant weiter gesteigert werden.

Diese Beobachtung ware der Beleg fur eine Uberwiegend prakapillare pulmonale
Drucksenkung bei der kombinierten Anwendung.

Obwohl gerade die PDE- 3 bekanntermalien vorherrschend auch im Myokard zu
finden ist (Schlepper et al.,, 1994), zeigte sich bei der Anwendung in
niederschwelliger Dosis kein additiver, kardialer Effekt im Sinne einer positiven
Inotropie, z.B. durch Steigerung des HZV.
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Besonders effektiv in der Prolongierung als auch in der absoluten pulmonalen
Drucksenkung zeigten sich die dualselektiven PDE 3/4- Inhibitoren Tolafentrin und
Zardaverin.

Unter der Anwendung einer niederschwelligen Dosis in Kombination mit inhaliertem
Prostazyklin zeigten diese deutlich additive Wirkung in der pulmonal- arteriellen
Drucksenkung wie auch eine signifikant langere Prolongierung der pulmonalen
Vasorelaxation auf mehr als 30 min, auch unter der Ko- Inhibition der PDE 3+4
zeigte sich eine pulmonal- selektive Wirkung, der systemisch arterielle Druck blieb
konstant.

Ebenso der Gasaustausch zeigte sich bei allen Interventionen mit aerosoliertem
PGl, in Kombination mit intravends applizierter PDE- Inhibition unverandert. Es
zeigte sich keine Verschlechterung der arteriellen Sauerstoffsattigung. Daher ist
davon aus zugehen, das die Anwendung einer niederschwelligen Dosis eines
systemisch gegebenen PDE- Inhibitors keinen negativen Einfluss auf das
Ventilations-/Perfusionsverhaltnis der Lunge hat, welches oft bei der systemischen

Anwendung eines Vasodilatators zu sehen ist.

54



6. Zusammenfassung und Ausblick

In einem Modell der akuten pulmonalen Hypertonie konnte in der vorliegenden Arbeit
der Nachweis eines Synergismus von inhaliertem Prostazyklin mit verschiedenen
PDE- Inhibitoren, welche den Abbau der second messenger Produkte (CAMP/cGMP)
hemmen, erbracht werden.

Dazu wurde das pharmakologische Profil systemisch applizierter selektiver PDE-
Inhibitoren am Ganztiermodell der akuten pulmonalen Hypertonie des Kaninchens
charakterisiert. Eingesetzt wurden die monoselektiven PDE-Inhibitoren Motapizone
(PDE 3), Rolipram (PDE 4) und Zaprinast (PDE 5) sowie die dualselektiven
Inhibitoren Zardaverin und Tolafentrine (beide PDE 3/4). Eine akute pulmonale
Widerstandserhohung wurde in diesem Modell durch die Infusion des
Thromboxanmimetikums U46619 erzielt. Dosisabhangig senkten alle intravends
verabreichten PDE-Inhibitoren in diesem Modell die U46619-induzierte
pulmonalarterielle Druckerhohung. Die pulmonalvasodilatative Wirkung konnte durch
Kombination der PDE-Inhibitoren noch deutlich verstarkt werden
(Motapizone/Rolipram, Motapizone/Zaprinast, Rolipram/Zaprinast). Die Aerosolierung
von PGI; in einer Dosis von 56 ng/kg min Uber 10 Minuten reduzierte in diesem
Ganztiermodell die U46619-induzierte pulmonal-arterielle Druckerh6hung um 30 %,
der systemische Druck wurde dabei nicht beeinflusst. Aus der Kombination von PGl
mit den unterschiedlichen PDE-Inhibitoren in einer unterschwelligen Dosis, die
nachweislich keinen Effekt auf die pulmonale Hamodynamik zeigte, resultierten
folgende Ergebnisse: Rolipram (5.5 pg/kg) hatte keinen EinfluR auf die Starke des
PGl,-induzierten Druckabfalles, verlangerte ihn aber signifikant von 8 auf 22
Minuten; Zaprinast zeigte ein ahnliches Wirkungsprofil mit Verlangerung der PGl,-
Wirkung auf 30 Minuten; Motapizone (2.2 ug/kg) verstarkte signifikant den
vasodilatatorischen PGI2-Effekt um 20 % und verlangerte ihn auf 20 Minuten.
Parallel mit diesen pulmonalvaskularen  Veranderungen wurde  das
Herzminutenvolumen erhoht, der systemische Druck und der Gasaustausch wurden
jedoch nicht beeinflusst. Die Kombinationen mit den dualselektiven PDE-Inhibitoren
Zardaverin (50 pg/kg) und Tolafentrine (100 ug/kg) verstarkten die PGl,-Wirkung und
verlangerten sie signifikant auf 28 Minuten.

Zusammenfassend zeigten diese Untersuchungen, dass die monoselektiven PDE-

Inhibitoren Rolipram, Motapizone und Zaprinast sowie die dualselektiven Inhibitoren
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Zardaverin und Tolafentrine in subtherapeutischen Dosen, bezogen auf ihre direkte
Wirkung auf die pulmonale und systemische Hamodynamik, die vasodilatatorische
Wirkung von aerosoliertem PGl verstarken und verlangern konnen. Die pulmonale
Selektivitat des aerosolierten PGI2 wird durch diese systemisch applizierten
subtherapeutischen Dosen nicht beeinflusst. Da nach derzeitiger Datenlage in
humanen Pulmonalarterien die PDE-Isoformen 3, 4 und 5 dominieren (Rabe et al.
[1994] Am J Physiol 266:536-543), konnte die Kombination der aerosolierten
vasodilatativen Prostanoide mit niedrig dosierten systemischen PDE-Inhibitoren auch
klinisch die Therapieoptionen bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie erweitern.
Ebenso ware auch der Einfluss der kombinierten Anwendung mit inhalativen
Prostanoiden bei gleichzeitiger Inhibition der PDE interessant im Bezug auf die
Entwicklung, sowie eine mdgliche Inhibitierung der standigen Umbauvorgange bei
dem Krankheitsgeschehen. Im Falle der inhalativen Prostanoidtherapie mit dem
Prostazyklinanalogon lloprost haben die klinischen Studien eindeutig eine
Wirksamkeit dieser Substanz bei der pulmonal arteriellen Hypertonie belegt und die
Therapieform wurde im September 2003 als erste inhalative Therapie fur die
Indikation der pulmonal arteriellen Hypertonie zugelassen.

Fur den Einsatz mit Phosphodiesteraseinhibitoren bei der Indikation der pulmonal-
arteriellen Hypertonie haben mittlerweile klinische Studien die Effektivitat der
Wirksamkeit mit dem in oraler Form verfigbaren PDE- Inhibitor Sildenafil
(Uberwiegend PDE-5- Inhibitor) erwiesen und es besteht seit 2006 eine Zulassung fur
den Einsatz von Sildenafil bei Patienten mit pulmonal arterieller Hypertonie.
Allerdings laufen derzeit noch klinische Studien zur Zulassung auf die Kombination
der inhalativen lloprosttherapie mit dem Phosphodiesterase 5 Inhibitor Sildenafil.
Insgesamt zeigen die noch offen stehenden Fragen, das es weitere Untersuchungen
geben muss, damit dieser Erfolg versprechende Ansatz der Kombinationstherapie

eine effektive Therapie flr die Behandlung der pulmonalen Hypertonie sein wird.
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6. Summary and outlook

Inhalation of aerosolized prostaglandin (PGly;) causes selective pulmonary
vasodilation, but the effect rapidly levels off after termination of nebulization. In
experimental pulmonary hypertension in intact rabbits, provoked by continuous
infusion of the stable thromboxane mimetic U46619, the impact of intravenous
phosphodiesterase (PDE) inhibitors on pulmonary and systemic hemodynamics was
investigated in the absence and presence of aerosolized PGIl,. We employed the
monoselective inhibitors motapizone (PDE3), rolipram (PDE4) and zaprinast (PDES),
as well as the dualselective blockers zardaverine and tolafentrine (both PDE3/4). All
PDE inhibitors dose-dependently reduced the pulmonary artery pressure (Ppa), with
doses for a ~ 20 % decrease in pulmonary vascular resistance being 5 ug/kg for
motapizone, 25 ug/kg for rolipram, 500 ug/kg for zardaverine, 1 mg/kg for zaprinast
and 1 mg/kg for tolafentrine. Additive efficacy was noted when combining the
monoselective 3 plus 4, 3 plus 5 and 4 plus 5 inhibitors. In parallel to the pulmonary
vasorelaxant effect, all PDE inhibitors caused a decrease in systemic arterial
pressure and an increase in cardiac output. Nebulized PGl; (56 ng/kg min) reduced
the U46619 evoked increase in Ppa by ~30%. This vasorelaxant effect was fully lost
within 10 min after termination of PGI, nebulization. Co-application of sub-threshold
doses of intravenous PDE inhibitors, which per se did not affect pulmonary and
systemic hemodynamics, resulted in a marked prolongation of the post-PGl,
decrease in Ppa for all blockers (2.2 ug/kg motapizone, 5.5 ug/kg rolipram, 100 pg/kg
zaprinast). The most effective agents, zardaverine (50pg/kg) and tolafentrine
(100pg/kg) augmented the maximum Ppa drop during nebulization by =~ 30 - 50 %

and prolonged the post-PGl, pulmonary vasodilation to > 30 min, without affecting

systemic arterial pressure and arterial oxygenation. We conclude that sub threshold
systemic dose of monoselective PDE 3, 4 and 5 inhibitors and in particular
dualselective PDE 3/4 inhibitors cause significant amplification of the pulmonary
vasodilatory response to inhaled PGl,, while limiting the hypotensive effect to the
pulmonary circulation. Combining nebulized prostanoids with low dose systemic PDE
inhibitors may thus offers as therapeutic strategy to achieve selective pulmonary
vasodilation in acute and chronic pulmonary hypertension. Due to the short half life of
prostacyclin (2-3 minutes under physiological pH) clinical development was continued

with the stable prostacyclin analogue iloprost. This prostanoid demonstrated clinical

57



efficacy in experimental and clinical studies and has been approved in 2003 for
treatment of pulmonary arterial hypertension. Based on our studies with selective
PDE inhibitors in combination with inhaled prostanoids, first experience was gained
with the selective PDE 5 inhibitor sildenafil which was originally approved for erectile
dysfunction. Oral sildenafil has shown to be a selective pulmonary vasodilator in
several preclinical and clinical studies and is meanwhile approved for treatment of
pulmonary arterial hypertension. Clinical trials addressing the efficacy of combined
inhaled lloprost and oral sildenafil are currently underway. Taken together, the
preclinical experiments which demonstrated a synergism between inhaled
prostacyclin and different PDE inhibitors have been translated into the clinic and long

term studies are currently under investigation.
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Tabelle 3:

Hamodynamik und Blutgase im Ganztiermodell der U46619

induzierten, akuten pulmonalen Hypertonie nach Infusion der PDE- Inhibitoren

Motapizon, Rolipram, Zaprinast, Tolefentrin und Zardaverin.

Psa, mmHg
98+4 88+5*

CO, ml/min

P202, mmHg

pHa

P.CO,, mmHg
34,5422

P,O2, mmHg
38,3+1,7

pHy
7,36+0,1

P,C0O2, mmHg

Rolipram Motapizon Zardaverin Zaprinast Tolafentrin
25ug/kg 5ug/kg 500ug/kg 1mg/kg 1mg/kg
pre post pre post pre post pre post pre post
100 +4 9443 10445 10045 10214 92+3* 1061 101+2

430+21 493x17* 394+16 453+21* 402+24 467+26* 380121 443+18* 410+21 459+18*

19616 193+10 202+6  205+8 203+3 20445 2013  203+2  193+6 195+4

7,43+0,1 7,44+ 0,1 7,41x0,1 7,43x0,1 7,41+0,1 7,43+0,1 7,43+0,1 7,43+0,1 7,40+0,1 7,43+0,1

37,9+1,7 36,6+2,6  38,5¢1,8 34,7+2,6 39,6+1,9 38,5¢3,1 35,6+1,6 34,3+1,1 35,6+1,8

38,6 +4,8 39,3+1,1 38,3+1,9 40,6%1,2 39,5+1,9 41,3+1,1 38,5+1,9 38,3+x1,3 36,5+1,8

7,39+0,1 7,39+ 0,1 7,38+0,1 7,39+0,1 7,38+0,1 7,39+0,1 7,38+0,1 7,370,1 7,390,1

42,3+2,4 40,9+2,1 40,3+2,4 39,9429 40,1+2,4 39,8+2,8 40,3+1,1 39,9+1,9 40,6+2,0 39,8+1,9

APsa (mittlerer systemisch, arterieller Druck), CO (Herzminutenvolumen), P,02

(arterieller Sauerstoffpartialdruck), pH. (arterieller pH), P,CO2 (arterieller

Partialdruck des CO2), P,02 (zentral venoser Sauerstoffpartialdruck, pH,

(venoser pH), P,CO2 (zentral venoser Partialdruck des CO2), Die mit Stern

markierten

Parameter zeigen eine signifikante Differenz vor und nach

Kurzeitinfusion mit einem PDE- Inhibitor.
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Tabelle 4: Hamodynamik und Blutgase im Ganztiermodell der U46619
induzierten, akuten pulmonalen Hypertonie nach Inhalation mit Prostazyklin,
sowie in Kombination unter laufender Infusion einer niederschwelligen Dosis

mit den PDE- Inhibitoren Motapizon, Rolipram, Zaprinast, Tolefentrin und

Zardaverin.
Kontrolle/ U46619/ U46619/ U46619/ U46619/ U46619/ U46619/
U46619 PGl Roli./PGl, Mota./PGl, Zapri./PGl, Zarda./PGl,
Tola./PGl,

pre post pre post pre post pre  post pre post pre post pre post

Psa, 92 94 92 96 116 116 96 94 107 106 100 98 94 96
mmHg 5 +6 +5 +4 6 16 14 5 +2 +3 14 15 4 +3
CO, 471 411 393 458 418 471+ 392 461* 400 440 402 471* 406 455*

ml/min +13  #13 +40 +67 +29 +32 +22 +43 +34  +27 +24  +60 +23 33

P.O2, 200 207 210 206 192 195 187 205 191 194 188 192 198
197

mmHg 7 14 12 +11 +3 4 4 +11 +3 +3 13 15 16 4
pHa 740 742 744 742 736 733 738 742 7,44 738 742 740 7,38 7,39

£0,1 #0,1 0,1 0,1 %01 0,1 %01 0,1 01 0,1 %01 0,1 0,1 0,1

P.CO2, 37,6 38,5 36,5 357 339 335 356 337 329 342 34,5 33,6 34,3
34,6
mmHg 1,7  £31 2,6 26 2,0 ¥2,8 16 27 20 24 1,9 25 1,9 124

PvO2, 37,5 40,3 40,3 42,0 395 421 41,0 420 401 414 39,4 40,1 40,4
45,1*
mmHg +1,8 1,6 +2,3 23 1,0 24 13 #23 14 10 +1,0 #1,2 1,3 #19

pHy 7,38 7,39 738 73 736 733 738 73 737 736 736 735 7,39 7,38
0,1 #0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1

P,CO2, 413 39,9 40,0 413 390 411 406 413 395 379 396 388 398 415
mmHg 2,1 272 2,2 26 2,8 27 22 #26 £23 11 1,9 1,0 2.3 2,5

APsa (mittlerer systemisch, arterieller Druck), CO (Herzminutenvolumen), P,02
(arterieller Sauerstoffpartialdruck), pH. (arterieller pH), P,CO2 (arterieller
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Partialdruck des CO2), P,02 (zentral venoser Sauerstoffpartialdruck, pH,
(venoser pH), P,CO2 (zentral venoser Partialdruck des CO2), PGl
(Prostazyklin), Roli (Rolipram), Mota (Motapizon), Zarda (Zardaverin), Zapri
(Zaprinast), Tola (Tolafentrin). Die mit Stern markierten Parameter zeigen eine
signifikante Differenz des Herzminutenvolumens vor und nach Ko-Applikation
von inhalativem Prostazyklin mit einem PDE- Inhibitor.
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