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Glossar
ACE
ANF
ARDS
ECE
ET

Kre

KG
KHHP
PAF
PAP
PCP
PEEP
PGl,
PMN
PVP

Angiotensin converting enzyme
Atrialer natriuretischer Faktor

Adult respiratory distress syndrome
Endothelin converting enzyme
Endothelin

Kapillarer Filtrationskoeffiizient
Kdrpergewicht
Krebs-Henseleit-Hydroxylathylstarke-Puffer
Plattchen-aktivierender Faktor
Pulmonal-arterieller Druck
Pulmonal-kapillarer Druck

Positive end expiratory pressure
Prostaglandin I, (Prostacyclin)
Polymorphkernige Neutrophile

Pulmonal-vendser Druck



1 Einleitung

Die Familie der Endotheline (ETs), die aus drei Strukturisomeren
besteht (ET-1, ET-2, ET-3), wurde seit ihrer Erstbeschreibung 1988 mit
groftem Interesse untersucht. Damals wurden erstmals Endotheline
aus Endothelzellen der Schweineaorta isoliert [133]. Endothelin-1 (ET-
1) ist das am intensivsten erforschte Isopeptid dieser Familie. Ein
vielfaltiges Wirkungsspektrum, bei dem vor allem die vaskulare
Wirkung im Vordergrund steht, das jedoch auch die Modulation des
Tonus der Atemwege [66], Leukozyten-stimulierende [87] sowie
mitogene [128] Effekte beinhaltet, konnte bisher nachgewiesen
werden. Von hohem Interesse ist zweifellos die Beteiligung der ETs an
Erkrankungen der Lunge, wie Asthma, Lungenfibrose, pulmonale
Hypertonie und ARDS (Adult respiratory distress syndrome). Dies kann
zum einen schon allein aufgrund des Wirkungsspektrums postuliert
werden, zum anderen konnte dieser Verdacht durch den Nachweis
eines erhohten Plasma-ET-Spiegels bzw. einer erhéhten ET-
Produktion bei genannten Krankheiten konkretisiert werden. Von nicht
minderem Interesse, aber im Rahmen unserer Untersuchungen an der
isolierten Kaninchenlunge nur sekundar, ist selbstverstandlich die Rolle
der ETs bei pathologischen Prozessen in anderen Organen, wie zum

Beispiel Herz, Gehirn oder Niere.

Die Familie der Endotheline besteht aus drei Isopeptiden, die jeweils
aus 21 Aminosauren aufgebaut sind. ET-2 und ET-3 unterscheiden sich
von ET-1 lediglich in zwei bzw. fiunf Aminosauren [39, 62]. Die
genetische Information zur Bildung von ET-1 ist beim Menschen auf
Chromosom 6 codiert [74]. Die Gene fur ET-2 befinden sich auf
Chromosom 1 [8] und fur ET-3 auf Chromosom 20 [104, 9]. Die
Synthese der Endotheline erfolgt in mehreren Schritten, die

exemplarisch an ET-1 dargestellt werden, da dieser Syntheseweg am



grundlichsten erforscht ist. Das erste Syntheseprodukt ist das aus 212
Aminosauren bestehende Praeproendothelin-1, welches durch eine
Carboxypeptidase zu big ET-1 gespalten wird [61]. Dieses aus 39
Aminosauren bestehende Peptid wird sowohl ins Plasma sezerniert als
auch intrazellular durch das Endothelin converting enzyme (ECE) zum
maturen ET-1 transformiert [132, 82]. Am Rande sei hier erwahnt, daf3
ECE durch verschiedene Substanzen inhibiert werden kann [27]. In
Ergdnzung zu diesem spezifischen Metabolisierungsweg wird die
Existenz einer alternativen unspezifischen Synthese diskutiert [7]. Eine
intrazellulare Speicherung von Endothelin existiert nicht. Es kann
innerhalb von Minuten eine de-novo-Synthese erfolgen, wobei die
wichtigsten Stimuli Hypoxie [12, 28], Ischamie und Scherkrafte sind [92,
71].

Die Metabolisierung ist bisher noch nicht hinreichend untersucht
worden. Durch die exogene Zufuhr von radioaktiv markiertem ET-1 bei
Ratten konnte eine Halbwertszeit von wenigen Minuten nachgewiesen
werden [42]. Diese kurze Halbwertszeit resultiert wahrscheinlich aus
der hohen Klarfahigkeit der Lunge fiur ET-1, die 80-90 % des
zirkulierenden Endothelins bei der ersten Passage eliminiert. Beim
Mensch wird eine zusatzliche Elimination im Splanchnikusgebiet
diskutiert [127]. In der pulmonalen Strombahn erfolgt die Hydrolyse
durch membrangebundenes ECE und ACE (Angiotensin converting
enzyme) [82,83] sowie durch Ektoenzym Endopeptidase E24.11 [88].
ETs-Rezeptoren scheinen flr die Metabolisierung von ET-1 bedeutsam
zu sein [42], da durch die Gabe des selektiven ETs-
Rezeptorantagonisten BQ788 die pulmonale Klarfahigkeit fuar ET-1
reduziert wird [64]. Im Gegensatz zu den geschilderten Daten konnten
andere Arbeitsgruppen keinen First-Pass-Effekt fur ET-1 in der Lunge
bei Untersuchungen an Menschen [105] und Katzen [76] nachweisen.
Die hydrophilen Endotheline entfalten ihre biologische Wirksamkeit

nach Kopplung an spezifische Rezeptoren, die nach ihrer unter-



schiedlichen Sensitivitat fur ET-1 und ET-3 klassifiziert werden. ETa-
Rezeptoren besitzen die hdchste Affinitat zu ET-1, wahrend ETg-
Rezeptoren gleiche Affinitaten zu ET-1 und ET-3 aufweisen [2, 109].
Humane ETa- und ETg-Rezeptoren konnten bereits kloniert werden [3,
57]. Die Endothelinrezeptoren gehéren zu einer Gruppe von
Membranproteinen, die an G-Protein gekoppelt sind [2,109]. Nach der
Rezeptorbindung erfolgt eine G-Protein-vermittelte Aktivierung der
Phospholipase C, welche zur Synthese von Inositol 1,4,5-triphosphat
und Diacylglycerin fuhrt [122, 4]. Inositol 1,4,5-triphosphat mobilisiert
intrazellulares Kalzium, welches zusammen mit Diacylglycerin zu einer
Aktivierung der Proteinkinase C fiihrt [36, 135]. Diese Mechanismen
fuhren zu Vasokonstriktion, Zellproliferation und Anderung der
transmembranen lonenstrome [70, 97]. Ein nicht unbetrachtlicher Teil
der endothelinvermittelten Wirkung wird durch die Freisetzung
sekundarer  Mediatoren, insbesondere von  Arachidonséaure-
Metaboliten, Histamin, Stickstoffmonoxid und Plattchen-aktivierender
Faktor (PAF) mediiert, wie unter anderem aus eigenen Versuchsreihen
hervorging [11, 41]. Zur Analyse der Rezeptorverteilung in den
verschiedenen Organsystemen wurden Untersuchungen mit selektiven
ETa- und ETs-Rezeptorantagonisten sowie dem ETs-
Rezeptoragonisten Sarafotoxin S6c¢c, welches aus dem Gift der
Schlange Atractaspis engadensis isoliert wurde [54], durchgefihrt. Die
pharmakologischen Studien, die mit den Rezeptorantagonisten
durchgefiihrt wurden, lassen die Existenz von zwei Subtypen sowohl
des ETa-Rezeptors als auch des ETg-Rezeptors vermuten [119,120].
Am Endothel befindliche ETg-Rezeptoren werden ETg;, an der glatten
Muskulatur befindliche ETg, genannt. Es wird vermutet, daf3 sowohl
ETAa- als auch ETs-Rezeptoren an der glatten Muskulatur zur
Kontraktion fuhren, wohingegen die am Endothel liegenden ETg;-
Rezeptoren jedoch Uber eine Freisetzung von NO und Prostacyclin

PGl, eine Relaxation der Muskulatur erzeugen koénnen [10]. Bei



physiologischen Untersuchungen verschiedener Organsysteme konnten
vasokonstriktorische Wirkungen von Endothelin im Koronarkreislauf
[52], im Splanchnikusgebiet [130], in den NierengefalRen [100, 130], in
Hirnarterien [121] sowie im systemischen Kreislauf [130], wo auch
vasodilatierende Effekte beschrieben wurden [102], nachgewiesen
werden.

Durch intensive Erforschung der Effekte von ET-1 wurden Interaktionen
mit anderen zelluldaren und humoralen Systemen beschrieben, die eine
proinflammatorische Rolle von ET-1 vermuten lassen. Die Aggregation
von Neutrophilen [45] sowie die Stimulation der Elastasefreisetzung
[46] und der Bildung toxischer Sauerstoffradikale [47] gehoért ebenso
zum Wirkungsspektrum von ET-1, wie die Aktivierung der Eicosanoid-
Synthese in Makrophagen und Monozyten. Weiterhin werden
Monozyten zur Freisetzung von Interleukinen angeregt [86], und PAF
wird aus Makrophagen freigesetzt [45, 78]. Umgekehrt induzieren PMN
auch die Synthese von big ET-1 und ET-1 in Endothelzellen [81].
Zirkulierendes big ET-1 kann durch granulozytare Enzyme zum maturen
ET-1 konvertiert werden [115]. Ebenso scheinen Granulozyten am ET-
1-Abbau beteiligt zu sein, da sie die hierzu notwendigen Enzyme im
Cytosol aufweisen [115, 98]. Die inflammatorische Wirkung von ET-1
wird durch die Fahigkeit zur Steigerung der Proliferation von glatten
Muskelzellen der Atemwege [94] und der Gefal3e [65] sowie von
Fibroblasten [99] erganzt. Man kann also davon ausgehen, daf3 ET-1
einen wichtigen Faktor bei inflammatorischen und proliferativen
Prozessen darstellt.

Eine Ubersicht der physiologischen Rolle von ET-1 an der GefaRwand

zeigt Abbildung 1.
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Abb. 1: Aktion und Interaktion von Endothelin an der
Gefalmuskulatur (modifiziert nach Boscoe 2000 [10])



Physiologische und pathophysiologische Rolle von ET in der
Lunge

Das Lungengewebe weist eine Vielzahl von Zellen auf, die zur ET-1-
Synthese beféahigt sind. Zu ihnen gehdren Bronchialephitelzellen,
Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Makrophagen und pulmonale
neuroendokrine Zellen [34, 126, 84]. Als Ausloser der ET-Synthese im
Lungengewebe konnten hauptsachlich inflammatorische Stimuli sowie
Hypoxie identifiziert werden [90, 17, 12]. Die pulmonale Strombahn
scheint  hinsichtlich der ET-1-Freisetzung Unterschiede zur
systemischen Zirkulation aufzuweisen. So wird die Produktion von ET-1
im grofRen Kreislauf durch AT Il und Vasopressin erhéht, welche keinen
Einflul3 auf die pulmonale ET-Synthese haben [95, 60]. Dartiber hinaus
verflgt die pulmonale Strombahn bei Versuchen mit Ratten tber eine
ausgepragte Klarfahigkeit fir ET-1, wie oben bereits beschrieben
wurde [127]. Eine mdogliche Erklarung hierfir mag in der hohen
Konzentration von ECE und ACE in der Lunge sowie in der Prasenz
zahlreicher Leukozyten in der pulmonalen Mikrozirkulation gesehen
werden.

Die Verteilung von ETa- und ETg-Rezeptoren in den Atemwegen weist
eine charakteristische Haufung von ETa-Rezeptoren in den grof3en
Atemwegen und von ETg-Rezeptoren in den Bronchiolen auf [50]. In
den menschlichen Atemwegen wird eine Bronchokonstriktion
vornehmlich Uber ETg-Rezeptoren mediiert [50], wohingegen ETa-
Rezeptoren an der Prostaglandinfreisetzung beteiligt sind [50, 49].
Bronchokonstriktion und Eicosanoidfreisetzung treten nach Entfernen
des Bronchialepithels verstarkt auf [18]. Da bei Asthma und akutem
Lungenversagen (ARDS) haufig Epithelschaden auftreten, mag der
bronchokonstriktorische Effekt von ET-1 bei diesen Krankheiten von
Bedeutung sein. ET-1 wirkt in den Atemwegen mitogen auf glatte
Muskelzellen und erhdht somit die DNA- und Proteinsynthese sowie die

Proliferation der Muskelzellen [80, 123].



In menschlichen Pulmonalgefafl3en sind beide Rezeptorsubtypen, ETa-
und ETg-Rezepzoren, exprimiert [26, 43], wobei das Ubergewicht in
den groReren Gefal3en auf seiten der ETa-Rezeptoren liegt. ETs-
Rezeptoren oder atypische Rezeptoren scheinen dagegen in kleineren
GefalRen zu dominieren [13]. ET-Rezeptoren sind auch im pulmonal-
venosen Anteil und in perivaskularen Nervenfasern nachgewiesen
worden [103]. Die von ET-1 ausgeltste pulmonale Vasokonstriktion
wird vornehmlich tber ETa-Rezeptoren mediiert [13], wobei auch ETg-
Rezeptor-mediierte Effekte eine geringe Rolle zu spielen scheinen [43].
Weiterhin  wird der mitogene Effekt von ET-1 auf glatte
GefalBmuskelzellen Uber ETa-Rezeptoren vermittelt [133]. Auch die
sekundare Mediatorsynthese, insbesondere die Aktivierung des
Arachidonsauresystems, scheinen Uber ETs-Rezeptoren mediiert zu
werden [11].

Dieses Wirkungsprofil legt den Zusammenhang von ETs mit
verschieden Krankheitsbildern der Lunge nahe.

Zuerst, aber nur am Rande erwahnt sei hier das Asthma, bei welchem
ET-1 eine Rolle zu spielen scheint, da hier, zumindest in bestimmten
Phasen der Erkrankung, erhdhte Plasma-ET-Spiegel vorliegen [10].
Auf weitere Ausfiihrungen hierzu soll aber verzichtet werden, da die
Versuche im Rahmen dieser Arbeit nur das Gefal3system bzw. den
interstitiellen Raum des Lungenparenchyms betreffen.

Bei Menschen, die an Erkrankungen leiden, deren Verlauf durch das
Auftreten einer pulmonalen Hypertension kompliziert wird, wurden
ebenfalls erhdhte Plasma ET-1-Spiegel gefunden. So waren die ET-1
Werte bei Patienten mit primarer pulmonaler Hypertonie [14, 15, 16],
hypoxischer Lungenerkrankung [118], angeborenen Herzfehlern [15],
Kollagenosen [125], pulmonaler Thromboembolie [118],
Herzklappenfehler [22] und kongestiver Kardiomyopathie [22] erhoht.
Bei Patienten mit primarer pulmonaler Hypertonie wurde eine

vermehrte pulmonale ET-1-Produktion bei gleichzeitig verminderter
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pulmonaler Klarfahigkeit fur ET-1 nachgewiesen [118]. Patienten mit
sekundarer pulmonaler Hypertonie weisen ebenfalls eine erhéhte ET-1-
Immunoreaktivitdt im Endothel auf [44]. Bei pulmonaler Hypertonie
infolge kongestiver Kardiomyopathie korrelieren die Plasma-ET-1-
Werte im Gegensatz zur primaren pulmonalen Hypertonie direkt mit der
Hohe des pulmonal-arteriellen Druckes [22, 23]. Diese geschilderten
Befunde weisen auf die Bedeutung von ET-1 bei pulmonal-vaskuléren
Erkrankungen hin.

Die Bedeutung, die ET-1 bei der Ausbildung des Lungenversagens
(ARDS) zukommt, ist trotz eingehender Forschung unklar.

Das ARDS entsteht entweder durch direkte (z.B. Reizgase) oder
indirekte (z.B. Sepsis, Polytrauma oder Schock jedweder Genese)
Affektion der alveolo-kapillaren Einheit. In diesen nhflammatorischen
Prozess sind eine Vielzahl von Mediatorsystemen und inflammatorisch
kompetente Zellen involviert. Zu den humoralen Faktoren zahlen vor
allem Eicosanoide, PAF, Zytokine, Sauerstoff-Radikale und Proteasen.
Zu den beteiligten Zellen zahlen PMN, Makrophagen, Endothelzellen
und Pneumozyten Typ Il [91, 114]. Weitgehend unklar ist gegenwartig
die zeitliche Abfolge, die Hierarchie und die quantitative Bedeutung der
einzelnen Komponenten. In der Frihphase tritt eine akute Stérung der
pulmonalen Zirkulation mit Erhéhung des pulmonalvaskularen
Widerstandes, eine Storung der intrapulmonalen Flissigkeitsbilanz
durch Erhéhung der GefaRpermeabilitiat mit proteinreichem Odem und
eine konsekutive Storung des Gasaustausches mit Hypoxéamie und
spater Hyperkapnie auf. Im weiteren Verlauf kommt es zur Bildung von
alveoldaren hyalinen Membranen und zu teilweise massiver
Atelektasenbildung, was in einer zunehmenden Fibrosierung des
Lungeninterstitiums endet.

Eine Beteiligung von ET-1 bei diesem Prozess mag wahrscheinlich
sein, da ET-1 neutrophile Granulozyten aktivieren kann [46] und des

weiteren eine Erhohung des pulmonal-arteriellen Druckes und eine
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Bildung sekundarer Mediatoren, insbesondere  Thromboxan,
Prostazyklin und PAF [11], induziert.

Einen Hinweis auf die Beteiligung von ET-1 in der Genese des ARDS
liefert auch die Beobachtung erhohter Plasma-ET-1-Spiegel bei
Patienten, die an ARDS leiden [32, 73]. Auch bei Patienten, die infolge
von Trauma, Verbrennung, septischen Komplikationen, disseminierter
intravasaler Koagulopathie oder HELLP-Syndrom ein erhéhtes Risiko
der Entwicklung eines ARDS aufweisen, wurden erhéhte ET-1 Werte
registriert [58, 63, 59, 129]. Ebenso konnte dies an Tierexperimenten
nachvollzogen werden [116, 96, 89].

Die bisherigen Untersuchungen liefern trotz neuer Erkenntnisse zur
pathophysiologischen Bedeutung kein genaues Wissen Uber die
qualitative und vor allem die quantitative Wirkung von ETs bei
pulmonalen Erkrankungen, die mit erhohtem pulmonal-arteriellem
Druck sowie einer Odembildung einhergehen. Unklar ist auch, ob
erhbhte ET-Plasmaspiegel Ursache oder vielleicht Folge dieser
Krankheiten sind.

Zur Untersuchung der Wirkung von ET in dem geschilderten
Zusammenhang ist es sinnvoll, die Komplexitdt gegenseitiger
Beeinflussung, wie sie in einem intakten Organismus vorliegt, soweit
wie moglich zu reduzieren. In der vorliegenden Arbeit werden die
Effekte von gentechnisch synthetisiertem ET-1 am erprobten Modell
der isolierten, mit einem zell- und plasmafreien Krebs-Henseleit-
Hydroxyethylstarke-Puffer perfundierten Kaninchenlunge untersucht.

Die vorliegenden Dosis-Wirkungs-Studien dienten in erster Linie dazu,
eine ET-Konzentration zu finden, mit der gearbeitet und
reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden konnten.

Im Vordergrund standen Versuche, bei denen der kapillare
Filtrationskoeffizient (K¢) bestimmt wurde, welcher ein Maf3 fir die

Permeabilitat des Lungengefal3bettes darstellt.
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2 MATERIAL UND METHODIK

2.1 Das Modell der isoliert perfundierten

Kaninchenlunge — “halboffenes” System

2.1.1 Verwendetes Tiermodell

Alle Versuche, sowohl im “halboffenen” als auch im “geschlossenen”
System, wurden an dem Modell der isolierten ventilierten und
perfundierten Kaninchenlunge durchgefiihrt. Als Organspender fur die
Untersuchungen dienten insgesamt 49 Kaninchen (Ortictolagus
caniculus) aus einer Standardkoloniezucht der Behring-Werke,
Marburg. Die verwendeten Tiere beiderlei Geschlechtes hatten ein
durchschnittliches Gewicht von 2793 g (191 g) und wurden bis kurz vor
Versuchsbeginn mit Altromin®-Standarddiat und Wasser ad libidum
erndhrt. Die Versuche wurden entsprechend den Regeln des
Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt und als Organentnahmen

dem Regierungsprasidium in Giel3en angezeigt.

2.1.2 Praparation und Organentnahme

Die Tiere wurden nach Kanullierung der lateralen Ohrvene mit
Pentobarbital-Natrium (Nembutal®) langsam soweit narkotisiert, bis
eine deutliche Relaxation, aber keine ausgepragte Atemdepression
eintrat und auf dem Ricken gelagert. Zur Antikoagulation wurden 1000
ILE./kg KG Heparin (Liquemin®) injiziert. AnschlieRend wurde ein
subkutanes Depot von ca. 10 ml einer 1% Lidocain-HCI-Lésung
(Xylocain® 2%) pratracheal gesetzt und die ventrale Abdomen-, Thorax-
und Halspartie rasiert. Nach Wirkungseintritt des Lokalanasthetikums
wurde Uber eine mediane Inzision der kraniale Teil der Trachea
freiprapariert, etwa 1 cm unterhalb des Larynx er6ffnet und mittels eines
PVC-Schlauches (& 3,5/5,0 mm innen/auf3en) intubiert. Kurz vor der

Intubation wurde ein weiterer Bolus Pentobarbital-Natrium intravends
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injiziert, um die Spontanatmung aufzuheben und einer Vagusreizung mit
Bronchospasmen durch die Intubation und das Einbinden des Tubus
vorzubeugen.

Unmittelbar mit der Intubation beginnend, wurden die Lungen mittels
einer volumengesteuerten Starling-Pumpe (B.Braun, Melsungen)
kontinuierlich bis zum Ende des Versuchs kontrolliert beatmet.

Im Anschlu? an die Intubation wurde die Narkose mit weiterem
Pentobarbital i.v. bis zum Erléschen jeglicher Schmerzreize unter
palpatorischer Kontrolle der Herzaktion weiter vertieft. Die
Gesamtdosis Pentobarbital betrug warend der Praparation 50-70 mg
pro kg KG.

Uber eine mediane, entlang der Rippenbdgen nach lateral erweiterte
Laparatomie wurde das Diaphragma von kaudal dargestellt. Hierbei
muf3ten fast immer die durchtrennten Aa. epigatricae craniales
abgeklemmt werden, um Blutverlust zu vermeiden. Unter Er6ffnung
beider Pleurahthlen wurde das Diaphragma von Sternum und Rippen
abpréapariert. Dann wurde der Processus xyphoideus angehoben und
das Perikard und das obere Mediastinum scharf von der Rickseite des
Sternums abgetrennt. Anschlieend wurde der Thorax Uber eine
mediane Sternotomie bis zur Tracheotomie-Inzision erdffnet. Nachdem
die Sternotomierander mit Kocher-Klemmen angeklemmt und seitlich
fixiert waren, wurden der Thymus sowie die ventralen Anteile des
Perikards abprapariert und der Truncus pulmonalis mit einer losen
Ligatur versehen. Nun wurde der Truncus pulmonalis knapp distal der
Klappenebene inzidiert und ein Silikonkatheter mit abgerundeter
Polyethylen-Knopfkanile (& 3,0/5,0 mm innen/auf3en) unter laufender
Perfusion (30 ml/min) mit  zellfreiem Krebs-Henseleit-
Hydroxylathylstarke-Puffer (KHHP, siehe Rezeptteil) in das Gefal}
vorgeschoben und dort mittels der Ligatur fixiert. Um eine pulmonale
Stauung zu verhindern, wurden sofort die Ventrikel durch Resektion der

Herzspitze eroffnet.
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Anschlieend wurde die Trachea kranial der Intubationsstelle
durchtrennt und mit Lungen, Herz, Osophagus und Aorta descendens
vollstandig aus dem Thorax herausgelost. Bevor die Lunge an einem
mit einer Wagezelle verbundenen Haken berihrungsfrei in einem
Organbehalter plaziert und alle zu- und abflihrenden Schlauche zur
Vermeidung &ul3erer Krafteinwirkung spannungsfrei fixiert wurden,
wurde das paratracheale und mediastinale Gewebe einschlief3lich
Osophagus und Aorta zur Vermeidung von Druckatelektasen
abpréapariert und das Herz abgesetzt, so dal’ das aus der pulmonalen
Zirkulation kommende Perfusat ungehindert aus den Vv. pulmonales
ablaufen konnte.

Die gesamte Praparation dauerte im Durchschnitt 20 Minuten.

2.1.3 Perfusions- und Flowsteigerungsphase

Sobald die Lunge in dem Organbehalter befestigt war, wurde der Flow
sofort auf 50 ml/min gesteigert und von da an alle 4 Minuten um je 30
ml/min, so dafl} nach 20 Minuten der Endflow von 200 ml/min erreicht
wurde, welcher in etwa dem Herzminutenvolumen eines Kaninchens in
Ruhe entspricht. Das aus den Vv. pulmonales abflie3ende Perfusat
wurde wahrend der Flowsteigerungsphase verworfen, um die
Rezirkulation von Blutzellbestandteilen und gebildeten Mediatoren
(Thromboxan, Prostaglandine etc.) zu vermeiden. Nach Erreichen des
Endflows wurde wiederum mit ca. 500 ml KHHP-L6sung nicht-

rezirkulierend gespdlt.

Nachdem die Gewichtsregistrierung auf Null gesetzt und alle Statham-
Druckwandler noch einmal abgeglichen worden waren, begann im
Anschlu3 an die letzte Spllphase eine Steady-State-Phase von 30
Minuten Dauer. In dieser Zeit fand die Einstellung des pH-Wertes auf

7,3 - 7,4, wie in 2.1.6. beschrieben, statt, die fir die Dauer des
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Versuchs beibehalten wurde. Fur die eigentlichen Versuche wurden nur
solche Organe ausgewahlt, die wahrend dieser Periode ihr Gewicht
minimal veranderten (Abweichung +1 g vom Ausgangsgewicht) und
einen konstanten pulmonal-arteriellen Druck (Abweichung <2 mmHQ)
aufwiesen. AufRerdem mul3ten die sichtbaren subpleural gelegenen
Parenchymteile homogen weil3lich erscheinen, d.h. sie durften keine
Anzeichen von ha&morrhagischen bzw. nicht perfundierten
Kapillarbezirken oder einer bereits bestehenden Odembildung
aufweisen. In Vorversuchen (n=6) konnte gezeigt werden, dal3 die
Integritat der Mikrozirkulation und damit ein stabiles Lungenpraparat
unter Perfusion mit KHHP-LOsung fur 5 Stunden aufrecht erhalten
werden konnte, wenn diese genannten Stabilitatskriterien erfullt und
keine weiteren experimentellen Veranderungen vorgenommen wurden.
Licht- und elektonenmikroskopische Studien ergaben eine homogene
kapillare Organperfusion und zeigte keinerlei stukturelle Schaden des
Endothels (hydropische Schwellungen, Vakuolisierung,
Mitochondrienverlust) [68].

Im AnschluB an die stabile Steady-State-Phase begann mit der

Leerwertabnahme der eigentliche jeweilige Versuch.

2.1.4 Extrakorporales Zirkulationssystem

Das Perfusionssystem setzte sich aus folgenden Komponenten
zusammen: Einem  doppelwandigen Glasgefal  (Strohmann
Glastechnik, Herborn) mit einem Volumen von 250 ml, das als Vorrats-
und Auffangbehélter fir das rezirkulierende Perfusat diente, sowie
dreier gleicher Gefal3e, die Uber Dreiwegehahne parallel zum ersten
geschaltet waren, und Uber die bei Bedarf in die Zirkulation frisches
Perfusat abgegeben werden konnte. Von dem Hauptreservoirbehalter
wurde das Perfusat mittels einer Rollenpumpe (BP 741 Fresenius

Apparatebau, Bad Homburg) mit regulierbarer Forderleistung utber
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einen 40mm Filter (Pall Bluttransfusionsfilter®, Pall Corporation, NY,
USA) und eine Blasenfalle durch den arteriellen Katheter in die Arteria
pulmonalis gepumpt. Filter und Blasenfalle sollten korpuskuléare und
gasformige Embolien verhindern. Nach Passage der Lungenstrombahn
tropfte das Perfusat aus den Vv. pulmonales in den Organbehélter und
wurde von dessen Boden in das Hauptperfusatreservoir zuriickgefihrt.
Als Organbehalter diente eine feuchte doppelwandige Glaskammer
(Stohmann Glastechnik, Herborn). Sowohl diese, als auch die Per-
fusatbehdalter wurden mittels eines Wasserthermostates (Thermomix
UB, B.Braun, Melsungen) beheizt, um das Perfusat am distalen Ende
des arteriellen Katheters auf einer Temperatur von 38,5°C zu halten.
Das Schlauchsystem bestand aus Polyethylen- (Bentley By Pass®
Tubings Inc.) und Silikonschlauchen (Deutsch&Neumann). Verbunden
waren die einzelnen Segmente mit Polyethylen- und Polypropylen-
Schlauchverbindern (Biirkle NeoPlast® oder Nalge Connectors®).
Wahrend der Perfusion wurden fortlaufend pro Minute 10 ml Perfusat
mittels einer Kassettenrollenpumpe (Ismatec Typ MS-CA2 840) aus
dem arteriellen System abgezweigt und durch eine pH- und
Temperatur-Mel3kammer in den vendsen Schenkel zuriickgepumpt.
Alle Halterungen, Deckel fir die Organ- und Perfusatgefaf3e sowie die
pH-MeRBkammer bestanden aus Polymethacrylat (Plexiglas® Réhm
Industrie Darmstadt) und wurden selbst angefertigt.

Das gesamte Schlauchsystem wurde mehrfach wiederverwendet und
deshalb nach Abschlul3 eines jeden Versuches zusammen mit den
Glasbehaltern mit  70°C  heiRer  Mucapur®-Reinigungslésung
rezirkulierend perfundiert, dann Uber eine halbe Stunde mit heil3em
Wasser und abschliel3end mit mehr als 20 | Aqua dest. gespult und mit
Pref3luft getrocknet. Vor Beginn eines neuen Versuches wurde das
System nach dem Zusammenstecken wiederum ftir 30 min mit 40°C
warmer 0,9% NaClLosung, die mehrfach gewechselt wurde,

rezirkulierend gespuilt.
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2.1.5 Erfassung physiologischer Mel3gré3en

Das Gewicht des Praparats wurde fortlaufend mit Hilfe einer
elektronischen Wéagezelle (Typ U1, Mel3bereich 0 - 500g, Auflésung
0,01g) mit nachgeschaltetem MelRverstarker (KWS3073, Hottinger-
Baldwin Messtechnik, Darmstadt) gemessen.

Die Druckmessung in der Arteria pulmonalis erfolgte Uber einen kleinen
Polyethylen-Innenkatheter (& 0.5/1.0 mm), der im Perfusionskatheter
lag und seine Offnung auf gleicher Ebene im Truncus pulmonalis hatte.
Dieser Innenkatheter war tber konventionelle Druckmel3leitungen mit
Statham-Druckwandlern (PD 23, Hato Rey, Puerto Rico) verbunden.
Die Druckdome waren mit Aqua dest.,, die Innenkatheter und
Druckleitungen luftblasenfrei mit 0.9% NaCl-Losung gefillt.

Der pH-Wert und die Temperatur wurden mit Eintauchelektroden (pH-
Einstabmel3kette E56 und Temperaturfihler TFK150, WTW, Weilheim)
gemessen und auf einem pH-Meter (Typ pH537, WTW, Weilheim)
angezeigt.

Der pulmonalarterielle Druck, das Gewicht sowie der pH-Wert wurden
kontinuierlich auf einem Sechs-Kanal-Kompensations-schreiber (R-10
Series, Rikadenki, Freiburg) aufgezeichnet. Daneben wurden
diskontinuierlich in festgelegten Zeitabstanden aus Perfusatproben mit
einem Blut-Gas-Analysator (ABL300, Radiometer, Kopenhagen) die
Werte  fur physikalisch  gelosten  Sauerstoff, Kohlendioxid,

Standardbicarbonat, Base-Excess und pH bestimmt.

2.1.6 Beatmung und pH-Wert-Einstellung

Fur die maschinell kontrollierte Ventilation wurde, wie bereits oben
erwahnt, eine volumenkonstant arbeitende Kolbenpumpe (Starling-
pumpe Typ 874072, B.Braun, Melsungen) verwendet. Zur
Gasversorgung diente Raumluft, der nach Bedarf O,, N, und CO, aus
Gasvorratsflaschen nach Reduktion des Flaschendruckes uber

Vorventile mit Hilfe von Nadelventilen und Flowmetern (Rotameter®
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MFG. Co., LTD England) feindosiert beigemischt wurden. Die
Atemfrequenz betrug 30 Hiube/min, das Atemzugvolumen 25 ml/Hub
und das resultierende Atemminutenvolumen 750 ml/min. Das
Inspirations-/Exspirationsverhaltnis betrug 1:1. Diese Atemparameter
wurden von der Intubation bis zum Ende des Versuchs beibehalten.
Variiert wurden lediglich die Zusammensetzung des Gasgemisches
und der PEEP, der notwendig war, um die Lunge ausreichend zu
entfalten und einer Atelektasenbilung entgegenzuwirken.

Wahrend der Praparationsphase wurden die Tiere mit einer
inspiratorischen Sauerstoffkonzentration von 50% und einem PEEP
von maximal 0,5 cm Wassersaule beatmet. Die wéhrend der
Praparation entstandenen Atelektasen wurden durch (teilweise
mehrmalige) = Kompression des  Expirationsschenkels  des
Beatmungsschlauches zur Entfaltung gebracht. Um deren weitere
Ausbildung im Verlauf des Versuches entgegenzuwirken, wurde ein
positiver endexpiratorischer Druck von 0,5 - 1,5 cm Wassersaule mit
Hilfe eines PEEP-Ventils aufgebaut. Wéahrend der Versuchsphase
wurde die Lunge dann mit Raumluft ventiliert

Die Regulation des pH-Wertes der Perfusionsflissigkeit auf einen Wert
zwischen 7,3 und 7,4 erfolgte durch Beimischung von 5 - 40 ml CO,/min

zum Beatmungsgas.
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2.2 Das Modell der isoliert perfundierten

Kaninchenlunge — “geschlossenes” System

Das Prinzip des “geschlossenen” Systems besteht darin, dal3 das
Perfusat im ventsen Schenkel nicht aus den Vv.pulmonales abtropft,
sondern uber einen im linken Vorhof liegenden Katheter direkt dem
Hauptperfusatreservoir zugefiihrt werden kann. Somit besteht die

Moglichkeit den pulmonal-vendsen Druck zu beeinflussen.

2.2.1 Verwendetes Tiermodell

Es wurden Tiere wie in 2.1.1 beschrieben verwendet.

2.2.2 Praparation und Organentnahme

Die Praparation erfolgte bis zur Ligatur des Truncus pulmonalis in der
gleichen Weise wie in 2.1.2 bereits beschrieben. Anschliel3end wurde
die Aorta ascendens dargestellt und lose ligiert. Nach Einfihren des
Pulmonalis-Katheters wurde der Perfusatflow sofort durch Abschalten
der Pumpe unterbrochen.

Die Kanilierung des linken Vorhofes erfolgte tber eine Inzision der
Aortenwand im Beginn des Aortenbogens. Mit einer kleinen Pean-
Klemme wurde der Aortenklappenring durch Spreizung der Branchen
gedehnt, nachdem sie retrograd eingefiihrt worden war. Nun wurde ein
Silikonkatheter mit einem geraden, 4 cm langen, an der Spitze
mehrfach  gefensterten  Polyethylenkopfstick (@ 4,0/6,0 mm
innen/aulen) auf dem gleichen Weg uber den linken Ventrikel in den
Linken Vorhof plaziert und mit dem Ligaturfaden in der Aorta
ascendens fixiert. Anschlieend wurden beide Ventrikel knapp
unterhalb der Klappenebene mit einer Ligatur abgebunden, um ein

Weiterschlagen des Myokards, eine Flissigkeitsansammlung in den
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Ventrikeln und eine Dislokation der Katheterspitze zu verhindern. Die
weitere Praparation erfolgte wie in 2.1.2 beschrieben. Das Herz wurde
jedoch nicht abgesetzt. Die Ischamiezeit bis zum Wiedereinsetzen des

Flow betrug durchschnittlich 8 Minuten.

2.2.3 Perfusions- und Flowsteigerungsphase

Im Unterschied zu 2.1.3 begann die Flowsteigerung bei O ml/min. Die
Steigerung wurde ebenfalls alle 4 Minuten mit je 30 ml/min
durchgefihrt, so dal3 der Endflow (200 ml/min) nach etwa 24 Minuten

erreicht war.

2.2.4 Extrakorporales Zirkulationssystem

Beim “geschlossenen” System flol3 das Perfusat nach Passage der
Lungenstrombahn Uber den linken Vorhof und den vendsen Katheter
uber eine hohenvariable “Kaskade”. Da letztere eine offene Verbindung
zur Atmosphare besal3, konnte mit der Hohe der Aufhangung der
“Kaskade” eine entsprechende hydrostatische Druckbelastung auf

pulmonalvendser Ebene erfolgen.

2.2.5 Erfassung physiologischer Mel3gro3en

Beim “geschlossenen” System wurde zusatzlich der vendse Druck
gemessen. Die Technik der vendsen Druckmessung ist identisch mit
der der arteriellen. Der vendse Druck wurde ebenfalls vom Sechs-

Kanal-Kompensationsschreiber aufgezeichnet.
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2.2.6 Gravimetrische Bestimmung des Kkapillaren Filtrations-
Koeffizienten (K)

Der Bestimmung des Ky zur Beurteilung der mikrovaskularen
Permeabilitéat der Lungenstrombahn lag folgendes Verfahren zugrunde.
Entsprechend dem Versuchsprotokoll wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten im Verlauf der Experimente eine akute hydrostatische
Druckbelastung von 7 mmHg fur jeweils 7 Minuten auf den vendsen
Schenkel durchgefiinrt. Zur Berechnung wurde die Steigung der
Lungengewichtsveranderung pro Zeiteinheit wahrend dieser Erhéhung
des vendsen AbfluRdruckes bestimmt [30, 35]. Vorversuche (n=6)
hatten im Vergleich mit Kontroll-Lungen ohne diese Drucksteigerungen
gezeigt, dal3 dieses Verfahren der vendsen Druckerh6hung zu keiner
Veranderung des Gewichtes im weiteren Verlauf der Perfusion flhrte.
Sowohl der Perfusatflu3 als auch de Beatmungsparameter wurden
wahrend der hydrostatischen Druckbelastung unverandert beibehalten.
Die Gewichtsveranderung nach Anheben des vendsen Druckes
konnten in eine schnelle Phase als Ausdruck der anfanglich
dominierenden druckbedingten Steigerung der GefaRbettflllung von
maximal einer Minute Dauer und in eine langsame gleichmaliige
Filtationsphase Uber die restlichen 6 Minuten unterteilt werden. Der
initiale Gewichtssprung wahrend der ersten Minute nach Beginn der
venosen Druckbelastung , der mit dem Ausmal3 der Auslagerung nach
Beendigung der Stauung Kkorrelierte, wurde der Gefal3bettdilatation
[106] zugerechnet. Nur die anschlieRende 6-minitige Phase der
Flussigkeitseinlagerung wurde zur Errechnung des Kj-Wertes
herangezogen. Dazu wurden nach jeder Druckanhebung Tangenten an
den entsprechenden Teil der Gewichtskurve gelegt und der
Gewichtsanstieg pro Zeiteinheit aus der Steigung ermittelt. Die so
gewonnen Werte der Gewichtsveranderung pro Zeit fur die Erhéhungen
des venosen Abflul3druckes wurden gegen den kalkulierten pulmonal-

kapillaren Druck (PCP) graphisch aufgetragen und die lineare
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Regressionsgerade bestimmt. Der pulmonal-kapillare Druck wurde
hierzu nach einer Formel von Drake et al. [29] berechnet:
PCP=PVP+0.44(PAP-PVP)
(PAP: pulmonal-arterieller Druck, PVP: pulmonal-venoser Druck).
Der kapillare Filtrationskoeffizient fir jede untersuchte Lunge ergab
sich aus der Steigung der linearen Regressionsgeraden bezogen auf
100 g Lungenfeuchtgewicht und wurde in der Einheit
ml/min/mmHg/100g ausgedriickt. Unter der Voraussetzung einer
gleichmaldigen Dichte des Filtrats wurde das Feuchtgewicht der
Lungen durch Multiplikation des Kdrpergewichtes (g) der Spendertiere
mit dem Faktor 0,0024 errechnet. Dieser Faktor beschreibt das
Verhéltnis zwischen Korpergewicht der Kaninchen (gleiche Zucht,
gleiches Alter) und deren Lungengewicht abzlglich des vaskularen
Volumens, welches durch vorherige Applikation von **°l-Albumin [21]
ermittelt worden ist. Die Berechnung des Lungenfeuchtgewichtes
erwies sich als weit zuverlassiger als das Rickrechnen auf das
individuelle Ausgangsgewicht der Lungen nach passiver Drainage und
anschlieRendem Wiegen der Praparate am Versuchsende.
Ki = Filtration (g x min™) x PCP (mmHg)™

x Lungenfeuchtgewicht (KG (g) x 0.0024)™*
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2.3 Verwendete Materialien

2.3.1 Perfusionsmedium

“Halboffenes” System:

Als Perfusionsflissigkeit diente jeweils frisch angesetzter zell- und
plasmafreier Krebs-Henseleit-Puffer (KHP), dem zusatzlich zur
Steigerung des kolloidosmotischen Druckes Poly-(0-2-hydroxyethyl)-
starke zugesetzt wurde (KHHP)

Die Bestandteile ftir 1000 ml KHHP sind:

650 ml HAES-steril® 10%
200 ml einer Elektrolytlosung ( NaCl 9.78 ¢

KClI 0.98 g
KH,PO, 0.45¢g
MgCl, 0.81¢g
CaCl, 1.05¢

Aqua dest. ad 1000 ml)
115 - 135 ml Natriumbikarbonat 0,9 %
25 ml Glucose 10 %

so, daf3 folgende Endkonzentrationen resultieren:

Na* 138 mmol/l Mg®*  1.33 mmol/l
K* 4,5 mmol/l ca® 2,38 mmolll
cr 135 mmol/l P 1.1 mmoll/l
Starke 65 gl Glucose 12 mmol/l

Der osmotische Druck betrug etwa 330 mosmol/l.
Das Perfusat wurde mittels 0,9 %iger Natriumbikarbonatlésung auf

einen pH-Wert von 7,3 - 7,4 und einem Mindestbikarbonatgehalt >12

mmol/l eingestellt (ABL 330, Radiometer, Kopenhagen).
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“Geschlossenes” System:

Hier wurde dieselbe Lésung wie in 2.4.2 (KHHP) mit Human-Albumin
(Human-Albumin  20%  Behring® versetzt, so daB eine
Endkonzentration von 2%  Human-Albumin  entstand.  Aus
O0konomischen Grinden wurde das Human-Albumin erst bei bereits
isolierter Lunge unmittelbar vor der Steady-State-Phase und nach der
letzten Spullphase dem zirkulierenden Perfusat in entsprechender

Menge beigemischt.

2.3.2 Verwendete Substanzen

2.3.2.1 Arzneimittel

Xylocain®, Lidocainhydrochlorid, Astra GmbH, Wedel

Liquemin®N, Heparin-Natrium Hoffmann-LaRoche AG, Genzach-
Wyhlen

Nembutal®, Pentobarbital-Natrium, Wirtschaftsgenossenschaft

deutscher Tierarzte eG, Hannover

2.3.2.2 Infusionsldsungen

Aqua destillata (Aqua ad injectabilia), Pharmacia&Upjohn AS,

Halden, Norwegen

Glucose 10%, B.Braun, Melsungen

Isotonische NaCl-Losung, Pharmacia&Upjohn AS, Halden, Norwegen
HAES-steril® 10%, Poly(0-2-hydroxyethylstarke, Fresenius AG, Bad
Homburg

Human-Albumin 20% Behring®, Behringwerke AG, Marburg

2.3.2.3 Sonstige

Endothelin-1, Alexis Corp., Lauflingen, Schweiz
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2.4 Versuchsaufbau

2.4.1 Versuchsserien

38 Lungenpraparate wurden auf 6 Versuchsserien verteilt. Eine Dosis-
Wirkungs-Studie zum Effekt von ET-1, am ,halboffenen“ System
durchgefihrt, wurde an den Versuchsserien 1 — 4 erarbeitet. Die Serie
0 beinhaltet als Kontrollserie Vorversuche ohne Applikation von ET-1
bzw. Kontrollversuche die in regelmaRigen Abstanden innerhalb der
Serien 1 - 4 durchgefuhrt wurden.

Serie 0: Kontollversuche ohne Endothelin (n=11)

Serie 1: 10®° M ET-1-Endkonzentration (n=6)

Serie2: 10" M ET-1-Endkonz. (n=6)

Serie 3: 5x10®° M ET-1-Endkonz. (n=12)

Serie4: 10®° M ET-1-Endkonz. (n=2)

Die Versuchsserien 5 und 6 wurden zur Bestimmung des K (s. 2.2.6.)
am ,geschlossenen” System durchgefihrt. In Serie 5 (n=6) erfolgte die
Gabe von ET-1 (Endkonzentration: 5 x 10°® M), wahrend Serie 6 (n=6)

die Kontrollserie ohne ET-1 darstellt.

2.4.2 Versuchsdurchfuhrung

Serie 1-4:

Nachdem die Lungen die Steady-State-Phase von 30 Minuten stabil
durchlaufen hatten, wurde zum Zeitpunkt O min eine Perfusatprobe von
4 ml zur Bestimmung der Ausgangswerte entnommen und direkt
danach 1 ml ET-1-Lésung in entsprechender Konzentration als Bolus in
den arteriellen Schenkel des Systems injiziert. Jeweils nach 5, 10, 15,
30, 60, 90, 120, 150 und 180 Minuten wurden Perfusatproben
enthnommen. Der Beobachtungszeitraum betrug 180 Minuten. Eine
Ubersicht zeigt Abbildung 2. Eine Erhohung des PAP uber 20 mmHg

oder ein Anstieg des Lungengewichtes um uber 20 g fuhrte zum
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vorzeitigen Versuchsabbruch.

Wahrend des gesamten Versuches wurden fortlaufend pH-Wert, PAP
und Gewichtszunahme registriert sowie die jeweils gewonnen Proben
auf ihren pH-, pCO,-, pO,-Wert und ihre 0,-Sattigung kontrolliert (s.
2.1.5)).

Endothelin

|

L L L L L L L L L 1 L N
T T T T T

-30 0 510 15 30 60 90 120 150 180
Y Zeit (min)
Steady-State

Phase

Abb. 2: Zeitplan der Serien 1 - 4.
Die Markierungen von O bis 180 min zeigen die Perfusat-

probenentnahmen an.

Serie 5:

Die Versuche begannen ebenfalls nach der Steady-State-Phase mit
der Entnahme einer 4-ml-Probe zum Zeitpunkt O min. Weitere
Perfusatproben folgten nach 10, 30, 60, 90 und 120 Minuten, um,
identisch wie in den Serien 1 - 4, pH- und Blutgasmessungen
durchzufihren. Unmittelbar nach der 0-, 30-, 60-, 90- und 120-Minuten-
Entnahme wurde der pulmonal-vendse Druck (PVP) fir 7 Minuten von O

auf 7 mmHg angehoben. In diesen ZeitrAumen konnte somit der in
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2.2.6 beschriebene kapillare Filtrationskoeffizient (K¢) bestimmt
werden. Unmittelbar nach der 10-Minuten-Entnahme, also nach der
Bestimmung des Ausgangs-Ky, wurde 1 ml ET-1-Lésung wie in den
Serien 1-4 injiziert. Eine Ubersicht dazu zeigt Abbildung 3. Die ET-1-
Konzentration dieser Losung betrug 10° M, so daR eine
Endkonzentration (in 200 ml Perfusat) von 5x10° M resultierte. Die
Kontrolle der physiologischen Parameter erfolgte ebenfalls wie in den
Serien 1 - 4.

Serie 6 wurde wie Serie 5 durchgefiihrt, jedoch ohne ET-Gabe.

A

N PVP (mmHQ)

Endothelin

L1 :

I I I I [ N
) ) ) ) ) ) LI

-30 0 10 30 60 90 120

L..Y...J Zeit (min)

Steady-State-

Phase

Abb. 3: Zeitplan der Serie 5.
Der PVP wird alle 30 min fur 7 min um 7 mmHg angehoben.
Ebenfalls werden Perfusatproben an den Markierungen 0 bis

120 min entnommen.
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2.5 Statistik

Die Ergebnisdaten der Messungen aus den Versuchsserien 0 — 6 sind
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die in den Serien 5
und 6 notwendige statistische Vergleichsanalyse wurde mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefihrt, wobei eine Signifikanz bei p <

0,05 angenommen wurde.

29



3 Ergebnisse

3.1 Halboffenes System

Nach der 30-minitigen Steady-State-Phase begannen die Versuche
zum Zeitpunkt O min. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die erste
Perfusatprobe und unmittelbar anschlieRend die Gabe von Endothelin
als Bolus. Die aufgefuhrten Mel3zeitpunkte stehen stellvertretend fur
eine kontinuierliche Messung des PAP und der Gewichtsanderung.
Ebenfalls erfolgten zu diesen Zeitpunkten weitere Abnahmen von
Perfusatproben. Die vor und nach der Gabe von Endothelin
gemessenen pH-, pCO, - und pO,-Werte sowie die Sauerstoffsattigung
blieben zumindest bis zur massiven Odembildung nahezu konstant. Die
jeweils in den Serien 0 - 4 bestimmten Mittelwerte der
pulmonalarteriellen Driicke nach Ende der Steady-State-Phase lagen
zwischen 6,5 und 9,5 mmHg, ubereinstimmend mit Ergebnissen aus
weiteren Arbeiten [ 68, 69].

Die im Folgenden angegebenen Druck und Gewichtswerte zeigen

jeweils die Veranderung in Bezug auf die Basalwerte.
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3.1.1 Anderung des PAP
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Abb. 4: Unmittelbare pulmonal-arterielle Duckreaktion bei allen

Versuchen mit ET.

Die nach Bolusinjektion von Endothelin aufgetretenen Effekte
bestanden vor allem in einer unmittelbaren Druckreaktion. In den Serien
1 und 2 mul3ten alle Versuche aufgrund zu starker Druckerh6hung und
Odembildung vorzeitig abgebrochen werden. In Serie 3 war der
vorzeitige Abruch ( nach Ablauf von 150 min ) bei 5 von 12 Versuchen
notwendig.

Zwischen Serie 4 und der Kontrollgruppe war bis auf den geringen
initialen PAP-Anstieg kein wesentlicher Unterschied erkennbar.

Angemerkt werden muf3 noch, daf3 innerhalb von etwa 150 Versuchen 2
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.,Non-Responder* auftraten. Materialfehler konnten hier jedoch nicht

ganz ausgeschlossen werden.

3.1.2 Anderung des Lungengewichtes
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Abb. 5: Nach initialer Gewichtsabnahme tritt im Verlauf bei allen

Serien mit ET ein Anstieg des Lungengewichtes auf.

Initial kam es bei allen Versuchen zu einem geringen Gewichtsverlust
der Kaninchenlungen. In Serie 1, mit der hoéchsten
Endothelinkonzentation, kam es unmittelbar und gleichzeitig
einhergehend mit der PAP-Erh6hung zum massiven Gewichtsanstieg.

In den anderen Serien war eine Latenzzeit vom Zeitpunkt der
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Bolusgabe bis zum Beginn des Gewichtsanstiegs deutlich erkennbar
und ebenfalls deutlich von der verwendeten ET-Konzentration
abhangig. Durchschnittlich wurde eine Gewichtszunahme von tber 10 g
in Serie 2 zwischen 60 und 90 min erreicht; in Serie 3 zwischen 120
und 150 min und in Serie 4 bei mehr als 150 min. Die Kontrollserie
zeigte allenfalls gegen Ende des Versuches geringgradige

Gewichtszunahmen.

3.2 Geschlossenes System

Nach der 30-minltigen Steady-State-Phase begann der Versuch mit
dem Zeitpunkt 0 min. Die der Ermittlung des K dienende Erhéhung
des PVP zum Zeitpunkt 0, 30, 60, 90 und 120 min fir jeweils 7 min
fuhrte regelm&Rig zum gleichzeitig auftretenden Anstieg des PAP
sowie des Lungengewichtes. Die in diesem Zusammenhang
auftretenden Veranderungen der Druck- und Gewichtskurve kommen
aus Grunden der besseren Ubersicht in folgenden Diagrammen nicht
zur Darstellung. Ebenfalls beachtet werden muf3, dal3 die ET-Gabe als
Bolus mit 5x10° M Endkonzentration (Serie 5) erst nach Bestimmung
der Ausgangsparameter zum Zeitpunkt 10 min erfolgt.

Die Ausgangswerte des PAP waren in den Serien 5 und 6 &hnlich
(Serie 5: 8,0 + 0,6 mmHg, Serie 6: 8,8 £ 0,5 mmHg). Der Ausgangs-
K. zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden
Gruppen (Serie 5: 0,29 + 0,03 g x min™ x mmHg™ x 100g™, Serie 6:
0,21 + 0,03 g x min™ x mmHg™ x 100g™ ).

Samtliche folgende Daten sind als innerhalb der Serien ermittelte

Mittelwerte + Standardfehler in Diagrammen dargestellt.
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3.2.1 Anderung des PAP
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Abb. 6: Nach ET-Gabe in Serie 5 deutlicher Anstieg des PAP im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Serie 6).

Wie bereits in den Untersuchungen am ,halboffenen“ System zeigte
sich bei ahnlichem Ausgangswert nach ET-Gabe in beiden Serien ein
Anstieg des PAP, der zu jedem der dargestellten Zeitpunkte (30, 60,
90 und 120 min.) deutlich signifikant war (p<0,001).
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3.2.2 Anderung des Lungengewichtes
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Abb. 7: Nach ET-Gabe (Serie 5) zunéachst leichter Abfall des
Lungengewichtes. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Serie 6)

nach 120 Minuten héhere Gewichtszunahme.

Zeitlich einhergehend mit dem Anstieg des PAP erfolgt nach ET-Gabe
zunachst ein schneller, im Diagramm aufgrund der grof3en Abstande
der Zeitpunkte nicht gut darstellbarer Abfall des Lungengewichtes bis
auf —0,75 g bei 30 min. Das absolute Lungengewicht weist somit im
Vergleich zur Kontrollgruppe einen Unterschied von 1,25 g nach 30 min
und von 1,6 g nach 60 min auf. Nachdem bei 90 min in beiden Gruppen
praktisch kein Gewichtsunterschied besteht, kommt es in der ET-

Gruppe schliedlich zum signifikanten Gewichtsanstieg bei 120 min,

35



welcher 5,4 g im Vergleich zu 2,8 g betragt (p<0,05).

Betrachtet man nur den Gewichtsanstieg zwischen 60 und 120 min, so
betragt dieser 5,1 g in Serie 5 gegeniber 1,2 g in Serie 6 und zeigt
damit einen noch deutlicheren Unterschied.

Dieser Gewichtsanstieg steht fir eine vermehrte FlUssigkeits-

einlagerung in den interstitiellen Raum der Lunge.

3.2.3 Kapillarer Filtrationskoeffizient (Ky)

Kontrolle
ET

Kfc ((ml/min/mmHg)/100g)

0 30 60 0 120
Zeit (min)

Abb. 8: Leichter, nicht signifikanter Anstieg des K, nach Gabe von
ET-1 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Die ET-Gabe in Serie 5 fuihrt bei anndhernd gleichem Ausgangswert
nur zu einem geringen Anstieg des Ke. Zu keinem Zeitpunkt kam es
jedoch vergleichend zu einer signifikanten Anderung (p<0,05) der
Kapillarpermeabilitdt, die nur durch den Kkapillaren Fitrations-
koeffizienten und nicht durch die alleinige Messung der
Flussigkeitseinlagerung, welche fur sich genommen stark vom

Filtrationsdruck abhangt, bestimmt wird.
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4 Diskussion

4.1 Allgemeines

Die Entdeckung der vasoaktiven Peptide aus der Familie der
Endotheline (ET-1, -2 und -3) flihrte trotz intensiver wissenschatftlicher
Bemihungen in den letzten Jahren nur zu einem unzureichenden
Gesamtbild, was deren physiologische und pathophysiologische
Bedeutung im Gesamtorganismus und an einzelnen Organen betrifft.
An der Lunge legt das bislang bekannte Wirkungsprofil einen
Zusammenhang mit verschiedenen Krankheitsbildern nahe. Tatsachlich
konnten bei Patienten mit zum Beispiel ARDS [32, 73, 110], primarer
pulmonaler Hypertonie [15] oder akutem H6henlungenddem [31, 111]
erhdhte Plasma-Endothelin-Spiegel nachgewiesen werden.

Endothelin scheint auf humoraler und zellularer Ebene vielfaltig zu
interagieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden an mit zell- und plasmafreien Krebs-
Henseleit-Hydroxyethylstarke-Puffer perfundierten isolierten Kaninchen-
lungen die Effekte von Endothelin-1 auf das pulmonale Gefafl3system
untersucht. Das Prinzip der isolierten Tierlunge ist seit mehreren Jahren
ein, teilweise in Modifikationen, haufig beschriebenes und etabliertes
Versuchsmodell [113, 108]. Einflisse von Blutzell- und
Blutplasmabestandteilen konnen hier ebenso wie Einflisse des
Restorganismus (z.B. endokrinologische, metabolische) bei ansonsten
annahernd physiologischen Bedingungen weitgehend aufgehoben

werden.
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4.2 Vaskulare Effekte, Dosierungen und Ubertrag-

barkeit auf den menschlichen Organismus

Sowohl im halboffenenen als auch im geschlossenen System zeigte
sich an der isolierten Kaninchenlunge in allen Versuchen nach
Bolusgabe von ET-1 ein unmittelbarer, anhaltender Anstieg des
pulmonal-arteriellen Widerstandes. In den Serien 1 — 4 war eine
deutliche Dosisabhéngigkeit erkennbar. Ebenfalls war das Ausmal}
und die Steilneit des Anstieges innerhalb der Serien gut
reproduzierbar. Die regelmalig abgenommenen Perfusatproben
zeigten keine Veranderung im pH-, pO,-, und pCO,-Wert sowie in der
Sauerstoffsattigung, so dald diese Faktoren nicht fur die Druckreaktion
verantwortlich zu sein scheinen.

Mit einer ET-1-Konzentration von 5x10° M konnten reproduzierbare
Ergebnisse erzielt werden, da ET-1 in dieser Konzentration deutliche
Effekte zeigte, nicht aber den unmittelbaren Abbruch der Versuche
erzeugte.

Nach den vorliegenden Dosis-Wirkungs-Studien kann eine
Wirkungsschwelle angenommen werden, die etwas unterhalb einer ET-

1-Konzentration von 10 M liegt.

Zahlreiche Studien bestatigen sowohl an der Lunge, wie auch an
anderen Organen, den vasokonstriktorischen Effekt von ET-1. An der
Lunge wurden dabei an verschiedenen Arten von Versuchstieren als
Modell sowohl isolierte Lungengefal3ringe, isolierte perfundierte
Lungen oder das Ganztier mit Lunge in situ verwendet.

Bei Versuchen an der isolierten Rattenlunge [55, 107] zeigte sich eine
Wirkungsschwelle bei einer ET-1-Konzentration von 10° M bis 10™° M,
was unseren Ergebnissen entspricht. An einzelnen Pulmonal
arterienringen von Ratten [79, 107] konnte ebenfalls eine

Schwellendosis im selben Bereich ausgemacht werden. Auch an
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Gefalringen von  Meerschweinchenpulmonalarterien lag die
Schwellendosis zwischen 10° M und 10°° M [19]. Cardell et al.
konnten in diesen Versuchen beziglich Schwelle und Wirkungsstarke
eine hohere Sensibilitat von kleineren im Vergleich zu grol3eren
Gefalien erkennen. Versuche an kanulierten Kaninchenlungen in vivo
wurden von Lippton et al. [77] durchgefuhrt. Hier lag die Schwellendosis
bei 0,1 ug ET-1, was umgerechnet (1 mol ET-1 entspricht 2492 q)
ebenfalls den obigen Zahlen entspricht. Auch an groRReren
Versuchstieren wie Katze, Hund, Schaf oder Schwein konnte eine
vasokonstriktorische  Wirkung am  pulmonal-arteriellen  System
nachgewiesen werden [66, 6, 20, 52], die beim Hund jedoch
vergleichsweise schwach ausgepréagt war.

Insgesamt wird bei Tierversuchen eine vasokonstriktorische Wirkung
an vielen organspezifischen Gefal3systemen wie Gehirn, Herz, Niere
oder Splanchnikusgebiet beschrieben [121, 53, 100, 130].

Versuche mit Endothelin am lebenden Menschen in Zusammenhang
mit der pulmonalen Zirkulation sind bisher nicht bekannt. Eine der
wenigen Untersuchungen an Menschen stammen von Dahlof et al. [25]
und Pernow et al. [101]. Hierbei erfolgten intraarterielle ET-1-Infusionen
Uber die A. brachialis, wobei es zur plethysmographisch gemessenen
deutlichen Abnahme der Unterarmdurchblutung und dem daraus
errechneten Anstieg des vaskularen Widerstandes kam. Die
verwendeten Dosen lassen sich, sofern die methodischen
Unterschiede dies zulassen, annghernd mit den von uns verwendeten
vergleichen. Angemerkt werden kann noch, daf3 von Pernow et al. die
Wirkpotenz als 10 — 20-fach stérker als die von Noradrenalin
beschrieben wird.

Weiter wurden von McCulloch et al. [85] menschliche Arterien und
Arteriolen untersucht, welche bei Lungenoperationen bei Carcinom

enthommen und nach Kihlung innerhalb weniger Stunden verbraucht
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wurden. Beginnende Kontraktionen der Geféal3ringe konnten zwischen
10™ und 10° M festgestellt werden, so daR die ET-Wirkung bei
Tierversuchen, insbesondere bei dem von uns verwendeten
Kaninchenmodel, mit der am Menschen vergleichbar erscheint.
Unterschiede konnten Fukuroda et al. [43] aufzeigen, der die ET-
Rezeptorenverteilung von Kaninchenlungenarterien mit entsprechenden
menschlichen Gefalen verglich. Das Verhaltnis ETa- zu ETs-
Rezeptoren lag beim Mensch bei 93:7 bzw. 23:77 beim Kaninchen.
Dieser Unterschied, zumindest isoliert betrachtet, konnte die
Ubertragbarkeit vom Tierversuch auf den Menschen wesentlich
beeinflussen, da ETg-Rezeptoren zusatzlich eine vasodilatierende

Wirkung haben kénnen.

Im Gegensatz dazu zeigen verschiedene Arbeiten eine
vasodilatatorische Wirkung von Endothelinen [48, 33, 76, 77, 24, 20].
Diese scheint jedoch, zumindest an der Lunge, abhangig vom
vorbestehenden Gefaldtonus zu sein. Hasumuma et al. und Eddahibi et
al. konnten an der isolierten Rattenlunge, Lippton et al. an der Katzen-
und Kaninchenlunge in vivo und Cassin et al. an einer Schafsfétuslunge
in situ eine deutliche arterielle Gefal3erweiterung bei bestehender
hypoxischer Vasokonstriktion darstellen. Anhaltende Vasodilatation
zeigte sich besonders bei sehr niedrigen Wirkstoffkonzentrationen, die
eher unterhalb der eigentlichen Wirkschwelle fiir die Vasokonstriktion
lagen. Bei hoheren Konzentrationen folgte nach einem initialen Abfall
des PA-Druckes ein anhaltender Anstieg. Auch anderweitig ausgeloste
Anhebung des Gefadtonus kann durch Endothelin abgeschwécht
werden [48, 33].

Fur den systemischen Blutdruck konnte bei niedrigen Konzentrationen
ohne vorherige Tonusanhebung ebenfalls eine leicht senkende Wirkung
bei Katzen und Kaninchen gezeigt werden [76, 77]. Bei den oben

erwahnten Menschenversuchen konnte kein Blutdruckabfall, sondern
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bei steigender ET-1-Dosis zunachst ein gleichbleibender, dann ein
ansteigender systemischer Blutdruck beobachtet werden [101].

Vergleicht man die von uns verwendeten Wirkstoffkonzentrationen in
den Serien 1 — 4 mit den ET-1-Konzentrationen, welche Patienten mit
ARDS oder Sepsis aufweisen, so liegen diese deutlich niedriger.
Sanai et al. [110] fanden bei ARDS-Patienten durchschnittliche ET-
Plasmawerte von umgerechnet 17 pmol/l, Druml et al. [32] Werte von
etwa 10 pmol/l und Langleben et al. [73] Werte von im Mittel 2 pmol/l. In
einer Studie von Weitzberg et al. [129] wurden bei Sepsis-Patienten
Mittelwerte fur das Plasma-Endothelin von 11 pmol/l gemessen. Diese
Werte lagen im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv jeweils signifikant
erhoht. Betrachtet man nun die niedrigste in der vorliegenden Arbeit
verwendete Konzentration von 10® M, so liegt diese immer noch um
den Faktor 600 — 5000 hoher als die am Patienten gemessenen.
Dieser grof3e Unterschied ist wohl zu einem grof3en Teil die Folge der
Tatsache, dal3 nur ein kleiner Teil der Substanz intraluminal, der
groBere (mehr als 95%) aber in Richtung glatter Gefaldmuskulatur
abgegeben wird [93]. Hinzu kommt die schnelle Plasma-Clearance im

intakten Organismus [42].

Ein weiterer Effekt auf die Kaninchenlunge nach Gabe von ET-1 war,
zeitlich einhergehend mit dem initialen PAP-Anstieg, zun&chst ein
leichter Abfall des Lungengewichtes. Als Ursache dieses
Gewichtsverlustes ist das bei Vasokonstriktion verminderte intravasale
Volumen anzusehen [112]. Im weiteren Verlauf kam es jedoch zu einem
Gewichtsanstieg, der beziglich Steilheit und zeitlichem Auftreten
deutlich dosisabhéngig war. In dieser Phase korrelierten Gewichts- und

Druckanstieg.
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4.3 Mikrovaskulare Permeabilitat

Nicht bekannt ist, ob das ET-induzierte Lungenédem die direkte Folge
des erhohten Perfusionsdruckes ist oder ob ET-1 eine erhohte
Permeabilitdt des Kapillarbettes erzeugt. Als Mal3stab fir das Ausmald
einer Permeabilitatsstorung wurde in vorliegender Arbeit die
gravimetrische Bestimmung des kapillaren Filtrationskoeffizienten (Ky)
herangezogen. Im Verlauf der Versuche kam es dabei zu einem
leichten Anstieg des K¢ im Vergleich zur Kontrollserie, der jedoch nicht
signifikant war. Somit [43t sich daraus schlieRen, daf3 die
Gewichtsveranderung eher als Folge einer druckabhangig gesteigerten
mikrovaskularen Filtration zu betrachten ist.

In bisher vorliegenden Arbeiten Uber die Wirkung von ET wurden
verschiedene Methoden verwendet, um eine Permeabilitats-
veranderung darzustellen. Unabhangig von diesen sind die Ergebnisse

widerspruchlich.

Einige Autoren benutzten ebenfalls die K¢-Bestimmung [56, 67, 6, 25]
bzw. die @hnliche FFR (Fluid Fitration Rate)-Messung [51]. Horgan et
al. beschreiben an mit Ringer-Albumin-Losung perfundierten isolierten
Meerschweinchenlungen nach Zugabe von ET-1 keinen erhéhten Ky,
Khimenko et al. ebenso an isolierten Rattenlungen. Helset et al. fanden
bei isolierten Rattenlungen unterschiedliche Ergebnisse. Bei Perfusion
mit  Blut, Leukozyten oder Blutplasma kam es  zur
Permeabilitdtserh6hung, was jedoch unter Verwendung von Krebs-
Puffer-Lésung nicht der Fall war. Um eventuelle Einflif3e der
Druckerhéhung mdglichst vollkommen zu unterbinden, paralysierten
Helset et al. hierbei die Gefal3muskulatur mit Papaverin. Barnard et al.
fanden bei isolierten Ratten-, Hunde- und Kaninchenlungen fast
ausnahmslos  keine  Permeabilitatssteigerung.  Lediglich  bei
Rattenlungen mit Zugabe von Ibuprofen kommt es zur K¢-Erh6hung. Bei

Dahlof et al. kam es zu keiner Erhéhung des Ky an einem préaparierten
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Rattenhinterlauf.

Von verschiedenen Autoren wird in diesem Zusammenhang die
Genauigkeit der Ki-Messung in angezweifelt. Unter der Vorstellung,
dal sich bei entsprechender Vasokonstriktion die perfundierte
Oberflache deutlich verkleinert, kann es theoretisch bei vergleichenden
Experimenten zu einem falschnormalen Ki. nach ET-Gabe kommen.
Wie oben erwahnt benutzten Helset et al. aus diesem Grund Papaverin
zur Verhinderung der Vasokonstriktion und damit der Verkleinerung der
GefalloberflachengrofRe. Dieses gewichtige Argument gegen die
Benutzung des K. als Hinweis flir eine Permeabilitatsstérung wurde
von Barnard et al. [6] teilweise entkraftet, die mit einer Fluoreszenz-
technik zumindest bei Kaninchenlungen keine Reduktion der

perfundierten Oberflache nach ET-Gabe erkennen konnten.

Eine weitere in der Literatur mehrmals beschriebene Methode zur
Objektivierung eines Gefal3leckes ist die Zugabe von Evans-Blau in die
Zirkulation. Evans-Blau bindet sich an Albumin. Extravasales Albumin
kann somit letztlich photospektrometrisch quantifiziert werden.

Sowohl Filep et al. [38, 40] als auch Sirois et al. [117] konnten in
verschiedenen Organen der Ratte (Leber, Niere, Milz, Bronchien) eine
Albuminextravasation finden. Im Lungenparenchym selbst kam es zu
keinem signifikanten Evans-Blau-Anstieg nach ET-Gabe im
Ganztierversuch.

Valentin et al. [124] konnten mit dieser Methode ebenfalls keine
Permeabilitatsstoérung in der Rattenlunge aufzeigen.

Lehoux et al. [75] fanden bei niediger ET-Konzentration keine, bei
hoherer élO'9 M) jedoch eine signifikante Albumin-Extravasation an

der isolierten, mit Krebspuffer perfundierten Rattenlunge.

Als weitere Moglichkeit, eine Albumin-Extravasation zu erkennen und
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messbar zu machen wird die Markierung mit ~“°I beschrieben. Zur
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Messung dient ein Gammazahler.
Horgan et al. [56] konnten an geziichteten Rinderlungenepithelzell-

schichten keinen Albumin-*2°

l-Flux feststellen. Rodman et al. [107]
berichteten bei Ganztierversuchen mit Ratten tber keine signifikante
Albumin-Extravasation in der Lunge. Auch konnte in derselben Arbeit
bei Versuchen mit Rinder-Epithelien keine vermehrte Durchlassigkeit
aufgezeigt werden. Im Gegensatz dazu wiesen Zimmermann et al. [136]
mit dieser Methode an Ganztierversuchen mit Ratten an der Lunge

sowie an anderen Organen eine Permeabilitatsstorung nach.

Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen erzeugt also laut den
meisten Arbeiten Endothelin keine Erhdhung der Kapillarpermeabilitat.
Bezlglich der wenigen Arbeiten gegensatzlicher Ergebnisse ist
zusammenfassend zu sagen, dal3 als Grund hierfur weder die Art des
Versuchstieres, des Perfusionsmediums, noch die Héhe der ET-Dosis

eine eindeutige Rolle zu spielen scheint.

Weitere indirekte Methoden beziglich einer Aussage Uber die
Odemgenese von Endothelin an der Lunge werden ebenfalls
beschrieben.

So konnten Ercan et al. [37] an isolierten Rattenlungen mit einem
Thromboxan-A,-Antagonist eine Abschwachung der Odembildung bei
gleichbleibendem pulmonal-arteriellen Druck erzeugen. Hieraus wurde
der SchluB gezogen, daR die Odembildung weitgehend
gefalRdruckunabhéngig ist. Die hierflir wesentlichen Messungen des
mikrovaskularen und vendsen Druckes wurden unterlassen.

Lal et al. [72] fuhrten an isolierten Rattenlungen Versuche mit ET und
Sarafotoxin  6¢c (SX6C, ET-B-Rezeptoragonist) durch. Bei
gleichermalRen ansteigendem PAP kam es zu einer deutlich
verminderten Odembildung bei Sarafotoxin. Lal et al. erzeugten nun

eine retrograde Perfusion vom linken Ventrikel ausgehend. Es folgte,
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nun umgekehrt, eine wesentlich starker ausgepragte Odembildung bei
Sarafotoxin. Dies lalt den Schluf3 zu, daf3 ein erhdhter ventser und
damit auch mikrovaskularer Druck hauptsachlich an der Odembildung
beteiligt ist und eine Permeabilitatsstérung keine wesentliche Rolle

spielt.

Diese Theorie des hydrostatischen ET-induzierten Odems wird durch
weitere Arbeiten unterstitzt, welche einen erhéhten mikrovaskuléaren
Druck bzw. eine deutliche Venokonstriktion nach ET-Gabe zeigen.
Sowohl Barman et al. [5], Horgan et al. [56] als auch Helset et al. [51]
konnten in Doppel-VerschluB-Technik bei isolierten Kaninchen-,
Meerschweinchen- bzw. Rattenlungen einen erhdhten kapillaren Druck
messen. Der Druckanstieg variierte hierbei zwischen dem 1,6- bis 3-
fachen des Ausgangswertes.

Dall Endothelin die dafir notwenige Venokonstriktion erzeugt, ist
ebenfalls in mehreren Arbeiten belegt.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Aharinejad et al. [1]
zeigten, dal3 es nach ET-Injektion bei Ratten sogar zu einer starkeren
Konstriktion von Lungenvenen als Lungenarterien kommt. Besonders
betroffen waren hierbei die Venolen. Anhangig von der verabreichten
ET-Dosis verringerte sich der Gefal3durchmesser um bis zu 23 %.
Lippton et al. [77] und Rodman et al. [107] =zeigten an
Lungengefal3ringen von Kaninchen bzw. von Ratten ebenfalls eine
starkere Veno- als Arteriokonstriktion auf. Auch Cardell et al. [19]
beschrieben an isolierten Meerschweinchenlungengefallen eine

deutliche Venokonstriktion.

Letztlich scheint also ein erhohter mikrovaskuléarer Druck die Ursache
fur die ET-induzierte Lungenddembildung zu sein.
Betrachtet man in diesem Zusammenhang noch die ,capillary stress

failure“-Hypothese von West et al. [131], so wird vorstellbar, dal3 sich
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ein erhohter kapillarer Druck und eine Permeabilitatsstérung nicht
unbedingt ausschlieen, sondern unter Umstdnden sogar in
unmittelbarem Zusammenhang stehen. West zeigt hier eindrticklich an
elektronenmikroskopischen Untersuchungen am Kaninchen-
lungenparenchym, dal’3 erhthte transmurale Dricke zur stellenweisen
Ruptur des kapillaren Endothels fihren. Obwohl in diesen Versuchen
Dricke von uber 40 mmHg die Voraussetzung sind, vermutet West,
auch basierend auf weiteren Arbeiten, dal3 es bereits bei niedrigeren
Druckwerten zur Erweiterung der Endothelzellzwischenraume mit
Bildung eines Protein-Leckes kommit.

Diese Theorie kdnnte die widersprichlichen Ergebnisse der oben

erlauterten Untersuchungen teilweise erklaren.

a7



5 Zusammenfassung

Die Entdeckung der Endotheline als eine Gruppe potenter vasoaktiver
Peptide loste eine Vielzahl von Untersuchungen aus, welche die
mogliche Bedeutung von ET-1 fur die Regulation des Vasotonus sowie
der vaskularen Permeabilitdt zum Ziel hatten. Dennoch werden die
Effekte von ET-1 in der Lungenstrombahn zur Zit noch kontrovers
diskutiert.

In dieser Arbeit zeigte sich nach Bolusinjektion einer ET-1-L6sung an
mit Krebs-Henseleit-Hydroxyethylstarke-Puffer perfundierten isolierten
Kaninchenlungen eine anhaltende dosisabhéngige Erh6hung des
pulmonal-arteriellen Druckes sowie eine stetige Zunahme des
Lungengewichtes. Die Effekte von Endothelin im beschriebenen
Versuchsmodel sollten auf den menschlichen Organismus weitgehend
Ubertragbar sein.

Um die Genese des Lungenddems zu eruieren, erfolgte bei einer ET-1-
Konzentration im Perfusat isolierter Kaninchnlungen von 5x10° M die
Bestimmung des kapillaren Filtationskoeffizienten (K¢), der als Mal3 fur
die mikrovaskulare Permeabilitat diente.

Im Vergleich zu einer Kontrollgruppe zeigte sich eine leichte, nicht
signifikante Erh6hung des K. Dies laf3t den Schluf3 zu, dal? ET an der
Kaninchenlunge keine mikrovaskulare Permeabilitatsstorung erzeugt,
sondern daR es sich um ein hydrostatisches Odem handeln muR. Die
Kenntnis, daf3 ET-1 zu einer ausgepragten Venokonstriktion und zur

Erhéhung des mikrovaskuléaren Druckes fuhrt, untermauert dies.
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