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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertonie

Der pathophysiologische Symptomkomplex der pulmonalen Hypertonie ist Bestand-
teil einer Reihe von Krankheitsbildern mit teils akuten oder chronischen Krankheits-
verlaufen.
1891 wurde das pathologische Bild erstmalig von Romberg bei einer Autopsie
geschildert (Romberg 1891). Danach wurde uber das Krankheitsbild nur noch selten
berichtet. Erst mit EinfUhrung der Herzkatheteruntersuchung in den 50er Jahren des
20. Jahrhunderts wurde die Diagnose haufiger gestellt und in der Literatur
beschrieben. Dresdale schuf 1951 den Begriff der primaren pulmonalen Hypertonie
(Dresdale et al. 1951). Zusatzlich wurde immer haufiger auch uber akute Verlaufe
der pulmonalen Hypertonie vor allem begleitend bei Sepsis berichtet (Kuida et al.
1958). Die beschriebenen Verlaufe waren haufig assoziiert mit dem patho-
physiologischen Symptomenkomplex eines akuten Lungenversagens (“acute
respiratory distress syndrome“ = ARDS), das bis zum heutigen Tage durch eine
relativ hohe Mortalitdt und unzureichende Therapierbarkeit gekennzeichnet ist.
Gepragt wurde der Begriff “ARDS* durch Fallberichte von Ashbaugh et al. (Ashbaugh
et al. 1967). Zapol berichtete in den 70er Jahren von 30 Patienten mit ARDS und
begleitender pulmonaler Hypertonie (Zapol and Snider 1977).
Trotz der zunehmenden Haufigkeit der Diagnosestellung einer akuten oder
chronischen pulmonalen Hypertonie sind die pathophysiologischen und bio-
chemischen Mechanismen dieser Erkrankung in weiten Teilen unklar. Zwar sind eine
Reihe von Erkrankungen bzw. Faktoren und Mediatoren, die das Auftreten einer PH
begunstigen oder verursachen, bekannt, endgultige Klarheit Uber die genauen
pathophysiologischen Zusammenhange besteht aber nicht.
Zudem ist die Nomenklatur des chronischen Krankheitsbildes verwirrend. Begriffe
wie “primar®, “idiopathisch® oder “plexogene Arteriopathie® werden nicht immer
einheitlich verwendet und tragen zur Konfusion von Arzten und Patienten bei
(Voelkel and Tuder 1999). Die eigentliche Form der primaren pulmonalen Hypertonie
ist ein dulerst seltenes Krankheitsbild mit einer Inzidenz von 1-2 Fallen pro 1 Million
Einwohnern einer durchschnittlichen Bevolkerung (0,0002 %). Sind Faktoren
vorhanden, welche die Krankheit beeinflussen (z.B. Anorektika, HIV-Infektion, portale
1



1. Einleitung

Hypertension etc.) steigt der Inzidenzwert an (Rich 1998; Rubin 1997). Frauen sind
insgesamt haufiger betroffen als Manner (3:9 = 1:1,7-2,3) (Abenhaim et al. 1996;
Rich et al. 1987).

1.1.1 Einteilung/Definition

Chronisch pulmonale Hypertonie

Die manifeste pulmonale Hypertonie ist definiert durch einen mittleren pulmonal-
arteriellen Druck (mPAP) groRer 25 mmHg in Ruhe, bzw. grofler 30 mmHg unter
Belastung (Rich et al. 1987). Bisher wurde die pulmonale Hypertonie nach ihrem
zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismus (Lokalisation) in pra-
kapillare (z.B. primare pulmonale Hypertonie, kongenitale Herzerkrankung,
Medikamente), passive (erhohter linksventrikularer Druck und damit erhOhter
pulmonalvendéser Druck; z.B. bei Linksherzinsuffizienz) und reaktive Formen
eingeteilt. Eine neue diagnostische Klassifikation wurde 1998 von einer Experten-
kommission in Evian erarbeitet und bertcksichtigt dabei starker klinische Belange
(Rich 1998). Zusatzlich wurde an gleicher Stelle zur Abschatzung des Schwere-
grades der PH eine an die NYHA-Klassifikation der Herzinsuffizienz angelehnte
Einteilung geschaffen. Beim 3. “World Symposium on Pulmonary Hypertension® in
Venedig 2003 wurde die Einteilung von 1998 Uberarbeitet und aktualisiert
(Tabelle 1). Ein zentraler Bestandteil ist die Anderung des Terminus “primare* in

“idiopathische” pulmonale Hypertonie (Simmoneau et al. 2004).

Akute pulmonale Hypertonie und akutes Lungenversagen

Der Begriff “ARDS" beschreibt keine genau spezifizierte Erkrankung, sondern
vielmehr ein grol3es pathophysiologisches Syndrom. Eine Einteilung kann nach den
Empfehlungen der “American-European Consensus Conference on ARDS* von 1994
vorgenommen werden (Bernard et al. 1994) und ist wie folgt definiert:

e Akutes Auftreten

e Rontgen Thorax mit bilateralen Infiltraten

e Pulmonalkapillarer Verschlussdruck < 18 mmHg oder kein klinischer Hinweis

auf einen erhdhten linksatrialen Druck

In dieser Einteilung wird noch zwischen akuter Lungenschadigung und akutem

Lungenversagen unterschieden, wobei als Kriterium das Ausmal} der Hypoxamie gilt.
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Bei einem Quotienten PaO,/FiO, < 300 mmHg spricht man von einer akuten
Lungenschadigung, fallt der Quotient unter 200 mmHg so bedeutet dies ein akutes

Lungenversagen.

Tabelle 1: Neue Einteilung der pulmonal-hypertensiven Erkrankungen (Venedig 2003)

Diagnostische Klassifikation der pulmonalen Hypertonie

1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PH)
1.1 Idiopathisch
1.2 Familiar
1.3 Assoziiert mit
e Kollagenosen
e angeborenen oder systemischen Shunts
e portaler Hypertonie
e HIV-Infektion
e Medikamenten/Toxinen (Anorektika oder andere)
e persistierender PH des Neugeborenen
e anderen
1.4 Assoziiert mit signifikanter vendser oder kapillarer Beteiligung
e pulmonalvenése VerschlulZkrankheit
e pulmonalkapillare Hamangiomatose
. Pulmonalvendse Hypertonie
21 Linksatriale bzw. linksventrikulare Herzerkrankung
22 Linksseitige valvulare Herzerkrankung
3. Pulmonale Hypertonie bei respiratorischen Erkrankungen und/oder Hypoxamie
3.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
3.2 Interstitielle Lungenerkrankung
3.3 Schlafapnoesyndrome
3.4 Alveolare Hypoventilation
3.5 Chronischer Aufenthalt in Héhenlagen
3.6 Entwicklungsdefekte
4. Pulmonale Hypertonie bei chronischen thromboembolischen Erkrankungen
4.1 Thromboembolische Obstruktion der proximalen Pulmonalarterien
4.2 Obstruktion der distalen Pulmonalarterien
4.3 Nicht-thrombotische pulmonale Embolisation (Tumor, Parasiten, Fremdkdrper)
5. Verschiedene

Sarkoidose, Histiozytose X, Lymphangiomatose, pulmonale GefalRkompression
(Tumor, Adenopathie, fibrose Mediastinitis)

1.1.2 Atiologie, Genetik

Chronisch pulmonale Hypertonie

Neben den so genannten sekundaren Ursachen (Lungenembolien, kongenitale
Herzerkrankungen) gibt es eine Reihe von Faktoren, die das Auftreten einer

pulmonalen Hypertonie beglnstigen bzw. beeinflussen.
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Tabelle 2 gibt einen Uberblick tUber Risikofaktoren, die moglicherweise eine Rolle bei

der Entstehung einer pulmonalen Hypertonie spielen.

Tabelle 2: Einschiitzung von Risikofaktoren

(Einteilung nach (Rich 1998))

A. Medikamente und Toxine

1.

Sicher

=  Aminorex

=  Fenfluramin

= Dexfenfluramin

=  Toxisches Rapsol
Sehr wahrscheinlich

=  Amphetamine

= L-Tryptophan

Moglich
=  Meta-Amphetamine
=  Kokain

=  Chemotherapeutika
Unwahrscheinlich

= Antidepressiva

=  Orale Antikonzeptiva
= Ostrogentherapie

= Rauchen

B. Demographische und Medizinische
Bedingungen

1.

2.

Sicher

=  Geschlecht

Moglich

= Schwangerschaft

=  Systemischer Bluthochdruck
Unwahrscheinlich

= Adipositas

C. Krankheiten

1.

2.

Sicher

= HIV-Infektion

Sehr wahrscheinlich

= Portale Hypertension

= Kollagenose

= Kongenitale Shunts
Moglich

= Schilddrisenerkrankungen

Zwischen 1965 und 1972 konnte man
den Appetitzigler Aminorex in Deutsch-
land, der Schweiz und Osterreich
rezeptfrei kaufen. In dieser Zeit stieg in
diesen Landern die Inzidenz einer
pulmonalen
10fachen Wert an (Fishman 1999). Das
Medikament wurde daraufhin 1972 vom

Hypertension auf den

Markt genommen. Auch fur andere
Anorektika wie Fenfluramin und Dex-
fenfluramin konnte ein erhdhtes PH-
Risiko gezeigt werden. Abenhaim et al.
1996)

belegen, dass bei einer langer als drei

(Abenhaim et al. konnten

Monate dauernden Therapie mit
Anorektika die Wahrscheinlichkeit, an
einer PH zu erkranken, signifikant um
mehr als das 10fache zunimmt. Die
Ursachen hierflir sind nicht eindeutig
geklart.

Diskutiert wird eine Beeintrachtigung
spannungsgesteuerter K*-Kanéle (K,).

Durch eine verzdgerte Repolarisation

kommt es nachfolgend zu einem verstarkten Ca?*-Einfluss mit verstarkter Vaso-

konstriktion (Weir et al. 1996; Yuan et al. 1998). Anorektika sind serotoninerge

Substanzen und es gibt Hinweise, dass erhohte Serotonin-Spiegel von Bedeutung

sind (Belohlavkova et al. 2001). Nichtsdestotrotz ist die Inzidenz der PH unter

Anorektikakonsumenten gering. Sie wird zwischen 0,006 und 0,01 % angegeben
(Galie et al. 1998).
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Der erste Fall einer pulmonalen Hypertension bei einem HIV-Infizierten wurde 1987
beschrieben (Kim and Factor 1987). In den folgenden Jahren wurde diese
Beobachtung durch andere Fallberichte und Studien (Petitpretz et al. 1994) bestatigt.
Die Grunde fur die Entwicklung einer PH bei HIV-Patienten sind unklar. Es wird eine
Infektion der GefalRe oder der Einfluss von Wachstumsfaktoren vermutet. Das
Krankheitsbild gleicht sowohl symptomatisch als auch pathologisch der klassischen
PPH. Die Inzidenz wird mit 0,5 % unter HIV-Infizierten angegeben (Galié et al. 1998).
Neben der idiopathischen PH (frher sporadische PPH) ist auch noch eine familiare
Form (FPPH bzw. FPAH) beschrieben. Im Jahr 2000 waren weltweit (USA, EUR,
AUS, CAN, J) mehr als 100 betroffene Familien bekannt (Thomson and Trembath
2000). Es wird geschatzt, dass ca. 6 % aller PPH-Falle einer familiaren Form
zugeschrieben werden konnen (Rich et al. 1987). Bei genauer Familienanamnese
konnen viele “sporadische* PPH-Falle als familiar identifiziert werden (Newman et al.
2001). Der Vererbungsmodus ist autosomal dominant, allerdings betragt die
Penetranz nur 20%. In den genetischen Familienanamnesen zeigte sich darlber
hinaus eine Antizipation, d.h. eine von Generation zu Generation immer frihere und
schwerere Manifestation der Krankheit (Loyd et al. 1984; Loyd et al. 1995). Der
betroffene Genlocus wurde 1997 von zwei unabhangig forschenden Arbeitsgruppen
auf Chromosom 2q31-32 identifiziert (“PPH1 Gen®) (Morse et al. 1997; Nichols et al.
1997). Dieses Intervall umfasste jedoch noch ca. 25 cM (Centimorgan, 1cM = 0,9
Mb, Megabasenpaare) (Strachan and Read 1996) und war daher noch sehr
ungenau. Weitere Forschung konnte den relevanten Bereich, der nun allerdings im
Bereich 2q33 liegt, auf etwa 3 cM eingrenzen (Deng et al. 2000a). Bei Patienten mit
FPPH wurden innerhalb des PPH1-Genlocus Mutationen des BMPR2-Gens (“bone
morphogenetic protein receptor) gefunden, das einen gleichnamigen Rezeptor
kodiert (Deng et al. 2000b; Lane et al. 2000). Die dazugehoérigen BM-Proteine
gehoren zur TGF-B Superfamilie, die Regulatoren von Gewebsreparatur und
-wachstum sind. Dieser Defekt kann als Hinweis auf eine Stoérung innerhalb des
Zellwachstums gedeutet werden. Um an einer pulmonalen Hypertonie zu erkranken
ist es allerdings wahrscheinlich, dass noch weitere Gendefekte oder Begleit-
umstande vorliegen, da nur ca. 10-20 % der beschriebenen Gendefekttrager
tatsachlich betroffen sind (Newman et al. 2001; Tuder et al. 2001).
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Akutes Lungenversagen
Ursachen und Begleiterkrankungen eines ARDS sind sehr inhomogen. Man
unterscheidet zwischen einer direkten und indirekten Lungenschadigung. Zu den
haufigsten bzw. risikoreichsten Ursachen zahlen (nach (Bernard et al. 1994; Taylor
and Trottier 2000)):
1. Direkt:

e Aspiration von Magensaft

e schwere Pneumonie

e Beinaheertrinken

e |nhalationstrauma

schwere Lungenkontusion
2. Indirekt:
e Sepsis, Multiorganversagen

e schweres nicht-thorakales Trauma (Polytrauma, Verbrennungen)

1.1.3 Pathologie und Pathophysiologie

Chronisch pulmonale Hypertonie

Charakteristisch fir die chronisch hypertensiven Lungenerkrankungen sind
strukturelle Gefallveranderungen (“vascular remodelling®). Diese treten sowohl bei
den “primaren® (z.B. PH bei HIV oder Anorektika) als auch bei den “sekundaren®
Formen (z.B. PH bei Rechts-Links-Shunt) auf (Wagenvoort and Wagenvoort 1970).
Bereits 1958 teilten Heath und Edwards diese Veranderungen in 6 Stufen ein (Heath
and Edwards 1958):

Mediahypertrophie ohne Intimaveranderungen

Mediahypertrophie mit Intimaproliferation

Mediahypertrophie, Intimaproliferation und Intimafibrose

progressive Vasodilatation und —okklusion durch Intimafibrose

ok~ N -

plexiforme Gefallveranderungen
6. nekrotisierende Arteriitis
Diese Einteilung soll in Zukunft jedoch zugunsten einer rein pathologisch-
deskriptiven Klassifizierung verlassen werden (Rich 1998).
So genannte plexiforme Gefallveranderungen treten haufig bei der PH auf (Pietra et

al. 1989), ihre Atiopathogenese ist unklar. Morphologisch handelt es sich um
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disorganisierte Gefallknauel, bestehend aus proliferierenden Endothelzellen, glatter
Muskulatur, Myofibroblasten und Entzindungszellen. Diese “wachsen® von der
Pulmonalarterienwand ins GefalRlumen. Die plexiformen Lasionen &ahneln den
glomeruloiden Gefalken, die maligne Gliome umgeben, und dort eine Form der
Neovaskularisation darstellen (Rich 1998; Tuder et al. 1994). Mit Hilfe von
immunhistochemischen Verfahren konnte gezeigt werden, dass diese Lasionen
hauptsachlich endothelialen Ursprungs sind (Cool et al. 1999; Tuder et al. 1994).
Unter anderem spielen dabei der “vascular endothelial growth factor® (VEGF)
(Voelkel et al. 1996) und der dazugehoérige KDR-Rezeptor sowie das Faktor VI
(v.Willebrand) verwandte Antigen (FVIlI-r.ag) (Cool et al. 1997) eine wichtige Rolle.
Diese Beobachtungen werden als Ausdruck einer fehigeleiteten Angiogenese
gedeutet.

Zudem zeigen die Zellen der plexiformen Lasionen noch weitere Auffalligkeiten. Die
Prostacyclin-Synthetase (PGI2S) (Tuder et al. 1999) und die NO-Synthetase (Giaid
and Saleh 1995) sind vermindert oder fehlen ganz. Im Gegensatz dazu werden
Endothelin-1-Rezeptoren Uberexprimiert (Giaid et al. 1993), genauso wie die 5-
Lipoxygenase und das 5-Lipoxygenase activating protein (FLAP), die fur die
Leukotriensynthese bedeutsam sind (Wright et al. 1998). Insgesamt scheint eine
Mediator-Dysbalance vorzuliegen, die einen starken Einfluss auf die Vasomotorik
hat. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass die “tumorartige” endotheliale
Proliferation der plexiformen Lasion bei den “primaren“ Formen monoklonalen
Ursprungs sind, im Gegensatz zu “sekundaren Formen (kongenitale Herz-
erkrankung, CREST-Syndrom), die eine polyklonale Entstehungsweise haben (Lee
et al. 1998; Tuder et al. 1998).

Akutes Lungenversagen

Ausgeldst wird das Lungenversagen durch eine massive Entzindungsreaktion,
welche Alveolen und Endothel schwer schadigt. Die pathologischen Veranderungen
der Lunge verlaufen dabei typischerweise in 3 aufeinander folgenden Stadien,
namlich einer exsudativen, einer proliferativen und einer fibrotischen Phase (Flick
1994). Die initiale Schadigung sowohl des mikrovaskularen Endothels als auch des
alveolaren Epithels fUhren zu einem exsudativen, interstitiellen und alveolaren
Lungenddem mit der Ausbildung hyaliner Membranen (Fibrin, Proteine, Zelldetritus).

Eine wichtige Rolle bei der Pathogenese nehmen die neutrophilen Granulozyten ein
(Weiland et al. 1986). Bei deren Aktivierung spielen unter anderem Zytokine wie z.B.

7



1. Einleitung

IL-1 und TNF-a eine zentrale Rolle. Sie werden durch gewebsstandige Makrophagen
sezerniert und vermitteln in der Fruhphase der Entzindung eine Reihe von
Gewebsreaktionen (Armstrong and Millar 1997; Pugin et al. 1996; Pugin et al. 1999).
Uber weitere chemotaktische Reize (z.B. LTB,4, PAF, IL-8), Adhasionsmolekiile (z.B.
E-Selektin, ICAM-1 und ICAM-2), aber auch antiinflammatorische Zytokine (z.B. IL-
1ra, sTNF-R, IL-10) werden diese Vorgange moduliert (Chollet-Martin et al. 1996).
Die polymorphkernigen Granulozyten (PMN) produzieren eine Reihe zytotoxischer
Substanzen, wie Oxidantien und Radikale (z.B. Superoxid, Hydrogenperoxid,
Hydroxyl-Radikale, Hypochlorsaure), sowie proteolytische Enzyme (z.B. Elastase,
Kollagenase) (Taylor and Trottier 2000). Allerdings sind auch ARDS-Falle bei
neutropenischen Patienten beschrieben (Braude et al. 1985; Laufe et al. 1986), so
dass wahrscheinlich die jeweiligen Ursachen Uber verschiedene Entzindungs-
mechanismen mit unterschiedlicher Gewichtung der einzelnen Mediatoren zu einem
ARDS fluihren. Dies sollte bei einer zuklnftigen Einteilung des ARDS im Hinblick auf
daraus resultierende Therapieoptionen berucksichtigt werden (Abraham et al. 2000).

Neben der Verschlechterung der Oxygenierung des arteriellen Blutes durch Bildung
intrapulmonaler  Rechts-Links-Shunts und  einem  Ventilations/Perfusions-
Missverhaltnis, kommt es haufig zur pulmonalen Hypertonie mit Rechtsherz-
insuffizienz und gleichzeitiger Erhdhung des GefalRwiderstandes (Sibbald et al. 1978;
Zapol and Snider 1977), welche die Letalitat weiter erhdhen kdnnen. Als madglicher
Mechanismus hierfir wird eine Stérung in der Regulation der Vasomotorik vermutet.
Der potente Vasokonstriktor Endothelin-1 wird z.B. vermehrt exprimiert (Druml et al.
1993).

Der Verlauf eines ARDS kann recht unterschiedlich sein. Bei manchen Patienten
erholt sich die Lunge nach der akuten Phase relativ gut und schnell, bei anderen
hingegen kommt es zu einem fibrosierenden Verlauf mit erhdhter Mortalitat (Martin et
al. 1995).

1.2 Therapiestrategien bei pulmonaler Hypertonie

Grundsatzliche Ansatzpunkte zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie sind die
Beeinflussung der GefalRmuskulatur Uber Prostazykline, die cAMP-vermittelt zu einer
Vasorelaxation fiihren (Ubersicht bei (Scheeren and Radermacher 1997)) und die
cGMP-vermittelte Vasodilatation durch Stickstoffmonoxid (NO) (Ubersicht bei
(Weinberger et al. 1999)).
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So werden schon seit Uber 100 Jahren organische Nitrite und Nitrate zur Behandlung
der koronaren Herzerkrankung eingesetzt. 1846 wurde von Sobrero zum ersten Mal
Glyceroltrinitrat synthetisiert. Bei der Herstellung von Sprengstoff durch Nobel in den
spaten 1860ern fiel eine positive Wirkung bei Arbeitern mit Angina pectoris auf.
Seitdem sind die Nitrate wesentlicher Bestandteil der Standardtherapie bei koronaren
Herzerkrankungen (Forstermann 1996). Der genaue molekulare Wirkmechanismus
dieser Substanz, mit Aktivierung der l6slichen Guanylatcyclase durch NO und
Bildung von cGMP mit konsekutiver Vasorelaxation, wurde aber erst Ende der 70er
Jahre des 20. Jahrhunderts aufgeklart (Arnold et al. 1977; Gruetter et al. 1979). 1987
wurde erstmals NO als korpereigener Mediator identifiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass NO mit dem bisher schon bekannten EDRF identisch ist (Ignarro et al.
1987; Palmer et al. 1987).

Chronisch pulmonale Hypertonie

Die medikamentdse Behandlung der chronischen pulmonalen Hypertonie stellt nach
wie vor eine Herausforderung dar. Zum Einsatz kommen dabei orale Calcium-
Antagonisten (Rich et al. 1992) und die intravenése Gabe von Prostazyklin
(Epoprostenol=Prostaglandin I,) (Barst et al. 1996).

Als Nachteil der intravendsen Gabe von Prostazyklinen werden systemische
Nebenwirkungen (schwere Hypotension), sowie bei kontinuierlicher Gabe eine
Tachyphylaxie mit notwendiger Dosissteigerung angesehen. Aullerdem ist ein
dauerhafter zentralvendser Zugang mit all seinen Komplikationen (Infektionsrisiko)
notwendig und es fallen extrem hohe Behandlungskosten (ca. 700.000 EUR/Jahr) an
(Olschewski 2002).

Als eine mogliche Alternative kommt die Applikation von Prostanoiden als Aerosol in
Betracht. Eine solche topische Therapie hat im Idealfall den Vorteil einer lokalen
Wirkung, ohne dass schwere systemische Nebenwirkungen auftreten mussen. Erste
klinische Studien mit dem stabilen Prostazyklinanalogon lloprost haben sich dabei
als Erfolg versprechend erwiesen (Hoeper et al. 2000; Olschewski et al. 2002;
Olschewski et al. 1996).

Seit kurzem ist auRerdem eine orale Therapie mit dem unspezifischen Endothelin-
antagonisten Bosentan verfligbar (Channik et al. 2001; Rubin et al. 2002). Erste
Studien sind ebenfalls sehr vielversprechend.

Daruber hinaus scheinen auch Phosphodiesterase-5-Inhibitoren, wie das zur Zeit zur
Therapie der erektilen Dysfunktion eingesetzte Sildenafil (Viagra®), bei der
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1. Einleitung

Behandlung von chronischen und akuten Verlaufen der pulmonalen Hypertonie
wirksam zu sein (Ghofrani et al. 2002; Michelakis et al. 2002; Watanabe et al. 2002).

Akutes Lungenversagen

Zur Notfalltherapie des akuten Lungenversagens (ARDS) und beim persistierenden
pulmonalen Hypertonus des Neugeborenen kommt die inhalative Gabe von NO-Gas
(INO) zur Anwendung (Roberts et al. 1997; Rossaint et al. 1993). Mit diesem
Therapieprinzip kann Uber eine selektive Vasodilatation in bellfteten Lungen-
abschnitten eine Verbesserung der arteriellen Oxygenierung, sowie eine Senkung
des pulmonalvaskularen Widerstandes mit nachfolgender Erniedrigung eines
bestehenden pulmonalen Hypertonus erreicht werden (Rossaint et al. 1993). In den
Korperkreislauf gelangtes NO wird durch Hamoglobin rasch inaktiviert. So wird eine
systemische Hypotension verhindert (Rimar and Gillis 1993). Fir den Einsatz beim
Neugeborenen besitzt NO in den Vereinigten Staaten eine FDA-Zulassung (U.S.
Food and Drug Administration). Der Einsatz beim Erwachsenen ist weit verbreitet,
jedoch nicht zugelassen (“off-label use®). Seit der FDA-Zulassung fur INO sind die
Therapiekosten extrem angestiegen (Lowson 2002). In klinischen Studien (gemischte
Kollektive; pulmonale Hypertonie aufgrund von Sepsis, Pneumonie, Trauma und
seltenen Ursachen) konnten zwar die oben genannten Effekte bestatigt werden, eine
Verbesserung des outcome, gekennzeichnet durch eine Senkung der Letalitat bei mit
INO behandelten Patienten, konnte jedoch bisher nicht nachgewiesen werden
(Dellinger et al. 1998; Lundin et al. 1999; Troncy et al. 1998).

Eine Applikation und alveolare Deposition von alternativen NO-Liberatoren befindet

sich zum grof3ten Teil noch im experimentellen Stadium und soll in dieser Arbeit

untersucht werden.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die pulmonale Hypertonie als pathophysiologisches Syndrom kann sowohl in akuten
als auch in chronischen Krankheitsverlaufen auftreten. Bei den akuten Formen ist sie
haufig mit einem akuten Lungenversagen (ARDS), verursacht hauptsachlich durch
Sepsis oder Trauma, vergesellschaftet.

Sowohl akute als auch chronische Verlaufe sind therapeutisch schwer beeinflussbar.
Das Vollbild eines ARDS ist dartuber hinaus mit einer hohen Mortalitat assoziiert. Zur
vasorelaxiven Therapie des pulmonalen Hypertonus stehen eine Reihe von
Substanzen mit teilweise verschiedenen Wirkmechanismen zur Verfugung . Dabei
kann grundsatzlich zwischen einer systemischen und einer lokalen Wirkstoff-
applikation unterschieden werden. Hierbei spielt Stickstoffmonoxid (NO) als potenter
Vasodilatator eine wichtige Rolle.

Am Modell der isolierten, ventilierten und perfundierten Kaninchenlunge lasst sich
durch Gabe eines potenten Vasokonstriktors — in unserem Fall ein Phorbolester — ein
pulmonaler Hypertonus provozieren. Aufgrund der Organisolation lassen sich

systemische Einfliisse ausschlielien und ermdglichen eine isolierte Betrachtung.

Vor diesem Hintergrund ist es das Ziel dieser Arbeit, die Wirkung zweier klinisch
etablierter (Natriumnitroprussid und Glyceroltrinitrat) und eines experimentellen (S-
Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin) NO-Donors im Vergleich zwischen inhalativer und
systemischer Applikation an einem isolierten Lungenmodell mit einem durch Phorbol-
Myristat-Acetat (PMA) provozierten pulmonalen Hypertonus zu untersuchen. Zu
diesem Zweck sollen die folgenden pathophysiologischen und biochemischen
Parameter bestimmt werden:
¢ Richtung und Ausmal einer mdglichen Beeinflussung des pulmonalarteriellen
Druckes und Widerstandes durch NO-Donoren mittels kontinuierlicher
Druckmessung
e Richtung und Ausmal} einer mdglichen Beeinflussung der Gefalipermeabilitat
mittels Bestimmung des pulmonalen kapillaren Filtrationskoeffizienten
o Verlauf der Nitrit- bzw. Nitratkonzentration im Perfusat
e Hohe der cGMP-Spiegel im Lungengewebe
Anhand der so gewonnen Ergebnisse soll die Wirkung der drei NO-Donoren bei
pulmonaler Hypertonie, vor allem auch im Hinblick auf ihre jeweilige vasodilative

Potenz bei inhalativer Anwendung, miteinander verglichen und diskutiert werden.
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2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Modell der isolierten, perfundierten und ventilierten Kaninchenlunge

Das verwendete Organmodell wurde bereits 1912 von Knowlton und Starling
beschrieben. Eine modifizierte Form kommt seit 1996 an der Medizinischen

Universitatsklinik Wurzburg in der Arbeitsgruppe von Dr. H. Wahn zur Anwendung.

2.1.1 Versuchsaufbau

In einem geschlossenen Kreilslaufsystem wurden die Lungen kontinuierlich mit Hilfe
einer Peristaltikpumpe (GAMBRO PP10-1a) flusskonstant perfundiert. Das dazu
verwendete PVC-freie Schlauchsystem (TYGON®, NORTON, Akron USA) ist in
einen pra- und einen postpulmonalen Abschnitt unterteilt. Dabei waren arterielles und
venoses System auf der einen Seite durch die Lungen, auf der anderen Seite durch
zwei parallel geschaltete doppelwandige Vorratsbehalter (Glas, 400 ml; Glas-
geratebau OCHS, 37120 Bovenden), die als Reservoir dienten, verbunden. Mit Hilfe
einer Verteilerbank (B.BRAUN, 34209 Melsungen) und zwei Glashahnen (BRAND),
die an die Vorratsbehalter konnektiert wurden, erfolgten die Ableitung des Ausflusses
sowie der Perfusatwechsel. Weitere in den Kreislauf integrierte Dreiwegehahne
(B.BRAUN, 34209 Melsungen) ermoglichten die Probeentnahmen. Ein zwischen der
Pumpe und den Lungen eingebrachter Transfusionsfilter (40 um SQ 40SE; PALL
Biomedizin GmbH, 63303 Dreieich) und eine Blasenfalle dienten dem Schutz der
Lunge vor Embolien.

Das Perfusat floss Uber einen wahrend der Praparation in der A. pulmonalis
platzierten Katheter direkt in den Lungenkreislauf. Der Abfluss wurde Uber einen im
linken Ventrikel platzierten Katheter sichergestellt. AnschlieRend gelangte das
Perfusat Uber ein kaskadenformiges Leitersystem wieder zurtick in das Vorratsgefal}.
Dieses Leitersystem ermoglichte durch Abklemmen der untersten Kaskadensprosse
ein Ansteigen des pulmonalvenésen Druckes um einen definierten Wert (Hydrostatic
Challenge). Die Druckerhéhung, durch den Sprossenabstand definiert, war in
unseren Experimenten mit 10 cm H,O festgelegt.

Das Herzlungenpaket wurde wahrend des ganzen Versuchs in einer feuchten
Kammer (Glas, doppelwandig; Glasgeratebau OCHS), zum Schutz vor Aus-
trocknung, bei 37°C gelagert. Die Feuchtkammer wie auch die beiden Vorratsgefalie
wurden mittels Warmetauscher (HKB 2219 Multitemp [I; BROMMA) durch eine
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zirkulierende FlUssigkeit temperiert. Dadurch konnte die Perfusattemperatur nach

Waunsch eingestellt werden.

--------- Mehrkanalschreiber Wiigezelle
o \
’ ' = {0
ﬁrnebler Beﬁtmungs-
pumpe
linker Ventrikel

....... teeeenfin P A. pulmonalis

o®

Pl;lmonalis-
Pkatheter

mit Druck-
aufnehmer

!

Kaskadensystem
o zur venbsen
Filt.e-r o Druckbelastung
™ Perfusathehiilter
s Verteilerbank
Abb. 1: schematische
""" Injektionsport Darstellung der isolierten

Kaninchenlunge

Wahrend des Versuchs hing die Lunge freischwebend an einem Kraftaufnehmer mit
Wagezelle (Messkonverter MC3; HOTTINGER BALDWIN, Darmstadt), die mit einem
Messverstarker (Eigenbau) verbunden war. Die pulmonalarteriellen (PAP) und
pulmonalvenésen (LVP) Dricke wurden mittels dannlumiger Innenkatheter auf-
gezeichnet und Uber Druckaufnehmer (Combitrans Monitoring-Set vends; B.BRAUN)
ebenfalls an den Messverstarker weitergeleitet. Die kontinuierliche Registrierung der
Parameter erfolgte Uber einen Mehrkanalschreiber (Servogor 960; BBC GOERZ).
Alle zum Druckausgleich im System bendétigten Entliftungseinrichtungen an Vorrats-
behaltern und Kaskadensystem waren durch hydrophobe, bakteriendichte Filter-
einheiten mit einer PorengrolRe von 0,2 um gesichert (ReZist 30/0,2; SCHLEICHER +
SCHUELL, 37582 Dasel).
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Abb. 2:
Versuchsanlage

2.1.2 Versuchsvorbereitung

Alle an der Versuchsdurchfihrung beteiligten Systeme wurden mittels Spulmaschine
gereinigt und im Dampfsterilisator sterilisiert.

Der pra- und der postpulmonale Teil des Schlauchsystems wurden installiert und
kurzgeschlossen. Nach Beflllung des Systems mit 0,9%iger Kochsalzlésung (NaCl
0.9 Infusionslosung; FRESENIUS AG, 61346 Bad Homburg) und anschliel3ender
EntlGftung erfolgte der Austausch der zirkulierenden FlUssigkeit durch alternierendes
Beflllen der parallel geschalteten Vorratsgefalie (Gesamtvolumen der pyrogen-freien

Spulflussigkeit ca. 11). Dadurch wurde die Wahrscheinlichkeit einer bakteriellen

14
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Kontamination nochmals reduziert. Daran anschlieRend befillte man die Vorrats-
behalter mit proteinfreiem Krebs-Henseleit-Puffer (KHB; SERAG WIESNER, 95119
Naila) (Zusammensetzung: NaCl 132,8 mM, KCI 5,2 mM, KH,PO4 1,1 mM, NaHCO;
24,1 mM, CaCl 2,4 mM, MgPO4 1,3 mM und Glucose 240 mg/dl) und es erfolgte die
erneute Durchspllung der Systemschlauche. Wahrend allen Spuldurchgangen
musste darauf geachtet werden, dass keine Luft aus den Vorratsbehaltern in die
Schlauche gelangte. Ebenso entliftete man die Messkatheter fur die pulmonal-
arteriellen und -vendsen Druckmessungen. Nach Abschalten der Pumpe wurden der
arterielle und der vendse Teil des Schlauchsystems mit Kocherklemmen (alle
Instrumente AESCULAP, Tuttlingen) gegen ein versehentliches Auslaufen wahrend

der Praparation gesichert.

2.1.3 Praparation

Als Versuchstiere wurden mannliche Kaninchen der Rasse Chinchilla Bastard
(Fellfarbe grau, braun, schwarz; CHARLES RIVER Deutschland GmbH, 88353
Killegg) mit einem Gewicht zwischen 2,2 und 2,8 kg verwendet. Eine behdrdliche
Genehmigung zur Tiertétung lag vor. Die Praparation des Kaninchens gliederte sich
in Narkoseeinleitung, Intubation, Narkose, Operation und eigentliche Praparation der
Lunge.

Zur Narkoseeinleitung wurde ein Ohr des Kaninchens oberflachenanasthesiert
(Xylocain® Pumpspray; ASTRA GmbH, 22876 Wedel). Nach einer gewissen
Einwirkungszeit wurde dann mit einer Butterfly-Kanile (Venofix® S ID 0,5 mm;
B.BRAUN) ein venoser Zugang in die Ohrvene gelegt und fixiert. Dem Kaninchen
wurde etwa 1 ml des verwendeten Narkosegemisches, bestehend aus 25 mg (S)-
Ketaminhydrochlorid (Ketanest® S 5 mg/ml, 5 ml Injektionslésung; PARKE-DAVIS
GmbH, Berlin) und 88 mg Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2 %, 25 ml Injektions-
I6sung; BAYER AG, Leverkusen), als Einschlafdosis injiziert. Danach erfolgte eine
gewichtsadaptierte (1000 I.E./kg Korpergewicht) Heparinisierung des Tieres mit
Heparin-Natrium (Liquemin® N 25000, 5ml Injektionslésung mit 5000 I.E./ml;
HOFFMANN-LA ROCHE AG, 79630 Grenzach-Whylen).

Das Tier wurde auf dem Ricken gelagert und pratracheal rasiert. Im Bereich
zwischen oberer Thoraxapertur und Larynx wurde mit 5 ml Lidocain 2 % (Xylocain®
2% 5 ml Injektionslésung; ASTRA) eine Quaddel zur Lokalanasthesie gesetzt.
SchlieRlich wurde das restliche Praparationsgebiet Uber Thorax und Abdomen
freigeschoren und mit einem Hautantiseptikum (Braunol®; B.BRAUN) behandelt. Es
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erfolgte eine Tracheotomie und anschlielende kunstliche Beatmung mittels eines
Kleintierrespirators (Rodent Ventilator 7025; UGO BASILE, Comero/ltalien). Als
Beatmungsgas diente Raumluft mit einem Atemzugvolumen von 10 ml/kg KG.

Nun erfolgte die Gabe des Narkotikums. Unter kontinuierlicher Kontrolle des
Herzschlags wurden weitere 4 ml des Gemisches langsam (ca. 0,1 ml/15-30 s)
injiziert.

Die Operation begann mit der Entfernung der Haut unterhalb des Xyphoids.

Entlang praformierter Stichkanale wurde die Haut dann Y-formig tber Abdomen und
Thorax entfernt. Im Epigastrium wurde die Muskulatur fingerbreit durchtrennt und der
Processus xyphoideus mit einer Kocherklemme gefasst. Von diesem Einschnitt
ausgehend, erfolgte dann eine quere Oberbauchlaparatomie. Der sternale
Zwerchfellansatz wurde mit einer spitzen gebogenen Pinzette unterfahren und dann
mit einer Darmklemme gefasst. Das Diaphragma wurde oberhalb der Darmklemme
am Sternalansatz durchtrennt und der Thorax durch leichten Zug erdffnet. Mit
EinreiRen der Pleura entstand ein artifizieller Pneumothorax und die Lunge léste sich
von der Pleura. Auf Grund der Uberdruckbeatmung kollabierte die Lunge nicht. Das
Diaphragma wurde beidseits den Rippenbogen entlang durchtrennt. Unter Schonung
von Aorta und Vena cava wurden auch die anderen durch das Zwerchfell tretenden
Strukturen durchtrennt. Das Herz wurde nach Durchtrennung des vorderen
Mediastinums von der Brustwand losgeldst. Anschlie3end erfolgte eine parasternale
Thorakotomie mittels Knochenschere. Die beiden Thoraxhalften wurden durch den
Assistenten mit 2 Klemmen aufgehalten. Nach stumpfer Entfernung des Thymus
wurde das Perikard erdffnet und vorsichtig entfernt.
Aorta und A. pulmonalis wurden am Gefallursprung mit jeweils einem Faden
angeschlungen. Der rechte Ventrikel wurde dann knapp unterhalb der Klappenebene
eroffnet und der vorbereitete Pulmonaliskatheter unter minimalem Flow in die Arterie
eingefihrt und eingebunden. Die Herzspitze wurde unter Erdffnung beider Ventrikel
entfernt. Danach wurde die Aorta ligiert und der Beatmungsluft CO, zur
pH-Regulation zugesetzt. Dies war nétig, da die Lunge nun vom restlichen Korper
isoliert war. Die Trachea wurde oberhalb des Tubus durchtrennt und die Lunge dann
am Tubus hangend aus dem Brustkorb enthommen.

Zur weiteren Praparation erfolgte die Befestigung an einem Stativ. Die Halfte
der rechten Ventrikelwand wurde ebenso wie die linksseitigen Papillarmuskeln

entfernt. Das linke Herzohr wurde mit einer Fadenligatur verschlossen. Mittels einer
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Tabaksbeutelnaht in den linken Ventrikel wurde dann der Adapter fir den vendsen
Abfluss eingendht (Mersilene™; Ethicon®). Die Lunge wurde in der feuchten Kammer
freischwingend an der Wagezelle (Messkonverter MC3; HOTTINGER BALDWIN,
Darmstadt). aufgehangt.

Es erfolgte dann der Anschluss des vendsen Schlauchteils an den Adapter und somit
das SchlieBen des Kreislaufs. Die eventuell in den vendsen Schlauchabschnitt
eingedrungene Luft wurde manuell durch das Schlauchsystem Richtung Vorrats-
behalter geleitet. Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug zu diesem Zeitpunkt

25 ml/min bei einer Perfusattemperatur von 4°C.

2.1.4 Kalibrier- und Aufwarmphase

Die Druckaufnehmer wurden mittels Dreiwegehahne an die Innenkatheter
angeschlossen, entliftet und kalibriert. Der Luftdruck in Hilushéhe wurde als
Nullpunkt definiert. Die Temperatur am Warmetauscher wurde auf 37°C gestellt und
es startete die Aufwarmphase. Begleitend zur Erwarmung des Perfusats wurde auch
die Perfusionsgeschwindigkeit langsam erhoht (15°C: 50 ml/min, 25°C: 75 ml/min,
35°C: 100 ml/min). Der LVP wurde am Ende der Aufwarmphase mittels der hdhen-
verstellbaren Kaskadenvorrichtung auf 2 mmHg eingestelit.

Der pH-Wert des Perfusats wurde in regelmaigen Abstanden (15°C, 25°C, 37°C,
sowie nach Perfusatwechsel) an einem BGA-MefRgerat (ABL 30; RADIOMETER
COPENHAGEN) gemessen. Dabei wurde der pH-Wert mittels variabler CO,-
Zumischung zur Beatmungsluft zwischen 7,35 und 7,45 mdglichst konstant gehalten.
Nachdem in der Feuchtkammer eine Temperatur von 37°C herrschte, wurde das
Perfusat gewechselt und der pH-Wert nochmals kontrolliert.

Durch die beschriebene Versuchsanordnung und -durchfiihrung konnte ein nahezu
Endotoxin-freies rezirkulierendes Perfusat erreicht werden, was bereits in anderen

Versuchsreihen gezeigt wurde (Grimminger et al. 1995).

2.1.5 Steady-State-Phase 1

Die Steady-State-Phase 1 dauerte 45 Minuten und war durch folgende Aspekte
gekennzeichnet:

= Kein Perfusatverlust an den Einbindungsstellen der Katheter.

= Homogen weil} entblutete Lunge.

= Keine Atelektasen oder Odeme.

=  Keine Gewichts- oder Druckzunahme.
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Nur bei Erflllung dieser Kriterien wurden die Lungen fur den anschliellenden

Versuch zugelassen.

2.2 MessqrofRen und Messtechnik

Die Druckregistrierung und -darstellung erfolgte in der MafReinheit mmHg bzw. Torr,
welche nach der internationalen Sl-Vereinbarung nicht mehr aktuell, jedoch in der
Medizin weit verbreitet ist. Zur Berechnung der Widerstande erfolgte die Umrechnung

in Pascal analog dem Umrechnungfaktor: 133,322 Pa =1 Torr

2.2.1 Messung des pulmonalarteriellen und linksventrikuldren Perfusions-
druckes

Die Messung der pra- und postpulmonalen Perfusionsdriicke erfolgte mit flissigkeits-
geflullten Kathetern, welche Uber Kklinikibliche Einmaldruckwandler (s.0.) an den
Messverstarker geleitet wurden. Die Druckregistrierung erfolgte kontinuierlich mit
Hilfe eines Mehrkanalschreibers (Papiervorschub 2 mm/min, Empfindlichkeit
1 mm/mmHg).

Um Schreiberungenauigkeiten vorzubeugen, wurde wahrend des Versuchs in

regelmafigen Abstanden der Nullpunkt bestimmt.

2.2.2 Bestimmung des kapillaren Filtrationskoeffizienten (Ks)

Physiologie: Beim Flussigkeitsaustausch zwischen Intravasalraum und Interstitium
stellt sich ein FlieRgleichgewicht Uber der Kapillarwand ein. Dieser durch Filtration
und Reabsorption gekennzeichnete Vorgang wird hauptsachlich durch die
hydrostatischen (Ap) und kolloidosmotischen (An) Dricke in den jeweiligen
Kompartimenten bestimmt. Der effektive Filtrationsdruck (pes)wird durch folgende

Gleichung beschrieben:

Peit = Ap — Az = (pc —Pis) — (71 — 7mis) (22.2-1)

pc: hydrostatischer Kapillardruck

Y
mp: Kolloidosmotischer Druck im Plasma/Perfusat

is. hydrostatischer Druck im Interstitium

is: kolloidosmotische Druck im Interstitium

=
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Beim K;; handelt es sich um eine rechnerisch ermittelte Grolke, die ein Mal3 fur die
Kapillarpermeabilitat bei isotonen Flussigkeiten darstellt. Er ist das Produkt aus
Leitfahigkeit der Kapillarwand und Austauschflache.

Die so genannte Starling-Gleichung (Starling 1896) beschreibt das pro Zeiteinheit

filtrierte Volumen (1,):
Iv = Ksc * Petf = Kf,c[(pc _pis) - G(ﬂ'pl - 7113)] (222 - 2)
o: Reflexionkoeffizient

FiUr nicht-isogravimetrische Zustande, d.h. bei einem Ungleichgewicht zwischen
Filtration und Reabsorption, gilt o =0. Dadurch wird |, direkt proportional zur
effektiven Druckdifferenz (Ap = peft) zwischen Perfusat und Interstitium.

Es gilt somit:

Kfe = — 222-3
o= (222-3)

l, ist aullerdem proportional der Gewichtszunahme der Lunge AW pro Zeiteinheit At

und somit eine bekannte Messgrofe:

|, = AW (222 - 4)
At-p

p: Perfusatdichte [p = 1 g/ cm®]
Somit gilt:

AW

=2 22.2-4)in (2.2.2-3
MAp s ( )in ( )

Kf,c

Experimentelle Bestimmung: Die experimentelle Bestimmung des K. erfolgte durch
eine Stdérung des wahrend der steady-state-Phase eingetretenen Fliel3gleich-

gewichtes (Ap =0). Der linksventrikulare Druck (und konsekutiv auch der
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intrakapillare) wurde um einen definierten Wert von 10 cmH,O Uber einen Zeitraum
von 8 min erhoht (Hydrostatic Challenge) (Richardson et al. 1979). Der in der Folge
einsetzende Volumenstrom des Perfusats aus dem Intravasalraum in das
Interstitium, welcher Uber die resultierende Gewichtszunahme registriert wurde
(Papiervorschub 15 mm/min, Empfindlichkeit 10 mm/g), fUhrte zur Einstellung eines
neuen Gleichgewichtes auf einem héherem Niveau. Der Volumenstrom nahm dabei
bis zur Einstellung des neuen Fliel3gleichgewichts in vergleichbaren Zeitintervallen
um einen jeweils entsprechenden prozentualen Anteil ab. Folgende Exponential-

funktion beschreibt den K¢ in Abhangigkeit von der Zeit:
Ktewy = Kee * e™

e: Euler’'sche Zahl, e = 2,718...

k: Proportionalitatsfaktor

Der initial Uberproportional starke Gewichtsanstieg des Hydrostatic Challenge (HC)
wurde durch die druckpassive Fullung der Gefal3e verursacht (— Compliance). Dies
machte die Bestimmung von |, als Steigung der Gewichts—Zeit-Kurve zum
Zeitpunkt t=0 min des HC unmoglich. Deshalb war es notwendig, |, zu den
Zeitpunkten t =3,4,5,6,7,8 min zu ermitteln und nach Logarithmieren der so be-
rechneten Werte (K:ct) den Ksc als Steigung einer Regressionsgeraden durch diese
Werte zu berechnen (Gaar et al. 1967). Nach Delogarithmierung des so ermittelten
Wertes wurde dieser auf das Lungenfeuchtgewicht (wet weight lung, WWL) bezogen.
Dieses wurde nach folgender Formel aus dem Koérpergewicht (body weight, BW) des

verwendeten Versuchtieres berechnet (Seeger et al. 1986):
WWL = BW - 0,0024 [a]
Der K. hat damit folgende Dimension:

[cm®/s - cmH,0 - g]
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2.2.3 Bestimmung der Compliance

Die Compliance ist Mal} fur die druckpassive Dehnung der pulmonalen Gefal3e bei

Volumenbelastung. Es gilt folgende Beziehung:

_av
Ap

C

Unter Versuchsbedingungen wurde die Volumenzunahme durch die Erhohung des
LVP (— HC) erreicht.

Der Zahlenwert wurde abgeschatzt durch Anlegen einer Tangente an die
Gewichts—Zeit—-Kurve des Hydrostatic Challenge bei t=2 min und Extrapolation der
gesamten Gewichtszunahme der Lunge von diesem Zeitpunkt zurtick auf den Beginn
des Hydrostatic Challenge (=0 min). Der so gefundene Wert wurde auf den Betrag

der linksventrikularen Druckerh6hung bezogen (Richardson et al. 1979).

Als Dimension von C ergibt sich somit:

[C =g /cmH0]

2.2.4 Bestimmung der Retention (AW)

Die Differenz des Lungengewichts vor und nach Ablauf des Hydrostatic Challenge
wird als Retention AW [g] bezeichnet. Sie ist ein Mal} fur die irreversible Zunahme
der interstitiellen Flussigkeit im Verlauf der Druckkaskade.

Bei der AW-Bestimmung zeigte sich, dass nach Ende des Hydrostatic Challenge das
Gewicht sich ebenfalls gemald einer Exponentialfunktion seinem neuen (um AW
erhohten) Ausgangswert naherte. Deshalb wurde die Retention nicht zu einem vorher
definierten Zeitpunkt gemessen, sondern individuell nach Einstellung des neuen

Gleichgewichts mit ihrem kleinstmoglichen Wert.

2.2.5 Bestimmung des pulmonalkapillaren Druckes (PCP)

Der PCP wurde mit Hilfe der “Double-Occlusion—-Methode® bestimmt. Unter
simultanem Abklemmen des pra- und postpulmonalen Abschnitts des Schlauch-
systems erfolgte die Herausnahme der Lunge aus dem Perfusionskreislauf fur 30

Sekunden. Parallel hierzu wurde ein Bypass eroffnet, so dass die Pumpe nicht
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2. Material und Methoden

abgeschaltet werden musste. Die Druckregistrierung (Papiervorschub 60 mm/min)
lieferte nun den Druck im Kapillarbett, der mit dieser Methode hinreichend genau

bestimmt werden konnte (Townsley et al. 1986).

2.2.6 Bestimmung der GefalRwiderstande (Ra, Ry)

Der pulmonalarterielle (R,) und der pulmonalvendse (R,) Widerstand wurden jeweils

mit Hilfe des Ohm’schen Gesetzes berechnet:

R Pet (2.2.6 - 1)
Q
R: Widerstand
pefi: Druckgefalle
Q: Stromstarke
Somit gilt fur Ra:
R =2 Pew (2.2.6 - 2)
Q

Ra: pulmonalarterieller Widerstand
pa: pulmonalarterieller Druck
Pcap: pulmonalkapillarer Druck

Q: Perfusionsgeschwindigkeit (konstant 100 ml/min)

Analog gilt fur Ry:

R, =rFew —Pu (2.2.2 -3)

' Q

Ry: pulmonalvendser Widerstand

pv: pulmonalvendser Druck

Die Widerstande werden in folgender Einheit angegeben:
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[Pas / ml]

(Zur Berechnung erfolgte die Umrechnung der Drucke von Torr nach Pascal)

2.3 Versuchsdurchfiihrung

2.3.1 Versuchsablauf und Stimulation

Nach der ersten steady state Phase (45 min) wurde zum Zeitpunkt t =-45 min in
reinem Ethanol geldstes Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) (200 nM) als Bolus in den
Perfusatbehalter gegeben. In Vorversuchen konnte die neutrale Wirkung geringer
Mengen reinen Ethanols auf das Lungenmodell gezeigt werden. PMA, ein
Phorbolester, ist bekannt als potentes lungenschadigendes Agens, das unter
anderem auch eine pulmonale Hypertonie verursacht (OFlaherty et al. 1980; Perry
and Taylor 1988). Die optimale Konzentration, gekennzeichnet durch eine maximal
mogliche Druckerhdhung ohne gleichzeitige Dekompensation des Lungenmodells,
wurde in Vorversuchen ermittelt.

Es erfolgte der Start einer zweiten, ebenfalls 45-minttigen steady state Phase. Alle
Lungen befanden sich am Ende dieser Phase auf einem konstant verlaufenden
Druckniveau. Zum Zeitpunkt t = 0 min wurde der jeweilige NO-Donator entweder als
Bolus in den arteriellen Schenkel gespritzt (“S(oluble)-Gruppe®), oder mittels eines
Verneblers als Aerosol (“A-Gruppe®) appliziert. Hierzu wurde ein kleiner Ultraschall-
vernebler (PortaSonic D8500, Sunrise Medical/DeVilbiss, Malsch) in den Inspirations-
schenkel des Beatmungsschlauches zwischengeschaltet (Abb.2).

Das vernebelte Flussigkeitsvolumen entsprach dem der systemischen Gabe (3 ml),
wobei NaCl 0,9 % als Verdinnungslésung verwendet wurde. Die Verneblungszeit
bewegte sich dabei zwischen 5 und 8 Minuten.

Folgende Stoffe wurden in jeweils gleicher Menge systemisch und als Aerosol

appliziert:

S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) 3 pmol (Aerosol n=8; system. n=8)
Nitroprussidnatrium (SNP) (Nipruss®) 3 pmol (Aerosol n=7; system. n=8)
Glyceroltrinitrat (TNG) (Nitrolingual®) 0,1 pmol (Aerosol n=7; system. n=7)

(in Klammern die jeweiligen Versuchszahlen)

Die eingesetzten Stoffmengen wurden ebenfalls in Vorversuchen ermittelt. Eine

weitere Erhohung der Stoffmenge brachte keinen starkeren Effekt im Sinne der
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2. Material und Methoden

Drucksenkung. Neben den getesteten Substanzen wurden auch Leerkontrollen mit
PMA (n=4) als alleinigem Stimulus und ohne jeglichen Stimulus (n=3) durchgefihrt.

Der pulmonalkapillare Druck (PCP) wurde zu den Zeitpunkten t = -75 min; -30 min;
15 min und 45 min bestimmt. Der kapillare Filtrationskoeffizient (K:c) wurde zu den
Zeitpunkten t=-60 min; -15min und 30 min bestimmt. Die Proben zur NO-
Bestimmung wurde zu den Zeitpunkten t=-75; 0; 1; 2; 5; 15; 30 und 45 min
abgenommen. Der Versuch wurde spatestens nach einer Versuchsdauer von 46,5
min (+2 mal Steady State) abgebrochen. Zur cGMP-Bestimmung wurde dann sofort
eine schockgefrorene Gewebsprobe der Lunge enthommen. Die NO Perfusatproben

wurden fiir maximal eine Woche bei -80°C aufbewahrt.

2.4 Biochemische Analytik

2.4.1 NO-Bestimmung

Die Quantifizierung der NO-Bildung wurde mittels einer modifizierten Griess-Methode
(Griess 1879) durchgeflihrt, die neben der Nitrit- (NO2") auch die Nitratbestimmung
(NO3’) (Miranda et al. 2001) bertcksichtigte.

NH,
N ¢

N
S50;MH. 50.NH, N
)
Sulfanilamid MN-t-{Naphthyl Ethylendiamin S0.NH-

Azofarbstoff

Abb.3: Griess Reaktion

Nitrit ist das einzige stabile Endprodukt der Autooxidation von NO in wassrigen
Léosungen. Das Prinzip der Griess-Reaktion besteht in einer Diazotierung des
Sulfanilamids in saurer Lésung durch Nitrit und der anschlieRenden Verbindung mit
Ethylendiamin zu einem rosaviolett gefarbten Azofarbstoff. Vanadium(lll) dient zur

Reduktion von Nitrat zu Nitrit.
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Das Griess Reagenz besteht aus zwei Lésungen: 1.) Losung A (0,2 g in 100 ml)
enthalt 0,2 % N-(1-Naphtylen)-Ethylendiamin-Dihydrochlorid in H,O 2.) Losung B (1 g
in 50 ml) 2 % Sulfanilamid in 5 %-iger Phosphorsaure. Wegen der Lichtsensitivitat
von Losung A wurden beide Losungen erst unmittelbar vor Gebrauch gemischt. Eine
gesattigte Vanadium-(lll)-Chlorid-Lésung (400 mg VCl3) wurde in 1 M HCI hergestellt
(50 ml).

Die Perfusatproben (2 ml) wurden mittels einer Zentrifuge (Fa. Eppendorf) mit
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die Uberstdnde (ca. 1 ml) wurden in ein
separates, mit 100 ul 1 M NaOH befllltes Eppendorf-Réhrchen pipettiert. Die Proben
wurden bei —20°C fur maximal eine Woche aufbewahrt. Es wurden Standardkurven
fur NaNO; erstellt. Dabei wurden folgende Konzentrationen in sterilem Wasser
verwendet: 0,39/0,78 /1,56 /3,13 /6,25/12,5/25/ 50/ 100 uM. Dann erfolgte die
photometrische Doppelbestimmung der Proben und Standardkurven. Zu 100 pl
Probe wurden unmittelbar hintereinander 100 pl VCls und 100 pl Griess Reagens in
die Kuvetten gegeben. Die Inkubationszeit betrug 10 Minuten bei Raumtemperatur.
Dann erfolgte im Photometer (Pharmacia Biotech Ultraspec 3000) die Bestimmung
der optischen Dichte bei 540 nm und die jeweilige Konzentration (in umol/l) der
Versuchsprobe wurde mit Hilfe der Standardkurve errechnet. Aus den beiden, zum

jeweiligen Messzeitpunkt gewonnenen, Werten wurde der Mittelwert errechnet.

2.4.2 cGMP Bestimmung

Die Bestimmung von Guanosin 3°,5-cyclomonophosphat (cGMP) erfolgte mit einem,
auf polyklonalen Kaninchenantikdrpern basierenden, kommerziellen Enzyme-Linked-
Immuno-Assay (ELISA)-Kit (Fa R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt). Die
Gewebsproben wurde am Versuchsende unter noch laufender Perfusion und
Ventilation mittels einer in flissigem Stickstoff (-74°C) heruntergekihlten Klemme
vom linken Unterlappen gewonnen und sofort im Gefrierschrank bei -80°C bis zur
endgultigen Verarbeitung aufbewahrt. Nach dem Wiegen der jeweiligen Probe wurde
0,iM HCI im Verhaltnis 1:10 dazugegeben und mit Hilfe eines Schittlers
homogenisiert. Anschlieend wurden die Proben mit 600 g zentrifugiert und der
Uberstand in eine 50 pl Probe zur Gesamtproteinbestimmung und in eine 300 pl
Probe zur cGMP-Bestimmung aufgeteilt. Es wurden Standardkurven mit folgenden
Konzentrationen verwendet: 0,08 /0,4 /2,0/ 10,0 / 50,0 pmol/ml.
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Der cGMP-ELISA wurde analog der Anleitung des Kit-Herstellers durchgefuhrt. Die
cGMP-Konzentrationsbestimmung erfolgte dann mittels Photometrie (405 nm) und
anhand der Standardkurven.

Die Bestimmung des Proteingehalts der Proben erfolgte photometrisch nach der
“‘Lowry-Methode“ (Waterborg and Matthews 1994). Die Proben wurden 1:3 mit H,O
verdinnt. Es folgte die Herstellung von Standardldsungen mit einer Protein-
konzentration von 0 / 20 / 40 / 60 / 80 ug/ml. 50 yl wurden jeweils aliquot der
Standardlésung und den Proben entnommen. Anschlielend wurden jeweils 50 pl
1 M NaOH und 900 ul H,O hinzugeflugt. Zu diesen Mischungen gab man jeweils 1 ml
Lowry-Reagenz. Es folgte eine 20-minltige Inkubationsperiode bei Zimmer-
temperatur. Danach wurde Folinldsung hinzugegeben. Nach Beendigung einer
nochmaligen Inkubationsperiode (30 Minuten) bestimmte man die optische Densitat
bei 450 nm und errechnete anschliellend die Proteinkonzentrationen mit Hilfe der
Standardkurven. Auch hier erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung mit Mittelwert-
berechnung. Die cGMP-Konzentrationen wurden schliel3lich ins Verhaltnis zur

Gesamtproteinkonzentration gesetzt ([cGMP] = nmol/g).
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2.5 Substanzen

Die in dieser Arbeit verwendeten und hier aufgefuhrten Pharmaka, Reagenzien und

Chemikalien wurden von den angegebenen Firmen bezogen:

Tabelle 3: Substanzverzeichnis

Stoff

Hersteller/Lieferant

ELISA-Kit zum Nachw. von cGMP

R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Ethanol 100 %

Sigma-Aldrich GmbH, 82024 Taufkirchen

Glyceroltrinitrat (Nitrolingual®infus.)

G. Pohl-Boskamp GmbH & Co., 25551
Hohenlockstedt

HCI1 M

Sigma-Aldrich GmbH, 82024 Taufkirchen

Heparin-Natrium (Liquemin®)

Hoffmann-La Roche AG, 79630
Grenzach-Whylen

(S)-Ketaminhydrochlorid (Ketanest S®)

Parke-Davis GmbH, Berlin

Krebs-Henseleit-Puffer

Serag Wiesner, 95119 Naila

Lidocain (Xylocain® 2%)

Astra GmbH, 22876 Wedel

NaCl 0.9 % Infusionslosung

Fresenius AG, 61346 Bad Homburg

Nitroprussidnatrium (Nipruss®)

Schwarz Pharma AG, 40789 Monheim

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA)

Sigma-Aldrich GmbH, 82024 Taufkirchen

S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin
(SNAP)

Alexis-Deutschland GmbH, Griinberg

Naphtylen-Ethylendiamin

Sigma-Aldrich GmbH, 82024 Taufkirchen

Sulfanilamid

Sigma-Aldrich GmbH, 82024 Taufkirchen

Vanadium(lll)Chlorid

Sigma-Aldrich GmbH, 82024 Taufkirchen

Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2 %,
Injektionslosung)

Bayer AG, Leverkusen

2.6 Statistische Auswertung

Die Darstellung der Daten erfolgt als Mittelwert £ Standardfehler der Mittelwerte

(SEM), wenn nicht ausdricklich auf eine andere Darstellung hingewiesen wird.

Statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA ermittelt (wurde angenommen, wenn

p<0,05).
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3. Ergebnisse

In den Versuchsreihen wurde das unterschiedliche Verhalten der drei verschiedenen
NO-Donatoren S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin  (SNAP), Nitroprussidnatrium
(SNP) und Glyceroltrinitrat (TNG) auf einen durch Phorbol 12-Myristat 13-Acetat

(PMA) provozierten pulmonalen Hypertonus untersucht.

3.1 Verlauf der pulmonalarteriellen Driicke

Die Ergebnisse der Druckmessungen sind graphisch in den Abbildungen 1-9

zusammengefasst.

In den Kontrollversuchen ohne jeglichen Stimulus lag der PAP am Ende des zweiten
steady-state’s bei 6,6 £ 0,4 torr und stieg uber die Versuchsdauer von 45 min nicht
weiter an. Am Ende der Versuchsdauer lag der PAP bei 6,3 £ 0,3 torr. Bei der
alleinigen vasokonstringierenden Stimulation mit PMA (200 nM) stieg der PAP von
6,2 £ 0,3 torr zum Zeitpunkt t = -45 min innerhalb von 15 Minuten auf 17,6 £ 1,6 torr
und weiter auf 22,3 £1,7 torr zum Zeitpunkt t=0min an. Dann flachte der
Druckanstieg etwas ab und stieg in den folgenden 45 Minuten noch bis auf
27,8 £ 2,9 torr an.
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Abb. 4: Druck-Zeit Diagramm Versuchsreihen “SNAP*
* statistische Signifikanz (p < 0,05)

Abbildung 4 fasst die Druckverlaufe fir SNAP und Kontrollgruppen zusammen. In
den Versuchsreihen mit SNAP lag der Ausgangsdruckwert nach Stimulation mit PMA
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3. Ergebnisse

bei 22,8+ 1,1torr in der systemischen Gruppe bzw. 22,3+ 1,3torr in der
aerosolierten Gruppe. Der Druck sank bei der aerosolierten Applikation initial etwas
schneller im Vergleich zur direkten Gabe in das Perfusat. Dafur bewirkte die
systemische Gabe eine kontinuierlich bis zum Versuchsende anhaltende, gegen
Ende dann nicht mehr so starke Drucksenkung, wahrend der PAP durch vernebeltes
SNAP nicht anhaltend gesenkt werden konnte, sondern nach ca. 10 Minuten wieder
anstieg.

Ins Perfusat gegebenes SNAP senkte den PAP nahezu um 35%
(PAP45sy= 14,9 £ 0,7 torr) in Relation zum Ausgangsdruck (PAPgs)= 22,8 £ 1,1 torr)
in dieser Gruppe und um 46 % in Relation zum Vergleichswert in der PMA-
Leerkontrolle (PAP4spma) = 27,8 £ 2,9 torr).

Wurde SNAP vernebelt, sank der Druck innerhalb von 10 Minuten
(PAP1oa=19,4+09torr) um ca. 13% in Relation zum Ausgangsdruck
(PAPon=22,3£1,3torr) und um ca. 20% im Vergleich zur Kontrolle
(PAP1opma) = 24,2 £ 2,0 torr). Der pulmonalarterielle Druck bei Verneblung zu
Versuchsende (PAP4sa)=21,1+ 1,1 torr) war nur um ca. 5,5 % niedriger als zum

Zeitpunkt t = 0 min.

Abbildung 5 fasst die Druckverlaufe in der Versuchsreihe mit Nitroprussidnatrium
(SNP) zusammen. Die Ausgangsdruckwerte zum Zeitpunkt t=0 min. lagen bei
21,2 £ 1,4 torr (S-Gruppe) bzw. 23,5 £ 1,7 torr (A-Gruppe).
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Abb. 5: Druck-Zeit Diagramm Versuchsreihen “SNP*
* statistische Signifikanz (p < 0,05)
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Ins Perfusat gegebenes SNP senkte den PAP etwas rascher als nach Verneblung.
Dabei sank der Druck innerhalb der ersten 5 Minuten von 21,2 £ 1,4 torr auf
18 + 1,1 torr, was einer 15-prozentigen Reduktion entsprach. Danach war die
Drucksenkung deutlich schwacher bis zum Endwert PAP4s5s)= 17,2 £+ 0,4 torr, was in
Relation zum Anfangsdruck einer ca. 19-prozentigen Reduktion entsprach. Bezogen
auf den Vergleichsdruck in der PMA-Kontrolle waren dies ungefahr 38 % weniger.

Wurde SNP als Aerosol appliziert, so sank der PAP deutlich langsamer. Innerhalb
der ersten 5 Minuten ging der Druck von 23,5 £+ 1,7 torr auf 21,3 £ 1,7 torr (ca. 9%ige
Reduktion) zurick. Nach 15 Minuten (PAP154)=17,7 £1,3 torr) flachte die
Drucksenkungskurve deutlich ab bis zum Endwert PAP4s4a)= 16,5 % 1 torr. Dies
entsprach einer auf den Anfangsdruck bezogenen Druckreduktion um nahezu 30 %.
Im Vergleich zur PMA-Kontrolle waren es beinahe 41 % weniger. In beiden Gruppen
war aber tendenziell bis zum Versuchsende eine anhaltende Drucksenkung zu

beobachten.

Abbildung 6 fasst die Druckverlaufe in der Versuchsreihe mit Glyceroltrinitrat (TNG)

Zusammen.
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Abb. 6: Druck-Zeit Diagramm Versuchsreihen “TNG*
* statistische Signifikanz (p < 0,05)

Der PAP zu Versuchsstart (t = 0 min) lag bei 22,1 £ 1,4 torr in der “S-Gruppe® bzw.
bei 24 +0,7 torr in der “A-Gruppe®. Dabei wurde der PAP von systemisch
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gegebenem TNG innerhalb von 5 Minuten auf 18,8 + 1,1 torr gesenkt und veranderte
sich bis zum Versuchsende nicht mehr. Der Endwert bei 45 Minuten betrug
18,7 + 1 torr. Dies entsprach im Vergleich zum Ausgangsdruck einer ca. 15%igen,
und im Vergleich zum PMA-Vergleichswert einer nahezu 33%igen Reduktion.
Vernebeltes TNG senkte den PAP etwas langsamer Uber einen Zeitraum von ca. 10
min (PAP1oa) = 20,6 £ 0,5 torr) (14%ige Reduktion in Relation zu PAPq)) und stieg
danach nur geringfugig an (PAP4sa)=21.8 £ 0.6 torr). Der Enddruck entsprach in
Relation zum Anfangsdruck einer 9%igen bzw. in Relation zur PMA-Kontrolle einer
22%igen Reduktion.

Es zeigte sich, dass die Hohe der maximalen Druckanderung (APAPmax) nach
Vasorelaxantienapplikation abhangig war vom Ausgangsdruckwert zum Zeitpunkt
t=0 min. Zur Verdeutlichung dieses Sachverhaltes wurde APAP.x der einzelnen
Versuche jeweils in Korrelation mit dem dazugehdrigen Wert fur PAP =) gesetzt.
Durch die entstehenden Wertepaare wurde jeweils eine Regressionsgerade gelegt.

Die Werte fur APAPmax. wurden nachtraglich mit folgenden Formeln errechnet:

APAPmax. = PAP(t=0) - PAPmin. fur die Versuche mit NO-Donatoren
APAPmax = PAPmax. - PAP=0) fur die Kontrollversuche mit PMA.

Die Steigung der Regressionsgeraden wird dadurch zum Wirksamkeitsmald der
vasodilatorischen Potenz. Dabei sieht man in den PMA-Kontrollen durch den immer
eintretenden Druckanstieg nach PMA-Stimulation eine positive Steigung der
Regressionsgeraden. Die entsprechenden Schaubilder sind in den Abbildungen 7, 8
und 9 dargestellt, wobei die PMA-Kontrolle (links) mit dem vernebeltem (rechts) und

dem geldstem (Mitte) NO-Donator verglichen wird.
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Abbildung 7: Verhiiltnis zwischen maximalem Druckabfall und PAP zum Zeitpunkt t=0
min nach Injektion (mittleres Schaubild) bzw. Verneblung (rechtes Schaubild) von
SNAP; zum Vergleich Verhiltnis Druckanstieg und Ausgangsdruck in der PMA-
Kontrolle (linkes Schaubild); dargestellt sind die Regressionsgeraden, Steigung der
Regressionsgeraden (b), Korrelationskoeffizienten (r) und statistische Signifikanz (p).
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Abbildung 8: Verhiiltnis zwischen maximalem Druckabfall und PAP, bei der

Anwendung von SNP
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Abbildung 9: Verhiiltnis zwischen maximalem Druckabfall und PAP, bei der

Anwendung von TNG

Es zeigte sich, dass SNAP und SNP als Aerosol gegeben, ungefahr gleich potent

waren, wahrend TNG etwas schwacher wirkte. Im Gegensatz dazu war TNG bei der

systemischen Gabe etwas potenter als SNP und auch als SNAP, welches die

schwachste Potenz bei systemischer Applikation aufwies.
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3.2 Pulmonalkapillarer Druck und pulmonale GefaRwiderstandsverteilung

Der PCP und pulmonale Gefallwiderstand wurde mit der in Kap. 2.2.5 beschriebenen
“‘double-occlusion-Methode® bestimmt. Die daraus gewonnenen Messergebnisse sind

in den Abbildungen 10-12 graphisch verdeutlicht.

In Abbildung 10 sind die Ergebnisse fur die Versuchsreihen mit SNAP dargestellt. Im
linken Schaubild wird der PCP der unterschiedlichen Versuche zum gleichen
Zeitpunkt miteinander verglichen. Dabei sieht man, dass in der Kontrollgruppe der
PCP relativ konstant um 3 torr blieb.

In der PMA-Kontrolle stieg dieser von 3,4 £ 0,2 torr (t =-75 min) auf 5,8 £ 0,4 torr
(t =-30 min), um von dort noch geringflgig anzusteigen (PCPpma45= 7,0 £ 0,4 torr).
Wurde SNAP ins Perfusat gegeben, anderten sich die Werte geringfligig. Der PCP
war zum Zeitpunkt t=15min etwas kleiner (PCPpwa15=7,4%0,6torr vs.
PCPsnar(s)1s = 6,1 = 0,4 torr).

Wurde SNAP als Aerosol deponiert, ergab sich ebenfalls keine signifikante Anderung
in den PCP-Werten (PCPsnapays= 7,2 £0,5 torr) im Vergleich zur PMA-Kontrolle

bzw. zur systemischen Gabe.
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Abb. 10: PCP, R, und Ry in den Versuchsreihen mit SNAP
* statistische Signifikanz (p < 0,05)
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Der pulmonalarterielle Widerstand, der in den Leerkontrollen wahrend der gesamten
Versuchsdauer nahezu konstant <300 Pa-s/ml war, stieg in der PMA-Kontrolle
kontinuierlich und erreichte am Versuchsende 2109 + 123 Pa-s/ml.

Wurde SNAP ins Perfusat dazugegeben, so betrug der Ra zum Zeitpunkt t = 15 min
noch 840 * 44 Pa-s/ml und sank bis zum Versuchsende auf 706 + 50 Pa-s/ml ab.
Dies entsprach im Vergleich zur PMA-Kontrolle einer Verminderung um ca. 39 %
zum Zeitpunkt t = 15 min und um rund zwei Drittel bei Versuchsende.

Wurde SNAP vernebelt, betrug die Reduktion bei 15 min ca. 32 % (937 + 60 Pa-s/ml)
und blieb dann nahezu konstant. Dies entsprach in etwa der Halfte in Relation zum
entsprechenden PMA-Wert (1053 £ 100 vs. 2109 £ 166 Pa-s/ml). Sie war somit
etwas geringer ausgepragt als bei der Gabe ins Perfusat.

Der pulmonalvendse Widerstand stieg, wegen der konstanten Einstellung des
vendsen Druckes auf 2 torr, analog der pulmonalkapillaren Druckerh6hung etwas an.
Es kam aber zu keinem Anstieg des pulmonalvenésen Druckes, was auf eine

Uberwiegend im prakapillaren Gefalibett lokalisierte Vasokonstriktion hinweist.

In Abbildung 11 sind die Ergebnisse fur die Versuchsreihen mit SNP dargestellt. Die
Ergebnisse flur die Leerkontrolle bzw. PMA-Kontrolle sind bereits oben dargestelit.

Der PCP wurde durch den Einsatz von SNP ebenfalls nur schwach beeinflusst. Bei
der systemischen Gabe betrug der PCP zum Zeitpunkt t = 15 min 6,7 £ 0,4 torr (vs.
PCPpnma 15= 7,4 £ 0,6 torr) und anderte sich bis zum Versuchsende nicht signifikant
(PCPsnp 45 = 6,8 £ 0,2 torr). Wurde SNP vernebelt, so entsprach der 15-Minutenwert

dem bei Systemgabe.
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Abb. 11: PCP, R, und Ry in den Versuchsreihen mit SNP
* statistische Signifikanz (p < 0,05)

Die Ergebnisse fur Ra in den Leerkontrollen bzw. PMA-Kontrollen sind analog zu den
bereits unter SNAP dargestellten Messwerten. Wurde SNP ins Perfusat dazu-
gegeben, so betrug Ra nach 15 Minuten noch 855 + 63 Pa-s/ml, was ca. 38 % unter
dem Vergleichswert nach alleiniger PMA-Gabe lag. Bis zum Versuchsende war der
Widerstand auf 787 + 37 Pa-s/ml abgesunken. Dies entsprach einer nahezu 63%igen
Reduktion im Vergleich zur PMA-Kontrolle. Wurde SNP als Aerosol appliziert, betrug
der 15-Minutenwert 854 + 78 Pa-s/ml (ebenfalls 38%ige Reduktion). Der Ra bei
Versuchsende lag um ca. 66 % (720 £ 31 Pa-s/ml) unter dem PMA-Vergleichswert.

Abbildung 12 stellt die Messergebnisse der Versuche dar, die mit TNG durchgefuhrt
wurden. Der PCP bei systemischer Anwendung von TNG betrug zum Messzeitpunkt
“15 Minuten® 8,5 + 0,9 torr. Dies entsprach in etwa dem Wert bei Verneblung. Bis
zum Versuchsende ergab sich auch hier keine signifikante Veranderung der

gemessenen Dricke.
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Abbildung 12: PCP, R, und Ry in den Versuchsreihen mit TNG
* statistische Signifikanz (p < 0,05)

Bei direkt ins Perfusat gegebenem TNG betrug der pulmonalarterielle Widerstand
zum Zeitpunkt t=15 min. 813 £ 51 Pa-s/ml, was ungefahr 41 % unter dem PMA-
Vergleichswert lag. Bei Versuchsende lag der Ra um 63 % niedriger
(774 + 38 Pa-s/ml).

In den Verneblungsversuchen lag der Ra hoher und betrug nach 15 Minuten
967 £ 32 Pa-s/ml (30 % unter den PMA-Vergleichswerten), was sogar noch tuber dem
30-Minutenwert lag. Bis zum Versuchsende stieg der Widerstand dann weiter an
(1133 £ 74 Pa-s/ml) und lag ungefahr 46 % unter dem PMA-Wert.
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3.3 GefaRpermeabilitdt und Compliance

Die Ergebnisse fur den kapillaren Filtrationskoeffizienten, Compliance und Gewichts-

anderung sind in den Tabellen 4-6 dargestellt.

Nach dem ersten “steady-state” gab es zwischen allen Versuchsgruppen keinen
signifikanten Unterschied in Kic, C und AW. Im weiteren Verlauf zeigte sich in der
PMA-Kontrolle ein Anstieg des Ki; um mehr als das Doppelte im Vergleich zur
Leerkontrolle. Die K;.-Werte der verschiedenen Versuchsgruppen unterschieden sich
nicht signifikant, waren aber in keinem Fall grof3er als in der PMA-Kontrolle.

Die Compliance wurde im Vergleich zur Leerkontrolle durch Zugabe von PMA
gesenkt, der Einsatz der verschiedenen NO-Donoren erzeugte aber Kkeine
signifikante Anderung.

Die Anwendung der NO-Liberatoren erbrachte keine signifikante Veranderung von
AW im Vergleich zur PMA-Kontrolle.
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Tabelle 4: K, C und AW fiir Versuchsreihen mit SNAP; Daten errechnet aus der Gewichtszeitkurve wiithrend des Hydrostatic Challenge

Hydrostatic challenge

Steady state 1 Steady state 2 Experiment
Gruppe t =-60 min t=-15min t =30 min
Kontrolle Kic [0 cm®s™cm H0 gl 1.02 £ 0.11 0.99 + 0.14 1.62 +0.21
C [g/cm H,0] 0.36 + 0.02 0.36 = 0.01 0.35 + 0.01
AW  [q] 1.28 £ 0.15 1.62 + 0.08 1.67 £0.13
PMA ) Kic [0*cm*s'emH,0 g1 1.14+017 120+011 345+1.32
C [g/cm H2Q] 0.32+0.03 0.17 £0.02 0.18 £ 0.02
AW  [q] 0.88 +0.34 0.94 £ 0.09 2.75 £ 0.51
""""" PMA +SNAPsy  Kie [0*cmsemH,0 gl  1.18+013 128+014  186+018
C [g/cm H,0] 0.35+0.02 0.20 £ 0.02 0.21 +0.02
AW  [q] 0.75+0.13 1.44 +0.25 2.72+0.32
""""" PMA+SNAPn  Kie [0*em’s'emH,0 gl  125+015  128+009 233+014
C [g9/cm H,O] 0.39+0.03 0.26 + 0.04 0.25+0.03
AW  [q] 1.29 +0.30 2.00 £ 0.36 3.06 + 0.52
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Tabelle 5: Ky, C und AW fiir Versuchsreihen mit SNP; Daten errechnet aus der Gewichtszeitkurve wiihrend des Hydrostatic Challenge

Hydrostatic challenge

Steady state 1 Steady state 2 Experiment
Gruppe t =-60 min t=-15 min t =30 min
Kontrolle Kic [10™cm®s™cm H0 gl 1.02 £ 0.11 0.99 + 0.14 1.62 +0.21
C [g/cm H0] 0.36 + 0.02 0.36 = 0.01 0.35 + 0.01
AW  [q] 1.28 £ 0.15 1.62 + 0.08 1.67 £0.13
 PMA ) Kic [0%cm*s'emH,0 g1 1.14+017 120+011 345+1.32
C [g/cm H2Q] 0.32+0.03 0.17 £0.02 0.18 £ 0.02
AW  [q] 0.88 +0.34 0.94 £ 0.09 2.75 £ 0.51
""""" PMA+SNPs  Kic [0%cm*s™emH,0 g1 114+019  102+015  328+115
C [g/cm H,0] 0.35+0.01 0.20 £ 0.02 0.21+£0.02
AW  [q] 0.89+0.15 1.70+0.28 2.72+0.32
""""" PMA+SNP@w  Kic [0%cms™emH,0 g1 1254015  128+009  233+014
C [g9/cm H,O] 0.39+0.03 0.26 + 0.04 0.25+0.03
AW  [q] 1.29 +0.03 2.00+ 0,36 3.06 + 0.52
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Tabelle 6: K;., C und AW fiir Versuchsreihen mit TNG; Daten errechnet aus der Gewichtszeitkurve wihrend des Hydrostatic Challenge

Hydrostatic challenge

Steady state 1 Steady state 2 Experiment
Gruppe t =-60 min t=-15min t =30 min
Kontrolle Kic [10™cm®s™cm H0 gl 1.02 £ 0.11 0.99 + 0.14 1.62 £ 0.21
C [g/cm H,0] 0.36 + 0.02 0.36 +0.01 0.35 + 0.01
AW  [q] 1.28 £ 0.15 1.62 £ 0.08 1.67 £0.13
 PMA ) Kic [0*cm*s'emH,0 g1 - 1.14+017 120+011 345+1.32
C [g/cm H2Q] 0.32+0.03 0.17 £ 0.02 0.18 £ 0.02
AW  [q] 0.88 +0.34 0.94 + 0.09 2.75+0.51
""""" PMA+TNGs)  Kie [10%cm*s™emH0 g1  118+017 092+014  215+059
C [g/cm H,0] 0.39 £ 0.02 0.19+£0.02 0.16 £ 0.02
AW  [q] 1.00 £ 0.26 1.37 £0.29 2.03+0.33
""""" PMA + TNGp  Kie [10%cm*s™ecmH,0 g1 093015 120+018  230+0.12
C [g9/cm H,O] 0.48 £+ 0.05 0.22 +0.04 0.24 +0.03
AW  [q] 0.43+0.30 1.08 £ 0.49 2.80+0.11
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3.4 NO-Freisetzung

Die Messergebnisse der Nitritbestimmungen, die als indirektes Mal} fur die NO-

Freisetzung verwendet wurden, sind in den Abbildungen 13-15 dargestelit.

Dabei sieht man, dass es in der Leerkontrolle zu keinem signifikanten Anstieg der
Nitritkonzentration im Perfusat kam. Diese blieb wahrend der gesamten Versuchs-
dauer < 3 ymol/l. Auch in der PMA-Kontrolle bewegten sich die Nitritkonzentrationen
auf gleich niedrigem Niveau.

In den Versuchsreihen mit SNAP (Abb. 13) sieht man bei der systemischen Gabe
einen raschen Anstieg der Nitritkonzentration, nach 2 Minuten bei 8,6 £ 2,1 ymol/l
und im weiteren Verlauf bis 12,1 £ 0,4 umol/l (nach 5 Minuten), die sich dann bis zum
Versuchsende auf ahnlichem Niveau hielten.

Wahrend der Verneblung von SNAP stieg die Nitritkonzentration bereits nach der
ersten Minute auf 5,1 £ 0,6 pmol/l, hielt sich dann aber bis zum Versuchsende relativ
konstant. Die Nitritkonzentration nach direkter Perfusatgabe war somit ungefahr

doppelt so hoch.
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Abbildung 13: Zeitverlauf der Nitritkonzentration im Perfusat fiir SNAP
* statistische Signifikanz (p < 0,05)

Bei der systemischen Anwendung von SNP (Abb. 14) fiel ein noch starkerer Anstieg
der Nitritkonzentration auf. Nach 5 Minuten betrug sie schon 32 + 4,7 ymol/l und hielt

sich dann bis Versuchsende relativ konstant auf diesem Niveau. Bei der
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aerosolierten Applikation war erst nach 10 Minuten ein Anstieg auf 4,2 £ 0,1 umol/l
zu verzeichnen, die noch bis zum Versuchsende auf 5,0 £ 0,2 ymol/l anstieg. Die
Nitritkonzentration nach systemischer Applikation war also um mehr als 6 mal héher,

als bei Verneblung.
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Abbildung 14: Zeitverlauf der Nitritkonzentration im Perfusat fiir SNP
* statistische Signifikanz (p < 0,05)

In Abbildung 15 sind der Zeitverlauf der Nitritkonzentrationen in den TNG-
Versuchsreihen dargestellt. Wurde TNG direkt ins Perfusat gegeben, so kam es
innerhalb der ersten Minute zu einem raschen Anstieg der Nitritkonzentration
(INO2]1min = 8,6 £ 0,3 umol/l). Nach einer weiteren Minute erreichte sie den
vorlaufigen Hochstpunkt ([NO2lomin = 16,0 £ 2,1 umol/l), um im weiteren Verlauf
etwas zu sinken, aber gegen Versuchsende wieder ansteigend zu sein
(INO2lasmin = 15,6 £ 0,4 umol/l). Dagegen kam es wahrend der Applikation als
Aerosol zu einem minimalen Ansteigen der Nitritkonzentration
(INO2l1omin = 3,6 £ 0,3 ymol/l), die bis zum Versuchsende nahezu konstant blieb
(INO2lasmin = 4,0 £ 0,3 umol/l). Die Nitritkonzentrationen wahrend systemischer Gabe

waren somit ungefahr 4-mal so hoch wie nach Verneblung.
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Abbildung 15: Zeitverlauf der Nitritkonzentration im Perfusat fiir TNG
* statistische Signifikanz (p < 0,05)

3.5 cGMP-Gehalt des Lungengewebes

In den Leerkontrollen lag der Gehalt von cGMP im Lungengewebe bei
1,84 £ 0,3 nmol/g. Durch den alleinigen Einsatz von PMA in den PMA-Kontrollen
wurde dieser signifikant auf 0,97 + 0,22 nmol/g reduziert. Die Anwendung der
verschiedenen NO-Donatoren fuhrte wieder zu einem Anstieg des cGMP-
Gewebegehaltes, so dass sich der cGMP am Vesuchsende nicht mehr signifikant

von der Leerkontrollgruppe unterschied (Abbildungen 16-18).
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Abbildung 16: Gehalt an cGMP im Lungengewebe in der SNAP-Versuchsreihe
* statistische Signifikanz (p < 0,05)

cGMP [ nmolfg ]

Abbildung 17: Gehalt an cGMP im Lungengewebe in der SNP-Versuchsreihe
* statistische Signifikanz (p < 0,05)
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c¢GMP [ nmol/g ]

Abbildung 18: Gehalt an cGMP im Lungengewebe in der TNG-Versuchsreihe

* statistische Signifikanz (p < 0,05)
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4. Diskussion

4.1 Diskussion des Modells

Das Modell der isolierten Kaninchenlunge ist eine seit langem anerkannte und gut
etablierte Methode zur Erforschung der Physiologie und Pathophysiologie der
pulmonalen Zirkulation.

Vorteile sind: die Moglichkeit am isolierten Organ zu arbeiten mit dem Vorhandensein
lokaler physiologischer Reaktionen. Der Einfluss von systemischen Mediatoren,
Hormonen und Blutbestandteilen kann kontrolliert, oder - wie in unserem Fall -
komplett ausgeschlossen werden. Verschiedene physiologische Parameter kdnnen
direkt “on-line“ (z.B. PAP) oder indirekt (z.B. K;c) gemessen werden. Das
Puffermedium kann biochemisch auf lokale Mediatoren (z.B. NO-Produktion) oder
metabolische Veranderungen (z.B. pH-Wert) analysiert werden.

Dem Modell sind aber auch Grenzen gesetzt: Die verschiedenen biochemischen und
hamodynamischen Messwerte konnen nicht ohne weiteres genau den verschiedenen
Zelltypen des Lungengewebes, den Anteilen des Gefallsystems oder deren
Interaktion zugeordnet werden. Auch nach ausgiebiger Spllung der Lunge mit
Krebs-Henseleit-Puffer ist ein Verbleiben von ortsstandigen Leukozyten
(Lymphozyten, Granulozyten und Makrophagen) im GefalRsystem, und somit eine
Beeinflussung der Versuche, nicht sicher auszuschlieRen. Die unabhangige,
isolationsbedingte Aktivierung verschiedener biochemischer oder metabolischer
Vorgange kann trotz der “Steady-State-Bedingungen® nicht vollig ausgeschlossen
werden. Die Haltbarkeit der Lunge im Versuchsaufbau ist zeitlich auf einige Stunden
begrenzt — Langzeitversuche sind nicht méglich. Die Abkopplung von der neuronal-
vegetativen Steuerung kann sowohl als Vorteil, wie auch als bisher unbekannte

Stormoglichkeit angesehen werden (Seeger et al. 1994).

4.2 PMA-induzierte pulmonale Hypertonie

Phorbol-Myristat-Acetat ist schon seit langem ein bekanntes lungenschadigendes
Agens in verschiedenen in-vivo (Johnson and Ward 1982; Loyd et al. 1983; Taylor et

al. 1985) und in-vitro Lungenmodellen (Carpenter et al. 1987).
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Folgende Effekte wurden dabei in-vivo an Kaninchenlungen beschrieben (O Flaherty
et al. 1980; Shasby et al. 1982):

1.) Aggregation und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten

2.) Thrombozytenaggregation

3.) Thrombozyto- und Neutropenie

4.) Lungentoxizitat mit proteinreichem Odem.

Perry et al. konnten in isolierten Lungenmodellen nach PMA-Stimulation ein
Ansteigen des pulmonalarteriellen Druckes zeigen, unabhangig davon, ob Blut oder
ein zellfreies Perfusionsmedium verwendet wurde (Perry et al. 1990). Eine Erhdhung
des K;c als Permeabilitatsmarker des Endothels und somit Indikator eines
Lungen6édems war dabei an das Vorhandensein von Blutbestandteilen gebunden
(Perry and Taylor 1988; Zanaboni et al. 1990).

In unseren Versuchen erhoéhte sich der K:. nur geringfligig, was wir eher als
indirekten hydrostatischen Effekt deuten, denn als eine direkte Gewebeschadigung.
Diese These wird auch durch die Ergebnisse der “double-occlusion“-Mandver
unterstitzt, die eine Erhéhung des pulmonalvendsen Widerstandes (Ry) zeigten,

welche sich auch durch die Gabe von NO-Donatoren nicht senken liel3.

PMA ist ein Aktivator der Proteinkinase C, wobei die genaue Wirkungsweise noch
nicht hinreichend erklart ist (Castagna et al. 1982).

In unseren PMA-Kontrollversuchen fiel eine bisher nicht beschriebene Verminderung
des cGMP-Gehalts des Lungengewebes auf. Wie in den anderen Arbeitsgruppen
konnten auch wir in unseren Versuchen eine anhaltende Erhdhung des PAP nach
einmaliger Gabe von 200nM PMA sehen (PAP45=6,2+0,3 torr vs.
PAP=22,311,7 torr). Dieser kontinuierliche Effekt blieb auch nach Austausch des
Perfusats bestehen (Daten nicht naher dargestellt), womit ein nachlassender Effekt,
unabhangig von den gegebenen NO-Donatoren, ausgeschlossen werden konnte.

Im Gegensatz zum Thromboxananalogon U-46619, einem anderen in isolierten
Lungenmodellen gut etablierten pulmonalen Vasokonstriktor (Rimar and Gillis 1995),
der kontinuierlich Uber die gesamte Versuchsdauer verabreicht werden muss, ist bei
Verwendung von PMA als Stimulus nur eine einmalige Gabe nétig, um eine stabil

anhaltende pulmonale Hypertonie zu erreichen. Der pulmonalarterielle Druckanstieg
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entsprach dabei in unseren Versuchen in etwa der Gréllenordnung wie bei
Verwendung von U-46619 (Schiitte et al. 1997).

4.3 Applikation der Vasodilatoren

Die systemische Applikation der Substanzen erfolgte in den arteriellen Schenkel, so
dass das pulmonale GefalRbett innerhalb kurzester Zeit erreicht wurde. Der
vasodilative Effekt setzte bei Glyceroltrinitrat und Nipruss bereits nach 1,25 Minuten
und bei SNAP nach 2,5 Minuten ein.

Zur Aerosolierung wurde ein Ultraschallvernebler verwendet. Dieser zeichnet sich im
Vergleich zu anderen Verneblungssystemen, wie z.B. dem “Jet-Vernebler® mit einem
high-flow-System, durch einen hohen Effizienzgrad, geringer Verneblungszeit und
geringeren Aerosolverlusten aus. Der mindestens gleichwertige Wirksamkeitsgrad
konnte sowohl in klinischen als auch in experimentellen Studien gezeigt werden (Fok
et al. 1997; Gessler et al. 2001).

Eine zur alveolaren Deposition notwendige mittlere mediane aerodynamische
PartikelgroRe zwischen 1 und 5 um wird ebenfalls durch die meisten Ultraschall-
systeme erreicht. Unvermeidbare Verluste des vernebelten Agens treten durch
Haftenbleiben der Aerosolpartikel am Beatmungs- und Verneblungssystem auf. In
der tierexperimentellen Studie von Fok et al. konnte ein pulmonaler Depositionsanteil
von 5,29 % des ultraschallvernebelten Agens gezeigt werden (Fok et al. 1997). Der
Depositionsanteil wurde in unseren Versuchen nicht untersucht, jedoch kann
aufgrund des guten vasodilatativen Effekts aller 3 Substanzen von einer
ausreichenden Menge ausgegangen werden.

Bei einer Verneblungszeit zwischen 5 und 8 Minuten und einem jeweils konstanten
Verneblungsvolumen von 3 ml trat der vasodilative Effekt bei SNAP und
Glyceroltrinitrat spatestens nach 1,25 min, bei Nipruss nach spatestens 2,5 min ein.
Im Hinblick auf die o.g. Zeiten des Wirkungseintritts bei systemischer Gabe ergab
sich somit kein signifikanter Unterschied in der Anschlagszeit. Nach Ende der
Verneblung stieg der Druck tendenziell spatestens nach 10 min wieder an. Nur bei
Nipruss konnte eine bis zum Schluss anhaltende Drucksenkung gezeigt werden, was
die Wirksamkeit dieser Substanz als Aerosol unterstreicht.

Von Vorteil ist die beatmungsdruckneutrale Stoffapplikation der Ultraschallsysteme.
Bei Jet-Systemen addiert sich der zur Verneblung notwendige Gasfluss zum vom
Beatmungsgerat abgegebenen Inspirationsvolumen, das dann entsprechend
korrigiert werden muss, um ein Barotrauma zu vermeiden (Zwissler 2002).
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Ein genereller Vorteil dieser inhalativen Therapiestrategie ist die relative Einfachheit
und damit auch Wirtschaftlichkeit dieses Systems, was auch bei entsprechender
Indikation eine ambulante Therapie zulasst. Diese Vorzluge gelten auch im Vergleich
zu der relativ aufwendigen und teuren Technik, die bei der Gabe von NO-Gas
notwendig ist.

Ziel inhalativer Therapiestrategien vieler pulmonaler Erkrankungen ist eine moglichst
lokale Wirkung ohne systemische Nebenwirkungen. Die in unseren Versuchen
ermittelten deutlich niedrigeren Nitritkonzentrationen im Perfusat bei aerosolierter
Anwendung der NO-Donatoren, lassen eine relative pulmonalselektive Wirkung

vermuten.

4.4 Einfluss auf den pulmonalarteriellen Druck

Alle drei zur Drucksenkung verwendeten Substanzen sind so genannte prodrugs, die
das fur den vasodilatativen Effekt verantwortliche NO erst freisetzen mussen. Die
beiden im klinischen Alltag haufig verwendeten Substanzen Glyceroltrinitrat und
Nitroprussid wurden aufgrund ihrer bekannten und bewahrten vasodilativen Wirkung
ausgewahilt.

In frihen Versuchsreihen wurde versucht, einen trotz intravenéser Gabe moglichst
pulmonalselektiven Vasodilatator zu finden. Prielipp et al. konnten in einer in-vivo-
Studie bei Schafen eine im Vergleich zu unseren Versuchen ahnliche
pulmonalvasodilatative Potenz von systemisch gegebenen Nitroprussid und
Glyceroltrinitrat aufzeigen (Prielipp et al. 1988). Die direkte systemische Anwendung
von Nitroprussid beim Menschen zeigte zwar eine potente pulmonale Drucksenkung,
die aber unter anderem auch mit einem starken Abfall des systemischen Druckes
und einer deutlichen Zunahme des Shuntvolumens verbunden war (Radermacher et
al. 1988).

Aufgrund der nicht unerheblichen Nebenwirkungen bei systemischer Gabe scheint
die inhalative Gabe als therapeutisch erfolgversprechend. Theoretisch soll so eine
auf die pulmonale Zirkulation beschrankte Wirkung mit besonderer Selektivitat auf
gut ventilierte Abschnitte erreicht werden.

Ein ahnlicher Ansatz wird auch durch den therapeutischen Einsatz von NO-Gas zur
Therapie der pulmonalen Hypertension verfolgt, welcher nachweislich eine
pulmonale Vasodilatation ohne systemischen Druckabfall ermoéglicht. Frostell et al.
konnten diesen Effekt an einer in-vivo-Studie bei Schafen zeigen. Dabei konnten der
durch das Thromboxananalogon U46619 erhohte pulmonalarterielle Druck und
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pulmonalvaskulare Widerstand jeweils reversibel gesenkt werden (Frostell et al.
1991). Ein entsprechender Effekt wurde kurz darauf auch am Menschen demonstriert
(Pepke-Zaba et al. 1991).

Alle drei von uns untersuchten Substanzen zeigten nach inhalativer Anwendung eine
gute Senkung des pulmonalarteriellen Drucks. Dabei lie sich der Trend erkennen,
dass die absolute maximale Drucksenkung jeweils mit der HOhe des
Ausgangsdruckes zum Zeitpunkt t=0 min korrelierte. Der Druckabfall nach
Verneblung erfolgte zumindest bei SNP und TNG im Vergleich zur systemischen
Gabe Uber einen etwas langeren Zeitabschnitt, was mit der speziellen Pharmako-
kinetik und NO-Freisetzung nach Inhalation zusammenhangen durfte (s.u.).

Wahrend es bei Glyceroltrinitrat zu einer ahnlichen Wirkung - unabhangig von der
Darreichungsform - kam, war bei Nipruss sogar eine starkere Wirkung nach
Inhalation zu verzeichnen. Entscheidend ist aber, dass der pulmonalarterielle Druck
bei allen Substanzen auch nach Ende der Verneblung unterhalb des
Ausgangsdrucks blieb, wobei dieser Effekt bei Nipruss am starksten ausgepragt war,
wahrend es bei SNAP und Glyceroltrinitrat wieder zu einem leichten Druckanstieg
kam. Dies steht im Gegensatz zur Anwendung von NO, bei dem nach Beendigung
der Gaszufuhr wieder ein sofortiger deutlicher Druckanstieg zu verzeichnen ist
(Frostell et al. 1991).

Die gute vasodilatorische Wirkung von vernebeltem Nipruss konnte auch in anderen
Tiermodellen gezeigt werden, die jedoch andere pulmonalhypertensive Stimuli
verwendeten. In Versuchsreihen mit Mini-pigs wurde durch Lungenlavage (Yu and
Saugstad 1999) oder Hypoxie bzw. Gruppe-B-Streptokokken (Meadow et al. 1998)
ein pulmonaler Hypertonus provoziert. Dabei konnten beide Arbeitsgruppen eine
Senkung des pulmonalen Druckes durch Nitroprussid zeigen. Schreiber et al.
konnten eine gleichwertige Drucksenkung von Nitroprussid vs. NO-Gas bei einem
durch Hypoxie induziertem pulmonalen Hypertonus aufzeigen (Schreiber et al. 2002).
Bei diesen in-vivo-Versuchen wurde der systemische Blutdruck durch SNP nicht
beeinflusst. Bei Verwendung des Thromboxan-Analogons U46619 als
pulmonalhypertensiven Stimulus konnten Walmrath et al. in einem &ahnlichen
Kaninchenlungenmodell ebenfalls eine Wirkung von Nitroprussid nachweisen,
wohingegen vernebeltes Glyceroltrinitrat nur einen schwachen Effekt zeigte
(Walmrath et al. 1997).
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Die Anwendung und Wirkung von inhaliertem Prostaglandin |, bei der pulmonalen
Hypertonie ist durch experimentelle Studien (Walmrath et al. 1997) und in der
Zwischenzeit auch durch klinische Studien (Hoeper et al. 2000; Olschewski et al.
2002) gesichert. Nachteilig sind aber auch hier die teilweise hohen
Behandlungskosten, welche sich auf ca. 75000 € pro Jahr und Patient belaufen
(Spiekerkoetter et al. 2001).

Eine gunstige Alternative konnte hierbei, speziell bei Notfalltherapien, das von uns
getestete, inhalativ verabreichte Nitroprussid sein. Dem Autor ist bislang eine
veroffentlichte kleine klinische Studie bei Neugeborenen mit schwerer Hypoxamie
bekannt. Hier zeigte sich eine deutliche Verbesserung der Oxygenierungssituation
bei unbeeinflusstem systemischen Blutdruck. Der pulmonalarterielle Blutdruck wurde
nicht bestimmt (Palhares et al. 1998). Weitere klinische Studien sollten deshalb

folgen.

4.5 Lokale NO-Freisetzung und biologische Wechselwirkungen

Bei Betrachtung der Lungenselektivitat ist es von Interesse, ob die NO-Donoren
komplett im Alveolar- und Interstitialraum verbleiben und es dort zur NO-Freisetzung
und somit zum Verbrauch kommt, oder ob signifikante Mengen in den Korperkreislauf
gelangen und dort systemische Nebenwirkungen entfalten kdnnen.

Uber die genauen Permeabilititscharakteristika des Alveolarepithels fir die
einzelnen Stoffe ist wenig bekannt. Ein denkbarer Ansatz ware, je hydrophiler der
Stoff, desto erschwerter ist der passive Ubertritt vom Alveolarraum Uber die
Alveolarepithelschranke in den Interstitialraum und somit in den intravaskularen
Raum. Lipophile Stoffe mit der Mdoglichkeit einer transmembrandsen und somit
transzellularen Passage konnten leichter und schneller in den Intravasalraum
gelangen. Wenn man unsere gemessenen Nitritkonzentrationen betrachtet, so sieht
man flur alle drei Stoffe ahnliche Werte nach Verneblung, die deutlich unterhalb der
gemessenen nach systemischer Gabe liegen. Man kann daher den indirekten
Schluss ziehen, dass es aufgrund der lipophileren Stoffeigenschaften, wie z.B. bei
Glyceroltrinitrat der Fall, zu keinem UbermaRigen Ubertritt des prodrug in den
Intravasalraum im Vergleich zu hydrophileren Stoffen (Nitroprussid) kommt. Das
Alveolarepithel bzw. der interstitielle Raum scheinen eine gute Barriere gegenuber

den von uns untersuchten NO-Donoren zu sein. Man muss daher hauptsachlich von
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einer lokalen NO-Freisetzung ausgehen. In der Literatur sind unterschiedliche NO-

Freisetzungswege flr die einzelnen Substanzen beschrieben:

S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) ist ein synthetisches S-Nitrosothiol, das
als potenter NO-Donor haufig zu experimentellen Zwecken verwendet wird. Die NO-
Freisetzung von Nitrosothiolen in vitro kann Uber verschiedene Mechanismen
erfolgen. Dies sind die photochemische Zersetzung, die Metallionen-vermittelte
Zersetzung (v.a. durch Kupfer) und die Transnitrosation, d.h. die Ubertragung von
NO von einem stabilen S-Nitrosothiol (z.B. SNAP) zu einem Thiol (z.B. Cystein),
wobei ein relativ instabiles S-Nitrosothiol (z.B. S-Nitrosocystein) entsteht, welches
dann im Beisein von Kupfer-lonen NO freisetzt (Singh et al. 1996). Auch in unseren
Versuchen konnte eine NO-Freisetzung anhand der gemessenen Nitrit-
konzentrationen und des vasodilativen Effektes gezeigt werden. Welcher der
genannten Mechanismen den grofdten Anteil an der NO-Produktion hat, kann nicht
gesagt werden, sicher scheint aber auf jeden Fall die zentrale Rolle der Kupfer-lonen
zu sein (Al-Sa’'Doni and Ferro 2000). Die in der Literatur angegebenen
Plasmahalbwertszeiten variieren zwischen 1,15 h (Mathews and Kerr 1993) und
4,6 h (Ignarro et al. 1981), was vermutlich auf die unterschiedlichen Versuchs-
bedingungen (z.B. Kupfergehalt des Versuchsmilieus) zurlickzufihren ist. Inwieweit
diese Halbwertszeiten fur den Alveolar- und Interstitialraum gelten, kann nicht

beurteilt werden.

Die pulmonalvasodilative Potenz von aerosoliertem und systemisch gegebenen
Nitroprussidnatrium (SNP, Nipruss®) ist ahnlich. Nitroprussidnatrium, ein Eisen-
Nitrosyl-Komplex, setzt NO ebenfalls nicht-enzymatisch frei. Dabei spielt die
Reduktion des Komplexes welche z.B. mit Hilfe von Thiolen oder Myoglobin erfolgt,
unter Freisetzung von potentiell toxischem Cyanid, eine entscheidende Rolle (Al-
Sa'Doni and Ferro 2000; Bates et al. 1991), was gleichzeitig die maximal
applizierbare Dosis limitiert. Ein weiterer Freisetzungsmechanismus wird durch Licht
vermittelt. Vor allem Nitroprussid gilt als auferst potenter und gut steuerbarer
(Plasmahalbwertszeit 3-4 min) Vasodilator, der sowohl im vendsen als auch im

arteriellen Gefalbett gleich stark wirkt.
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Bei Glyceroltrinitrat wurde lange Zeit einzig von einer nicht-enzymatischen
Freisetzung unter der intermediaren Bildung von S-Nitrosothiolen (Ignarro et al.
1981) ausgegangen. Es gab aber auch Ansatze, die parallel eine enzymatische
Freisetzung vermuten lielRen (Seth and Fung 1993; Tsuchida et al. 1990; Yeates et
al. 1989). In jungerer Zeit wurde von Chen et. al eine Arbeit verdffentlicht mit der
Erklarung eines plausiblen enzymatischen NO-Freisetzungsmechanismus. Dieser
befindet sich innerhalb der Mitochondrien der glatten Muskelzellen. Dabei erfolgt die
Freisetzung durch eine Aldehyd-Dehydrogenase unter der Bildung von 1,2-Gylceryl-
Dinitrat und gleichzeitiger Abspaltung von Nitrit (NO"), welches zu NO reduziert wird
(Chen et al. 2002). Die Plasmahalbwertszeit wird mit 2-3 Minuten angegeben. In
welchem Kompartiment genau (Alveolar-, Interstitialraum oder intrazelllular innerhalb
des Alveolarepithels bzw. der GefalBmuskulatur) die NO-Donoren intrapulmonal
Stickstoffmonoxid freisetzen, kann durch unsere Versuche nicht beurteilt werden.

NO ist extrem lipophil und diffundiert somit leicht durch Zellmembranen entlang
seines Konzentrationsgefalles. Daneben kann NO nach seiner Freisetzung neben
der Aktivierung der Guanylatcyclase einige biologische wichtige Reaktionen
eingehen. In wassrigen sauerstoffhaltigen Losungen reagiert es hauptsachlich zu
dem inaktiven Metabolit Nitrit (NO2) und in geringerer Menge zu Nitrat (NOj3’)
(Ignarro et al. 1993). Durch Reaktion von NO mit Superoxid (O2") entsteht das extrem
reagible Oxidans Peroxynitrit (ONOQO") (Koppenol et al. 1992). Erhohte
Konzentrationen von Peroxynitrit konnen zur Oxidation, Peroxidation oder Nitrierung
und somit direkten Schadigung von wichtigen Zellstrukturen (Lipide, Proteine und
DNA) fuhren (Ubersicht bei (Szabo 1996)).

Auf der anderen Seite besitzt endogenes NO durchaus lungenprotektives Potential
(Ubersicht bei (Weinberger et al. 1999)) und Peroxynitrit spielt z.B. bei der
Immunantwort durch Makrophagen eine wichtige Rolle (Carreras et al. 1994;
Ischiropoulos et al. 1992). Des Weiteren kann die Reaktion mit Thiolgruppen, z.B.
von Proteinen oder Aminosauren (z.B. Cystein), erfolgen. Dabei entstehen
Nitrosothiole (z.B. S-Nitrosocystein), welche NO wieder freisetzen kdnnen, sich aber
durch eine langere Halbwertszeit auszeichnen. Daruber hinaus kann es zu einer
Modulation der Proteinwirkung (z.B. Rezeptorwirkung) kommen (Simon et al. 1996).
Durch die Reaktion mit Hamoglobin entsteht Methamoglobin (Gibson and Roughton
1957; Young et al. 1994), was unter anderem auch mitverantwortlich fur die

Pulmonalselektivitat ist (Rimar and Gillis 1993).
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Versuche an isolierten Pulmonalarterien vom mini-pig deuten auf eine NO-
Freisetzung von Nitroprussid und SNAP sehr nahe am Effektor (intrazellulare
Guanylatcyclase der glatten Gefalimuskulatur) hin. Dies konnte von Vorteil in Bezug
auf eine verminderte Bildung des potentiell toxischen Peroxynitrit sein, welche
hauptsachlich aulerhalb der Muskelzelle stattfindet. Die inhalative Gabe dieser
Substanzen kénnte somit Vorteile gegenuber der direkten Applikation von NO-Gas
haben, welches direkt durch diesen Raum diffundiert und somit zu einer gesteigerten
Peroxynitritproduktion fuhren kann (Lopez-Lépez et al. 2001). Versuche an isolierten
glatten Muskelzellen der Rattenaorta und Makrophagen der Maus zeigen aulerdem
ein niedrigeres DNA-Schadigungspotential von Nitroprussid und SNAP im Vergleich
zu Peroxynitrit (Szabo et al. 1996), wenngleich Nitroprussid durch seine
Cyanidfreisetzung durchaus ein toxisches Potential besitzt.

Durch seine Lipophilie 16st sich NO hervorragend im Surfactant. In-vitro wurde
allerdings ein schadigendes Potential von NO oder einer seiner beschriebenen
Reaktionsprodukte auf den Surfactant nachgewiesen (Haddad et al. 1994; Hallman
et al. 1996).
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5. Zusammenfassung

Die pulmonale Hypertonie ist ein pathophysiologisches Syndrom, das in akuten und
chronischen Krankheitsbildern vorkommt und mit einer hohen Letalitat behaftet ist.
Eine Therapie ist schwierig und mit schwerwiegenden Nebenwirkungen sowie
teilweise hohen Kosten verbunden.

Eine inhalative Anwendung verschiedener Therapeutika hat sich in den letzten
Jahren als interessanter und vielversprechender Ansatz in der Therapie der
pulmonalen Hypertonie herauskristallisiert.

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Effekt der inhalativen und systemischen
Anwendung von 3 NO-Liberatoren, namlich  S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin
(SNAP) (3 umol), Nitroprussidnatrium (SNP) (3 umol) und Glyceroltrinitrat (TNG)
(0,1 ymol) an isolierten Kaninchenlungen Uberpruft. In verschiedenen Versuchs-
gruppen wurde der drucksenkende Effekt der verwendeten Stoffe bei systemischer
und inhalativer Anwendung miteinander verglichen.

Dabei zeigte sich bei inhalativer Gabe im Vergleich zur systemischen Anwendung ein
guter pulmonalvasodilatativer Effekt aller 3 Substanzen. Ein Ansteigen der
Perfusatnitritkonzentration war im Gegensatz zur systemischen Anwendung bei der
inhalativen Anwendung nicht zu verzeichnen. Die Auswirkungen auf den
pulmonalarteriellen Widerstand verliefen analog der jeweiligen Drucksenkung.

Die gute Wirkung des NO-Donors Nitroprussid, welche bereits durch andere
experimentelle und eine klinische Studie gesichert ist, kdnnte somit eine effektive und
relativ kostengunstige Alternative, vor allem bei Versagen der bisherigen

Standardtherapien, darstellen.
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