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1  Einleitung

Das akute Lungenversagen - ARDS (adult respiratory distress syndrom) - ist

mit einer Sterblichkeit von über 50 % eine der Hauptursachen für die Letalität nach

schweren operativen Maßnahmen und multiplen Traumen1. Auslöser der weitgehend

uniform in einer initialen exsudativen und einer subakuten proliferativ-fibrosierenden

Phase verlaufenden pulmonalen Schädigung sind Polytrauma, Sepsis, Massen-

transfusion, Pankreatitis, nichtseptischer Schock, Aspiration, disseminierte intra-

vasale Gerinnung (DIC) und die Inhalation toxischer Gase2,3. Für internistische

Patienten stellt die Sepsis dabei den häufigsten Auslöser dar4,5,6. Pathophysiologisch

liegen dem ARDS eine Aktivierung inflammatorisch kompetenter Zellen (poly-

morphkernige Neutrophile [PMN], Makrophagen, Endothelzellen, Thrombozyten), die

Aktivierung der Gerinnungs-, Komplement- und Kallikrein-Kinin-Kaskaden und die

Freisetzung  von Mediatoren (Eikosanoide, Endothelin [ET], Zytokine, Proteasen,

freie Sauerstoffradikale, Plättchen-aktivierender Faktor [PAF]) zugrunde2,7. Die

dadurch ausgelösten Gasaustauschstörungen resultieren aus der Schädigung der

pulmonalen Hämodynamik (Mikroembolien, Vasokonstriktion) und der Ventilation

(proteinreiches interstitielles und alveoläres Ödem, Atelektasen)8,9.

Beim durch Sepsis induzierten ARDS scheinen die Endotoxine gramnegativer

Bakterien eine Schlüsselrolle zu spielen2. Es handelt sich dabei um thermostabile

Lipopolysaccharidkomplexe (LPS), die als Zellwandbestandteile gramnegativer

Bakterien bei deren Zerfall freigesetzt werden. Sie bestehen aus einem die

serologische Spezifität determinierenden Saccharidanteil und einem für die Toxizität

mitverantwortlichen Lipidanteil, welche fest aneinander gebunden sind10,11. LPS führt

im Tierversuch über eine Komplementaktivierung zu einer Stimulation von

zirkulierenden PMN und zur Freisetzung von Leukotrienen, Proteasen und

Sauerstoffradikalen12,13. Weiterhin aktiviert LPS pulmonale Makrophagen, welche

Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNFα) freisetzen, was wiederum zur Aktivierung weiterer

inflammatorisch kompetenter Zellen und zur Mediatorfreisetzung führt14,15. LPS

verstärkt die pulmonale ET-Freisetzung in vivo16,17 sowie in Kultur aus bovinen

pulmonalarteriellen Endothelzellen (BPAEC)18 und humanen aortalen Endothelzellen

(HAEC)19. Auch die Vorstufe des ET, Big Endothelin (Big ET), wird unter septischen
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Bedingungen verstärkt freigesetzt20. LPS kann daher im Tierversuch als Stimulus

eines septischen Lungenversagens genutzt werden.

Im Tierversuch führte die Gabe der Antiprotease Antithrombin III (AT III) zu

einer signifikanten Senkung der Sterblichkeit an LPS-induziertem ARDS21. Diese

protektive Wirkung manifestierte sich histologisch in einer verminderten PMN-

Infiltration sowie einer verringerten Permeabilitätsschädigung22. Sie wird in erster

Linie auf eine AT-III-induzierte Stimulation der endothelialen Prostazyklin(PGI2)-

Synthese zurückgeführt. Ein solcher Effekt ist aus Untersuchungen an kultivierten

Endothelzellen (BPAEC und HAEC) bekannt, wobei die AT-III-Wirkung über

Glykosaminoglykanrezeptoren vermittelt wird23,24. Heparin hemmt diesen Effekt

durch Komplexbildung mit AT III21,22. Von PGI2 ist bekannt, daß es als Suppressor

aktivierter PMN wirkt25 und die Produktion von Zytokinen durch mononukleäre Zellen,

z.B. TNFα durch Makrophagen, unterdrückt26. TNFα, als Zytokin direkt an der

Gewebsschädigung des ARDS beteiligt, hat daneben einen stimulierenden Effekt auf

die ET-1-mRNA-Expression sowie die ET-1-Freisetzung27,28. Nach Razandi et al.

hemmt PGI2 die ET-1-Sekretion aber auch direkt via Stimulation der

Guanylatzyklase29. Somit könnte eine PGI2-vermittelte Verminderung der ET-1-

Synthese einen Beitrag zum protektiven Effekt des AT III bei sepsisinduziertem

ARDS leisten.

In vivo lassen sich aber aufgrund der Komplexität der systemischen

Mediatorantwort  die unmittelbaren pulmonalen Effekte des AT III nicht isolieren. Aus

diesem Grund wurde für diese Arbeit das Modell der isolierten Lunge verwandt, das

es erlaubt, systemische humorale, hämodynamische, respiratorische und

neuroregulatorische Einflußgrößen auszuschalten und somit gezielt die pulmonale

Mediatorantwort auf AT III zu untersuchen.

Die Untersuchungen der Wirkung von AT III sind bisher nur am intakten Tier

und in Zellkultur an nichtpulmonalen Endothelzellen durchgeführt worden. Ziel der

Arbeit war es zu untersuchen, ob AT III auch an der Lunge zu einer Erhöhung der

vaskulären Freisetzung von PGI2 sowie Thromboxan A2 (TxA2) als weiterem Produkt

des Zyklooxygenaseweges führt.

Weiterhin sollte die Stimulation der pulmonalvaskulären Freisetzung von ET-1

und seiner Vorstufe, Big ET-1, unter septischen Bedingungen quantifiziert und eine
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mögliche, durch PGI2 vermittelte Suppression dieser Freisetzung nach Applikation

von AT III untersucht werden. Schließlich verfolgte die vorliegende Arbeit das Ziel,

die Mechanismen der AT-III-vermittelten Effekte aufzuklären.

2  Grundlagen

2.1  Antithrombin III

Das Plasmaprotein AT III ist ein wichtiger Inhibitor der Serin-Proteasen30.

Seine physiologische Hauptfunktion besteht in der Inaktivierung des

Schlüsselenzyms der Gerinnungskaskade, Thrombin, wobei es mit diesem einen

Komplex im Verhältnis 1:1 bildet31,32. Weiterhin inaktiviert AT III sowohl

Gerinnungsfaktoren als auch fibrinolytische Enzyme, wie die Faktoren IXa, Xa, XIa,

XIIa, Kallikrein, Urokinase und Plasmin, die alle Serin-Proteasen sind30.

AT III ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 65.000. Es wandert

in der Elektrophorese mit der α-Globulin-Fraktion der Plasmaproteine. Die

physiologische Halbwertzeit des in der Leber synthetisierten AT III beträgt etwa

4 Tage. Der katabole Mechanismus ist wie bei anderen Gerinnungsfaktoren nicht

genau bekannt30.

Das normale Plasma enthält mehr AT III- als Prothrombinmoleküle. Die

inhibitorische Reaktion des AT III verläuft jedoch langsamer als die

thrombinabhängige Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin, was Voraussetzung der

Gerinnung ist. In Anwesenheit von Heparin ist die inhibitorische Aktivität von AT III

durch eine Konformationsänderung des Moleküls massiv erhöht. Das erklärt den

antikoagulatorischen Effekt des Heparins33.

Klinisch kommt vor allem dem AT III-Mangel eine Bedeutung zu. AT III-Spiegel

unter 60% der Norm erhöhen das Risiko von Thrombembolien30. AT III-Mangel kann

auf einer heriditären Synthesestörung, einer Lebererkrankung oder Proteinverlust bei

Nierenerkrankungen beruhen34. Bei der disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC)
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werden Serin-Proteasen in einem höheren Maße als AT III produziert. Es resultiert

ein relativer AT III-Mangel. Zu den Komplikationen der DIC gehört durch

disseminierte Thrombosierung der Mikrozirkulation das ARDS. Beiden Erkrankungen

können als Auslöser beispielsweise gramnegative Sepsis, Polytrauma oder

nichtseptischer Schock zugrunde liegen2,35.

2.2  Endothelin

Ein peptiderger endothelialer konstringierender Faktor - EDCF (endothelium-

derived contracting factor) -  wurde erstmals 1985 beschrieben36 und 1988 aus dem

Überstand von kultivierten Endothelzellen der Schweineaorta isoliert und

sequenziert37. Das ET genannte Peptid besteht aus 21 Aminosäuren und besitzt

2 Disulfidbrücken. In der Tertiärstruktur bildet ET eine Helix. Neben dem zuerst

beschriebenen ET-1 entdeckte man 2 Isoformen, die sich in der Primärstruktur in

2 (ET-2) bzw. in 6 (ET-3) Aminosäuren von ET-1 unterscheiden. Alle drei

Unterformen sind von eigenen, auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisierten

Genen kodiert37,38. Aus dem primären Syntheseprodukt Prä-pro-ET (bei Prä-pro-ET-1

203 Aminosäuren) entsteht durch Proteolyse Big-ET (39 Aminosäuren), das

wiederum durch proteolytische Wirkung des endothelin-converting enzyme (ECE),

von dem bereits verschiedene Subtypen (ECE 1 α,β39 und γ40 sowie ECE 241)

spezifiziert wurden, in das aktive ET umgewandelt wird37.

Die drei Isoformen des ET werden in verschiedenen Geweben in

unterschiedlichen Verteilungsmustern exprimiert. ET-1 wurde als einziger Vertreter

der ET-Familie in Endothelzellen gefunden37,42. Weiterhin wird es vor allem in

Gefäßmuskelzellen43, aber auch in nichtvaskulärem Gewebe synthetisiert44. ET-2

und ET-3 wurden nicht in Endothelzellen, jedoch in einer Vielzahl anderer Gewebe

wie Gehirn, Leber und Niere nachgewiesen45,46.

ET-1 wird in sekretorischen Granula gespeichert47. Stimuli wie Hypoxie,

Ischämie und Scherung können neben der Freisetzung von ET-1 aus diesen Granula

auch innerhalb von Minuten die Transkription von ET-1-mRNA und nachfolgend die

Synthese und Sekretion von ET-1 induzieren. Die Halbwertzeit der mRNA beträgt
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15-20 Minuten48 und die Plasmahalbwertzeit von ET-1 4-7 Minuten42. Bei der ersten

Lungenpassage wird Plasma-ET-1 zu 50-90% aus dem Blut entfernt49,50. Unter

physiologischen Bedingungen wird in der Pulmonalstrombahn jedoch annähernd

ebensoviel ET-1 freigesetzt wie entfernt, so daß die pulmonalarterielle ET-1-

Konzentration etwa der pulmonalvenösen ET-1-Konzentration entspricht (Quotient

pulmonalarterieller/pulmonalvenöser Konzentration ca. 0,8-0,9)51. Dies unterstreicht

die Bedeutung der Lunge für die Regulation der Plasma-ET-1-Konzentration, die

beim Menschen bei circa 2 pg/ml liegt52. Da jedoch 75% des in Endothelzellen

synthetisierten ET-1 abluminal sezerniert wird und seine Wirkung direkt am glatten

Gefäßmuskel ausübt, ist ET-1 eher als parakrines denn als endokrines Hormon

aufzufassen53.

Die zellulären Effekte von ET werden durch spezifische Rezeptoren vermittelt.

Die Rezeptordichte und die Affinität sind gewebsspezifisch. Die nahezu irreversible

Bindung54 (extrem lange Dissoziationszeit) erklärt die Diskrepanz zwischen der

kurzen Plasmahalbwert-zeit und der über eine Stunde anhaltenden Vasokonstriktion

nach Injektion eines ET-Bolus. Es lassen sich drei Gruppen von ET-Rezeptoren

unterscheiden. Der ETA-Rezeptor bindet mit hoher Affinität ET-1 und mit jeweils

abnehmender Affinität ET-2 und ET-3. Der ETB-Rezeptor bindet ET-1, ET-2 und ET-3

mit gleicher Affinität55. Ein ETC-Rezeptor ist bei Amphibien bekannt, wurde aber bei

Säugetieren noch nicht beschrieben56.

ETA-Rezeptoren findet man in Gehirn, Herz, Lunge und Gefäßsystem. Sie sind

vor allem auf Gefäßmuskelzellen und Herzmuskelzellen lokalisiert. ETA-Rezeptoren

wirken über eine G-Protein-vermittelte Stimulation der Phospholipase C, die zur

Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diazylglyzerol (DAG) führt57. Diese

erhöhen als second messenger die intrazelluläre Kalziumkonzentration, wodurch

letztendlich die Vasokonstriktion hervorgerufen wird58. Der ETB-Rezeptor, der bisher

in Gehirn, Niere, Lunge und Gefäßsystem nachgewiesen wurde und vornehmlich auf

Endothelzellen und weniger auf Gefäßmuskelzellen lokalisiert ist, vermittelt seine

Wirkung ähnlich wie der ETA-Rezeptor über die Aktivierung der Phopholipase C, mit

dem Unterschied, daß er auch an inhibitorische G-Proteine binden kann59,60.

Wahrscheinlich müssen noch ETB1-Rezeptoren, die über NO eine Vasodilatation, und

ETB2-Rezeptoren, die eine Vasokonstriktion vermitteln, unterschieden werden61,62.
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Das auch als Pro-Endothelin bezeichnete Big-ET besitzt im Vergleich zum

aktiven ET eine 140-fach geringere Affinität zum ET-Rezeptor63. Obwohl ECE-1 auch

in der Lunge nachweisbar ist konnte nach Gabe von Big-ET eine Extraktion des

Peptids aus dem Plasma beim Menschen64, beim Schwein65 sowie bei Ratten66 vor

allem im Splanchnikus-67 und renalen Stromgebiet64 nicht jedoch in der Lungen-

strombahn beobachtet werden.

ET ist der stärkste bisher identifizierte endogene Vasokonstriktor37,52 und als

einer der „endothelium derived contracting factors“ (EDCF) im Zusammenspiel mit

den „endothelium derived relaxing factors“ (EDRF) an der Regulation des Vasotonus

beteiligt. Die von ET ausgelöste - ETA-vermittelte - Kontraktion der Gefäßmuskel-

zellen ist konzentrationsabhängig68. In vivo induziert exogenes ET nach einem

kurzen initialen Blutdruckabfall einen langanhaltenden Blutdruckanstieg69. Die

transiente Hypotonie kommt - ETB1-vermittelt - durch den relaxierenden Effekt der

Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) und PGI2 zustande68,70.

ET spielt offensichtlich bei einer Vielzahl von Erkrankungen eine

pathophysiologische Rolle. Bei einer Reihe von Lungenerkrankungen, wie primärer

pulmonaler Hypertonie, Asthma, entzündlichen Lungenerkrankungen und ARDS

wurden erhöhte Konzentrationen von Big-ET-1 und ET-1 im Plasma gemessen7,71,72.

In der Lunge kann ET-1 von glatten Muskelzellen71, Endothel-73, Tracheoepithel-74

und Bronchoepithelzellen75 sowie Gewebsmakrophagen76 synthetisiert werden.

Einmal sezerniert kann ET-1 eine prolongierte Pulmonalarterienvasokonstriktion77,

Bronchokonstriktion78, Aktivierung von Alveolarmakrophagen und die Freisetzung

von Eikosanoiden auslösen79.

3  Material und Methoden

3.1  Präparation

Für diese Studie wurden männliche Wistar-Ratten mit einem Körpergewicht

von 300-400 g verwendet. Das Narkotisieren der Tiere erfolgte mit Thiopental-
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Natrium (40-80 mg/kg Körpergewicht [KG] intraperitoneal). Nach Eintritt des

Atemstillstandes wurde ein Tracheostoma angelegt. Die Überdruckbeatmung mit

einem Gasgemisch aus 21 % O2, 5 % CO2 und 74 % N2 erfolgte über eine

Trachealkanüle (Atemzugvolumen 8-10 ml/kg KG, Frequenz 60 Atemzüge/min,

positiver endexpiratorischer Druck [PEEP] 1 mm Hg) durch einen Respirator (Servo

910, Siemens-Elema, Solna, Schweden). Nach einer mediosternalen Thorakotomie

wurde die Pulmonalarterie kanüliert und die Lunge in situ mit eiskalter (≤ 4°C)

modifizierter Krebs-Henseleit-Pufferlösung (Zusammensetzung in mmol/l: NaCl 127;

KCl 3,7; CaCl 2,5; KH2PO4 1,2; MgSO4 1,1; NaHCO3 24,9; Glukose 10; Pyruvat 1,8;

N-2-Hydroxyethylpiparazin-n-2-ethansulfonsäure [HEPES] 5,9; pH=7,35-7,40)

perfundiert. Das Herz wurde von der Lunge abpräpariert, so daß das Effluat frei aus

den Pulmonalvenen abfloß. Dann wurde die Lunge aus dem Thorax gelöst und in

einer feuchten, beheizbaren Lungenkammer an einen Gewichtsaufnehmer

angeschlossen.

Das Atemzugvolumen wurde für 3-4 Atemzüge auf 15-17 ml/kg KG erhöht

(deep breeze). Die zunächst albuminfreie Krebs-Henseleit-Lösung wurde dann durch

eine 20 g/l Albumin enthaltende, sonst gleich zusammengesetzte Pufferlösung

ersetzt. Der pulsatile pulmonale Anfangsfluß von 1,5-2 ml/min wurde in einem

Zeitraum von 25 min allmählich auf 11 ml/min erhöht. Parallel dazu wurde die

Temperatur des Perfusates sowie die der Lungenkammer (initial ≤ 4°C) auf 37,5°C

erhöht. Von diesem Vorgehen konnte ein möglichst vollständiges Ausspülen der

Blutbestandteile und die geringstmögliche biochemische und biophysikalische

Reaktion auf die Veränderung der Perfusionsbedingungen erwartet werden.

Der pulmonalarterielle Druck (PAP), die Atemwegsdrücke, sowie das Gewicht

konnten kontinuierlich gemessen werden. Diese Parameter wurden mit einer

Abtastfrequenz von 1,0 Hz unter Nutzung einer kommerziellen Software (Labwin,

National Instruments) aufgezeichnet.

3.2  Modell „Isolierte Lunge“

Die Apparatur für die isolierte Lunge (Abb.1) stammt von der Firma Hugo
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Sachs Elektronik (March-Hugstetten, Deutschland). Eine Modifizierung der Anlage

erlaubt ein Umschalten von einfacher (Durchfluß) in rezirkulierende Perfusion. Das

rezirkulierende Perfusat wird vor jeder Lungenpassage zwischenoxygeniert und

temperiert. Somit bleiben die Perfusionsbedingungen (Fluß, Temperatur, O2-Gehalt

der Perfusionslösung) konstant.

3.3  Apparativer Aufbau zur volumenkonstanten Perfusion der

isolierten Lunge

Die benutzte Apparatur zur volumenkonstanten Perfusion einer isolierten

Lunge besteht aus einem temperaturkonstant gehaltenen Vorratsgefäß für die

Perfusionslösung, einem Wärmetauscher, in dem das Perfusat, mit einem Gemisch

aus 21 % O2, 5 % CO2 und 74 % N2 begast wird, einer Rollerpumpe, der

beheizbaren Lungenkammer sowie einem Respirator (siehe Abb.1).

Der Wärmetauscher ist ein doppelwandiges Glasgefäß. Der Innenteil ist

kugelig ausgebuchtet, um eine große Oberfläche zu erhalten. Das Gasgemisch wird

im unteren Teil des Gefäßes eingeleitet und verläßt es durch ein Röhrchen auf der

Oberseite über ein Gottliebsches Ventil (Überdruck-Tauchrohr). Die Begasung des

Perfusates wird in diesem System nicht wie üblich mittels einer Gasdurchperlung

erreicht, sondern ähnlich wie im bekannten Scheibenoxygenator einer Herz-Lungen-

Maschine durch einen dünnen Flüssigkeitsfilm auf einer großen Austauschfläche.

Der Flüssigkeitspegel und damit die Perfusatmenge, die sich im Wärmetauscher

befindet und 5 ml beträgt, wird über eine Niveauelektrode, einen elektronischen

Regler und eine Pumpe konstant gehalten.

Die Lunge wird volumenkonstant perfundiert. Die Flußrate wird mit einer

Rollerpumpe, die Perfusat aus dem Wärmetauscher fördert, konstant gehalten. Das

Perfusat wird der Lunge über eine in der Pulmonalarterie eingebundene Kanüle

zugeführt.

Um eventuell im Perfusat vorhandene Bläschen abzufangen, ist vor der

Pulmonalarterienkanüle eine Blasenfalle installiert. Das Lungeneffluat fließt passiv
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aus der Lunge ab, wird in der Einschlagphase verworfen und während der

Rezirkulation mit einer Pumpe wieder in das Vorratsgefäß gefördert. Während der

Rezirkulation beträgt die Gesamtmenge des in der Anlage befindlichen Perfusates 80

ml.

Die Lungenkammer besteht aus einem beheizbaren, doppelwandigen Glas-

gefäß, in dem die Lunge an der kanülierten Trachea an einem Gewichtsaufnehmer

befestigt ist.

Abb.1 Schematischer Aufbau des Modells Isolierte Lunge
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3.4  Bestimmung von Thromboxan A2 und Prostazyklin

TxB2 (stabiler Metabolit von TxA2) und 6-Keto-PGF1α (stabiler Metabolit von

PGI2) wurden aus nichtextrahierten Proben bestimmt. Die Methodik wurde an

anderer Stelle ausführlich beschrieben80. Es wurden Eichlösungen von

2-100 pg/Ansatz für TxB2 und 6-Keto-PGF1α benutzt. Die Trennung von freier und

gebundener Aktivität wurde mittels Aktivkohleabsorption durchgeführt. Die

Nachweisgrenze, als 10 %ige Verdrängung des radioaktiven Tracers definiert, lag bei

2,5 pg/Ansatz für TxB2 und bei 3,2 pg/Ansatz für 6-Keto-PGF1α. Die Antikörper

wurden in Kaninchen gezüchtet und zeigten praktisch keine Kreuzreaktivität (< 0,1 %

bei 50 %iger Verdrängung des Tracers) gegenüber herkömmlichen Prostaglandin-

und Thromboxan-Standards.

3.5  Bestimmung von Endothelin-1 und Big Endothelin-1

Die Konzentration von ET-1 wurde im Radioimmunoassay mit Hilfe eines

kommerziellen Kits (Peninsula, Belmont, CA) bestimmt. Die Nachweisgrenze betrug

~0,15 pg/Ansatz; die Kreuzreaktivität für andere ET-Isomere und Big-ET-1 war

geringer als 5 % und 37 %, jeweils nach Angaben des Herstellers. Für die Big-ET-1-

Messung wurde ein polyklonales Antiserum gegen Big-ET-1 (1-39; Ratte) in

Kaninchen gezüchtet. Eine Eichkurve wurde für Big-ET-1 (1-39; Ratte) für einen

Meßbereich von 2-512 pg/Ansatz erstellt. Für die Messung wurden die Proben in

einem Phosphatpuffer für 48 Stunden bei 4°C mit dem Antiserum (Verdünnung

1:10.000) inkubiert. Anschließend wurde für weitere 20 Stunden 125I-Big-ET-1

(Anawa, Zürich, Schweiz) zugesetzt (Gesamtvolumen: 300 µl). Die gebundene

Radioaktivität wurde mittels Polyethylenglykol separiert und mit einem γ-Zähler

gemessen. Die Nachweisgrenze lag bei ~2 pg/Ansatz (~ 10 % Verdrängung des

radioaktiven Tracers), und die IC50 betrug 45 pg/Ansatz. Die unspezifische Bindung

wurde mit 1 ng Big-ET-1 (1-39; Ratte) bestimmt und betrug somit ca. 4 % der

Gesamtbindung. Die Kreuzreaktivität des Antiserums betrug mit Big-ET-1 (1-38;

human) 9 %, mit Big-ET-1 (1-39; Schwein) 47 %, mit Big-ET-1-Fragment 22-39
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(Rind) 16 %, mit ET-1, atrialem natriuretischen Faktor (1-28; Ratte) und Angiotensin

II jeweils ~0,1 % bei IC50.

3.6  Datenanalyse

Die Daten werden als Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (STABW)

angegeben. Die Untersuchung auf signifikante Gruppenunterschiede bezüglich der

Mediatorkonzentrationen erfolgte mit Hilfe einer nichtparametrischen Varianzanalyse

(ANOVA) für wiederholte Messungen81. Nach der globalen Testung wurde als

multipler Vergleich der Students-Newman-Keuls-Test bzw. – zum Vergleich der

einzelnen Gruppen mit der Kontrollgruppe – Dunnett´s Test durchgeführt. Für die

Zeitverläufe der hämodynamischen Größen wurde eine nichtparametrische two-way

ANOVA verwendet81. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als signifikant

angesehen.

4  Wirkung von Antithrombin III auf die Prostanoid- und

Endothelinfreisetzung nach LPS-Applikation

4.1  Protokoll

4.1.1  Kontrolle

Nach Einstellung einer Flußrate von 11 ml/min erreichten die Lungen in einer

20minütigen Kontrollperiode stabile hämodynamische und ventilatorische

Ausgangswerte.

In die Studie wurden nur solche Lungen aufgenommen, die folgende Kriterien

erfüllten:
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1. eine homogene weiße Färbung der Lungenoberfläche ohne Zeichen eines

    Ödems, einer Einblutung oder von Atelektasen,

2. konstante pulmonalarterielle Drücke (4-6 mmHg bei einem pulmonal-

    venösen Druck von 0 mmHg) und ventilatorische Drücke (inspiratorischer

    Spitzendruck 7-10 mmHg, positiver endexpiratorischer Druck [PEEP]

    1 mmHg),

3. kontinuierliche Gewichtsabnahme der Lunge während der Kontrolle,

4. konstantes Gewicht (maximale Zunahme 200 mg) bzw. Gewichtsabnahme

    während des gesamten weiteren Versuches.

4.1.2  Rezirkulation

Nach Ablauf der Kontrolle wurde jede Lunge für 120 min rezirkulierend

perfundiert (rezirkulierendes Volumen 80 ml). Das gesamte Perfusat wurde dann in

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C zur Bestimmung von ET-1, Big-

ET-1, TxB2 und 6-Keto-PGF1α aufbewahrt.

Der Versuch erfolgte in drei Gruppen:

1. In der LPS-Gruppe (n=11) erfolgte am Beginn der Rezirkulationsphase eine

pulmonalarterielle Bolusinjektion von Salmonella-minnesota-Endotoxin (gelöst

in 1 ml Phosphat-Pufferlösung mit 50 mg/l Hydroxylamin), die zu einer

Konzentration von 50 µg LPS/ml82 im Rezirkulat führte. In zusätzlichen

Versuchen (n=3) wurde gezeigt, daß die Bolusinjektion des Lösungsmittels

allein keinen Effekt auf die pulmonale Hämodynamik sowie die Freisetzung

von TxB2, 6-Keto-PGF1α, Big-ET-1 und ET-1 hat.
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2. In der AT-III-Gruppe enthielt das rezirkulierende Perfusat entweder 2 U/ml

AT III (n=10), was der therapeutischen Dosis in klinischen Studien nach

Fourier et al.83 entspricht, oder 5 U/ml  AT III (n=13), was die Maximal-

konzentration hinsichtlich der Stimulation der PGI2-Synthese in Zellkultur

darstellt24. AT III wurde für jeden Versuch frisch gelöst dem Perfusat

zugesetzt.

3. In der Gruppe AT III + LPS wurden die Lungen in Anwesenheit von 2 U/ml

AT III und 50 µg/ml LPS (n=5) perfundiert, was den in-vivo-Bedingungen im

Tierexperiment84 und im klinischen Versuch83 entspricht.

Als Kontrolle dienten mit einem lediglich Hydroxylamin enthaltenden Puffer

perfundierte Lungen (n=13).

Bovines Albumin, Endotoxin von Salmonella minnesota und Hydroxylamin

stammten von Sigma Chemical (München, Deutschland). AT III (Aktivität 6,6 IU/mg)

wurde von Centeon Pharma (Marburg, Deutschland) zur Verfügung gestellt.

4.2  Ergebnisse

4.2.1  Pulmonale Hämodynamik

Der mittlere pulmonalarterielle Druck zeigte keine Zeitabhängigkeit und keine

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Er lag im Mittel aller

Versuchsgruppen bei 5,2±0,6 mmHg. Es wurden weiterhin in keiner der Gruppen

Änderungen des Gewichtes, die für eine veränderte Permeabilität sprechen würden,

beobachtet.
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4.2.2  Pulmonalvaskuläre Freisetzung von Thromboxan A2

und Prostazyklin

Die Effekte von LPS und/oder AT III auf die Freisetzung von TxB2 und 6-Keto-PGF1α

werden in Abb.2 gezeigt. Im Effluat der Kontrollungen wurden Konzentrationen von

59±23 pg/ml TxB2 und 1480±364 pg/ml 6-Keto-PGF1α gemessen. In der LPS-Gruppe

stieg die Freisetzung von TxB2 auf das 2,9fache und die von 6-Keto-PGF1α auf das

1,6fache (jeweils p<0,05). Die Gabe von AT III hatte weder in einer Konzentration

von 2 U/ml noch von 5 U/ml einen Effekt auf die TxB2- und 6-Keto-PGF1α-Spiegel.

Die Applikation von LPS und 2 U/ml AT III hatte keine stärkeren Effekte als die Gabe

von LPS allein.

Abb.2: Freisetzung von Thromboxan B2 (A) und 6-Keto-PGF1α (B) über 120 min in isoliert per-

fundierten Rattenlungen. Die Lungen wurden entweder als Kontrolle (n=13) ohne LPS und AT III

perfundiert  oder in Anwesenheit von 50 µg/ml LPS (n=11), 2 U/ml AT III (n=10), 5 U/ml AT III (n=13)

bzw. 2 U/ml AT III und 50 µg/ml LPS (n=5). Das Gesamtvolumen des rezirkulierenden Perfusats

betrug 80 ml. Die Bestimmung erfolgte mittels Radioimmunoassay (Angaben in pg/ml). Die Nachweis-

grenze betrug 2,5 pg/Ansatz für TxB2 und 3,2 pg/Ansatz für 6-Keto-PGF1α. *, p<0,05 versus Kontrolle.
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4.2.3  Pulmonalvaskuläre Freisetzung von Big Endothelin-1

und Endothelin-1

Abb.3 zeigt die Konzentrationen von Big ET-1 und ET-1 im zirkulierenden

Puffer: Die Kontrollungen sezernierten über 120 min 15,2±4,5 pg/ml Big ET-1 und

0,46±0,13 pg/ml ET-1. Nach Applikation von LPS stieg der ET-1-Spiegel auf das

1,6fache des Kontrollwertes (p<0,05), während die Werte für Big ET-1 unverändert

blieben. Nach Gabe von 2 U/ml AT III stiegen die Konzentrationen von Big ET-1 und

ET-1 auf das 1,7- bzw. 1,2fache (jeweils p<0,05). Auch 5 U/ml AT III führten zu

signifikanten Anstiegen sowohl für Big ET-1 (1,6fach) als auch für ET-1 (1,3fach).

Nach Applikation von 2 U/ml AT III und LPS erhöhte sich die Konzentration von Big

ET-1 auf das 2,6fache, ein signifikant stärkerer Effekt als unter LPS oder AT III allein

(jeweils p<0,05), während sich der Effekt auf die ET-1-Konzentration nicht von dem

unter LPS oder AT III allein unterschied.

Abb.3: Freisetzung von Big ET-1 (A) und ET-1 (B) über 120 min in isoliert perfundierten Rattenlungen.

Die Lungen wurden entweder als Kontrolle (n=13) ohne LPS und AT III perfundiert oder in
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Anwesenheit von 50 µg/ml LPS (n=11), 2 U/ml AT III (n=10), 5 U/ml AT III (n=13) bzw. 2 U/ml AT III

und 50 µg/ml LPS (n=5). Das Gesamtvolumen des rezirkulierenden Perfusats betrug 80 ml. Die

Bestimmung erfolgte mittels Radioimmunoassay (Angaben in pg/ml). Die Nachweisgrenze betrug 2

pg/Ansatz für Big ET-1 und 0,15 pg/Ansatz für ET-1. *, p<0,05 versus Kontrolle; #, p<0,05 versus LPS;

§, p<0,05 versus AT III.

Diese Zwischenergebnisse zeigten, daß AT III die pulmonalvaskuläre

Sekretion von Big ET-1 und ET-1 stimuliert, ohne die Prostanoidfreisetzung zu

beeinflussen. Daher konzentrierten sich die weiteren Versuche auf folgende

Fragestellungen:

Zunächst sollte der Einfluß von exogenem PGI2 auf die beschriebene

Stimulation der pulmonalvaskulären Big ET-1- und ET-1-Sekretion durch AT III

untersucht werden. Die Bedeutung dieses Versuchsaufbaus leitet sich aus der

bereits erwähnten Tatsache ab, daß in vivo nach Gabe von AT III eine Erhöhung der

zirkulierenden PGI2-Spiegel vorliegt21, welche nach den hier beschriebenen

Ergebnissen offensichtlich nichtpulmonalen Ursprungs ist, jedoch die pulmonale Big

ET-1- und ET-1-Synthese beeinflussen könnte. Außerdem dienten die weiteren

Versuche der Untersuchung der Mechanismen, die der Stimulation der pulmonalen

Big ET-1- und ET-1-Freisetzung durch AT III zugrundeliegen.

5  Einfluß von Prostazyklin auf die durch Antithrombin III

und LPS stimulierte Big Endothelin-1- und

Endothelin-1-Freisetzung

5.1 Protokoll

Unter Beibehaltung des in 4 erläuterten Protokolls wurden folgende

zusätzliche Versuchsgruppen gebildet und mit der unter 4 beschriebenen

Kontrollgruppe sowie der Gruppe AT III + LPS verglichen:
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1. Cicaprost (100nM), ein stabiles synthetisches Prostazyklinanalogon

(n=6);

2. Cicaprost + AT III + LPS, in folgenden Konzentrationen: Cicaprost

100nM, AT III 2U/ml, LPS 50 µg/ml (n=6).

Das Cicaprost stammte von Schering AG (Berlin, Deutschland).

5.2  Ergebnisse

5.2.1  Pulmonale Hämodynamik

Der mittlere pulmonalarterielle Druck blieb während des gesamten

Experimentes unverändert und lag im Mittel aller Versuchsgruppen bei

5,0±0,7 mmHg. Es wurden weiterhin in keiner der Gruppen Änderungen des

Gewichtes beobachtet.

5.2.2  Pulmonalvaskuläre Freisetzung von Big Endothelin-1 und

Endothelin-1

Die Gabe von Cicaprost veränderte weder die basale noch die LPS- und

AT-III-stimulierte Freisetzung von Big ET-1 und ET-1.

Abb.4 zeigt die Konzentrationen von Big ET-1 und ET-1 im zirkulierenden

Puffer.
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Abb.4:  Freisetzung von Big ET-1 (A) und ET-1 (B) über 120 min in isoliert perfundierten

Rattenlungen. Die Lungen wurden zum einen als Kontrolle mit einem lediglich Hydroxylamin

enthaltenden Puffer perfundiert (n=13). In weiteren Gruppen wurden folgende Pharmaka appliziert:

100 nM Cicaprost, ein stabiles synthetisches Prostazyklinanalogon (n=6); 2 U/ml AT III und 50µg/ml

LPS (n=5) sowie 2 U/ml AT III, 50 µg/ml LPS und   100 nM Cicaprost (n=6). Das Gesamtvolumen des

rezirkulierenden Perfusats betrug 80 ml. Die Bestimmung erfolgte mittels Radioimmunoassay

(Angaben in pg/ml). Die Nachweisgrenze betrug 2 pg/Ansatz für Big ET-1 und 0,15 pg/Ansatz für

ET-1. *, p<0,05 versus Kontrolle.

6  Mechanismen der Stimulation der Big-Endothelin-1- und

Endothelin-1-Freisetzung durch Antithrombin III

6.1  Protokoll

Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 5 U/ml AT III durchgeführt. Unter

Beibehaltung des in 4 erläuterten Protokolls wurden außerdem folgende Pharmaka

verabreicht:
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1. Nicardipin (50 µM), ein Blocker der L-Typ-Kalzium-Kanäle (n=7)85;

2. Heparin (50 µg/ml), in einer Konzentration, die maximal die AT-III-

induzierte PGI2-Freisetzung in endothelialen Zellkulturen inhibiert24

(n=6);

3. N-Azetyl-Heparin (50 µg/ml), ein Heparinderivat ohne Affinität zu AT III

und demzufolge ohne antikoagulatorische Aktivität86 (n=6);

4. Staurosporin (50 nM), ein Inhibitor der Proteinkinase C (PKC)87 (n=8);

5. Genistein (100 µM), ein Tyrosinkinaseinhibitor88 (n=8).

Zusätzlich wurde die Pharmaka an Kontrollungen getestet (jeweils n=4), um

ihre Eigeneffekte auf die pulmonale Freisetzung von Big-ET-1 und ET-1 zu

dokumentieren.

Nicardipin, Heparin, N-Azetyl-Heparin, Staurosporin und Genistein stammten

von Sigma Chemical (München, Deutschland).

6.2  Ergebnisse

6.2.1  Pulmonale Hämodynamik

Der mittlere pulmonalarterielle Druck lag während des gesamten

Experimentes unverändert im Mittel aller Versuchsgruppen bei 5,3±0,7 mmHg.

Weiterhin wurde in keiner der Gruppen eine für eine veränderte Permeabilität

sprechende Gewichtsänderung beobachtet.
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6.2.2  Effekte der Pharmaka auf die pulmonalvaskuläre Freisetzung

von Big Endothelin-1 und Endothelin-1 in Abwesenheit

von Antithrombin III

In Abwesenheit von AT III wurde keine signifikante Änderung der Freisetzung

von Big ET-1 und ET-1 durch die Gabe von Nicardipin, Heparin, N-Azetyl-Heparin,

Staurosporin und Genistein beobachtet. Somit besitzen diese Pharmaka in den

angegebenen Konzentrationen keine Eigeneffekte auf die Sekretion von Big ET-1

und ET-1.

 Kontrolle
Nicardi-

pin Heparin
N-Azetyl-
Heparin

Stauro-
sporin Genistein

Big ET-1
(pg/ml)

15,2±4,5 17,4±6,6 14,0±4,2 12,0±0,7 16,9±3,1 17,5±4,0

 ET-1
(pg/ml)

0,46±0,13 0,42±0,07 0,38±0,08 0,38±0,04 0,50±0,08 0,51±0,12

Tab.1: Freisetzung von Big ET-1 und ET-1 über 120 min in isoliert perfundierten Rattenlungen. Die

Perfusion erfolgte rezirkulierend mit 80 ml Puffer. Die Lungen wurden entweder als Kontrolle (n=13)

oder in Anwesenheit von 50 µM Nicardipin, einem Blocker der L-Typ-Kalzium-Kanäle (n=4), 50 µg/ml

Heparin (n=4), 50µg/ml N-Azetyl-Heparin, einem Heparinderivat ohne Affinität zu AT III (n=4), 50nM

Staurosporin, einem Inhibitor der Proteinkinase C (n=4) bzw. 100µM Genistein, einem Tyrosinkinase-

Inhibitor (n=4) perfundiert. Die Bestimmung erfolgte mittels Radioimmunoassay (Angaben in pg/ml).

Die Nachweisgrenze betrug 2 pg/Ansatz für Big ET-1 und 0,15 pg/Ansatz für ET-1.

6.2.3  Effekte der Pharmaka auf den Antithrombin-III-induzierten

Anstieg der Big Endothelin-1- und Endothelin-1-Konzentration

Abb.5 zeigt die Effekte der Pharmaka auf die AT-III-stimulierte

pulmonalvaskuläre Freisetzung von Big ET-1(A) und ET-1(B).
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Abb.5:  Freisetzung von Big ET-1 (A) und ET-1 (B) über 120 min in isoliert perfundierten

Rattenlungen. Die Lungen wurden entweder als Kontrolle (n=13) oder mit 5 U/ml AT III (n=13)

perfundiert. Weiterhin wurden in Anwesenheit von  5 U/ml AT III folgende Pharmaka appliziert: 50 µM

Nicardipin, ein Blocker der L-Typ-Kalzium-Kanäle (n=7); 50 µg/ml Heparin (n=6); 50 µg/ml N-Azetyl-

Heparin, ein Heparinderivat ohne Affinität zum AT III (n=6); 50 nM Staurosporin, ein Inhibitor der

Proteinkinase C (n=8) und 100 µM Genistein, ein Tyrosinkinase-Inhibitor (n=8). Das Gesamtvolumen

des rezirkulierenden Perfusats betrug 80 ml. Die Bestimmung erfolgte mittels Radioimmunoassay

(Angaben in pg/ml). Die Nachweisgrenze betrug 2 pg/Ansatz für Big ET-1 und 0,15 pg/Ansatz für

ET-1. *, p<0,05 versus Kontrolle.

Die durch AT III induzierte Stimulation der pulmonalvaskulären Freisetzung

von Big ET-1 und ET-1 wurde durch Nicardipin, Heparin bzw. N-Azetyl-Heparin

inhibiert. Im Gegensatz dazu beeinflußten weder Staurosporin noch Genistein den

AT III-induzierten Anstieg der Big-ET-1- und ET-1-Konzentration.
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7  Diskussion

7.1  Effekte von LPS auf die pulmonalvaskuläre Freisetzung von

Thromboxan, Prostazyklin, Big Endothelin-1 und Endothelin-1

sowie die pulmonale Hämodynamik

Die pulmonalen hämodynamischen Verhältnisse und die vaskuläre

Permeabilität wurden durch die Gabe von LPS nicht verändert. Dieses Ergebnis

entspricht dem anderer Arbeiten, die keine relevanten Änderungen des

pulmonalvaskulären Widerstandes und der Permeabilität nach LPS-Gabe in vivo16

und in vitro82 an Ratten zeigten. Im Gegensatz dazu reagieren Kaninchen3, Schafe89,

Schweine17 und Menschen7 auf LPS mit einer Steigerung des pulmonalvaskulären

Tonus. Daran scheint, wie von Snapper et al. demonstriert, die auch bei diesen

Spezies erhöhte pulmonale ET-1-Synthese beteiligt zu sein89. Es ist bekannt, daß

ET-1 ETB-vermittelt die Freisetzung von NO und PGI2 stimuliert68,90. Die Balance

zwischen der relaxierenden Wirkung dieser Substanzen und der konstringierenden

Wirkung des ET-1 könnte bei der Ratte einen stabilisierenden Einfluß auf den

pulmonalvaskulären Tonus haben, wie es in nichtpulmonalen Stromgebieten gezeigt

werden konnte91. Die Konstanz der pulmonalen Hämodynamik nach LPS-Gabe stellt

also eine Besonderheit der Spezies Ratte dar. Sie erweist sich jedoch für den Zweck

der vorliegenden Arbeit, die Untersuchung der pulmonalvaskulären Mediator-

veränderungen durch LPS und AT III, als vorteilhaft, da der pulmonalvaskuläre Druck

als Einflußgröße konstant bleibt. Die funktionellen Auswirkungen der hier

untersuchten Veränderungen können in jedem Fall nur am intakten Tier abgeschätzt

werden.

Frühere Arbeiten zeigten eine verstärkte Freisetzung von TxA2 und PGI2 aus

blutfrei perfundierten isolierten Lungen nach Gabe von Endotoxin oder bakteriellem

Exotoxin3. Die vorliegende Arbeit bestätigt diese Ergebnisse und erweitert sie

erstmals um die Quantifizierung der pulmonalvaskulären Freisetzung von ET-1 und

seiner Vorstufe Big ET-1 unter basalen und septischen Bedingungen. Es zeigte sich

ein signifikanter Anstieg der ET-1-Freisetzung aus den mit LPS perfundierten
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Lungen, der mit großer Wahrscheinlichkeit auf eine gesteigerte Synthese des

Peptids zurückzuführen ist,  wie in-vivo-Studien anhand einer gesteigerten Prä-pro-

ET-1-mRNA-Expression in septischen Rattenlungen zeigten16. Unklar ist, warum die

Big-ET-1-Konzentration nicht signifikant steigt. Eine mögliche Erklärung ist eine

erhöhte Expression und Aktivität des endothelin-converting enzyme-1 (ECE-1), durch

dessen proteolytische Wirkung Big-ET-1 in aktives ET-1 umgewandelt wird37. Dieser

Effekt wurde bisher aber nur für nichtpulmonales Gewebe beschrieben92. Kürzlich

konnte jedoch eine Steigerung der Expression der ECE-1-mRNA in Bronchial-

epithelzellen durch TNFα gezeigt werden93. In einer weiteren Arbeit wurde

demonstriert, daß es in LPS-perfundierten Kaninchenlungen unmittelbar nach Gabe

des Endotoxins zu einer Steigerung der pulmonalen TNFα-Freisetzung kommt94.

Somit ist es denkbar, daß es während der vorliegenden Experimente auch zu einer

Stimulation der ECE-1-Expression kam.

7.2  Effekte von AT III auf die pulmonalvaskuläre Freisetzung von

Thromboxan, Prostazyklin, Big Endothelin-1 und Endothelin-1

unter septischen und nichtseptischen Bedingungen

Die Gabe von AT III allein hatte keinen Einfluß auf die pulmonalvaskuläre

Freisetzung von TxA2 und PGI2. Auch in Kombination mit LPS hatte AT III keinen

additiven Effekt auf die Prostanoidfreisetzung. Somit scheint es unwahrscheinlich,

daß die Pulmonalstrombahn eine Rolle bei der in vivo beobachteten22 Erhöhung der

zirkulierenden PGI2-Spiegel spielt. Dieses Ergebnis widerspricht keineswegs den

Arbeiten anderer Autoren, da eine durch AT III stimulierte Freisetzung von PGI2

bisher lediglich an nichtpulmonalen Endothelzellen demonstriert wurde23,24.

Bisher existierten keine Untersuchungen darüber, inwieweit AT III die

pulmonalvaskuläre Freisetzung von Big ET-1 bzw. ET-1 beeinflußt. Die Gabe von

2 U/ml bzw. 5 U/ml AT III erhöhte die Konzentrationen von ET-1 und insbesondere

auch von Big ET-1 im Effluat unter nichtseptischen Bedingungen. Weiterhin hatte die

Applikation von 2 U/ml AT III in Kombination mit LPS einen additiven Effekt auf die

Freisetzung von Big ET-195. Diese Befunde einer AT-III-induzierten Stimulation von



28

Big ET-1 und ET-1 sind möglicherweise von erheblicher pathophysiologischer

Relevanz.

Zunächst ist Big ET-1 potentiell ebenso wirksam wie ET-1 selbst, da es in der

systemischen Zirkulation96 und im Lungengewebe97 durch ECE in das reife Peptid

umgewandelt werden kann. ET-1 seinerseits weist zahlreiche inflammations-

fördernde Eigenschaften auf. Es führt, wie an Ratten gezeigt wurde, zu einer

Aggregation von Neutrophilen und Thrombozyten in der pulmonalen Mikro-

zirkulation98. Es konnte demonstriert werden, daß ET-1 bei Anwesenheit von

Leukozyten im Perfusat98,99 selbst permeabilitätssteigernd wirkt100 und außerdem die

durch Leukozyten induzierte Lungenschädigung verstärkt101. Weiterhin regt ET-1

mononukleäre Zellen zu einer verstärkten Freisetzung der proinflammatorischen

Zytokine TNFα, IL-1, IL-6 und  IL-8 an102. Für die pathophysiologische Relevanz der

erhobenen Befunde ist weiterhin die Gefäßaktivität des ET-1 von Bedeutung. Bei

Spezies, die im Verlauf eines ARDS eine Erhöhung des pulmonalvaskulären

Widerstandes zeigen (z.B. Kaninchen3, Schafe89, Schweine17, Menschen7), kann

dieser Effekt durch erhöhte Big-ET-1- oder  ET-1-Konzentrationen weiter verstärkt

werden, da diese Peptide vor allem in der Spätphase des ARDS wesentlich zur

pulmonalen Vasokonstriktion beitragen89. Schließlich konnte - hinsichtlich weiterer

Effekte der pulmonale Endotheline - gezeigt werden, daß pulmonales Big ET-1

sowohl unter basalen Bedingungen als auch im Zustand der akuten Lungen-

schädigung103,104 eine vasokonstriktorische Wirkung auf die Koronarstrombahn hat.

Obgleich diese Effekte durch die vaskuläre Hyporeagibilität bei Sepsis abgeschwächt

sein können, liegt hierin ein weiterer potentieller Schädigungsmechanismus

begründet. Dieser könnte zusätzliche Bedeutung erlangen, wenn AT III beim

nichtseptischen ARDS appliziert wird.

Es ist angesichts der zitierten Befunde kaum vorstellbar, daß die Stimulation

der pulmonalvaskulären Big-ET-1- und ET-1-Freisetzung durch AT III zu den

bekannten protektiven Effekten der Antiprotease am intakten Tier beiträgt22,84. Es ist

vielmehr wahrscheinlich, daß die protektive Wirkung des AT III durch die verstärkt

sezernierten pulmonalen Endotheline abgeschwächt wird. Ausgehend von den

vorliegenden Ergebnissen erscheint der Versuch der kombinierten Gabe von AT III

und ET-Antagonisten im tierexperimentellen ARDS sinnvoll, um weitere wertvolle

Informationen zu gewinnen. Als ET-Blocker kommen selektive ETA-,ETB- bzw.
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unselektive ET-Rezeptor-Antagonisten, die teilweise schon in klinischen Studien

untersucht werden105, sowie Hemmer des ECE in Frage106,107. Der pulmonale

Gefäßwiderstand läßt sich bereits durch die Gabe von selektiven ETA-Rezeptor-

Blockern wirksam senken, jedoch konnte die durch exogen zugeführtes ET-1

ausgelöste pulmonale Permeabilitätsstörung stärker durch einen nichtselektiven ET-

Rezeptorantagonisten gehemmt werden105-107. Für den Versuch der kombinierten

Gabe mit AT III kommt somit am ehesten ein nichtselektiver ET-Rezeptor-Blocker in

Frage. Besondere Aufmerksamkeit gilt, wie bereits angeführt, der ET-1-Blockade bei

nichtseptischem ARDS, da hierbei die vasokonstriktorischen Effekte von Big ET-1

und ET-1 nicht durch eine vaskuläre Hyporeagibilität vermindert sind.

7.3  Mechanismen der Antithrombin III-induzierten Stimulation der

pulmonalvaskulären Big Endothelin-1-und Endothelin-1-Freisetzung

Da die Gabe von AT III keinen Einfluß auf die pulmonalvaskuläre PGI2-

Freisetzung zeigte, ist anzunehmen, daß die in vivo beobachtete Erhöhung der PGI2-

Plasmakonzentration22 nichtpulmonalen Ursprungs ist. Um diese systemische,

potentiell die ET-Freisetzung inhibierende26-29 PGI2-Sekretion zu simulieren, wurde

Cicaprost, ein stabiles synthetisches PGI2-Analogon, appliziert. Es konnte

demonstriert werden, daß Cicaprost keinen Einfluß sowohl auf die basale als auch

auf die durch 2 U/ml AT III und 50µg/ml LPS stimulierte Big ET-1- und ET-1-

Freisetzung hat. Somit kann die von Razandi et al.29 an bovinen aortalen

Endothelzellen beobachtete Hemmung der ET-1-Sekretion durch PGI2 an unserem

Modell nicht bestätigt werden, was seine Ursache in Speziesunterschieden und der

Betrachtung unterschiedlicher Gefäßregionen haben kann.

Im weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit die Mechanismen der oben

beschriebenen AT-III-induzierten Steigerung der Big-ET-1- und ET-1-Freisetzung

untersucht. Es zeigte sich, daß der Effekt des AT III durch die Blockade

spannungsabhängiger L-Typ-Kalzium-Kanäle mit Nicardipin komplett inhibiert

werden kann. Dieses Ergebnis entspricht dem bekannter Arbeiten, die einen

stimulierenden Effekt des intrazellulären Kalziums auf die Synthese von ET-1 in
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kultivierten Endothelzellen beschreiben85. Die Existenz spannungsabhängiger

Kalzium-Kanäle in Endothelzellen ist umstritten. In einigen vorliegenden Studien an

kultivierten Endothelzellen verschiedener Gefäßgebiete konnten keine

spannungsabhängigen Kalzium-Kanäle nachgewiesen werden108,109. Die Freisetzung

von ET-1 aus Endothelzellen sowohl der humanen Umbilikalarterie und -vene als

auch der Aorta vom Schwein konnte jedoch durch Gabe von Nisoldipin bzw.

Nimodipin, anderen Blockern der L-Typ-Kalzium-Kanäle, konzentrationsabhängig

unterdrückt werden110,111, so daß von der Existenz dieser Ionenkanäle zumindest in

bestimmten Gefäßgebieten ausgegangen werden muß. Die hier vorgelegten Daten

machen deutlich, daß der stimulierende Effekt des AT III auf die pulmonalvaskuläre

Big-ET-1- und ET-1-Freisetzung auch durch spannungsabhängige L-Typ-Kalzium-

Kanäle vermittelt wird112.

Im Gegensatz zu Studien von Imai et al.113 und Marsen et al.114, in denen eine

Beteiligung der Proteinkinase C bzw. von Tyrosinkinasen bei der Regulation der

ET-1-Synthese demonstriert wurde, konnten in dieser Arbeit keine Wirkungen des

Proteinkinase C-Inhibitors Staurosporin und des Tyrosinkinase-Inhibitors Genistein

auf die basale oder AT III-stimulierte Freisetzung von Big ET-1 und ET-1

dokumentiert werden. Zwar wurde in dieser Studie jeweils nur eine Konzentration

des jeweiligen Pharmakons eingesetzt; dies erscheint jedoch als ein notwendiger

Kompromiß angesichts der zahlreichen Nebenwirkungen von Staurosporin und

Genistein. So blockiert Staurosporin die Proteinkinasen A (Ki=7 nM) und G

(Ki=8,5 nM)87 und Genistein L-Typ-Kalzium-Kanäle (IC50=50 µM)115. Es ist jedoch

unwahrscheinlich, daß die genutzten Konzentrationen (Staurosporin 50 nM,

Genistein 100 µM) die Signaltransduktion über die Proteinkinase C bzw. Tyrosin-

kinasen nicht wirksam inhibieren, weil die beobachteten Affinitäten für Staurosporin

und Genistein im unteren nanomolaren (Ki=0,7 nM)87 bzw. im mikromolaren

(IC50=10-20 µM)88 Bereich liegen. Speziesunterschiede sowie die Nutzung unter-

schiedlicher Gefäßgebiete und Modelle (intaktes Organ versus kultivierte Zellen)

erklären möglicherweise die divergierenden Beobachtungen bezüglich des

Einflusses der PKC bzw. von Tyrosinkinasen.

Heparin und sein Derivat N-Azetyl-Heparin, das keine Affinität zu AT III und

somit keine antikoagulatorische Aktivität besitzt, beeinflußten die basale

pulmonalvaskuläre Sekretion von Big ET-1 und ET-1 nicht, blockierten jedoch den
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AT-III-induzierten Konzentrationanstieg beider Peptide vollständig. Es ist allgemein

anerkannt, daß AT III über endotheliale heparinähnliche Glykosaminoglykan-

rezeptoren wirkt, da es seine Wirkung bei Verwendung von modifiziertem AT III, das

nicht an Glykosaminoglykanrezeptoren binden kann, nicht entfaltet22. Für die Effekte

des AT III scheint somit die Bindung an Glykosaminoglykanrezeptoren essentiell zu

sein. Durch die Verwendung von Heparin und N-Azetyl-Heparin sollte die Frage

geklärt werden, ob Heparin seine inhibitorische Wirkung über die Konkurrenz mit den

Glykosaminoglykanrezeptoren um AT III oder über eine Beeinflussung der

intrazellulären Signaltransduktionswege des AT III ausübt. Daß im Ergebnis der

AT-III-Effekt in gleicher Weise von AT-III-bindendem und nicht-AT-III-bindendem

Heparin geblockt wurde, spricht für die zweite Variante112. Heparin scheint also eher

mit der intrazellulären Signalübertragung als mit der Rezeptorbindung des AT III zu

interagieren. Es ist von Heparin bekannt, daß es als Rezeptorblocker des Inositol-

1,4,5-trisphosphat (IP3) wirkt116 und die von IP3 induzierte bzw. mediierte Erhöhung

der intrazellulären Kalziumkonzentration verhindert117,118. Die IP3-Rezeptoren und

somit der Wirkort des Heparins sind jedoch intrazellulär lokalisiert. Bei den

angeführten Studien116-118 mußte die Zellmembran stets permeabilisiert bzw. das

Heparin mit einer Mikroinjektion in die Zelle appliziert werden. In der vorliegenden

Arbeit erscheint es aufgrund der Größe und der Ladung des Heparinmoleküls und

der offenbar nicht gestörten pulmonalvaskulären Permeabilität unwahrscheinlich, daß

das applizierte Heparin die Endothelzellmembran penetrieren konnte. Es gelang

jedoch einer anderen Arbeitsgruppe kürzlich, einen endothelialen Heparinrezeptor

nachzuweisen und zu sequenzieren119,120  sowie zu zeigen, daß Heparin und somit

vermutlich auch das nicht-AT III-bindende N-Azetyl-Heparin Endothelzellen zur

Produktion von Heparansulfat stimuliert121. Dieses heparinähnliche Glykos-

aminoglykan unterscheidet sich vom Heparin lediglich durch eine geringere

Sulfatierung der Hyaluronsäurereste. Es konnte jedoch weiterhin eine verstärkte

Sulfatierung eben dieser Hyaluronsäurereste des unter Heparinstimulation

produzierten Heparansulfats festgestellt werden121. Es erscheint somit möglich, daß

dieses Heparinderivat nunmehr intrazellulär die IP3-Rezeptoren blockiert und damit

die Wirkung des IP3 auf die Kalziumfreisetzung antagonisiert. Damit würden sowohl

Nicardipin als auch die Heparine ihre inhibitorische Wirkung auf die AT III-induzierte

Stimulation der Big ET-1- und ET-1-Freisetzung über eine Modulation der

intrazellulären Kalziumkonzentration entfalten.
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8  Zusammenfassung

Diese Arbeit sollte klären, ob die pulmonalprotektiven Effekte von AT III bei

LPS-induziertem ARDS21,22 auch auf einer Stimulation der pulmonalvaskulären PGI2-

Freisetzung beruhen. Weiterhin sollte die Freisetzung von Big ET-1 und ET-1 unter

septischen Bedingungen quantifiziert sowie mögliche Effekte von AT III auf diese

Freisetzung untersucht werden. Dabei wurde das Modell der isolierten Rattenlunge

verwendet.

Die Perfusion der Lunge mit LPS führte zu einer Steigerung der Konzentration

von 6-Keto-PGF1α, dem stabilen Metaboliten von PGI2, auf das 1,6fache und der

Konzentration von TxB2, dem stabilen Metaboliten von TxA2, auf das 2,9fache

gegenüber der Kontrollgruppe. Die Konzentration von ET-1 erhöhte sich unter LPS

auf das 1,6fache, während der Big ET-1 Spiegel konstant blieb. Sowohl die Gabe

von 2 U/ml AT III als auch von 5 U/ml AT III hatte keinen Effekt auf die Freisetzung

von PGI2 und TxA2. Die kombinierte Gabe von LPS und AT III wirkte ebenso wie die

Gabe von LPS allein. Die Konzentrationen von Big ET-1 und ET-1 erhöhten sich

unter 2 U/ml AT III auf das 1,7- bzw. 1,2fache und unter 5 U/ml AT III auf das 1,6-

bzw 1,3fache gegenüber den Kontrollen. Die kombinierte Gabe von LPS und AT III

führte zu einem signifikant höheren Big ET-1-Spiegel vom 2,6fachen des

Basalwertes, während sich die Konzentration von ET-1 nicht von der unter LPS bzw.

AT III allein unterschied.

Die Gabe von Cicaprost, einem stabilen synthetischen PGI2-Analogon,

beeinflußte weder die basale noch die durch 2 U/ml AT III und 50 µg/ml LPS

stimulierte Big-ET-1- und ET-1-Freisetzung.

Die Applikation von Nicardipin, einem Blocker der L-Typ-Kalzium-Kanäle,

antagonisierte den stimulierenden Effekt von AT III auf die Big-ET-1- und ET-1-

Freisetzung komplett. Auch die Gabe von Heparin und von N-Azetyl-Heparin, einem

nicht an AT III bindenden Heparinderivat, verhinderte diesen AT-III-Effekt vollständig.

Dagegen hatte weder die Gabe von Staurosporin, einem Proteinkinase C-Inhibitor,

noch von Genistein, einem Tyrosinkinase-Inhibitor, einen Effekt auf die durch AT III

stimulierte Big-ET-1- und ET-1-Freisetzung.
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Die pulmonalen hämodynamischen Verhältnisse blieben in allen Gruppen

während des gesamten Experimentes konstant.

Diese Ergebnisse legen zum einen den Schluß nahe, daß das für den

protektiven Effekt des AT III bei septischem ARDS verantwortlich gemachte PGI2

nichtpulmonalen Ursprungs ist. Eine PGI2-mediierte Hemmung der pulmonalen ET-1-

Sekretion konnte an unserem Modell ausgeschlossen werden und scheint somit nicht

am protektiven Effekt des AT III beim septischen ARDS beteiligt zu sein. Der

beobachtete stimulierende Effekt des AT III auf die Freisetzung der pulmonalen

Endotheline ist von möglicher pathophysiologischer Relevanz, da er die erwähnte

protektive Wirkung des AT III mit hoher Wahrscheinlichkeit abschwächt. Dieser

stimulierende Effekt des AT III scheint dabei an der intakten Rattenlunge weder von

der Proteinkinase C noch von  Tyrosinkinasen vermittelt zu sein. Weiterhin ist

festzustellen, daß die stimulierende Wirkung des AT III auf die pulmonalvaskuläre

Freisetzung von Big ET-1 und ET-1 von einem Kalziumeinstrom durch L-Typ-

Kalzium-Kanäle und damit von der intrazellulären Kalziumkonzentration abhängig ist.

Wie die gleiche Wirksamkeit von Heparin und N-Azetyl-Heparin zeigt, erfordert die

Blockade des AT-III-Effektes durch die Heparine keine direkte Bindung an AT III, was

auf die zusätzliche Rolle der intrazellulären Kalziumfreisetzung über IP3 hinweist.
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