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1 Theoretische Einfuhrung in das Themengebiet

Die pulmonal arterielle Hypertonie (PAH) ist eine progressive Erkrankung, bei der ein
erhbhter Gesamtwiderstand und insbesondere ein erhohter Druck in den
Lungenarterien zu einer Reihe von medizinischen Problemen fiihren. Die vermehrte
Druckbelastung im Lungenkreislauf bewirkt eine starkere Belastung des rechten
Ventrikels und das resultierende Rechtsherzversagen macht die PAH zu einer
lebensbedrohlichen Erkrankung, welche bis zum Tod fiihren kann [1]. Aufgrund der
genannten Problematik gibt es zahlreiche Studien, die sich mit der Behandlung und
Ursachenforschung dieser Erkrankung beschéftigen. GroRRtenteils handelt es sich
hierbei um klinisch-pharmakologische Studien [2]. Bisher sind vor allem konservative
MalRnahmen wie Gewichtsreduzierung und vermehrte Bewegung, generelle
blutdruck- und vorlastsenkende Medikamente sowie Medikamente, die guinstig auf die
Vasodilatation wirken, etabliert. Eine besondere Rolle spielen hierbei
Phosphodiesterase5-Hemmer (PDE5-Hemmer) und Endothelinrezeptor-Antagonisten
(ERA). Beide wurden bisher oft in Monotherapie angewandt [3]. In einigen Studien
wurde die Medikamentenwirkung prospektiv verfolgt und Verbesserungen der
Symptomatik gezeigt, welche anhand des Sechs-Minuten Gehtest (6MWT) gemessen
wurden. Eine Grundlagenforschung an humanen Pulmonalgefal3en existiert bisher
nicht [2]. Insgesamt sind direkte Vergleiche zwischen Therapieoptionen ausstehend
und die Durchfihrung von weiteren randomisierten Langzeitstudien ist fur die

Verbesserung der Qualitat der PAH-Forschung sinnvoll [4].

Ziel dieser experimentellen Arbeit ist es, die Wirkung der genannten
Medikamentengruppen an humanen Pulmonalarterien (PA) in einem etablierten
Organbadmodell zu untersuchen und speziell die Kombination der beiden
Rezeptorblocker naher zu evaluieren. Die Wirkung der Vasodilatantien soll direkt an
humanen Lungengefalen untersucht werden und mdgliche Vorteile einer
Kombinationstherapie geprift werden. Hierzu wird die Kontraktilitat und
Relaxationsfahigkeit humaner PulmonalgefaRe unter Medikamenteneinfluss
untersucht. Zum Vergleich dienen sowohl physiologische, d.h. vaskular gesunde
PulmonalgefaRe von Patienten nach einer Lobektomie in Regensburg, als auch
pathologische Pulmonalgefal3e von lungentransplantierten (LTX) Patienten mit einer
Endstadium Lungenerkrankung aus Munchen. In ersten Ergebnissen dieser Ex-vivo

und In-vitro-Organbadversuche an humanen PulmonalgefalRen konnte unsere
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Arbeitsgruppe bereits eine bessere Wirkung durch die Kombination von zwei
Wirkstoffgruppen zeigen [5,6,7]. Vorangegangene Versuche des Forschungsteams
unter der Leitung von Professor Hofmann aus Regensburg legten dar, dass Vardenafil
im Vergleich zu anderen PDE5-Hermmern den besten vasodilatorischen Effekt auf
humane Pulmonalgefale hatte [6]. Deshalb befasst sich diese Arbeit mit der
Kombination von Vardenafil und den ERA Bosentan, Macitentan und dem Macitentan
Metaboliten ACT-132577. In vorherigen Versuchen wurde bereits angefangen nach
Medikamenten und der Dosis zu forschen, mit denen die bestmogliche Vasodilatation
zu erzielenist [5,6,7]. So lehnt sich diese Arbeit an vorangegangene Versuche an und
untersucht gezielt den Medikamenteneinfluss an humanen PA. Ziel ist es, bei einer
maoglichst niedrigen Konzentration den besten vasodilatorischen Effekt zu erreichen.
In Erweiterung soll eine Zusammenstellung von klinischen Informationen Uber die
Patienten dazu dienen, auf mogliche Zusammenhange zwischen klinischen Daten und

der Wirkung der Medikamente zu schliel3en.

2 Grundlagen des Themengebietes

2.1 Pulmonal arterielle Hypertonie

Die PAH ist eine lebensbedrohliche Erkrankung, bei der ein zunehmender vaskularer
Widerstand zu einem progedienten Rechtsherzversagen und schlief3lich bis zum Tod
fuhren kann [1]. Die PAH wird durch einen Anstieg des mittleren pulmonal-arteriellen
Drucks (PAPm) auf >25mmHG in Ruhe definiert. Dieser wird mittels
Rechtsherzkatheter (RHK)-Untersuchung gemessen. Normalerweise betragt der
PAPm 14 + 3 mmHg in Ruhe und gilt bis zu einer oberen Normgrenze von 20 mmHg
als physiologisch [3]. Die Inzidenz der PAH betrégt circa 2 - 7 Patienten bezogen auf
eine Million Einwohner pro Jahr. Die Pravalenz betragt 11 -26 pro eine Million
Erwachsene [2]. Generell geht die PAH bei einer mittleren 5-Jahres-Uberlebensrate
von 22 - 38 % unbehandelt mit einer schlechten Uberlebensprognose einher [8]. Die
funktionelle World Health Organization (WHO)-Klassifikation unterscheidet vier
Krankheitsstadien, in Abhangigkeit der koérperlichen Belastbarkeit der Patienten.
(Klasse I: Keine Einschrankung, Klasse II: Leichte Einschréankung, Klasse lll: Starke

Einschrankung, Klasse IV: Unfahigkeit zur Ausibung jeglicher korperlicher Tatigkeit,



Atemnot und Mudigkeit besteht bereits in Ruhe) [8]. Hohere WHO-Klasseneinteilungen
gehen einher mit einer hoheren Sterblichkeitsrate [9].

2.1.1 Krankheitsbild der pulmonal arteriellen Hypertonie

Die Symptome der PAH sind unspezifisch und kénnen durch verursachende oder
assoziierte Erkrankungen gepragt sein. Hierbei kann es zu Kurzatmigkeit, Mudigkeit,
Schwache, Husten, Synkopen und Angina Pectoris kommen. Symptome in Ruhe
treten nur in fortgeschrittenen Stadien auf [3,10]. Patienten mit PAH kdnnen unter
Hypoxie bei Belastung oder auch in Ruhe leiden [11]. Eine signifikante Dilatation der
PA kann bis zu einer Dissektion oder Ruptur der Arterien fihren und schliel3lich eine
Herztamponade verursachen [10]. Zu den korperlichen Befunden zahlen
linksparasternale Pulsationen, eine akzentuierte Pulmonaliskomponente des zweiten
Herztons oder ein dritter Herzton. Auflerdem kann es zu einem erhohten

Jugularvenendruck, Hepatomegalie, Aszites und zu peripheren Odemen kommen
[3,10].

2.1.2 Pathogenese der Erkrankung

Spezifisch fur die PAH ist eine pathogenetische Trias aus Vasokonstriktion, arteriellen
Thromben und Umbau pulmonaler GefalRe, urséachlich durch eine Proliferation von
glatten Muskelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen bedingt [9,10]. Die
GefalRveranderungen durch die PAH koénnen in sechs Klassen eingeteilt werden,
welche angeben, ob der stattgefundene Umbau der Arterien durch einen chirurgischen
Eingriff reversibel ist. Hierbei sind die pathologischen Veranderungen in den Klassen
I - Il grundsatzlich reversibel und ab Klasse IV persistierend. Bei milder Hypertonie
erkennt man in Klasse | eine Verdickung der muskularen Arterien und das Auftreten
von glatten Muskelzellen in der Wand von pulmonalen Arteriolen. Ab Stufe Il treten
eine Intimaproliferation und weitere Mediahypertrophie auf, wie in Abbildung 1
veranschaulicht wird. In Stufe Il schreitet die Fibrosierung der Intima weiter fort. Ab
der irreversiblen Klasse IV kommt es zu plexiformen L&sionen der Arterien. Durch
diese Lasionen entstehen kleine, verschachtelte Nebenpassagen fir den Blutfluss.
Diese Gefal3defekte sind charakterisiert durch irregulare, dilatative, dinne

Wandschichten und filhren zu verstarkter Obstruktion des normalen pulmonalen
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Blutflusses [13]. Laut einer Studie traten bei Frauen 2,8-mal h&aufiger plexiforme
Lasionen auf als bei Mannern [14]. In Klasse V finden sich Rupturen der erweiterten
Gefalllasionen und es kommt zu parenchymalen Blutungen und Hamosiderose.
Nekrosen und fibrinbser Umbau der Arterien und Arteriolen sind in Klasse VI zu
beobachten [13]. Am GefalBumbau ist unter anderem die Hyperproliferation
verschiedener Zelltypen beteiligt. Angeregt wird dieser Prozess durch verschiedene
Wachstumsfaktoren wie dem ,platelet-derived growth factor” (PDGF), dem ,fibroblast
growth factor (FGF) und dem ,transforming growth factor “ (TGF-). Zudem wird der
GefalBumbau durch die Freisetzung von Chemokinen, Zytokinen und Thrombozyten
beeinflusst [15]. Gemal} einer Studie, die 62 erkrankte Lungengefalle und 28
normotensive KontrollgefaRe untersuchte, gab es eine 94%ige Ubereinstimmung
zwischen pathologischen Befunden und der klinischen Diagnose. Die Wandschichten
der Intima und Media der PAH-Gefal3e waren im Verhaltnis signifikant breiter als die
Wandschichten der Gefal3e der Kontrollgruppe. Die verbreiterte Wanddicke der Media
korrelierte mit gemessenem PAPm und pulmonalem vaskularem Widerstand (PVR).
Bei Betrachtung der Adventitia konnte keine entsprechende Korrelation zwischen der
GefalRwanddicke und hdAmodynamischen Parametern gefunden werden. Zwischen der
Anzahl der plexiformen Gefal3lasionen und dem PAPm liel3 sich ebenfalls keine

Korrelation darstellen [14].

Experimentelle Arbeiten und Studien an Patienten wiesen darauf hin, dass
Entziindungsreaktionen eine Rolle bei der Entstehung der PAH spielten [16,17]. Bei
der histologischen Untersuchung von PAH-Gefal3en traten perivaskuldre und
interstitielle Entzindungsinfiltrate in pathologischen PAH-GefalBRen auf. Dabei
korrelierte der Grad der perivaskularen Entzindung mit der fraktionellen Intima- plus
Mediadicke und der fraktionellen Adventitiadicke. Auf3erdem zeigte sich ein Trend in
Richtung einer Korrelation mit dem PAPm [14]. In den fur PAH typischen plexiformen
Gefal3lasionen befand sich eine Vielzahl an mononuklearen Zellen, vor allem T-Zellen
und Makrophagen, aber auch B-Zellen [18]. Zudem wies das Lungengewebe von
PAH-Patienten erhéhte Konzentrationen von verschiedenen Interleukinen (18, 2, 4, 6,
8, 10 und 12p70), dem Tumornekrosefaktor a und Chemokinen auf [2,19].

In einer histologischen Untersuchung konnten zudem arterielle Thromben in circa
50 % der PAH-Lungen entdeckt werden [14]. Eine Veranschaulichung befindet sich in
Abbildung 2.
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Abbildung 1: Verdickung der Intima Abbildung 2: Thrombus in einer PA
(Pfeil) und Media (Pfeilspitze) einer (Pfeil) (HE-Farbung)

PA (HE Farbung)

In erkrankten Gefal3en lag ein ungleiches Angebot an vasoaktiven Mediatoren vor,
vasokonstriktorische Mediatoren Uberwogen gegenltber den vasodilatorischen. Es
existierte eine Uberexpression an PDES5, verbunden mit einer geringeren Stimulierung
der |l6slichen Guanylatcyclase (sGC). Dies resultiert in einem cyclischen
Guanosinmonophosphat (cGMP)-Mangel, der zu einer verminderten Relaxation der
GefalRe fuhrte. AulRerdem war das vasodilatorisch wirkende Stickstoffmonoxid (NO)
vermindert, welches Uber eine Abnahme der Ca?*-Konzentration im Zytosol
relaxierend auf die Gefal3e wirkt. [8,20]. Dieser NO-Mangel fuhrt aul3erdem zu einer
verminderten Cyclooxygenasen-Aktivierung und damit zusatzlich zu einem reduzierten
Prostazyklin-Spiegel [8,21]. Eine Reduktion der Prostazykline senkt die
Adenosinmonophosphat-(cCAMP)-Konzentration in den Zellen und resultiert deswegen
ebenfalls in einer verminderten Vasodilatation. Anstelle eines vasodilatorischen
Einflusses prasentierte sich ein Uberschuss an vasokonstriktorischem Endothelin
(ET)-1, welches eine groRe Rolle in der Progression von pulmonalen vaskularen
Erkrankungen spielt [2,8,22]. Das durch Endothelschaddigung entstehende
Ungleichgewicht an vasodilatorischen und vasokonstriktorischen Faktoren war
malfdgeblich an der Fortschreitung der Krankheit beteiligt [15].

Die Gefallveranderungen durch PAH werden durch eine Vielzahl an Faktoren
getriggert. Dabei ist anzunehmen, dass der Bone Morphogenetic Protein Rezeptor
Typ Il (BMPR2), der vor allem auf Endothelzellen und glatten Muskelzellen exprimiert
ist, als einer der Hauptregulatoren wirkt. Laut eines Reviews waren bis zu 70 % der an
familiarer PAH erkrankten Patienten und bis zu 30 % der an idiopathischer PAH
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erkrankten Patienten Trager von BMPR2-Mutationen [16]. Anhand einer Untersuchung
von 115 Mutationstragern und 267 Patienten ohne Mutation stellte man fest, dass
sowohl Manner als auch Frauen mit Mutation bei PAH-Diagnose signifikant jinger
waren und zum Diagnosezeitpunkt eine schlechtere Himodynamik aufzeigten [23]. Im
Vergleich zu Patienten ohne BMPR2-Mutation konnte bei Patienten mit
BMPR2-Mutation ein starkerer Umbau der Intima gefunden werden [14]. Bei
Mutationstragern wurden auf3erdem hohere PAPm-Werte festgestellt [14,23]. Es
konnte kein signifikanter Unterschied in Bezug auf Uberlebenszeit und Zeitpunkt bis
zu einer LTX festgestellt werden. Der &hnliche zeitliche Krankheitsverlauf bei friherer

Diagnose impliziert den friiheren Tod der Mutationstrager [23].

2.1.3 Diagnostik der pulmonal arteriellen Hypertonie

Ein friihzeitiges Erkennen der PAH ist fir ein besseres Uberleben der Patienten
wichtig, da ein frihzeitiger gezielter Therapiebeginn zu verminderter
Rechtsherzbelastung fihren kann und somit die Prognose verbessert [24,25]. Die
REVEAL (Registry to Evaluate Early and Long-Term PAH Disease Management)
Studie zeigte, dass 21 % der untersuchten Patienten schon Uber zwei Jahre vor
Diagnosestellung Symptome aufzeigten und sich zum Zeitpunkt der Diagnose bereits
in der WHO Functional Class (WHO FC) Il oder IV befanden, welche mit schlechter
Prognose assoziiert sind [25,26]. Screening Methoden sind bisher nur fir
Hochrisiko-Patienten etabliert, sodass eine frilhe Diagnose mit Achtsamkeit des
medizinischen Personals zusammenhéngt. Bei Risikopatienten ist eine gute klinische
Einschatzung fur den Ausschluss der PAH relevant. Ebenso sollten
Lungenfunktionstests durchgefuhrt werden, Kohlenmonoxidwerte tUberpriuft und eine
Herzechographie angefertigt werden [25]. Die Diagnosestellung der PAH erfordert
einen auf Symptomen und Befunden basierenden klinischen Verdacht sowie die
Durchfiihrung weiterer Untersuchungen, welche die Diagnose und den Schweregrad
der Erkrankung belegen. Dies erfordert eine multidisziplinare Zusammenarbeit und
Erfahrung in den Bereichen der Kardiologie, Pulmologie und Radiologie [3].

Fur eine regelmalige Beurteilung der PAH-Patienten ist eine umfassende
Untersuchung notwendig, da es keinen alleinig ausreichenden Parameter zur

Beurteilung des Krankheitsverlaufes gibt. Aufgrund umfassender Untersuchungen
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erfolgt eine Einteilung der Patienten nach geringem, intermediarem oder hohem Risiko

[3,27]. Zusammen mit weiteren Faktoren Korreliert dieses Risiko mit klinischer

Verschlechterung und Sterblichkeit [3]. Eine Risikostratifizierung der PAH in drei

Gruppen ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Risikostratifizierung bei PAH (niedriges, intermediares und hohes Risiko)

[3]
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Generell dient die RHK-Untersuchung zur Diagnosebestéatigung sowie zur Einteilung
des Schweregrades der hdmodynamischen Beeintrachtigung. Mittels Herzkatheter-
untersuchung kann eine Vasoreagibilitatstestung des pulmonalen Kreislaufes

durchgefuhrt werden, welche fir eine weitere Therapieplanung essentiell ist [3].

Der 6MWT ist ein kosten-gunstiger, leicht durchfihrbarer Test, der an vielen Zentren
fur eine prognostische Informationsgewinnung angewandt wird. Bei den Ergebnissen
missen beeinflussende Faktoren wie Geschlecht, Alter, Gewicht, Komorbiditaten,
Motivation etc. mitbertcksichtigt werden. In Zusammenschau mit dem
Borg-Dyspnoe-Score kdnnen absolute Werte hinweisend sein [10]. Jedoch hat eine
Metaanalyse Uber 22 randomisierte Studien gezeigt, dass Verbesserungen im 6MWT
nicht signifikant ein verbessertes klinisches Outcome widerspiegeln. Schlechte
Reproduzierbarkeit und Standardisierung erschweren direkte Assoziationen zwischen
Ergebnissen des 6MWT und der Vorhersage des klinischen Outcomes [28].

Zur Einschatzung der Uberlebensrate und zur Verlaufskontrolle dient vor allem die
WHO FC. Eine Verschlechterung der WHO FC ist ein wichtiger Parameter zur
Erkennung der Fortschreitung der Erkrankung und sollte zu weiterer Diagnostik fihren
[10,29].

2.1.4 Therapie der Krankheit

Wesentliches Ziel der PAH-Therapie ist das Erlangen eines geringen Risikostatus und
einer Zurickstufung des Patienten in WHO FC 1l [9,10]. Ein geringeres Risikoprofil
geht einher mit erhdhter Belastbarkeit und Lebensqualitéat der Patienten sowie einer
verbesserten Funktion des rechten Ventrikels. Diese ist mit einem geringeren

Sterblichkeitsrisiko assoziiert [10].

Die bisherigen Therapieoptionen der PAH beinhalten die Gabe von Vasodilatantien
und Calcium (Ca?*)-Antagonisten sowie supportive und praventive Therapien mit
Antikoagulantien, Diuretika und Sauerstoff (O2). Diuretika und O2 werden vor allem zur
Symptomlinderung bei peripheren Odemen und Dyspnoe eingesetzt [10,30,31].
Patienten, die positiv auf eine Vasoreagibilitatstestung mit NO reagieren (signifikante
Senkung des PAPm wéahrend Ca?*-Antagonisten-Applikation bei RHK-Untersuchung.

[32]), erhalten eine symptom- und lebenserwartungs-verbessernde Therapie mit
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hochdosierten Ca?*-Kanal-Blockern und Antikoagulantien [10,31]. Jedoch sprachen
weniger als 10% der PAH-Patienten langfristig gut auf eine
Ca?*-Antagonisten-Therapie an [33]. Ca?*-Antagonisten flihren bei sehr hoher
Dosierung zu unselektiver Gefal3dilatation und pulmonaler Drucksenkung. Aktuelle
Richtlinien empfehlen die Gabe von Nifedipin (120-240 mg/d), Diltiazem
(240-720mg/d) oder Amlodipin (10-20 mg/d) [32].

Eine Epoprostenol-Verabreichung mittels Dauerkatheter erzielte bei Patienten mit
schwerer PAH (New York Heart Association (NYHA) Klasse Il und V)
hamodynamische Verbesserungen und Verbesserungen im 6MWT [31,34]. Aus

Kostengrinden wurde das Prostanoid jedoch weitgehend von lloprost abgeldst [32].

Zu den zugelassenen Vasodilatantien der spezifischen PAH-Therapie in WHO FC I
und Il zéhlen verschiedene ERA (Ambrisentan, Bosentan und Macitentan) und
PDE-Hemmer (Vardenafil, Tadalafil und Sildenafil) [3,8]. Als neue Wirkstoffgruppe
gelten Stimulatoren der sGC. So flihrt das seit 2014 zugelassene Riociguat Uber eine
Stimulation und Stabilisierung des NO-sGC-cGMP-Weges zu einer Vasodilatation
[32,34,35].

Das Therapiekonzept besteht aus drei wesentlichen Schritten. Zuerst werden
generelle MaRnahmen wie die Steigerung des Aktivitatslevels und die Vermeidung von
Schwangerschaft und Infektionen sowie supportive MalRnahmen (Gabe von oralen
Antikoagulantien, Oz und Diuretika) angewandt. Es gilt hierbei die Empfehlung einer
Pneumokokken- und Influenza-Impfung sowie eine psychosoziale Betreuung [10]. Bei
einem  Sauerstoffpartialdruck  (pO2) <60 mmHg sollte eine  supportive
O2-Langzeittherapie  zur  Senkung der hypoxischen pulmonal-arteriellen
Vasokonstriktion und des pulmonal-arteriellen Drucks angewandt werden [32]. Der
zweite Schritt beinhaltet hochdosierte Ca?*-Kanal-Blocker bei Respondern des
Vasoreagilibitatstests oder weitere zugelassene PAH-Medikamente entsprechend des
jeweiligen Risikoprofils. Schritt drei bezieht sich auf das inadaquate Ansprechen auf
vorangegangene Therapien und beinhaltet verschiedene Kombinationstherapien

zugelassener Medikamente sowie die Aussicht auf eine LTX [10].
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2.2 Prinzip der Vasodilatation

Eine Vasodilatation entsteht durch mechanisch oder metabolisch bedingte
Hyperpolarisierung der Gefalimuskelzellen. Zu den lokal-metabolischen Mediatoren
zahlen Wasserstoff (H*)-lone, Laktat, Kalium-lone, Kohlendioxid (CO3z), Adenosin und
Adenosindiphosphat (ADP), die bei Bedarf vasodilatierend und damit
durchblutungssteigernd wirken. Bei erhohter Blutstromung fuhrt gesteigerte
Schubspannung im Endothel zur mechanischen Freisetzung von vasodilatierenden
Stoffen wie NO und Prostazyklin. So ist das GefaRendothel selbst an einer lokal
chemischen Regulation der Durchblutung beteiligt [36,37]. Sowohl die mechanische
Belastung als auch die Bindung von vasodilatierenden Substanzen an die
Endothelzellmembran erhdhen die Aktivitat von Ca?*-Kandlen. Das einstrémende Ca?*
aktiviert eine NO-Synthase, welche das kurzlebige NO von der Aminosaure Arginin
abspaltet [36]. NO diffundiert aus der Endothelzelle in die GefalRmuskelzelle und
aktiviert dort die sGC, welche die Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) zu
dem intrazellularen second messenger cGMP katalysiert. Das cGMP aktiviert die
Proteinkinase G [21,38]. Diese phosphoryliert die Ca?*-ATPase in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums und die Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP).
Daraus resultieren eine Abnahme der Ca?*-Konzentration im Zytosol, eine geringere
Sensitivitat des kontraktilen Apparates und eine durch MLCP bedingte
Dephosphorylierung von Myosin-Leichteketten. Dadurch relaxiert die glatte Muskulatur
[20,39]. Prostazyklin wird mithilfe der Zyklooxygenase aus Arachidonsaure
synthetisiert. Es aktiviert die Adenylatzyklase und fihrt CGber erhéhte

cAMP-Konzentration der Zelle zur Relaxierung der Gefalimuskulatur [21,36].

2.3 Prinzip der Vasokonstriktion

Mechanische, elektrische oder chemische Reize fihren Uber Kontraktion der
Gefalmuskelzellen zu einer aktiven Verengung von Gefal3en. Dabei fuhren vasoaktive
Substanzen zur rezeptorvermittelten Diffusion von Ca?* in die Zelle und lésen eine
Kontraktion aus oder es kommt tber eine Depolarisation der Zelle durch geotffnete
spannungsabhangige lonenkanéle zu einer Kontraktion. Durch die Depolarisation der
Zelle 6ffnen sich spannungsabhéngige Ca?*-Kanale. Ca?*-lone diffundieren aus dem

endoplasmatischen Retikulum und der extrazellularen Matrix in das Zytosol [37]. Bei
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Ca?*-Konzentrationen von tber 107 mol/l fiihrt eine reversible Bindung von vier
Ca?*-lonen an Calmodulin zur Aktivierung der Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK),
welche die regulatorische leichte Kette des Myosins phosphoryliert. Der nun aktive
Myosinkopf kann den Querbrickenzyklus durchlaufen und kontrahieren [20,37,39].
Nicht phosphorylierte leichte Ketten des Myosins verhindern die Kontraktion [39]. Bel
der Bindung von vasokonstriktorischen Mediatoren an Rezeptoren werden
Ca?*-Kanale tber second messenger aktiviert. So wirkt beispielsweise Noradrenalin
(NA) Uber einen entsprechenden Rezeptor und aktiviert das Gg-Protein. Dieses
aktiviert die Phospholipase C und setzt Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und
1,2-Diacylglycerol (DAG) frei. Das freigesetzte IP3 wirkt auf den IP3.Rezeptor im
sarkoplasmatischem Retikulum und fiihrt Gber Ca?*-Freisetzung zur Aktivierung der
MLCK [38]. DAG verstarkt den kontrahierenden Effekt, in dem es die Proteinkinase C
aktiviert, welche die MLCP hemmt [36,39].

2.4 Hintergrundinformationen zu den untersuchten Medikamenten

Im Folgenden wird naher auf die Eigenschaften und auf die Hintergrundinformationen
zu ET, den ERA und verschiedene PDE-Hemmer eingegangen. Aul3erdem werden
Vorversuche unseres Forschungslabors aufgefuihrt, die das Kontraktionsverhalten von

Pulmonalgefal3en untersucht haben.

2.4.1 Endothelin

ET sind Peptidhormone, die aus 21 Aminosauren bestehen [41,42]. ET wirkt als
potenter Vasokonstriktor, stimuliert die Zellproliferation sowie Entziindungs- und
Fibrosereaktionen [12,31]. AuBerdem wirkt ET als Wachstumsfaktor auf die
GefaBmuskulatur, Fibroblasten und Kardiomyozyten und beeinflusst den
kardiovaskularen Umbau, der bei der PAH eine Rolle spielt [8,41]. Man unterscheidet
drei verschiedene Isoformen (ET-1, ET-2 und ET-3), wobei ET-1 die haufigste Form
im menschlichen Kérper ist und so den starksten vasokonstriktorischen Einfluss hat.
Nach einer Zellstimulation wird Praproendothelin gebildet, welches in Proendothelin
umgewandelt wird und dann durch das ET-Konversions-Enzym in ET transformiert

wird. ET kann dann an Endothelinrezeptoren (ER) binden [41].
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Hier unterscheidet man ER Typ-A und B (ERa und ERg). Die ERa binden hauptsachlich
ET-1 und sind vor allem auf der glatten Muskulatur und einiger anderer Zellen
exprimiert, nicht aber auf Endothelzellen [38,41,42,43]. Die ERs finden sich auch auf
Endothelzellen und binden alle ET-Isoformen [38,41,43]. Eine Kopplung beider
Rezeptoren an die Phospholipase C flihrt tber Bildung von IP3 und DAG zum Anstieg
der intrazellularen  Ca?*-Konzentration. So haben beide Rezeptoren
vasokonstriktorische Eigenschaften [38,41]. An Endothelzellen fiihrt eine Stimulation
der ERs Uber freigesetztes NO und Prostazyklin zu einer vasodilatorischen
Komponente, die jedoch durch direkte Vasokonstriktion bei langerer ET-1 Freisetzung
in den Hintergrund geréat [36,38,41].

2.4.2 Endothelinrezeptorantagonisten

2.4.2.1 Bosentan

Bosentan ist ein unselektiver ERAA und ERABg, dessen Affinitat zu ERa 10-fach hoher
ist [41,43]. Seit 2002 ist Bosentan als erster klinisch zugelassener ERA erhaltlich.
Bosentan fungiert als Induktor der abbauenden Enzyme CYP2C9/3A4 und
beschleunigt so seinen eigenen Abbau wahrend der Therapie. Aul3erdem fihrt die
Induktion des P-Gp-Transportproteins im Darm zu einer reduzierten oralen
Bioverfugbarkeit [8]. Als Kontraindikationen z&hlen Schwangerschaft und vorbekannte
Lebererkrankungen, da der ERA dosisabhangig den Gallentransport der Leber hemmt.
Bosentan-Verabreichung fuhrte zu signifikant schlechterer Leberfunktion verglichen
mit Placebo-Gabe [44,45]. Kopfschmerzen und Flush waren haufige unerwinschte
Nebenwirkungen [41]. Eine Metaanalyse besagte, dass Bosentan nicht mit
signifikanten Veranderungen der Mortalitat in Verbindung gebracht werden konnte
[45]. Ebenso konnte kein geh&uftes Auftreten von Adverse-Events festgestellt werden
[44,45]. GemdalR3 verschiedenen Metaanalysen konnte Bosentan vorteilhaft zur
Behandlung der PAH eingesetzt werden [2,45]. Bei vorangegangenen
Organbadversuchen im Herz-Thorax-Chirurgie (HTC)-Labor der Universitat
Regensburg konnte nachgewiesen werden, dass Bosentan-Gabe zu einer kleinen,
aber nicht signifikanten Verringerung des Basaltonus fuhrte, die maximale Kontraktion

durch ET-1 der Pulmonalvenen (PV) verminderte und die der PA fast komplett senkte
[7].
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2.4.2.2 Macitentan

Das seit 2014 zugelassene Macitentan blockiert vor allem den ERa [32]. Als
Weiterentwicklung von Bosentan prasentiert sich Macitentan deutlich lipophiler und
damit gewebegangiger als die bekannten ERA Bosentan und Ambrisentan. Im
Gegensatz zu Bosentan zeigte sich eine zweifach langere Wirkdauer [46]. Durch eine
verbesserte, langsamere Rezeptor-Dissoziationskinetik ist die ER-Inhibition langer
anhaltend als bei anderen ERA. Deshalb ist anzunehmen, dass Macitentan eine
effektivere ET-1 Blockade bewirkt [47]. Trotz &hnlicher chemischer Struktur wie
Bosentan, erwies sich Macitentan in mehreren Studien als weniger leberschadigend
[44,48]. Laut der SERAPHIN-Studie (Untersuchung der Wirkung von Macitentan
3mg/d, 10mg/d, und Placebo im 1:1:1 Verhéaltnis) traten bei Macitentan-Gabe,
verglichen mit Placebo-Applikation, vermehrt Kopfschmerzen, virale Infektionen des

Respirationstraktes und Bronchitis als Nebenwirkungen auf [49].

2.4.2.3 ACT-132577

In-vivo wird Macitentan in einen pharmakologisch aktiven Hauptmetaboliten
ACT-132577 verstoffwechselt [46]. ACT-132577 wird auch Aprocitentan genannt und
ist ebenfalls ein ERA. Eine Phase-2-Studie zur Wirksamkeit, Sicherheit und
Vertraglichkeit von ACT-132577 bei Patienten mit essentieller Hypertonie wurde erst
im Mai 2017 abgeschlossen. Eine Phase-3-Studie befinden sich aktuell in
Durchfihrung [50].

2.4.3 Phosphodiesterase-Hemmer

2.4.3.1 Unterschiede zwischen Vardenafil, Sildenafil und Tadalafil

Zu den Hemmstoffen der PDES5 zahlen Sildenafil, Tadalafil und Vardenafil. Sildenafil
und Vardenafil variieren nur minimal in ihrer Struktur und haben deshalb &hnliche
pharmakologische Eigenschaften [41]. Die Unterschiede in der Struktur bestehen zum
einen in einer Ethyl-Gruppe am Piperazinring bei Vardenafil und stattdessen in einer
Methylgruppe bei Sildenafil, zum anderen variiert das heterozyklische Ringsystem der
beiden PDE5-Hemmer leicht [51,52]. Die Struktur von Tadalafil unterscheidet sich
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wesentlich von der anderer PDE5-Hemmer und deshalb weist Tadalafil Unterschiede
in manchen pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften auf
[41,52]. Vardenafil und Sildenafil haben im Vergleich zur PDE-1 eine 100-fache, im
Vergleich zur PDEG6 eine 10 - 15-fache und verglichen mit anderen Isoformen eine
> 1000-fache Selektivitat fur die PDES, woraus sich das spezifische Wirkungs- und
Nebenwirkungsspektrum ergibt. Die Wirkung auf die PDE6 kann bei Vardenafil und
Sildenafil zu Stérungen des Phototransduktionsprozesses der Retina fihren und somit
einen negativen Einfluss auf das Farbsehen haben. Tadalafil ist unter
In-vitro-Bedingungen noch spezifischer fir die PDE5 [38]. Allen PDE5-Hemmern
gemein ist eine verstarkte Wirkung der NO-vermittelten Vasodilatation. Daraus
ergeben sich Nebenwirkungen, die mit Blutdruckabfallen zusammenhangen,
Schwindel, Flush, Dyspepsie und eine verstopfte Nase. Kontraindiziert ist die Gabe
von organischen Nitraten und NO-Donatoren, da diese die Wirkung der
PDES5-Inhibitoren weiter verstarken [32,41].

2.4.3.2 Vardenafil

Vardenafil wird schnell im Gastrointestinaltrakt absorbiert und hat somit beim
Menschen nur eine orale Bioverfugbarkeit von geschétzten 15 % [53]. Es besitzt eine
Halbwertszeit von circa vier h und eine maximale Plasmakonzentration von circa
60 min. Studien zur Bindungsaffinitat an verschiedenen Rezeptoren, wie Alpha- oder
Betarezeptoren, cholinerge, histaminerge und serotonerge Rezeptoren haben gezeigt,
dass Vardenafil selektiv an PDE-Rezeptoren bindet und so Kklinisch relevante
Rezeptor-Interaktionen auszuschlieen sind [32,53]. Vardenafil hat &hnliche
pharmakologische Eigenschaften und eine ahnliche chemische Struktur wie Sildenafil.
Im Vergleich zu Tadalafil variiert Vardenafil in manchen pharmakologischen und

pharmakokinetischen Eigenschaften [41,54].

Bisher wird Vardenafil nur als Off-label-Medikation zur Therapie der PAH eingesetzt.
In der Behandlung von Erektiler Dysfunktion ist Vardenafil jedoch bereits etabliert,
sodass Sicherheit und Nebenwirkungen bekannt sind. Das Nebenwirkungsspektrum
beinhaltet unter anderem eine NO-induzierte Vasodilatation, einen erniedrigten
Blutdruck und Schwindel, und ist vergleichbar mit dem Nebenwirkungsspektrum der
anderen PDE5-Inhibitoren [2,55,56].
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In vorherigen Organbadversuchen der Herz-Thorax-Chirurgie (HTC) Universitat
Regensburg hat sich gezeigt, dass Vardenafil im Vergleich zu Sildenafil und Tadalafil
das potenteste Vasodilatans an mit NE vorkontrahierten PA war [6]. Deswegen
konzentriert sich diese Arbeit auf die Kombination eines ERA mit dem PDE5-Hemmer
Vardenafil. AuRerdem fuhrte Vardenafil zu signifikanter Vasodilatation der PV.
Vardenafil hatte in den bisherigen Versuchen keinen relevanten Einfluss auf den
Basaltonus der Gefal3e, verminderte aber effektiv die vasokonstriktorische Wirkung
von NE auf humane PV und PA [6].

3 Aufgabenstellung der Dissertation

Aufgabenstellung dieser Promotionsarbeit war die Untersuchung des
Vasodilatationsvermégens von ERA und Vardenafil in verschiedenen Kombinationen
und Konzentrationen an humanen Pulmonalgefa3en. Therapien mit den
entsprechenden Medikamenten sind bereits etabliert, weitere Untersuchungen in
einem Organbadmodell sollen die Medikamentenwirkung tiefergreifend untersuchen.
Moglicherweise variieren Medikamenten-Interaktionen in pathologischen Gefal3en
aufgrund von Veranderungen endothelialer Rezeptoren und Gefal3strukturen.
Veranderungen der Quantitat und Qualitdt von Rezeptoren kénnten zudem zu einem
unterschiedlichen Ansprechen auf verschiedene Wirkstoffe fihren. Eine Modifikation
der Wanddicke konnte zu einer Beeinflussung der maximalen Vasokonstriktion und
Vasodilatation fuhren. Deshalb soll die Betrachtung von pathologischen Gefafien
Hinweise darauf liefern, ob die untersuchten Medikamente auch an lungenerkrankten
Patienten Wirkung zeigen. Die Promotionsarbeit dient der Verdeutlichung, ob die
Wirkstoffe eine ebenso gute Wirkung an potenziell veranderten Rezeptoren zeigen,
wie an den Rezeptoren von gesunden Gefal3en. Wirkungsunterschiede zu
pathologischen GefalRen unter In-vitro-Bedingungen konnten auch Ruckschlisse
darauf liefern, ob je nach Fortschreiten der Erkrankung eine andere Dosierung In-vivo
fur den gewunschten Effekt notwendig waren. Im Hinblick auf diese Aspekte wurden
gesunde und erkrankte Gefal3e untersucht und die Ergebnisse gegentbergestellt.
Pathologische Verdnderungen im Kontraktionsverhalten sind vorwiegend bei PA zu
erwarten. Dies beruht unteranderem darauf, dass das arterielle Blutsystem

verantwortlich fir einen erhdhten vaskularen Widerstand ist und somit maf3geblich
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einen erhohten Blutdruck bedingt [7]. Deshalb bezieht sich die Aufgabenstellung dieser
Arbeit auf die Analyse von PA und nicht auf PV.

4 Material und Methoden

4.1 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Zur Durchfiihrung der Experimente wurden folgende Lungengefal3e verwendet:

e 23 Gefalle von Patienten nach elektiver Lobektomie im Uniklinikum
Regensburg

e 4 Gefal3e von Patienten nach elektiver Lobektomie im Uniklinikum Ulm

o 12 Gefal3e von Patienten nach elektiver Lobektomie im Klinikum Barmherzige
Bruder Regensburg

e 26 GefalRe von Patienten nach LTX im Klinikum Grof8hadern, Minchen

Die Gefal3e von LTX-Patienten wurden als pathologisch klassifiziert, da von einer
Grunderkrankung ihrer Lungengefal3e auszugehen war. Die enthommenen GefalRe
nach Lobektomie wurden als physiologisch definiert, da die Lobektomie nicht aufgrund
einer vaskuldren Erkrankung erfolgte, sondern diese meist aufgrund einer
Malignomerkrankung indiziert war. Im Zeitraum zwischen April 2015 und
September 2018 wurden PA und PV mit einer Lange von bis zu 3 cm und einem
Durchmesser von maximal 1 cm nach der jeweiligen Operation aus dem entfernten
Lungenlappen frei prapariert. Die PA wurden fir die Organbadversuche verwendet und
deren Ergebnisse in der Auswertung betrachtet. Sowohl PA als auch PV wurden fur
histologische Untersuchungen aufbewahrt. Beim Préaparieren sollte der Operateur
besonders vorsichtig sein und Verletzungen des Gefallendothels vermeiden. Um keine
Vasospasmen zu provozieren, sollte keine erhéhte Zug- und Druckspannung auf die
Gefalle ausgelbt werden. Als VorsichtsmaBnhahme wurde das praparierte
Segmentstick mit einer Pinzette nur endstandig oder, falls vorhanden, an
Klammerndhten angefasst und in den entsprechenden Behalter gelegt. Die
Venen- und Arteriensegmente aus Regensburg wurden in heparinisiertem
Patientenblut in einem kleinen Gefal3 gelagert und zeitnah an das Forschungslabor
der HTC Ubermittelt. Die GefalBe aus Miunchen wurden gekuhlt (4°C -8°C) in
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM-Medium) gelagert und ebenfalls in das

23



Forschungslabor des Uniklinikkums Regensburg gebracht. Wenn der Versuch nicht
unmittelbar begonnen wurde, lagerten dort alle Gefal3e bis zum Start des Versuches
in dem DMEM-Medium bei Kihlschranktemperatur. Um vergleichbare Ergebnisse zu
erzielen, startete die Versuchsdurchfiihrung aller Versuche innerhalb von 18 h nach

Organentnahme.

Bei allen Patienten lagen zum Zeitpunkt des OP-Beginns die Einwilligung einer
GefalRentnahme aus dem entfernten Lungenlappen sowie die rechtliche Abklarung
durch die Ethikkommission vor. Eine Enthnahme der Lungengefale fuhrte zu keinerlei
Risikoerhdhung oder Steigerung der Komplikationsrate des Patienten. Die
durchgefuhrten Versuche sowie die Enthnahme der Gefal3e standen im Einklang mit
dem aktuellen ethischen Standard und den Deklarationen von Helsinki (1964) inklusive
deren neuzeitigen Erweiterungen. Als Ausschlusskriterien flr die Entnahme von
Gefal3segmenten galten bekannte infektiose Erkrankungen wie Hepatitis C oder HIV
sowie praoperative Chemo- oder Radiotherapie und das Vorhandensein von zentralen
Tumoren mit Infiltration in pulmonale Geféale. Eingeschlossen in die Versuche wurden
nur GefalRe von volljahrigen Patienten, die bei vollem Bewusstsein zu einer
schriftlichen Einwilligung fahig waren. Diese Eingangskriterien entsprachen denen

anderer Versuchsreihen, die durch unser Forschungslabor durchgefuhrt wurden [6,7].

4.2 Versuchsutensilien

4.2.1 Verwendete Materialien

Zur Durchfuhrung der Versuche wurden die in. Tabelle 1 dargestellten Materialien

verwendet.

Tabelle 1: Verwendete Materialien

Materialien Name Firma Stadt Land
Eppendorfcups | 1,5 ml, braun VWR Minchen Deutschland
Eppendorfcups (z)fmml 1.5 ml, VWR Munchen Deutschland
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Materialien Name Firma Stadt Land
Einmal- VersaTouch . )
handschuhe Nitrile Ansell Brussel Belgien
Elnmal_- Sml, 10 ml, Brand Wertheim Deutschland
messpipetten | 20 ml
Eisschrank Liebherr .
-20°C MedLine Liebherr Ochsenhausen | Deutschland
Eisschrank Thermo .
-80°C HERA freeze Scientific Dreieich Deutschland
GefalRe Sarstedt ..
o5 ml steril #60.9922 115 Sarstedt AG NiUmbrecht Deutschland
Gefalle Sarstedt ..
5 ml unsteril #60.9922 113 Sarstedt AG NiUmbrecht Deutschland
Kanister 10 L Weithals mit VWR Miinchen Deutschland
Ablasshahn
Kuhlschrank Liebherr Liebherr Ochsenhausen | Deutschland
Comfort
Magnetrihrer lka lka Staufen Deutschland
9 Vibramax-VXR
Physikalisch- Uni
Messerblock Mechanische Regensbur Deutschland
Werkstatt 9 9

Milli Q-Anlage | Dest Millipore Wertheim Deutschland

) NUNC .

Petrischale #169558 Nunc Wiesbaden Deutschland
Pinzette =l Heidelberg Deutschland
Instruments
Pipetboy gl_teg(a Fernwald Deutschland
joscience

Pipette Wesseling-

Eppendorf 0,5-10 ul Eppendorf g Deutschland
Berzdorf

Reference
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Materialien Name Firma Stadt Land
Pipette .
2-20 pl, 100 pl, Wesseling-
Eppendorf 1000 Eppendorf Berzdorf Deutschland
Research
. . 10, 200, 300, Greiner Bio .
Pipettenspitzen 1250 One Frickenhausen | Deutschland
Racks, Mikro-
Rack zentrifugen- VWR Minchen Deutschland
réhrchen,
Rasierklingen | Astra Astra Sl Russland
Petersburg
Skalpell No 22 Feather Osaka Japan
Sterilisator WTB Binder Tuttlingen Deutschland
Vortex Genie Heidolph Schwabach Deutschland
Precisa 310M
Waage (maximal 400 g, | Precisa Dietikon Tschechien
d=1 mg)
Sartorius
BP221S . s
Waage (maximal 220 g, Sartorius, Gottingen Deutschland
d=1 mg)
Wageschalen, | VWR .
medium #611-9172 VWR Minchen Deutschland
Warmeblock Stuart Scientific | Chelmsford CE:I;:ér)r(lsford, GrolRbritannien
Zentrifugen-
réhrchen, GreinerBioOne | Frickenhausen | Deutschland
PP 50 ml
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4.2.2 Verwendete Gerate

Siehe Tabelle 2 fiir eine Ubersicht Uiber die verwendeten Geréte.

Tabelle 2: Verwendete Geréate

Gerat Name Firma Stadt Land

Computer Dell Dell Frankfurt am Deutschland
Main

Gas 5 % CO2 . .

+95% O, Carbogen 50 L | Fa. Linde Minchen Deutschland

Organbad |OA-5300 FMI GmbH SRl Deutschland
Oberbeerbach

4.2.3 Verwendete Software

Siehe Tabelle 3 fiir eine Ubersicht Uiber die verwendete Software.

Tabelle 3: Verwendete Software

Software Firma/ Autor

Amon 32 FMI GmbH

Bemon FMI GmbH

Cygwin 64 https://cygwin.com

Excel Microsoft

tsv.pl markus.hoenicka@uniklinik-ulm.de
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4.2.4 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Zu Beginn des Versuches und wahrend kurzen Pausen im Versuchsablauf wurden die
Reagenzien korrekt dosiert und vorbereitet. Tabelle 4 gibt eine Ubersicht tiber die

verwendeten Reagenzien.

Fur die Herstellung der Krebs-Henseleit (KH)-Stammlésung bendtigte man 690,0 g
Natriumchlorid, 35,0 g Kaliumchlorid (KCL), 29,6 g Magnesiumsulfat und 16,6 g
Natriumdihydrogenphosphat. Die Reagenzien wurden in knapp 10L zweifach
destilliertem Wasser (Aqua bidest) gelost und anschlie3end wurde das Volumen auf
10 L aufgefullt. AnschlieBend wurde die LOsung in 1 L-Flaschen aufgeteilt und
autoklaviert. Die Stammldsung wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Aus der KH-Stammlosung liel3 sich der Krebs-Henseleit-Bicarbonat-Puffer herstellen.
Dazu benétigte man 14 g Natriumhydrogencarbonat, 1000 ml KH-Stammldsung,
10,9 g D(+)-Glucose-Monohydrat und 12 ml Calciumchlorid (1M). Das Ganze wurde
auf 10 L Millipore-Wasser aufgefillt und gut vermischt, bis die L6sung homogen war.
Zu Beginn des Versuches wurde ein mit Puffer gefilltes Behéltnis an die

Organbadapparatur angeschlossen.

Um ET-1 in den richtigen Konzentrationen zu erhalten, stellte man eine Stammlésung
mit der Konzentration von 1E-4 M her. Dazu l6ste man 0,1 mg ET-1 in 400 pl
Dimethylsulfoxid (DMSO). Die Stammlosung wurde aliquotiert (70 pl) und Ubrige
Aliquots wurden bei -20 °C eingefroren und waren 14 Tage haltbar. Durch serielle
Verdinnung mit DMSO aus der Stammlésung stellte man fir den Versuch die
benétigte Konzentrationsreihe von 1E-11 M bis 1E-8 M her. Wahrend des Versuches

wurden jeweils 5 pl ET-1 aus der Konzentrationsreihe in das Organbad pipettiert.

Die NE-Stammldsung wurde fir jeden Versuch neu angesetzt. NE wurde bei 4 °C
lichtgeschutzt gelagert. Zur Herstellung einer Stammlésung (1E-3 M) gab man 169 pl
NE zu 831 pl Bisulfit-Puffer (0,5 %), welcher fir jeden Versuch erneut aus 10 mg
Natrium-Metabisulfit und 20 ml Aqua bidest hergestellt wurde. Aus der Stammlésung
(1E-3 M) stellte man mittels serieller Verdinnung mit 0,5 % Bisulfit-Puffer eine
Verdinnungsreihe bis 1E-6 M NE her. Die Proben wurden auch wahrend des
Versuches lichtgeschitzt und gekidhlt aufbewahrt. Um die gewilnschten finalen
Konzentrationen von 1E-8 M bis 1E-5 M NE in den Organbadern zu erhalten, gab man

jeweils 50 pl NE in die Organbader.
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Die Vardenafil-Stammldsung hatte eine Konzentration von 5 mM und wurde durch
Loésung von 1 mg Vardenafil in 0,356 ml DMSO hergestellt. Anschlie3end wurde
aliquotiert (70 pl). Die Aliquots konnten fur 8 Wochen bei -20 °C aufbewahrt werden.
Im Versuch wurde 1 pl der Lésung in die entsprechenden Organbéder (5 ml) gegeben,
was einer finalen Konzentration von 1E-6 M Vardenafil entsprach, bzw 10 pl flir eine
Vardenafil-Konzentration von 1E-5 M.

Die 3 mM Bosentan-Stammlosung wurde fir jeden Versuch neu angesetzt, dazu l6ste
man 1 mg Bosentan in 57,9 yl Aqua bidest. Um den ERA vollstandig zu Idsen,
erwarmte man die Mischung in einem Inkubator 5 min lang bei 50 °C. Nach Abkuhlung
auf Raumtemperatur wurden 100 pl der Losung mit 200 pl KH auf 1 mM verdinnt und
dies dann seriell mit KH auf eine Konzentration von 1E-5 M weiterverdinnt. Wéahrend
des Versuches wurden fir eine finale Bosentan Konzentration von 1E-7 M im

Organbad je 50 pl in die entsprechenden Organbader gegeben.

Fur die Herstellung der 1E-2 M Macitentan Aliquots bendtigte man 12 mg Macitentan,
die in 2 ml DMSO zugegeben wurden. Diese Aliquots wurden bei 4 °C gelagert. Fur
die Versuche wurde die 1E-2 M Stammldsung mit DMSO zuné&chst im Verhaltnis 1:10
auf eine Konzentration von 1E-3 M und dann auf 1E-4 M verdinnt. Um eine
Macitentan-Konzentration von 1E-7 M zu erhalten, gab man 5 pl in jedes Organbad.
Fir eine finale Macitentan-Konzentration von 1E-8 M wurde die Stammldsung seriell
weiter auf 1E-5 M verdinnt und je 5 pl in die jeweiligen Organbader gegeben. Um eine
finale Konzentration von 3E-7 M zu erhalten verdinnte man die 1E-4 M-Lésung im

Verhaltnis 30:70 mit DMSO und gab 5 pl in die entsprechenden Organbéader.

ACT-132577 Aliquots wurden ebenfalls bei 4 °C gelagert. Die Stammldsung mit einer
Konzentration von 1E-2M und wurde aus 11 mg ACT-132577 in 2 ml DMSO
hergestellt. Fir den Versuch wurde die Stamml6sung seriell bis zu einer Konzentration
von 1E-4 M bzw. 1E-5 M verdunnt. Fir eine finale Konzentration von 1E-7 M wurden
5 pl der Konzentration 1E-4 M in das jeweilige Organbad gegeben. Um eine finale
Konzentration von 1E-8 M zu erreichen, wurden 5 pl der Konzentration 1E-5M
verwendet. Fir eine finale Konzentration von 3E-7 M verdinnte man 1E-4 M noch

einmal im Verhaltnis 30:70 und gab 5 pl der L6sung in das entsprechende Organbad.

Das Transportmedium wurde auf Vorrat im Kihlschrank bei 4 °C gelagert. Der
pH-Wert des Mediums betrug 7,3 — 7,4. Zur Herstellung benétigte man 500 ml DMEM,
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5 ml L-Glutamin, 500 pl Gentamicin, 10000 pl Amphothericin B, 10 ml FKS (2 %) und
2,9 g Hepes. Die Losung wurde sterilfiltriert und anschlieend in 10 ml Aliquots

aufgeteilt.

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Reagenzien

ACT-132577

Ambrisentan

Amphotericin B

Bosentan

Calciumchlorid
1,0M

D(+)-Glucose-
Monohydrat

DMEM Medium

Endothelin

FKS

Gentamycin
[20000 U/ml]

Hepes

Kaliumchlorid

L-Glutamin

Name

#15290026

Ro 47-0203/001

#21114

#1083428

#D-5546

ALX-155-001-
PCO1

Sigma
#12138C

Sigma
#G1397

Sigma
#H-3375

Roth #HNO02.2

Sigma
#G-8415

Firma

Actelion

Cayman

Invitrogen

Actelion

Fluka

Merck

Sigma

Alexis

Sigma

Sigma

Sigma

Roth

Sigma

30

Ort

Allschwill

Ann Arbor,
Michigan

Darmstadt

Allschwill

Buch

Darmstadt

St.Louis,
Missouri

Laufelfingen

St.Louis,
Missouri

St.Louis,
Missouri

St.Louis,
Missouri

Karlsruhe

Madison,
Wisconsin

Land

Schweiz

USA

Deutschland

Schweiz

Schweiz

Deutschland

USA

Schweiz

USA

USA

USA

Deutschland

USA



Reagenzien Name Firma Ort Land
Macitentan ACT-064992 Fa Actelion Allschwill Schweiz
Natrium-
hydrogen- Merck Merck Darmstadt Deutschland
carbonat

) ) . Frankfurt am
Norepinephrin | PZN-0073016 | Aventis Main Deutschland
Paraform- #1004005 Merck Darmstadt Deutschland
aldehyd

. Sellekchem ..

Vardenafil #5515 Selleckchem Miinchen Deutschland

4.3 Versuchsablauf

Die humanen Pulmonalgefal3e wurden in einem etablierten Organbad (siehe
Abbildung 4 und Abbildung 5) auf die Wirkung von verschiedenen Vasodilatantien
[6,7].

Kraftunterschiede bei Medikamentenapplikation unter annahernd physiologischen

untersucht In der Organbadapparatur lieBen sich die GefalRe auf
Gegebenheiten untersuchen. Die Organbadapparatur bestand aus acht einzelnen
Organbéadern, sodass es moglich war, acht Gefal3ringe zeitgleich zu untersuchen. Die
im DMEM-Medium gelagerten PA wurden zu Beginn des Versuches mit einem
Messerblock (siehe Abbildung 6) in acht Ringe von je 2 mm Breite geschnitten (siehe
Abbildung 7). Diese spannte man zwischen zwei Metallhakchen ein, das untere
Hakchen war dabei fixiert und das obere Hakchen frei beweglich und mit einem
Kraftmesser verbunden. Durch die Fixierung zwischen den Haken konnte die
Kontraktionskraft der Gefal3ringe als isometrische Messung beurteilt werden.
Anderungen der Kraftverhaltnisse der GefalRe konnen bei konstanter Kraft pro
Querschnittsflache als Spannungsanderungen durch die Vasodilatoren betrachten
werden. Die auf die Haken wirkenden Krafte wurden mit einem Transducer in mN
gemessen und mithilfe des Programms Bemon aufgezeichnet (siehe Abbildung 8 zur
besseren Veranschaulichung der Aufzeichnung mit dem Programm Bemon) und am
Bildschirm des Computers

widergespiegelt. Das Organbad war mit
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Krebs-Henseleit-Bicarbonat-Puffer gefillt, welcher zur Simulation der Verhaltnisse im
Korper auf 37° C erwadrmt wurde. Aul3erdem wurden die Organbader mit einer
Carbogengas-Mischung (5 % CO2 und 95 % O2) permanent bellftet, so dass ein
physiologischer pH-Wert von circa 7,4 herrschte. Zur besseren Veranschaulichung

siehe nachfolgende Grafiken.

Um keine verfalschten Ergebnisse zu erlangen, sollten bei dem Versuch keine
randstandigen Gefal3ringe verwendet werden, welche einer erhdhten Belastung und
Verletzungsgefahr beim Heraus-Praparieren aus dem Lungenlappen ausgesetzt
waren. Aul3erdem achtete man darauf, mdoglichst gleich gro3e Gefaldiringe zu
verwenden. Beim Einspannen in die Kraftmesser des Organbades sollten alle Ringe
eine Grundspannung mit einer Kraft von circa 18 mN haben. In vorgeschriebenen,
regelmaligen Abstdnden wurden die Organbader gewaschen, um restliche
Uberstande wie beispielsweise Blut von den GefaRen zu entfernen. Je nach Zustand
des Gefaldes erfolgte die erste 150 mM KCI-Gabe nach 45 — 90 min, um die GefalRe
zur Kontraktion zu bringen. Dabei wurde die maximal erreichbare Kontraktionskraft
durch Depolarisation gemessen. Eine adaquate Kontraktion fungierte hierbei als
Kontrolle, wie aktiv und gesund der kontraktile Apparat des Gefaldringes war. Eine
insuffiziente Kontraktion fihrte zum Ausschluss des Versuches in der Auswertung, um
eine fehlende Kontraktion nicht den untersuchten Rezeptoren zuzuschreiben. Nach
10-mindtiger Inkubationszeit wurden die Organb&ader geleert, das restliche KCI aus
dem Bad entfernt und anschlieBend wurde das Organbad wieder mit der
Krebs-Henseleit-Bicarbonat-Pufferldosung  gefullt.  Durch  das  regelmafige
Herauswaschen von KCI entspannten sich die Gefale wieder. Zunachst wurde
zweimal alle 5 min gewaschen, spater nach 10 min, dann nach 15 min und
anschlieBend im 30-Minutentakt. Zwischen den Waschschritten wurde die
Gefal3spannung mittels eines Kraftreglers nachjustiert. So wurde ein zu starkes
Abfallen des Gefalitonus unter 17 mN verhindert und verstarkt krampfende Gefal3e
konnten wieder entspannen. Durch regelmalige, leichte Erh6hung der Kraft, war
festzustellen, ob die Kontraktionskraft der Gefal3ringe schon ausgereizt war oder ob
die Gefal3e noch zu weiterer Kontraktion fahig waren. Nachdem es zu keinem weiteren
Verlust des Gefalditonus kam und dieser sich bestenfalls bei einer Kontraktionskraft
von 18/19 mN einpendelte, wurde erneut 150 mM KCI hinzugegeben. Die zweite
KCI-Gabe erfolgte friihestens nach 220 min, meist aber erst zwischen 300 — 400 min
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Versuchslaufzeit. In der folgenden 10-mindtigen Inkubationszeit kontrahierten die
Arterien erneut. Anschlieend wurden die Organbéader wieder geleert und mit Puffer
geflllt. Nach regelméafRigem Waschen entspannten sich die Gefal3e, bis sich ein
konstanter Basaltonus einpendelte. Die Kraftwerte der Gefale vor der zweiten
KCI-Applikation und der Maximalwert der Kontraktion unter KCI-Gabe waren fur die
Versuchsauswertung von Bedeutung. Die maximale Kontraktionsfahigkeit der Arterien
unter KCI-Gabe konnte somit in Relation zur Kontraktion durch ET-1 und NE gesetzt
werden. Ab der zweiten KCI-Verabreichung erfolgte kein Nachjustieren der
GefalRspannung mehr und die Gefal3e pendelten sich von selbst auf einen bestimmten
Basaltonus ein. Eine anschlieRende Medikamentengabe erfolgte nach dem
Einpendeln auf einen konstanten Basaltonus. Eine Paarung je nach Kontraktionskraft
von schwacheren und stéarkeren Arterien erfolgte anhand der maximalen Kraft
wéahrend der Inkubationszeit nach der zweiten KCI-Applikation. So diente ein Paar als
Kontrolle, ein weiteres Paar wurde auf einen PDE5-Hemmer untersucht, ein Paar auf
den ERA und das letzte Paar erhielt eine Kombination der beiden Medikamente in
vorhergesehener Konzentration. Nach einer 15-minitigen Inkubationszeit testete man
die kontrahierende Wirkung von ET-1 unter Medikamenteneinfluss, indem man
schrittweise die ET-1-Konzentration erhthte und die zunehmende Spannung
beobachtete. Dabei wurde ET-1 in den Konzentrationen 1E-11 M, 3E-11 M, 1E-10 M,
3E-10 M, 1E-9M, 3E-9M und 1E-8 M gegeben. Die jeweils néachsthéhere
ET-1-Konzentration wurde gegeben, sobald sich in der Kraftkurve aller Gefal3ringe ein
Plateau einstellte. Dies geschah in der Regel nach 3 — 15 min. Auch hier waren die
Maximalwerte zwischen den einzelnen ET-1-Gaben entscheidend bei der weiteren
Auswertung. Im nachsten Schritt wurde NE in bestimmten Dosierschemen zu den
Badern hinzugegeben und wiederum die Zunahme der Spannung der Gefal3e
beobachtet. NE wurde in den Konzentrationen 1E-8 M, 3E-8 M, 1E-7 M, 3E-7 M,
1E-6 M, 3E-6 M und 1E-5M hinzugefugt. Auch hier wurde die n&chsthdhere
Konzentration nach Erreichen des Spannungsplateaus gegeben, ebenfalls meist nach
3 — 15 min. Analog zu der ET-1-Applikation wurden die Maximalwerte zwischen den
einzelnen NE-Gaben ausgewertet. Die Auswertung erfolgte anhand der
verschiedenen Basal- und Maximalwerte der Kraft, die die Gefal3e im Laufe des
Versuches erreichten. Diese Werte wurden mit dem Programm Bemon aufgezeichnet.
Fur die Auswertung benutzte man das Programm Amon32, mit dem man die

Basal- und Maximalwerte der Kraft der einzelnen Gefal3ringe bestimmen konnte. Die
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Konvertierung der Daten erfolgte in einem in der Sprache ,Perl* geschriebenem
Programm namens ,tsv.pl“. Fur die Ausfuhrung dieses Perl-Programmes wurde der
Perl-interpreter des Cygwin-Projektes genutzt, welcher eine Unix-&hnliche
Arbeitsumgebung fur Windows darstellt. Anschlieend wurde mit Hilfe des ,Cygwin64
Terminals® eine txt-Datei erstellt werden, welche in Excel Ubertragbar und dort

auswertbar war.

Legende:

- 5ml grolles Organbad
. Kraftmesser

. Gefaliring

1 COz Zufuhr

: Spannungsregulator

» Zufluss

- Abfluss

=~ DN PN =

Abbildung 4: Organbad Abbildung 5: Skizze des Organbades
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Abbildung 6: Messerblock, der Abbildung 7: Geschnittene Gefaldringe,

zum Schneiden der GefaRringe gelagert in einer mit DMEM gefullten

verwendet wurde Petrischale
Kraft (mN)
Zeit
KCI-Gabe I KCl-Gabe I
Kraft (mN)
Zeit

rrrtrr 1t 11 AR RR

Medikamentengabe Endothelin-Gabe Norepinephrin-Gabe

Abbildung 8: Skizze des Kraftverlaufes der Gefal3ringe wéahrend des

Versuches
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5 Auswertung der Daten

Fur die Auswertung des Kontraktionsverhaltens eines Gefal3ringes wurden der
Basalwert vor der zweiten KCI-Gabe und der Maximalwert der zweiten KCI-Applikation
abgelesen. Aus dieser Differenz wurde die maximale Kontraktionskraft jedes Rings
berechnet, welche durch KCl induziert wurde. Anschliel3end wurde mit dem Basalwert
vor und nach der Medikamentenverabreichung berechnet, ob die Anderungen des
Basaltonus nach Gabe des Vasodilatans statistische Signifikanz erreichten.
Anderungen des Basaltonus waren fiir die Ergebnisbeurteilung relevant. Zum einen
wiesen relaxierende Einflisse auf eine endogene Kontraktion hin. Wirkte ein
Medikament basal relaxierend, war von einer endogenen ET-Freisetzung auszugehen.
Dies konnte die ET-1-Dosis-Wirkungskurven verschieben, da die wirksame
ET-Konzentration hoher wére als die berechnete. Zum anderen kénnten direkte
Effekte der Inhibitoren auftreten, die beispielsweise nicht mit der Hemmung des ERA
in Verbindung stehen. Trat keiner der beiden genannten Effekte auf, waren die
nachfolgenden Messungen verlasslich. In vergangenen Versuchen unseres
Forschungslabors wurde bereits gezeigt, dass Vardenafil und Bosentan nicht zu einer
signifikanten Reduzierung des Basaltonus der GefalRe fuhrten. In den durchgefiihrten
Versuchen ist folglich auch von keiner signifikanten Reduzierung des Basaltonus

auszugehen [5,6,7].

Fur jedes Versuchsprotokoll wurden die Ergebnisse der Versuche von funf bis sieben
PA unterschiedlicher Patienten eruiert. Von den Versuchsreihen ausgeschlossen
wurden Versuche, bei denen die Gefale nach ET-1- und NE-Verabreichung nicht
starker als vier mN kontrahierten oder bei denen der Gefa3tonus nach dem
Auswaschen von vasokonstriktorischem KCI nicht wieder auf einen konstanten
Basaltonus absank. Die Anzahl an deshalb nicht bertcksichtigten Gefal3en wurde
dokumentiert und im Ergebnisteil aufgefiihrt. Bei aufgetretenen Pipettierfehlern
wurden die Versuche nicht in der Auswertung verwendet. Diese Eingangskriterien

lehnten sich an vorherige Versuche unseres Forschungslabors an [7].

Fir die Ermittlung der Kontraktion nach ET-1- und NE-Applikation wurde nach jeder
Vasokonstriktoren-Gabe die Differenz zwischen maximaler Kraft und Basaltonus vor
der ersten ET-1-Gabe berechnet. Um vergleichbare Werte zwischen allen Gefal3ringen

zu erzielen wurde die maximale Kontraktion in Relation zu der maximalen Kontraktion
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durch KCI gesetzt. Aus den Ergebnissen einer Versuchsreihe wurden entsprechende
Mittelwerte (MW) gebildet und die Standardabweichung (SD) berechnet.

6 Statistische Analyse zu den Versuchen

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der Software ,R* (Version 3.1.3 und Version
3.2.2; Zusatzpakete ,nmle“-mixed model-Analysen und ,multcomp*“ Tukey-Post-Hoc
Tests). Zur Auswertung der Basalwerte wurden bei jedem Versuch die Werte vor und
nach Zugabe des Inhibitors verglichen. Es lagen dementsprechend gepaarte Daten
vor. Die Annahme einer Normalverteilung der Daten konnte durch den
Shapiro-Wilk-Test und durch die QQ-Plots nicht bestétigt werden.

Die folgende Nullhypothese (HO) wurde aufgestellt und anhand des nicht-
parametrischen Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests tberprift:

HO: PDES5-Inhibitoren und ERA zeigen keine Wirkung auf die PA.

Anhand der Messergebnisse wurde HO entweder angenommen oder verworfen.
Konnte HO nicht angenommen werden, so wurde von der gegensatzlichen Hypothese

(H1) ausgegangen.
H1: PDE5-Inhibitoren und ERA zeigen eine Wirkung auf die PA.

Die Ubrigen erhobenen Daten wurden als statistisches Modell analysiert. Hierbei galt
Zu zeigen, ob die Faktoren (PDE5-Hemmer, ERA, Kombination oder Kontrolle) einen

signifikanten Einfluss auf die Messgrof3e (Vasodilatationsverhalten der PA) hatten.

Bei der Auswertung der ET-1- und NE-Dosis-Wirkungskurven, bei denen
nacheinander mehrere Konzentrationen der Vasokonstriktoren untersucht wurden,
handelte es sich um Messwiederholungen. Hier wurde nach jeder
Vasokonstriktoren-Dosis analysiert, welche Behandlungen (PDE5-Hemmer, ERA,
Kombination und Kontrolle) Abweichungen im Vasodilatationsvermégen nach
Vasokonstriktoren-Gabe zeigen. Mixed-Model-Analysen, die aus mathematischen
Grunden weniger empfindlich auf die Datenverteilung reagieren, dienten hier zur

statistischen Analyse.
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Bei jeder Versuchsreihe wurde untersucht, ob die Faktoren ,Behandlung® und
»vasokonstriktor® signifikanten Einfluss auf die Messwerte, d.h. auf die relative Kraft
der Gefaliringe, hatten. Der Faktor ,Behandlung“ beschrieb die Auspragungen
Kontrolle, ERA, Vardenafil sowie die Kombination des ERA und Vardenafil. Diese
entsprachen den untersuchten Substanzen in den einzelnen Versuchsreihen. Der
Faktor ,Vasokonstriktor bezeichnete die Konzentrationen der Vasokonstriktoren ET-1
und NE. Lag der p-Wert des Faktors ,Behandlung® unter 0.05 waren die Unterschiede
signifikant und es war von entscheidender Bedeutung, welche der Substanzen
anwesend waren (Kontrolle, ERA, Vardenafil oder die Kombination). Befand sich der
p-Wert oberhalb des Signifikanzniveaus, machte es keinen Unterschied, welche der
Substanzen anwesend war. Dementsprechend verhielten sich dann alle Kraftwerte
gemaly der Kontrolle. Diese Kraftwerte waren demnach allein abhangig von der
Konzentration der Vasokonstriktoren, die in die Organbader gegeben wurden. Lag der
p-Wert des Faktors ,Vasokonstriktor” unterhalb von 0.05, war es von signifikantem
Unterschied, welche Konzentration des Vasokonstriktors ET-1 oder NE verwendet
wurde. In allen Versuchsreihen traf dies zu. AufRRerdem wurde das Verhaltnis
,Behandlung®: ,Vasokonstriktor“ angegeben. Ein p-Wert von < 0,05 zeigte an, dass die
beiden Faktoren miteinander interagierten. Zeigte diese Analyse einen signifikanten
Einfluss, konnte mittels des Tukey-post-hoc-Tests analysiert werden, welche der MW
der Behandlung sich signifikant voneinander unterschieden. Eine Interaktion bestand
beispielsweise, wenn der Faktor ,Behandlung“ nur in hohen Konzentrationen des
Vasokonstriktors einen Effekt hatte und nicht bei niedrigen. Folglich musste in diesem
Fall bei jeder einzelnen Konzentration der Vasokonstriktoren tberpruft werden, ob der

Faktor ,Behandlung“ einen signifikanten Effekt zeigte.

Das Alpha-Niveau wurde auf 5 % festgelegt. Dies bedeutet, dass bei einem p-Wert
< 0.05 davon auszugehen war, dass der zu beobachtende Unterschied nicht zufallig,

sondern aufgrund der Wirkung der Vasodilatantien entstanden ist.

7 Ergebnisse der Versuchsreihen

Insgesamt wurden 39 ,physiologische® und 26 ,pathologische® Lungengefalle im
Zeitraum zwischen April 2015 und September 2018 nach dem etablierten

Studienprotokoll untersucht. Als physiologische PA wurden Gefal3e bezeichnet, die in

38



Regensburg oder Ulm aus Lungen entnommen wurden und von vaskular gesunden
Patienten stammten. Pathologische PA stammten aus den explantierten Lungen von
Patienten mit strukturellen, vaskuldren Erkrankungen, die aufgrund einer
Lungenerkrankung in Muinchen, Grol3hadern, eine LTX erhielten. Die folgende
Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber die wichtigsten klinischen Daten zu den Patienten,
deren PA fur die Versuche verwendet wurden. So werden Geschlecht, Alter,
Priméarindikation, welche Lunge verwendet wurde, Vorerkrankungen und
Informationen Uber das Rauchverhalten aufgezeigt. Die Primarindikation zur
Lobektomie mit physiologischen Gefal3en war zu 97,4 % eine maligne Erkrankung, wie
beispielsweise Lungenmalignomerkrankungen oder Tumormetastasen in der Lunge.
Die Primarindikation zur LTX variierte zwischen den Patienten, teilweise waren zwei
Krankheitsbilder ursachlich fur eine Transplantation. Unter ,Sonstige“ wurden

Lymphangioleiomyomatose, Sklerodermie und Silikose zusammengefasst.

Tabelle 5: Patientenbezogene Daten

Patientenbezogene Physiologische PA Pathologische PA
Daten (39; 100%) (26; 100%)
Geschlecht (3/9) 28;71,8%/11; 28,2 % 11; 42,3 %/ 15; 57,7 %
Alter (MW £ SD) [Jahre] |70,1+6,2 60,4 + 6,2

Untersuchte Lunge

Pulmo dexter 26; 66,7 % 19; 73,1 %
Pulmo sinister 13; 33,3 % 21, 80,8 %
Lobus superior 23; 59,0 % Unbekannt
Lobus medius 1,26 % Unbekannt
Lobus inferior 16; 41,0 % Unbekannt
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Patientenbezogene
Daten

Physiologische PA
(39; 100%)

Pathologische PA
(26; 100%)

Primarindikation

Karzinom 38; 97,4 % 0;0%
Fibrose 1;2,6 % 14; 53,8 %
Emphysem 0;0% 2,7,7%
NSIP 0;0% 6; 23,1 %
Allergische Alveolitis 0;0% 6; 23,1 %
COPD 0; 0 % 8; 30,8 %
Pulmonale Hypertonie 0; 0% 2,7,7%
Sonstige 0;0% 3;11,5%
Rauchverhalten

Raucher 25;64,1 % 16; 61,5 %
Packyears (pro Patient) 449 +21,0 23,1 +£18,7
Vorerkrankungen

Arterielle Hypertonie 25;61,5% 12; 46,2 %
Erwiesene PAH (MW £ SD

aller PAPM) [mmHg] 0; 0 % 3;11,5% (21,1 + 3,9)
COPD 10; 25,6 % 8; 30,8 %
KHK 9; 23,1 % 3;11,5%
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Tabelle 6 gibt einen grundlegenden Uberblick Uber die Ergebnisse der
Organbadversuche. Mittels gruner Hinterlegung werden in jeder Versuchsreihe
signifikante Unterschiede dargestellt, die bei ET-1-, bzw. NE-Gabe auftraten. Bei den
einzelnen untersuchten ET-1- und NE-Konzentrationen ist der p-Wert angegeben, der
verdeutlicht, wie signifikant die Unterschiede waren. Nicht signifikante Unterschiede
werden in der Tabelle durch eine rote Hinterlegung gekennzeichnet. In der folgenden
Tabelle steht ,Var® fur Vardenafil, ,Mac” fur Macitentan, ,Bos” fur Bosentan, ,ACT" fur
LACT-132577%, ,Kombi“ fur Kombination und ,Ktrl* fir Kontrolle.

41



Tabelle 6: Ubersicht der Ergebnisse

Kurven ET-1-Kurve NE-Kurve
Versuch |1E-11M|3E-11M{1E-10 M3E-10 M 1E-9 M |3E-9 M|1E-8 M|1E-8 M|3E-8 M |1E-7 M |3E-7 M |1E-6 M| 3E-6M |1E-5 M

'ég!s 0,01956/0,00743)0,00413|0,00347|0,00538/0,01825(0,03160| 0,0299 | 0,0354

Var-
Ktrl

Kgmbi 0,00117/<0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001

Var-
Bos 0,019 |0,01538|0,02467

Kombi-
Bos

K\é?nr-bi 0,00453/0,00206/0,00167|0,00158/0,00185| 0,0447 [0,00715| 0,0104 | 0,0171

Var 1 E-6 M - Bos 1E-7 M

*ég[s 0,0207 0,00241] <0,001 | <0,001 0,00249

th‘rrl 0,017 |0,00114| <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001

Klétrﬂ-bi <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001

Var-
Bos

K%rggi' 0,02932| 0,0088 | 0,0062 [0,00598/0,00179

Var 1E-5 M- Bos 1E-7 M

Var-
Kombi 0,033 |0,0141 |0,00114
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Kurve

ET-1-Kurve

NE-Kurve

Versuch

1E-11M

3E-11M

1E-10 M

SE-10 M

1E-9 M

3E-9M

1E-8 M

1E-8 M

3E-8 M

1E-7 M

3E-7M

1E-6 M

3E-6M

1E-5M

Ktrl-
Bos

0,00172

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<1E-4

<0,001

0,00236

0,0115

Var-
Ktrl

0,0058

0,00138|0,00188

0,00353

0,0164

Ktrl-
Kombi

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<1E-4

<0,001

0,00130

0,0103

Var-
Bos

0,00151

0,00313

0,0334

Kombi-
Bos

Var-
Kombi

PAH Var 1E-6 M — Bos 1E-7 M

0,02971

0,00282

0,17695

0,0356

Ktrl-
Bos

0,02376

0,01904

0,0369

Var-
Ktrl

0,0254

0,00606

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

Ktrl-
Kombi

0,00186

0,00201

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,00131

Var-
Bos

0,00658/0,00378

0,00446

0,00762

Kombi-
Bos

0,04489

0,00441

0,00191

0,0043

0,00869

0,01764

PAH Var 1E-5M - Bos 1E-7 M

Var-
Kombi
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Kurve ET-1-Kurve NE-Kurve

Versuch |1E-11M[3E-11M|1E-10 M{3E-10 M|1E-9 M |3E-9 M |1E-8 M|1E-8 M |3E-8 M |1E-7 M|3E-7 M|1E-6 M| 3E-6M |1E-5 M

Ktrl-

Mac 0,00267|0,01961/0,04120

Var-
Ktrl

Klétrrrll-bi 0,00310/0,00791/0,00211{0,00445/0,00166(0,00118| <0,001 | <0,001 0,00137| <0,001

Var -

Mac 0,00434/0,00722

Kombi-

Mac 0,0211|0,0157 [0,01810| 0,0196

Var 1E-6 — Mac 1E-8 M

K\cl)%lﬁ)i 0,00505|0,00253|0,00333)0,00587|0,00871/0,01651| 0,0289 | 0,0425 0,0303

Ktrl-
Mac

Var-
Ktrl

Klétrg-bi <0,001| <1E-5 | <1E-6 | <1E-7 | 1E-6 |<0,001 |<0,001 [0,00364|0,0118 |0,00549

<0,001| <1E-5 | <1E-6 | <1E-7 | <1E-6 |<0,001 | <0,001 |0,00425| 0,0154 |0,00780

Var-
Mac

Kombi-
Mac

K\é%bi 0,0178 |1,36E-5| <1E-6 | <1E-7 |1,37E-6|<0,001 |0,00610(0,02779 0,03117

0,0159 | <1E-5 | <1E-6 | <1E-7 | <1E-6 |<0,001 |0,00683(0,03311 0,04196

Var 1E-6 M — Mac 1E-7 M
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Kurve

ET-1-Kurve

NE-Kurve

Versuch

1E-11M

3E-11M

1E-10 M

3E-10 M

1E-9M

3E-9M

1E-8 M

1E-8 M

3E-8 M

1E-7 M |3E-7 M

1E-6 M

3E-6M

1E-5M

Ktrl-
Mac

0,0273

0,0186

0,0177

0,0157

0,0096

0,0018 |0,0012

0,0011

0,0012

<0,001

Var-
Ktrl

Ktrl-
Kombi

0,0381

0,0335

Var -
Mac

0,0401

0,0196

0,0153

0,0104

0,0028 | 0,0059

0,0165

0,0305

0,0483

Kombi-
Mac

Var-
Kombi

PAH Var 1E-6 M — Mac 1E-8 M

Ktrl-
Mac

0,00363

<0,001

<1E-4

<1E-4

<0,001|0,0118

Var-
Ktrl

Ktrl-
Kombi

0,00629

<0,001

<1E-4

<1E-4

0,00243

Var -
Mac

0,03577

<0,001

<1E-4

<1E-4

<0,001

Kombi-
Mac

PAH Var 1E-6 M — Mac 3E-8 M

Var-
Kombi

<0,001

0,000171

0,000789

0,01182
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Kurve

ET-1-Kurve

NE-Kurve

Versuch

1E-11M

3E-11M

1E-10 M

3E-10 M

1E-9M

3E-9 M

1E-8 M

1E-8 M

3E-8 M

1E-7M

3E-7TM|1E-6 M

3E-6 M

1E-5M

Ktrl-
ACT

0,0214

Var-
Ktrl

Ktrl-
Kombi

<0,001

Var-
ACT

Kombi-
ACT

Var 1E-6 M - ACT 1E-8 M

Var-
Kombi

0,026

Ktrl-
ACT

0,0178

0,00107

0,00312

0,0131

Var-
Ktrl

Ktrl-
Kombi

<0,001

0,00655

Var-
ACT

0,0202

0,00144

0,01202

Kombi-
ACT

Var 1IE-6 M - ACT 1E-7 M

Var-
Kombi

0,00121

0,02432
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In den Organbadversuchen hemmten alle untersuchten ERA die Kontraktion
signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Dies verdeutlichte ein gutes Ansprechen der

ERA sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen Gefalien.

Bei den physiologischen PA zeigte Vardenafil nur in der Konzentration 1E-5 M eine
signifikant starkere Hemmung der Kontraktion im Vergleich zur Kontrolle. Bei den
pathologischen Gefal3en war auch in der Konzentration 1E-6 M Vardenafil teilweise

ein signifikanter Vorteil gegeniber der Kontrolle feststellbar.

Bei physiologischen PA prasentierten sich signifikante Unterschiede zwischen
alleiniger Macitentan 1E-7 M- und 1E-8 M- bzw. Bosentan 1E-7 M-Gabe im Vergleich
zu alleiniger Gabe von Vardenafil 1E-6 M. Unterschiede zwischen Bosentan 1E-7 M
und Vardenafil 1E-5M waren bei physiologischen Gefal3en nicht signifikant. Die
alleinige ACT-132577 1E-7 M-Gabe wies signifikante Unterschiede zur alleinigen
Gabe von Vardenafil 1E-6 M auf, wahrend niedriger dosiertes ACT-132577 (1E-8 M)
nicht zu signifikanten Unterschieden gegentber Vardenafil fihrte. Bei pathologischen
PA waren die Unterschiede zu alleiniger Vardenafil 1E-6 M-Gabe bei einer
Macitentan-Konzentration von 1E-8 M und 3E-8 M und bei Bosentan 1E-7 M
signifikant. Im Gegensatz zu physiologischen Gefal3en konnten bei pathologischen PA
auch bei einer Bosentan 1E-7 M-Gabe signifikante Unterschiede zu alleiniger Gabe

von Vardenafil 1E-5 M festgestellt werden.

Die Kombination eines ERA mit Vardenafil dilatierte die PA signifikant starker als die
Kontrolle. Signifikante Vorteile einer Kombinationsapplikation im Vergleich zur
alleinigen ERA-Gabe lagen jedoch bei pathologischen Gefal3en nur unter Vardenafil
1E-5 M- und Bosentan 1E-7 M-Einfluss vor sowie bei physiologischen Geféal3en bei
Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 1E-8 M und Vardenafil 1E-5 M und Bosentan 1E-7
M. Gegenuber alleiniger Vardenafil-Gabe préasentierte die Kombination in allen
Versuchsreihen eine starkere Vasodilatation, aufl3er bei den Versuchen Macitentan
1E-8 M mit Vardenafil 1E-6 M und Bosentan 1E-7 M mit Vardenafil 1E-5 M bei den
pathologischen PA.

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen
genauer dargelegt. Eine Grafik zu jedem Versuch verdeutlicht den Kurvenverlauf des

untersuchten Medikamentes.
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7.1 Kombination Vardenafil und Bosentan

7.1.1 Kombination Vardenafil 1E-6 M und Bosentan 1E-7 M

Abbildung 9 zeigt die Grafik zu der Versuchsreihe mit Vardenafil 1E-6 M und Bosentan
1E-7 M. Fur die Auswertung wurden sechs Versuche bertcksichtigt, bei denen
,Behandlung” (p <0,0001) sowie die verwendeten Vasokonstriktoren (p < 0,0001)
signifikanten Einfluss auf das Kontraktionsverhalten der Gefal3e hatten. Es bestand
eine signifikante Interaktion zwischen ,Behandlung® und ,Vasokonstriktor®
(p <0,0001). Ein Versuch wurde nicht berlcksichtigt, da dieser aufgrund einer

mangelnden Kontraktion abgebrochen wurde.

Bosentan 1E-6 M hatte einen signifikanten Einfluss auf die Kontraktion zwischen ET-1
3E-9M und NE 1E-5M im Vergleich zur Kontrolle. Verglichen mit alleiniger
Vardenafil-Gabe war bei alleiniger Bosentan-Gabe zwischen einer ET-1-Konzentration
von 1E-8 M und einer NE-Konzentration von 3E-8 M eine signifikant groRRere
Vasodilatation zu beobachten. Auch die Kombination zeigte einen signifikanten
Einfluss auf die Kontraktion im Vergleich zur Kontrolle und im Vergleich zu alleiniger
Vardenafil-Gabe zwischen ET-1 3E-9 M und NE 1E-5 M. Vardenafil hatte keinen
signifikanten Effekt auf die durch ET-1 bzw. die durch NE induzierte Kontraktion. In
Relation zur vorherigen Kontraktion durch KCI kontrahierten die Gefale der
Kontrollgruppe bei der letzten ET-1-Applikation (1E-8 M) am starksten
(0,0531 +£0,439), am zweit starksten die Gefalle der Vardenafil-Gruppe
(0,478 £ 0,402) und am dritt-starksten die der Kombinationsgruppe (0,210 + 0,220).
Am schwachsten war die relative Kontraktion durch alleinige Bosentan-Verabreichung
(0,092 + 0,123).
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Abbildung 9: Grafik der Kontraktion der Gefaldringe durch Vardenafil 1E-6 M,

Bosentan 1E-7 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion durch KCI

7.1.2 Kombination Vardenafil 1E-5 M und Bosentan 1E-7 M

In der Auswertung der Versuchsreihe Vardenafil 1E-5 M und Bosentan 1E-7 M wurden
sechs Versuche bericksichtigt, siehe Abbildung 10. Bei den Versuchen hatten die
Behandlung mit den untersuchten Substanzen (p <0,0001) und die verwendeten
Vasokonstriktoren (p < 0,0001) signifikanten Einfluss auf das Kontraktionsverhalten
der Gefal3e. Es bestand eine signifikante Interaktion zwischen ,Behandlung® und
,Vasokonstriktor* (p < 2E-4). Zwei weitere Versuche wurden nicht in der Auswertung
beriicksichtigt. In einem der beiden Versuche war die Kontraktion der PA nicht
ausreichend, in dem anderen Versuch konnte die Kontraktion durch KCI nicht durch

Auswaschen unterbunden werden.

Verglichen mit der Kontrolle hatte Bosentan einen signifikanten Einfluss auf die
Kontraktion bei einer ET-1-Konzentration von 3E-10 M und zwischen ET-1 1E-8 M bis
NE 1E-7 M. Ebenfalls zeigte eine alleinige Bosentan-Gabe gegenluber der

Kombination einen signifikanten Unterschied zwischen NE 1E-7 M und NE 1E-5 M.
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Die Kombination war signifikant unterschiedlich zur Kontrolle zwischen ET-1 1E-8 M
und NE 1E-5 M. In der Versuchsreihe zeigte die Kombination einen signifikanten
Vorteil gegenilber einzelner Vasodilatantien-Gabe. Dabei war die Hemmung der
Kontraktion signifikant groR3er zwischen NE 1E-7 M und NE 1E-5 M verglichen mit
alleiniger Bosentan-Gabe und signifikant groRer zwischen NE 1E-8 M und NE 1E-7 M
verglichen mit alleiniger Vardenafil-Gabe. Vardenafil hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die durch ET-1 induzierte Kontraktion. Die Kontraktion durch NE konnte
Vardenafil ab NE 1E-7 M signifikant inhibieren im Vergleich zur Kontrolle. In Relation
zur Kontraktion durch KCI kontrahierten die Gefal3e der Kontrollgruppe bei der letzten
ET-1-Gabe (1E-8 M) am starksten (0,744 +0,602), am zweit-starksten die der
Vardenafil-Gruppe (0,465 £ 0,498) und am dritt-starksten die der Bosentan-Gruppe
(0,090+0,115). Am schwéchsten zeigte sich die relative Kontraktion durch eine

kombinierte Medikamentenverabreichung (0,070 = 0,079).
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Abbildung 10: Grafik der Kontraktion der Gefafdringe durch Vardenafil
1E-5 M, Bosentan 1E-7 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion
durch KClI
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7.1.3 Kombination Vardenafil 1E-6 M und Bosentan 1E-7 M bei Gefalen

von lungentransplantierten Patienten

Die nachfolgende Abbildung 11 veranschaulicht die Ergebnisse der Versuche mit
Vardenafil 1E-6 M und Bosentan 1E-7 M. In die Auswertung wurden vier Versuche mit
einer 20-minutigen KCI-Inkubationszeit und funf Versuche mit einer 10-minttigen
KCl-Inkubationszeit eingeschlossen. Bei fehlendem Einfluss der Inkubationszeit
konnten die Ergebnisse dieser Versuche gemeinsam betrachtet werden. Die
statistische Analyse zeigte, dass der Einfluss der Dauer der KCl-Inkubationszeit nicht
signifikant war (p = 0,84). Sechs weitere Versuche wurden nicht in der Auswertung
bertcksichtigt, da entweder abgestorbene Gefaliringe verwendet oder Fehler bei der
Durchfiihrung des Versuches dokumentiert wurden. Bei der Versuchsreihe hatten die
Behandlung mit den Substanzen (p < 0,0001) und die verwendeten Vasokonstriktoren
(p <0,0001) signifikanten Einfluss auf das Kontraktionsverhalten der Gefal3e. Es
bestand eine signifikante Interaktion zwischen ,Behandlung“ und ,Vasokonstriktor*
(p < 0,0001).

Ab einer Konzentration von ET-1 3E-9 M hatten Bosentan (p =0,00172) und die
Kombination (p < 0,001) einen starker vasodilatierenden Einfluss auf die Gefal3e als
die Kontrolle. Vardenafil 1E-6 M hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Kontraktion
durch ET-1, ab einer NE-Konzentration von 1E-7 M hemmte Vardenafil die durch NE
induzierte Kontraktion signifikant (p = 0,0058). Bei NE 1E-6 M betrug die Kraft unter
Vardenafil-Einfluss 78 % der Kontrolle. Die Kontrollkurve stieg sichtbar ab ET-1
1E-9 M an, in Anwesenheit von Bosentan war erst ab ET-1 1E-8 M ein Anstieg der
Kurve zu erkennen. Im Bereich der ET-1-Kurve war kein Unterschied zwischen der
Bosentan-Kurve und der Kombinationskurve zu erkennen. Wahrend der
NE-Konzentrationsreihe stiegen die Bosentan- und die Kombinationskurve an, ohne
jedoch die Werte der Kontrolle zu erreichen. Beide Kurven unterschieden sich bei allen
untersuchten NE-Konzentrationen signifikant von der Kontrollkurve. Bei NE 1E-6 M
erreichte die Bosentan-Kurve 75 % der Kontrolle. Die Kombinationskurve erreichte hier
65 % der Kontrolle. Bosentan und die Kombination unterschieden sich auch wéhrend
der NE-Konzentrationsreihe nicht signifikant voneinander. Die Vardenafil-Kurve
unterschied sich von der Bosentan-Kurve signifikant ab ET-1 1E-8 M (p < 0,001). Von

der Kombinationskurve unterschied sie sich bereits ab ET-1 3E-9 M signifikant
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(p=0,02971). Ab NE 1E-7M unterschieden sich die Bosentan- und die

Kombinationskurve nicht mehr von der Vardenafil-Kurve.
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Abbildung 11: Grafik der Kontraktion der Gefafdringe durch Vardenafil
1E-6 M, Bosentan 1E-7 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion

durch KCI bei pathologischen Gefafien

7.1.4 Kombination Vardenafil 1E-5 M und Bosentan 1E-7 M bei Gefal3en

von lungentransplantierten Patienten

Nachfolgende Abbildung 12 zeigt die graphische Darstellung der Auswertung der
Versuche mit Vardenafil 1E-5 M und Bosentan 1E-7 M. Es wurden sechs Versuche in
die Auswertung eingeschlossen. Sechs weitere Versuche wurden ausgeschlossen, da
sie nicht den Eingangskriterien entsprachen. Bei der Versuchsreihe hatten die
Behandlung mit den Medikamenten (p<0,0001) und die verwendeten
Vasokonstriktoren (p < 0,0001) signifikanten Einfluss auf das Kontraktionsverhalten
der GefalRe. Es bestand eine signifikante Interaktion zwischen ,Behandlung“ und
,Vasokonstriktor® (p = 0,0062).
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Bei einer ET-1-Konzentration von 1E-9 M zeigten sich erstmals signifikante
Unterschiede bei Bosentan-Gabe (p = 0,02376) und Kombinationsgabe (p = 0,00186)
verglichen mit der Kontrolle. Die Unterschiede zwischen alleiniger Bosentan-Gabe und
der Kontrolle blieben bis zu ET-1 1E-8 M signifikant, die der Kombination bis zu NE
1E-5 M. Vardenafil hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Kontraktion durch ET-1.
Ab einer NE-Konzentration von 1E-8 M wies Vardenafil signifikante Unterschiede
(p = 0,0254) zur Kontrolle auf. Die Kombination Giberwog ab einer NE-Konzentration
von 3E-8 M gegentiber alleiniger Bosentan-Applikation (p = 0,04489). Ab NE 3E-7 M
existierten signifikante  Unterschiede zwischen alleiniger Bosentan- und
Vardenafil-Gabe (p = 0,00658).
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Abbildung 12: Grafik der Kontraktion der Gefafdringe durch Vardenafil
1E-5 M, Bosentan 1E-7 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion

durch KCI bei pathologischen Gefalien
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7.2 Kombination Vardenafil und Macitentan

7.2.1 Kombination Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 1E-8 M

Fur die Auswertung der Versuchsreihe Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 1E-8 M
wurden sieben Versuche bertcksichtigt (siehe Abbildung 13). Die Faktoren
,Behandlung“ (p = 0,0033) und ,Vasokonstriktor® (p < 0,0001) hatten hierbei einen
aussagekraftigen Einfluss auf das Kontraktionsverhalten der Gefal3e. Es bestand eine
signifikante Interaktion zwischen ,Behandlung“ und ,Vasokonstriktor® (p < 0,0001).
Vier Versuche wurden nicht in der Auswertung bertcksichtig, da in einem Fall eine
unzureichende Kontraktion vorlag, bei zwei Gefal3en der Basaltonus instabil war und
bei dem vierten Gefald nur sieben Gefal3ringe zur Verfigung standen, wovon ein Ring
ein stark untypisches Verhalten zeigte.

Macitentan 1E-8 M zeigte signifikante Unterschiede zur Kontrolle im Bereich von ET-1
1E-9M und ET-1 1E-8 M. Auch gegenuber alleiniger Vardenafil-Gabe dilatierte
Macitentan 1E-8 M die Gefal3e signifikant starker zwischen ET-1 1E-9 M und ET-1
3E-9 M. Die Kombination von Macitentan und Vardenafil war signifikant
unterschiedlich zur Kontrolle zwischen ET-1 1E-9 M und NE 1E-5 M. Im Bereich
zwischen ET-1 1E-9 M und NE 1E-6 M sowie bei NE 1E-5 M inhibierte die Kombination
die Kontraktion signifikant starker als eine alleinige Vardenafil-Gabe. Auch im
Vergleich zur alleinigen Macitentan-Gabe wies die Kombination signifikante Vorteile
im Bereich zwischen NE 3E-7M und NE 1E-5M auf. Vardenafil hatte weder
signifikanten Einfluss auf die durch ET-1 verursachte Kontraktion noch auf die durch
NE verursachte Kontraktion. In Relation zur vorherigen Kontraktion durch KCI
kontrahierten die Gefal3e der Kontrollgruppe bei der letzten ET-1-Gabe (1E-8 M) am
starksten (0,912 +£0,373), am zweitstarksten die der Vardenafil-Gruppe
(0,894 + 0,200), und am drittstarksten die der Macitentan-Gruppe (0,503 £ 0,502). Am
schwéachsten war die relative  Kontraktion durch  die  kombinierte
Medikamentenapplikation (0,365 * 0,432).
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Abbildung 13: Grafik der Kontraktion der Gefal3ringe durch Vardenafil
1E-6 M, Macitentan 1E-8 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion
durch KCI

7.2.2 Kombination Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 1E-7 M

Fur die Auswertung der Versuchsreihe Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 1E-7 M
wurden sechs Versuche bericksichtigt (siehe Abbildung 14). Bei den Versuchen
hatten die Behandlung mit den Medikamenten (p < 0,0001) sowie die verwendeten
Vasokonstriktoren (p < 0,0001) signifikanten Einfluss auf das Kontraktionsverhalten
der Gefal3e. Es bestand eine signifikante Interaktion zwischen ,Behandlung® und
,Vasokonstriktor“ (p < 0,0001).

Macitentan 1E-7 M zeigte im Bereich zwischen einer ET-1-Konzentration von 1E-9 M
und einer NE-Konzentration von 1E-5M signifikante Unterschiede im
Kontraktionsverhalten verglichen mit der Kontrolle. AuRerdem zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen alleiniger Macitentan 1E-7 M-Gabe zu alleiniger Vardenafil
1E-6 M-Gabe im Bereich zwischen ET-1 1E-9 M und NE 1E-6 M, sowie bei NE 1E-5 M.
Die Kombination von Macitentan 1E-7 M und Vardenafil 1E-6 M war ebenfalls

signifikant unterschiedlich zur Kontrolle im Bereich zwischen einer ET-1-Konzentration
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von 1E-9 M und einer NE-Konzentration von 1E-5 M. Aul3erdem zeigte sich die
Kombination signifikant unterschiedlich zu alleiniger Vardenafil-Gabe zwischen ET-1
1E-9 M und NE 1E-6 M sowie bei NE 1E-5 M. Vardenafil hatte weder signifikanten
Einfluss auf die durch ET-1 induzierte Kontraktion noch auf die durch NE induzierte
Kontraktion. In Relation zur Kontraktion durch KCI, kontrahierten die Gefal3e der
Kontrollgruppe bei der letzten ET-1-Verabreichung (ET-1 1E-8 M) am starksten
(0,666 + 0,323), am zweitstarksten die der Vardenafil-Gruppe (0,627 + 0,213) und am
drittstarksten die der Kombination (Macitentan + Vardenafil) (-0,006 £ 0,107). Am
schwachsten war die relative Kontraktion durch alleinige Macitentan-Gabe
(-0,027 £ 0,123).
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Abbildung 14: Grafik der Kontraktion der Gefafdringe durch Vardenafil
1E-6 M, Macitentan 1E-7 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion
durch KCI

56



7.2.3 Kombination Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 1E-8 M bei Gefal3en

von lungentransplantierten Patienten

Es wurden funf Versuche fir die Auswertung der Versuche mit der Kombination von
Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 1E-8 M an lungentransplantierten Gefal3en
verwendet, deren Ergebnisse in der folgenden Abbildung 15 dargestellt werden. Ein
weiterer Versuch wurde aus der Auswertung genommen, da die relativen Daten stark
auffallig waren. Bei abnormal geringem Kontraktionsverhalten nach KCI-Applikation
und auf3ergewohnlich starker Kontraktion nach ET-1 und NE-Gabe, war auf einen
Fehler unklarer Ursache zu schlie3en. Bei den eingeschlossenen Versuchen hatten
die verwendeten Vasokonstriktoren (p <0,0001) und die Behandlung mit den
entsprechenden Medikamenten (p <0,0033) signifikanten Einfluss auf das
Kontraktionsverhalten der GefalRe. Es bestand keine signifikante Interaktion zwischen

,Behandlung“ und ,Vasokonstriktor” (p = 1,0).

Macitentan hatte einen sichtbar hemmenden Einfluss auf die durch
ET-1-induzierte-Kontraktion. Die Kurve in Anwesenheit von Macitentan unterschied
sich ab ET-1 1E-9 M von der Kontrollkurve und ab ET-1 3E-9 M von der Kurve in
Anwesenheit von Vardenafil. Die Kombination von Macitentan und Vardenafil
unterscheidet sich nur zwischen NE 3E-6 M und NE 1E-5 M von der Kontrolle. Es sind
weder signifikante Unterschiede zwischen der Kombination zu alleiniger
Macitentan-Gabe noch zu alleiniger Vardenafil-Gabe aufgetreten. Der Verlauf der
Kurven von Kontrolle und Vardenafil entsprach dem bekannten Verlauf von Gefal3en
der Nicht-LTX Patienten. Vardenafil 1E-6 M war an keiner Stelle der Kurve signifikant

unterschiedlich zur Kontrollkurve.
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Abbildung 15: Grafik der Kontraktion der Gefaf3ringe durch Vardenafil
1E-6 M, Macitentan 1E-8 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion

durch KCI bei pathologischen Gefalien

7.2.4 Kombination Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 3E-8 M bei GefalRen

von lungentransplantierten Patienten

Die Kombinationswirkung von Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 3E-8 M bei
Lungengefallen von LTX-Patienten wurde in sechs Versuchen getestet, deren
Ergebnisse gesamtheitlich in der Auswertung bertcksichtigt wurden. Abbildung 16
zeigt die  Kontraktionsfahigkeit der  GefdBe  unter  entsprechendem
Medikamenteneinfluss. In der Versuchsreihe lag ein signifikanter Einfluss auf das
Kontraktionsverhalten durch die verwendeten Vasokonstriktoren (p <0,0001) und
durch die Behandlung mit den Medikamenten (p < 0,0001) vor. Es bestand keine

signifikante Interaktion zwischen ,Behandlung“ und ,Vasokonstriktor (p = 0,0531).

Macitentan hatte einen deutlichen hemmenden Einfluss auf die ET-1-Kurve, der
signifikant war im Bereich von ET-1 3E-9 M bis NE 3E-7 M. Die Kurve in Anwesenheit

von Macitentan unterschied sich aul3erdem signifikant von der Kurve in Anwesenheit
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von Vardenafil. Dieser Unterschied war signifikant im Bereich zwischen ET-1 3E-9 M
und NE 1E-7 M. Der Verlauf der Kurve der Kontrolle und Vardenafil entsprach den
bekannten Verlaufen von Nicht-LTX-Patienten. Die Kurve in Anwesenheit von
Vardenafil unterschied sich an keinem Punkt signifikant von der Kontrollkurve.
Vardenafil konnte folglich weder die durch ET-1 noch die durch NE induzierte
Kontraktion signifikant hemmen. Die Kombination unterschied sich signifikant von der
Kontrollkurve im Bereich ET-1 3E-9 M bis NE 1E-7 M. AuRerdem war die Kombination
signifikant unterschiedlich zur Kurve in Anwesenheit von Vardenafil in einem Bereich
zwischen ET-1 1E-8M und NE 1E-7 M. Die Kombinationskurve lag in weiten
Abschnitten tber der Kurve in Anwesenheit einer alleinigen Macitentan-Applikation;
die Kurven unterschieden sich jedoch an keinem Punkt signifikant voneinander.
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Abbildung 16: Grafik der Kontraktion der Geféafdringe durch Vardenafil 1E-6 M,
Macitentan 1E-8 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion durch KCI bei

pathologischen Gefalien
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7.3 Kombination Vardenafil und ACT-132577

7.3.1 Kombination Vardenafil 1E-6 M und ACT-132577 1E-8 M

Fur die Auswertung der Versuchsreihe Vardenafil 1E-6 M und ACT-132577 1E-8 M
wurden sechs Versuche bertcksichtigt (siehe Abbildung 17), keine weiteren Versuche
mussten ausgeschlossen werden. Die verwendeten Vasokonstriktoren (p < 0,0001)
hatten signifikanten Einfluss auf das Kontraktionsverhalten der Gefal3e. Der Faktor
.Behandlung® (p =0,155) hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das
Kontraktionsverhalten. In Bezug auf die Kontraktion der Gefafliringe war es nicht
entscheidend, welche Substrate hinzugegeben wurden. Die Kraftwerte waren
dementsprechend nur abhangig von der Konzentration der Vasokonstriktoren. Die
Kraftwerte nach Substratgabe verhielten sich wie die Kontrolle ohne ERA- und
Vardenafil-Zugabe. Es bestand keine signifikante Interaktion zwischen ,Behandlung®
und ,Vasokonstriktor® (p = 1,0). Die statistische Analyse stimmt mit der Abbildung 17

Uberein, die einzelnen Kurven verlaufen nahezu deckungsgleich.

Nur bei einer ET-1-Konzentration von 3E-10 M zeigte ACT-132577 signifikante
Unterschiede bezuglich der Kontraktionskraft im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,0214).
Auch die Kombination mit Vardenafil und dem ERA war bei einer ET-1-Konzentration
von 3E-10 M signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (p <0,001). Die kombinierte
Medikamentengabe zeigte signifikante Unterschiede gegeniber alleiniger
Vardenafil-Gabe bei einer ET-1-Konzentration von 1E-9M (p=0,026). Bei
anschlieBender NE-Verabreichung waren keinerlei signifikante Unterschiede im
Kontraktionsverhalten zu erkennen, weder bei alleiniger ERA-Gabe noch bei der
Kombination. Vardenafil verursachte keine signifikant starkere Vasodilatation bei
durch ET-1-kontrahierten GefalR3en als die Kontrolle. Auch nach NE-Gabe waren keine
signifikanten Unterschiede bei Vardenafil-Gabe im Vergleich zur Kontrolle erkennbar.
Zwischen alleiniger ACT-132577 1E-8 M-Gabe und Vardenafil 1E-6 M-Gabe waren

ebenfalls keine signifikanten Unterschiede festzustellen.
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Abbildung 17: Grafik der Kontraktion der Gefaf3ringe durch Vardenafil
1E-6 M, ACT-132577 1E-8 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion

durch KCI

7.3.2 Kombination Vardenafil 1E-6 M und ACT-132577 1E-7 M

Abbildung 18 zeigt die Auswertung der Versuche mit Vardenafil 1E-6 M und
ACT-132577 1E-7 M. In die Versuchsreihe wurden acht Versuche eingeschlossen. Ein
weiterer Versuch wurde aufgrund eines Programmfehlers nicht in die Auswertung
einbezogen. Bei den Versuchen hatten die verwendeten Vasokonstriktoren
(p < 0,0001) und die Behandlung mit den entsprechenden Medikamenten (p < 0,0001)
einen signifikanten Einfluss auf das Kontraktionsverhalten der Gefal3e. Es bestand
keine signifikante Interaktion zwischen ,Behandlung”® und ,Vasokonstriktor”
(p = 0,8105).

Die Ergebnisse zeigten, dass ACT-132577 1E-7 M die durch ET-1-induzierte
Kontraktion deutlich hemmte. Unterschiede zwischen ACT-132577 1E-7 M und der
Kontrollkurve lagen im Bereich zwischen ET-1 3E-10 M bis ET-1 1E-8 M vor.
AulRerdem war die Kombinationskurve signifikant unterschiedlich zur Kontrollkurve bei
ET-1 1E-9M und ET-1 3E-9 M. Die Kombinationskurve lag knapp oberhalb der
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alleinigen ERA-Kurve. Jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant verglichen mit
alleiniger ACT-132577-Gabe. Signifikante Unterschiede der Kombinationskurve im
Vergleich zur Vardenafil-Kurve lagen bei ET-1 1E-9 M und ET-1 3E-9 M vor. Vardenafil
1E-6 M hatte keinen hemmenden Einfluss auf die ET-1-Kurve und auch bei der
NE-Kurve waren die Unterschiede zur Kontrolle nicht signifikant. Alleinige ACT-132577
1E-7 M-Gabe dilatierte die PA signifikant starker im Bereich zwischen ET-1 3E-10 M
und ET-1 3E-9 M im Vergleich zu alleiniger Vardenafil 1E-6 M-Gabe.
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Abbildung 18: Grafik der Kontraktion der Gefal3ringe durch Vardenafil
1E-6 M, ACT132577 1E-7 M und in Kombination in Relation zur Kontraktion

durch KCI
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8 Diskussion und Limitationen

8.1 Diskussion der Ergebnisse

Diese Promotionsarbeit untersuchte die Wirkung von ERA und Vardenafil an humanen
Pulmonalgefal3en in verschiedenen Kombinationen und Konzentrationen. Es galt zu
zeigen, inwiefern die untersuchten Vasodilatantien Einfluss auf das
Kontraktionsverhalten der Arterien hatten und ob eine mogliche Kombinationsgabe zu

verbesserter Relaxation der Gefal3e fuhrte.

Diese Arbeit ist die erste Analyse von humanen Pulmonalgefal3en, die zur
Untersuchung der Medikamente speziell auf an PAH erkrankte Gefalie einging. Die
lungengesunden PA wurden nicht aufgrund einer vaskularen Erkrankung entnommen,
sondern wegen einer Karzinomerkrankung aus der Peripherie des Lungenlappens. Im
Gegensatz zu den pathologischen GefalR3en lag keine vaskulare Lungenerkrankung im
Endstadium vor, die eine Transplantation zwingend notwendig gemacht héatte. Somit
wurde nicht von einer Veranderung der Gefal3e ausgegangen und die PA konnten als
physiologisch klassifiziert werden. Im Kontrast dazu wurden PA untersucht, welche
von LTX-Patienten mit terminalen Lungenerkrankungen stammten und somit als

vaskular pathologisch betrachtet wurden.

Die Ergebnisse der Promotionsarbeit bestétigten, dass die ERA Bosentan, Macitentan
und ACT-132577 potente Antagonisten der durch ET-1-bedingten Vasokonstriktion an
physiologischen LungengefdRen waren. Auch bei pathologischen Gefal3en
reduzierten Macitentan und Bosentan die Vasokonstriktion. Vardenafil, einer der
potentesten PDE5-Inhibitoren in bisherigen Studien, wirkte in manchen Versuchen
weniger vasodilatierend als in anderen Versuchen. Dies wirft die Frage auf, inwiefern
die Wirkung von Vardenafil bei den einzelnen Patienten variierte und ebenfalls, ob

Unterschiede in der Wirksamkeit In-vivo bestehen. [6,7].

Bei den pathologischen PA fallt in der Versuchsreihe mit Bosentan 1E-7 M und
Vardenafil 1E-6 M auf, dass im Vergleich zur Versuchsreihe mit héher dosiertem
Vardenafil der Kurvenverlauf von Bosentan eher erwartungsgemafd verlief. Die
Bosentan-Kurve lag im NE-Bereich etwas unterhalb der Kontrolle, im Gegensatz zu
etwas oberhalb der Kontrolle in der Serie mit héher dosiertem Vardenafil. Eine starkere
Vasodilatation als die der Kontrolle entspricht nicht den Erwartungen, da eine
Hemmung der durch NE-induzierten Kontraktion prinzipiell nicht durch einen ERA
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verursacht wird. Mdoglicherweise resultierte die stattgefundene Vasodilatation in
diesem Bereich durch eine Uberschiel3ende vasodilatierende Reaktion nach vorheriger
ET-Gabe. Bei analogen Versuchen an physiologischen GefalRen entwickelten sich die
Kurvenverlaufe von Bosentan erwartungsgemald und ahnlich zu der Bosentan-Kurve
iIm Versuch mit niedriger dosiertem Vardenafil. Da die Wirkung von Bosentan
unabhéngig von der Vardenafil-Dosierung ist, waren ahnliche Kurvenverlaufe in den
Versuchsreihen mit Bosentan zu erwarten. Bei einer kombinierten Gabe von Bosentan
1E-7 M und Vardenafil 1E-6 M zeigte sich ein &hnlicher Kurvenverlauf zwischen
physiologischen und pathologischen PA. Ab ET-1 3E-9 M zeigten sich in beiden
Kombinationskurven signifikante Unterschiede im Vergleich zu der Kontrolle. Dies
impliziert die Wirksamkeit der Medikamente sowohl bei physiologischen als auch bei
pathologischen Medikamenten. Die angenommene Wirksamkeit einer kombinierten
Medikamentengabe bestétigte sich ebenfalls bei den Kombinationskurven von
Bosentan 1E-7 M und Vardenafil 1E-5 M. Hier prasentierte sich kein grundséatzlicher
Unterschied zwischen physiologischen und pathologischen Gefal3en und somit kann
davon ausgegangen werden, dass vaskulare Pathologien nicht zu einem

unterschiedlichen Ansprechen fihren.

Die Kurve von Macitentan 1E-8 M verlief im ET-1-Bereich bei physiologischen und
pathologischen GefaRen ahnlich. In beiden Fallen implizierte eine signifikante
Kontraktionshemmung ab ET-1 1E-9 M die Wirksamkeit von Macitentan. Durch die
ERA-Gabe wurde die Kontraktion der Gefalringe bei physiologischen Gefalien
deutlich starker gehemmt als bei pathologischen. Bei ET-1 1E-9 M betrug die
Kontraktionskraft bei den physiologischen Gefal3en 1 % der Kontrolle und bei den
pathologischen Gefal3en sogar 102 %. Bei ET-1 3E-9 M betrug die Kraft bei den
physiologischen Gefallen 32 % der Kontrolle und bei den pathologischen Gefal3en
noch 104 %. Bei ET-1 1E-8 M betrug die Kraft bei den physiologischen Gefal3en 55 %
der Kontrolle und bei den pathologischen GefaRen noch 78 %. Dies zeigte zwar, dass
die ERA-Gabe zu einer Wirkung fluhrte, jedoch war ein intaktes Gefal3endothel
womdglich ursachlich fir die wesentlich starkere Kontraktionshemmung an
physiologischen Gefal3en. Diese Annahme wurde ebenfalls dadurch bestarkt, dass bei
physiologischen Gefalien die kombinierte Gabe von Macitentan 1E-8 M mit Vardenafil
1E-6 M gegenuber den beiden Einzelsubstanzen signifikante Unterschiede zeigte,
wahrend diese bei pathologischen Gefalien in derselben Dosierung nicht festgestellt
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werden konnten. In der hoher dosierten Macitentan-Konzentration (1E-7 M) war die
Kombination mit Vardenafil an physiologischen PA nicht mehr signifikant
unterschiedlich zu alleiniger Macitentan-Gabe. Signifikante Unterschiede waren nur
gegeniber alleiniger Vardenafil-Gabe festzustellen. Bei pathologischen Gefalien
traten signifikante Unterschiede der Kombination gegentber den Einzelsubstanzen
lediglich bei der Kombination Macitentan 3E-8 M und Vardenafil 1E-6 M gegenuber
alleiniger Vardenafil-Gabe auf. Hier trat ein Wirkeffekt erst in der hoheren
Konzentration auf, was wiederum auf ein unterschiedlich stark ausgepragtes
Ansprechen zwischen physiologischen und pathologischen GefalRen in den

untersuchten Macitentan-Dosierungen hindeutete.

Diese Resultate zeigten, dass die untersuchten Wirkstoffe nicht nur an
physiologischen, sondern auch an pathologischen PA wirksam waren. Jedoch war die
Kontraktionshemmung an pathologischen Gefallen, insbesondere in den
Versuchsreihen mit Macitentan, teils weniger stark ausgepragt und trat teilweise erst

in hoheren Konzentrationen auf.

ACT-132577 1E-8 M und ACT-132577 1E-7 M wurden bislang nur an physiologischen
GefalRen getestet. Effekte von ACT-132577 konnten nur in hoherer Konzentration
beobachtet werden. So waren in der Konzentration 1E-7 M signifikante Unterschiede
des ERA zur Kontrolle zu finden. Ein fehlender Effekt des Faktors ,Behandlung® bei
ACT-132577 1E-8 M-Gabe =zeigte zum einen, dass die geringer dosierte
ACT-132577-Konzentration zu niedrig war. Zum anderen war die untersuchte
Vardenafil-Konzentration grenzwertig, nur in einem Teil der Versuche konnten Effekte
dargestellt werden. In Relation zu vorheriger Kontraktion durch KCI konnte die
Kontraktion der Gefalle in hoéherer ACT-132577-Konzentration (1E-7 M) besser
verringert werden als durch niedrigere Konzentration (1E-8 M). So konnte
beispielsweise die maximale Kontraktion bei ET-1 1E-8 M mittels hdherer
ACT-132577-Konzentration starker gehemmt werden als durch niedrigere. Bei ET-1
1E-8 M betrug die Kraft unter ACT-132577 1E-7 M -Einfluss 47 % der Kontrolle, bei
ACT-132577 1E-8 M jedoch noch 99 % der Kontrolle. In Kombination von ACT-132577
1E-7 M mit Vardenafil betrug die Kraft bei ET-1-Gabe 61 % der Kontrolle, im Vergleich
dazu in der Kombination mit niedriger dosiertem ERA noch 98 %. Aul3erdem zeigten
sich in der hoheren ACT-132577-Dosierung (1E-7 M) signifikante Unterschiede

zwischen alleiniger ERA-Gabe und alleiniger Vardenafil-Gabe. Diese Unterschiede
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waren bei der Gabe von ACT-132577 1E-8 M nicht festzustellen. Dies zeigte, dass die
Effekte von ACT-132577 in hoherer Konzentration die Effekte geringerer
Konzentration dbertrafen. Aus den In-vitro-Versuchen Ilasst sich demnach
schlussfolgern, dass ACT-132577 ausreichend hoch dosiert werden muss, wenn der
ERA zusatzlich zur Wirkverstarkung von Vardenafil gegeben werden soll.
Aul3ergewdhnlich bei der ACT-132577 1E-7 M-Konzentration war, dass im Mittel die
Kombination von ACT-132577 1E-7 M mit Vardenafil 1E-6 M eine geringere
Hemmwirkung verursachte als der alleinige ERA. In einem Teil der Einzelversuche war
die Hemmung der Kontraktion durch kombinierte Medikamentengabe geringer, in den
ubrigen Fallen hingegen geringfugig starker. Moglicherweise kdnnte eine histologische
Betrachtung auch in diesem Fall Hinweise auf das beobachtete unterschiedliche
Ansprechen liefern. Es ist unklar, ob die Hemmwirkung der Kombination deshalb
geringer war, weil die maximale Hemmung der Kontraktion schon durch alleinige ERA-
Gabe ausgereizt wurde und durch weitere Vardenafil-Gabe nicht mehr verstarkt
werden konnte. Ohne Betrachtung der Rezeptorverteilung und der morphologischen

Struktur der PA ist dies nicht eindeutig zu erklaren.

Vardenafil 1E-6 M zeigte im Kurvenverlauf bei physiologischen PA keine signifikanten
Unterschiede zur Kontrolle in den Versuchen mit Bosentan, Macitentan und
ACT-132577. Bei den pathologischen GefalRen galt dasselbe in der Versuchsreihe mit
Macitentan. In der Versuchsreihe mit Bosentan variierte der Kurvenverlauf jedoch
etwas. Es waren teilweise signifikante Unterschiede von Vardenafil 1E-6 M zur
Kontrolle zu erkennen. Sowohl bei physiologischen PA als auch bei pathologischen
PA zeigten sich nach Vardenafil 1E-5 M-Gabe signifikante Unterschiede zur Kontrolle.
Demgemal} prasentierte sich ein vergleichbarer Kurvenverlauf bei physiologischen
und pathologischen GeféafRen. Somit ist anzunehmen, dass Vardenafil nicht nur an
lungengesunden GefalRen Wirkung zeigen kann, sondern auch an erkrankten PA.
Bezuglich der pathologischen Gefél3e galt einerseits, dass Vardenafil 1E-6 M keine
signifikante Vasodilatation gegenuber der Kontrolle in den Versuchen mit Macitentan
zeigte. Anderseits konnte Vardenafii 1E-6 M die Kontraktion ab einer
NE-Konzentration von 1E-7 M in den Experimenten mit Bosentan an pathologischen
PA signifikant hemmen. Diese Unterschiede im Vasodilatationsvermégen von
Vardenafil sind mdglicherweise durch Vorerkrankungen einiger Patienten bedingt.
Histologische Untersuchungen des Rezeptorstatus konnten weitere Hinweise auf
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unterschiedliches Ansprechen auf Vardenafil liefern und finden derzeit in unserem
Forschungslabor statt. Um eine gewiinschte Vasodilatation zu erreichen, sind unter
Ex-vivo-Konditionen unter Umstanden hohere Vardenafil-Konzentrationen nétig als
in-vivo. Wie zu erwarten zeigte Vardenafil 1E-5 M einen starker vasodilatierenden
Effekt als Vardenafil 1E-6 M. So betrug bei den physiologischen Gefal3en
beispielsweise bei NE 1E-5 M-Gabe die Kraft unter Vardenafil 1E-5 M-Einfluss 58 %
der Kontrolle in der Versuchsreihe mit Bosentan 1E-7 M. In der Versuchsreihe mit
niedrigerer Vardenafil-Konzentration betrug die Kraft noch 88 % der Kontrolle.
Bezuglich einer kombinierten Gabe mit einem ERA war Vardenafil nur von Vortell,
wenn ausreichend hoch dosiert. In den Versuchen stellte sich dies als schwierig dar,
da die therapeutische Breite in den Organbadern sehr schmal war (keine bis fast nicht
sichtbare Inhibition der Kontraktion). Vorteile einer Kombination eines ERA mit
Vardenafil gegenuber alleiniger ERA-Gabe zeigten sich bei pathologischen Gefal3en
nur in hoherer Vardenafil-Konzentration (Vardenafil 1E-5 M und Bosentan 1E-7 M).
Nach Zugabe von Vardenafil 1E-6 M verbesserten sich die Effekte von Bosentan
1E-7 M, wenn Uberhaupt, nur wenig. Bei analogem Versuch mit physiologischen
Gefal3en trat ein &hnlicher Kurvenverlauf auf. Jedoch war bei pathologischen PA bei
einer NE-Konzentration von 1E-6 M ein geringfuigig starkerer Effekt von Vardenafil zu

erkennen.

In den vorherigen Versuchen prasentierte sich Vardenafil als das starkste
Vasodilatans, verglichen mit anderen PDES5-Inhibitoren [6]. Deshalb wurde der Fokus
auf Untersuchungen mit Vardenafil gelegt, obwohl Vardenafil bisher nur als off-label
Therapieoption zur Behandlung der PAH zugelassen ist. Vardenafil ist jedoch
hinsichtlich der Behandlung von erektiler Dysfunktion umfassend erforscht, sodass
Nebenwirkungen bekannt sind und sich als vergleichbar zu denen anderer
PDES5-Inhibitoren erweisen [55]. So wurde eine tagliche Vardenafil-Einnahme von
5 mg bis 10 mg suffizient toleriert [57]. Bisher existieren keine Studien, in denen die
verschiedenen PDES5-Inhibitoren anhand ihrer Wirkung bezuglich PAH direkt
miteinander verglichen werden. Des Weiteren gibt es nur wenige Studien, die
verschiedene ERA mit verschiedenen PDES5-Inhibitoren vergleichen [56]. Die
Datenlage bezlglich einer Kombinationstherapie zeigt vor allem positive Effekte
hinsichtlich des 6MWTs und einer reduzierten klinischen Verschlechterung. Ein

systematischer Vergleich zwischen Monotherapien und Kombinationstherapien aller
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derzeit angewandten Medikamente kann in Zukunft noch weiter ausgearbeitet werden.
Der optimale Beginn einer Kombinationstherapie sowie die effektivste Kombination
sind ebenso noch ausstehend wie eine langfristige Studie mit Uberleben als
festgelegten Endpunkt [4,58,59,60,61]. Aufgrund der mangelnden Datenlage sind
unsere vergangenen Studien ein wesentlicher Indikator beztglich der Frage, welcher
PDES5-Inhibitor der effektivste zu sein scheint. Die Literatur zeigt, dass die
beobachteten gunstigen Verdnderungen von hamodynamischen Parametern und des
Borg-Dyspnoe-Scores durch Vardenafil vergleichbar zu den Effekten von Tadalafil und
Sildenafil waren. Bisher wurde ein verbessertes klinisches Outcome nur nach
Vardenafil-Einnahme belegt. Bei anderen PDES5-Inhibitoren wurde dies nur nach
vorheriger Gabe von ERA oder bei einer Kombinationstherapie nachgewiesen [62].
Ferner zeigte sich Vardenafil um das zwanzig-fache potenter in der Inhibition von
aufgereinigter PDE5 als Sildenafil [49]. Diese Anhaltspunkte implizieren, dass es wert

ist, die Wirkung von Vardenafil tiefgreifend zu untersuchen.

Die Variabilitat von Vardenafil in den bisherigen Versuchen macht weitere Versuche
notwendig, um eine finale Aussage Uber die Wirkung des Vasodilatans treffen zu
konnen. Ein mangelndes Ansprechen auf Vardenafil vermag mit reduzierter
NO-Ausschittung zusammenhéangen, welche durch endotheliale Dysfunktion bedingt
wird und zu niedrigerer Konzentration des PDE5-Substrats cGMP fihrt. Wenn dieser
Mechanismus in Zukunft fachlich gestutzt wird, kdnnten somit Medikamente, die auf
den cGMP-Signalweg abzielen zur Vasodilatation bei PAH-Patienten angewendet
werden [62]. Ein potenzieller Verlust an ETRs bedingter Vasodilatation kann ebenfalls
dazu fuhren, dass Kombinationseffekte zwischen ERA und Vardenafil erschwert
beurteilt werden kdnnen [63]. Wie zuvor in anderen Studien belegt, variierte Vardenafil
in pharmakokinetischen Eigenschaften zwischen den Patienten, die an pulmonaler
Hypertension leiden [64]. Zudem wurden Unterschiede nach oraler Vardenafil-Gabe in
der systemischen Exposition zwischen einzelnen und innerhalb einzelner Patienten
festgestellt [54].

Die Literatur gibt Hinweise auf Interaktionen zwischen PDE5-Inhibitoren und ERA bei
der Einnahme von Patienten. So hat die Kombinationsgabe mit Bosentan zu einer
Medikamenteninteraktion mit Vardenafil gefihrt und dessen Plasmakonzentration
vermindert [64]. Auch in Kombination mit anderen PDES5-Inhibitoren wurden

Medikamenteninteraktionen mit Bosentan beobachtet. Die maximale
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Plasmakonzentration von Sildenafil wurde ebenfalls verringert, was womoglich an
prasystemischem Metabolismus in Zusammenhang mit CYP3A4-Interaktionen liegen
kann [65]. Intrazellulare Konzentrationen von Bosentan und Ambrisentan wurden
ebenfalls durch PDE5-Gabe gesenkt, wobei jedoch deren Effekte nicht gesenkt
wurden [66]. Gleichzeitig wurde in Studien auch eine Senkung der
Plasmakonzentration von Sildenafil und eine Erh6hung von Bosentan bei kombinierter
Gabe beobachtet [67]. Da diese Zusammenhéange noch nicht endgultig geklart werden
konnen, dient diese Arbeit zur Untersuchung der Medikamenteninteraktion und

Kombinationseffekte in Ex-vivo und In-vitro Bedingungen.

Die Wirkungsunterschieden der getesteten Medikamente am Gefal3endothel kénnten
durch vorherige Medikamenteneinnahme oder durch Begleiterkrankungen der
Patienten entstanden sein. Diese fuhrten womdoglich zu Veranderungen der
Rezeptoren an den GefalRen und trugen so mdoglicherweise zu einem veranderten
Ansprechen auf die Vasodilatantien bei. Um mogliche Auffalligkeiten zu entdecken
wurden patientenbezogene Daten aus der Gruppe der lungengesunden Patienten
gesammelt und denen von LTX-Patienten gegenlbergestellt. Auffallig hierbei war,
dass die lungengesunden Patienten (70,1 Jahre + 6,2) im Mittel etwas &lter waren als
die LTX-Patienten (60,4 Jahre + 6,2). Diese Unterschiede resultierten moglicherweise
daher, dass Lungenkrebserkrankungen, die zu 97,4% urséachlich fir die Lobektomien
waren, vor allem in héherem Lebensalter auftreten. Das mittlere Erkrankungsalter an
Lungenkrebs lag 2014 bei Frauen in Deutschland bei 69 Jahren und bei 70 Jahren bei
Ménnern [68]. Dies korrelierte mit dem mittleren Alter der Patienten bei Lobektomie.
Im Gegensatz dazu waren zwischen 2012 und 2014 in Deutschland die Patienten, die
eine LTX erhielten, im Mittel 54 Jahre alt [69]. Es ist fraglich, ob der um circa 10 Jahre
hoher liegende Altersdurchschnitt der lungengesunden Patienten zu signifikanten
Unterschieden im Ansprechen auf die Vasodilatantien fuhrte. Letztendlich handelte es
sich in beiden Gruppen um Patienten fortgeschrittenen Alters, sodass die Gefalie
altersbedingt zu vergleichen seien sollten. Die Geschlechterverteilung war ebenfalls
unterschiedlich zwischen den beiden Gruppen. In der Gruppe der physiologischen PA
waren Manner mit 71,8 % deutlich haufiger vertreten als in der Gruppe der
pathologischen PA (42,3 %). Der héhere Anteil an Méannern, welche eine Lobektomie
aufgrund einer Lungenkarzinomerkrankung erhielten, mag womdglich mit einem

hoheren Anteil an Zigarettenrauchern dieser Bevolkerungsgruppe zusammenhangen
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[68]. Jedoch wurde bezuglich der Unterschiede der Geschlechterverteilung nicht von
einer bedeutsamen Relevanz ausgegangen. Da als Primarindikation flr eine
Lobektomie fast ausschlieRlich eine maligne Lungenerkrankung ausschlaggebend
war, handelte es sich diesbeziiglich um eine homogene Gruppe. Fur eine LTX fihrten
verschiedene Erkrankungen zu einer Indikationsstellung. Ein Teil der Patienten war an
NSIP, allergischer Alveolitis, COPD oder sonstigen Lungenerkrankungen wie
Sklerodermie, Silikose oder Lymphangioleiomyomatose erkrankt. In fortgeschrittenem
Krankheitsstadium resultieren diese Erkrankungen in einer Fibrose oder einem
Emphysem der Lunge. Nur wenn eine Fibrose oder ein Emphysem als Hauptindikation
in den Arztbriefen aufgefiihrt wurde, wurden diese als Primarindikation in Tabelle 5
zusatzlich zu der primaren Erkrankung aufgefihrt. Der Anteil der Raucher war bei den
LTX-Patienten etwas geringer (61,5 %) als bei den Patienten nach Lobektomie
(64,1 %). AulRRerdem war die Anzahl an Packyears je Patient, insofern diese
dokumentiert wurden, durchschnittlich deutlich hoéher bei den Patienten nach
Lobektomie (44,9 packyears) als bei Patienten nach LTX (18,7 packyears). Der hohere
Anteil an Rauchern und der ausgepragtere Nikotinkonsum erhdhen das Risiko eine
Lungenkarzinomerkrankung mit erforderlicher operativer Intervention zu entwickeln
[68]. In beiden Gruppen wies ein Teil der Patienten Vorerkrankungen auf.
Bluthochdruck war in beiden Gruppen unter den verglichenen Vorerkrankungen am
haufigsten ausgepragt. AuRerdem traten COPD in unterschiedlichen Stadien und KHK
auf. Nur bei wenigen LTX-Patienten konnte eine manifeste PAH festgestellt werden.
Bei den physiologischen PA wurde keine PAH diagnostiziert. Allerdings ist eine
RHK-Untersuchung vor einer Lobektomie nicht standardm&Rig durchzufiihren und

somit wurde bei keinem der Patienten der PAPm zur Diagnose einer PAH bestimmt.

Wie im Material- und Methoden-Teil beschrieben, war ein stressfreies
Herauspraparieren der Gefal3e essenziell, um das Endothel der GefaRe nicht zu
schadigen. Die Praparation der Gefal3e war operateur- und assistenten-abhangig.
Schlecht praparierte GefalRe, die zu viel Zug und Spannung ausgesetzt waren,
konnten durch Endothelschadigung zu fehlerhaften Resultaten fiihren. Dieser
Einflussfaktor wurde minimiert, indem keine randstéandigen Gefafdringe verwendet
wurden. Durch Kommunikation mit dem Operationspersonal wurde auf die
Notwendigkeit einer sauberen Praparation hingewiesen. Ebenso wurde bei der
Versuchsdurchfihrung sorgfaltig gearbeitet und die Gefal3e wurden mit Vorsicht
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behandelt. AulRerdem erforderten die durchgefihrten Versuche Sorgfalt und
Genauigkeit beim Pipettieren der verschiedenen Reagenzien und der Herstellung von
Verdunnungen. Fehler bei der Versuchsdurchfiihrung kamen als mégliche Ursache fir
fehlerhafte Ergebnisse in Betracht. Bei der Auswertung wurde deshalb der MW von
zwei Gefaldringen betrachtet, um Fehler durch potenziell Ergebnis-verfalschende
Einflisse zu lindern. Die Literatur weist auf Heterogenitéat und Variation der kontraktilen
Kréfte zwischen distalen und proximalen Lungengefdl3en hin. So haben glatte
Muskelzellen von intralobularen PA hohere Ca?*-Konzentrationen und damit auch
hohere Membranpotentiale exprimiert als proximale PA [70]. Deshalb wurde nicht nur
auf eine sorgfaltige Praparation, sondern auch auf eine einheitliche Entnahme von
segmentalen PA geachtet. Des Weiteren wurde ein physiologischer pH von 7,4
angestrebt, da variierende pH-Werte verantwortlich fur ungleichartige

vasokonstriktorische Reaktion durch NE sind [70].

An den PA wurde zunachst die Kontraktionshemmung nach ET-1-Gabe untersucht
und anschlie3end die Vasodilatation nach NE-Gabe. Bevor die NE-Reihe begonnen
wurde, achtete man insbesondere darauf, dass sich die Gefal3e nach der hdchsten
ET-1-Dosis nicht mehr weiter kontrahierten und sich ein Spannungsplateau einstellte.
Dies ermdglichte eine bessere Separation der Hemmwirkung an ETR von der Wirkung
der Medikamente an den adrenergen Rezeptoren. Auch zwischen den
unterschiedlichen Dosierungen wurde Wert auf das Erreichen eines
Spannungsplateaus gelegt. So konnte ein Nachlassen der Kontraktion der richtigen
Dosierung zugeschrieben werden und nicht der nachsthdéheren

Vasodilatantien-Dosierung.

Um eine Verfalschung der Daten zu vermeiden und zu wahrheitsgemé&Rien
Ergebnissen zu gelangen, war die ordnungsgemafe Durchfiihrung und Sorgfalt in
allen Bereichen wichtig. Wie in anderen experimentellen Arbeiten bestand jedoch auch
bei dieser Arbeit die Gefahr, dass sich Fehler einschlichen und unbemerkt fortgefuhrt
wurden. Um die Auswirkungen von potenziellen Fehlerquellen mdglichst gering zu
halten, empfahl sich eine méglichst grol3e Anzahl an Versuchen mit Lungengefal3en
verschiedener Patienten. Die Ergebnisse dieser Arbeit entstanden aus 5 - 7 Gefal3en
pro Versuchsprotokoll. Zur Verifizierung und Festigung der Resultate kdme die
wiederholte Versuchsdurchfihrung mit weiteren PA in Betracht.
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Die Ubertragung der Ergebnisse unter Ex-vivo- und In-vitro-Konditionen auf
In-vivo-Bedingungen ist kritisch zu betrachten. Gefal3e, die unter den
Versuchsbedingungen kein adaquates Kontraktionsverhalten aufwiesen, wurden aus
der Auswertung ausgeschlossen. Durch das Herausfallen von nicht kontrahierenden
GefaRen aus der Auswertung, kann eine Uberschatzung der Effekte der Medikamente
auftreten. Die Anzahl der nicht-kontraktionsfahigen Gefafiringe war bei pathologischen
Gefallen insgesamt hoher als bei den physiologischen Gefal3en. Von den 39
pathologischen PA, die sich fur die Organbadversuche eigneten, konnten nur 26 in der
Auswertung beriicksichtigt werden. Die PA der anderen 13 Patienten mussten
aufgrund ihres inadaquaten Kontraktionsverhaltens unter Versuchsbedingungen von
der Auswertung ausgeschlossen werden. Von den physiologischen Geféal3en konnten
39 PA ausgewertet und 8 Gefale nicht beriicksichtigt werden. Prozentual blieben
dementsprechend mehr Versuche an pathologischen Geféal3en als an physiologischen
Gefallen unbericksichtigt (33 % gegenuber 17 %). AuRerdem wurden keine Versuche
in die Auswertung eingeschlossen, bei denen Pipettierfehler vorlagen, welche schon
wahrende der Versuchsdurchfihrung bemerkt und dokumentiert wurden. Die Anzahl
an verfigbaren, zu untersuchenden pathologischen PA im gegebenen Zeitraum war
abhangig von der Anzahl an LTX im Klinikum GrofRhadern. In Zukunft wéare eine
groRere Anzahl an GefalRen notwendig, um die beobachtete Variabilitat zwischen den
einzelnen Patienten, vor allem in Bezug auf das Ansprechen auf Vardenafil, genauer

darzustellen.

Abgesehen von unseren Studien waren bislang Ex-vivo und In-vitro-Untersuchungen
an PA zur Wirksamkeit von Medikamenten bei PAH ausstehend. Die bereits zur
Therapie verschriebenen Medikamente wurden bisher weitgehend in Tierversuchen
oder in klinischen Studien getestet [2]. Im Folgenden demonstriert eine Auswahl an
Studien das Ansprechen und die Wirkungsweise von PDE5-Hemmern und ERA in
Bezug auf die PAH-Therapie. In klinischen Studien implizieren Anzeichen eines
Versagens des rechten Ventrikels eine schlechtere Prognose [56]. Verdnderungen in
der WHO FC, dem CI, der SvO2 und NT-proBNP sind von grol3er prognostischer

Bedeutung und haben Auswirkung auf das Uberleben der Patienten [9,10,29].

Eine Untersuchung der Vasoreagibilitat und hdmodynamischen Parametern durch
orale Vardenafil-Applikation (n = 20) und nach vorheriger i.v. Adenosin-Gabe (n = 18)

zeigte eine signifikante Senkung des PAPmM und PVR durch Vardenafil [70]. Die
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Beobachtung von hamodynamischen Parametern nach NO-Gabe und
PDE5-Hemmer-Verabreichung im RHK zeigte bei mit Vardenafil behandelten
Patienten eine signifikante pulmonale Vasorelaxation mit maximalen Effekten
zwischen 40 und 45 min [71]. In einer randomisierten Doppelblindstudie wurde die
Wirkung von Vardenafil anhand von 66 PAH-Patienten untersucht. (zwei Drittel der
Patienten erhielten 5 mg/d Vardenafil Gber vier Wochen und anschlieRend zweimal
5 mg/d Uber acht Wochen; ein Drittel der Patienten erhielt eine Placebo-Gabe). Hierbei
fuhrte Vardenafil zu signifikanten Verbesserungen im 6MWT und CIl. Ebenso wurden
der PAPm und PVR gesenkt [57].

Bosentan-Therapie bei PAH fihrte gemall Metaanalysen im Vergleich zu
Placebo-Gabe zu signifikanten Verbesserungen im 6MWT [45,72]. Verbesserungen
im 6MWT um durchschnittlich 11,2 m im Gegensatz zu einer Reduktion von 7,9 m
nach Placebo-Gabe wurden in der EARLY-Studie demonstriert [25]. Ebenso zeigten
die Patienten, die Bosentan anstelle von Placebo erhielten eine deutlich geringere
Tendenz zu klinischer Verschlechterung [45,72,73]. Der PAPm konnte ebenfalls
signifikant gesenkt werden [45]. Auch in weiteren Studien demonstrierte die Literatur
Verbesserungen im 6MWT von 44 m (p < 0,001), Borg-Dyspnoe-Index, WHO FC und
Zeit bis zur klinischen Verschlechterung nach Bosentan-Gabe (62,5 mg 2/d tber vier
Wochen und anschlieBend 125mg 2/d oder 250 mg 2/d Uber mindestens

zwolf Wochen) im Vergleich zu Placebo-Gabe [73].

Gemald der SERAPHIN-Studie fuhrte Macitentan im Vergleich zu Placebo zu einem
verbesserten PVR, geringerem PAPmM und niedrigeren NT-proBNP-Werten [49]. Das
Risiko einer Krankenhauseinweisung nach mittlerer Macitentan-Applikation von
115 Wochen wurde je nach Dosierung um 18 - 32 % gesenkt. Das Risiko eines
Krankenhausaufenthaltes aufgrund von PAH konnte um 42 - 51 % reduziert werden.
Die Morbiditat und Mortalitat verglichen mit Placebo wurde bei Vormedikation gegen
PAH um bis zu 38 % reduziert. Verglichen mit alleiniger Vormedikation fuhrte die
zusatzliche Gabe von Macitentan zu Verbesserungen der WHO FC, der
kardiopulmonalen Hamodynamik und der gesundheitsbezogenen Lebensqualitat [73].
Durch die Berlcksichtigung der vorherigen Therapie und der anschlieRenden
Macitentan-Verabreichung gab die SERAPHIN-Studie Hinweise auf die Effektivitat
einer Kombinationstherapie mit PDE-Hemmern [74]. Eine weitere Studie mit dem

Endpunkt ,Studienabbruch bei klinischer Verschlechterung®, ,Notwendigkeit einer
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Lungentransplantation“ oder ,Versterben des Patienten®, signalisiert eine signifikant
reduzierte Morbiditat und Mortalitat bei PAH-Patienten nach Macitentan-Gabe (3 mg/d
oder 10 mg/d) im Vergleich zu Placebo [75,76].

Bisher existieren keine klinischen Studien, die die Wirkung von ACT-132577 zur
Behandlung der PAH untersucht haben.

Die Studien geben Ruckschlisse auf das Ansprechen von PDE5-Hemmern und ERA
zur Behandlung der PAH. Ahnliche Ergebnisse in unterschiedlichen Studien
verdeutlichen die Wirksamkeit der untersuchten Medikamente. Die Organbadversuche
an Ex-vivo- und In-vitro-PA erforschen die Wirksamkeit der PAH-Therapie beztglich
tiefgreifender Aspekte. Dosierungen und Wirkstoffkombinationen kénnen genauer
untersucht werden und zu einem besseren Therapiekonzept fur PAH-Patienten
beitragen. Weitere Ex-vivo- und In-vitro-Organbadversuche sind notwendig, um die
Medikamentenwirkung in unterschiedlichen Dosierungen noch genauer zu
untersuchen. In einer weiteren Dissertation einer Kollegin unseres Forschungsteams
wurden einige der auch im Organbad untersuchten PA und PV derselben
Lungenlappen fur histologische Untersuchungen verwendet. Dabei wurde ein
Augenmerk auf die Rezeptorverteilung und histologischen Unterschiede zwischen
lungengesunden und -pathologischen Gefal3en gelegt. Die genaue Betrachtung der
Rezeptordichte und pathologischen Auffalligkeiten sind interessante Ansatzpunkte fir
weitere  Ruckschlusse auf die spezifische Medikamentenwirkung. Die
Kombinationstherapie von Medikamenten, die an verschiedenen Rezeptoren
angreifen, sollte schwerpunktmalig bei zukinftigen Forschungsprojekten untersucht
werden. Durch die Verwendung niedriger dosierter Medikamente in einer
Kombinationstherapie lassen sich Nebenwirkungen minimieren und trotzdem die
gewilnschten Behandlungsergebnisse erzielen. Geringere Dosierungen verbessern
die Toleranz der Medikamente und deren Effektivitat. Neue Wirkstoffklassen sollten
ebenfalls in Mono- und Kombinationstherapie im Organbad getestet werden und
eignen sich potenziell ebenfalls als optionale PAH-Therapie. So wird als neu
zugelassenes Vasodilatans die Wirkung von Riociguat in kommenden Versuchen in
unserem Labor getestet und dient mdoglicherweise zur Erweiterung des
Therapiespektrums [77,78,79].
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8.2 Limitationen der Dissertation

Nicht bei allen Patienten, die eine LTX erhielten und deren Gefalie fir die Versuche
verwendet wurden, war eine schwerwiegende PAH dokumentiert. Bei einigen
Patienten lag der PAPm nur in erhéhtem Bereich (zwischen 20 mmHg - 24 mmHg),
womit definitionsgemalf’ noch keine PAH vorlag [2]. Andere Patienten wurden aufgrund
von anderen schweren Lungenerkrankungen transplantiert und nicht primér aufgrund
einer PAH. Nichtsdestotrotz ist davon auszugehen, dass sich die Gefalieigenschaften,
morphologische Struktur und Rezeptorverteilung zwischen pathologischen und
lungengesunden Gefallen unterscheiden. Obwohl nicht bei allen Patienten die
Kriterien fur eine PAH zutrafen, wurde damit trotzdem ein akkurates Modell
pathologischer Gefal3e in den Versuchen widergespiegelt. Infolgedessen wird
erwartet, dass sich die Resultate dieser Studie auf die Medikamentenwirkung bei

Endstadium-Lungenerkrankungen und auch bei PAH projizieren lassen.

9 Zusammenfassung

Die PAH gilt als lebensbedrohliche Erkrankung und ist definiert durch den Anstieg des
PAPm auf > 25 mmHG in Ruhe. Die obere Normgrenze physiologischer Werte liegt
bei 20 mmHG [1,3]. Als pathogenetische Trias sind eine Vasokonstriktion, arterielle
Thromben und ein Umbau pulmonaler GefalRe mal3geblich [8]. Resultierend ist eine
Verdickung der muskuldaren Arterien, Intimaproliferation, -fibrosierung und
Mediahypertrophie. In spéteren Stadien treten plexiforme L&asionen der Arterien auf
[13]. Ein frihes Erkennen der PAH ist von prognostischer Relevanz, da ein friihzeitiger,
gezielter Therapiebeginn zu verminderter Rechtsherzbelastung fuhren kann [24,25].
Therapeutisch wurden bisher oft PDE5-Inhibitoren und ERA in Monotherapie
angewandt [3]. Bisher wurde die Wirkung dieser beiden Medikamentengruppen
prospektiv verfolgt und beispielsweise eine Verbesserung der Symptomatik anhand
des 6MWT dargelegt [2].

Ex-vivo- und In-vitro-Studien zu den beiden Medikamentenklassen sind jedoch noch
ausstehend. So strebte es diese Arbeit an, die Kombinationstherapie von
PDE5-Hemmern und ERA gegeniber einer Monotherapie tiefgreifender zu
vergleichen. Dabei wurde Vardenafil als PDE5-Hemmer gewahlt und Kombinationen
mit den ERA Bosentan, Macitentan und dem Macitentan-Metaboliten ACT-132577
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betrachtet. Die Medikamentenwirkung an humanen PA wurde in einem etablierten
Organbadmodell untersucht und insbesondere die Kombination von Wirkstoffklassen
analysiert. Als Vergleich dienten sowohl klinisch unaufféallige LungengefafR3e von
Patienten nach einer Lobektomie in Regensburg bzw. Ulm als auch pathologische
Lungengefal3e von LTX-Patienten aus Grol3hadern, Minchen. Insgesamt wurden 39
physiologische und 26 pathologische Lungengefalde beriicksichtigt. Zu diesem Zweck
wurde die Relaxationsfahigkeit von PA durch Vasodilatantien nach vorheriger
Vasokonstriktoren-Gabe untersucht. Bei annahernd physiologischen Begebenheiten
wurden Lungengefal3e hinsichtlich Kraftunterschiede und Vasodilatationsvermdgen
bei entsprechender Medikamentenapplikation untersucht. Nach etabliertem Schema
wurden ET-1- und anschlieend NE-Konzentrationsreihen in die Organbader
appliziert. Die hierdurch induzierte Kontraktion der GefalRringe wurde als Kraftverlauf
aufgezeichnet. Dabei wurde beobachtet, inwiefern die zu untersuchenden, vorher
hinzugegebenen Vasodilatantien zu einer Hemmung dieser Kontraktion flhren
konnten. Um vergleichbare Werte zu erhalten, wurde initial jeweils eine maximal
erreichbare Kontraktion durch KCI ermittelt und diese in Relation zu den im

Versuchsverlauf ermittelten Kraftwerten gesetzt.

Es konnte sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen GeféalRen ein
signifikanter Vorteil im Kontraktionsverhalten aller ERA gegentiber der Kontrolle

festgestellt werden.

Bei den physiologischen Gefallen war Vardenafil gegentber der Kontrolle nur in der
Konzentration 1E-5 M signifikant vorteilhaft. Teilweise konnte bei pathologischen
Gefal3en bei einer Vardenafil-Konzentration von 1E-6 M ebenfalls ein signifikanter
Vorteil gegentiber der Kontrolle beobachtet werden.

AulBerdem zeigte die Kombination eines ERA mit Vardenafil bei physiologischen und
bei pathologischen PA eine signifikant bessere Vasodilatation gegenuber der
Kontrolle. Ein signifikanter Vorteil der Kombinationsgabe im Vergleich zu alleiniger
ERA-Gabe lag bei pathologischen Gefalien nur bei dem Versuch Vardenafil 1E-5 M
und Bosentan 1E-7 M vor. Bei den physiologischen Gefalien zeigte sich der
signifikante Vorteil nur unter Vardenafil 1E-6 M und Macitentan 1E-8 M-Einfluss. Die

Kombination war in allen Versuchsreihen signifikant besser als alleinige
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Vardenafil-Gabe, mit Ausnahme der pathologischen PA bei den Versuchen mit 1E-8 M
Macitentan und 1E-6 M Vardenafil sowie Bosentan 1E-7 M und Vardenafil 1E-5 M.

Die physiologischen PA zeigten signifikante Unterschiede bei alleiniger Macitentan
1E-8 M- und 1E-7 M- bzw. Bosentan 1E-7 M-Gabe im Vergleich zu alleiniger Gabe von
Vardenafil 1E-6 M. Unterschiede zwischen alleiniger Bosentan 1E-7 M- und Vardenafil
1E-5 M-Gabe waren bei physiologischen Gefal3en nicht signifikant. Bei pathologischen
Gefallen traten bei den Macitentan Konzentrationen 1E-8 M und 3E-8 M und bei
Bosentan 1E-7 M signifikante Unterschiede zu alleiniger Vardenafil 1E-6 M-Gabe auf.
AulRerdem wurden bei den pathologischen GefalRen signifikante Unterschiede
zwischen alleiniger Bosentan 1E-7 M und Vardenafil 1E-5 M-Gabe festgestellt. Bei
ACT-132577 1E-8 M traten keine signifikanten Unterschiede zu alleiniger Vardenafil
1E-6 M-Gabe auf. Die Unterschiede des ERA zu alleiniger Vardenafil 1E-6 M-Gabe
waren nur bei einer ACT-132577-Konzentration von 1E-7 M signifikant.

Positive Effekte der untersuchten Vasodilatantien wurden ebenfalls in klinischen
Studien detektiert. Dementsprechend wird auch in der Literatur durch Verbesserungen
beziglich des 6MWT, PVR, WHO FC und durch prolongierte Zeit bis zu klinischer
Verschlechterung bei ERA- oder Vardenafil-Gabe auf die Wirksamkeit dieser
Vasodilatatoren hinsichtlich einer PAH-Therapie hingewiesen
[2,10,24,43,45,49,57,74].

Die Organbadversuche und Studien zeigen, dass allgemein von einer positiven
Wirkung der untersuchten Medikamente auszugehen ist. Ein bestmoglicher
Therapieeffekt bei mdglichst geringer Nebenwirkungsrate ist wiinschenswert, um ein
optimales Therapiekonzept fur PAH-Patienten zu gewahrleisten. Unter Ex-vivo- und
In-vitro-Bedingungen wurde vor allem die Wirksamkeit der ERA dargestellt und
zumindest in den bisher gewahlten Dosierungen und Kombinationen konnte kein
eindeutiger Vorteil einer Kombinationstherapie bewiesen werden. Folglich sind weitere
Organbadversuche mit weiteren Medikamentenkonzentrationen und in alternativen
Kombinationen notwendig, um eindeutige Therapievorteile in einem experimentellen

Versuchsaufbau zu beweisen.
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