View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Digitale Hochschulschriften der LMU

Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik 1
Klinikum Grof3hadern
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Direktor: Prof. Dr. med. G. Steinbeck

Vasoaktive Effekte von Brain Natriuretic Peptide auf den
Lungenkreislauf im Modell der isoliert ventilierten und

blutfrei perfundierten Kaninchenlunge

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Jens Callegari
aus
Herborn
2010


https://core.ac.uk/display/11032456?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat
der Universitat Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. med. Jurgen Behr

Mitberichterstatter: Priv. Doz. Dr. Rainald Fischer

Prof. Dr. Franz-Xaver Beck

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Dr. med. Hanno Leuchte

Dekan: Prof. Dr. med. Dr.h.c. M. Reiser, FACR, FRCR

Tag der mindlichen Prifung: 02.12.2010



Inhaltsverzeichnis

Abkurzungen

1. Einleitung
1.1 Physiologie der Lungenstrombahn
1.2 Pulmonale Hypertonie, Definition und Klassifikation
1.3 Definition der pulmonal-arteriellen Hypertonie
1.3.1 Pathophysiologie der pulmonal-arteriellen Hypertonie
1.3.1.1 Vasokonstriktoren
1.3.1.2 Vasodilatatoren und zyklische Nukleotide in der
Pathophysiologie der pulmonalen Hypertonie
1.3.1.3 Die Stimulation zyklischer Nukleotide als
Gegenregulationsmechanismus der pulmonalen Hypertonie
1.4 Natriuretische Peptide
1.4.1 B-Type Natriuretic Peptide (BNP)
1.4.1.1 Synthese
1.4.1.2 Rezeptor und Signaltransduktion
1.4.1.3 Abbau und Elimination
1.4.1.4 Biologische Wirkung
1.4.1.5 Therapeutische Anwendung
1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit

2. Methoden

2.1 Modell der isoliert ventilierten und blutfrei perfundierten Kaninchenlunge
2.1.1 Beschreibung des Organmodells
2.1.2 Die Préiparation der Lunge
2.1.3 Das Perfusionssystem
2.1.4 Das Beatmungssystem
2.1.5 Das Aerosolierungssystem
2.1.6 Registrierung der Parameter

2.2 Modell der Thromboxan induzierten pulmonalen Hypertonie

3

Seite

11
11
14

15

17
18
19
20
20
23
24
26
27

28
28
28
30
31
31
31
32



2.3 Modell der Endothelin-1 induzierten pulmonalen Hypertonie

2.4 Bestimmung von zyklischem Guanosin-3",5"-Monophosphat (cGMP)
2.4.1 Radioimmunoassay (RIA)

2.5 Statistische Auswertung

3. Versuchsreihen
3.1 Untersuchungen am Modell Thromboxan induzierten pulmonalen Hypertonie
3.1.1 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie
3.1.2 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie mit Dosiswirkungskurve von
intravasal appliziertem BNP
3.1.3 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie mit NaCl-Aerosol als Placebo
3.1.4 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie mit BNP-Aerosol
3.2 Untersuchungen am Modell der Endothelin-1 induzierten pulmonalen Hypertonie
3.2.1 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie
3.2.2 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit NaCl-Aerosol
3.2.3 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit BNP-Aerosol
3.3 Standardisierte Vorginge
3.4 Definition der Vergleichspunkte

4. Ergebnisse
4.1 Kontrollversuche
4.2 Thromboxan-Versuchsreihe

4.2.1 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie

4.2.2 Dosiswirkungskurve von intravasal appliziertem BNP bei Thromboxan induzierter

pulmonaler Hypertonie

4.2.3 Pharmakodynamik einer Einzeldosis von intravasal appliziertem
BNP bei Thromboxan induzierter pulmonaler Hypertonie

4.2.4 Placeboaerosolierung bei Thromboxan induzierter pulmonaler Hypertonie

4.2.5 Auswirkung des BNP-Aerosols auf die Thromboxan induzierte
pulmonale Hypertonie

4.3 Endothelin-1-Versuchsreihe
4.3.1 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie

4

32
33
33
34

35

36
36

36
37
37
37
37
37
38
38
38

40
40
40

40

41
43

43
45
45



4.3.2 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit Placeboaerosolierung

4.3.3 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit BNP-Aerosolierung

5. Diskussion

6. Ausblick

7. Zusammenfassung

8. Literaturverzeichnis

9. Materialien
9.1 Substanzen/Herstellerangaben

9.2 Geriéte/Herstellerangaben

10. Danksagung

11. Lebenslauf

12. Anhang
Tabellen

46
46

48

54

56

58

91
91

93

94



Abktrzungen
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ALK 1
ANF
ARDS

ANP
ATP
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CNP
COPD
CTEPH
DAG
ECE
EDRF
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ETRA
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HZV
IP;
JINK
Kv
LVP
MAPK
MLCK

5-Hydroxytryptamin (Serotonin)

Activin receptor-like kinase 1

atrialer natriuretischer Faktor (friiher fiir ANP)
akutes Lungenversagen (adult respiratory distress
syndrome)

atriales natriuretisches Peptid

Adenosintriphosphat

Brain (B-Type) Natriuretic Peptide
Bone-morphogenic-protein-Rezeptor

zyklisches Adenosinmonophosphat

zyklisches Guanosinmonophosphat

C-Type Natriuretic Peptide

chronisch obstruktive Lungenerkrankung

chronisch Thromboembolische Pulmonale Hypertonie
Dacylglycerol

Endothelin Converting Enzyme
endothelium-derived relaxing factor

enzyme-linked immunosorbent assay

endotheliale NO-Synthase

extracellular-signal regulated kinase

Endothelin-1

Endothelinrezeptorantagonist

Guanosintriphosphat

heriditdre hamorrhagische Teleangiektasie
humanes Immundefizienz-Virus

Herzzeitvolumen

Inositol-; 4 s-Triphosphat

c-Jun N-terminale Kinase

spannungsabhéngiger Kalium-Kanal (voltage-gated)
LVEDP; Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck
mitogen-aktivierte Proteinkinase

Myosin-Leichtketten-Kinase



MLCP Myosin-Leichtketten-Kinase-Phosphatase

MKP mitogen-aktivierte Proteinkinase-Phosphatase

NEP neutrale Endopeptidase

NO Nitric Oxide (Stickstoffmonoxid)

NP natriuretische Peptide

NPR Natriuretic Peptide-Rezeptor

NT-proBNP N-Terminales proBNP

NYHA New York Heart Association

PA Pulmonalarterie

PAF Pléttchen aktivierender Faktor

PAH pulmonal-arterielle Hypertonie

mPAP mittlerer Pulmonalarteriendruck

P, pulmonal-kapillarer Druck

PCR polymerase chain reaction

PCWP pulmonaler kapilldarer Verschlussdruck (pulmonary
capillary wedge pressure)

PDE Phosphodiesterase

PDGF platelet derived growth factor

PEA pulmonale Endarteriektomie

PEEP positiver endexpiratorischer Druck

pGC rezeptorgebundene (particulate) Guanylatcyclase

PGI, Prostaglandin I , (Prostazyklin)

PH pulmonale Hypertonie

PKC Proteinkinase C

PKG Proteinkinase G

PLC Phospholipase C

PVOD pulmonal-venése  Verschlusskrankheit (pulmonary

veno-occlusive disease)

PVR pulmonaler GefdBwiderstand (pulmonary vascular
resistance)

RIA Radioimmunoassay

sGC 16sliche (soluable) Guanylatcyclase

SR sarkoplasmatisches Retikulum

TxA, Thromboxan A,



TP-R
VEGF
VIP
VP
WHO

Thromboxan-Prostanoid-Rezeptor
vascular endothelial growth factor
vasoaktives intestinales Peptid
Ventilationsdruck

World Health Organisation



1. Einleitung

1.1 Physiologie der Lungenstrombahn

Die Physiologie der Lungenstrombahn unterscheidet sich wesentlich von der anderer Organe.
Ein um das siebenfache erhohter Blutfluss, beispielsweise durch eine Steigerung des
Herzzeitvolumens unter Belastung, fiihrt nicht einmal zur Verdopplung des Drucks in der
Pulmonalarterie . Grund hierfiir ist die druckpassive Ausdehnung des pulmonal-vaskuliren
Systems, die Rekrutierung zuvor nicht perfundierter Areale sowie die aktive Vasodilatation >
Einen weiteren Unterschied zwischen Lungenstrombahn und der Regulation anderer
Organsysteme stellt die Féhigkeit zur Vasokonstriktion bei einem Abfall des alveoldren
Sauerstoffpartialdrucks unter etwa 70 mmHg dar *. Diese, als Euler-Liljestrand-Mechanismus
oder hypoxische pulmonale Vasokonstriktion bezeichnete Autoregulation, steht im Gegensatz
zur Vasodilatation lokaler Gefde anderer Organe bei Abfall des Sauerstoffpartialdrucks
und/oder des pH.

Eine wichtige GroBe zur Beurteilung der pulmonalen Zirkulation ist der pulmonal-vaskuldre
Widerstand (PVR). Dieser errechnet sich analog dem Ohmschen Gesetz aus dem

Druckunterschied zwischen dem mittleren Pulmonalarteriendruck (mPAP) und dem Druck in

den Lungenkapillaren (P.) und dem Herzzeitvolumen (HZV):

PVR = (mPAP-P.) / HZV

Somit ist der Pulmonalarteriendruck von pulmonalem Gefiawiderstand und Herzzeitvolumen

abhingig:

mPAP =PVR - HZV + P,

Unter physiologischen Bedingungen wird ein mittlerer Druck in der Pulmonalarterie von 20

mmHg in Ruhe nicht iiberschritten. Dieser ist alters- und geschlechtsunabhingig °.



1.2 Pulmonale Hypertonie, Definition und Klassifikation

Seit der im Rahmen der WHO Konferenz 2008 in Dana Point aktualisierten Definition spricht
man von einer pulmonalen Hypertonie, sobald der pulmonal-arterielle Mitteldruck (mPAP) auf
mindestens 25 mmHg erhéht ist °. In einer groBen Datenanalyse konnte mittlerweile gezeigt
werden, dass der mPAP beim Gesunden 20 mmHg in Ruhe nicht iiberschreitet, wohl aber 30
mmHg unter Belastung. Zudem ist der mPAP unter Belastung abhingig vom Alter, so dass die
allgemeingiiltige Belastungsdefinition der pulmonalen Hypertonie zunschst verworfen wurde °.
Daraufhin wurde ein Grenzwertbereich definiert, sobald der mPAP 20 mmHg iibersteigt, 25
mmHg jedoch noch nicht erreicht.

Die Einteilung der pulmonalen Hypertonie nach &tiologischen Gesichtspunkten ist auf Grund
unterschiedlicher therapeutischer Ansédtze und Prognosen notwendig. Diese Klassifikation
wurde auf den Weltkonferenzen fiir pulmonale Hypertonie in Evian 1998 und Venedig 2003
entwickelt und zuletzt in Dana Point 2008 modifiziert . Seit der Venedig Konferenz gilt die
Unterteilung in primédre und sekundére pulmonale Hypertonie als obsolet. Die aktualisierte
Dana Point-Klassifikation gliedert die pulmonale Hypertonie in fiinf Gruppen: 1. Die pulmonal-
arterielle Hypertonie (PAH), 2. die pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen, 3. die
Hypoxie-bedingten Formen der pulmonalen Hypertonie, 4. die pulmonalen Hypertonie-
Erkrankungen auf Grund chronisch-thromboembolischer Prozesse und 5. die in einer Gruppe
zusammengefassten sonstigen assoziierten Erkrankungen (Details in Tabelle, Dana Point-

Klassifikation 2008, nach Simoneau et al, 2009) 8
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Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie (Dana Point 2008)

1. Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH)
1.1. idiopathische PAH
1.2. erbliche PAH
1.2.1. BMPR2
1.2.2. ALK1, Endoglin (mit oder ohne HHT)
1.2.3. Unbekannt
1.3. Medikamenten-, Drogen- oder Toxin-induziert
1.4. Assoziiert mit
1.4.1. Bindegewebserkrankungen
1.4.2. HIV-Infektion
1.4.3. Portaler Hypertension
1.4.4. Angeborenen Herzerkrankungen
1.4.5. Schistosomiasis
1.4.6. Chronisch Himolytischer Andmie
1.5. Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen
1°. Pulmonale veno-okklusive Erkrankung (PVOD) und/oder kapillare
Hamangiomatose (PCH)

2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen
2.1. Systolische Herzinsuffizienz
2.2. Diastolische Herzinsuffizienz
2.3. Herzklappenerkrankungen

3. Pulmonale Hypertonie bei chronischen Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie
3.1. chronisch obstruktive Lungenerkrankungen
3.2. Interstitielle Lungenerkrankungen
3.3. andere Lungenerkrankungen mit gemischt restriktiver und obstruktiver
Ventilationsstorung
3.4. Schlaf-assoziierte Atemstorung
3.5. Alveoldre Hypoventilation
3.6. Chronische Hohenexposition
3.7. Entwicklungsstérungen

4. Chronisch-thromboembolische pulmonale Hypertonie

5. Multifaktoriell ausgel6ste pulmonale Hypertonie

5.1. Hamatologische Erkrankungen: myeloproliferativ, Splenektomie

5.2. Systemerkrankungen: Sarkoidose, pulmonale Langerhans-Histiozytose,
Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose, Vaskulitits

5.3. Stoffwechselerkrankungen: Glykogenspeichererkrankungen, M. Gaucher, SD-
Erkrankungen

5.4. Andere: Tumorobstruktion, fibrosierende Mediastinitis, chronische
Niereninsuffizienz unter Dialyse

Nach Simoneau et al, 2009, JACC 8
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1.3 Definition der pulmonal-arteriellen Hypertonie

Die pulmonal-arterielle Hypertonie wird charakterisiert durch einen mPAP > 25 mmHg in Ruhe
bei normalem pulmonal-kapillirem Verschlussdruck (PCWP) (<15 mmHg) ®°. Die
verschiedenen Formen werden in der Gruppe 1 der Dana Point-Klassifikation
zusammengefasst. Auf die verschiedenen klinischen Erscheinungsformen, die in der
Klassifikation von Dana Point beschrieben werden, soll an dieser Stelle nicht naher

- 8
eingegangen werden .

1.3.1 Pathophysiologie der pulmonal-arteriellen Hypertonie

Die Ursachen und Mechanismen der PAH sind sehr vielfdltig, variieren in den einzelnen
Atiologien und sind bis heute nicht abschlieBend geklért. Es wird von einer multifaktoriellen
Genese ausgegangen, in der eine genetische Priadisposition, duflere Einfliisse und co-existente
Erkrankungen eine Rolle spielen '*'%. Als gesichert gilt der Einfluss einer Mutation im Bone-
morphogenic-protein-Rezeptor (BMPR)-II-Gen auf die Entstehung der familiiren PAH ',
Allerdings ist die Penetranz bei Familien mit Tridgern der BMPR-II-Gen-Mutation nur
inkomplett. Vermutlich bedarf es eines weiteren Ausldsers, der dann die Erkrankungskaskade
auf der mikrovaskuldren Ebene startet. Weitere Ausloser, die auf dem Boden einer genetischen
Pradisposition zur Entstehung einer pulmonalen Hypertonie fiihren, sind zum Beispiel die
Hypoxie und Scherkrifte, aber auch immunologische Faktoren spielen eine Rolle. Diese fiihren
dann unter anderem zu einer Kaskade, die an einen Inflammationsprozess erinnert ' .
Histopathologisch ist die pulmonal-arterielle Hypertonie gekennzeichnet durch einen Befall der
kleinen pulmonalen, prikapilldren Arterien mit einem Innendurchmesser geringer als 200 pm.
Die Erkrankung fiihrt zu einer Verengung des Gefalllumens. Wichtige pathogenetische
Mechanismen sind der chronische GefdBumbau (Remodelling), die in situ Thrombosen und die
Vasokonstriktion 2,

In diese Prozesse sind in den meisten Fillen alle Kompartimente der GefdBwand, das Endothel,
die glatten GefdaBmuskelzellen der Media und die Fibroblasten der Adventitia involviert. Eine
Schliisselrolle nimmt das Endothel ein. Unter physiologischen Bedingungen stellt es die
Barriere zwischen Blut auf der einen und GefdBmuskelzellen sowie Fibroblasten auf der

anderen Seite dar. Es fungiert als Sensor duBlerer Einfliisse wie Hypoxdmie, Scherkrifte,

Inflammation, Toxine und vasoaktiver Substanzen. Dariiber hinaus ist es fiir die Bildung und
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Freisetzung zahlreicher Mediatoren verantwortlich. Diese wirken autokrin auf die Endothelzelle
selbst und parakrin auf die sie umgebenden glatten GefdBmuskelzellen und Fibroblasten. Die
endotheliale Dysfunktion ist ein wesentlicher Bestandteil der Pathogenese der PAH. Zu dem
spielt die Dysbalance verschiedener Mediatoren eine entscheidende Rolle. Von grofler
Bedeutung ist hier das Ungleichgewicht pro- und antiproliferativ wirkender endogener
Substanzen, vasodilatierender und vasokonstriktiver sowie prothrombotischer gegeniiber

17;21;22

antithrombotischen Mediatoren . Diese Mediatoren werden in den folgenden Abschnitten

differenziert dargestellt.

Chronischer GefaBumbau
Der chronische Gefdumbau ist ein fortschreitender Prozess, der aus einem Ungleichgewicht

2023 Bedeutenden FEinfluss hat die

apoptotischer und proliferativer Vorgédnge resultiert
Uberexpression mitogener Mediatoren wie Endothelin-1, Vascular endothelial growth factor
(VEGF), Platelet-derived growth factor (PDGF), Serotonin und weiterer Wachstumsfaktoren.
Dem gegeniiber kommt es zur verminderten Produktion der antiproliferativ wirkenden
Sustanzen Prostaglandin I, und Stickstoffmonoxid (NO) 2425

Im Rahmen des chronischen GefaBBumbaus befinden sich die drei gefiBwandbildenden
Zelltypen Endothelzelle, glatte Muskelzelle und Fibroblast in einem hyperproliferativen
Zustand. Die Hyperplasie der Endothelzellen manifestiert sich dabei vor allem im Rahmen der

2026 Diese beschreibt die 6rtlich vermehrte

plexogenen Arteriopathie (plexiform lesions)
Ansammlung von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und extrazellulirer Matrix *’. Zudem
wird eine sich nach distal ausbreitenden Muskularisierung normalerweise nicht muskularisierter
kleiner Arterien (Durchmesser 15-80um) beobachtet (De Novo-Muskularisierung). Das
Einwandern von Myofibroblasten in die subendotheliale Schicht begiinstigt die Fibrosierung
und Bildung einer ,,Neointima* 27

Die Fibroblasten weisen ebenfalls erhdhte Mitoseraten auf *°. Sowohl Myozyten als auch
Fibroblasten synthetisieren vermehrt extrazellulire Matrixproteine »°. Aus den beschriebenen
Verdnderungen resultieren eine Verdickung der GefiBBwand mit Elastizitdtsverlust und eine
Reduktion des vaskuldren Querschnitts. Die Folge ist die Zunahme des pulmonalen

Gefallwiderstands.

Thrombosis in situ
Bei den in-situ-Thrombosen handelt sich um rekanalisierte, mural-organisierte Thromben in

den kleinen und kleinsten Aufzweigungen des pulmonal-arteriellen Gefiflbaumes. Ob diese

13



sekundir im Verlauf einer PAH entstanden oder initialer Stimulus einer PAH sind, ist bisher

3031 .
. In den Prozess der in-

unklar. Fest steht, dass sie das Fortschreiten der PAH beglinstigen
situ-Thrombosen  sind ein  dysfunktionales = Endothel und eine  abnorme
Thrombozytenaktivierung  entscheidend involviert. Grofe  Bedeutung wird dem
Ungleichgewicht zwischen pro- und antikoagulatorischen Mediatoren sowie einem Uberwiegen
thrombogener Vorginge zugeschrieben. Inbesondere betrifft dies die Erhohung der
thrombozytenstimulierenden oder -aktivierenden Mediatoren Thromboxan, Serotonin, platelet-
activating factor (PAF) und VEGF ***°. Weitere Faktoren, die die Ausbildung von in-situ-
Thrombosen begiinstigen, sind ein erniedrigter Blutfluss und verstdrkte Scherkrifte, die beide
durch den erhohten pulmonalen Widerstand entstehen. Zusdtzlich zur zentralen Rolle der
Thrombozyten im Initialstadium der in-situ-Thrombose kommt die Aktivierung des
plasmatischen Gerinnungssystems. Die Endstrecke dieser Gerinnungskaskade ist dann die
histopathologisch nachweisbare in-situ-Thrombose, diese bedingt eine weitere Reduktion des
Gefafllumens und somit eine Zunahme des pulmonalen GefdBwiderstandes im Sinne eines

circulus vitiosus.

Vasokonstriktion
Die Vasokonstriktion gilt als frilhe Komponente in der Entstehung einer pulmonalen
Hypertonie 2°. Zu den Hauptursachen zihlen die abnorme Funktion und Expression

spannungsabhingiger Kalium-Kanile (Kv) ***°

und die Dysbalance zwischen endogenen
Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren *°. Gemeinsamer Endpunkt ist die intrazellulire
Erhohung der Kalziumkonzentration der pulmonal-arteriellen glatten GefaBBmuskelzellen, die
zur Zunahme des Gefdfitonus fiihrt.

Intrazelluldres Kalzium bindet in der glatten Muskelzelle an Calmodulin. Der entstandene
Komplex aktiviert die Myosin-leicht-Ketten-Kinase (Myosin light chain kinase, MLCK). Die
MLCK phosphoryliert unter ATP-Verbrauch das Mpyosinmolekiil, sodass es durch die
Querbriickenbildung mit Aktin zum Ablauf der Kontraktion kommt.

Die intrazellulire Kalziumkonzentration wird im Wesentlichen durch zwei Mechanismen
reguliert: Zum einen bewirkt die Anderung des Membranpotentials den Ca*"-Einstrom iiber
membranstindige L-type Ca’" Kanile. Des Weiteren kommt es durch die Bindung
vasokonstringierender Substanzen an ihren Rezeptor zur Aktivierung eines G-Proteins. Dies
fiihrt iiber Aktivierung der Phospholipase C zur Bildung von 1,4,5,-Inositol-Triphosphat (IP3)

und Diacylglycerol (DAG). IP; bewirkt die Freisetzung von Ca”" aus intrazellulidren Speichern,

vor allem dem sarkoplasmatischen Retikulum. Es wird vermutet, dass IP; zudem den Ca®'-
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Einstrom iiber die Zellmembran erhoht. DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC). Die PKC
bewirkt iiber die Phosphorylierung der Myosin-leicht-Ketten-Phosphatase deren Hemmung und
dadurch die Ca®"-Sensitivierung der kontraktilen Einheiten. Die Folge ist, dass bereits geringe
intrazelluldre Ca*’-Konzentrationen zu starker Muskelkontraktion fiihren.

Eine wichtige Komponente der Vasokonstriktion im Rahmen der PAH ist das Ungleichgewicht
vasoaktiver Mediatoren. Unter physiologischen Bedingungen kommt es in der
Lungenstrombahn permanent zur Bildung von Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren. Im
Verlauf der PAH stellt sich ein Ubergewicht zu Gunsten vasokonstringierender Faktoren wie
Endothelin-1 (ET-1), Thromboxan A, (TxA,) und Serotonin gegeniiber vasodilatierendem NO
und Prostazyklin (PGI,) ein.

1.3.1.1 Vasokonstriktoren

Das endothelial gebildete 21 Aminosduren gro3e Peptid ET-1 spielt eine Hauptrolle im Prozess
der Vasokonstriktion *’. Das endothelial ausgekleidete pulmonale GefiBbett ist nicht alleine
aufgrund seiner groflen Fliche Hauptproduktionsort fiir ET-1 und Effektor, sondern ist ganz
zentral fiir die Elimination (Clearance) des ET-1 aus der Zirkulation verantwortlich. Die ET-1-
Plasmaspiegel sind bei Patienten und Tieren mit pulmonaler Hypertonie unterschiedlicher

38;39

Atiologien erhoht ***°. Die ET-1-Spiegel korrelieren mit dem Schweregrad der PAH *°. Neben

einer vermutlich gesteigerten Synthese kommt es bei der pulmonalen Hypertonie aber auch zur

verminderten Elimination von ET-1 durch das pulmonale GefiBbett *'

. Die biologische
Wirkung wird hauptsédchlich tiber die ET-Rezeptoren A und B (ETa und ETg) vermittelt. ET 4
und ETg werden vor allem auf glatten Muskelzellen der pulmonalen Widerstandsgefaf3e
exprimiert **. Die Bindung von ET-1 fiihrt iiber die Bildung von IP; und DAG zur
Vasokonstriktion **. Der ETg-Rezeptor findet sich auch auf Endothelzellen, wo er zwei weitere
Funktionen erfiillt. Zum einen eliminiert er zirkulierendes ET-1 und fungiert in dieser Funktion
als Clearance-Rezeptor. Zum anderen vermittelt er die Synthese von vasodilatierendem NO und
PGI, '%* und erfiillt damit die Funktion eines Antagonisten zu den auf der glatten Muskelzelle
gelegenen Rezeptoren. Im physiologischen Zustand herrscht ein Gleichgewicht zwischen den
endothelial vermittelten Effekten und den Effekten, die durch die Rezeptoren auf der glatten
Muskelzelle vermittelt werden. Im Falle einer pulmonal-arteriellen Hypertonie kommt es zu

einer Imbalance zu Gunsten der Vasokonstriktion. Dem entsprechend ist der Einsatz von

Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (ETRA) ein wichtiger und etablierter Ansatz in der
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Therapie der pulmonal-arteriellen Hypertonie. Sowohl die selektiven ET,-Antagonisten
Ambrisentan und Sitaxsentan als auch der duale (ETA und ETg) Rezeptor-Antagonist Bosentan
haben ihre Wirksamkeit in klinischen Studien gezeigt und sind zur therapeutischen Anwendung
zugelassen .

Das  Eikosanoid Thromboxan A, ist ein  vasokonstriktiver  Metabolit des
Arachidonsiurestoffwechsels *°. Bei Patienten mit PAH werden erhdhte TxA,-Plasmaspiegel

beobachtet **

. Dariliber hinaus wurden in Tierexperimenten unter Hypoxiebedingungen
Verianderungen in der Verteilung der pulmonalen Thromboxan-Prostanoid-Rezeptoren (TP-R)
festgestellt. In kleinen, distalen Pulmonalarterien, in denen unter physiologischen Bedingungen
keine TP-R ausgebildet werden, wurden nach dreitigiger Hypoxie TP-R vermehrt exprimiert *°.
Die Synthese von TxA, wird iiber die Cyclooxygenase und die Thromboxansynthase
reguliert”. Nach Bindung an TP-R kommt es iiber intrazellulire Bildung von IP; und DAG zur
Vasokonstriktion ',

Des Weiteren kommt es durch TxA; zur gesteigerten Sensitivitdt der kontraktilen Einheit der
pulmonalen glatten GefiBmuskelzelle **. Die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) inhibiert
zudem spannungsabhingige K'-Kanile. Die resultierende Depolarisation fithrt zum Ca®'-
Einstrom und zur Vasokonstriktion .

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist ein potenter Vasokonstriktor, der sowohl in der
Lunge als auch im Gastrointestinaltrakt gebildet und in Thrombozyten gespeichert wird ****,
Bei Patienten mit PAH unterschiedlicher Atiologie kommt es zur Erhdhung des 5-HT-
Plasmapiegels *. Die vasokonstriktive Potenz von Serotonin wird durch den 5-HT;g-Rezeptor
vermittelt, dessen  Aktivierung die Reduktion von intrazellulirem zyklischen

Adenosinmonophosphats (cAMP) zur Folge hat 2%,

1.3.1.2 Vasodilatatoren und zyklische Nukleotide in der Pathophysiologie der pulmonal-

arteriellen Hypertonie

Prostazyklin (PGl,) ist ein wichtiger endothelial gebildeter Vasodilatator und
Thrombozytenaggregationshemmer *°. PGI, stammt aus dem Arachidonséurestoffwechsel und
wird iiber das Enzym Prostazyklinsynthase synthetisiert '°. Der PGI,-Plasmaspiegel kann iiber
einen im Urin nachweisbaren Metaboliten abgeschitzt werden und ist bei Patienten mit
idiopathischer PAH reduziert **. Dariiber hinaus ist die Aktivitit der Prostazyklinsynthase in

Endothelzellen bei Patienten mit PAH vermindert **. In pulmonalen GefiBmuskelzellen bewirkt
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PGI, durch Steigerung der intrazelluliren cAMP-Konzentration eine Vasodilatation . Ein
therapeutisches Prinzip bei der Behandlung der pulmonal-arteriellen Hypertonie ist seit 1995
die Substitution des fehlenden PGI,. Zunichst erfolgte die kontinuierliche Infusionstherapie
iiber einen zentralvendsen Verweilkatheter (Epoprostenol). Systemische Nebenwirkungen sind
limitierende Faktoren der intravendsen Therapie, so kann durch Uberdosierung und eine
fehlende pulmonale Selektivitit eine Vasodilatation mit systemischer Hypotension ausgelost
werden. Da auch intrapulmonal wéhrend der Infusion eine unselektive Gefallerweiterung
stattfindet, kann es zur Verstirkung von Ventilations-/Perfusionsfehlverteilungen mit
nachfolgender Hypoxédmie kommen. Durch eine akzidentielle Unterbrechung der
kontinuierlichen Applikation kann es zudem zu einem lebensbedrohlichen kurzfristigen Anstieg
des pulmonalen Drucks und Abfall des Herzvolumens kommen. Eine weitere schwere
Nebenwirkung ist die Infektion des zentralvends angelegten Katheters, der zur Verabreichung
dieser Substanz erforderlich ist. Zur Vermeidung dieser Nebenwirkungen wurde die inhalative
Verabreichung des stabilen PGI,-Analogon Iloprost etabliert **°.

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein endothelialer vasodilatierender Faktor (EDRF), der eine
wesentliche Stellung in der Regulation des pulmonalen Gefifitonus einnimmt **®. NO wird
durch die NO-Synthase (NOS) aus L-Arginin synthetisiert. NO aktiviert die zytosolische
Guanylatzyklase, was iiber die Generierung zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP) zur
Vasorelaxation fithrt * ( genaue Beschreibung, siehe Seite 21).

Der beschriebene NO-Signalweg bietet diverse therapeutische Ansdtze zur Behandlung der
PAH, nicht zuletzt weil die endotheliale NOS (eNOS) bei Patienten mit PAH vermindert
exprimiert wird *> und dies auch in Tiermodellen einer Hypoxie induzierten pulmonalen
Hypertonie beobachtet werden konnte .

Experimentell schiitzt die kontinuierliche NO-Inhalation vor Ausbildung einer PAH in einem
Modell der chronischen Hypoxie bei Ratten . Bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie
bewirkt die Inhalation von NO eine Reduktion des pulmonal-vaskuldren Widerstands und eine
Verbesserung der Hiamodynamik ®’. Jedoch ist die chronische Applikation des NO #uferst
schwierig, auch weil im Falle einer Unterbrechung der kontinuierlichen Inhalation ein
signifikanter Rebound-Effekt auftreten kann und toxische Nebenwirkungen moglich sind.
AulBlerdem limitiert das sehr variable Ansprechen auf eine solche Therapie enorm die klinische
Anwendbarkeit der therapeutischen Moglichkeiten des NO *2. Weitere Ansitze, die allerdings
noch nicht in groBeren Studien gestestet wurden, sind die Verabreichung von 16slichen NO-
Donatoren per Aerosol und eine Erhohung des Substratangebots durch Gabe von L-

Arginin'%%%,
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NO generiertes cGMP wird durch Phosphodiesterasen (PDE) abgebaut, das betreffende
Hauptenzym scheint die Phosphodiesterase 5 (PDES) zu sein (siehe auch Seite 21) 0,

Eine sichere und selektive Therapie der pulmonal-arteriellen Hypertonie stellen die oral
verfiigbaren PDES-Inhibitoren Sildenafil (Revatio®), Vardenafil (Levitra®) und Tadalafil
(Adcirca®) dar "', In klinischen und experimentellen Studien wurden der vasodilatierende als
auch der antiproliferative Effekt von PDES5-Inhibitoren auf die pulmonalen glatten
GefiBmuskelzellen nachgewiesen '+,

Ahnliches gilt fiir Inhibitoren der cAMP-spezifischen PDE-Isoformen 3 und 4, wenn gleich
diese auf Grund geringer pulmonaler Selektivitit und stiarkerer Nebenwirkungen noch keine
klinische Anwendung finden 7*7°

Von besonderem Nutzen scheint die Co-Applikation von Nukleotid-generierenden Substanzen

wie Iloprost oder NO mit Inhibitoren der PDE-Isoformen 3, 4 und 5 zu sein ’"***2,

Die zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP sind als ,,second messenger* entscheidend an der
zelluldren Signaltransduktion beteiligt. Beide Signalwege sind eng miteinander verkniipft und
unterliegen gegenseitiger Beeinflussung 8384 Sie vermitteln in der Lunge und vielen anderen
Geweben vasodilatatorische und antiproliferative Effekte. Im Rahmen der pulmonal-arteriellen
Hypertonie nehmen ¢cGMP und cAMP eine zentrale Rolle ein. Nukleotid-generierende
Substanzen wie Prostazyklin und NO werden bei Patienten mit PAH vermindert synthetisiert.
Zudem kommt es zur gesteigerten Enzyminduktion der abbauenden Phosphodiesterasen. Die
¢GMP-hydrolisierende PDE5 wird bei Patienten mit PAH vermehrt exprimiert ”°. Somit stellen
die verminderte Produktion sowie der gesteigerte Abbau der Nukleotide bedeutende
pathophysiologische Mechanismen dar.

Auch aus therapeutischer Sicht riicken die Nukleotide zunehmend in den Mittelpunkt. Die
Nukleotid-generierenden Substanzen Iloprost und NO sind fiir die Behandlung der PAH
zugelassen. Der PDES-Inhibitor Sildenafil ist ein sicheres und etabliertes therapeutisches Mittel
bei pulmonal-arterieller Hypertonie.

Diagnostisches Potenzial haben Substanzen wie das Atriale natriuretische Peptid (ANP), Brain
(oder B-Type) Natriuretic Peptide (BNP) oder Adrenomedullin, die tiber zyklische Nukleotide

gegenregulatorische Mechanismen induzieren.
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1.3.1.3 Die Stimulation zvyklischer Nukleotide als Gegenregulationsmechanismus der

pulmonalen Hypertonie

Im Verlauf einer pulmonal-hypertensiven Erkrankung kommt es zur Aktivierung verschiedener
gegenregulatorischer, unter anderem vasodilatierend wirkender Mechanismen. Bei akuten
pulmonal-hypertensiven Zustinden werden das NO- und das Prostazyklin-System induziert,
wobei in spiteren Stadien verminderte Aktivititen beobachtet werden **. Mit fortschreitender
Krankheit kommt es zu steigenden Plasmaspiegeln des iiber cAMP vasodilatierend wirkenden
Peptids Adrenomedullin®*®. Von besonderer Bedeutung ist die gesteigerte Aktivitit des
Systems der natriuretischen Peptide. ANP und BNP sind bei pulmonaler Hypertonie,

unabhingig von der Atiologie, erhoht **

. Die Synthese von ANP wird bei erhohter
Volumenbelastung der Herzvorhdfe und das BNP bei gesteigerter Druckbelastung der Ventrikel
induziert und von den Kardiomyozyten sezerniert. Am Zielorgan fithrt BNP iiber die
Aktivierung der rezeptorgebundenen Guanylatzyklase (pGC) zur Bildung von ¢cGMP *°. Die
Plasmaspiegel von BNP korrelieren mit dem Schweregrad der rechtsventrikuldren Belastung,
dem pulmonal-vaskuliren Widerstand und dem pulmonal-arteriellen Mitteldruck **°'. Daher
wird BNP als nicht-invasiver Marker und prognostischer Faktor bei Patienten mit pulmonaler
Hypertonie verwendet ***2. AuBerdem ist das BNP als diagnostischer Marker bei chronischer

Linksherzinsuffizienz etabliert *>™>

. Erhohte BNP-Plasmaspiegel werden nicht nur im Rahmen
von chronischen ventrikuliren Uberbelastungen ermittelt. Nach akuten Ereignissen wie
Myokardinfarkt oder pulmonaler Embolie werden bereits nach wenigen Stunden erhhte BNP-

Werte bezichungsweise Spaltprodukte der Vorstufe im Serum gemessen **".

1.4 Natriuretische Peptide

Auf die Familie der natriuretischen Peptide wurde man im Jahr 1981 erstmals aufmerksam. De
Bold und Mitarbeiter *® konnten die Wasser- und Salzausscheidung bei Ratten durch
Verabreichung eines aus dem Vorhofmyokard der Ratte gewonnenen Extrakts steigern. Die
Untersuchungen legten den Grundstein fiir die darauf folgende Isolierung und Sequenzierung
des humanen atrialen natriuretischen Faktors (ANF, spiter ANP genannt) *° und die
Entdeckung weiterer strukturell als auch funktionell verwandter Peptide. Das B-Type

Natriuretic Peptide (BNP) "%’ und C-Type Natriuretic Peptide (CNP) '°! wurden zuerst aus dem
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Schweinehirn isoliert und zeigten vasorelaxierende Potenz an der glatten Muskulatur des
Hiithnerrektums. Im Laufe der Jahre kam es zur Isolierung weiterer, meist parakrin wirkender
Peptide, die auf Grund &hnlicher Strukturmerkmale und Wirkungen dem erweiterten Kreis der
natriuretischen Peptide zugeschrieben wurden '**'%. Durch ihre vasodilatative, natriuretische

und diuretische Wirkung nehmen sie eine wichtige Rolle in der Kreislaufregulation ein '*.

1.4.1 B-Type Natriuretic Peptide (BNP)

1988 isolierten Sudoh und Mitarbeiter das B-Type Natriuretic Peptide zunéchst aus dem

.. 100
Schweinehirn

, weshalb die Bezeichnung ,,Brain Natriuretic Peptide* verwendet wurde. Das
humane BNP besteht aus 32 Aminosduren. Zwei Cysteinreste bilden eine Disulfidbriicke,
wodurch das Peptid die Form einer Haarnadel ausbildet. Die aus 17 Aminosduren bestehende
Ringstruktur ist konstantes Strukturmerkmal der natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP.
Sie ist fiir die Bindung an den Rezeptor und somit fiir die biologische Aktivitdt der Hormone

essentiell 1971%8,

Abb 1.4a: Aminosduresequenz und Struktur von humanem BNP.
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1.4.1.1 Synthese

Der tliberwiegende Anteil des sezernierten BNP entstammt beim Menschen aus den Myozyten
der Herzventrikel '”. In geringen Mengen wird BNP in den Vorhéfen und extrakardial in
Lunge, Nieren und Nebennieren gebildet ''°. Zundchst wird BNP in Form eines aus 134
Aminosduren bestehenden Préd-pro-Hormons translatiert. Nach Abspaltung der Signalsequenz
ergibt sich das 108 Aminosduren umfassende Prohormon. Anschlieend kommt es durch eine
bisher nicht klar identifizierte Endoprotease zu dessen Spaltung in ein inaktives 76-AS-grof3es

d "2 I der

N-terminales Fragment (NT-proBNP) und das biologisch aktive Pepti
Vorhofmuskulatur gebildetes ANP wird zunédchst in Vesikeln gespeichert. Die Daten
hinsichtlich einer vergleichbaren Speicherung des BNP sind nicht eindeutig. Zwar scheint auch
BNP in Kardiomyozyten gespeichert und auf beispielsweise Hypoxiereiz sezerniert werden zu

1

konnen ', allerdings ist diese Fraktion eher gering. Der groBte Anteil wird unmittelbar nach

einer kurzfristig gesteuerten Synthese aus den Ventrikeln in die Blutbahn sezerniert und iiber
die Koronarsinus drainiert '**.

Das BNP-Gen (Nppb) ist wie das ANP-Gen (Nppa) auf Chromosom 1(p36.2) lokalisiert '"°.
Die Aktivitit des Nppb unterliegt mechanischen als auch zahlreichen hormonellen Einfliissen.
Durch mechanische Dehnung der Myokardzellen, auftretend hauptsdchlich bei Druck- aber
auch Volumenbelastung des Ventrikels, kommt es zur Aktivierung des BNP-Gen-Promoters '
und zur gesteigerten Transkription von BNP mRNA. AuBlerdem bewirken ET-1, Trijodthyronin
(T3), Angiotensin II, Interleukin-1, Prostaglandin F,,, adrenerge Signalwege und hypoxische

Zustinde eine vermehrte Expression von Nppb ''#!17-120.

1.4.1.2 Rezeptoren und Signaltransduktion

Die biologische Aktivitdit von BNP wird iiber den Natriuretic Peptide Receptor A (NPR-A)

vermittelt *%!?!

. Exprimiert wird der NPR-A in zahlreichen Zielorganen, darunter in der glatten
GefaBmuskulatur der Lunge '**'**. NPR-A ist ein membranstindiger Rezeptor, der mit hoher
Affinitit ANP und BNP gleichermaBen bindet '**. Er besteht aus einer extrazelluliren
Liganden-bindenden Doméne, einer transmembrandsen und einer Guanylatzyklase-
gekoppelten Doméne 2%, Auf Grund der Guanylatzyklaseaktivitit wird der NPR-A in der
Literatur hdufig unter dem Synonym Guanylatzyklase-A (GC-A) gefiihrt. Die Bindung von

BNP bewirkt iiber eine intrazellulire Konformationsdnderung die Aktivierung der pGC und
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dadurch die Umwandlung von  Guanosintriphosphat (GTP) zu  zyklischem

Guanosinmonophophat (cGMP) '*":12%

. Der second messenger cGMP nimmt eine Schliisselrolle
in der Relaxation der glatten GefdBmuskulatur ein. Endothelial gebildetes Nitric Oxide (NO)
fiihrt durch Aktivierung der zytosolischen Guanylatzyklase (sGC) ebenfalls zur Steigerung der
intrazelluldren cGMP-Konzentration '**'*°. Somit stellt cGMP die gemeinsame Endstrecke des
NO- und NP-Signalwegs dar "'. sGC und pGC unterliegen einem reziproken

: 132
Regulationsschema .

Dies gewinnt bei Hypoxie-induzierter pulmonaler Hypertonie
besondere Bedeutung. Bei chronisch-hypoxischen Ratten ist die sGC-abhingige Vasodilatation
vermindert, die pGC-vermittelte Vasodilation unveréndert '**,

cGMP fiihrt durch Bindung zur Aktivierung dreier verschiedener Effektormolekiile. Die
Bindung von ¢cGMP an unspezifische Kationen-Kanéle spielt nach heutigem Kenntnisstand in
NPR-A exprimierenden Zellen keine Rolle und wird deshalb hier nicht weiter behandelt **'**.
AuBerdem bindet ¢cGMP an Phosphodiesterasen (PDE). Diese hydrolysieren ¢cGMP zu
inaktivem 5°'GMP und nehmen als Abbauenzym entscheidenden Einfluss auf die cGMP-
Konzentration *°. Bisher wurden 11 Isoenzyme der PDE (PDE1-PDE11) beschrieben, die einer
gewebsspezifischen  Verteilung unterliegen und c¢cGMP und cAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat) mit unterschiedlicher Affinitit binden und inaktivieren *'**. Die
PDE5 und PDEG6 sind als ¢cGMP-spezifische PDE charakterisiert, wobei in den glatten
GefiBmuskelzellen der Lunge nur PDE5 in hohem MaBe exprimiert wird '*"*°. Die PDE5
besteht aus drei Untereinheiten, den GAF-A- und —B-Doménen und der katalytisch-aktiven
Untereinheit. Die mit hoher Affinitit cGMP-bindende GAF-A-Domine ist maf3geblich fiir die
Regulation der Katalyseaktivitit verantwortlich '**'*2. Neben dieser allosterischen Regulation
ist die cGMP-abhédngige Phosphorylierung der PDES entscheidend an der Emzymaktivierung

143;144

beteiligt . Durch die genannten Mechanismen werden durch cGMP grofle Amplituden und

anhaltend hohe cGMP-Konzentrationen unterbunden "*°.

Die Haupteffektormolekiile des cGMP sind die Proteinkinasen G (PKG) I und II. In Lunge,
glatten Muskelzellen, Kleinhirn und Thrombozyten wird lediglich die PKG I in hohen
Konzentrationen exprimiert 45 Diese nimmt durch die Phoshorylierung zahlreicher Molekiile
regulierenden Einfluss auf die Genexpression und den Kalziumhaushalt der Zielzelle '**'*'.
Somit wird deutlich, dass der ¢cGMP/PKG-Signalweg entscheidend in die Prozesse des

chronischen GefdBumbaus und der Vasodilatation der glatten GefdBmuskelzellen eingreift.
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Induktion vasodilatierender Nukleotide
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Abb 1.4b: Signalwege der zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP: Die Aktivierung der
membranstindigen (pGC) und der Ioslichen Guanylatzyklase (sGC) fiihrt zur Bildung
zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP). Die Synthese zyklischen Adenosinmonophosphats
(cAMP) wird iiber die Adenylatzyklase vermittelt. Die Relaxation der glatten Muskelzelle als
auch apoptotische Effekte werden durch Bindung an die Effektormolekiile Proteinkinase G
(PKG) und Proteinkinase A (PKA) erreicht. Der Abbau der Nukleotide erfolgt durch
spezifische Phosphodiesterasen (PDE).

Einfluss der cGMP/PKG auf den chronischen GefaBumbau

Bisher wurden mehr als 50 Gene beschrieben, die einer cGMP/PKG-Regulation unterliegen '*°.
Die molekularen Mechanismen sind bis heute nicht abschlieend aufgeklart. Bedeutend scheint
die Inaktivierung von MAPK (mitogen-aktivierte Proteinkinasen) wie Erk-1/2, p38 und JNK
iiber dic MAPK-Phosphatase-1 (MKP-1) zu sein '**. AuBerdem ist die Reduktion von
zellzyklusfordernden Zyklinen A, D1 und E fiir die antiproliferative Wirkung von cGMP

149;150

verantwortlich Weitere Einfliisse stellen die direkte Phosphorylierung von

Transkriptionsfaktoren "' und posttranskriptionelle Modulation der mRNA dar °*',
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In glatten Muskelzellen und Fibroblasten hemmt die PKG die Proliferation, Migration und

154-157

fordert apoptotische Vorgédnge . In Endothelzellen sind sowohl Apoptose-induzierende als

auch proliferationsfordernde Eigenschaften von cGMP beschrieben'**'.

Der Einfluss von cGMP/PKG auf die Vasodilatation

Der Kontraktionszustand einer glatten GefaBmuskelzelle ist abhidngig von der intrazelluldren
Kalziumkonzentration [Ca>"];. Die Aktivierung der cGMP/PKG- und cAMP/PKA-Signalwege
fiihrt iiber eine Abnahme der zytosolischen Kalziumkonzentration zur Vasodilatation '%,

Die Reduktion der [Ca*']; wird iiber verschiedene Mechanismen eingeleitet. Die PKG aktiviert
Ca”-aktivierte K™-Kanile. Der K'-Ausstrom resultiert in einer Hyperpolarisation, wodurch der
Ca*"-Einstrom iiber spannungsabhingige Ca*"-Kanile gehemmt wird '®’. Die Phosphorylierung
membranstindiger Ca**-Kanile fiihrt ebenfalls zu einem verminderten Ca**-Einstrom in die
Zelle '°'. ¢cGMP aktiviert iiber PKG die Ca’"/ATPase-Pumpen der Zellmembran und
intrazelluldrer Speicher, wie dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Diese reduzieren [Ca®'];
durch aktiven Transport von Ca®" aus der Zelle hinaus oder in intrazellulire Speicher
hinein'®*'®*. AuBerdem wird durch PKG-abhingige Phosphorylierung der IP;-Rezeptor des SR
gehemmt, wodurch der Ca*"-Efflux ins Zytoplasma verhindert wird '**'®. Dariiber hinaus wird
die Generierung von IP; durch Inhibition der PLC reduziert '°°. Ein weiterer wichtiger
Mechanismus ist die Desensitivierung des kontraktilen Apparats fiir Kalzium. Die Aktivierung
der Myosin-Leicht-Ketten-Phosphatase (MLCP) fiihrt zur Abnahme phosphorylierter Myosin-
Leicht-Ketten (MLC) ''®. Das Resultat der beschriebenen Vorginge ist schlieBlich die

Relaxation der glatten GefaBmuskulatur.

1.4.1.3 Abbau und Elimination

Die Elimination zirkulierender natriuretischer Peptide wird durch zwei Mechanismen reguliert.
Als gesichert gilt die Clearance von intaktem BNP iiber den Natriuretic Peptide Receptor C
(NPR-C). Inhalt aktueller Forschung ist der enzymatische Abbau von BNP, wobei unstrittig ist,
dass die Zink-Metalloproteinase Neprilysin (neutrale Endopeptidase 24.11, NEP) in diesen
Prozess involviert ist. Der Anteil der beiden Systeme am Abbau von BNP ist beim Menschen
unklar, wobei bei Schafen die Eliminationsleistung gleichermaBen verteilt ist ', Der NPR-C

171

wurde 1987 von Maack und Mitarbeitern als ,,clearence receptor postuliert ' . Der Rezeptor

wird in zahlreichen Organen auf der Zelloberflache exprimiert, darunter in pulmonalen glatten
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122;172;173

Muskelzellen, Niere und Atrium . Auf Grund des Fehlens einer gekoppelten

Guanylatzyklase '"*

wurde dem NPR-C lange keine intrinsische Aktivitdt zugeschrieben.
Neuere Studien widerlegen diese These. Demnach fiihrt in experimentellen Studien die
selektive Aktivierung von NPR-C zur Stimulation eines inhibitorischen G-Proteins (G;-Protein)
' Die daraufhin verminderte cAMP-Synthese bewirkt einen verminderten Ca**-Einstrom und
eine gesteigerte Aktivitit der NOS "'’ Daraus resultiert die Relaxation der glatten
GefaBmuskulatur.

Andere Studien belegen den gesteigerten Abbau von BNP durch NPR-C. Nach Bindung von
BNP an NPR-C kommt es zur Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes. BNP wird
anschlieBend lysosomal abgebaut, wihrend NPR-C an die Zelloberfliche zuriickkehrt %7,
Der enzymatische Abbau von BNP ist Gegenstand aktueller Forschung. ANP und CNP sind
Substrate der neutralen Endopeptidase 24.11, wohingegen humanes BNP-32 (hBNP-32)

180-182

resistent gegeniiber NEP 24.11 ist . NEP werden auf der Zelloberflache von Fibroblasten,

neutrophilen Granulozyten, renalen Tubuluszellen sowie auf pulmonalen Epithel- und
Endothelzellen exprimiert, wobei die Konzentration auf Letzteren wohl gering ist '°%83184,
Eine Studie von Pankow und Mitarbeitern beschreibt die sukzessive enzymatische
Degradierung von BNP der Maus in der Niere. Demnach wird hBNP-32 zundchst von der
Metalloendopetidase Meprin gespalten. Das entstandene mBNP7-32 besitzt biologische
Aktivitdt und hat hohere Affinitdt zu NEP 24.11 als das zirkulierende mBNP-32. In einem

zweiten Schritt erfolgt die Spaltung durch NEP 24.11 in eine biologisch inaktive Form '*°.

1.4.1.4 Biologische Wirkung

BNP besitzt ein breites Wirkungsspektrum, das groBe Ahnlichkeit mit dem des ANP aufweist.
Es bewirkt eine Reduktion des systemischen Blutdrucks, fordert in der Niere sowohl Natriurese
als auch Diurese, hemmt das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, die Bildung von
Endothelin-1 und nimmt durch direkte Wirkung auf das zentrale Nervensystem Einfluss auf den
Salz- und Wasserhaushalt '**'*%!%_ 7ydem werden dem BNP antifibrotische, antimitogene und

antiproliferative Wirkungen zugeschrieben '**°.

Vasoaktive Potenz
Die These einer vasodilatierenden Potenz natriuretischer Peptide wird durch experimentelle und

klinische Untersuchungen gestiitzt. Wobei die Ergebnisse beziiglich der pulmonalen
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Vasoreagibilitit nicht eindeutig sind. Schermuly und Mitarbeiter beobachteten bei Kaninchen
mit U46619 (Thromboxanmimetikum)-induzierter pulmonal-arterieller Hypertonie wihrend
einer Kurzinfusion von Urodilatin, ein in der Niere durch alternative Spaltung des proANP
entstehendes natriuretisches Peptid "', eine nicht-selektive Reduktion des pulmonalarteriellen

192

und systemischen Drucks ~°. In vitro wiesen BNP und ANP bei Hypoxie-induzierter

pulmonaler Vasokonstriktion am isolierten PA-Ring und quasi in vivo am Modell der isoliert
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f 7. In einem

ventilierten und perfundierten Rattenlunge eine vasodilatierende Wirkung au
weiteren in vitro-Modell ET-1- und U46619-konstringierter isolierter Pulmonalarterienringe
vom Schwein bewirkte die Gabe von BNP eine Vasorelaxation von bis zu 60% '°*. Das
Phidnomen der BNP-induzierten GefidBrelaxation konnte auch an isolierten Koronararterien vom
Hund beobachtet werden '°.

Dariiber hinaus belegen klinische Studien die vasodilatierende Wirkung im pulmonalen
GefaBbett bei Gesunden. Cargill und Lipworth erreichten bei gesunden Probanden mit akuter
Hypoxie-induzierter pulmonaler Hypertonie durch die Infusion von BNP eine signifikante
Reduktion von pulmonal-vaskuldrem Widerstand und mittlerem pulmonal-arteriellem Druck.

Dieser Effekt war dabei deutlicher ausgeprigt als bei Infusion equimolarer Mengen ANP '*°. T

n
einer weiteren Studie wurden Patienten mit schwerer pulmonaler Hypertonie mittels einer
Kombinationstherapie, bestehend aus oralem Phosphodiesterasechemmer (Sildenafil) und
intravends appliziertem BNP, akut getestet. Verglichen mit der Monotherapie aus Sildenafil
oder BNP zeigte die kombinierte Behandlung eine stirkere Reduktion von pulmonal-
vaskuldrem Widerstand und pulmonal-arteriellem Mitteldruck. Allerdings konnte dabei durch
die BNP-Infusion alleine keine signifikante Verbesserung der pulmonalen Hadmodynamik
erzielt werden.

Die Wirkung einer kontinuierlichen BNP-Infusion auf die Entstehung einer chronischen
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie wurde von Klinger und Mitarbeitern untersucht.
In diesem Modell gelang es, durch kontinuierliche systemische BNP-Applikation die
Entstehung einer artifiziellen pulmonalen Hypertonie am Rattenmodell abzumildern. Dariiber
hinaus entwickelten transgene Miuse, die eine Uberexpression von ANP aufwiesen, nach

Exposition chronischer Hypoxie keine pulmonale Hypertonie'”’. Dem gegeniiber bilden ANP-

Knock-Out-Mause eine verstiarkte Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie aus.
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1.4.1.5 Therapeutische Anwendung

BNP wird therapeutisch bei akut dekompensierter Linksherzinsuffizienz eingesetzt. Seit August
2001 ist es in den USA in Form des Nesiritid (Natrecor®, Scios Inc.) bei Patienten der NYHA-
Stadien III und IV als Ergénzung zur Standardtherapie zugelassen '**2%. Das Neseritid wird
mittels rekombinanter Technologie hergestellt, ist strukturidentisch mit humanem BNP und
wird durch initialen Bolus (2pg/kg), gefolgt von einer kontinuierlichen Infusion
(0,01 png/kg/min), intravends appliziert (Scios Inc.).

Beobachtet wird eine Verbesserung der Himodynamik sowie des klinischen Status (Dyspnoe).
Die Effekte beruhen unter anderem auf einer dosisabhingigen Reduktion des pulmonal-
kapilldren Verschlussdrucks (PCWP), des pulmonal-arteriellen Drucks (PAP), des

systemischen vaskulidren Widerstands und eines erhdhten Herzminutenvolumens '**2°".
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1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit

Die pulmonal-arterielle Hypertonie stellt eine schwere Erkrankung mit stark eingeschrénkter
Lebenserwartung dar. Dabei nimmt die Vasokonstriktion eine bedeutende Rolle in der
Pathophysiologie ein. Die therapeutischen Moglichkeiten sind bis heute begrenzt. Somit ist die
Erprobung weiterer therapeutischer Ansédtze notwendig.

Bei BNP handelt es sich nach heutigem Wissensstand um ein kardiales ,,Stresshormon® mit
natriuretischer und vasodilatierender Potenz. Die Wirkung von BNP auf die Lungenstrombahn
wurde an unterschiedlichen Modellen der chronischen Hypoxie induzierten pulmonalen
Hypertonie untersucht. In der PAH sind die Vasokonstriktoren Thromboxan und ET-1 erhoht
und von pathophysiologischer Bedeutung. Der Effekt von BNP auf die pulmonale
Vasoreaktivitdit im Modell der Thromboxan oder ET-1 induzierten pulmonalen Hypertonie
wurden bisher nicht untersucht. Daher untersuchten wir (1) den Effekt von intravasal
appliziertem BNP im Modell der Thromboxan induzierten akuten pulmonalen Hypertonie an
einem quasi in-vivo-Modell der isolierten Kaninchenlunge.

Systemische Nebenwirkungen bei intravendser Verabreichung bedeuten erhebliche
Einschriankungen in der Therapie der PAH. Deshalb erscheint der therapeutische Ansatz der
Applikation via Aerosolisierung interessant und zukunftsweisend. Auf diesem Weg haben sich
nukleotid-generiernde Medikamente wie Iloprost oder PDE-Inhibitoren bewihrt. Daher stellte
sich die Frage, ob (2) die Aerosolierung von BNP eine positive Auswirkung auf die pulmonale
Vasoreaktion im Modell der akuten Vasokonstriktion entfaltet und somit moglicherweise eine
zukiinftige Therapieoption bei der pulmonalen Hypertonie darstellen konnte. Zusétzlich sollten
(3) die Ergebnisse der Aerosolveruchsreihe im Modell der Endothelin-1 induzierten akuten
pulmonalen Hypertonie bestitigt werden.

Die Bestimmung von c¢cGMP sollte (4) Riickschliisse auf die BNP-Signaltranduktion bei

pulmonaler Vasodilatation zulassen.
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2. Methoden

2.1 Modell der isoliert ventilierten und blutfrei perfundierten Kaninchenlunge

2.1.1 Beschreibung des Organmodells

Das Modell der isoliert ventilierten und blutfrei perfundierten Kaninchenlunge wurde bereits
mehrfach beschrieben *°**%7. Hierbei wird das intakte Lungen-/Herz Organpaket entnommen
und damit eine fiir das Experiment frei zugingliche Situation geschaffen. Diese ist unabhingig
von zentralen, humoralen und metabolischen Einfliissen. Wéhrend der nachfolgend
beschriebenen Versuchsreihe wurden die Parameter pulmonal-arterieller, linksatrialer Druck

und Beatmungsdruck sowie das relative Lungengewicht kontinuierlich registriert.

2.1.2 Die Priparation der Lunge

Verwendete Versuchstiere waren Kaninchen der Rasse New Zealand White Bastard beiden
Geschlechts mit einem Koérpergewicht zwischen 2,2 kg und 2,5 kg.

Zunichst wurde die Narkose mit Ketamin (Ketamin Inresa®, Inresa, Freiburg, Germany) (30 —
50 mg/kg KG) und Xylazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Germany) eingeleitet.

Hierzu wurde eine der Ohrvenen punktiert und behutsam die intravendse Narkose eingeleitet.
Nach Eintritt der Bewusstlosigkeit erfolgte die Antikoagulation mit Heparin-Natrium (1000
IU/kg KG) und die mechanische Fixierung des Versuchstieres auf dem Operationstisch. Unter
Vertiefung der Narkose wurde eine pritracheale subkutane Lokalanédsthesie mit 10ml Xylocain
durchgefiihrt. Nach Kontrolle der Narkosetiefe durch Schmerzreiz wurde bei erhaltener
Spontanatmung die Trachea freipripariert. AnschlieBend wurde die Trachea operativ eréffnet
und mittels eines Tubus kaniiliert. Die Beatmung erfolgte mit Raumluft iiber einen Harvard-
Kleintierventilator (Ventilator Typ UB 6025, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland), bei einer Atemfrequenz von 30 Atemziigen in der Minute und einem
Atemzugvolumen von 8-12 ml/kg Korpergewicht.

Nach kontinuierlicher Vertiefung der Narkose erfolgte nach Rasur und Desinfektion von
Thorax und Abdomen die sorgfiltige Priparation von Haut und Muskulatur und nachfolgender
Eroffnung des Bauchraums mit Hilfe einer Laparatomie im epigastrischen Winkel. Nach

Fixierung des Diaphragmas am Xyphoid wurde durch Ablosung des Zwerchfells vom
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Rippenbogen die Thoraxhohle eroffnet. Im Anschluss folgte eine mediane Sternotomie und
Fixierung der beiden Thoraxhélften.

Nach stumpfer Entfernung des Thymus und Er6ffnung des Herzbeutels wurden Pulmonalarterie
sowie Aorta mittels eines Zwirnsfadens vorsichtig umschlungen. Bei schlagendem Herzen
wurde durch Inzision am Ubergang von rechtem Ventrikel und Pulmonalarterie der
vorgesehene Katheter in der Pulmonalarterie plaziert und behutsam fixiert. Ab diesem
Zeitpunkt wurde die Lunge des Versuchstiers mit 4°C kaltem Krebs-Henseleit-Puffer (120 mM
NaCl, 4.3 mM KCI, 1.1 mM KH,POy4, 25 mM NaHCOs3, 2.4 mM CaCl,, 1.3 mM MgPO,, 2.4
g/l Glucose) und 2.5% Hydroxyethylamylopectine (Molekulargewicht 200,000) (Serag
Wiessner, Naila, Deutschland) als onkotisches Agens perfundiert. Hierzu diente eine
Rollerpumpe (MCP Standard, Ismatec, Deutschland). AnschlieBend erfolgte die Erdoffnung
beider Herzventrikel durch Abtrennung der Herzspitze und die Ligatur der Aorta. Danach trat
der Tod des Tieres ein.

Ab dem Zeitpunkt der artifiziellen Perfusion der Lunge erfolgte die Beimischung von 4% CO2
zur ventilierten Raumluft, um einen physiologischen Perfusat-pH-Wert von 7,34 bis 7,38 zu
erhalten. Unter permanenter Ventilation und Perfusion wurden Herz und Lunge aus dem
umgebendem Mediastinum freiprépariert. Nach der Entnahme wurde das Organpaket von Fett-
und Bindegewebe befreit. Nachfolgend wurde der rechte Ventrikel entfernt und die linke
Herzkammer nach Entfernen von Mitralklappe und Papillarmuskeln mit einer Tabaksbeutelnaht
versehen, ohne diese zu verschlieen. Es folgte das Einfiihren eines Katheters in den linken
Ventrikel, der durch Zuziehen der Naht fixiert wurde. Das Perfusat stromte nun ausschlieBlich
iiber diesen eingelegten Katheter ab. Das linke Herzohr wurde abschlieBend durch Ligatur von
der Perfusionszirkulation ausgeschlossen. Die Innendurchmesser der eingebrachten
Perfusionskatheter betrugen 3 mm fiir den Pulmonaliskatheter und 4mm fiir den Katheter des
linken Ventrikels.

Nach Authdngung des Organpriparats an den vorgesehenen Kraftiibertrager erfolgte das
Einbringen der Lunge in ein doppelwandiges Glasgefal als funktioneller Thorax. Es folgte der
Anschluss des linksventrikuldren Katheters an das Perfusionssystem, so dass nun ein
geschlossenes Kreislaufsystem entstand. AnschlieBend wurde der Druck im linksventrikuldren
Ausflusstrakt auf 1,2 bis 1,5 mmHg, Referenzpunkt Lungenhilum, festgelegt, um Westzone-III-
Bedingungen in den endexpiratorischen Phasen zu erzielen. Zudem wurde ein positiver
endexpiratorischer Druck (PEEP) von 1,2 bis 1,5 cm Wassersdule eingestellt. Unter

Erwiarmung des gesamten Systems auf 37°C mittels doppelwandiger Glasgefifle und einer
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Thermopumpe (DC 5 Thermopumpe, Haake, Karlsruhe, Deutschland) erfolgte die stufenweise
Steigerung der Perfusionsgeschwindigkeit auf maximal 100 ml/min.

Fiir die Studien wurden ausschlieBlich Lungen verwendet, die wéhrend der kiinstlichen
Perfusion eine homogene weile Oberfliche und wéhrend der Versuchsvorlaufphase keine
Hinweise auf Hémostase oder Lungenddembildung (Gewichtszunahme) aufwiesen. Kranke

Versuchstiere wurden ausgeschlossen.

2.1.3 Das Perfusionssystem (siche auch Abb 2.1)

Die Perfusion wurde iiber eine Rollerpumpe mit pulsatilem Flow (MCP Standard, Ismatec,
Deutschland) aufrechterhalten, die wihrend der Versuche eine konstante Perfusion von 100
ml/min lieferte. Das Perfusat passierte einen der Rollerpumpe vorgeschalteten Filter (Iso-Gard
Filter S Hudson RCI, High Wycombe, England). Dieser wurde vor Beginn des Versuchs vom
Perfusionskreislauf ausgeschlossen. Die im Perfusionskreislauf folgende Blasenfalle diente der
Sicherstellung einer blasenfreien Lungenperfusion und der Vermeidung pulmonal-arterieller
Luftembolien. Der linksatriale Abfluss wurde iiber ein Kaskadensystem abgeleitet, das eine

Widerstandsregulierung ermoglichte.

Ddementwicklung

Beatmungsdrck
AusmaB der PH \ “'““““ii

Abb. 2.1 Schematische Darstellung des Versuchaufbaus,
BT= Blasenfalle, PAP= Pulmonal-arterieller Druck, W= Gewicht,

VP= Ventilationsdruck, LVP = linksventrikuldrer enddiastolischer Druck;
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2.1.4 Das Beatmungssystem

Die Beatmung erfolgte iiber einen Harvard-Kleintierventilator (Ventilator Typ UB 6025, Hugo
Sachs Elektronik, March Hugstetten, Deutschland). Die Atemfrequenz betrug 30/Minute bei
einem Atemzugvolumen von 27-30 ml. Mit Beginn der artifiziellen Perfusion wurden der
inspirierten Raumlauft 4% CO, beigemischt. Die Exspiration wurde iliber ein PEEP-System
abgeleitet. Der damit eingestellte positive endexspiratorische Druck betrug 1,2 bis 1,5 cm

Wassersiule.

2.1.5 Das Aerosolierungssystem

Die inhalative Verabreichung von NaCl 0,9% und BNP erfolgte iiber einen Ultraschallvernebler
(Optineb ®, Nebu-Tec, Elsenfeld, Deutschland), der fiir den Verabreichungszeitraum in den
Inspirationsschenkel des Beatmungssystems eingebracht wurde. Der Vernebler produziert ein
Aerosol mit einer mittleren Teilchengrosse von 4 upum bei einer geometrischen
Standardabweichung von 1,6 pm. Die absolute Aerosoldeposition wurde von Schmehl und

Mitarbeitern **® in einem vergleichbaren Modell bestimmt und betrug 25+0.02%.

2.1.6 Registrierungen der Parameter

Die kontinuierliche Aufnahme der Driicke in der Pulmonalarterie, im linken Vorhof und in der
Trachea wurden mittels diinner Katheter innerhalb der Perfusionskatheter beziehungsweise des
Beatmungstubus ermoglicht. Diese waren parallel an einen Druckaufnehmer angeschlossen
(Single-Use-Pressure-Transducer, Firma Braun, Deutschland), der mit einem PlugSys DBA
Verstiarker (Hugo Sachs, Deutschland) in Verbindung stand. Zu dem konnten tber die
Innenkatheter von Pulmonalarterie und linkem Vorhof jederzeit Perfusatproben entnommen
werden, um die Messgréf3en pH, PO, und PCO; zu kontrollieren.

Das relative Lungengewicht wurde mittels Kraftiibertragung an einer elektronischen Wagezelle
(Hottinger Baldwin Messtechnik, Darmstadt, Deutschland) aufgenommen. Angeschlossen
wurde die Wagezelle an einen Messverstérker (,,Scout 55%, Hottinger Baldwin Messtechnik).
Die Registrierung der Driicke und des Gewichts erfolgte durch Anschluss der Verstirker an

einen Personal Computer iiber eine AD/DA-Wandlerkarte (Firma Decision).

32



2.2 Modell der Thromboxan induzierten pulmonalen Hypertonie an der isoliert

ventilierten und blutfrei perfundierten Kaninchenlunge

Das Modell der Thromboxan induzierten pulmonalen Hypertonie wurde gut charakterisiert und

ctabliert 0%

Dideoxy-11,9-Epoxy-Methano-Prostaglandin ~ F  2)  (Paesel&Lorei,  Frankfurt/Main,

. Durch individuelle Titration des Thromboxanmimetikums U46619 (9,11-

Deutschland) in die zirkulierende Pufferlésung kommt es zu einer liberwiegend prékapilléren,
stabilen pulmonalen Hypertonie **.

Die Grofizahl der bisherigen Studien nutzte dabei die Infusion des stabilen
Thromboxanmimentikums zur Induktion eines Modells des akuten Lungenversagens (ARDS).
Dieses Modell ist gekennzeichnet durch das Vorliegen einer massiven Gasaustauschstérung,
die auf eine stark ausgeprigte pulmonale Hypertonie (Pulmonalarteriendruck ca. 34 mmHg)
und eine Lungenddementwicklung mit einer relativen Gewichtseinlagerung von > 10 g
zuriickzufiihren ist. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Pulmonalarteriendruckniveau
gewdhlt, bei dem es nicht zu einem signifikanten Lungenddem kommt, welches die
Untersuchung der pulmonalen Vasoreaktivitit beeinflussen wiirde. In den vorliegenden
Versuchen wurde ein Pulmonalarteriendruck von ca. 25 mmHg eingestellt. Unter der
Verwendung eines onkotischen Agens bei diesem Druck entwickelten die isolierten Organe bis

zum Versuchsende kein relevantes Lungendodem.

2.3 Modell der Endothelin-1 induzierten pulmonalen Hypertonie an der isoliert

ventilierten und perfundierten Kaninchenlunge

Endothelin-1 (ET-1) ist einer der stirksten Vasokonstriktoren in der pulmonalen Strombahn
und wird bei pulmonaler Hypertonie vermehrt gebildet *®. Zu dem konnten Schmeck und
Mitarbeiter %' an der isoliert ventilierten und perfundierten Kaninchenlunge nach einmaliger
intravasaler ET-1-Gabe eine unmittelbare Erhohung des pulmonal-arteriellen Mitteldrucks
beobachten. Unsere Gruppe konnte das Modell einer konstanten pulmonalen Hypertonie durch
eine Einmalapplikation im isolierten Lungenmodell etablieren. In diesen Versuchen fiihrte die
Verabreichung von 0.1 uM ET-1 zu einem kontinuierlichen Druckanstieg iiber eine Stunde, um
danach in einem konstanten Druckniveau von ca. 25 mmHg zu miinden *''. Auch im hier

verwendeten ET-1-Modell wurde bei einem Druckniveau von ca. 25 mmHg keine
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Lungendodembildung beobachtet. Damit sollen hier ebenfalls zur Beobachtung der

Vasoreaktivitdt moglichst optimale Verhéltnisse geschaffen werden.

2.4 Bestimmung von zyklischem Guanosin-3",5 -monophosphat (cGMP)

In der Kontrollgruppe wurden alle 30 Minuten, in der Interventionsgruppe zu den Zeitpunkten
»Baseline“(t=0, unmittelbar vor U46619-Intervention), ,,.Druckplateau“(t=30, unmittelbar vor
BNP-Applikation) und in der Folge alle 15 Minuten dem linksventrikuldren Ausflusstrakt 2ml
Perfusat entnommen. Dieses wurde anschlieend {iber 5 Minuten mit 5000 U/min zentrifugiert,
abpipettiert und bei -80°C gelagert. Daraufhin erfolgte die Konzentrationsbestimmung des
zyklischen  Guanosin-3,5 -monophosphats ~ (cGMP) mittels eines handelsiiblichen

Radioimmunoassay-Kits (RIA) (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland).

2.4.1 Radioimmunoassay (RIA)

Der Radioimmunoassay ist eine etablierte Methode zum Nachweis zyklischer Nukleotide .
Dieser beruht auf dem Prinzip zweier konkurrierender Antigene um die Bindung an einen
spezifischen Antikorper.

Im vorliegenden Fall sollte im isolierten Lungenmodell gebildetes ¢cGMP nachgewiesen
werden. Das in den Perfusatproben befindliche und zu quantifizierende cGMP konkurriert
dabei mit einer bekannten Menge an mit radioaktivem Jod ('*’J) - markiertem cGMP.
Gemessen wird letztlich die Konzentration des Komplexes aus radioaktiv markiertem cGMP
und Antikorper. Das Ergebnis verhilt sich dabei reziprok zur Konzentration des unmarkierten
antikdrpergebundenen cGMP aus den Perfusatproben.

Die Durchfiihrung erfolgte gemil3 der Anleitung des Herstellers. Um eine hohere Affinitit des
cGMPs zum Antikorper zu erreichen, wurde zundchst den Perfusatproben ein
Acetylierungsreagens hinzugefiigt. Darauf folgte die Beimischung des c¢GMP-spezifischen
Antiserums. Nach einer einstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde das radioaktive
125J.cGMP zugegeben. Anschliefend wurden die Proben bei Temperaturen von 2-8°C iiber 15-
18 Stunden inkubiert, so dass sich folgendes Reaktionsgleichgewicht einstellte:

cGMP + '"®J-cGMP + AK < c¢GMP-AK-Komplex + '*J-cGMP-AK-Komplex

34



In einem weiteren Schritt galt es, die Antigen-Antikorper-Komplexe von freien cGMP-
Molekiilen zu trennen. Hierfiir wurde ein weiterer Antikorper zur Bindung des Antigen-
Antikdrper-Komplexes hinzugefiigt, anschlieBend zentrifugiert und der Uberstand mit freiem
cGMP abpipettiert.

In gleicher Weise wurde mit Hilfe definierter cGMP-Mengen eine Standardkurve erstellt.

Im letzten Schritt wurde mit einem Gammastrahlenzdhler zundchst die Radioaktivitit der
Standardproben bestimmt. Wie beschrieben verhilt sich die zu messende Radioaktivitdt des
'Jod umgekehrt zu der vorhandenen ¢cGMP Konzentration in den Perfusatproben. Durch

Abgleich mit den Standardkurven wurden dann die cGMP-Konzentrationen in den

Perfusatproben ermittelt.

2.5 Statistische Auswertung

Ausgewertet wurden die Parameter pulmonal-arterieller Mitteldruck (mPAP) und
Ventilationsdruck (VP) sowie das relative Lungengewicht. AuBBerdem erfolgte der statistische
Vergleich der cGMP-Konzentrationen.

In der U46619-Versuchsreihe wurden die Messparameter in 15-miniitigen Zeitintervallen nach
Etablierung eines stabilen PAP-Niveaus erfasst. Die genauen Vergleichszeitpunkte waren t= 0,
15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 und 150. Verglichen wurde die U46619-Gruppe mit den
Versuchen mit intravasaler Applikation von BNP. Die Versuche mit BNP-Aerosol wurden mit
U46619 Versuchen verglichen, bei denen NaCl-Aerosol vernebelt wurde.

In der ET-1-Versuchsreihe wurden ebenfalls 15 Minutenintervalle ausgewertet, nachdem ein
stabiler pulmonaler Hypertonus etabliert war. Die Zeitpunkte waren hier t= 0, 60, 75, 90, 105,
120, 135, 150, 165, 180 und 195.

Zum Vergleich der cGMP-Konzentrationen wurden die Perfusatproben zu den Zeitpunkten t=
0, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 und 150 herangezogen. Verglichen wurden die Gruppe der
U46619 behandelten Lungen ohne weitere Intervention mit der Gruppe intravasaler BNP-
Applikation (10 nM). In der Aerosol-Versuchsreihe wurden die Gruppen NaCl-Aerosol und
BNP-Aerosol (200 nM) miteinander verglichen.

Als Kontrollgruppe diente eine solche ohne jegliche Intervention. Vergleichszeitpunkte hier
waren t= 0, 30, 60, 90, 120 und 150. (n=3 je Gruppe)

Als statistischer Test diente entweder der gepaarte t-Test oder die einfaktorielle ANOVA
(Analysis of Variance) mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur. Als statistisch signifikant

galten Werte mit p<0,05.
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3. Versuchsreihen

In den Versuchsreihen wurden die Auswirkungen synthetisch hergestellten BNPs auf die
pulmonale Hidmodynamik und den Ventilationsdruck, die Konzentration des zyklischen
Guanosinmonophosphat (cGMP) und das relative Lungengewicht in zwei unterschiedlichen
Modellen einer pulmonalen Hypertonie untersucht.

Hierfiir wurden folgende Fragestellungen formuliert:

1. Welche Auswirkung hat die systemische Applikation von BNP auf den
pulmonal-arteriellen Mitteldruck am Modell der Thromboxan induzierten

pulmonalen Hypertonie? Besteht dabei eine Dosis-/Wirkungsbeziehung?

2. Ist eine Beeinflussung des pulmonal-arteriellen Mitteldrucks durch
Aerosolierung von BNP sowohl am Modell der Thromboxan als auch ET-1

induzierten pulmonalen Hypertonie mdglich?

3. Werden die beobachteten Effekte iiber das zyklische Guanosinmonophosphat
(cGMP) vermittelt?

Folgende Versuchsgruppen wurden zur Beantwortung der Fragen definiert:

Kontrollgruppe, n=4: keinerlei Intervention

Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie, n=6

Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie mit systemischer
BNP-Dosiswirkungskurve, n=4

Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie mit NaCl-Aerosol als Placebo, n=5

Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie mit BNP-Aerosol, n=5
Endothelin-1 induzierte pulmonale Hypertonie, n=4

Endothelin-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit NaCl-Aerosol als Placebo, n=4

Endothelin-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit BNP-Aerosol, n=4
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3.1 Untersuchungen am Modell der Thromboxan induzierten pulmonalen Hypertonie

3.1.1 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie

Nach 30Ominiitiger Steady-State-Phase wurde das Thromboxanmimetikum U46619 nach
individueller Titration kontinuierlich infundiert. Die jeweilige Dosis wurde so gewéhlt, dass ein
stabiles pulmonal-arterielles Druckniveau von ~25mmHg Mitteldruck erreicht wurde.

Zur Herstellung einer Stammldsung wurde zundchst 1mg U46619 (9,11-Dideoxy-11,9-Epoxy-
Methano-Prostaglandin F 2) (Paesel & Lorei, Frankfurt, Deutschland) mit einem
Molekulargewicht von 350,5g/Mol in 1200 pl DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck, Darmstadt,
Deutschland) geldst und in 25ul Aliquots mit einer Konzentration von 2,4mM bei -20°C
gelagert. 25ul der Stammldsung wurden mit S0ml Perfusat verdiinnt und in eine Perfusorspritze
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) aufgezogen. Die LOsung wurde mittels einer
Perfusorpumpe (Firma Braun, Melsungen, Deutschland) iiber einen separaten
Perfusionsschenkel vor der Blasenfalle in das Perfusionssystem eingeleitet. Die zugefiihrte
U46619-Menge wurde am Ende des Versuchs iiber die Perfusionsspritzenskalierung ermittelt

und betrug 65 bis 650 pmol/kg/min.

3.1.2 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie mit Dosiswirkungskurve von intravasal

appliziertem BNP

Nach Beobachtung eines 15miniitigen stabilen Druckniveaus unter U46619-Infusion wurde das
BNP intravasal appliziert. In den Versuchen wurde BNP in den Konzentrationen 1nM, 5nM,
10nM und 100nM (jeweils n=4) verabreicht. Dabei wurde BNP pro Versuch nur in einer der
genannten Dosen appliziert.

Hierfiir wurde Img BNP (MondoBiotech, Basel, Schweiz) mit einem Molekulargewicht von
3464,04 g/Mol in 1ml NaCl 0,9% gelost und in 100ul Aliquots mit einer Konzentration von
0,3mM bei -80°C gelagert. Die intravasale Applikation erfolgte als Einmalbolus in den

Perfusatvorratsbehilter.
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3.1.3 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie mit NaCl-Aerosol als Placebo

Nach Beobachtung eines 15-miniitigen stabilen Druckniveaus unter U46619-Infusion wurden
1200 pl NaCl 0,9% iiber 15 Minuten aerosoliert. Die Aerosolierung erfolgte mittels eines
Ultraschallverneblers (Optineb®, Nebu-Tec, Elsenfeld, Deutschland), der fiir den

Verabreichungszeitraum in den Inspirationsschenkel eingebracht wurde.

3.1.4 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie mit BNP-Aerosol

Nach Beobachtung eines 15-miniitigen stabilen Druckniveaus unter U46619-Infusion erfolgte
in Analogie zur Placebo-Inhalation die Vernebelung des BNP-Aerosols iiber 15 Minuten.
Hierfiir wurde BNP wie beschrieben aufgelost, mit 1200 pl NaCl 0,9% weiter verdiinnt und mit

einer Konzentration von 200 nM, bezogen auf das zirkulierende Perfusatvolumen, aerosoliert.

3.2 Untersuchungen am Modell der Endothelin-1 induzierten pulmonalen Hypertonie:

3.2.1 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie

Nach einer 30-miniitigen Aquilibrierungsphase wurde ET-1 mit einer einmaligen Dosis von 5
nM in Perfusatvorratsbehélter (intravasal) appliziert. Nach Voruntersuchungen aus unserem
Labor 2'! ist es moglich, mit dieser Dosis ein stabiles pulmonal-arterielles Druckniveau von ~25
mmHg zu erreichen.

Zur Herstellung einer Stammldsung wurden 500 pg ET-1 (Merck, Darmstadt, Deutschland) mit
einem Molekulargewicht von 2492 g/mol in 62,5 pl 80%iger Essigsdure geldst und mit 937,5ul
destiliertem Wasser verdiinnt. Die Losung wurde auf 10 ul Aliquots mit einer Konzentration

von 0,2 mM verteilt und bei -80°C gelagert.

3.2.2 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit NaCl-Aerosol als Placebo

Nach 15-miniitiger Beobachtung eines stabilen Druckniveaus nach ET-1 Applikation wurde

NaCl 0,9% in Analogie zu der U46619-Versuchsreihe, iiber 15 Minuten aerosoliert.
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3.2.3 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit BNP-Aerosol

Nach 15-miniitiger Beobachtung eines stabilen Druckniveaus nach ET-1 Applikation wurde
BNP in einer Konzentration von 200nM analog zu der U46619-Veruschsreihe, iiber 15 Minuten

aerosoliert.

3.3 Standartisierter Versuchsablauf

In allen Versuchsreihen erfolgte die kontinuierliche Registrierung der himodynamischen und
ventilatorischen Parameter sowie des relativen Lungengewichts. Des Weiteren wurde in der
U46619-Veruchsgruppe mit systemischer BNP-Applikation von 10nM die Konzentration von
cGMP mittels Radioimunoassay bestimmt. Die Perfusatproben wurden hierfiir zu den
Zeitpunkten Baseline (unmittelbar vor U46619 Titration, t= 0), nach Dokumentation des
stabilen Druckniveaus iiber 15 Minuten (t= 30) und nachfolgend in 15-miniitigen Abstdnden
(t=45 bis 150 Minuten) entnommen. In der Aerosolgruppe erfolgte die Perfusatprobenentnahme
zu den Zeitpunkten ,,Baseline (t=0), ,,Druckplateau (unmittelbar vor Beginn des BNP-
Aerosols, t=30), am Ende der BNP-Aerosolierung (t=45) und nachfolgend in 15-miniitigen
Abstdnden (t=60 bis t=150). Zu den genannten Zeitpunkten erfolgte ebenfalls die Auswertung
der Paramter Ventilations- (VP) und pulmonal-arterieller (PAP), linksventrikuldrer (LVP)
Druck und des relativen Lungengewichts. Im Rahmen der Kontrollgruppe wurden die
Perfusatproben zu den Zeitpunkten t= 0, 30, 60, 90, 120 und 150 entnommen. In der ETI-
Veruchsreihe erfolgten die Vergleiche unmittelbar vor Intervention und 60, 75, 90, 100, 115,
130, 145, 160, 175 und 190 Minuten nach ET1-Applikation.

3.4 Definition der Vergleichszeitpunkte

Die Aquilibrierungsphase endete mit dem Beginn der U46619-Infusion oder der ET-I-
Applikation. Die Intervention definiert in allen Versuchen den Zeitpunkt ,,t=0.

In der U46619-Versuchsreihe beziehen sich die Zeitangaben auf den Start der U46619-
Infusion. Die Applikation von BNP oder Placebo erfolgte zum Zeitpunkt ,,t=30“. Der
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anschliefende Beobachtungszeitraum wurde auf 120 Minuten festgelegt. Die gesamte
Versuchsdauer (ohne Aquilibrierungsphase) betrug demnach 150 Minuten.

Bezugspunkt der ET-1-Versuchsreihe ist der Zeitpunkt der ET-1-Bolusapplikation. Die
Aerosolierung von BNP oder Placebo erfolgte zum Zeitpunkt ,t=75“. Der folgende
Beobachtungszeitraum wurde ebenfalls auf 120 Minuten festgelegt, die gesamte Versuchsdauer

erstreckte sich damit insgesamt {iber 195 Minuten.

Thromboxan-Versuchsreihe:

BNP i.v.
U46619 i.v. i
Perfusatproben 1 1 1 alle 15 Minuten J
1 1 1 1
Baseline Druckanstieg Plateau | BNP- Beobachtungszeitraum
Aerosol
-30 0 15 30 45 150
Zeit (min)
Endothelin-Versuchsreihe:
ET-1i.v.
Baseline Druckanstieg Plateau | BNP- Beobachtungszeitraum
Aerosol
-30 0 60 75 90 195
Zeit (min)

Abb. 3.4: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs
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4. Ergebnisse

4.1 Kontrollversuche

Am Ende der 30-miniitigen Aquilibrierungsphase lagen die registrierten Driicke in der
Pulmonalarterie (PAP) zwischen 5 und 6 mmHg und die Ventilationsdriicke (VP) bei 2 — 4
cmH,0. Es wurde keine signifikante Verinderung des Lungengewichts beobachtet. Uber einen
Zeitraum von 6 Stunden wiesen weder die himodynamischen Parameter noch der VP oder das
Lungengewicht signifikante Anderungen auf.

Allerdings stieg die cGMP-Konzentration im Verlauf des Versuches von 0,83+0,2 pmol/ml bis

zum Zeitpunkt ,,t=150* etwa linear an, auf Werte von 5,07 1,38 pmol/ml.

4.2 Thromboxan-Versuchsreihe

4.2.1 Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie (Tabelle im Anhang)

Nach individueller Titration von U46619 wurde nach 15 Minuten die angestrebte pulmonal-
arterielle Drucksteigerung von 4,76 +0,4 mmHg auf 25,5 0,26 mmHg erzielt. Ohne weitere
Intervention blieb das Druckniveau iiber 135 Minuten konstant und erreichte zum Ende des
Versuches einen PAP von 25,53 +£0,9 mmHg (Zeitpunkt ,,t=150*). Weder Ventilationsdruck
noch Lungengewicht wiesen iiber den Beobachtungszeitraum signifikante Unterschiede zur
Kontrollgruppe auf.

Die cGMP-Konzentration stieg unter U46619-Infusion von 0,91 +0,11 pmol/ml auf 3,95 +0,83

pmol/ml an, ohne damit signifikant von der Kontrollgruppe abzuweichen.

4.2.2 Dosiswirkungskurve von intravasal appliziertem BNP bei Thromboxan induzierter

pulmonaler Hypertonie (Abb 4.2a und Tabelle im Anhang)

Nach Etablierung eines stabilen PAP-Niveaus iiber 15 Minuten (t=30) durch die kontinuierliche
U46619-Infusion wurde BNP als Bolus intravasal appliziert. Je nach Versuch wurden
unterschiedliche Dosierungsgruppen fiir das BNP verwendet (I nM, 5 nM, 10 nM und 100

nM). Bereits ab einer Dosis von 5 nM konnte eine rasche und dosisabhingige PA-
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Druckminderung registriert werden. Die maximale Drucksenkung wurde bei einer Dosis von 10
nM beobachtet. Dieser Effekt konnte durch eine Dosissteigerung auf 100 nM nicht verstérkt
werden. Hier wurde jedoch zu einem fritheren Zietpunkt die maximale Druckreduktion
beobachtet. Bei Dosen von 5 nM und 10 nM zeigte sich die maximale Druckreduktion 25 bis
30 Minuten nach BNP-Applikation, wihrend bei einer Dosis von 100 nM die niedrigsten PAP-
Werte bereits 10 Minuten nach Applikation registriert wurden. Verglichen mit der
Kontrollgruppe wurden bei allen Versuchen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich

Ventilationsdruck und Lungengewicht registriert.

10-
5_
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£
E
o
< -5
o
<
*
-10- _I
*
*
_15_
l0 v """'IO v """'IO
10 10 107

Log BNP Doses [nM]

Abb. 4.2a: Dosis-/Wirkungskurve von intravasal appliziertem BNP auf den mittleren pulmonal-
arteriellen Druck (mPAP) bei Thromboxan induzierter pulmonaler Hypertonie.
Als Referenz gelten die mPAP-Werte der Thromboxan behandelten Lungen ohne weitere

Intervention (* p<0,01) (n=4 je Gruppe).
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4.2.3 Pharmakodynamik einer Einzeldosis von intravasal appliziertem BNP bei Thromboxan

induzierter pulmonaler Hypertonie (Abb 4.2b und Tabelle im Anhang)

Nach intravasaler Applikation von 10nM BNP wurde eine unmittelbare PAP-Reduktion von
25,5 £0,26 mmHg auf 18,13 +0,95 mmHg binnen 15 Minuten beobachtet (p<0,01). Im
Versuchsverlauf kam es zu einer weiteren Drucksenkung auf ein Minimum von 16,5 £1,59
mmHg. Bis zum Ende des Beobachtungszeitraums wurde die Abnahme des Effektes mit einem
erneuten PAP-Anstieg auf 18,48 +£3,72 mmHg registriert, womit der drucksenkende Effekt
signifikant blieb (p<0,05).

Bei vergleichbarer Ausgangskonzentration fiir das cGMP wurde die PAP-Senkung von einem
raschen Anstieg der cGMP-Konzentration begleitet, die am Ende des Versuchs (t=150) den 6-
fachen Wert der U46619-Kontrollgruppe aufwies (p<<0,001).

BNP
30 47 U 46619 3o
L
]
*%k%x
2
E 201 I E
E S
o <
= =
£ =
o O
E 10 o
10
O_

rrrtrtrrrrr1rr1rrr1rrr1rrr1rrrrrrr ol
30 -15 O 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
time [min]

Abb. 4.2b: Darstellung des mPAP (®) und der cGMP-Konzentration ('V ) nach systemischer
Applikation von 10 nM BNP. Als Referenz gelten die Messwerte fiir mPAP und cGMP zu den

jeweiligen Zeitpunkten der Thromboxan behandelten Lungen ohne jegliche Intervention.
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(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001) (n=4 fiir mPAP-Messwerte; n=3 fiir cGMP-

Konzentrationsmessung).

4.2.4 Placebo-Aerosolierung bei Thromboxan induzierter pulmonaler Hypertonie (Abb 4.2¢
und Tabelle im Anhang)

Die 15-miniitige Kochsalz-Aerosolierung erfolgte 30 Minuten nach Beginn der U46619-
Infusion unter stabilen Druckbedingungen (PAP: 26,5 +£0,56 mmHg). Diese hatte keine
signifikanten Auswirkungen auf PAP (27,12 £1,06 mmHg am Ende des Versuchs), VP oder
Lungengewicht.

Beziiglich der c¢GMP-Konzentration wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede

ermittelt, verglichen mit der Kontrollgruppe.

4.2.5 Auswirkung des BNP-Aerosols auf die Thromboxan induzierte pulmonale Hypertonie

(Abb. 4.2¢ und Tabelle im Anhang)

Die Aerosolierung synthetischen BNPs fiihrte binnen 15 Minuten zu einer raschen und
signifikanten Reduktion des PAP von 25,96 +0,55 mmHg auf 23,52 +0,65 mmHg (p<0,05). Im
Verlauf folgte eine weitere Drucksenkung bis auf ein Minimum von 22 +2,1 mmHg am Ende
des Beobachtungszeitraums. Der drucksenkende Effekt wurde von einem unmittelbaren
Anstieg der cGMP-Konzentration begleitet. Diese wies am Ende des Versuchs eine 3fache
Erhohung im Vergleich zur Placeboaerosolgruppe auf (p<0,05). Ventilationsdriicke und
Lungengewicht wichen nicht signifikant von der Kontrollgruppe ab (siche Abb 4.2d).

Sowohl PAP-Reduktion als auch cGMP-Zunahme waren in ihrer Auspragung nicht so stark wie

nach intravasaler Applikation von BNP (siche Abb 4.2d).
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Abb. 4.2c: Einfluss der Aerosolierung von BNP (®) und NaCl (V) auf den mPAP bei

Thromboxan induzierter PH. Verglichen wurde der mPAP der beiden Gruppen an den

Jjeweiligen Zeipunkten (* p<0,05) (n=5 je Gruppe).
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Abb. 4.2d: Vergleich der cGMP-Konzentration bei Thromboxan induzierter pulmonaler
Hypertonie. Verglichen wurden die Gruppen ohne weitere Intervention (Kurve nicht
dargestellt) und nach systemischer BNP-Applikation (V ), sowie die Gruppen NaCl-Aerosol
(A) und BNP-Aerosol (¢). Die Werte der Gruppen ohne weitere Intervention und NaCl-

Aerosol zeigten keine signifikanten Abweichungen untereinander (* p<0,05; ** p<0,001) (n=3
je Gruppe).

4.3 Endothelin-1-Versuchsreihe

4.3.1 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie (Tabelle im Anhang)

Nach 30-miniitiger Aquilibrierungsphase wurde ET-1 als Bolus intravasal appliziert. Dieser
bewirkte einen raschen und kontinuierlichen PAP-Anstieg iiber 60 Minuten und gipfelte
schlieBlich in einem Plateau von 25,78 1,95 mmHg. Dies blieb ohne weitere Intervention iiber
135 Minuten konstant. Ventilationsdruck und Lungengewicht wiesen, verglichen mit der
Kontrollgruppe, wiederum keine signifikanten Abweichungen auf.
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4.3.2 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit Placebo-Aerosolierung (Abb 4.3 und Tabelle

im Anhang)

Unter stabilen Druckbedingungen von 27 +2,16 mmHg erfolgte die Kochsalz-Aerosolierung
iiber eine Dauer von 15 Minuten, 60 Minuten nach der urspriinglichen ET-1 Applikation.
Wihrend der Verneblungsphase und in den folgenden 120 Minuten wurden keine signifikanten
Abweichungen von der Kontrollgruppe beziiglich PAP, VP und Lungengewicht beobachtet.
Das PA-Druckplateau war dariiber hinaus bis zum Ende des Versuchs stabil (PAP auf 25,8
+1,71 mmHg).

4.3.3 ET-1 induzierte pulmonale Hypertonie mit BNP-Aerosolierung (Abb 4.3 und Tabelle im
Anhang)

Die Aerosolierung von BNP bewirkte binnen 15 Minuten eine rasche und signifikante PAP-
Reduktion von 24,88 £2,13 mmHg auf 21,8 £2,13 mmHg (p<0,05). Im Verlauf kam es zu einer
weiteren Abnahme des PAP (19,9 +2,51 mmHg) 30 Minuten nach Start der Aerosolierung
(t=105) und erreichte ein Minimum von 17,1 £2,47 mmHg (p<0,05) am Ende des Versuchs.

Dabei wurden weder Ventilationsdruck noch Lungengewicht signifikant beeinflusst.
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Abb. 4.3: Einfluss der Aerosolierung von BNP (V) und NaCl (e) auf den mPAP bei ET-1

induzierter PH. Verglichen wurde der mPAP der beiden Gruppen an den jeweiligen Zeipunkten

(* p<0,05) (n=3 je Gruppe).
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5. Diskussion

Die pulmonale Hypertonie stellt eine schwere Erkrankung mit schlechter Prognose dar. Dabei
nimmt die Vasokonstriktion als frilhe Komponente eine entscheidende Rolle in der
Pathophysiologie ein. Bis heute sind die therapeutischen Moglichkeiten begrenzt, nicht zuletzt
auf Grund systemischer Nebenwirkungen bei intravendser Applikation. Darauthin hat sich die
Aerosolierung von vasodilatierenden Substanzen wie NO und Prostazyklin als therapeutischer
Ansatz etabliert. Bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie sind die BNP-Serumspiegel
kompensatorisch erhoht. Die natriuretischen und vasodilatierenden Eigenschaften von BNP
werden bereits im Rahmen der Herzinsuffizienz therapeutisch genutzt.

Die vorliegenden Untersuchungen an der isolierten Kaninchenlunge zeigen die akute pulmonal
vasodilatierende Potenz von exogenem BNP in zwei unterschiedlichen nicht-hypoxischen
Modellen der pulmonalen Hypertonie. Diese Effekte wurden sowohl nach systemischer
Applikation als auch nach Aerosolierung von BNP beobachtet. Mit dieser Untersuchung gelingt
der Nachweis einer erhaltenen Vasoaktivitit eines natriuretischen Peptides nach seiner
Verneblung in die Lunge.

Eine anhaltende pulmonale Vasokonstriktion ist ein Charakteristikum der pulmonalen

Hypertonie "

. Entscheidende Mediatoren in der Vermittlung einer solchen pulmonalen
Vasokonstriktion sind Thromboxan und Endothelin-1 ***®, In der vorliegenden Arbeit wurden
zur Etablierung einer stabilen pulmonalen Vasokonstriktion das Thromboxanmimetikum
U46619 und Endothelin-1 verwendet. Deren Applikation fithrt zu einer Steigerung des
pulmonal-vaskuldren =~ Widerstands {iber eine vorwiegend préikapillire pulmonale

_ 02214
Vasokonstriktion ™

. Sie sind etablierte Mediatoren zur Ausbildung einer artifiziellen
pulmonalen Hypertonie *''*'>*'° Dabei ist zu bemerken, dass gerade das U46619 im Vorfeld
meist als Modell zur Entwicklung eines akuten Lungenversagens genutzt wurde, da es
zusitzlich zur pulmonalen Vasokonstriktion auch zu einer Extravasation von
Perfusionsfliissigkeit fithrt und damit zur Ausbildung eines Lungenddems. Die damit
verbundenen Storungen des Gasaustauschs sind ein klassisches Charakteristikum des akuten
Lungenversagens” . Da allerdings die Ausbildung eines Lungenddems die Untersuchung der
pulmonalen Vasoreaktivitit nachhaltig beeinflussen kann, wurde im Gegensatz zu den fritheren
Untersuchungen in dieser Arbeit eine stabile pulmonale Vasokonstriktion angestrebt ohne
gleichzeitige Entwicklung eines signifikanten Lungenddems. Dies konnte sowohl durch die

kontinuierliche Infusion von U46619 errreicht werden, als auch durch die einmalige Bolusgabe

von ET-1. In den angewandten Dosierungen fiihrte die jeweilige Applikation in etwa zu einer
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vierfachen Erhohung des Pulmonalarteriendruckes ohne Ausbildung eines Lungenddems. Die
Etablierung eines stabilen Druckniveaus war entscheidend, um eine an die Pathophysiologie der
pulmonalen Hypertonie angeglichene Situation zu erreichen. Uber den gesamten
Versuchszeitraum von etwa zwei Stunden konnte nach einem (bei ET-1 und U46619
unterschiedlich langen) Druckanstieg eine Plateauphase erreicht werden, die es erlaubte, die
biologischen Effekte des BNP anhand seiner vasodilatierenden Eigenschaften zu untersuchen.
Steigende Dosierungen von BNP wurden in die Pufferlosung der U46619-vorbehandelten
Lungen appliziert. Wenige Minuten nach Applikation wurde eine signifikante Reduktion des
PAP beobachtet. Das Ausmall der Wirkung war dabei klar dosisabhidngig. In den
entsprechenden Versuchen zur Beschreibung der Pharmakodynamik wéahrend eines
zweistiindigen Beobachtungszeitraums lieB sich der PA-drucksenkende Effekt iiber den
gesamten Zeitraum nachweisen.

Die antagonisierende Wirkung exogenen BNPs auf die Hypoxie-induzierte pulmonale
Vasokonstriktion bei gesunden Probanden wurde bereits von Cargill und Mitarbeitern

. 196
beschrieben

. Zudem bewirkt die chronische Infusion von BNP die Abschwichung des
Remodellingprozesses bei chronisch Hypoxie-exponierten Ratten *'®. Da die NO-Bildung
sauerstoffabhéngig ist, kommt es unter alveoldr-hypoxischen Zustinden zur Verminderung der
endothelialen NO-Produktion und damit zu einer verminderten cGMP-Generierung. Dies
erklirt unter anderem, warum in solch defizitdren Zustdnden das exogen zugefiihrte NO als
Prototyp eines pulmonalen Vasodilatators gilt . Der natriuretische Peptid- und der NO-
Signalweg werden im arteriellen Gewebe anscheinend invers reguliert. So kommt es in
isoliertem vaskuldren Gewebe durch experimentelle Hemmung des NO/sGC-Signalwegs zur
Sensitivierung des NP/pGC-Signalwegs und umgekehrt. AuBlerdem fiihrt die Aktivierung eines

der beiden Signalwege zur Hemmung des Anderen '

. Dies konnte die gesteigerte und
vermutlich gegenregulatorische Bedeutung von BNP im Rahmen der beschriebenen Studien
miterkldren. Es ist allerdings festzustellen, dass die Hypoxie-induzierte pulmonale
Vasokonstriktion einen physiologischen Reflex darstellt, der die Umverteilung des Blutflusses
von minderventilierten zu normoventilierten Lungenarealen sichert. In den genannten Studien
wurde dieser Reflex durch die Gabe exogenen BNPs allerdings antagonisiert, so dass eine
vermehrte Shuntperfusion und arterielle Hypoxdmie resultieren konnte. Bisher wurde die
vasodilatierende Potenz von BNP noch nicht an einem nicht-hypoxischen quasi in-vivo-Modell
der pulmonalen Hypertonie untersucht.

Die verschiedenen biologischen Effekte von BNP werden iiber den natriuretischen Peptid

Rezeptor Typ A (NPR-A) vermittelt. Die rezeptorgebundene Guanylatzyklase (pGC) fiihrt zur
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Generierung von zyklischem GMP (cGMP) *"°. Wie bereits erwihnt, fihrt auch NO zur

220 Daher gilt

gesteigerten cGMP-Synthese, jedoch iiber die 16sliche Guanylatzyklase (sGC)
cGMP als ein bedeutender second-messenger in der Vermittlung vasodilatierender Effekte an
der glatten pulmonalen Gefimuskelzelle **.

Die zentrale Bedeutung der zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP in der Regulation des
pulmonal-vaskuldren Tonus wurde mehrfach gezeigt. Erhéhte cGMP-Spiegel, entweder iiber
eine gesteigerte Produktion oder iiber die Inhibition des vorherrschenden Abbauenzyms, der
Phosphodiesterase 5 (PDES), haben akute vasodilatierende Effekte in der experimentellen
pulmonalen Hypertonie. cGMP-generierendes NO und der PDES-Inhibitor Sildenafil sind
inzwischen etablierte therapeutische Ansitze im Rahmen der PAH 221222,

Analog dazu verhalten sich cAMP-generierende Substanzen wie PGI, und Iloprost
beziehungsweise solche Substanzen, die den Abbau der cAMP metabolisierenden Isoenzyme
der Phoshpodiesterasen (PDE3 und -4) hemmen. Die pulmonal vasodilatierende Potenz der
genannten Substanzen wurde in experimentellen wie klinischen Studien belegt "**'*'%2. Dariiber
hinaus fiihrt die chronische Applikation cAMP erh6hender Substanzen zu positiven Effekten

d **. Von entscheidender Bedeutung

auf chronische Umbauvorginge der LungengefdBwan
konnte in diesem Zusammenhang die enge Verkniipfung der cGMP- und cAMP-Signalwege
sein. cGMP bewirkt liber Inhibition der Phosphodiesterase Typ 3 (PDE3) einen verminderten
Abbau von cAMP und folglich eine Erhéhung der intrazelluliren cAMP-Konzentration ***.
Zudem fithren hohe cGMP-Konzentrationen zu einer Kreuzaktivierung der cAMP-abhidngigen
Proteinkinase A (PKA) *. Die Folge sind vasodilatierende und direkt antiproliferative Effekte.
Alle bisher zur Therapie der pulmonalen Hypertonie etablierten Substanzen haben
vasodilatierende Effekte. Die Vasodilatation ist gleichbedeutend mit einer Reduktion der bei
hypertensiven Zustinden auf das pulmonale Gefaflbett wirkenden Scherkrifte. Diese wiederum
stellen einen Reiz fiir den chronischen GefaBBumbau dar. Schlussfolgernd konnten akut
vasodilatierende Effekte per se einen hemmenden Einfluss auf den chronischen GefdBumbau
ausiiben. Dies wiederum wiirde die Bedeutung eines akuten vasodilatativen Effekts als
therapeutischen Ansatz im chronischen Prozess der PAH unterstreichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Radioimmunoassay die Perfusatkonzentration
zirkulierenden cGMPs bestimmt. Unmittelbar nach nur einmaliger intravasaler BNP-
Bolusapplikation wurde ein dramatischer Anstieg der cGMP-Konzentration beobachtet. Der

cGMP-Spiegel stieg iiber den gesamten Beobachtungszeitraum stetig an und erreichte

Maximalwerte am Ende des Versuchs. Verglichen mit der U46619-Kontrollgruppe wiesen

51



diese um mehr als das sechsfache gesteigerte Konzentrationen auf. Die cGMP-Erhéhung wurde
von einem signifikanten Abfall des Pulmonalarteriendrucks begleitet.

Die Ergebnisse unterstreichen, dass die Lunge iiber Kapazititen verfiigt, signifikante und
biologisch wirksame Mengen cGMP zu synthetisieren. Des Weiteren sind die Beobachtungen
gut mit der Annahme vereinbar, dass dieses Potential NPR-A-vermittelt erreicht werden kann.
Die Ergebnisse einer gesteigerten cGMP-Konzentration nach intravasaler Verabreichung
natriuretischer Peptide werden von klinischen und experimentellen Untersuchungen gestiitzt.
Holmes und Mitarbeiter beobachteten einen unmittelbaren cGMP-Anstieg nach Beginn einer
BNP-Infusion bei gesunden Probanden **. McGregor et al berichteten von einer signifikant
vermehrten renalen cGMP-Ausscheidung wihrend einer BNP-Infusion bei Gesunden .

In einer experimentellen Studie von Schermuly et al. fiihrte die Infusion von Urodilatin, einer in
der Niere synthetisierten alternativen ANP-Spaltvariante, zu einem Anstieg der cGMP-
Plasmakonzentration und zur nicht-selektiven systemischen und pulmonalen Vasodilation im
Kaninchen-Ganztiermodell 2. Da die inhalative Co-Applikation eines PDE5-Inhibitors eine
zusitzliche Steigerung des vasodilatierenden Effekts bewirkte, wurde schlussfolgernd die
Lunge als Hauptbildungsorgan fiir cGMP im Ganztiermodell betrachtet. Jedoch bleibt in
diesem Modell eine extrapulmonale, durch Urodilatin vermittelte Rezeptoraktivierung und
cGMP-Generierung moglich, womit die Lunge als ¢cGMP-Bildungsort nicht abschlieend
bestimmt werden kann. Unsere Daten ergénzen die Beobachtungen von Schermuly et al, da wir
eine extrapulmonale cGMP-Synthese in Abhdngigkeit von BNP am isolierten Lungenmodell
ausschlieen konnen. Dariiber hinaus konnten wir eine gesteigerte cGMP-Produktion nicht nur
nach intravasaler Verabreichung, sondern auch nach BNP-Aerosolierung beschreiben.

Die intravasale Verabreichung pulmonal-vasodilatierender = Substanzen kann zur
Verschlechterung des  Ventilations-Perfusions-Verhiltnisses ~ beitragen. Durch  eine
Perfusionssteigerung in bereits minderventilierte Lungenareale wird ein Abfall der arteriellen
Sauerstoffsittigung und die klinische Verschlechterung des Patienten begiinstigt **. Zur
Vermeidung dieses Problems hat die inhalative Verabreichung vasodilatierender Substanzen

32215 Dadurch kann sowohl eine pulmonale als auch

wie Prostazyklin oder NO beigetragen
intrapulmonale Selektivitdit mit bevorzugter Vasodilatation im Bereich gut ventilierter
Lungenareale erreicht werden.

In der vorliegenden Studie wurde BNP via Aerosol iiber die Dauer von 15 Minuten appliziert.
Unmittelbar nach Beginn der Aerosolierung wurde eine signifikante Reduktion des mPAP
registriert, der liber den gesamten Beobachtungszeitraum anhielt. Analog zur intravasalen BNP-

Applikation wurde eine in enger zeitlicher Relation stehende Erhohung der zirkulierenden
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cGMP-Konzentration gemessen. Diese erreichte den maximal 3-fachen Wert verglichen mit der
Placebo-Aerosolgruppe am Ende des Versuchs. In der BNP-Aerosolversuchsreihe waren diese
Effekte signifikant, jedoch weniger ausgeprigt als nach intravasaler Applikation von BNP.

Nach unserem Wissensstand stellen die beschriebenen Versuche die erste Studie iiber eine
BNP-Applikation via Aerosol dar. Damit ist es die erste Studie zur Vernebelung natriuretischer
Peptide und die zweite Studie zur Vernebelung von Peptiden im Rahmen der pulmonalen
Hypertonie liberhaupt. So konnte in klinischen Studien die erhaltene vasodilatative Aktvitét

227:228
7228 1

nach Aerosolierung des Vasoaktiven Intestinalen Peptids (VIP) nachgewiesen werden n

klinischen Studien wurde zudem an kleinen Kollektiven die bronchodilatatorische Potenz von
ANP nach Applikation als Aerosol nachgewiesen **7>.

Angus und Mitarbeiter konnten aulerdem den Nachweis erhohter cGMP-Serumspiegel nach
ANP-Aerosolierung erbringen 229,

Die erhaltene Bioaktivitit von Peptiden nach Applikation iiber die Luftwege ist dabei
keineswegs selbstverstindlich. Dagegen spricht die hohe proteolytische Aktivitdt auf der

184;231-233

Oberfldche trachealer und pulmonaler Epithelzellen lokalisierter Enzyme . Johnson et

al konnten hohe Konzentrationen der neutralen Endopeptidase 24.11 (NEP) in humanen oberen

Luftwegen und in den Alveolarsepten nachweisen '™

. Des Weiteren gibt es limitierende
Faktoren im spezifischen Abbau der natriuretischen Peptide. So begiinstigen wohl auch hohe
Konzentrationen des Clearance-Rezeptors NPR-C die schnelle Elimination von BNP. Dieser
wurde auf der Oberfliche trachealer Epithelzellen von Ratten als auch auf humanen

122;173;234

pulmonalen GefaBmuskelzellen nachgewiesen . Da es sich bei der Absorption von

Peptiden tiber die alveoldr-kapilldre Barriere um einen passiven parazelluliren Prozess handelt,
wird intrazelluldren Peptidasen keine Bedeutung zugewiesen **°.

Die genannten proteolytischen Faktoren konnten die hohe Dosis erkldren, die in der
vorliegenden Arbeit fiir eine signifikante Erhohung des cGMP-Serumspiegels beziehungsweise
Reduktion des mPAP notwendig war. Auch Hulks et al benétigten hohe Dosen ANP um eine
bronchodilatative Aktivitdt via Aerosolierung zu erhalten. Sie erkldrten dies mit dem
Mechanismus einer dadurch erreichten Sittigung der fiir den Abbau zustindigen Enzyme **°.
Unsere Studie weist eindeutige Limitierungen auf. Es konnten lediglich akute Effekte einer
BNP-Applikation beschrieben werden. Somit bleiben die Auswirkungen einer chronischen
Behandlung unklar. Weiterhin unsicher bleibt auch, ob eine zusdtzliche Erhéhung der BNP-
Plasmaspiegel einen positiven Effekt im chronisch pulmonal-hypertensiven Stadium hat, da zu

diesem Zeitpunkt das NP-System ohnehin hochreguliert ist ®°. Jedoch zeigten die Ergebnisse

eines pulmonalen Hypertonie-Modells durch chronische Hypoxie, dass die dauerhafte
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Behandlung mit BNP positive Effekte auf die chronische pulmonale Hypertension haben kann
¢ Des Weiteren ist Sildenafil, welches intrazellulire cGMP-Spiegel durch Hemmung der
cGMP-abbauenden Enzyms PDE-5 induziert, bereits eine etablierte Therapieoption bei
Patienten mit chronischer PAH 7"7*7® In einer klinischen Studie konnten zudem positive
Effekte einer Kombinationstherapie, bestehend aus Sildenafil und BNP, nachgewiesen werden.
Die PAP-Reduktion war dabei stirker ausgeprdgt als bei der Monotherapie der beiden

237
Substanzen

. Zhao et al beobachteten eine verminderte Wirkung von Sildenafil bei NPR-A-
Knock-Out-Méusen. Sie schlussfolgerten, dass ein intaktes NPR-A-System fiir die Wirkung
von Sildenafil entscheidend sei ’°. Ein intaktes NPR-A-System beinhaltet neben dem Rezeptor
eine addquate Stimmulation durch BNP und ANP.

AuBerdem limitierend ist, dass keine Untersuchungen beziiglich des Ventilations-/Perfusions-
Verhiltnisses durchgefiihrt wurden. Es kann daher nur mittels vorangegangener Studien mit
inhalativen Vasodilatatoren spekuliert werden, dass die BNP-Aerosolierung zusitzlich
intrapulmonalselektive und somit positive Effekte auf den Gasaustausch hat.

Im Rahmen unserer Studien wurden keine Untersuchungen zur Co-Applikation exogenen BNPs
und Inhibitoren der PDE-5 durchgefiihrt, womit wir einen mdglichen additiven Effekt durch
beispielsweise Sildenafil nicht beweisen konnen. Jedoch konnten bereits experimentelle und
klinische Studien den Nutzen einer Kombination aus Nucleotid-generierenden Substanzen und
Inhibition ihrer Abbauenzyme nachweisen ''*"%*!7.

Die vorliegende Arbeit konnte keine endgiiltige Aussage iiber die Signaltransduktion des
beobachteten vasodilatierenden Effekts treffen. Die NPR-A vermittelte Wirkung von BNP
wurde vielfach beschrieben **'®. Zudem gelang uns der Nachweis einer ¢cGMP-Erhohung
sowohl nach intravasaler als auch inhalativer Verabreichung, die in engem zeitlichem
Verhéltnis zur Vasodilatation stand. Somit kann der NPR-A-cGMP-Signalweg fiir die
Vermittlung der beobachteten vasoaktiven Effekte fiir beide Applikationswege als
wahrscheinlich gelten.

Trotz der beschriebenen limitierenden Faktoren gelingt mit der vorliegenden Arbeit der
Nachweis der vasodilatierenden Potenz exogenen BNPs an einem nicht-hypoxischen Modell
der akuten pulmonal-arteriellen Hypertonie. Erstmalig wurde der Beweis einer erhaltenen
pulmonalen Vasoaktivitit von BNP nach seiner Vernebelung in die Lunge erbracht. Die

Ergebnisse stehen im Einklang mit der Annahme, dass die beobachteten vasodilatierenden

Effekte sowohl nach intravasaler als auch inhalativer Applikation cGMP vermittelt sind.
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6. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte bei akuter pulmonaler nicht-hypoxischer Vasokonstriktion
die drucksenkende Wirkung von BNP durch intravasale und inhalative Applikation
nachgewiesen werden. Der Nachweis der begleitend gesteigerten cGMP-Konzentration lief3

Riickschliisse auf die Signaltransduktion des vasodilatierenden Effekts zu.

Diese Ergebnisse geben Anreiz zur Uberpriifung eines eventuell synergistischen und additiven
Effekts durch Ko-Applikation eines PDES-Inhibitors (z.B. Sildenafil) am Modell der akuten
pulmonalen Hypertonie. Sowohl die systemische als auch die inhalative Verabreichung wiren
Gegenstand weiterer Untersuchungen hinsichtlich mdglicher Therapieoptionen. Die hier
verwendeten Modelle der U46619- und ET-1-induzierten PH an der isolierten Kaninchenlunge
wiren diesbeziiglich addquate Versuchsautbauten.

Von besonderem Interesse wire hier eine hohe, auf das Zielorgan beschrénkte, lokale cGMP-
Generierung durch die Aerosolierung von BNP. Durch zusitzliche Hemmung der vor allem in
der Lunge exprimierten PDE-5 "'’ konnte eine hohe pulmonale und intrapulmonale
Selektivitdt erreicht werden. Klinger et al konnten bereits an PAH-Patienten die
vasodilatierende Wirkung einer BNP-Sildenafil-Kombinationtherapie nachweisen. Die
Reduktion des mPAP war dabei stirker ausgeprigt als bei der Monotherapie der beiden
Substanzen >’

Die Aecrosolierung von BNP konnte weiter an Bedeutung gewinnen, weil auch eine
bronchodilatative Potenz von intravendsem BNP bei Asthmapatienten nachgewiesen wurde >**.
Zudem hat die Aerosolierung von ANP in klinischen Studien bereits bronchodilatierende
Effekte bei Asthmapatienten gezeigt **°.

Bei der BNP-Aerosolierung wire zudem die Ko-Applikation eines Endopeptidase-Inhibitors
(NEP-Inhibitor) mit eventuell potenzierender Wirkung denkbar. Klinische Studien im Rahmen

der Asthmatherapie zeigten eine verldngerte Wirkungszeit von aerosoliertem ANP nach Ko-

Applikation des NEP-Inhibitors Thiorphan .

Dartiber hinaus wire der Einfluss von BNP auf die pulmonale Himodynamik in einem Modell
der chronischen pulmonalen Hypertonie von groem Interesse. Modelle zur Erzeugung einer
experimentellen chronischen PH sind beispielsweise durch die Verabreichung von

Monocrotalin oder durch chronische Hypoxie an der Ratte beschrieben.
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Hier konnte zunidchst eine Akuttestung &dhnlich unserem Versuchsaufbau jedoch mit
vorbestehender chronischer PH Auskunft iiber eine mdglicherweise verénderte Vasoreagibilitét
im Verlauf einer sich entwickelnden oder manifesten PH geben. Eventuell wiirde zudem eine
Zellkultur von Endothel- oder glatten Muskelzellen Aufschluss geben iiber Rezeptor- oder
Mediatorveranderungen, die die mangelnde gegenregulatorische Potenz trotz hoher BNP-
Spiegel bei PAH erkldren konnten. Mit Hilfe chronischer BNP-Applikationen wiére dessen
Einflussnahme auf fortschreitende Umbauvorgidnge (Remodelling) im Rahmen einer
chronischen PH beurteilbar. Neben histologischen Préparaten konnten Zellkulturtestungen
Riickschliisse auf den Einfluss von BNP auf die PAH zulassen. Daraus ergében sich
Moglichkeiten zur Untersuchung unterschiedlicher Synthesemuster auf Protein- oder mRNA-
Ebene mittels ELISA bzw. PCR (Polymerase-Kettenreaktion). So kdnnte der Einfluss auf die
Expression wichtiger Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel VEGF und PDGF sowie ET-1
beurteilt werden.

Auch im chronischen PH-Modell wire der Vergleich von systemischer und inhalativer BNP-
Gabe notwendig. Ebenso konnte die Ko-Applikation von PDES5- oder NEP-Inhibitoren in
Betracht gezogen werden, um héhere Wirkstoftkonzentrationen und ldngere Wirkungsdauer zu

erzielen.

Zu einem spdteren Zeitpunkt wiirde eine klinische Testung mit BNP-Aerosolierung wichtige
Einblicke in ein mogliches therapeutisches Anwendungsgebiet liefern. Als erster Schritt konnte
hierzu im Rechtsherzkatheter mit einschleichenden BNP-Dosen die hdmodynamischen

Auswirkungen untersucht werden.
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7. Zusammenfassung

Die pulmonal-arterielle Hypertonie stellt eine schwere Erkrankung mit einer stark
eingeschrinkten Prognose dar. Bedeutende pathophysiologische Mechanismen sind die
Vasokonstriktion sowie der fortschreitende Umbau des pulmonalen Gefdl3betts. Im Verlauf der
Erkrankung kommt es zu ansteigenden Plasmaspiegeln des B-Type Natriuretic Peptides (BNP).
Diese korrelieren mit der Schwere der Erkrankung und gelten als prognostische Indikatoren.
BNP bewirkt iiber den Natriuretischen Peptid Rezeptor Typ-A (NPR-A) die Generierung von
zyklischem GMP. Die vasodilatierende und antiproliferative Wirkung zyklischer Nukleotide
hat zur therapeutischen Anwendung cGMP und cAMP-generierender Substanzen wie NO,
Sildenafil und Iloprost im Rahmen der PAH gefiihrt. Zudem kann {iber die inhalative
Verabreichung eine pulmonale Selektivitdit mit Vermeidung systemischer Nebenwirkungen
erzielt werden. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, die hdmodynamischen
Auswirkungen von BNP auf die Lungenzirkulation zu untersuchen. Es galt zu priifen, ob die
Beeinflussung des pulmonal-arteriellen Drucks durch sowohl intravasale als auch inhalative
Applikation moglich ist. Der Klarung bedurfte es, ob die beobachteten Effekte iiber cGMP
vermittelt werden.

Die Studien wurden an einer experimentell erzeugten akuten pulmonalen Hypertonie am
etablierten Modell der isoliert ventilierten und blutfrei perfundierten Kaninchenlunge
durchgefiihrt. Untersucht wurden der pulmonal-arterielle Druck, das relative Lungengewicht als
MaB der Odementwicklung sowie die zirkulierende cGMP-Konzentration, die mittels eines
kommerziellen Radioimmunoessays bestimmt wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde die
pulmonal-arteriell drucksenkende Wirkung von BNP gezeigt. Der Effekt wurde sowohl
unmittelbar nach intravasaler als auch — etwas geringer ausgepréigt - inhalativer Applikation
beobachtet. Damit gelang erstmalig der Nachweis einer erhaltenen Vasoaktivitdt von BNP nach
Aerosolierung und inhalativer Applikation. Die Drucksenkung wurde jeweils von einem
signifikanten Anstieg der zirkulierenden cGMP-Konzentration begleitet. Die beobachteten
Effekte und Konzentrationverliufe von cGMP legen nahe, dass die vasodilatierende Wirkung
von BNP unabhéngig vom Applikationsmodus, iiber den NPR-A-cGMP-Signalweg vermittelt
wird.

Ansitze nachfolgender Untersuchungen liegen in der Erforschung einer Beeinflussung
chronischer pulmonal-hypertensiver Zustinde. Diese konnten Aufschluss {iber eine
moglicherweise verdnderte Vasoreagibilitit gegeniiber BNP im Krankheitsverlauf geben. Die

Erprobung einer kombinierten Applikation aus BNP-Aerosol und PDES-Inhibitoren
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hinsichtlich Hdmodynamik und Umbauvorgidnge der Lungenstrombahn wéren von
therapeutischer Bedeutung. Auch die Kombination aus aerosoliertem BNP und NEP-
Inhibitoren wiren hinsichtlich wirkungsverstirkender Ansétze von Interesse. Dies bliebe
sowohl in experimentellen als auch klinischen Studien zu priifen. Entsprechende experimentelle

und mogliche klinische Studien werden derzeit konzipiert.
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9. Materialien

9.1 Substanzen

Bacillol (Bode Chemie, Hamburg, Deutschland)

BNP = synthetisch hergestelltes BNP (Mondo Biotech, Basel, Schweiz)
CO,

Cutasept (Bode Chemie, Hamburg, Deutschland)

DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck, Darmstadt, Deutschland)
Endothelin-1 (Calbiochem (Merck))

Heparin-Natrium (Braun, Melsungen, Deutschalnd)

Ketamin (Inresa, Freiburg, Deutschland)

Krebs-Henseleit-Puffer (Serag-Wiessner, Naila, Deutschland)

NaCl 0,9% (Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland)
Natriumhydrogencarbonat (DeltaSelect, Dreieich, Deutschland)

U 46619 (9,11-Dideoxy-9a,11a-methanoepoxyprostaglandin F,, ) (Paesel-Lorei, Frankfurt,
Deutschland)

Xylazin (Bayer, Leverkusen, Deutschland)

Xylocain (Astra Zeneca, Wedel, Deutschland)

9.2 Geréte / Herstellerangaben

ABL 500 (Radiometer GmbH, Willich-Schietbahn, Deutschland)

AD/DA — Wandlerkarte (Dicision via Harvard Apparatus, Holliston, USA)

Druckaufnehmer ,,Single-Use-Pressure-Transducer (Braun, Melsungen, Deutschland)
Drucker ,,Epson Stylus C66* (Epson, Meerbusch, Deutschland)

Einmalspritzen 2ml / S5ml / 10 ml ,,BD Discardit II* (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
Farbmonitor

Filter “Iso-Gard Filter S” (Hudson RCI, High Wycombe, England))

Kaniilen “BD Microlance” (Becton Dickinson)

Latexhandschuhe (Semperit, Gevelsberg, Deutschland)

Messverstdrker ,,Scout 55 (Hottinger Baldwin Messtechnik GmbH, Darmstadt, Deutschland)
Perfusorpumpe ,,871582/3 (Braun)
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Perfusorspritze ,,BD Plastipak* (Becton Dickinson)

Personal Computer

Rasierer ,,Favorita I1* (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland)
Rollerpumpe ,,MCP Standard*“ (Ismatec, Wertheim, Deutschland)
Harvard Kleintierbeatmungspumpe ,,UB 6025 (Hugo Sachs Elektronik, March Hugstetten,
Deutschland)

Vernebler ,,Optineb ® (Nebu-Tec, Elsenfeld, Deutschland)
Verstirker ,, PLUGSYS-DBA* (Hugo Sachs Elektronik)

Waage ,,Scout Pro* (Ohaus, GieBBen, Deutschland)

Wigezelle (Hottinger Baldwin Messtechnik)

Wiérmepumpe ,,DC 5 (Haake, Karlsruhe, Deutschland)
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12. Anhang

Tabellen

U46-Versuche mit systemischer BNP-Ap

plikation - mittlerer Pulmonalarteriendruck

U46-Kontrolle (n=7)

U46 + BNP 1nM (n=4)

U46 + BNP 5nM (n=4)

U46 + BNP 10 nM (n=4)

U46 + BNP 100 nM (n=4)

Kontrollversuch (n=4)

Intervention Zeit] Mittelwert SEM | Mittelwert  SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Baseline Start -30 min 5,00 0,23 4,70 0,32 6,13 0,63 5,93 0,52 5,40 0,41 6,63 1,03
U46 Start 0 min 4,80 0,38 4,76 0,40 5,98 0,41 5,88 0,52 5,88 0,37 6,35 1,03
Plateau Start| 15 min 5,30 0,36 25,50 0,26 25,98 0,45 24,90 0,23 25,50 0,31 25,60 0,38
Intervention 30 min 5,35 0,55 25,40 0,19 25,98 0,23 24,83 0,40 25,65 0,43 26,30 0,15
5 35 min 5,18 0,60 25,51 0,30 24,38 0,18 21,95 0,62 22,65 0,64 18,70 0,80

10 40 min 5,48 0,56 25,74 0,38 24,73 0,08 20,50 0,84 19,90 0,72 16,65 0,79

15, 45 min 5,30 0,41 25,94 0,38 25,63 0,51 19,53 1,12 18,13 0,95 16,85 0,76

20 50 min 5,43 0,45 25,86 0,33 26,73 0,67 19,45 1,32 16,78 1,32 17,13 0,86

25 55 min 5,88 0,53 26,11 0,46 27,20 0,94 19,23 1,56 16,95 1,35 17,28 0,60

30 60 min 5,63 0,23 26,14 0,36 28,25 1,37 19,30 1,56 16,50 1,59 17,95 0,68

35 65 min 5,60 0,45 26,30 0,45 29,10 1,23 19,25 1,52 16,75 1,69 18,73 0,53

40, 70 min 5,38 0,28 26,04 0,44 29,30 1,78 19,65 1,58 17,23 1,75 19,25 1,14

45 75 min 5,93 0,28 26,11 0,48 30,03 1,86 19,35 1,58 17,35 1,88 19,83 1,09

50 80 min 5,55 0,41 25,46 0,53 30,50 2,43 19,63 1,40 18,08 2,28 19,78 1,49

55 85 min 5,88 0,43 25,71 0,53 30,90 2,42 19,70 1,45 17,75 2,19 20,20 1,30

60 90 min 5,50 0,19 25,20 0,58 31,40 2,57 19,43 1,11 18,30 2,53 20,50 1,46

65 95 min 5,83 0,46 25,26 0,63 30,88 2,37 20,33 0,88 18,25 2,69 20,85 1,51

70 100 min 5,78 0,20 25,29 0,77 31,08 2,31 20,10 0,81 17,95 2,61 21,43 1,56

75 105 min 5,85 0,30 25,00 0,75 30,90 2,51 20,00 0,97 17,93 2,55 21,13 1,61

80| 110 min 5,60 0,38 25,04 0,75 29,93 3,53 20,03 0,97 18,40 2,95 21,18 1,24

85 115 min 5,53 0,15 24,71 0,80 29,10 3,48 20,03 0,99 18,63 3,06 21,08 1,54

90| 120 min 6,00 0,38 24,91 0,78 29,27 3,75 20,15 1,51 18,50 3,24 21,50 1,55

95 125 min 5,75 0,39 24,96 0,80 28,67 3,89 20,20 1,46 18,65 3,34 21,45 1,41

100 130 min 5,70 0,40 25,17 0,79 28,70 4,35 20,33 1,95 18,65 3,48 21,60 1,36

105 135 min 5,55 0,34 25,26 0,81 29,17 4,72 20,83 1,81 18,55 3,45 22,03 1,81

110 140 min 5,73 0,13 25,21 0,86 28,77 4,57 20,93 1,79 18,75 3,88 22,05 1,65

115 145 min 5,93 0,23 25,44 0,90 28,60 4,95 21,03 2,15 18,30 3,76 21,85 1,08

120 150 min 5,38 0,26 25,53 0,90 28,90 5,15 21,23 2,24 18,48 3,72 22,68 1,77

U46-Versuche mit systemischer BNP-Applikation - Ventilationsdruck

Kontrollversuch (n=4) [U46-Kontrolle (n=7) [U46 + BNP 1nM (n=4) [U46 + BNP 5nM (n=4) [U46 + BNP 10nM (n=4) [U46 + BNP 100nM (n=4)

Intervention Zeit] Mittelwert SEM | Mittelwert  SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM

Baseline Start -30 min 3,45 0,63 3,73 0,64 3,38 1,18 5,03 0,97 3,35 0,91 4,05 0,83

U46 Start 0 min 4,55 0,65 3,96 0,72 6,05 0,42 3,50 0,80 4,05 0,80 2,98 0,62

Plateau Start, 15 min 4,80 0,90 4,03 0,86 2,30 0,26 4,53 0,80 4,53 1,35 4,18 0,97

Intervention 30 min 4,13 1,01 3,76 0,58 3,80 0,81 3,75 0,92 3,00 0,67 3,33 0,61

5 35 min 3,58 0,85 4,50 0,64 4,98 0,73 4,70 0,82 5,20 1,23 3,53 0,95

10 40 min 5,33 1,18 2,89 0,70 5,13 1,12 4,25 1,14 5,38 1,31 2,80 0,82

15| 45 min 2,73 0,24 4,00 0,64 4,55 0,61 3,08 0,64 5,45 0,84 3,58 0,94

20 50 min 4,18 1,21 4,27 0,47 4,13 1,25 6,25 0,39 4,23 1,40 3,40 1,06

25 55 min 4,98 1,21 3,94 0,69 4,53 1,08 5,28 0,90 3,38 0,68 4,90 0,74

30| 60 min 5,80 1,21 5,46 0,62 4,08 0,94 4,00 1,10 3,85 0,71 4,08 0,99

35 65 min 5,50 1,25 4,86 0,62 3,58 1,05 4,53 1,22 5,58 0,42 5,23 0,74

40| 70 min 3,25 0,56 4,01 0,78 5,60 0,77 5,48 0,77 5,80 0,58 3,28 0,51

45 75 min 6,43 0,20 2,74 0,31 4,08 0,67 5,08 1,12 3,50 0,95 2,68 0,59

50 80 min 4,70 0,86 4,91 0,68 5,35 1,13 3,08 0,55 5,15 1,06 4,65 1,04

55| 85 min 4,80 0,78 4,04 0,77 5,25 0,41 4,60 0,85 4,48 1,33 4,13 0,49

60| 90 min 3,73 0,72 5,29 0,62 4,13 1,24 3,65 0,75 4,80 0,64 4,08 1,05

65 95 min 4,93 0,69 5,47 0,63 4,00 1,06 6,13 0,11 3,70 1,10 2,98 0,16

70[ 100 min 4,65 1,38 3,84 0,70 2,25 0,27 5,35 1,16 5,40 0,88 3,15 0,84

75 105 min 5,25 1,01 4,81 0,66 3,20 0,70 3,78 1,10 5,70 1,23 5,30 111

80[ 110 min 4,73 0,87 4,44 0,60 2,17 0,37 4,33 1,15 3,85 1,11 3,83 0,72

85 115 min 4,55 0,47 581 0,39 2,03 0,35 4,70 0,93 3,93 0,86 4,43 1,35

90[ 120 min 4,85 0,78 3,99 0,74 3,67 0,35 3,73 0,49 5,65 1,07 5,78 0,50

95 125 min 5,10 1,35 4,00 0,57 3,50 1,60 5,43 0,85 4,23 1,29 6,15 0,33

100 130 min 5,13 1,06 5,00 0,82 4,60 1,31 3,94 0,68 5,13 0,76 4,66 0,72

105 135 min 5,18 1,27 3,60 0,54 4,87 1,43 4,21 0,68 4,57 0,67 4,50 0,81

110 140 min 4,65 0,90 4,19 0,78 4,13 1,22 5,21 0,63 3,53 0,57 3,80 0,71

115 145 min 5,08 0,99 5,40 0,66 5,10 0,78 5,41 0,45 5,03 0,63 5,31 0,39

120 150 min 3,88 1,04 4,89 0,48 5,23 1,59 5,26 0,63 5,36 0,81 4,27 0,85
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U46-Versuche mit systemischer BNP-Applikation - relatives Lungengewicht

Kontrollversuch (n=4) |U46-Kontrolle (n=7) [U46 + BNP 1nM (n=4) |U46 + BNP 5nM (n=4) {U46 + BNP 10nM (n=4) |U46 + BNP 100nM (n=4)

Intervention Zeit| Mittelwert SEM | Mittelwert  SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM

Baseline Start -30 min 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

U46 Start 0 min 0,13 0,13 -0,34 0,13 -0,25 0,14 0,13 0,13 0,00 0,35 -0,38 0,13

Plateau Start, 15 min 0,13 0,13 -0,70 0,26 -0,25 0,14 0,85 0,22 -0,98 0,33 -1,25 0,48

Intervention 30 min 0,00 0,20 -0,90 0,30 -0,38 0,13 1,43 0,31 -1,20 0,30 -1,38 0,38

5 35 min 0,13 0,24 -0,97 0,35 0,38 0,13 1,55 0,43 -1,08 0,40 -1,25 0,43

10 40 min 0,38 0,24 -0,97 0,35 0,25 0,14 1,55 0,43 -1,08 0,40 -1,13 0,52

15 45 min 0,38 0,24 -0,90 0,37 0,50 0,20 1,55 0,43 -1,20 0,45 -1,25 0,43

20 50 min 0,50 0,00 -0,97 0,44 0,63 0,43 1,55 0,43 -1,20 0,45 -1,38 0,43

25, 55 min 0,63 0,13 0,97 0,44 0,00 0,35 1,68 0,55 1,20 0,45 1,50 0,50

30 60 min 0,60 0,37 0,97 0,47 0,10 0,45 1,68 0,55 1,20 0,45 1,38 0,55

35 65 min 0,35 0,22 0,90 0,46 0,15 0,53 1,55 0,61 1,20 0,45 1,38 0,55

40| 70 min 0,35 0,36 0,97 0,48 0,10 0,78 1,68 0,73 1,20 0,57 1,38 0,55

45, 75 min 0,60 0,23 0,97 0,48 0,48 0,82 1,68 0,73 0,95 0,68 1,38 0,55

50 80 min 0,48 0,34 0,99 0,58 0,58 0,92 1,68 0,73 1,20 0,83 1,38 0,55

55 85 min 0,60 0,23 0,84 0,53 0,83 1,16 1,68 0,73 0,85 0,78 1,38 0,55

60 90 min 0,60 0,23 0,84 0,63 0,70 1,37 1,68 0,73 0,98 0,80 1,25 0,63

65 95 min 0,60 0,23 0,84 0,58 1,18 1,51 1,68 0,73 0,98 0,80 1,25 0,63

70| 100 min 0,60 0,23 0,84 0,69 1,18 1,85 1,55 0,81 1,10 0,85 1,25 0,63

75 105 min 0,60 0,23 0,84 0,69 1,28 1,95 1,55 0,81 1,23 0,90 1,13 0,66

80| 110 min 0,60 0,23 0,77 0,74 1,00 0,29 1,55 0,81 1,23 0,90 1,50 0,74

85 115 min 0,73 0,30 0,77 0,74 0,67 0,17 1,53 0,94 0,98 0,82 1,38 0,63

90| 120 min 0,60 0,23 0,64 0,79 0,67 0,17 1,53 0,94 0,98 0,82 1,25 0,78

95 125 min 0,60 0,23 0,57 0,84 0,50 0,29 1,65 0,90 0,98 0,82 1,25 0,78

100 130 min 0,60 0,23 0,64 0,86 0,50 0,29 1,65 0,90 0,98 0,82 1,38 0,75

105] 135 min 0,85 0,30 0,50 0,92 0,50 0,29 1,40 1,01 0,98 0,82 1,25 0,78

110 140 min 0,73 0,24 0,36 0,97 0,50 0,29 1,53 0,98 0,88 0,81 1,38 0,83

115] 145 min 0,48 0,77 0,30 1,03 0,50 0,29 1,53 0,98 0,88 0,81 1,38 0,83

120 150 min 0,35 0,67 0,30 1,11 0,50 0,29 1,28 1,05 0,50 0,94 1,25 0,85

U46-Versuche mit NaCl-/BNP-Inhalation - PAP

U46-Kontrolle (n=7) |U46 + NaCl-Inhalation (n=5) |U46 + BNP 200nM-Inhalation (n=5)
Intervention Zeit| Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Baseline Start -30 min 4,70 0,32 5,92 0,90 5,20 0,38
U46 Start 0 min 4,76 0,40 5,76 0,89 5,30 0,14
Plateau Start 5min| 25,50 0,26 26,50 0,56 24,96 0,55
Inhal. Start 10 min|] 25,40 0,19 26,72 0,85 24,84 0,49
Inhal.+5 15 min|] 25,51 0,30 26,60 0,94 24,08 0,40
Inhal.+10 20 min| 25,74 0,38 26,72 0,98 24,20 0,61
Inhal. Stop 25 min| 25,94 0,38 27,20 1,01 23,52 0,65
5 30 min| 25,86 0,33 26,74 1,26 22,78 0,59
10 35 min| 26,11 0,46 26,76 1,20 22,78 0,59
15 40 min| 26,14 0,36 26,92 1,35 23,00 0,66
20 45 min| 26,30 0,45 27,36 1,47 23,14 0,84
25 50 min| 26,04 0,44 27,54 1,27 23,22 1,12
30 55 min| 26,11 0,48 27,38 1,36 23,08 0,92
35 60 min| 25,46 0,53 27,92 1,53 23,38 0,94
40 65 min| 25,71 0,53 28,32 1,50 22,98 1,08
45 70 min| 25,20 0,58 27,96 1,53 22,92 1,01
50 75 min| 25,26 0,63 27,62 1,48 22,98 1,29
55 80 min| 25,29 0,77 27,54 1,57 22,80 1,46
60 85 min| 25,00 0,75 27,12 1,50 23,28 1,67
65 90 min| 25,04 0,75 27,26 1,37 22,86 1,72
70 95 min| 24,71 0,80 27,08 1,60 22,94 2,09
75 100 min] 24,91 0,78 27,24 1,37 22,74 2,07
80 105 min| 24,96 0,80 26,96 1,44 22,60 2,04
85 110 min| 25,17 0,79 27,06 1,34 22,26 1,93
90 115 min| 25,26 0,81 26,84 1,27 22,34 2,02
95 120 min| 25,21 0,86 26,92 1,26 22,58 2,33
100 125 min| 25,44 0,90 26,82 1,12 22,30 1,89
105 130 min| 25,53 0,90 27,12 1,06 22,00 2,10
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U46-Versuche mit NaCl-/BNP-Inhalation - VPr
U46 + NaCl-Inhalation (n=5)

U46-Kontrolle (n=7)

U46 + BNP 200nM-Inhalation (n=5)

Intervention Zeit| Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Baseline Start -30 min 3,84 0,26 3,86 0,93 3,73 0,64
U46 Start 0 min 4,22 0,69 4,60 0,74 3,96 0,72
Plateau Start 5min 2,56 0,75 3,80 0,75 4,03 0,86
Inhal. Start 10 min 2,56 0,55 3,84 0,89 3,76 0,58
Inhal.+5 15min| 4,40 0,88 5,42 0,83 4,50 0,64
Inhal.+10 20 min 3,02 0,91 5,34 0,44 2,89 0,70
Inhal. Stop 25 min 3,60 1,03 5,50 0,34 4,00 0,64
5 30 min 3,22 1,21 3,72 0,53 4,27 0,47

10 35 min 3,90 0,74 4,32 0,97 3,94 0,69

15 40 min| 4,86 0,55 3,66 0,75 5,46 0,62

20 45 min| 4,36 0,99 3,96 0,76 4,86 0,62

25 50 min| 4,06 0,81 4,86 0,71 4,01 0,78

30 55 min 2,90 0,75 5,20 0,75 2,74 0,31

35 60 min 3,96 0,79 4,02 1,02 4,91 0,68

40 65 min| 4,02 0,58 5,38 0,90 4,04 0,77

45 70 min 5,10 0,99 6,74 0,28 5,29 0,62

50 75 min| 4,44 0,75 5,84 0,74 5,47 0,63

55 80 min| 4,12 0,66 5,50 0,42 3,84 0,70

60 85 min 3,94 1,07 4,74 0,53 4,81 0,66

65 90 min| 4,10 1,20 6,64 0,28 4,44 0,60

70 95 min| 4,42 0,68 3,32 0,90 5,81 0,39

75 100 min|] 4,28 1,21 3,52 0,63 3,99 0,74

80 105 min 3,86 1,03 5,30 0,83 4,00 0,57

85 110 min] 4,76 0,67 4,60 0,92 5,00 0,82

90 115 min 3,06 0,68 4,80 0,89 3,60 0,54

95 120 min 3,94 0,66 4,72 0,99 4,19 0,78

100 125 min| 4,66 1,04 4,80 0,98 5,40 0,66

105 130 min 3,74 0,54 5,30 0,85 4,89 0,48

U46-Versuche mit NaCl-/BNP-Inhalation - relatives Lungengewicht
U46 + NaCl-Inhalation (n=5)

U46-Kontrolle (n=7)

U46 + BNP 200nM-Inhalation (n=5)

Intervention Zeit| Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Baseline Start -30 min 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
U46 Start O min| -0,34 0,13 -0,10 0,10 -0,50 0,22
Plateau Start 5min| -0,70 0,26 -0,20 0,34 -1,24 0,44
Inhal. Start 10 min] -0,90 0,30 -0,30 0,44 -1,14 0,44
Inhal.+5 15 min] -0,97 0,35 -0,10 0,48 -1,04 0,53
Inhal.+10 20 min| -0,97 0,35 0,20 0,44 -0,76 0,50
Inhal. Stop 25 min| -0,90 0,37 0,30 0,46 -0,38 0,50
5 30 min| -0,97 0,44 0,30 0,46 -0,18 0,65
10 35 min| -0,97 0,44 0,50 0,52 -0,38 0,54
15 40 min| -0,97 0,47 0,40 0,62 -0,46 0,59
20 45 min[ -0,90 0,46 0,40 0,62 -0,46 0,59
25 50 min| -0,97 0,48 0,30 0,72 -0,46 0,72
30 55 min| -0,97 0,48 0,50 0,65 -0,46 0,72
35 60 min| -0,99 0,58 0,40 0,75 -0,46 0,72
40 65 min| -0,84 0,53 0,40 0,75 -0,56 0,73
45 70 min| -0,84 0,63 0,40 0,75 -0,66 0,68
50 75 min| -0,84 0,58 0,50 0,77 -0,66 0,68
55 80 min| -0,84 0,69 0,60 0,81 -0,66 0,68
60 85 min| -0,84 0,69 0,50 0,91 -0,66 0,68
65 90 min| -0,77 0,74 0,50 0,91 -0,66 0,68
70 95 min| -0,77 0,74 0,50 0,91 -0,76 0,77
75 100 min| -0,64 0,79 0,60 0,94 -0,66 0,68
80 105 min| -0,57 0,84 0,60 0,94 -0,66 0,68
85 110 min| -0,64 0,86 0,60 0,94 -0,66 0,68
90 115 min] -0,50 0,92 0,60 0,94 -0,46 0,53
95 120 min] -0,36 0,97 0,60 1,07 -0,66 0,68
100 125 min] -0,30 1,03 0,80 1,01 -0,56 0,60
105 130 min| -0,30 1,11 0,70 1,10 -0,46 0,53
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Endothelin1-Versuche mit NaCl-/BNP-Inhalation - mittlerer Pulmonalarteriendruck

ET1-Kontrolle (n=4)

ET1 + NaCl-Inhalation (n=4)

ET1 + BNP 200nM-Inhalation (n=4)

Intervention Zeit| Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Baseline Start -30 min 6,58 0,84 6,86 1,02 5,78 1,13
ET1 Start 0 min 6,58 0,56 6,96 0,91 5,65 1,11
Plateau Start 60 min| 25,78 3,90 26,74 3,94 22,88 4,26
Inhal. Start 75 min| 26,33 4,06 27,03 4,41 23,00 3,70
Inhal.+5 80 min| 26,43 3,86 26,69 3,83 21,80 4,20
Inhal.+10 85 min| 27,23 3,63 27,16 3,75 21,48 4,39
Inhal. Stop 90 min| 27,63 4,74 27,31 4,41 21,28 3,55
5 95 min| 28,53 4,98 27,70 4,41 20,88 4,39

10 100 min] 27,90 4,30 27,56 4,30 19,73 4,37

15 105 min| 28,10 4,66 27,68 4,60 19,65 3,57

20 110 min| 28,63 4,97 27,99 4,90 18,68 4,28

25 115 min| 27,90 4,55 27,99 3,90 19,13 4,45

30 120 min| 27,18 5,76 27,64 4,85 19,90 5,03

35 125 min| 27,28 5,50 27,41 4,66 19,40 4,54

40 130 min| 27,98 5,12 27,65 4,24 18,73 4,25

45 135 min| 27,55 5,56 27,66 4,58 18,78 4,62

50 140 min| 27,73 6,21 27,58 4,79 18,80 4,00

55 145 min| 27,38 5,16 27,33 4,07 18,40 4,00

60 150 min| 27,53 5,33 27,43 4,34 18,05 4,58

65 155 min| 27,35 6,12 27,18 4,62 18,43 3,69

70 160 min| 26,95 6,24 26,97 5,08 19,08 4,28

75 165 min| 26,85 6,89 26,87 5,39 17,10 4,94

80 170 min| 26,70 6,87 26,74 5,34 17,15 5,05

85 175 min| 27,18 6,26 26,90 4,95 17,55 3,72

90 180 min| 26,63 6,14 26,29 4,68 18,37 4,62

95 185 min| 25,83 6,33 25,86 4,80 17,37 2,54

100 190 min| 25,98 6,52 25,42 5,25 18,07 3,58

105 195 min| 22,83 3,00 23,62 2,61 16,83 5,08

Endothelin1-Versuche mit NaCl-/BNP-Inhalation - Ventilationsdruck

ET1-Kontrolle (n=4)

ET1 + NaCl-Inhalation (n=4)

ET1 + BNP 200nM-Inhalation (n=4)

Intervention Zeit| Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Baseline Start -30 min 3,80 0,83 5,55 0,62 3,20 0,40
ET1 Start 0 min| 5,25 0,54 2,78 0,81 4,95 0,90
Plateau Start 60 min| 3,58 1,30 3,55 0,87 7,00 0,57
Inhal. Start 75 min 4,50 1,14 5,10 1,27 5,50 0,72
Inhal.+5 80 min| 3,13 0,59 3,45 1,00 3,58 1,45
Inhal.+10 85 min| 4,20 1,05 3,25 1,49 5,93 1,36
Inhal. Stop 90 min| 6,38 0,34 5,65 1,27 5,45 1,11
5 95 min| 3,38 0,84 1,95 0,10 5,58 1,20

10 100 min|] 5,55 1,13 2,70 0,74 3,38 1,01

15 105 min|] 3,28 1,13 3,95 1,28 5,20 1,27

20 110 min|] 3,28 0,81 3,78 0,88 3,40 1,07

25 115 min| 3,98 0,92 4,95 0,99 2,10 0,17

30 120 min| 4,20 1,08 5,58 0,87 3,05 0,68

35 125 min 4,15 1,28 2,15 0,45 4,60 1,51

40 130 min|] 4,03 1,61 5,95 0,57 3,75 1,01

45 135 min| 6,03 0,63 4,33 1,67 2,85 0,72

50 140 min|] 5,70 0,29 4,83 1,58 5,90 1,08

55 145 min| 4,63 1,69 4,15 0,84 3,05 1,07

60 150 min|] 3,73 0,43 5,23 1,21 2,40 0,12

65 155 min| 3,35 1,46 4,43 1,56 6,08 0,50

70 160 min|] 3,05 1,15 5,80 1,20 6,63 0,69

75 165 min| 5,28 0,93 6,23 0,61 2,73 0,23

80 170 min 3,78 1,18 4,27 1,11 3,50 0,50

85 175 min] 2,83 1,04 5,80 0,70 4,18 0,67

90 180 min| 4,10 1,34 2,00 0,26 3,48 0,94

95 185 min| 4,68 1,02 2,80 0,46 5,00 1,54

100 190 min| 4,95 1,01 3,30 0,50 6,98 0,84

105 195 min| 4,97 1,74 2,65 1,25 4,65 0,94
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Endothelin1-Versuche mit NaCl-/BNP-Inhalation - relatives Lungengewicht

ET1-Kontrolle (n=4)

ET1 + NaCl-Inhalation (n=4)

ET1 + BNP 200nM-Inhalation (n=4)

Intervention Zeit| Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Baseline Start -30 min 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ET1 Start 0 min 0,00 0,00 0,13 0,13 -0,13 0,13
Plateau Start 60 min] -1,35 0,99 0,00 0,54 -3,50 0,20
Inhal. Start 75 min| -1,35 0,99 -0,13 0,24 -3,25 0,14
Inhal.+5 80 min| -1,23 1,10 -0,13 0,38 -3,00 0,00
Inhal.+10 85 min| -1,30 1,08 0,38 0,55 -2,75 0,14
Inhal. Stop 90 min -1,18 1,02 0,63 0,43 -2,25 0,14
5 95 min| -1,05 1,13 0,25 0,32 -2,63 0,24

10 100 min] -1,05 1,13 0,13 0,43 -2,63 0,24

15 105 min] -1,13 1,13 0,00 0,46 -2,63 0,24

20 110 min -1,00 1,24 0,00 0,46 -2,63 0,24

25 115 min] -0,88 1,20 0,13 0,52 -2,63 0,24

30 120 min] -0,88 1,20 0,13 0,52 -2,75 0,14

35 125 min| -0,88 1,36 0,25 0,60 -2,75 0,14

40 130 min] -0,75 1,31 0,38 0,55 -2,50 0,29

45 135 min| -0,63 1,43 0,50 0,65 -2,50 0,29

50 140 min] -0,30 1,32 0,63 0,63 -2,50 0,29

55 145 min -0,30 1,51 0,75 0,72 -2,13 0,24

60 150 min] -0,18 1,44 1,25 0,72 -2,25 0,43

65 155 min| -0,18 1,44 1,38 0,72 -2,00 0,29

70 160 min| -0,05 1,41 1,00 0,76 -1,88 0,38

75 165 min 0,18 1,51 1,17 0,88 -1,88 0,38

80 170 min 0,33 1,44 1,50 1,15 -1,63 0,52

85 175 min 0,70 1,51 1,83 1,45 -1,63 0,52

90 180 min 0,70 1,51 2,33 1,74 -1,50 0,61

95 185 min 0,83 1,44 2,83 2,20 -1,25 0,75

100 190 min 0,95 1,43 2,93 2,30 -1,13 0,85

105 195 min 1,00 1,80 3,33 2,40 -1,00 0,96
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