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A. Einleitung und Zielsetzung
A.1. Lungenembolien

A.1.1. Klinische Bedeutung

Thrombembolien der Lunge gehoéren trotz einer heute als Standard

durchgefuihrten Therapie mit Antikoagulantien immer noch zu den
gefurchteten Komplikationen der Immobilisation von Patienten wahrend
eines Klinikaufenthaltes.

Aber auch Embolien durch andere Stoffe wie Luft, Fruchtwasser oder Fett
stellen in den entsprechenden klinischen Situationen eine nicht
unerhebliche Gefahrdung fur Patienten dar.

Die Luftembolie, die in der vorliegenden Studie naher untersucht wird,
gewinnt ihre klinische Bedeutung durch Situationen, in denen invasive
Mallnahmen an groRlumigen vendsen Blutgefalen vorgenommen
werden. In diesen Blutgefalen liegt in Abhangigkeit von der Lagerung des
Patienten, bezogen auf den rechten Vorhof, ein Unterdruck vor, durch den
bei Eréffnung der Gefalle Luft angesaugt werden kann.

Beispiele hierflr sind die Implantation kardialer Schrittmacher, die Anlage
von zentralen Venenverweilkathetern oder neurochirurgische Eingriffe an
der hinteren Schadelgrube oder der Halswirbelsaule in sitzender Position.
Durch den hohen Druckgradienten in Bezug auf den rechten Vorhof sind
dabei die neurochirurgischen Eingriffe mit dem groten Risiko einer
Luftembolie verbunden. Neben diesen Situationen des klinischen Alltages
spielen Luftembolien auch in der Baromedizin eine Rolle: Hier kann es
z.B. bei Tauchunfallen zur Embolisation von Organen kommen, wenn der
unter ausgeglichenen Druckbedingungen physikalisch geldste Stickstoff in
Blut und Gewebe, bedingt durch eine zu rasche Dekompression, nicht

mehr in LOsung gehalten werden kann und frei wird.

A.1.2. Pathophysiologische Veranderungen unter den

Bedingungen einer Lungenembolie
Unter den Bedingungen einer Lungenembolie kommt es zu einer Fllle
pathologischer Veranderungen im Bereich respiratorischer und
hamodynamischer Parameter der Lunge, auf die im Folgenden naher
eingegangen wird. Dabei wird durch Veranderungen auf der Lungenebene

auch der Gesamtorganismus beeinfluft.




Kapitel A: Einleitung und Zielsetzung Seite 5

A.1.2.1. Veranderungen in der Lungenstrombahn

Zu den primaren Veranderungen auf Lungenebene zahlt ein vom Grad
der Lungenembolie abhangiger, massiver Anstieg des pulmonalarteriellen
Druckes [6, 13, 42, 143].

Zu einer Stérung des Gasaustausches kommt es dabei durch mehrere
Faktoren: Durch die embolusbedingte teilweise Verlegung der pulmonalen
Strombahn nimmt der alveolare Totraum zu, da diese Lungenabschnitte
zwar ventiliert, gleichzeitig aber minderperfundiert werden. Durch die
Umverteilung des Blutflusses mit verminderter Perfusion der restlichen
Strombahngebiete wird der pulmonale Gasaustausch weiter gestort:
Einerseits werden arterio-vendse Shunts eroffnet, die verhindern, dal} ein
Teil des Blutes an der Oxygenierung teilnimmt, andererseits sorgt aber
auch die verkurzte Kkapillare Transitzeit fur eine reduzierte
Diffusionskapazitat [6, 42, 143].

Fir die Ventilation konnte zumindest im Tierversuch eine Zunahme des
Atemwegswiderstandes gezeigt werden [6, 42, 143], die auf
unterschiedlichen Mechanismen, unter anderem auch auf der Wirkung
unterschiedlicher biogener Mediatoren wie Histamin und Serotonin basiert.
Ebenfalls erwiesen werden konnte eine Odembildung der Lunge. In den
dazu durchgeflihrten experimentellen Emboliestudien wurden neben
Parametern wie dem Lungengewicht und dem pulmonalen Lymphflul3, die
als Indikatoren fur eine Zunahme der interstitiellen FlUssigkeit dienen,
auch die Proteinkonzentration in der aus der Lunge gewonnenen
LymphflUssigkeit gemessen.

Die in diesem Zusammenhang festgestellte erhohte
Lymphproteinkonzentration gibt deutliche Hinweise darauf, dal} die unter
Luftembolien auftretende interstitielle FlUssigkeitseinlagerung nicht durch
einen erhdhten hydrostatischen Druck in den Kapillaren, sondern durch
eine Erhohung der Kapillarpermeabilitat bedingt ist [3, 31, 49, 50, 56, 120].
A.1.2.2. Auswirkungen auf den Gesamtkreislauf

In Abhangigkeit vom Grad der pulmonalen Strombahnverlegung durch den
Embolus ergeben sich unterschiedliche Auswirkungen auf den

Gesamtorganismus.
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Bei massiven Lungenembolien kann der plotzliche Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes zu einem akuten Cor pulmonale fuhren.

Durch die Rechtsherzinsuffizienz wird dabei das Blutangebot an das linke
Herz vermindert. Gemeinsam mit einer zusatzlich auftretenden
druckbedingten Verdrangung des Kammerseptums in Richtung des linken
Ventrikels, die die diastolische linksventrikulare Fullung behindert,
resultiert ein akuter Abfall des Herzzeitvolumens und des systemischen
arteriellen Blutdruckes.

Hinsichtlich der myokardialen Sauerstoffbilanz verandert sich die Situation
vor allem zu Ungunsten des rechten Herzens. Durch die massiv
gesteigerte rechtsventrikulare Nachlast kommt es zu einem Anstieg der
myokardialen Wandspannung v.a. im Bereich des rechten Ventrikels, die
gemeinsam mit dem verminderten Perfusionsdruck der Koronararterien zu
einer Minderdurchblutung besonders im Strombereich der A. coronaria
dextra fuhrt (Abb. 1) [6, 13, 143].
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Abb. 1: Bildliche Darstellung der hamodynamischen Veranderungen im
Lungen- und Systemkreislauf unter den Bedingungen einer akuten
Lungenembolie.

A.1.2.3. Mediatorbeteiligung

Je nach Grad der Lungenembolie fihrt die physikalische Verlegung der
Lungenstrombahn durch den Embolus wahrend einer akuten
Lungenembolie zu einer pulmonalarteriellen Drucksteigerung, die nur zum
Teil durch die Verminderung des Gesamtgefaliquerschnittes erklart
werden kann. Verschiedene Studien konnten zeigen, dal unterschiedliche
Mediatoren und Mediatorgruppen an der Entstehung der pathologischen

Zustande der Lunge, wie der pulmonalarteriellen Drucksteigerung, der
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Erhohung des Atemwegswiderstandes und der Kapillarpermeabilitat
beteiligt sind.

Zu diesen in der Vergangenheit diskutierten Mediatorgruppen gehéren die
Arachidonsauremetabolite und der Plattchen-aktivierende Faktor (PAF) als
Vertreter der Lipidmediatoren sowie auch andere Botenstoffe wie die
biogenen Amine Histamin und Serotonin [13, 42].

Neben diesen Mediatoren geben verschiedene innerhalb der letzten Jahre
veroffentlichte Studien auch Hinweise auf eine Beteiligung des 1982 von
Yanagisawa entdeckten vasoaktiven Peptidhormons Endothelin (ET)
[162].

Im Folgenden werden die oben angesprochenen Mediatoren hinsichtlich
ihrer Synthese, ihrer Elimination sowie ihrer biologischen Wirkungen

dargestellt.

A.2. Lipidmediatoren: Eicosanoide

Lipidmediatoren spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation
biologischer Vorgange in den unterschiedlichsten Systemen des
menschlichen und tierischen Organismus.

Unter den Lipidmediatoren nehmen die Oxydationsprodukte der
Arachidonsaure, die Eicosanoide, eine wichtige Stellung ein.
Ausgangspunkt ihrer Synthese ist die Arachidonsaure, eine mehrfach

ungesattigte Fettsaure, die durch Katalyse des Enzyms Phospholipase Ao

aus Membranphospholipiden wie zum Beispiel dem Phosphatidylinositol
abgespalten werden kann [97].

Charakteristisch fur die Arachidonsauremetabolite sind deren vorwiegend
lokale Wirksamkeit. Grund hierfur sind die kurzen Halbwertszeiten, die die

biologisch aktiven Metaboliten der Arachidonsaure aufweisen (Bsp.: TXA2

ca. 30 s, Prostacyclin in wassrigem Milieu ungefahr 2-3 min). Sie werden
rasch enzymatisch abgebaut bzw. zerfallen nichtenzymatisch in weniger
wirksame Produkte [5].

Eicosanoide sind auf der einen Seite wichtige Bestandteile bei der
physiologischen Regulation einer Vielzahl von biologischen Systemen
(z.B. Lunge, Leber, Blutzellen wie Thrombozyten, Makrophagen,
Mastzellen und Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten (PMN)), sind
aber auch haufig beteiligt, wenn Organfunktionen unter pathologischen
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Umstanden versagen. Dabei werden von den unterschiedlichen Zellarten
in Abhangigkeit von ihrem Funktionszustand und ihrer enzymatischen
Ausstattung Arachidonsauremetabolite gebildet, die unter Umstanden
auch gegensatzliche Wirkungen an den Zielorganen entfalten kénnen
[118]. Als Beispiel kann hier die vasodilatierende Wirkung von Prostacyclin

(PGl2) im Gegensatz zur vasokonstringierenden Wirkung des
Thromboxans (TXA2) genannt werden. Die von den Mediatoren

induzierten Effekte sind folglich oft als eine Uberlagerung der einzelnen
Wirkungen dieser Stoffe anzusehen [136].

Die Eicosanoide werden nicht aus intrazellularen Depots ausgeschuttet,
wie zum Beispiel bei Acetylcholin, sondern werden auf einen adaquaten
Stimulus hin neu gebildet und freigesetzt [21]. Solche Stimuli kbnnen zum
Beispiel Bakterientoxine, Produkte der klassischen Kaskadensysteme
oder freigesetzte Zytokine sein [89].

A.2.1. Der Cyclooxygenaseweg

Die Synthese der Metabolite der Arachidonsaure erfolgt Uber zwei grolde
Pfade. Die dabei gebildeten Stoffe werden in vier Gruppen eingeteilt,
namlich  Prostaglandine und Thromboxan, Leukotriene sowie
Hydroxyeicosatetraenoidsauren (HETE's).

Ein Syntheseweg erfolgt tiber die Cyclooxygenase. Dieses Enzym besteht
aus zwei Untereinheiten von jeweils 70 000 Dalton und katalysiert
membranstandig die Umwandlung der Arachidonsdure in die beiden
Endoperoxide PGG2 und PGH2 [166]. Ausgehend von diesen beiden
Intermediarprodukten entstehen in Abhangigkeit von der
Enzymausstattung der synthetisierenden Zellen verschiedene Mediatoren.
Wahrend in Thrombozyten vorwiegend TXAo synthetisiert wird, steht bei
GefalRendothelzellen Prostacyclin an erster Stelle. Im Nierenmark
uberwiegt hingegen PGE> [118].

A.2.2. Signaltransduktion

Durch die Bindung der Eicosanoide an spezifische Rezeptoren der
Zielzellen werden intrazellular die Konzentrationen von Second-

Messenger Molekulen wie cAMP und cGMP moduliert [21]. So fuhrt zum
Beispiel PGE2 bei vielen Zellarten zu einer Erhdhung des cAMP-Spiegels.
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Bei anderen Zellen wie den Thrombozyten wird die cAMP Bildung durch

PGlo induziert. Im Gegensatz dazu wird der cAMP-Spiegel in
Thrombozyten durch TXAo vermindert. Andere Mediatoren dieser Gruppe

steigern eher die Aktivitat der Guanylatcyclase [97].

A.2.3. Biologische Wirkungen der

Cyclooxygenaseprodukte

Der besseren Ubersicht wegen werden die sehr unterschiedlichen Effekte

der Cyclooxygenaseprodukte tabellarisch aufgefuhrt (Tab.1).

¢ fordert die Plattchenaggregation

Thromboxan A2 ¢  vasokonstriktorisch
(TXA2) ¢ bronchokonstriktorisch
¢ fordert die Mukussekretion
Prostaglandin Do ¢ Vasokonstriktion
(PGD2 ) ¢ Bronchokonstriktion
Prostaglandin Eo ¢ Osteoklasten aktivierend
(PGE>2) ¢ Dbeteiligt an der
Sollwertverstellung der
Korpertemperatur
(Fieberinduktion)

+ uteruskontrahierend

¢ Broncho- und Vasodilatation

+ Relaxation der
gastrointestinalen Muskulatur

Prostacyclin ¢ Bronchodilatation

(PGlg) ¢ Vasodilatation

PGFoq ¢ erhoht die
Kontraktionsbereitschaft des
Uterus

¢ Bronchokonstriktion
¢ steigert die Wirksamkeit von
Katecholaminen

Tabelle 1: Ubersicht (iber wichtige Mediatorwirkungen des
Cyclooxygenaseweges. Aus Koch, Thea: Pathomechanismen und

Mediatoren der systemisch inflammatorischen Reaktion (SIRS) und
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Maoglichkeiten zur therapeutischen Intervention. Habilitationsschrift,
Fakultat fur Klinische Medizin Mannheim, 1995.

A.2.4. Hemmung der Cyclooxygenase

Eine Hemmung der Synthese von Prostaglandinen und Thromboxan kann
mit nichtsteroidalen Antiphlogistika erreicht werden. Gemeinsam liegt der
Wirkung dieser Pharmakagruppe eine Verminderung der
Cyclooxygenaseaktivitat ~ zugrunde, die  einzelnen Substanzen
unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihres molekularen
Wirkmechanismus.

Das von uns in der vorliegenden Studie verwendete Diclofenac

(Voltaren®) entfaltet seine Wirkung durch kompetitive Hemmung der
Cyclooxygenase, wahrend Pharmaka wie die Acetylsalicylsaure die
Aminosaure Serin im aktiven Zentrum des Enzyms acetylieren und die
Cyclooxygenase dadurch irreversibel inaktivieren [166].

A.2.5. Abbau der Cyclooxygenaseprodukte

Wahrend die Prostanoide zunachst tber eine PG-15-OH Dehydrogenase
und PG-13-Reduktasen zu Stoffen mit nur noch sehr geringflgiger
biologischer Aktivitat umgebaut und im Anschlul® daran Uber die a— und B-
Oxydation des Fettstoffwechsels weiter abgebaut werden, hydrolysieren

Prostazyklin (PGlo) und Thromboxan nichtenzymatisch zu stabilen aber

inaktiven Produkten, namlich 6-keto-PGF 1, und Thromboxan B2 [89].

A.2.6. Der Lipoxygenaseweg

Die  Metabolisierung von  Arachidonsaure durch verschiedene
Lipoxygenasen stellt den initialen Schritt eines weiteren Pfades der
Eicosanoidmediatorsynthese dar.

Uber diesen Pfad entstehen drei Stoffgruppen: die Cysteinyl-Leukotriene,

die Hydroxy-Eicosatetraenoidsauren (HETEs) sowie Leukotrien B4 [89].

Alle drei genannten Substanzklassen entstehen dabei Uber ein instabiles
Zwischenprodukt, die 5-Hydroxyperoxieicosatetraensaure (5-HPETA).
Dieses direkte Reaktionsprodukt der Lipoxygenasen wird einerseits durch
Hydroperoxidasen schnell in die entsprechenden Monohydroxy-

Fettsauren, die oben genannte Substanzklasse der Hydroxy-
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Eicosatetraenoidsauren (HETEs), umgewandelt. Andererseits stellt ein
weiteres wichtiges Umwandlungsprodukt aus 5-HPETA, das Leukotrien

A4, den Ausgangspunkt der Cysteinyl-Leukotrien- und  Leukotrien By
Synthese dar [97].

Cysteinylleukotriensynthese: Durch Anlagerung von Glutathion an

Leukotrien A4 (Glutathion-S-Transferase) entsteht so zunachst das
Leukotrien C4 (LTC4), aus dem durch schrittweise Abspaltung von
Glutamat und Glycin die Leukotriene D4 und E4 (LTDg4, LTE4 ) entstehen
[97].

Leukotrien B4 hingegen wird aus LTA4 durch eine Epoxyhydrolase
synthetisiert [51, 67, 97].

Syntheseorte: Die verschiedenen Lipoxygenaseprodukte werden in
unterschiedlichen Zellarten in Abhangigkeit von den dort vorhandenen
Enzymmustern produziert. Wahrend aufgrund der hohen Konzentration
des glutathionubertragenden Enzyms Glutathion-S-Transferase in diesen

Zellen die Cysteinylleukotriene (LTCy4, LTDy4, LTE4) z.B. vorwiegend in

Eosinophilen Granulozyten und Mastzellen gebildet werden [165, 171],
wird Leukotrien B4 z.B. bevorzugt in Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten gebildet [51, 67].

Biologische Wirkungen: 1938 machten Feldberg und Kellaway die
Entdeckung, dall bei mit Cobragift behandelten Lungen Substanzen
gebildet werden, die in der Lage sind, eine Kontraktion glatter Muskulatur
hervorzurufen. Bei diesen als "slow reacting substance of anaphylaxis"
bezeichneten Stoffen handelt es sich um die schwefelhaltigen Leukotriene

Cy4, Dy, E4, sowie zu einem geringeren Teil um LTA4 [97].

Eine Rolle spielen die Cysteinylleukotriene z.B. in der Pathogenese IgE-
vermittelter Uberempfindlichkeitsreaktionen, wie dem Asthma Bronchiale,
wo sie neben anderen Mediatoren, wie z.B. Histamin, einen
Bronchospasmus hervorrufen.

Auch bei der Odementstehung durch inflammatorische Prozesse haben
die Cysteinylleukotriene eine Bedeutung. Dabei wurden zwei

Mechanismen diskutiert: Durch postkapillare Vasokonstriktion kann es
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durch den erhohten intrakapillaren Druck am vendsen Ende der Kapillaren
zu einer Gleichgewichtsverschiebung zwischen Filtration und Resorption
und damit zur Odembildung kommen [28, 36, 78]. Andere
Untersuchungen geben jedoch auch Hinweise darauf, dal} diese
Leukotriengruppe in der Lage ist, auch direkt die Gefallpermeabilitat zu
steigern und damit zu vermehrtem FlUssigkeitsausstrom und Austritt von
kolloidosmotisch wirksamen Proteinen zu fuhren [30].

Auch Leukotrien B4 spielt eine wichtige Rolle bei inflammatorischen

Prozessen. Neben seinen chemotaktischen Eigenschaften auf Leukozyten
ubernimmt es Steuerungsaufgaben bei der Ausloésung des "Oxygenic
Burst" neutrophiler Granulozyten und ist bei der Mediierung der
Leukozyten-Endothel-Interaktionen beteiligt [89].

Die Hydroxy-Eicosatetraenoidsguren (HETEs) haben neben ihrer
chemotaktischen Wirkung auf Granulozyten [102] modulierende Einflusse
auf die Cyclooxygenase, die Lipoxygenasen sowie Phospholipasen [158,
159].

A.3. Peptidhormone: Endotheline

A.3.1. Struktur und Aufbau

1988 isolierten Yanagisawa et al. [170] ein Peptid aus

Endothelzellkulturen der Schweineaorta mit stark vasokonstriktorischen
Eigenschaften, das Endothelin-1 (ET-1) genannt wurde.

Weitere Untersuchungen zeigten, dald ET-1 nur ein Mitglied einer Familie
gleichartig aufgebauter vasoaktiver Peptidhormone ist, zu der neben dem
bereits erwahnten ET-1 auch die heute bekannten Endotheline 2 und 3
(ET-2, ET-3) gehoren.

Alle drei Peptide bestehen aus 21 AS, verfugen uber ein hydrophobes C-
terminales Ende sowie Uber zwei Disulfidbriicken zwischen den Positionen
1-15 und 3-11. Ihre Primarstruktur unterscheidet sich bei ET-2 nur in zwei,

bei ET-3 nur in finf Aminosauren von der des ET-1 [110].
A.3.2. Synthese

Bei der Synthese von ET-1 wird als primares Translationsprodukt in den
jeweiligen Zellen zunachst praeproET-1 gebildet, ein Protein, das im
menschlichen Organismus aus 212 AS besteht. Durch intrazellulare

Spaltung entsteht aus praeproET-1 ein 38 AS langes Intermediarprodukt,
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big ET-1. Vermittelt durch das ET-1 Converting Enzyme (ECE), das die

Lésung der Saureamidbindung zwischen Trp271 und Val22 katalysiert, wird
der Umbau zu ET-1 schlief3lich vollendet [46].

A.3.3. Die Endothelin Converting Enzyme

Das zunachst entdeckte Endothelin Converting Enzyme 1 (ECE-1), ein
Protein mit einer Lange von 758 AS (Mensch) und einer hohen
Sequenzhomologie zu ECE von Ratten oder Rindern [139] hat seine
Genlokalisation auf dem langem Arm des Chromosoms 1 (1p36) [157].
Weitere Untersuchungen zeigten, da® neben dem ECE-1 noch weitere
ECE-Aktivitaten existieren. So konnte ein Enzym mit ECE-Aktivitat (ECE-
2) [44, 157] geklont werden, das sich in einigen charakteristischen
Punkten vom ECE-1 unterscheidet: Wahrend ECE-1 sein pH-Optimum im
neutralen Bereich hat, ist das ECE-2 bei pH 7 praktisch inaktiv und hat
sein pH-Optimum bei pH 5,5 [44]. Auch bei der Lokalisation der Enzyme
auf zellularer Ebene bestehen Unterschiede. So befindet sich das ECE-1
membranstandig an der Zelloberflache [44, 103, 153], wahrend das ECE-2
ein intrazellular im Bereich des Golgi-Apparates gelegenes Enzym ist [44,
137, 153].

Sowohl ECE-1 als auch ECE-2 sind hemmbar durch Phosphoramidon,
wobei ECE-2 durch diesen Antagonisten um den Faktor 250 starker in
seiner Aktivitat gehemmt wird als ECE-1 [44]. Weder ECE-1- noch ECE-2
kénnen durch Thiorphan oder Captopril inhibiert werden. ECE-2 ist in
seiner AS-Sequenz zu 59% mit ECE-1 identisch [44]. Diese
Sequenzahnlichkeit der beiden Enzyme und ihre Verwandtschaft mit der
Neutralen Endopeptidase 24.11 sowie dem menschlichen Kell-
Blutgruppenprotein (basierend auf  cDNA-Ahnlichkeiten sowie
phylogentischen Studien) flhrte dazu, dal® einige Autoren diese Enzyme
in eine neue Subklasse der Metalloproteinasen einordnen [44, 157].
Zusatzlich entstehen bei der Synthese des ECE-1, wahrscheinlich durch
alternatives Splicing, zwei, nach neueren Untersuchungen sogar drei
verschiedene Unterformen (ECE-1,, ECE-1p, ECE-1.), die sich in ihrer N-
terminalen AS-Sequenz voneinander unterscheiden [137]. Diese
Sequenzunterschiede haben aber keinen Einflud auf die spezifischen

Enzymaktivitaten oder die Substratspezifitat der beiden Enzyme [140].
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Unterschiede der ECE bezlglich der Affinitdt zu den Mitgliedern der
Familie der Endotheline (ET-1, ET-2, ET-3) sind Gegenstand der
Diskussion [11, 44].

A.3.4. Abbau und Elimination

Die Elimination von ET aus der Blutbahn geschient Uber mehrere
Mechanismen. Versuche mit Jod-125 markierten, intravends gegebenen
ET-1 im Ganztierversuch zeigten eine signifikante Anreicherung der
Tracersubstanz v.a. in den Lungen, Nieren und der Leber der
Versuchstiere, die durch Bindung des Peptidhormones v.a. an ETg-
Rezeptoren zustande kommt. Dieser Vorgang ist durch den selektiven
ETs-Rezeptorantagonisten BQ788 inhibierbar [37, 52, 54].

Weitere Hinweise, dal} die Lunge ein wichtiges Organ bei der Elimination
von ET darstellt, finden sich durch Versuche an menschlichen Lungen, bei
denen uber einen Rechtsherzkatheter freiwilligen Versuchspersonen
niedrige Dosen von ET appliziert wurden. Auch hier zeigte sich eine hohe
Clearance fur ET-1 [161].

Neben dieser Rezeptorbindung sind fur die Elimination und den Abbau
von ET membranstandige Enzyme wie das ECE [103], die Neutrale
Endopeptidase 24.11 (EC 3.4.24.11) [1, 115] sowie Enkephalinasen
glatter Gefalmuskelzellen [40] verantwortlich.

Daruberhinaus sind auch aus aktivierten PMN in das Blut freigesetzte
Enzyme wie Kathepsin G und Elastasen zum Abbau von ET in der Lage
[45, 121].

A.3.5. ET-Rezeptoren

Die Endotheline entfalten ihre Wirkungen an den einzelnen Organen durch
die Bindung an spezifische Rezeptoren.

Durch die unterschiedliche Affinitat der Rezeptoren zu den einzelnen
Peptidhormonen aus der Familie der Endotheline sind heute zwei
Endothelinrezeptortypen, der ETa- und ETg-Rezeptor, bekannt, deren
DNA-Sequenz im Versuch bereits isoliert, vervielfaltigt und nach
intrazellularer Einschleusung exprimiert werden konnte [7, 131].

Der Endothelina-Rezeptor weist eine hohe Affinitat zu ET-1 und ET-2 auf,

bindet ET-3 aber nur in weit geringerem Malle.
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Der Endotheling-Rezeptor mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa [32]
weist eine annahernd gleiche Affinitat zu allen drei Isopeptiden der
Endotheline auf [131]. Dies basiert auf der Tatsache, dal} fur diesen
Rezeptor die Bindung der N-Termini der Isopeptide signalauslésend wirkt,
die bei ET-1, 2 und 3 identisch sind [110].

Strukturell handelt es sich um einen an G-Protein gekoppelten
Rezeptor, dessen Sekundarstruktur siebenfach die Zellmembran
durchschneidet und einen extrazytoplasmatischen N- sowie einen in der
Zelle gelegenen C-Terminus besitzt [7]. Die Bereiche des Rezeptors,
die eine Rolle bei der Ligandenbindung spielen, konnten genauso
identifiziert werden wie der Ort, der fur die Signaltransduktion
verantwortlich ist [32].

A.3.6. Signaltransduktion

Uber die Signaltransduktionswege auf zelluldrer Ebene konnte fiir die ETa-
und ETg-Rezeptoren bereits in gewissem Umfang Klarheit gewonnen
werden.

Bei der Bindung an die zellmembranstandigen ET-Rezeptoren wird ein
aus drei Untereinheiten zusammengesetztes G-Protein aktiviert. Das G-
Protein wiederum aktiviert verschiedene Enzyme und transmembrandse
Kanale. Darunter fallen nach heutiger Datenlage die Phospholipase A;, C
und D, die Adenylat/Guanylatcyclase sowie Na'/H'-Austauscherkanéle
und Ca®*-Kanale [32)].

Auf die Aktivierung der Adenylatcyclase und der Guanylatcyclase hin
werden die second messenger Molekile cAMP bzw. cGMP gebildet.
Diese aktivieren verschiedene Proteinkinasen (z.B. Proteinkinase A und
G), die uber weitere Prozesse z.B. eine Kontraktion der glatten
Gefalmuskulatur hervorrufen kénnen [32].

Die Aktivierung der Phospholipase C fuhrt GUber den second messenger
Inositoltriphosphat (IP3) zu einer gesteigerten Aktivitat z.B. der
endothelialen NO-Synthase, was NO-mediiert eine Relaxation der
Gefaldmuskulatur zur Folge haben kann.

Durch die Phospholipase A, greift die ET-Rezeptoraktivierung auch in den

Eicosanoidstoffwechsel ein. Hier speist die entstehende Arachidonsaure
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sowohl den Lipoxygenase- als auch den Cyclooxygenaseweg mit folglich
gesteigerter Synthese z.B. von Leukotrienen, PGE;, TXA,[32].
Prinzipiell unterscheidet Douglas [33] hinsichtlich der Auswirkungen der
Signaltransduktion zwei Wege: Die akuten biologischen Effekte (z.B.
Vasokonstriktion, Bronchokonstriktion) werden bei der Bindung von ET an
seine Rezeptoren uber die Aktivierung der vorgenannten second
messenger Systeme initiiert.
Neben diesem Weg werden nach Douglas langerfristige Veranderungen
der zellularen Proliferation und Differenzierung, wie beispielsweise die
Hypertrophie glatter Muskelzellen, Uber eine komplizierte Kaskade der
Interaktion mit dem Zellkern vermittelt [33].
A.3.6.1. Rezeptorsubtypen
Die ET-Rezeptoren werden bisher in zwei Hauptklassen, die ETa- und die
ETg-Rezeptoren eingeteilt. Auch die Nomenklaturkonferenz der IUPHAR
2002 kam zu dem Schlul3, dal3 anhand der bisher bekannten Agonisten
und Antagonisten der Rezeptoren und vor dem Hintergrund der Genloci
der Rezeptoren bisher kein Hinweis auf verschiedene Rezeptoruntertypen
wie z.B. den zunachst postulierten ETgs- oder ETg,-Rezeptoren besteht
[29].
A.3.7. Endothelin in der Physiologie und
Pathophysiologie der Lunge

Zahlreiche Studien der letzten Jahre zeigen ein breites Spektrum
biologischer Wirkungen der ET u.a. auch in der Lunge. Auch bei
verschiedenen Erkrankungen der Lunge gibt es Hinweise auf deren
Beteiligung. Gleichwohl konnte der Nachweis, da® Endotheline einen
malfgeblichen Anteil an der Pathogenese dieser Erkrankungen haben,
bislang nicht erbracht werden.

Obwonhl z.B. bei Patienten mit ARDS [34, 92] ein erhohter ET Spiegel im
Vergleich zu gesunden Probanden aufgezeigt werden konnte, ist die
Gewichtung des ET-Effekts bei der Krankheitsentstehung in Relation zu
anderen, evtl. Ubergeordneten Mediatorsystemen, noch unklar.

Im Folgenden werden die Wirkungen der Endotheline in den

verschiedenen Bereichen der Lunge dargestelit.
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A.3.7.1. Effekte in der pulmonalen Strombahn

Der Effekt, den Endothelin auf die pulmonale Strombahn hat, ist und war
Grundlage vieler Untersuchungen der letzten Jahre. Letztlich herrscht
heute nur beschrankter wissenschaftlicher Konsens beziglich dieses
Punktes. Nachfolgend wird versucht, anhand unterschiedlicher
Untersuchungsmethoden die Wirkungen aufzuzeigen, die ET in der
Lungenstrombahn hat.

Im Hinblick auf den Effekt, den Endothelin auf den Tonus von
Lungengefallen hat, zeigte  sich, dald  dieser einerseits
konzentrationsabhangig ist, andererseits aber auch von der
vorbestehenden Wandspannung des jeweiligen Gefalles abhangt.
Wahrend z.B. bei nicht prakontrahierten LungengefaRen ET-1 als potenter
Vasokonstriktor fungiert, fuhrt es in niedriger Dosierung bei schon
vorkontrahierten Gefalten zur Vasodilatation [16, 25, 27, 70, 95].

ET-A und ET-B rezeptorvermittelte Wirkung in unterschiedlichen
Abschnitten der Lungenstrombahn

Die vasoaktiven Wirkungen von Endothelinen werden, wie in anderen
Geweben, auch in der Lunge Uber spezifische Rezeptoren vermittelt.
Dabei spricht vieles daflr, dafd in Abhangigkeit von Abschnitt und Kaliber
der PulmonalgefalRe ETa- und ETg-Rezeptoren bei der Vermittlung dieser
Effekte eine unterschiedlich grof3e Rolle spielen.

Methodisch wurden bisher hierzu v.a. funktionelle Untersuchungen an
isolierten Gefallabschnitten und die Autoradiographie angewandt. Die
Studien am Modell der isolierten und perfundierten Lungen spiegeln
hingegen eher einen summatorischen Effekt auf den pulmonalen

Widerstand mit Betonung der arteriolaren Widerstandsgefalie wider.

Untersuchungen an isolierten Gefél3abschnitten/Autoradiographie:

In den grolden, proximal vom Herzen gelegenen Arterien zeigen
autoradiographische Studien ein deutliches Uberwiegen der ETa-
gegeniiber den ETg-Rezeptoren [54]. In Ubereinstimmung hierzu ergeben
funktionelle in-vitro Untersuchungen an denselben Gefallabschnitten, dal}

die beobachtete Vasokonstriktion durch ET-1 hauptsachlich Uber ETa-
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Rezeptoren vermittelt wird und den ETg-Rezeptoren nur eine geringe
vasokonstriktorische Potenz zukommt [20, 72, 74, 100, 147].
Im Gegensatz dazu zeigt sich an den pulmonalen Gefalden geringeren
Durchmessers neben den ETa- auch eine Beteiligung der ETg-Rezeptoren
an der Vermittlung der Vasokonstriktion [15, 100, 104, 105].

Untersuchungen am Modell der isolierten und perfundierten Lunge:
Korrespondierend zu den oben erwahnten Ergebnissen, dal® ET in
Abhangigkeit von der Vorspannung der GefaBwand und der
Applikationskonzentration dieses Hormones zur Vasodilatation oder -
konstriktion fuhren kann, zeigt sich in diesem Versuchsmodell, daf®
Perfusatkonzentrationen von ET im nanomolaren Bereich bei vorher nicht
gesteigertem Gefalltonus zur Erhdhung des pulmonalarteriellen Druckes
(PAP) fihren [8, 15, 18, 19, 62, 132, 155, 156].

Ein PAP-senkender Effekt durch ET-Applikation zeigt sich bei zuvor
erhdhtem Gefaldtonus und niedriger ET Konzentration [27, 41, 125].

Die Datenlage bezuglich der Frage, welche ET-Rezeptorsubtypen fur den
Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes im Modell der isolierten und
perfundierten Kaninchenlunge unter ET-Stimulation verantwortlich sind,
stellt sich bisher noch uneinheitlich dar:

Versuche unserer Arbeitsgruppe an isolieten und perfundierten
Kaninchenlungen zeigen, dal eine systemische ET-Applikation zu einem
biphasischen Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes (PAP) fuhrt. Dabei
kann der Effekt der ET-1 Applikation auf den PAP durch den spezifischen
ETa-Rezeptorantagonisten BQ123 vollstdndig gehemmt werden. Somit
stellt sich die ET-1-induzierte Druckreaktion in der Kaninchenlunge
uberwiegend ETA vermittelt dar [18,19]. Auch Studien anderer
Arbeitsgruppen, die an Kaninchen- und Rattenlungen durchgefuhrt
wurden, untermauern diese Ergebnisse [8, 15, 91].

Gleichwohl muf} erwahnt werden, dald Ergebnisse anderer Gruppen
hinsichtlich dieser Fragestellung dem ETg-Rezeptor neben dem ETx-
Rezeptor als Vermittler der Drucksteigerung in der pulmonalarteriellen

Strombahn eine unterschiedlich gro3e Rolle zuweisen [62, 132, 155, 156].
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dall Endotheline an den
pulmonalen Gefallen sowohl vasokonstriktorisch als auch dilatatorisch
wirken konnen. Dies ist einerseits ein konzentrationsabhangiger Effekt,
andererseits spielt die Vorspannung der Gefallwand und damit evtl. auch
die Interaktion mit anderen Mediatorsystemen der Lunge eine Rolle.

Es zeigt sich, dal® in Abhangigkeit vom GefalRabschnitt und Durchmesser
das Verhaltnis von ETa- zu ETg-Rezeptoren variiert und vasoaktive Effekte
an diesen Orten von unterschiedlichen Rezeptorpopulationen vermittelt
werden. Welche Rezeptoren an welchen Orten jedoch die Effekte
vermitteln, kann anhand der Datenlage fir alle Spezies zur Zeit noch nicht

klar abgegrenzt werden.
A.3.7.2. Effekt auf die Atemwege

Ahnlich wie in der pulmonalen Strombahn haben die Endotheline in den
Atemwegen die Fahigkeit, den Bronchotonus und damit den
Atemwegswiderstand zu beeinflussen. In niedrigen Dosierungen und bei
bereits erhohtem Atemwegstonus flihren Endotheline bei verschiedenen
Spezies zur Bronchodilatation, bzw. zu einem biphasischen Verlauf mit
initialer Dilatation und anschlie3ender Konstriktion [9, 47, 64, 168]. In
hdéheren Dosierungen und bei basalem Bronchotonus fuhrt die ET-Gabe
zur Bronchokonstriktion [2, 61, 64, 72, 73, 74, 76, 107, 108, 130, 152].
Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufes zeigte sich bei in vivo Studien ein
Wirkmaximum der Bronchokonstriktion nach 1-2 min. 15 min nach ET-
Gabe war dieser Effekt nicht mehr nachweisbar [39, 101, 111, 122].

Beim Menschen zeigte sich ein deutliches Uberwiegen der durch den ETg-
Rezeptorsubtyp vermittelten  Bronchokonstriktion [61, 73]. Eine
abschliellende, fur alle Spezies gultige Aussage daruber, welcher
Rezeptorsubtyp den ET-Stimulus im Bronchialsystem vermittelt, ist bisher

aber noch nicht mdglich und bedarf weiterer Untersuchungen.
A.3.7.3. Pathogenetische Beteiligung der Endotheline

bei verschiedenen Erkrankungen
Wie bereits dargestellt, haben die Endotheline einen EinfluR auf
physiologische Parameter der Lunge und anderer Organe. Aufgrund
dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, ob Endotheline auch mafgeblich

an der Pathogenese verschiedener Krankheitsbilder beteiligt sind.
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Hinsichtlich des "Adult Respiratory Distress Syndrome" ARDS, einer
haufigen Komplikation bei Intensivpatienten nach Trauma, Sepsis oder
grolderen operativen Eingriffen, konnte in zwei Studien [34, 92] ein
erhohter Plasmaspiegel von ET-1 im Vergleich zu gesunden Probanden
nachgewiesen werden. Dabei kann allerdings der erhdhte ET-Spiegel
sowohl durch eine erhdhte Synthese als auch eine verminderte pulmonale
Clearance bedingt sein [37, 38, 161]. Weitere Studien weisen erhdhte ET-
Spiegel bei pulmonaler Hypoxie [141] sowie bei Adeno- und
Plattenepithelzellkarzinomen [60] der Lunge nach.

Auch bei luftinduzierten Lungenembolien konnte von Wang [162] eine
signifikante Erhohung des ET-Spiegels nach Embolisation beobachtet
werden.

Neben den oben genannten Erkrankungen der Lunge gibt es auch fur den
Formenkreis der Systemisch Inflammatorischen Reaktionen und der
Sepsis Hinweise auf eine Beteiligung von ET [46, 164].

In Untersuchungen zur Pathogenese der Koronarischamie verdichten sich
die Hinweise auf eine nicht unerhebliche Beteiligung der Endothelin-
Peptide. Erhohte ET-Spiegel konnten dabei sowohl im Plasma nach
Myokardinfarkt als auch experimentell aus distal von ligierten
Koronararterien entnommenen Proben nachgewiesen werden [11, 163].
Die hohe ET-Rezeptordichte in den Koronararterien gibt dabei weitere
Hinweise auf einen bedeutsamen ET-Effekt an diesem Ort [7, 74].
Ergebnisse experimenteller Studien konnten zeigen, dal® ET-1 in der Lage
ist, die koronare Durchblutung um 90% zu drosseln [90]. Bei Kaninchen
konnte die Ausdehnung experimentell induzierter Herzinfarkte durch ET-
Antagonisierung sogar um 40% reduziert werden [63].

Trotz der Hinweise auf die Beteiligung von ET an verschiedenen
Erkrankungen bedarf es weiterer Studien, um die letztliche Gewichtung
dieser Beteiligung v.a. im Vergleich mit anderen Mediatorsystemen

ausreichend darzustellen.
AAd. Der Plattchen-aktivierende Faktor (PAF)

Erstmalig beschrieben wurde der Platichen-aktivierende Faktor 1972 von

Benveniste, Henson und Cochrane [12] als eine Substanz mit
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ausgepragter plattchenaggregierender Wirkung, die von durch IgE
stimulierten basophilen Granulozyten freigesetzt wird.

Zwischenzeitlich konnte die chemische Struktur dieses Mediators
vollstandig aufgeklart [68] und eine Vielzahl seiner biologischen
Wirkungen aufgezeigt werden. Gut untersucht ist z.B. seine Rolle als
Mediator inflammatorischer oder thrombotischer Prozesse.

Viele der bisher dargestellten Mechanismen bei der Wirkung von PAF sind
parakriner und juxtakriner Natur, d.h. PAF wird an der Oberflache von
entsprechend getriggerten Zellen prasentiert und interagiert mit anderen
Zellen durch Bindung an spezifische PAF-Rezeptoren auf deren
Oberflache. Unabhangig davon existieren aber auch endokrine Pfade der
Signalweitergabe durch PAF, bei denen PAF uber den Blutweg zu
Effektorzellen gelangt, die Uber die spezifischen PAF Rezeptoren verfligen
[128].

A.41. Syntheseweg

Der PAF wird intrazellular in vielen Zellarten des Korpers synthetisiert.
Dazu gehoren neben Zellen des Blutes und des RHS wie Thrombozyten,
Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen auch die Endothelzellen der
BlutgefalRe [114, 127, 167].

Die PAF-Synthese wird wie bei der Synthese der Eicosanoide durch einen
Anstieg der zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration getriggert. Dabei wird
das Ausgangssubstrat der PAF-Synthese, ein Membranphospholipid der
Klasse 1-Alkyl-2-Acyl-Phosphorylcholin, vermittelt ~ durch eine
membranstandige Phospholipase A,, an der C,-Position hydrolysiert.
Hierdurch entsteht zum einen Lyso-PAF als Intermediarprodukt der PAF-
Synthese, zum anderen aber auch Arachidonsaure, die, wie oben
beschrieben, ein Ausgangsprodukt der Eicosanoidsynthese darstellt.
Somit kann durch diese Eingangsreaktion der Syntheseapparat zweier
Mediatorsysteme gespeist werden.

Der zweite Schritt der PAF-Synthese wird durch eine ebenfalls
membranstandige Acetyltransferase katalysiert. Unter Regulation durch
die Proteinkinase C wird ebenfalls Ca?*-getriggert ein Acetylrest auf die

freigewordene C,-Position transferiert. Es entsteht PAF, der dann in
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unterschiedlichem Ausmal® auf intrazellulare und extrazellulare
Kompartimente verteilt wird [109].

Neben dem hier dargestellten Syntheseweg des PAF existieren noch
weitere dem PAF ahnliche Substanzen, die durch oxidative
Stoffwechselprozesse aus Phospolipiden z.B. der Zellmembran
entstehen und durch bestimmte Strukurelemente als Liganden des
PAF-Rezeptors [128, 138] mit intrinsischer Aktivitat aber auch durch
andere Rezeptoren biologische Wirkungen entfalten konnen. Im
Unterschied zur Synthese des PAF mit einer Regulation auf
verschiedenen Ebenen entstehen diese PAF-ahnlichen Substanzen

jedoch durch ungeregelte chemische Reaktionen [106, 128].
A.4.2. Abbau

Der Abbau von PAF erfolgt in unterschiedlichen Zellen des Organismus
wie Thrombozyten, Granulozyten, Makrophagen und Endothelzellen.
Dabei wird der Mediator im Sinne einer Rekonversion uber PAF-
Acetylhydrolasen zu seinen Ausgangsprodukten abgebaut. Die PAF-
Acetylhydrolasen sind sehr substratspezifisch und katalysieren den Abbau
von PAF Ca?-unabhidngig. Dadurch werden Phospholipide der
Zellmembranen davor geschitzt, durch diese Enzyme abgebaut zu

werden [71].
A.4.3. PAF-Rezeptoren

Der PAF vermittelt seine biologischen Wirkungen Uber spezifische G-
Protein gekoppelte Rezeptoren, die auf einer Vielzahl von Zellen
nachgewiesen werden konnten. Zu diesen Zellen gehdren neben
Thrombozyten, Granulozyten und Endothelzellen auch glatte
GefalRmuskelzellen sowie Zellen des renalen juxtaglomerularen Apparates
[109]. Auch eine Sequenzanalyse und Klonierung des Rezeptors konnte
zwischenzeitlich durchgefuhrt werden [77].

Das Gen des PAF Rezeptors konnte auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 1 (1p35-p34.4) lokalisiert werden, das menschliche PAF
Rezeptorgen codiert flr 342 Aminosauren [128, 142].

Die Aktivierung des PAF Rezeptors fuhrt einerseits zu einem Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration, andererseits aber auch zu einem

erhdhten Phosphatidylinositol Stoffwechsel [4]. Durch Untersuchungen an
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unterschiedlich genetisch veranderten Rezeptoren konnte die Region auf
dem Rezeptor eingegrenzt werden, die mit PAF interagiert [86]. Nach
seiner Aktivierung wird der Rezeptor zunachst desensibilisiert. Dieser
Vorgang scheint abhangig von der Proteinkinase C zu sein, die ihrerseits
durch PAF aktiviert wird. Somit kommt es hier offensichtlich zu einem
negativen Feedbackmechanismus, der das Ansprechen des Rezeptors auf
PAF reguliert [4].

A.4.4. Biologische Wirkungen

Der PAF beeinflul3t neben der von Benveniste, Henson und Cochrane [12]
entdeckten ausgepragt plattchenaggregierenden Wirkung v.a. den
Metabolismus und Funktionszustand verschiedener inflammatorisch
aktiver Zellen. Zu diesen Zellen gehoren neben dem Monozyten-
/Makrophagensystem auch Eosinophile und Neutrophile Granulozyten
sowie vaskulare Endothelzellen.

PAF ist in der Lage, teils direkt, teils auch indirekt durch Eicosanoide den
Vasotonus und die GefalRpermeabilitat zu beeinflussen [17, 169].
Inflammatorisch  aktive Zellen werden neben einer endokrinen
Wirkkomponente von PAF mit geringer Halbwertszeit (rasche Degradation
durch die PAF-Acetylhydrolase) hauptsachlich auf parakrinem und
juxtakrinem Wege beeinflusst [128]. Damit es zu dieser juxtakrinen
Aktivierung kommen kann, binden z.B. Polymorphkernige Neutrophile
Granulozyten (PMN) an gleichzeitig mit PAF auf der Oberflache von
Endothelzellen prasentierte Adhasionproteine wie dem P-Selectin. Die
Adhasion der PMN ermoglicht die raumliche Nahe, damit PAF, der als
Antwort auf inflammatorische Stimulation z.B. auf der
Endothelzelloberflache prasentiert wird, an den PAF-Rezeptor auf der
Oberflache der PMN binden kann [98]. Durch die PAF-
Rezeptoraktivierung getriggert andern diese Zellen ihren
Funktionszustand z.B. mit einem Effekt auf die Produktion und
Freisetzung von Sauerstoffradikalen und proteolytischen Enzymen [26,
146] sowie der Leukozytenmigration und —adhasion [128].

Ebenfalls auf der Ebene der vaskularen Endothelzellen greift der PAF

Uber eine Interaktion mit dem Arachidonsauremetabolismus in den
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Stoffwechsel der Zellen ein und fuhrt so tGber zellulare Kontraktionen und
Konformationsanderung des Zytoskeletts zu Permeabilitatsstorungen [69].

Eine Zusammenfassung der zellularen Wirkungen des PAF zeigt Tab. 2:

Thrombozyten Eosinophile Granulozyten

- Degranulation - Chemotaxis

- Aggregation - Produktion von Leukotrienen
- Ca“’-Aufnahme - Produktion von O,-Radikalen
- Thromboxan-Synthese

- Bindung von Fibrinogen Vaskulare Endothelzellen

- Phosphatidylinositol-Bildung - Konformationsanderungen
- Kontraktion

Monozyten/Makrophagen - Aufnahme von Ca**
- Chemotaxis - Adhaesion von neutrophilen
- Aggregation Granulozyten
- Bildung von O,-Radikalen - Freisetzung Plasminogen
- Zelldifferenzierung aktivierender Substanzen
- Ca®*-Aufnahme - Bildung von Phosphatidylinositol
- K*-Ausstrom - Inhibition der Prostaglandin und
- Prostaglandin und Thromb- Thromboxansynthese

oxansynthese

Glatte GefaBRmuskelzellen

Neutrophile Granulozyten - Prostaglandin-Synthese
- Chemotaxis - Ca®*-Ausstrom
- Aggregation - Gesteigerte Phosphatidylinositol-
- Verstarkte Zelladhaesion Bildung
- Freisetzung lysosomaler

Enzyme
- Synthese von Leukotrienen T-Lymphozyten
- Produktion von HETE - Inhibition der Interleukin-2 Prod.
- Produktion von O,-Radikalen - Inhibition der Zellproliferation

- Ca**-Aufnahme
- Bildung von Phosphatidylinositol

Tabelle 2: Ubersicht tiber die wichtigsten Wirkungen von PAF auf
zellularer Ebene (Auszug aus McManus und Deavers [109]).

Die Wirkung von PAF auf die unterschiedlichen Organsysteme konnte
anhand von zahlreichen Studien an isolierten Organpraparaten sowie im
Ganztierversuch zumindest teilweise dargestellt werden. Nachgewiesene
Effekte von PAF zeigten sich dabei bisher neben dem respiratorischen
und kardiovaskularen System auch in Leber, Niere, Haut und
Gastrointestinaltrakt. Der Stoffwechsel wird ebenfalls von PAF beeinfluf3t.
Eine Ubersicht tber die wichtigsten biologischen Wirkungen gibt Tabelle
3.
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Kardiovaskulares System
- systemische Hypotension
- pulmonale Hypertension

- koronare Vasokonstriktion

Niere

- Hypoperfusion

- Reduktion der
Filtration

- Extravasation - Verminderung der
- Arrhythmien Na-Sekretion
- negative Inotropie Gastrointestinaltrakt
- Hdmokonzentration - Ischamien
- Ulcera
Respiratorisches System
- Bronchokonstriktion Stoffwechsel
- Odembildung - Hyperglykamie
- Abnahme der Compliance - Hypoinsulinamie
- Hypertriglyzeridamie
Blut - Hyperglykogenese
- Thrombozytenaggregation
- Aktivierung von Leukozyten = Haut
- Hyperfibrinolyse - Erythem
- Odembildung
Leber - Leukozyten-Infiltration
- Vasokonstriktion
- Glykogenolyse

- Erhdhung des Inositol-Umsatzes

Tabelle 3: Ubersicht tiber die wichtigsten biologischen Wirkungen von PAF

auf die verschiedenen Organsysteme [89].
A.5.

Bei den pathophysiologischen Reaktionen auf Lungenembolien durch Luft

Zielsetzunq

handelt es sich um Reaktionen, die multimodal bedingt sind. Zwar spielt
einerseits eine partielle Verlegung der Lungenstrombahn und damit ein
Rolle,

andererseits kann dies aber nur ein Teil der Erklarungen fur die zu

Anstieg des pulmonalvaskularen Gefallwiderstandes eine
beobachtenden Reaktionen auf Luftembolien sein, wenn man sich vor
fuhrt, dal z.B.

Verminderung des pulmonalen GefalRquerschnittes geschaffen wird, die

Augen durch Pneumektomien eine drastische
jedoch in den meisten Fallen ohne Probleme toleriert wird.

Somit liegt der Denkansatz nahe, der bei den pathophysiologischen
Reaktionen unter den Bedingungen von Lungenembolien von einer
zumindest partiellen Mediatorvermittiung ausgeht. Wie in der Einleitung
beschrieben, spielen mit klinischer Relevanz mehrere Noxen bei der

Induktion von Lungenembolien eine Rolle, wie z.B. die Luftembolie, die
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Thrombembolie oder Embolien durch Fett oder Fruchtwasser, deren Effekt
in Abhangigkeit vom Grad und der Auspragung der Symptome eine zu
beobachtende pulmonalarterielle Drucksteigerung, Odembildung und
Steigerung des Atemwegswiderstandes ist.

Da bei jeder dieser genannten Noxen der Mechanismus der
Mediatoraktivierung und auch das resultierende Mediatormuster
unterschiedlich sein kann, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ausschlieBlich Luft als klinisch relevante Triggersubstanz eingesetzt und
auf andere Noxen als weitere Variablen verzichtet.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bezogen auf das Organmodell der
zellfrei perfundierten isolierten Kaninchenlunge diejenigen pathologischen
Reaktionen auf Luftembolien darzustellen, die unabhangig waren vom
Einfluss einer zusatzlichen Blutperfusion als weiterem wichtigen Faktor,
der im Rahmen von embolischen Geschehnissen mit hoher
Wabhrscheinlichkeit eine Rolle spielen wird. Desweiteren war es Ziel dieser
Arbeit, unter den genannten Bedingungen den Effekt von
Rezeptorantagonisten und Synthesinhibitoren verschiedener maoglicher
Mediatoren (Endothelin, PAF sowie Eicosanoidmediatoren) auf die ohne
Antagonisierung beobachteten pathologischen Reaktionen darzustellen,
dies ebenfalls ohne den Einfluss einer Blutperfusion. Daruberhinaus
wurden Spiegel von Mediatoren (Endothelin-1, 6-keto PGF4,, TXB;
(stabile Metaboliten von Prostacyclin und TXA)) vor und nach Luftembolie
aus dem Perfusat bestimmt, um Uber einen direkten Nachweis dieser
Mediatoren die beobachteten Anderungen unter Rezeptorantagonisierung
bzw. Synthesehemmung weiter zu untermauern.

In einer zweiten Studie, die sich dieser Arbeit anschloss, wurde das
gleiche Organmodell mit 10% autologem Vollblut perfundiert und auch hier
die entsprechenden Antagonisierungsversuche durchgefihrt, um im
Vergleich beider Arbeiten diskrimininieren zu konnen, welche Reaktionen

fur dieses Organmodell blutzellvermittelt waren und welche nicht.
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B. Material und Methodik

B.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden von uns Bastard-Kaninchen beiderlei
Geschlechts aus der Zucht der Behring-Werke in Marburg verwendet. Die
83 Tiere mit einem Gewicht von 2,3 - 3,0 kg waren medikamentds nicht
vorbehandelt. Erndhrt wurden die Kaninchen mit Altromin®-

Standardnahrung und Wasser ad libitum.

B.2. Praparation und Entnahme der Lunge

Um einen Zugang flr intravends gegebene Medikamente zu schaffen,
wurde zunachst eine Butterfly-Kanule in die Ohrrandvene eingefuhrt. Nach
Fixierung dieses Zugangs wurde durch Gabe von 60 mg Pentobarbital-
Natrium (Nembutal®) eine noch nicht zur Ateminsuffizienz des Tieres
fuhrende Narkose erreicht, die es ermoglichte, das Tier in Rickenlage zu
fixieren.

Anschlieend erfolgte die Tracheotomie und Intubation des Kaninchens in
Lokalanasthesie. Die mit einer Starling-Pumpe durchgefiihrte Beatmung
mit einer Atemfrequenz von 45/min und einem Atemzugvolumen von 30
ml (zusatzliche Sauerstoffanreicherung der Beatmungsluft mit 4 | O,/min)
ermdoglichte eine weitere Vertiefung der Narkose mit Pentobarbital-Natrium
(Nembutal®). Zur Antikoagulation erhielten die Tiere daraufhin 1000 I.E.
Heparin-Natrium (Liquemin®) pro kg Koérpergewicht intravends.

Um Zugang zum Thorax zu bekommen, wurde anschlieBend mittels
Rippenbogenrandschnitten das Abdomen erdffnet, der ventrale Schenkel
des Zwerchfells angeklemmt und der intrapleurale Raum mit Hilfe einer
feinen Praparierschere erdffnet. Das nun ventral und lateral vom Thorax
abgetrennte Zwerchfell wurde nach kaudal verlagert und dort fixiert.
AnschlieRend erfolgte eine mediane Sternotomie. Nach Spreizen und
Fixierung der Thoraxwand wurde der Thymus reseziert und das Perikard
eroffnet, um die grolRen GefalRe und das Herz gut darzustellen und eine
lockere Anschlingung der Arteria Pulmonalis zu ermoglichen. Kurz vor der
nun folgenden Katheterisierung der Arteria Pulmonalis wurde die
Beatmungsluft mit CO, versetzt (pCO; = 40 mmHg), um den Gewebs-pH
der nun vom Blutkreislauf entkoppelten Lunge im physiologischen Bereich

zu halten. Zur Katheterisierung der Arteria Pulmonalis wurde der rechte
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Ventrikel mit einer  kleinen Praparierschere  eroffnet,  der
Perfusionskatheter Uber die Pulmonalklappe in die Arterie vorgeschoben
und dort mit Hilfe der zuvor locker gelegten Ligaturen fixiert. Daraufhin
wurden retrotracheal die mediastinalen Gewebsbricken zur Lunge
abprapariert. So konnte die Lunge unter Durchtrennung der Aorta
descendens, der V. Cava inferior sowie des Oesophagus aus dem Thorax

entnommen werden.

B.3. Das System der isolierten und perfundierten

Kaninchenlunge

Aus drei beheizten Reservoirbehaltern mit einem Fassungsvolumen von je
250 ml konnte der Krebs-Henseleit-Puffer Uber Dreiwegehdhne an der
Basis sowohl in das Zirkulationssystem geleitet, als auch in einen
Auffangbehalter verworfen werden.

In dem von uns verwendeten rezirkulierenden System flossen 200 ml
Perfusat kontinuierlich Uber einen der Reservoirbehalter wieder in das
System zurlck, die durch diagnostische Entnahmen entstehenden
Perfusatverluste (z.B. zur pH Messung oder zur spateren
Metabolitenbestimmung) wurden aus den beiden anderen Behaltern
ausgeglichen.

Durch eine Rollerpumpe (Masterflex 77566-10, Cole und Palmer
Instruments,  Chicago) gelangte das Perfusat Uber eine
zwischengeschaltete Blasenfalle und einen Bluttransfusionsfilter (40 um,
Pall Blood Transfusion Filter, Pall Biomedizin, Dreiech), der das
Einschwemmen von grélkeren Partikeln in die Lungenstrombahn
verhindert, in die Arteria Pulmonalis. Nach der Lungenperfusion stromte
das Perfusat im hier verwendeten offenen System Uber die
Pulmonalvenen in ein weiteres beheiztes Gefaly, an dessen Basis sich das
Perfusat sammelte und Uber das Schlauchsystem wieder zurick in den
Reservoirbehalter A gelangte.

Das Lungenpraparat war uber die Beatmungsschlauche und den
Perfusionskatheter an einer Wagezelle (Typ U 1, Mel3bereich 0-500 g,
Melgenauigkeit +/- 0,1 g) aufgehangt und so positioniert, dal} es in der
Mitte des beheizten Auffangbehalters mechanisch unbehindert beatmet

werden konnte. Durch die Verdunstung von Perfusatflussigkeit in dem
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nach oben hin mit einem Deckel verschlossenen und beheizten Behalter

wurden Feuchtkammerbedingungen geschaffen.

Das verwendete Heizsystem (Warmepumpe HAAKE B3, Karlsruhe) liel3
konstant auf 37 °C erwarmtes Aqua dest. durch die au’eren Kammern der
Perfusatbehalter sowie der Feuchtkammer zirkulieren. Somit wurde
sowohl die Kammer, in der die Lunge aufgehangt war, als auch das
rezirkulierende Perfusat selbst auf physiologischen Temperaturen
gehalten.

Der pH des Perfusats wurde wahrend der Versuche kontinuierlich
gemessen und ebenfalls im physiologischen Bereich gehalten. Dazu
diente ein dem kunstlichen Lungenkreislauf parallel geschalteter
Nebenweg, der auf der arteriellen Seite Uber eine Rollerpumpe (Ismatec
Labortechnik, Zirich) kontinuierlich Perfusat entnahm und den
Messbehalter des verwendeten pH-Meters (pH 537, Fa. WTW, Weilheim)
mit FlUssigkeit speiste. Der pH wurde dabei mit einer Glas-pH-Elektrode
bestimmt. Nach der Passage des Messbereiches wurde die
Perfusionsflissigkeit in den vendsen Schenkel des Systems
zuruckgeleitet.

Zur genaueren pH-Messung und zur Bestimmung des Saure-Base-
Haushalts und des pO, wurden bei jeder diagnostischen
Perfusatentnahme ca. 0,5 ml der Probe zur Analyse dieser Parameter
verwandt (Acid Base Laboratory ABL2, Fa. Radiometer, Kopenhagen) und

die Ergebnisse im Versuchsprotokoll dokumentiert.
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Modell der isolierten Kaninchenlunge

EI?ktronische , Monitoring des arteriellen Druckes,
Wégezelle ‘ der Temperatur und des pH

Blasenfalle

— Entschaumer Reservoirbehélter

Beatmungs- Gasversorgung

pumpe t
@ =
Rollerpumpe

Abb. 2: Das Modell der isolierten und perfundierten Kaninchenlunge
(offenes System): Aus den Reservoirbehaltern gelangte das Perfusat Uber
eine Rollerpumpe, eine zwischengeschaltete Blasenfalle und einen
Bluttransfusionsfilter in die Arteria pulmonalis. Nach Passage der
Lungenstrombahn wurde der aus den Lungenvenen austretende Krebs-
Henseleit Puffer in einem beheizten Gefal3, in dem die isolierte Lunge an
einer Wagezelle fixiert aufgehangt war, aufgefangen und gelangte so
zuruck in den Reservoirbehalter. Die Beatmung der Lunge erfolgte dabei
mit einer Starling-Pumpe, inspiratorische CO»- und O,-Konzentrationen

waren variierbar. Wahrend der Versuche wurden kontinuierlich
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Gewichtsanderungen der Lunge, der pulmonalarterielle Druck (PAP)
sowie der Perfusat-pH gemessen und auf einem Mehrkanalschreiber

protokolliert.
B.4. Beatmungsmodus

Die Beatmung der Lunge erfolgte mit Hilfe einer Starling-Pumpe (Fa.
Braun, Melsungen). Dabei wurde wahrend der Inspiration die Lunge uber
einen zuleitenden Schlauch mit Raumluft beatmet, dem variabel O, oder
CO, zugesetzt werden konnte. In der Ausatmungsphase wurden die
Atemgase uber einen weiteren Schlauch abgeleitet, eine Rezirkulation
erfolgte dabei nicht.

Durch  die  manuelle Veranderung der Eintauchtiefe  des
Exspirationsschlauches in einem Wasserbehalter konnte ein positiv
endexspiratorischer Beatmungsdruck (PEEP) aufgebaut und reguliert
werden.

B.4.1. Beatmungsparameter

Die Starling Pumpe war bei einem Inspirations/Exspirations- verhaltnis von
1:1 auf eine konstante Beatmungsfrequenz (AF) von 45/min und ein
Atemzugvolumen (AZV) von 30 ml eingestellt.

Wahrend der Praparation wurde die zur Beatmung verwendete Raumluft
mit 4 | O, /min versetzt, um eine ausreichende O»-Sattigung des Blutes zu
gewahrleisten.

Kurz vor der Katheterisierung der A. Pulmonalis wurde diese Oo-
Substitution beendet. Statt dessen wurde die nun vom Blutkreislauf
entkoppelte Lunge mit einem Beatmungsgemisch aus Raumluft und CO,
(pCO2 ca. 40 mmHg) beatmet, um den pH des Perfusats und damit den
Gewebe-pH der Lunge auf physiologischen Werten zu halten.
Veranderungen des Perfusat-pHs konnte durch Regulation des pCO; in
den Beatmungsgasen begegnet werden.

Wahrend wir fur die Dauer der Praparation auf die Beatmung mit PEEP
verzichteten, wurde nach der Organentnahme ein konstanter PEEP von
ca. 1 cm Wassersaule angelegt, um Atelektasenbildung im weiteren

Versuchsverlauf zu verhindern.
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B.5. Monitoring der Lungenmasse und des

pulmonalarteriellem Druckes (PAP).

Wahrend der Versuche wurde die Anderung der Lungenmasse (Ag) Uber
eine mit einem MeRverstarker (KWS 3073, Hottinger-Baldwin Meftechnik,
Gielden) gekoppelte elektronische Wagezelle (Typ U 1, MelRRbereich 0-500
g, Mel3genauigkeit +/- 0,1g), an der die Lunge beweglich aufgehangt war,
registriert.

Der pulmonalarterielle  Druck  wurde Uber einen in der
Pulmonaliskatheterspitze endenden Schlauch (Innendurchmesser 0,5
mm), der mit der MeReinheit eines piezoelektrischen Transducers
(Combitrans® Monitoring Set, Fa. Braun, Melsungen) verbunden war,
gemessen. Diese MelReinheit wurde vor Versuchsbeginn immer auf dem
Niveau der Pulmonaliskatheterspitze befestigt.

Sowohl die Massenanderung (Ag) als auch der pulmonalarterielle Druck
(PAP) wurden dabei kontinuierlich auf einem Mehrkanalschreiber (R50,
Fa. Rikadenki) protokolliert.

B.6. Perfusionsmodus

Wahrend die Katheterisierung der Arteria pulmonalis unter einem minimal
gehaltenen Perfusionsflow von ca. 10 ml/min erfolgte, wurde nach der
Fixation des Lungenpraparates an der Wagezelle in einem ersten Schritt
die Durchflurate auf 40 ml/min gesteigert.

Um Blutbestandteile so weit wie moglich aus der Lungenstrombahn zu
entfernen, wurde die Lunge zunachst nicht rezirkulierend perfundiert,
sondern mit ca. 200 ml Perfusat aus den Reservoirbehaltern B und C
freigespult. Dieses Perfusat wurde nach der Lungenpassage Uber den
Reservoirbehalter A in einen Auffangkanister geleitet und verworfen.
AnschlielRend wurde der Kreislauf geschlossen und die Lunge mit einem
Gesamtvolumen von ca. 200 ml Krebs-Henseleit-Puffer rezirkulierend
perfundiert.

Nun wurde die DurchflufRrate alle finf Minuten um 40 ml/min auf einen
endgultigen Flow von 200 ml/min gesteigert, der der physiologischen
Lungendurchfluf3rate beim Kaninchen entspricht.

Nach Abschluss der Flowsteigerung wurde ein Perfusatwechsel

durchgefuhrt, um wahrend der Flowsteigerung in die Lungenstrombahn
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gelangte Mediatoren und ausgeschwemmte Zellen aus dem System zu
entfernen.

Die nun folgende 20-minitige Steady-State-Phase diente uns zur
Kontrolle, dald das Versuchsmodell unter den jetzt konstanten
Bedingungen eines Perfusionsflows von 200 ml/min, einer Beatmung mit
den oben beschriecbenen Beatmungsparametern und bei im
physiologischen Bereich gehaltenen Gewebs pH-Werten nicht mit starken
Schwankungen des pulmonalarteriellen Druckes (PAP) bzw. mit
Fllssigkeitseinlagerungen reagiert, was fur eine Schadigung der Lunge
wahrend der Praparation sprechen wurde.

Ausschlu3kriterien wahrend der Steady State Phase fur die Aufnahme des
einzelnen Versuches in die Studie waren pulmonalarterielle Dricke von
>10 mmHg oder eine Massenzunahme der Lunge wahrend dieser Zeit.
Der Mittelwert der Ausgangsdricke lag bei den in die Studie
aufgenommenen Versuchen bei 6,3 mmHg, bei einer
Standardabweichung von 1,2 mm Hg.

Zur Zeit der Flowsteigerung und wahrend der Steady State Phase wurden
regelmalig Perfusatproben aus dem System entnommen, in denen mit
dem Saure-Basen-Analysator (ABL2, Fa. Radiometer, Kopenhagen) pH,
pCO; und pO, bestimmt wurden.

Durch Regulation des pCO;, in den Beatmungsgasen wurde auf diese

Weise ein physiologischer pH-Wert zwischen 7,3 und 7,4 eingestellt.

B.7. Perfusionsmedium

Als Perfusionsmedium verwendeten wir Krebs-Henseleit-HES 6,5%
Pufferlosung mit folgender Zusammensetzung:
100 Volumenanteile enthalten:
65 Volumenanteile HAES-Steril 10% (Fresenius AG, Bad
Homburg)
20 Volumenanteile "Elektrolytldsung A" (Zusammensetzung s.
unten)
12,5 Volumenanteile NaHCO3; 0,9%

2,5 Volumenanteile Glucose 10% L&sung
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Zusammensetzung der "Elektrolytosung A":

NaCl 7,156 gl
CaCl, 1,750 gl
KH,PO, 0,750 g/l
MgCl, 1,350 g/l
KCl 1,262 gl

Auf das Gesamtvolumen des KHHB-Puffers umgerechnet ergeben sich

folgende Elektrolytkonzentrationen:

Na* 138 mmol/l
cr 10,8 mmol/l
K* 4,50 mmol/l
Ca™ 2,38 mmol/l
Mg*™* 1,33 mmoll/l
POy 1,10 mmol/l

Die Einstellung des Perfusat pH erfolgte durch Zugabe von NaHCO3; 0,9%

Lésung oder 1 molarer HCI auf Werte zwischen 7,3 und 7 4.

B.8. Perfusatprobenentnahme und -verarbeitung.

Zu definierten Zeiten wurden jeweils 5 ml Perfusat aus dem der Lunge
nachgeschalteten Systemschenkel enthommen.

Die Entnahmezeitpunkte waren jeweils 2 Minuten vor der Induktion der
Lungenembolie, sowie 1, 5, 10, 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten nach der
Induktion.

Ca. 0,5 ml der Perfusatproben wurden zur Bestimmung von pH, pCO, und
pO, mit dem Saure-Basen-Analysator (ABL2, Fa. Radiometer,
Kopenhagen) verwendet.

Die restlichen 4,5 ml wurden zentrifugiert (10 min bei 3000 U/min und 23
°C) und der Uberstand mittels einer Eppendorf-Pipette in Portionen zu je 1
ml in vier Eppendorf-Gefalte verbracht. Dadurch wurden evtl. in den

Proben noch vorhandene Erythrozyten entfernt.
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Die Eppendorf-Gefate mit den Proben wurden anschlieRend bei -25 °C
tiefgefroren und gelagert.

B.9. Systemstabilitat

Zur Uberprifung der Systemstabilitit und zum AusschluBl einer

Eigentriggerung des Systems durch rezirkulierendes Perfusat wurden
sechs Versuche durchgefuhrt, bei denen weder eine Antagonisierung
noch eine Stimulation erfolgte. Uber den gewahlten Versuchszeitraum von
120 min zeigte sich in diesen Leerversuchen weder eine signifikante
Anderung des pulmonalarteriellen Druckes noch eine Anderung der
Organmasse im Vergleich zur Steady State Phase, so dal} eine Stabilitat
des Versuchsmodells gezeigt werden und eine Eigentriggerung durch das

rezirkulierende Perfusat ausgeschlossen werden konnte.

B.10. Mediatoranalyse

B.10.1. Endothelinbestimmung

Aus den bei -20 °C gelagerten Perfusatproben wurde ET-1 mit einem
kommerziell erhaltlichen ELISA Testkit bestimmt. Die prozentuale
Kreuzreaktionsrate betragt bei diesem Immunoassay 100% mit ET-1, bei
ET-2 liegt sie bei >100%. Die Kreuzreaktionen mit ET-3 (<0,001%), big
ET-1 (0,07%) und Sarafotoxin 6b (<0,0006%) sind vernachlassigbar klein.

B.10.2. Bestimmung von TXB, und 6-keto-PGF,, aus

dem rezirkulierenden Perfusat.
Die stabilen Hydrolyseprodukte von Thromboxan und Prostacyclin, TXB,
und 6-keto PGFq,, wurden uUber ein Radioimmunoassay bestimmt
(Methode nach Peskar [126]).
Die Kreuzreaktionen des TXB,-Antiserums mit Prostaglandin D, betrug
2,7% sowie 0,05% mit 6-keto PGF4,, PGE,, PGE1, PGF4,, 13,14-dihydro-
15-keto PGE; sowie 13,14-dihydro-15-keto PGE_,,.
Die Kreuzreaktionsrate des 6-keto-PGFq,-Antiserums betrug 0,05% mit
TXB,, 6-keto-PGFq,, PGE,, PGE:, PGFq,, 13,14-dihydro-15-keto PGE;
sowie 13,14-dihydro-15-keto PGEg,.
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B.11. Verwendete Pharmaka

Diclofenac-Natrium: Cyclooxygenaseblocker (Voltaren®) der Fa. Ciba-
Geigy (Wehr, Deutschland). Verwendet wurde eine Stammlésung mit
einer Konzentration von 2mg/ml. Durch die Gabe von 0,5 ml
Stammldsung/100ml Perfusat ergibt sich somit eine Endkonzentration von

10ug/ml im zirkulierenden Medium.

BQ123: ETa-Rezeptorantagonist (MG 610.7) mit der chemischen
Bezeichnung [cyclo(D-Asp-Pro-D-Val-Leu-D-Prp)] der Fa. Alexis
(Laufelfingen, Schweiz). Produktnr. 155-004-P005. Die Gabe von 1 mi
einer 10* molaren Stammldsung/100 ml Perfusat ergab eine

Endkonzentration von 10 Mol/l in der Perfusionslésung.

BQ788: ETg-Rezeptorantagonist (MG 663.7) [N-cis-2,6-dimethyl
piperidinocarbonyl-L-gamma-methylleucyl-D-1-methoxycarbonyl-

tryptophanyl-D- norleucine] der Fa. Alexis (Laufelfingen, Schweiz). Es
wurden 1 ml einer 10 molaren Stammlésung/100 ml Perfusat gegeben,
so daR sich eine Endkonzentration von 10”7 mol/l in der Perfusionsldsung

einstellen konnte.

WEB2086°: Spezifischer Rezeptorantagonist des Plattchenaktivierenden
Faktors (PAF) (MG 455,9) mit der chemischen Bezeichnung 3-[4-(2-
Chlorphenyl)-9-methyl-6H-thieno  [3,2-f][1,2,4] triazolo-[4,3-a] [1,4]-
diazepin-2-yl]-1-(4-morpholinyl)-1-propanon der Firma Bohringer
Ingelheim. Zur PAF-Antagonisierung wurde 1ml einer 102 molaren
Stammldésung auf 100 ml Perfusat gegeben. Somit wurde mit einer

Endkonzentration von 10 Mol/I perfundiert.

B.12. Begriindung der Antagonistendosierungen

Die gewahlte Konzentration von Diclofenac (10 ug/ml) im Perfusat basiert
auf Dosisfindungsstudien unserer Arbeitsgruppe am gleichen Modell, die

zeigen konnten, da® diese Konzentration des Cyclooxygenaseblockers
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nach Stimulation des Arachidonsauremetabolismus in der Lage war, den
Cyclooxygenaseweg komplett zu blockieren [unpublizierte Daten].

Die Konzentration des ETa-Rezeptorantagonisten BQ123 im Rahmen der
vorliegenden Studie ist begrindet durch Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe am gleichen Modell [unverdffentlichte Daten], die eine
komplette Inhibiton ET-1 vermittelter Effekte (in 10°-10° molare
Konzentration) durch die gewahlte Konzentration dieses
Rezeptorantagonisten zeigen konnte, sowie durch 1992 verdffentlichte
Untersuchungen von |hara [83, 133, 134].

Die verwendete Konzentration des ETg-Rezeptorantagonisten BQ788 (10
! molar) basiert auf Publikationen von Ishikawa [87], Fukuroda [55] und
Nakamichi [116].

Der in der vorliegenden Studie verwendeten Konzentration des PAF-
Antagonisten WEB 2086 liegen zwei Veroffentlichungen von Casals-
Stenzel (1987) [23, 24] sowie eine Publikation von Hwang (1985) [81] zu

diesem Thema zugrunde.

B.13. Statistische Auswertung

Fir alle MeRzeitpunkte wurden fir die einzelnen Versuchsgruppen
Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) sowie Standardfehler (SEm)
berechnet und graphisch dargestellt.

FUr die statistischen Berechnungen wurde das Statistikprogramm
Statgraphics plus fur Windows verwendet.

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden Uber eine
einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) bestimmt und die
Differenzen mit Hilfe des Mulitple Range Tests nach Scheffé auf ihre
Signifikanz Uberpruft. Werte von p<0,05 wurden als statistisch signifikant

betrachtet.
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C. Ergebnisse
C.1. Vorversuche

C.1.1. Embolievolumina

Vorversuche wurden mit dem Ziel durchgeflhrt, das Luftvolumen zu
bestimmen, das reproduzierbar eine signifikante Erhdéhung des
pulmonalarteriellen Druckes zu induzieren vermochte.

Durchgefuhrt wurde zunachst jeweils ein Versuch mit 0,5 ml, 0,75 ml, 1 ml
und 1,5 ml Luft.

Die Injektion eines Luftvolumens von 0,5 ml fihrte nur zu einem geringen
Anstieg des PAP von 6,8 auf 12,7 mmHg. Im weiteren Verlauf des
Versuches sank der Druck rasch wieder auf Werte von ca. 10 mmHg.
Unter der Gabe von 0,75 ml Luft kam es zu einem sofortigen steilen
Anstieg der Druckkurve mit einem APAP von ca. 25 mmHg. Im Anschlul}
an dieses eingipflige Maximum sank der PAP anfanglich rasch, spater im
Versuch langsamer, um nach 120 Minuten annahernd wieder den
Ausgangswert zu erreichen.

Die Versuche mit 1 und 1,65 ml Luft fihrten hingegen zu einem fulminanten
Anstieg des PAP auf Werte von ca. 60 mmHg. Innerhalb weniger Minuten
lagerten die Lungenpraparate so stark an Flussigkeit ein, dal} das
alveolare Lungenodem schlie3lich zum Versuchsabbruch zwang.

Auf diesen Beobachtungen basierend wurden sechs Versuche mit einem
Embolusvolumen von 0,75 ml Luft durchgeflhrt und entsprechend dieser
Vorversuche auch fir die weiteren Untersuchungen ein Volumen von 0,75

ml Luft gewahlt.
C.2. Kontrollgruppe (Gruppe A)

C.21. Verhalten des pulmonalarteriellen Druckes
(PAP) sowie Anderung der Masse des isolierten
Lungenpraparates nach einer Bolusgabe von

0,75 ml Luft

Um einen Kontrollgruppenvergleich zu ermoglichen, wurde wie bereits
oben angesprochen anhand von n=6 isolierten und perfundierten
Lungenpraparaten das Verhalten des pulmonalarteriellen Druckes (PAP)

und der Massenanderung (AG) nach Gabe von Raumluft aufgezeichnet
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und analysiert. Eine medikamentdose Antagonisierung wurde dabei
unterlassen.

Die Applikation der Raumluft erfolgte nach einer 20mindtigen Steady-
State-Phase als Bolus von 0,75 ml in den der Pulmonalarterie
vorgeschalteten Katheter. Wahrend der Versuche wurde der pH-Wert des
Perfusats durch Regulation des pCO, in der Atemluft konstant gehalten,
so dal} diese GrolRe keinen Einfluld auf die u.g. Veranderungen nahm.
C.2.1.1. Veranderung des pulmonalarteriellen Druckes

Bei einem mittleren Ausgangsdruck von 7,5 + 0,2 (SE) mmHg kam es
sofort nach der Luftinjektion zu einem raschen, eingipfligen Anstieg des
PAP, der nach 2,5 min ein Maximum von 24,6 +1,7 mmHg (SE) erreichte.
Daran anschlielend war eine rasche Reduktion des PAP zu verzeichnen,
der sich am Versuchsende nach t=120 min asymptotisch wieder seinem

Ausgangswert naherte (Abb. 3).
C.21.2. Massenanderung des Lungenpraparates (AG)

Hier zeigte sich nach der Injektion von Luft eine sofortige Reaktion in Form
einer Massenverminderung mit einem Minimum von 2,1 + 0,4 g nach 2,5
min, die als Ausdruck der pulmonalen Vasokonstriktion zu betrachten ist.
In der Folge nahm die Masse des Praparates nur geringflgig zu. Es wurde
erst nach 90 Minuten wieder das Ausgangsniveau erreicht. Zu einer
deutlichen, am Versuchsende nicht mehr linearen Zunahme der
Organmasse kam es im Bereich von 90-120 Minuten, die schlie3lich zu
einer mittleren Massenanderung von +8,3 + 2,3 g (t=120 min) fahrte (Abb.
3).
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PAP-Verlauf der Kontroligruppe
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Abb. 3: PAP-Verlauf und Anderung der Masse des isolierten
Lungenpraparates nach Bolusgabe von 0,75 ml Raumluft wahrend des

Versuchsverlaufes von 120 min.
C.3. Versuche mit medikamentoser Vorbehandlung
C.3.1. Gruppe B: Luftembolie mit 0,75 ml Raumluft

unter Vorbehandlung mit dem

Cyclooxygenaseblocker Diclofenac

Bei sechs isolierten und perfundierten Lungenpraparaten wurden 20

Minuten vor der Gabe von 0,75 ml Luft 2 mg des
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Cyclooxygenasehemmers Diclofenac  (Voltaren®) zur intravendsen
Anwendung in das Perfusionssystem appliziert, so dal® eine

Endkonzentration von 10 pg Diclofenac/ml Perfusat vorlag.

C.3.1.1. Verhalten des PAP unter

Cyclooxygenasehemmung
Nach der Bolusgabe von 0,75 ml Luft in die Pulmonalarterie kam es auch
bei dieser Versuchsserie zu einem sofortigen Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes, der nach 2,5 min seinen Hochstwert
erreichte.
Dieser Gipfel lag dabei mit 15,3 + 1,1 mmHg statistisch signifikant
(p<0,01) unter dem bei der Kontrollgruppe zu diesem Zeitpunkt
beobachteten Wert. Auch nach 5 Minuten war dieser Unterschied (p<0,01)
noch nachweisbar.
Die Druckverlaufskurve unter Vorbehandlung mit Diclofenac ahnelt der der
Kontrollgruppe:
Nach dem oben beschriebenen eingipfligen Maximum bei t=2,5 min war
ein rascher Druckabfall zu verzeichnen. Im Unterschied zur Kontrollgruppe
wurde allerdings in dieser Gruppe bereits nach 30 Minuten wieder der

Ausgangsdruck erreicht (Abb. 4).
C.3.1.2. Anderung der Lungenmasse unter

Antagonisierung mit Diclofenac

Im Hinblick auf den Anderung der Organmasse der isolierten
Lungenpraparate unter Vorbehandlung mit Diclofenac zeigte sich im
Vergleich mit der Kontrollgruppe kein statistisch signifikanter Unterschied.

Auch in dieser Versuchsreihe fiel die Organmasse zunachst synchron zum
Druckanstieg des PAP und erreichte nach t=2,5 min ein Minimum (AG = -
1,0 + 0,1 g). Nach leichtem Anstieg auf ein Niveau, das noch unterhalb
des Ausgangswertes lag, blieb die Masse die ersten 70 Minuten konstant,
um dann am Versuchsende im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch
nicht signifikant auf einen Durchschnittswert von AG = 41 + 16 g

anzusteigen (Abb. 4).
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PAP-Vergleich: Diclofenac-Antagonisierung/Kontrolle
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Abb. 4: Organmassen und PAP-Veranderungen bei Kontroll- und

Diclofenac-Gruppe
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C.3.2. Gruppe C: Luftembolie nach Vorbehandlung mit
dem Endothelina-Rezeptorantagonisten BQ123

In dieser Gruppe von n=6 isolierten und perfundierten Lungenpraparaten
wurden 20 Minuten vor Embolieinduktion 2 ml einer 10 molaren BQ123

Lésung in die Perfusatidsung gegeben (Endkonzentration 10° M).
C.3.2.1. Veranderung des PAP nach Antagonisierung
mit BQ123

Auch unter Antagonisierung mit dem ETa-Rezeptorantagonisten BQ123

stieg der PAP sofort nach der Luftinjektion auf einen Wert von 26,3 + 2,4

mmHg, um in Folge rasch wieder zu sinken. Die PAP-Werte unterschieden

sich dabei weder zu Beginn noch im Verlauf des Versuches statistisch

signifikant von denen der Kontrollgruppe (Abb 5).

C.3.2.2. Anderung der Lungenmasse unter BQ123
Applikation

Nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe war auch bei diesen

Versuchen zunachst eine Reduktion der Organmasse der perfundierten

Lungenpraparate zu beobachten (-2,0 + 0,4 g funf Minuten nach

Embolieinduktion).

Im weiteren Verlauf zeigte sich eine langsame, gegen Ende des

Versuches beschleunigte Massenzunahme, die nach 120 Minuten im

Mittel 5,0 + 1,6 g erreichte.

Unter Vorbehandlung mit BQ123 war somit auch hinsichtlich der

Massenanderung kein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich

zur Kontrollgruppe nachweisbar (Abb. 5).
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PAP-Vergleich: BQ123-Antagonisierung/Kontrolle
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Abb. 5: Vergleich der mit BQ123 vorbehandelten Gruppe mit der
Kontrollgruppe im Hinblick auf PAP und AG.
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C.3.3. Gruppe D: Luftembolie unter medikamentodser
Vorbehandlung mit dem PAF-Antagonisten WEB
2086

Bei dieser Versuchsgruppe (n=6) wurden 20 Minuten vor Embolieinduktion
2 ml einer 102 molaren Lésung des PAF-Antagonisten WEB 2086 in das
Perfusionssystem appliziert, daraus resultierte eine Konzentration von 10
Mol/l im Perfusat.

Auch hier wurde zur Induktion der Lungenembolien 0,75 ml Luft

verwendet.
C.3.3.1. Verhalten des PAP unter Vorbehandlung mit

WEB2086

Unter medikamentdser Vorbehandlung mit WEB2086 kam es bei einem
mittleren Ausgangsdruck von 6,2 + 0,6 mmHg zu einem sofortigen Anstieg
des pulmonalarteriellen Drucks mit einem eingipfligen Maximum von 21,8
+ 2,4 mmHg (SE) 2,5 Minuten nach der Luftinjektion. In der Folge sank der
Druck wieder, um sich gegen Versuchsende dem Ausgangsdruck
anzunahern.

Sowohl bei der Hohe des initialen Druckgipfels als auch im weiteren
Verlauf der PAP-Druckkurve zeigte sich kein statistisch signifikanter

Unterschied zur Kontrollgruppe (Abb 6).
C.3.3.2. Anderung der Masse des Lungenpréparates
unter Vorbehandlung mit WEB2086

Wie bei allen vorhergehenden Serien zeigte sich auch hier nach der
Embolisation parallel zum Anstieg des PAP zunachst eine Reduktion der
Lungemasse, die nach 5 Minuten ein Minimum von -24 + 0,2 g (SE)
erreichte.

Die Versuche dieser Serie zeichneten sich jedoch durch eine im Vergleich
zur Kontrollgruppe deutlich geringere Veranderung der Organmasse aus,
wobei v.a. im letzten Versuchsdrittel der in der Kontrollgruppe zu
erkennende deutliche Massenzunahme des Praparates ausblieb. Bei
t=120 Minuten zeigte sich mit einem durchschnittichen Massenzuwachs
von 0,9 + 0,9 g (SE) somit ein statistisch signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe (p<0,05)  (Abb 6).
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PAP-Vergleich: WEB2086-Antagonisierung/Kontrolle
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Abb. 6: PAP- und Massenanderung der mit WEB 2086 vorbehandelten

Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
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C.3.4. Gruppe E: Luftembolie unter Vorbehandlung mit
dem Endotheling-Rezeptorantagonisten BQ 788

Bei den Versuchen dieser Gruppe (n=5) wurden mit einem Abstand von
20 Minuten vor der Injektion von 0,75 ml Luft 2ml einer 10®° molaren
Losung des spezifischen ETg-Rezeptorantagonisten BQ788 in das

Perfusat verbracht (Endkonzentration 107 Mol/l).

C.3.4.1. Verhalten des PAP unter Antagonisierung mit
BQ788

Bei einem Ausgangsdruck von 5,6 +/- 0,7 mmHg (SE) kam es auch unter

der Antagonisierung der ETg-Rezeptoren nach der Embolieinduktion durch

0,75 ml Luft zu einem sofortigen Anstieg des PAP. Dabei zeigte sich ein

Maximum von 25,9 + 3,7 mmHg nach 2,5 min.

Im Anschluf3 fiel der PAP innerhalb von 30 min wieder auf ein Niveau von

ca. 11 mmHg, das im weiteren Verlauf nur noch geringgradig

unterschritten wurde (10,4 +1,5 mmHg nach 120 min).

Insgesamt zeigte sich bezuglich des Verlaufes des PAP dieser Gruppe im

statistischen Vergleich mit der Kontroligruppe kein signifikanter

Unterschied (Abb. 7)

C.3.4.2. Anderung der Masse des Lungenpréparates
unter Vorbehandlung mit BQ 788

Wie bei den bereits beschriebenen Serien kam es wahrend der initialen
Drucksteigerung zunachst zu einer Reduktion der Organmasse. Das
Minimum von -2,9 +/- 0,3 g war nach 2,5 Minuten erreicht. Anschliel3end
hielt sich die Organmasse bis ca. 90 Minuten unterhalb des
Ausgangsniveaus, um gegen Ende des Versuches relativ rasch
anzusteigen (3,8 + 1,6 g nach 120 min).

Bei der statistischen Auswertung zeigten sich im Vergleich mit der

Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede (Abb 7).
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PAP-Vergleich: BQ788/Kontrolle
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Abb. 7: PAP- und Massenanderung der mit BQ788 antagonisierten

Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

C.3.5. Bestimmung von Endothelin-Spiegeln aus den

Perfusatproben nach Luftembolie
Neben den beschriebenen funktionellen Untersuchungen an den isolierten

und perfundierten Kaninchenlungen wurden in dieser Studie mittels eines
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handelsublichen ET-spezifischen ELISA zusatzlich die
Perfusatkonzentrationen der Endotheline vor und nach Embolieinduktion
bestimmt.

Unter der Vorstellung, durch massivere Lungenembolien hoéhere ET-
Spiegel im Perfusat zu erreichen, wurden bei diesen Versuchen statt der
bisher verwendeten 0,75 ml Luft ein Volumen von 1ml (n=2) bzw. 1,5 ml
(n=1) Raumluft zur Embolisation verwandt.

Bei der Bestimmung der ET-Spiegel aus den Perfusatproben konnten
dabei aber weder vor noch nach der Embolisation messbare ET-

Konzentrationen nachgewiesen werden.

C.3.6. Bestimmung von TXB; und 6-keto PGF,, aus

dem Perfusat vor und nach Embolieinduktion

Die Spiegel von TXB, und 6-keto PGF, als stabile Metaboliten der
Eicosanoide TXA; und PGl wurden vor und funf Minuten nach
Embolieinduktion mit 0,75 ml Luft aus dem Perfusat bestimmt.

Dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p<0,05) der gemessenen
TXB2-Spiegel vor und nach Embolieinduktion (n=6) (Tabelle 4).

TXB:2 (pg/ml) 6-keto PGF 1, (pg/ml)
Vor Embolieinduktion 120 +/- 115 223 +/- 110
5 min nach Embolieinduktion |980 +/- 367 (*) 525 +/- 277

Tabelle 4: TXBz und 6-keto PGF4,-Spiegel vor und funf Minuten nach
Embolieinduktion mit 0,75 ml Luft (Mittelwerte +/- Standardabweichung).
(*) = Signifikanter Unterschied zum Ausgangswert (p<0,05) (ANOVA).
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D. Diskussion
D.1. Allgemeine pathophysiologische Veranderungen

in der Lunge unter den Bedingungen einer

Luftembolie

Bei einer Luftembolie der Lunge kommt es in diesem Organ zu einer
grolden Zahl pathophysiologischer Veranderungen.

In dieser Studie wurde sowohl besonderes Augenmerk auf die
hamodynamischen Veranderungen im Lungenkreislauf gelegt als auch ein
Monitoring der Lungenmasse durchgefuhrt, die als Indikator fur eine
Einlagerung von Flissigkeit in das Praparat diente.

In weitgehender Ubereinstimmung mit der zu Luftembolien der Lunge
publizierten Literatur waren die dort beschriebenen pathophysiologischen
Veranderungen hinsichtlich Hdmodynamik und auftretender Odembildung
auch in unserem Versuchsmodell der isolierten und zellfrei perfundierten
Kaninchenlunge reproduzierbar:

Sofort nach Embolieinduktion war ein massiver und rascher Anstieg des
pulmonalarteriellen Drucks zu verzeichnen, der im weiteren Verlauf des
Versuches rasch wieder auf annahernd Ursprungswerte zurickging.

Diese Ergebnisse decken sich mit einer groRen Zahl von Studien, die
sowohl an isolierten Organmodellen [79, 80, 133, 134, 162] als auch im
Ganztierversuch [14, 56, 85, 124] zu diesem Thema durchgefuhrt wurden,

und sind somit unbestritten.

Neben den oben beschriebenen Auswirkungen auf die Hamodynamik liel3
sich von uns auch die zeitlich verzogerte Ausbildung eines Lungenddems,
gemessen an der Zunahme der Organmasse, nachweisen. Dabei muf}
vermutet werden, dal als Ursache dieser Odembildung nicht alleine ein
erhohter hydrostatischer Druck verantwortlich ist, sondern auch eine
Storung der kapillaren Permeabilitat. Ein indirekter Hinweis auf das
Vorliegen einer erhohten kapillaren Permeabilitat ist, dall es bei den
Versuchen erst nach 60 - 90 Minuten zu nennenswerten, allerdings dann
rasch verlaufenden Massenzunahmen der Praparate kam, also zu einem
Zeitpunkt, an dem der initial gestiegene PAP schon anndhernd wieder

Ausgangswerte erreicht hatte. Die Beteiligung einer erhodhten
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Permeabilitat als Ursache der Odembildung wird auch durch mehrere
Studien anderer Arbeitsgruppen gezeigt, die sich ebenfalls mit der
Hamodynamik und Odementstehung unter den Bedingungen einer
Luftembolie beschaftigten [3, 31, 49, 50, 56, 120]. Anhand
unterschiedlicher Spezies aber auch teilweise unterschiedlicher Methodik
(z.B. dem Vorhandensein von Blutkomponenten oder im Ganztierversuch)

konnte eine Erhdhung der Kapillarpermeabilitat aufzeigt werden.

D.2. Mediatorbeteiliqung an der Pathophysiologie der

Luftembolie

Die Literatur lieferte in der Vergangenheit immer wieder deutliche
Hinweise, dal} bei der Induktion pathophysiologischer Effekte im Rahmen
von Lungenembolien neben dem sicherlich nicht zu vernachlassigenden
Faktor der partiellen Strombahnverlegung durch den Embolus auch
unterschiedliche Mediatorsysteme beteiligt sind. Im Mittelpunkt der
Diskussion standen dabei v.a. Vertreter der Gruppe der AA-Metabolite,
insbesondere das TXA,. Weiterhin wurde die Beteiligung von Serotonin,
PAF und Histamin diskutiert.

Neuere Studien brachten auch die 1988 von Yanagisawa entdeckten
Peptidhormone aus der Familie der Endotheline in Zusammenhang mit
dem pathophysiologischen Geschehen bei Lungenembolien [144, 162].

In der vorliegenden Arbeit wurde diesen Hinweisen aus der Literatur
anhand des Modells der isolieten und mit Krebs-Henseleit-Puffer
perfundierten Kaninchenlunge nachgegangen. Dieses bewahrte Modell
kann als isoliertes Organmodell, das zellfrei perfundiert wurde, wie jedes
experimentelle Modell nur einen Teil der Realitat darstellen. Ziel war es,
die pathophysiologischen Reaktionen im Zusammenhang mit einer
luftinduzierten Lungenembolie sowie deren mogliche medikamentdse
Antagonisierbarkeit ohne den zusatzlichen Einfluss einer Zellperfusion zu

untersuchen.

Zusammenfassend konnte in der hier vorliegenden Studie von uns gezeigt
werden, dal® bei Lungenembolien, die unter den Bedingungen dieses
zellfrei perfundierten Versuchsmodells durch Luft induziert wurden, dem

Arachidonsauremetaboliten Thromboxan die Rolle eines potenten
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Vermittlers der initialen PAP-Steigerung zukommt. Fir den Plattchen-
aktivierenden Faktor (PAF) konnte ein Effekt im Hinblick auf eine spate
Odembildung der Lunge aufgezeigt werden, wahrend sich fir die
vasoaktiven Peptidhormone aus der Gruppe der Endotheline kein Anteil
an der Entstehung oder Aufrechterhaltung pathologischer Reaktionen

unter den genannten Versuchsbedingungen nachweisen liel3.

D.21. Bestimmung der Endothelin-Konzentrationen im
zirkulierenden Krebs-Henseleit-Puffer vor und

nach Embolieinduktion.
1992 wurden von Wang et al. [162] Ergebnisse veroffentlicht, die neben
signifikant erhohten Konzentrationen von TXA; eine Erhdohung der ET-
Konzentrationen nach Luftembolien im Modell der isolierten und mit einem
Blutanteil perfundierten Rattenlunge zeigen konnten. Auf Grund dessen
wurde von dieser Arbeitsgruppe eine Beteiligung von ET-1 an der
pulmonalarteriellen Drucksteigerungsreaktion bei Luftembolien postuliert.
In der vorliegenden Arbeit konnte bei der Messung der Endothelin-
Konzentrationen aus dem direkt hinter der Lunge gelegenen Reservoir
des rezirkulierenden Krebs-Henseleit-Puffers weder vor noch nach der
Induktion massiver Lungenembolien durch Luft ein messbarer Spiegel
dieses Peptids nachgewiesen werden.
Bisher wurden nur wenige direkt vergleichbare Studien zur mdglichen
Beteiligung von ET bei Luftembolien der Lunge publiziert. Im weiteren
werden auch andere Versuchsmodelle in die Diskussion miteinbezogen,
bei denen ET-Konzentrationen im Zusammenhang mit Lungenembolien
gemessen wurden, um den Stand der Literatur hinsichtlich dieses Themas
darzustellen.
In einer von Dschietzig 1998 [35] vorgenommenen Untersuchung an
isolierten und mit Krebs-Henseleit-Puffer perfundierten Kaninchenlungen,
bei denen Mikroembolien durch Glaspartikel mit 100 um Durchmesser
gesetzt wurden, zeigte sich zwar ein Anstieg der Konzentration des ET-
Vorlaufers Big-Endothelin im Perfusat, ET selbst konnte dabei aber weder
vor noch nach der Embolisation nachgewiesen werden.
Auch in der bereits erwahnten, von Schmeck at al. durchgeflhrten

Nachfolgestudie der vorliegenden Arbeit [134], die an isolierten und mit
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10% Blutbeimischung perfundierten Kaninchenlungen durchgefiihrt wurde,
war Endothelin im Perfusat nach Luftembolie nicht nachweisbar.

In scheinbarem Widerspruch zu diesen Beobachtungen stehen neben der
oben dargestellten Arbeit von Wang in der Literatur einige weitere Studien,
bei denen erhéhte Endothelin-Spiegel unter den genannten Bedingungen
nachgewiesen werden konnten.

Sofia et al. 1997 [144] konnten bei Patienten mit Thrombembolien der
Lunge ein signifikant erhohtes Verhaltnis von [ETarerien.] zu [ETvenss] in
Bezug auf eine gesunde Kontrollgruppe beobachten.

Bezieht man allerdings Untersuchungen von Dupuis [37, 38] und Wagner
[161] in die Interpretation dieser Ergebnisse mit ein, die zeigen, dal}
menschliche Lungen unter physiologischen Bedingungen einen grof3en
Teil zirkulierenden Endothelins aus dem Kreislauf eliminieren, so ist die
Schlul’folgerung einer erhéhten ET-Synthese und Ausschuittung unter
diesen Bedingungen zwar denkbar, aber nicht zwingend. Ebensogut ware
unter den gegebenen pathologischen Verhaltnissen in der Lunge eine
verminderte pulmonale Clearance fur diese Peptide moglich und hierdurch
nicht eine erhdhte Syntheseleistung, sondern eine verminderte Elimination
fur den von Sofia et al. dargestellten Konzentrationsanstieg im Plasma
verantwortlich zu machen. Auf diese Weise kdnnen auch die im Rahmen
neuerer Studien nachgewiesenen erhdhten ET-1 Spiegel nach
Lungenembolieinduktion mit Luft im Ganztierversuch erklart werden [93,
112, 151].

Auch bei Fruchtwasserembolien konnte von zwei Arbeitsgruppen ein
signifikant erhohter ET-Spiegel nachgewiesen werden [43, 88]. Diese
Ergebnisse sind aus methodischen  Grinden allerdings nur sehr
eingeschrankt mit den unseren vergleichbar, da hierbei Zellen und andere
Stoffe aus dem Fruchtwasser in den vendsen Kreislauf und damit in die
pulmonale Strombahn eingeschwemmt werden, die teilweise selbst Uber
endokrines Potential verfligen und die Maoglichkeit anderer Pfade der
Mediatoraktivierung nahelegen.

Weiterhin mussen alle genannten Ergebnisse unter dem Aspekt betrachtet
und bewertet werden, daf}, obwohl ET-Spiegel unter verschiedenen

Bedingungen im Plasma nachgewiesen werden konnten, Endotheline
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doch hauptsachlich parakrin sezerniert werden und somit nur zu geringen
Teilen in den Kreislauf gelangen. Die Aussagekraft der Messungen im
Plasma ist daher sehr eingeschrankt. Dieser Sachverhalt spiegelt auch die
Probleme bei der Interpretation anderer Studien wider, die auf ET-
Messungen aus dem Plasma beruhen.

Aufgrund der wenigen direkt vergleichbaren Studien und der Unterschiede
der verwendeten Methoden und Spezies fallt eine abschliefende
Beurteilung eines evtl. erhdhten ET-Spiegels bei Lungenembolien schwer
und wird ebenso wie das Problem der generellen Interpretierbarkeit dieser

Spiegel sicherlich Anlal® zu weiteren Untersuchungen geben.

D.2.2. Beteiligung von Endothelinen an den
pathologischen Reaktionen der Lunge auf eine

Luftembolie

In der vorliegenden Studie konnte durch indirekte Beweisfuhrung mittels
ET-Rezeptorantagonisierung gezeigt werden, dal3 Endotheline unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen einer zellfreien Organperfusion
keinen Anteil an der Drucksteigerungsreaktion oder der Odembildung der
Lunge haben.

Mit Ausnahme der bereits erwahnten Nachfolgestudie von Schmeck et al.
[134] finden sich in der Literatur nur wenige Publikationen, die sich mit
dem Einflul der Antagonisierung von ET-Rezeptoren auf den
hamodynamischen Verlauf bei Lungenembolien beschaftigen. Daneben
geben die unter D.2.1 aufgefluhrten Arbeiten, bei denen z.T. erhohte ET-
Spiegel unter den Bedingungen von Lungenembolien nachgewiesen
werden konnten, einen Hinweis auf deren mogliche Beteiligung an den
auftretenden pathophysiologischen Reaktionen.

Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit konnte in der Nachfolgestudie von
Schmeck et al. [134] am Modell der isolierten und perfundierten
Kaninchenlunge gezeigt werden, dall die Antagonisierung von ETa-
Rezeptoren durch den selektiven ETa-Rezeptorantagonisten LU 135252
bei Luftembolien zu einer signifikanten Reduktion des initialen PAP-
Anstiegs fuhrt.

Diese Studie wurde an der gleichen Spezies durchgefuhrt und war auch

hinsichtlich der angewandten Methodik annahernd identisch. Im
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Unterschied zur vorliegenden  Arbeit wurde allerdings die
Zusammensetzung der die Lunge perfundierenden Flussigkeit verandert.
Der Gesamtmenge von 200 ml verwendeten Krebs-Henseleit-Puffers ohne
weitere Zusatze standen bei Schmeck 180 ml Krebs-Henseleit-Puffer mit
einem Zusatz von 20 ml autologem Vollblut gegenuber.

Aufgrund der sonst identischen Versuchsbedingungen ist zu fordern, daf}
die gesehenen Unterschiede auf dem Vorhandensein des zusatzlichen
Faktors Blut mit seinen zellularen und humoralen Elementen basieren.

Fir diese Annahme sprechen auch drei weitere Studien, bei denen im
Ganztierversuch durch eine ET-Rezeptorblockade ein verminderter
Anstieg des PAP nach Induktion von Lungenembolien mit Luft gezeigt
werden konnte [93, 112, 148].

Die Forderung nach einer Beteiligung von zellularen Bestandteilen und
Plasmakomponenten des Blutes an der Pathophysiologie der
Lungenembolie wird durch zahlreiche Hinweise aus der Literatur
unterstitzt, die eine Beteiligung v.a. neutrophiler Granulozyten an der
embolieinduzierten Lungenschadigung aufzeigen konnten.

Ultrastrukturelle Untersuchungen von Albertine [3] an Schafslungen nach
Luftembolie zeigten, dal sich die Schadigung durch die embolisierende
Luft v.a. an den kleinen Gefalken (Durchmesser 100 - 1000 um) abspielt.
Die dort verbleibenden Luftblaschen waren von einer gro3en Menge
neutrophiler Granulozyten umgeben, die Mikroaggregate bildeten und
ihrerseits in engem Kontakt zum Gefaliendothel standen.

Auch Versuche von Huang et al. [80], an isolierten und perfundierten
Rattenlungen durchgeflihrt, konnten zeigen, dal} die Anwesenheit von
neutrophilen Granulozyten sowie von Komplement als potentieller
Aktivator von Granulozyten, gemessen an der K;, eine signifikant starkere
Schadigung der Lungengefalle bei Luftembolien hervorrief als dieselbe
Anordnung ohne die genannten Faktoren.

Flick [48, 49] konnte anhand von zwei ahnlich angelegten Studien
nachweisen, dal} Leukozyten fur die Schadigung der kleinen Gefalie
verantwortlich sind. Da die Gabe von Superoxid-Dismutase diese

Schadigung, wiederum gemessen an der K; signifikant vermindern
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konnte, ist darauf zu schlielen, dal von Leukozyten produziertes Oy
zumindest partiell fur die Permeabilitatssteigerung verantwortlich ist.
Neben der direkten Freisetzung von Substanzen
(Arachidonsauremetabolite, O,-Radikale, Elastase) aus den PMN triggern
diese in aktiviertem Zustand auch die Synthese von Boten- und
Effektorstoffen aus anderen Zellen. Hierzu gehéren z.B.
Cyclooxygenaseprodukte wie PGIl, und TXA; [75, 119].

Weitere Untersuchungen, die im Zusammenhang damit durchgefihrt
wurden, konnten zeigen, dall auch Endotheline PMN-getriggert
synthetisiert und ausgeschuttet werden: Im Modell isolierter und
perfundierter Kaninchenlungen wurden in die Zirkulation verbrachte
Granulozyten durch N-formyl-L-leucin-methionyl-L-phenylalanine (FMLP)
aktiviert. Dabei konnte neben einem Anstieg der TXA>-Konzentration auch
ein signifikant erhohter Spiegel von ET-1 im Perfusat nachgewiesen
werden. Der durch die Aktivierung zu verzeichnende initiale Druckanstieg
konnte dabei durch den ETa-Rezeptorantagonisten LU 135252 signifikant
verringert werden [135].

Die Gesamtheit der oben genannten Ergebnisse lalkt vermuten, dal} in
isolierten und perfundierten Kaninchenlungen unter Luftembolien eine ET-
Synthese nur induziert wird, wenn diese Uber zellulare Komponenten des
Blutes angestol3en wird.

Die hier vorgestellte Arbeit kann im Vergleich mit der Nachfolgestudie
zeigen, dald ET trotz der o0.g. Tatsachen nur einen Teil der pathologischen
Reaktionen der Lunge bei Luftembolien triggert, da auch bei der zellfreien
Perfusion mit Krebs-Henseleit-Puffer ein massiver Anstieg des PAP als
Antwort auf die Luftembolie beobachtet wurde. Hier konnte der initiale
Druckanstieg durch Cyclooxigenasehemmung signifikant vermindert
werden, wahrend dieser Effekt durch die ET-Rezeptorantagonisierung
nicht nachweisbar war. Diese Ergebnisse werden durch Messungen des
stabilen TXAx-Metabolit TXB, aus dem Perfusat vor und nach
Embolieinduktion untermauert, bei der ein signifikanter Anstieg von TXB;
nach Embolieinduktion im Vergleich zur Steady State Situation

nachzuweisen war.
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Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der Nachfolgestudie
von Schmeck et al. mul} gefordert werden, dal® unter den Bedingungen
einer zellfreien Perfusion die Thromboxansynthese der Endothelzellen
durch Luftembolien auch direkt aktiviert werden kann und nicht
notwendigerweise nur Uber eine Aktivierung zellularer Blutkomponenten

verlauft.

D.2.3. Beteiligung von TXA; an der initialen

Drucksteigerung des PAP nach Luftembolie

Wie bereits im vorstehenden Abschnitt angedeutet, konnte durch die
vorliegende Studie sowohl direkt Uber Mediatorenmessungen aus dem
Perfusat als auch indirekt Uber deren Antagonisierung mittels
Cyclooxygenasehemmung der Nachweis gefuhrt werden, dafl3 im von uns
verwendeten Versuchsmodell der zellfrei perfundierten und isolierten
Kaninchenlunge der Arachidonsauremetabolit TXA; neben der rein
physikalisch bedingten PAP-Steigerung durch partielle Verlegung der
Lungenstrombahn ein potenter Vermittler der initialen
Drucksteigerungsreaktion bei Luftembolien ist.

Im Literaturvergleich finden sich Arbeiten anderer Gruppen, die sowohl
eine Erhohung der Konzentration dieses Mediators bei Lungenembolien
als auch dessen Beteiligung an der Druckreaktion aufzeigen konnten. Ein
Vergleich zwischen den Ergebnissen der im weiteren vorgestellten
Studien und denen der vorliegenden Arbeit muf3, wie auch im Abschnitt
uber die ET vermittelten Reaktionen, allerdings unter dem Aspekt der
methodischen Unterschiede erfolgen. Eine Ubersicht diesbeziiglich gibt
Tabelle 4.

D.2.3.1. Lungenemboliebedingte Veranderungen der TXA,-
Konzentration bei verschiedenen Spezies

Ein Anstieg der TXAz-Konzentration (Messung aus Serum- oder durch
Lymphfisteln der Lunge gewonnenen Proben) nach einer Lungenembolie
wurde im Ganztierversuch an Schafen [14, 58], Hausschweinen [129],
Hunden [85] und Kaninchen [149, 150] beobachtet.

Experimentelle Untersuchungen an isolierten und perfundierten Lungen
von Kaninchen [123, 149, 133, 134] und Ratten [162], die ebenfalls eine
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Erhdhung des TXA,-Spiegels zeigen konnten, bestatigen diese
Ergebnisse. Sie konnen darlberhinaus durch die Versuchanordnung des
isolierten Organs auch zeigen, dal} das gemessene TXA; in der Lunge

selbst synthetisiert wird.

Hinweise auf eine Beteiligung von TXA; an den pathophysiologischen
Veranderungen der Lunge nach Lungenembolie konnten auch beim
Menschen gesehen werden:

So konnten sowohl von Galietti [57] als auch von Friedrich [53] erhdhte
TXA,-Spiegel bei Patienten mit akuten Thrombembolien der Lunge
nachgewiesen werden. Uneinigkeit besteht allerdings zwischen diesen
beiden Autoren bezuglich der tatsachlichen Vermittlung der
Druckanstiegsreaktion durch diesen Mediator. Wahrend Galietti eine
Korrelation zwischen der Héhe der TXA,-Spiegel und dem Schweregrad

der Klinik aufzeigen konnte, war dies bei Friedrich nicht moglich.
D.2.3.2. Beurteilung der hamodynamischen

Veranderungen durch TXA;
Im Tierversuch konnte durch Cyclooxygenasehemmung oder TXA,-
Synthetase-Inhibition von vielen dazu publizierten Studien der Nachweis
erbracht werden, dal} die initiale emboliebedingte Drucksteigerungs-
reaktion zumindest partiell TXA,-vermittelt ist.
So konnte von Todd im Ganztierversuch an Kaninchen [150] gezeigt
werden, da® sich die pulmonalarterielle Druckreaktion nach
Lungenembolien in Ubereinstimmung mit der dadurch verminderten TXA,-
Konzentration im Blut durch Vorbehandlung mit dem
Cyclooxygenasehemmer Acetylsalicylsaure signifikant vermindern |aft.
Eine fur TXA, noch spezifischere Antagonisierung uUber die Hemmung
seiner Synthese mit Dazoxiben bei Schafen unter den Bedingungen einer
Lungenembolie zeigte die gleichen Ergebnisse [58].
Auch die Arbeiten, die der hier vorgestellten Studie durch ihre Methodik
am ahnlichsten sind, unterstutzen die oben dargestellte Rolle von TXA;:
In von Todd [149] durchgefuhrten Versuchen an isolierten und
perfundierten Kaninchenlungen, bei denen vor Thrombembolisation

Acetylsalicylsdure gegeben wurde, konnte durch diese Behandlung der
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PAP-Anstieg gegenlber einer unbehandelten Kontrollgruppe signifikant
vermindert werden. Die beobachtete Abnahme des PAP ging dabei mit

der Abnahme der TXA,-Konzentration im Perfusat einher.

Auch in der von Schmeck et al. durchgefiihrten Nachfolgestudie dieser
Arbeit, die sich in der Methodik allerdings durch eine 10% Blutbeimengung
zum Perfusat unterschied, konnte im Versuchsverlauf eine signifikante
Verminderung des PAP unter Diclofenac-Antagonisierung beobachtet
werden. Im Unterschied zu den hier geschilderten Ergebnissen war dabei
der initiale Druckanstieg zwar beobachtbar aber nicht signifikant
vermindert.

Aufgrund der dargestellten Ergebnisse [133, 134, 149] kann bei der
verwendeten Spezies Kaninchen die Steigerung der TXA,-Synthese und
die Beteiligung des Arachidonsauremetaboliten TXA; an der
Drucksteigerungsreaktion bei Lungenembolien als sehr wahrscheinlich
angesehen werden.

Gleichwohl mul®3 erwahnt werden, dald sich bei anderen Spezies die
Datenlage im Hinblick auf diesen Zusammenhang nicht so eindeutig
darstellt.

So konnte von Bonsignore et al. [14] im Ganztierversuch am Schaf nach
vierstiindiger kontinuierlicher Embolisation mit Luft zwar eine Steigerung
der TXAz-Konzentration gezeigt werden, eine TXA,-Synthetase-Inhibition
mit U63,557A brachte jedoch keine Veranderung der hamodynamischen
Parameter im Vergleich mit der nicht medikamentds vorbehandelten
Kontrollgruppe.

Auch bei von Huang et al [80] durchgeflihrten experimentellen
Untersuchungen an isolierten und zellfrei perfundierten Rattenlungen
zeigte sich bei einer Vorbehandlung mit einem Cyclooxygenasehemmer

keine veranderte Druckreaktion im Kontrollgruppenvergleich.
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Autor/Jahr/ Perfusions-
Spezies Embolieinduktion
(Literaturverz.) medium
P ———§—$—§—$—$—§—$§—§—S—S—§—§———§—§—§—@—$§$§8§y
Kaninchen Vollblut
- Ganztier _ (Ganztier)
Todd 1983 (149) . Thrombembolie -
- Isoliertes zellfrei (isoliertes
Lungenpraparat Lungenpraparat)
Kaninchen
Todd 1983 (150) _ Thrombembolie Vollblut
(Ganztier)

Ratten (isoliertes

Anteil autologes

Wang 1992 (162) ) Luftembolie
Lungenpraparat) Vollblut
Ratten (isoliertes . Zellfreie
Huang 1997 (79) ) Luftembolie _
Lungenpraparat) Perfusion
Bonsignore 1986 _ .
(14) Schaf (Ganztier) Luftembolie Vollblut
Kaninchen
Schmeck 1998 o . Anteil autologes
(isoliertes Luftembolie
(134) ) Vollblut
Lungenpraparat)

Tabelle 4: Ubersicht Uber die methodischen Unterschiede der hier

erwahnten Studien zur Beteiligung von TXA; bei Lungenembolien.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dal} die Mehrzahl der bis heute
veroffentlichten Arbeiten einen Konzentrationsanstieg von TXA, und eine
Beteiligung dieses Mediators an der Druckreaktion bei Lungenembolien
unterstitzt. Die Ursachen der oben beschriebenen Speziesunterschiede
hinsichtlich dieses Punktes basieren dabei mit einiger Wahrscheinlichkeit
auf den von Volkel [160] beschriebenen speziesspezifischen
Synthesemustern fur Eicosanoide sowie der unterschiedlichen Methodik
der Studien.

D.2.4. Indirekter Nachweis einer Beteiligung des PAF
an einer spaten Odembildungsreaktion nach

Luftembolie

Neben den oben beschriebenen Ergebnissen einer mediatorvermittelten
Anderung der Hamodynamik bei Lungenembolien konnte in dieser Arbeit
auch gezeigt werden, dall die von uns gesehene spate
Odembildungsreaktion unter den Bedingungen einer zellfreien
Organperfusion der Lunge zumindest zum Teil PAF-vermittelt ist. Durch
praembolische Gabe des PAF-Rezeptorantagonisten WEB2086 konnte
diese Reaktion signifikant verzogert werden.

Wie eingangs bereits beschrieben, konnte durch zahlreiche experimentelle
Emboliestudien eine auf erhdhter kapillarer Permeabilitat basierende
Odembildung nachgewiesen werden [3, 31, 49, 50, 56, 120].

Ein breites Spektrum an Mediatoren ist unter bestimmten Bedingungen in
der Lage, die kapillare Permeabilitdt in der Lunge zu erhdhen. Zu diesen
potentiell permeabilitdtssteigernden Mediatoren zahlen neben den
Arachidonsauremetaboliten wie TXA; und der Gruppe der Leukotriene [30]

auch der Plattchen-aktivierende Faktor.

Wie bereits im Einleitungsteil Uber PAF beschrieben, werden
inflammatorisch aktive Zellen durch PAF neben einer wohl eher
untergeordneten endokrinen Wirkkomponente mit geringer Halbwertszeit
(rasche Degradation durch die PAF-Acetylhydrolase) hauptsachlich auf
parakrinem und juxtakrinem Wege beeinflusst [128]. Der hierbei

beschrittene Weg flhrt Gber eine gleichzeitige Prasentation von PAF mit
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Adhasionproteinen, wie dem P-Selectin, an der Oberflache von
stimulierten Zellen, wie z.B. Endothelzellen. Die dadurch hervorgerufene
Adhasion von z.B. Polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten
ermdglicht die raumliche Nahe, damit PAF an den PAF-Rezeptor auf der
Oberflache der PMN binden kann [98]. Getriggert durch die PAF-
Rezeptoraktivierung andern diese Zellen ihren Funktionszustand z.B. mit
einem Einfluss auf die Produktion von Sauerstoffradikalen und
proteolytischen Enzymen, aber auch auf die Leukozytenmigration und —
adhasion. Daher ist es nicht verwunderlich, daf® von Mojarad [113] und Li
[94] der Nachweis einer durch PAF erhohten Vasopermeabilitat im
Ganztierversuch an Hunden sowie an Meerschweinchen erbracht werden

konnte.

Unter experimentellen Bedingungen konnte jedoch ebenso gezeigt
werden, dal® PAF als Mediator auch in Abwesenheit von Zellen des Blutes
einen Einfluss auf Organe haben kann:

Von Imai 1988 durchgeflhrte Versuche an isolierten und zellfrei
perfundierten Rattenlungen konnten einen durch PAF induzierten Anstieg
des PAP sowie eine Odembildungsreaktion aufzeigen, die durch Gabe
von selektiven PAF-Antagonisten signifikant vermindert werden konnte
[84].

Ebenso konnten von Hamasaki 1984 durchgeflihrte Untersuchungen an
isolierten und zellfrei perfundierten Meerschweinchenlungen einen Anstieg
des pulmonalarteriellen Druckes sowie einen Anstieg des extravaskularen
Lungenwassers durch PAF aufzeigen. Diese Veranderungen gingen mit

einer gesteigerten Bildung von TXA; einher [66].

Hinweise, die auf eine Beteiligung dieses Mediators bei Lungenembolien
hindeuten, wurden von Nakos [117] publiziert, der am Menschen eine bei
Lungenembolien erhdhte Konzentration des PAF in der bronchoalveolaren
Lavage nachweisen konnte.

Trotz der oben dargestellten erhdhten PAF-Konzentration in der BAL bei
Lungenembolien und der experimentell nachgewiesenen PAF-induzierten

Permeabilitatssteigerung ist eine weitere Untermauerung seiner
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Beteiligung am pathophysiologischen Geschehen bei Lungenembolien
durch die geringe Zahl der dazu durchgefuhrten Studien zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht moglich.

Weitere Untersuchungen werden die Rolle dieses Mediators bei

Lungenembolien naher charakterisieren mussen.
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E. Zusammenfassung

Thrombembolien der Lunge gehoéren trotz einer heute als Standard
durchgefuhrten Therapie mit Antikoagulantien immer noch zu den
gefurchteten Komplikationen der Immobilisation von Patienten wahrend
eines Klinikaufenthaltes.

Aber auch Embolien durch andere Stoffe wie Luft, Fruchtwasser oder Fett
stellen in den entsprechenden Kklinischen Situationen eine nicht
unerhebliche Gefahrdung fiur Patienten dar.

Ein akuter Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes und die vermehrte
Einlagerung interstitieller Flussigkeit bis hin zum alveolaren Lungenddem
sind beobachtbare pathophysiologische Veranderungen bei
Lungenembolien, die allerdings nur zum Teil auf eine rein physikalische
Verlegung der Lungenstrombahn zurtckfuhrbar sind. Vieles spricht fur
eine  Beteiligung unterschiedlicher Mediatorsysteme an diesen
Veranderungen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, am Organmodell der zellfrei
perfundierten isolierten Kaninchenlunge diejenigen pathologischen
Reaktionen auf Luftembolien darzustellen, die unabhangig sind vom
Einfluss einer zusatzlichen Blutperfusion als weiterem Faktor, der im
Rahmen von embolischen Geschehnissen mit hoher Wahrscheinlichkeit
eine Rolle spielt. Desweiteren war es Ziel der Arbeit, unter den genannten
Bedingungen den Effekt von Rezeptorantagonisten und
Syntheseinhibitoren verschiedener moglicher Mediatoren (Endothelin, PAF
sowie Eicosanoidmediatoren) auf die ohne Antagonisierung beobachteten
pathologischen Reaktionen darzustellen, dies ebenfalls ohne den Einfluss
einer Blutperfusion. Daruberhinaus wurden Spiegel verschiedener
Mediatoren (Endothelin-1, 6-keto-PGF;,, TXB, (stabile Metaboliten von
Prostacyclin und TXAz)) vor und nach Luftembolie aus dem Perfusat
bestimmt, um Uber einen direkten Nachweis dieser Mediatoren die
beobachteten  Anderungen unter Rezeptorantagonisierung  bzw.
Synthesehemmung weiter zu untermauern.

Verwendet wurde dazu ein vendsseitig offenes, rezirkulierendes

Perfusionssystem, das eine kontinuierliche flow-konstante Organperfusion
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sowie das Monitoring des pulmonalarteriellen Druckes (PAP) und der
Lungenmasse erlaubte.

Untersucht wurde zunachst die Veranderung des PAP und der
Lungenmasse (Indikator fur interstitielle FlUssigkeitseinlagerung) bei
artefiziell herbeigeflihrten Lungenembolien durch 0,75 ml Luft. Hier zeigte
sich ein sofort nach der Embolisation einsetzender Anstieg des PAP von
seinem Ausgangsdruck bei 7,5 +/- 0,2 (SE) mmHg auf 24,6 +/-1,7 (SE)

mmHg, der in der Folge rasch wieder sank.

Bei der Aufzeichnung der Lungenmasse zeigte sich kurz nach der
Embolisation zunachst eine vasokonstriktiv bedingte Abnahme der
Organmasse. Mit zeitlicher Verzégerung von 60-90 min setzte schlielich
eine rasch zunehmende FlUssigkeitseinlagerung ein, die in der Endphase

in ein alveolares Lungenodem mundete.

Unter der Vorbehandlung mit dem ETa-Rezeptorantagonisten BQ123 oder
dem ETg-Rezeptorantagonisten BQ788 konnte weder hinsichtlich des
PAP-Verlaufes noch hinsichtlich der Massenanderung der Lunge ein
statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich mit der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Die Messung der ET-Konzentrationen aus dem
Perfusat mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen ELISA-Kits konnte weder

vor noch nach Embolisation messbare Spiegel des Hormons aufzeigen.

Eine Vorbehandlung durch den Cyclooxygenaseblocker Diclofenac konnte
den initialen Anstieg des PAP im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
(p<0.01) vermindern. Dagegen anderte diese medikamentdse
Vorbehandlung nichts am Ausmal} der nach 60-90 min beginnenden
Flussigkeitseinlagerung in das Organ. Untermauert werden diese
Ergebnisse durch die Konzentrationsbestimmungen der stabilen
Metaboliten von TXA; und PGI,; (TXB; und 6-keto PGF;,) vor und nach
Embolieinduktion mit 0,75 ml Luft ohne vorherige Antagonisierung. Hier
zeigte sich ein signifikanter Anstieg der TXB,-Konzentration im Perfusat

nach Embolisation im Vergleich zur Steady State Phase.
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Im Gegensatz dazu konnte die Applikation des PAF-Antagonisten WEB
2086 vor Embolieinduktion die initiale Drucksteigerungsreaktion des PAP
nicht  vermindern. Diese Versuchsserie zeigte aber im
Kontrollgruppenvergleich  eine statistisch signifikante Veranderung
(p<0,05) hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der Massenzunahme im Sinne

eines verspateten Eintretens dieser Reaktion.

Zusammenfassend sprechen die vorliegenden Ergebnisse, bestatigt durch
Beobachtungen anderer Autoren, flir eine Beteiligung von
Arachidonsauremetaboliten, insbesondere des TXA,, an der initialen
Drucksteigerungsreaktion des PAP. Da zellulare Einflusse des Blutes
durch die gewahlten Modellbedingungen in der vorliegenden Arbeit keine
Rolle spielten, konnte gezeigt werden, dald TXA; in diesem Modell unter
den Bedingungen einer Luftembolie blutkomponentenunabhangig
mehrsynthetisiert wird und dald der Trigger hierfur ebenfalls unabhangig

vom Vorhandensein von Blutzellen war.

Uberdies weisen die oben dargestellten Ergebnisse unter PAF-
Rezeptorantagonisierung  durch  statistisch  signifikante  zeitliche
Verzogerung des nach Luftembolie beobachtbaren Lungen6dems auf eine
Beteiligung des Plattchen-aktivierenden Faktors an diesem Zustand hin.
Da auch hier zellfrei perfundiert wurde, ist unter den gewahlten
Modellbedingungen dieser Befund offensichtlich ebenfalls unabhangig
vom Vorhandensein zellularer Blutkomponenten, die ansonsten bei der

Vermittlung von PAF-Signalen eine grol3e Rolle spielen.

Eine Beteiligung der vasoaktiven Peptidhormone aus der Gruppe der
Endotheline konnte in der vorliegenden Studie, zumindest unter den
gegebenen Versuchsbedingungen des zellfrei perfundierten isolierten
Lungenpraparates, nicht nachgewiesen werden. Im Hinblick auf eine
Nachfolgestudie von Schmeck et al. [134], die unter ansonsten
identischen Versuchsbedingungen mit einem Zusatz 10% autologem
Vollblutes perfundierten und unter diesen Bedingungen eine signifikante

Minderung des PAP unter ET-A Rezeptorantagonisierung zeigen konnten,
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muf im Vergleich mit der vorliegenden Studie von einer Blutzellbeteiligung

ET-vermittelter Effekte auf den PAP ausgegangen werden.
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