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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Kongenitale Herzdefekte werden bei 3 von 10.000 lebend geborenen Menschen diagnosti-
ziert. Davon entwickeln 15 bis 20 % durch den erhéhten Druck und Fluss in der Lunge eine
pulmonale Hypertonie (RICH 2001). Es kommt zu strukturellen Verdnderungen im pulmonal-
vaskularen Geféalbett bis hin zur pulmonalvaskularen obstruktiven Erkrankung. Eine friihe
Normalisierung der pulmonalen Hdmodynamik reduziert das Risiko, eine pulmonalvaskulare
obstruktive Erkrankung zu entwickeln. Beispiele fur solche Herzfehler sind vor allem der
Ventrikelseptumdefekt, ein groRer persistierender Ductus Arteriosus Botalli, Transposition
der grofRen Arterien mit Ventrikelseptumdefekt, univentrikulare Herzmissbildungen mit unge-
stortem Lungenfluss oder ein aortopulmonales Fenster.

Eine weitere Form angeborener Herzerkrankungen geht mit einer Zyanose einher.

Die Fallotsche Tetralogie ist hierbei mit 60 bis 70% der haufigste Herzfehler (PARSI und
PARSI 2001). Weitere Beispiele sind das hypoplastische Linksherzsyndrom, der singulédre
Ventrikel mit Pulmonalisstenose, Fehlen der Trikuspidalklappen oder Atresie der Pulmonal-
arterie. Alle Krankheiten haben gemeinsam, dass es zu einer Minderdurchblutung der Lunge
und somit zu Sauerstoffmangel kommt. 1944 gelang es erstmals, eine systemopulmonale Ver-
bindung als palliative Therapie bei einem Kind mit Zyanose und einer Pulmonalisstenose her-
zustellen (BLALOCK und TAUSSIG 1945).

Die Beobachtung des pulmonalarteriellen Druckes nach Anlegen eines systemopulmonalen
Shuntes ist von sehr groRer Bedeutung, da viele Patienten unter Umstanden eine weitere Kor-
rektur bendtigen, die einen niedrigen pulmonalvaskuldren Widerstand (PVR) erfordert
(KULIK et al. 1981).

Ein wichtiger Mediator in der Kontrolle des PVR ist Endothelin-1 (ET-1), ein sehr potenter
Vasokonstriktor, der unter anderem durch einen erh6hten pulmonalen Druck aus den Endo-
thelzellen in die Blutbahn ausgeschittet wird und zur Entwicklung einer pulmonalen Hyper-
tonie beitragt (DSCHIETZIG et al. 2001). Therapieformen mit ET-1 Rezeptorenblockern wer-
den verstarkt beforscht (LUSCHER und BARTON 2000; RONDELET et al. 2003). Deswe-
gen ist es von Bedeutung, die ET-1-Plasmaspiegel unter den entsprechenden hdmodynami-
schen Bedingungen grundlich zu untersuchen.

In der vorliegenden Studie sollen die hamodynamischen Verhéltnisse bei pulmonaler Hyper-
tonie aufgrund eines Links-rechts-Shuntes am Schweinemodell durch Anlegen eines aorto-
pulmonalen Shuntes simuliert werden. Dieses Tiermodell dient ebenfalls zur Untersuchung
der akuten Verdnderungen, wie sie bei einer palliativen Therapie zyanotisch angeborener

Herzerkrankungen auftreten.
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2 SCHRIFTTUM
2.1 Pulmonale Hypertonie (PHT)
2.1.1 Definition

PHT ist ein fortschreitender Prozess, charakterisiert durch Anstieg des pulmonalvaskuldren
Widerstandes, was letztlich zu Rechtsherzversagen und Tod fuhrt. Sie ist histologisch
charakterisiert durch Verletzung des Endothels und Proliferation der pulmonalarteriellen
glatten Muskelzellen (CACOUB et al. 1997).

Physiologischerweise haben Personen, die in Meereshthe leben, einen systolischen pulmonal-
arteriellen Druck von 18 bis 25 mmHg, einen enddiastolischen pulmonalarteriellen Druck von
6 bis 10 mmHg sowie einen mittleren pulmonalarteriellen Druck von 12 bis 16 mmHg.

Eine pulmonale Hypertonie ist vorherrschend bei einem systolischen pulmonalarteriellen
Druck von Uber 30 mm Hg sowie einem mittleren pulmonalarteriellen Druck von Uber 20
mmHg (RICH 2001). Andere Autoren definieren die PHT mit einem mittleren pulmonal-
arteriellen Druck Uber 25 mmHg im Ruhezustand oder tber 30 mmHg wahrend korperlicher
Anstrengung (NICOD 2003; WIDLITZ und BARST 2003). Wahrend des zweiten Welt-
symposiums fur primare pulmonale Hypertonie wurde eine milde pulmonale Hypertonie
definiert mit einem systolischen pulmonalarteriellen Druck zwischen 36 und 51 mmHg bei
einem rechtsatrialen Druck von 5 mmHg (NICOD 2003).

2.1.2 Klassifikation

Die Erhéhung des pulmonalarteriellen Druckes kann das Resultat sehr unterschiedlicher
Prozesse sein. Deshalb wurde 1998 auf dem Welt-Symposium der primaren pulmonalen
Hypertonie in ,,Evian* eine von der WHO anerkannte Klassifikation der pulmonalen Hyper-
tonie erarbeitet (siehe Tabelle 1). Durch diese kann eine Zuordnung des jeweiligen Krank-
heitsbildes erfolgen (RICH 2001).



SCHRIFTTUM

Tabelle 1: Klassifikation der pulmonalen Hypertonie nach der WHO von 1998 (RICH 2001)

1. Pulmonalarterielle Hypertonie 3. Pulmonale Hypertonie assoziiert mit:
a) primare pulmonale Hypertonie - COPD
— sporadisch — interstitiellen
— familiar Lungenerkrankungen
b) sekundare pulmonale Hypertonie — Schlafapnoe
— Kollagenosen — Alveolérer Hypoventilation
— kongenitale systemo- — Chronischer Héhenexposition
pulmonale Shunts — Lungenerkrankungen des
— portale Hypertension Neugeborenen
— HIV-Infektion — Alveolokapillarer Dysplasie

— Medikamente / Toxine

. 4, PHT bei chronischer Lungenembolie
— persistierende PHT des J

a) Obstruktion der proximalen

Neugeborenen
. Pulmonalarterien
— PHT bei anderen
b) Obstruktion der distalen
Erkrankungen
Pulmonalarterien durch:
2. Pulmonalvendse Hypertonie — Lungenembolie (Thrombus,
a) Erkrankungen des linken Vorhofs Tumor, Parasiten, Fremdkorper)
oder linken Ventrikels — In-situ-Thrombose
b) linksventrikulare — Sichelzellandmie

Klappenerkrankungen
5. PHT durch direkte Erkrankungen der

pulmonalen Strombahn
a) Entzindlicher Art

c) Kompression der zentralen
Pulmonalvenen durch:
— Fibrosierende Mediastinitis
. — Schistosomiasis
— Lymphadenopathie, Tumoren
— Sarkoidose
— Andere

b) Pulmonalkapillare Hdmangiomatose

— Pulmonale Venenverschluss-

krankheiten

Die hdufigste Ursache einer pulmonalen Hypertonie bei Neugeborenen und Kleinkindern sind
alveolare Hypoxie und angeborene Herzerkrankungen, die einen Links-rechts-Shunt und
einen erhohten Lungenfluss verursachen (HAWORTH 1993).
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2.1.3 Klinik der PHT in Verbindung mit erhéhtem Fluss durch einen Links-
rechts-Shunt

Eine PHT ist vor allem gekennzeichnet durch Dyspnoe und Abgeschlagenheit. Durch den
Links-rechts-Shunt kann bei Auskultation des Herzens ein systolisches Herzgerdusch
wahrgenommen werden. Geht die PHT in ein unkontrolliertes Stadium (ber, kommt es zu
einem rechtsventrikuldren Versagen mit Ascites, Leberhypertrophie und Hydrothorax
(FRIEDMAN und SILVERMAN 2001; RICH 2001).

Steigt der pulmonalvaskulare Widerstand so stark an, dass sich der pulmonalarterielle Druck
dem systemischen Druck angleicht, kommt es zu einer Umkehr des Blutflusses durch den
intrakardialen oder extrakardialen Herzdefekt. Diese Erscheinung wird auch ,,Eisenmenger
Syndrom* genannt. In Folge dessen entwickelt sich eine Zyanose, da das Blut nicht mehr
geniugend oxygeniert werden kann (ROSENZWEIG und BARST 2002; MICHEL et al. 2003).

214 Pathophysiologie der PHT bei kongenitalen Herzerkrankungen mit

erhéhtem pulmonalvaskularen Fluss

1958 wurden die pathologischen Verdnderungen der pulmonalen Hypertonie durch HEATH
und EDWARDS (1958) in 6 verschiedene Stadien eingeteilt (Tabelle 2). Anfanglich herrscht
eine Hypertrophie der Media vor (Grad 1), die schliellich Uber eine Hyperplasie der Intima
(Grad 2) in eine Lumeneinengung der Lungenarterien tbergeht (Grad 3). Es kommt zu
plexiformen Lé&sionen mit proliferierendem endothelialen Gewebe (Grad 4). Haufig bilden
sich auch Thromben. Ganz selten kommt es zu einer Verdiinnung der Media mit Fibrose
(Grad 5) und letztlich zu einer nekrotisierenden Arteritis (Grad 6). Grad 1 bis 3 ist
gekennzeichnet durch einen ,,Links-rechts-Shunt“, wéahrend Grad 4 kommt es langsam zur
Shuntumkehr und zum 5. und 6. Grad ist ein ,,Rechts-links-Shunt* vorherrschend. Da die
verschiedenen Stadien histologisch nur sehr schwer unterschieden werden kénnen sowie Grad
5 und 6 nur sehr selten diagnostiziert wurden, reduzierten RABINOVITCH et al. (1978) die
Anzahl pathologischer Stadien der pulmonalen Hypertonie auf drei (Tabelle 2). Sie
beschrdnken sich auf die Beschreibung der morphometrischen Verdnderungen des
pulmonalen Gefélbettes in Bezug auf die H&modynamik. Grad A beschreibt eine mediale
Hypertrophie der intraacindren Arterien. Der Fluss in der Pulmonalarterie ist erhoht, der
mittlere Druck in der A. pulmonalis (mPAP) ist jedoch nicht verandert. Bei Grad B setzt sich

die mediale Hypertrophie auf weiter proximale Arterien fort, mPAP ist erhéht. Im
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Endstadium (Grad C) kommt es zu einer Reduktion kleiner intra-acindrer Arterien, der

pulmonalvaskulére Widerstand steigt an.

Tabelle 2: Einteilung der PHT nach HEATH und EDWARDS (1958) bzw. nach RABINOVITCH et al.

(1978)

A

Grad | Morphologie Hamodynamik

I Hypertrophie der Media Links-rechts-Shunt

I Hyperplasie der Intima

i Lumeneinengung der Arterien

v Plexiforme L&sionen mit proliferierendem Shuntumkehr
endothelialen Gewebe

\Y Verdlnnung der Media mit Fibrose Rechts-links-Shunt

VI Nekrotisierende Arteritis

(HEATH und EDWARDS 1958)

B

Grad | Morphologie Hamodynamik

A Mediale Hypertrophie der intraacinaren Arterien QpaT, MPAP unverindert
B Mediale Hypertrophie der proximalen Arterien mPAPT

C Reduktion Kleiner intraacinarer Arterien PVR?T

(RABINOVITCH et al. 1978)

QPA:

mPAP:

PVR:

Fluss in der Pulmonalarterie
mittlerer pulmonalarterieller Druck
pulmonalvaskularer Widerstand
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2.15 Die Rolle des Endothels in der Entwicklung der pulmonalen Hypertonie bei

erhéhtem pulmonalen Fluss

Der Tonus des pulmonalen GeféaRbettes wird durch komplexes Zusammenspiel vasoaktiver
Substanzen, die lokal im GeféalRendothel produziert werden, reguliert (FURCHGOTT und
VANHOUTTE 1989; IGNARRO 1989; WIKLUND et al. 1990).

Hierzu gehoren vor allem der Vasodilatator Nitroxid (NO) sowie sein Gegenspieler, der sehr
potente Vasokonstriktor Endothelin-1 (ET-1) (siehe Kapitel 2.2.6).

Eine Verletzung des Endothels infolge eines erhéhten pulmonalen Flusses und/oder Druckes
unterbricht diese Regulationsmechanismen und ist somit ein Faktor in der Entwicklung der
PHT (RABINOVITCH et al. 1986; CELERMAJER et al. 1993b; STEINHORN und
FINEMAN 1999).

e Nitroxid (NO)

1980 entdeckten FURCHGOTT und ZAWADZKI, dass das Endothel eine Schlisselrolle in
der Acetylcholin (ACH) vermittelten Vasodilatation durch die Freisetzung eines
»endothelium-derived-relaxing-factors“ (EDRF) besitzt. Dieser EDRF wurde spéater als
Nitroxid (NO) identifiziert IGNARRO et al. 1987, PALMER et al. 1987). NO wird durch
die endotheliale Nitroxid-Synthase (eNOS) aus L-Arginin synthetisiert (PALMER et al.
1988), diffundiert daraufhin in die an das Endothel grenzende glatte Gefalmuskelschicht und
vermittelt durch Stimulierung einer l6slichen Guanylatcyclase, die infolge dessen cyclisches
GMP produziert, eine Vasodilatation (Abbildung 1).

Bei gesunden Erwachsenen (COOPER et al. 1996) sowie bei Kindern mit physiologischer
pulmonaler Hamodynamik (CELERMAJER et al. 1993a) wird der niedrige pulmonale
Gefalwiderstand durch die stdndige Produktion an NO aufrechterhalten. Bei Kindern mit
systemo-pulmonalem Shunt hingegen, die noch einen physiologischen pulmonalarteriellen
Druck aufweisen, ist die Relaxation des pulmonalen Endothels bereits beeintrachtigt. Allein
der erhohte Fluss in der Pulmonalarterie und damit auf das Geféal einwirkende Scherkrafte
konnen ausreichen, um die pulmonale Endothelzellfunktion zu zerstéren. Damit wird bei
Patienten mit PHT die Endothel-abhdngige NO-vermittelte Relaxation der Pulmonalarterien
verhindert (CELERMAJER et al. 1993b) und tragt somit zu einer Erhdéhung des
pulmonalvaskuléren Widerstandes bei (DINH XUAN et al. 1989).
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GefiB- glatte Gefil-
Endothelzelle Muskelzelle

Scher-Kriifte

und/oder

Fluss

L-Arginin

¥

Nitroxid Synthase

Endothelium / GlﬁSliclllet
abhiingige -» ui;(n:y at-
Vasodilatatoren zyklase

v cGMP
Nitroxid

Protein-Kinase

Protein Phosphorylierung

{

¥ Ca2+

Endothelin-1

!

Endothelin converting

enzyme

A
Big Endothelin-1

Vasodilatation

@ —>{ a2+ -» Vasokonstriktion

Abbildung 1: Regulierung des pulmonalen GefaRtonus (modifiziert nach FINEMAN et al. 1995)
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2.1.6 Der pulmonalvaskuldare Widerstand (PVR)

Nach dem Ohmschen Gesetz wird der PVR definiert durch das Verhaltnis der Druckdifferenz
aus A. pulmonalis und linkem Atrium zum pulmonalen Blutfluss (GROSSMAN 2000):

PVR = mPAP — mLAP
Qp
MPAP = mittlerer pulmonalarterieller Druck [mmHg]
MLAP = mittlerer linksatrialer Druck [mmHg]
Qp= Fluss in der A. pulmonalis [I/min]

PVR wird angegeben als ,,R units“ (resistance units), auch ,,hybrid resistance units* (HRU)
oder nach dem Erstbenenner WOOD ,,Wood units”“ genannt. Die Einheit ist mmHg/I/min.
Diese ,,Wood units* kénnen auch in metrische Widerstandseinheiten durch den Faktor 80
umgerechnet werden, ausgedriickt in ,,dynes-sec-cm™*.

In der padiatrischen Kardiologie werden hauptsachlich die ,,Wood units* benutzt, wohingegen
die Kardiologen fur Erwachsene oft die metrischen Einheiten bevorzugen.

In der Padiatrie ist es Ublich, den PVR auf die Korperoberflache umzurechnen. Dazu wird der
PVR mit der Korperoberflache multipliziert.

Der PVR steigt mit dem Schweregrad der pulmonalvaskuldren Veranderungen an.

Eine Klassifikation der Schweregrade des PVR ist aus Tabelle 3 ersichtlich.

Tabelle 3: Einteilung der Schweregrade des PVR

Einteilung Wood units
normal <4
mild 4-6
moderat 7-9
hochgradig >9

Bei Patienten mit moderaten bis hochgradigen pulmonalvaskuldaren Veranderungen kommt es
zusétzlich zu einem Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes (KOUCHOUKOS et al. 1978).
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2.2 Endothelin

2.2.1 Allgemeines

Bereits 1985 erfolgte der Nachweis vasokonstriktorisch wirksamer Substanzen (HICKEY et
al. 1985). YANAGISAWA et al. konnten 1988 schliellich eine dieser Substanzen naher
bestimmen (YANAGISAWA et al. 1988b). Sie isolierten ein Peptid mit vasokonstrikto-
rischen Eigenschaften aus einer Endothelzellkultur aus porciner Aorta. Hierbei handelt es sich
um Endothelin, dem potentesten bisher bekannten Vasokonstriktor, welches spéter auch
Endothelin-1 (ET-1) genannt wurde.

Innerhalb eines weiteren Jahres konnten 2 weitere strukturell verwandte Peptide identifiziert
werden, die sich vom ET-1 in 2 und 6 Aminoséuren unterscheiden (INOUE et al. 1989a).
Allerdings besitzen sie unterschiedliche biologische Aktivitaten und werden in verschiedenen
Organen exprimiert. Jedoch nur ET-1 konnte in vaskuldren Endothelzellen nachgewiesen
werden (INOUE et al. 1989a).

Auler dem vasokonstriktorischen Effekt wirkt ET-1 mitogen (HIRATA et al. 1989) sowie
comitogen (BOBIK et al. 1990; WEISSBERG et al. 1990) auf glatte GefaRwandmuskelzellen.

2.2.2 Struktur

Bei Endothelin handelt es sich um ein Peptid aus drei verschiedenen Isoformen: Endothelin-1
(ET-1), Endothelin-2 (ET-2) sowie Endothelin-3 (ET-3). Sie besitzen alle eine &hnliche
Sequenzhomologie und Konformation. ET-1 unterscheidet sich von ET-2 und ET-3, wie
bereits erwéhnt, lediglich in 2 bzw. 6 Aminosduren. Die Endothelin-Peptide bestehen jeweils
aus 21 Aminosduren, die an ihren Cysteinresten an Stelle 1 und 15 sowie 3 und 11 Uber eine
Disulfidbricke miteinander verbunden sind. Sie haben auch alle dieselben 6 Aminoséuren an
ihrem carboxiterminalen Ende (INOUE et al. 1989a).

Die Endotheline weisen zudem sowohl einen hohen Grad an Sequenzhomologie als auch eine
groRe Ahnlichkeit der kardiovaskularen Effekte mit Sarafotoxin auf, ein kardiotoxisches
Peptid, das vom Gift der Erdviper Atractaspis engaddensis isoliert wurde (YANAGISAWA et
al. 1988b).

Die Struktur der verschiedenen Peptide ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Endothelin-Peptide (modifiziert nach MICHAEL und
MARKEWITZ 1996)

A: Endothelin-1; B: Endothelin-2; C: Endothelin-3; D: Sarafotoxin

10
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2.2.3 Synthese

Die 3 verschiedenen Isopeptide werden von unterschiedlichen Zellen synthetisiert. ET-1 wird
hauptsachlich von Endothelzellen (YANAGISAWA und MASAKI 1989) gebildet, aber auch
von Epithelzellen der Nieren und der Lunge (MACCUMBER et al. 1989) sowie von
glomeruléaren Mesangiumzellen (SAKAMOTO et al. 1990), Neuronen (GIAID et al. 1989)
und Makrophagen (EHRENREICH et al. 1990). Neuere Untersuchungen weisen auch auf eine
ET-1-Synthese in glatten Gefalwandmuskelzellen hin (TCHEKNEVA et al. 2000).

ET-2 wird vor allem spezifisch von Tumorzellen gebildet (OHKUBO et al. 1990;
GRIMSHAW et al. 2002). Es konnte bisher auch in hohen Konzentrationen im Darm und in
geringen Mengen im Herzen nachgewiesen werden (FIRTH und RATCLIFFE 1992). Das
Analogon zum ET-2 bei der Ratte und Maus ist der ,,vasoactive intestinal contractor (VIC)*,

welcher sich vom ET-2 lediglich in einer Aminosédure unterscheidet (BLOCH et al. 1991).

Der Nachweis von ET-3 erfolgte in nichtvaskularen Zellen von Gehirn, Lunge und Niere
(INOUE et al. 1989a).

Eine Sequenzanalyse klonierter cDNA flr porcine (YANAGISAWA et al. 1988b) und
humane Endothelin-Precursor-Molekiile zeigte, dass Endothelin in Endothelzellen von einem
Vorlaufermolekul aus ca. 200 Aminosdureresten, dem sogenannten ,preproendothelin®
hergestellt wird (INOUE et al. 1989b).

Nachfolgend wird das Hauptaugenmerk auf das Endothelin-1 gerichtet.

Die Bildung der Preproendothelin-1 (ppET-1) mRNA wird im Wesentlichen durch
Substanzen beeinflusst, die den Phosphoinositol-turnover in Endothelzellen stimulieren.

Der Mechanismus ist ahnlich zu vielen anderen Peptidhormonen und Neuropeptiden.
Spezifische Endopeptidasen spalten das Preproendothelin zwischen Lysin-Arginin an Stelle
51 und 52 sowie zwischen Arginin-Arginin an Stelle 92 und 93. Das entstehende Polypeptid
besteht aus 39 Aminoséureresten. Dieses wird Proendothelin oder auch ,,big-endothelin®
genannt. Das big-endothelin wird durch das Endothelin-converting-enzyme (ECE), eine
Metalloproteinase, zwischen Tryptophan und Valin an Stelle 73 und 74 gespalten. Dabei
entsteht die aus 21 Aminosdureresten bestehende funktionale Form des Endothelins
(YANAGISAWA et al. 1988b). Abbildung 3 verdeutlicht die Endothelin-Biosynthese.
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Abbildung 3: Biosynthese des ET-1 (MASAKI et al. 1991)

Fir die Synthese und Freisetzung von Endothelin sind mehrere Faktoren verantwortlich. Zum
einen chemische Stimuli, wie Thrombin, Angiotensin Il, Vasopressin, Transforming-growth-
factor-p, Ca’*-lonophore, zum anderen mechanische Stimuli wie hamodynamische
Scherkrafte (YANAGISAWA et al. 1988b; YOSHIZUMI et al. 1989; MILNER et al. 1990).
(Sie spielen in vorliegendem Versuch durch eine akute Fluss- und Druckerhéhung in der A.

pulmonalis eine bedeutende Rolle).

Die chemischen Stimuli aktivieren den intrazellularen Phosphoinositol-,, Turnover* und
dienen somit als ,,second messenger* fur die Aktivierung von Proteinkinasen und Calcium.
Auf diesem Wege erfolgt eine Signalubertragung auf den Zellkern und die Endothelin-
Biosynthese wird aktiviert (YANAGISAWA und MASAKI 1989).

Der intrazelluldare Mechanismus, der zur Steigerung der Endothelinsekretion bei hdmodyna-
mischen Scherkraften fuhrt, ist bisher noch nicht geklart. Weitere Faktoren einer erhéhten
Endothelinsekretion sind unter anderem die Hypoxie (RAKUGI et al. 1990;
KOUREMBANAS et al. 1991), sowie bestimmte pathophysiologische Verhéltnisse, die sich
negativ auf den Metabolismus der Endothelzellen auswirken, wie zum Beispiel Glukokorti-
koide, Glucose und der Tumornekrosefaktor o (TNFa) (RANDALL 1991).
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2.2.4 Freisetzung des Endothelin-1 (ET-1)

Zum einen gilt die Hypothese, dass Endothelin-1 auf einen Stimulus hin de novo synthetisiert
wird (INOUE et al. 1989b; YANAGISAWA und MASAKI 1989). Zum anderen wiesen
MILNER und Mitarbeiter (1990) Endothelin in frisch isolierten Endothelzellen der

Kaninchenaorta nach, das sehr rasch nach Aussetzung von Scherkréften freigesetzt wurde.

Elektronenmikroskopische Studien haben gezeigt, dass Endothelzellen sekretorische Granula
besitzen, in denen das Endothelin gespeichert und auf die entsprechenden Stimuli hin schnell
freigesetzt werden kann (YANAGISAWA et al. 1988a).

Einmal freigesetzt, hat das Endothelin eine Halbwertszeit von 3 min (HEMSEN et al. 1991).
50% der zirkulierenden ET-1-Menge wird in einer einzelnen Passage durch die Lunge von
Rezeptoren abgefangen, wahrend die gleiche Menge neu produziert und freigesetzt wird. So
wird im gesunden Organismus immer dieselbe Menge an ET-1 aufrechterhalten (DUPUIS et
al. 1996).

2.2.5 Endothelin Rezeptoren

Da Endothelin hydrophil ist und somit keine Zellmembranen durchdringen kann, bedarf es
hierfir eines Rezeptors (REMUZZI und BENIGNI 1993). Bisher wurden bei Sdugetieren
zwei Endothelin-Rezeptoren identifiziert, die zu den Guanylnucleotidbindenden Proteinen
gehoren (ARAI et al. 1990; SAKURAI et al. 1990). Beide enthalten sieben transmembrandse
Domanen von 22 bis 26 hydrophoben Aminosauren mit einer Gesamtaminoséuresequenz von
ca. 400 Aminosauren.

Der Typ A-Rezeptor (ETa-Rezeptor) hat eine hohere Affinitat fur ET-1 und ET-2 als flr ET-
3 (REMUZZI und BENIGNI 1993). Dieser Rezeptor befindet sich an glatten Gefal-
muskelzellen und vermittelt VVasokonstriktion sowie Zellproliferation.

Der Typ B-Rezeptor (ETg-Rezeptor) findet sich an Endothelzellen und bindet alle Isopeptide
mit der selben Affinitat (REMUZZI und BENIGNI 1993). Uber Nitroxid (NO) kommt es hier
zu einer Vasodilatation.

Jeder Rezeptor aktiviert sich Uberlappende G-Proteine, die zu unterschiedlichen Reaktionen
fihren, wie Aktivierung der Phospholipase C-beta und Anstieg des intrazelluldaren Calciums
(DOUGLAS und OHLSTEIN 1997).
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Phospholipase C-beta katalysiert im Inositol-Lipid-Zyklus die Bildung von Inositol-3-
Phosphat. In Folge dessen wird Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum ausgeschittet
und bewirkt so als ,,second messenger* bei den ETa-Rezeptoren eine Kontraktion der glatten
Muskulatur (KASUYA et al. 1989). Bei den ETg-Rezeptoren in Endothelzellen fihrt der
Anstieg des intrazellularen Calciums zur Bildung von Nitroxid (NO) und Prostacyclin, die
eine Relaxation der glatten Muskulatur bewirken und somit eine Vasodilatation (FOZARD
und PART 1992).

ETg-Rezeptoren vermitteln auch die pulmonale Entfernung von zirkulierendem ET-1
(FUKURODA et al. 1994) und die Wiederaufnahme von ET-1 durch die Endothelzellen
(OZAKI et al. 1995).

2.2.6 Bedeutung des ET-1 in der Entwicklung einer PHT

ET-1-Plasma-Konzentrationen korrelieren nahezu mit der Ausdehnung der PHT (STEWART
etal. 1991; YOSHIBAYASHI et al. 1991; CODY et al. 1992; TSUTAMOTO et al. 1994).
Verschiedene Autoren haben sowohl bei experimentell induzierter, als auch bei Patienten mit
PHT einen Anstieg an ET-1 und einen Abfall an NO feststellen konnen (GIAID und SALEH
1995; GIAID 1998).

In Patienten ohne PHT besteht kein signifikanter arterioventser Gradient des ET-1, da die
Lunge ebensoviel ET-1 produziert wie aus der Zirkulation wieder entfernt (DUPUIS et al.
1996).

Bei PHT haben zahlreiche Autoren eine Tendenz zu erhohtem ET-1-Plasmalevel in der Aorta
feststellen konnen (STEWART et al. 1991; YOSHIBAYASHI et al. 1991; TSUTAMOTO et
al. 1994; DUPUIS et al. 1998), bedingt entweder durch erhéhte pulmonale Produktion oder

verminderte Entfernung aus dem Kreislauf oder eine Kombination aus beidem.

In einem Rattenmodell mit genetischer pulmonaler Hypertension konnte wahrend der
Neonatalperiode nachgewiesen werden, dass die Endothelinexpression der Entwicklung einer
pulmonalen Hypertension vorausgeht (STELZNER et al. 1992).

Waéhrend der Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie kommt es zu einer Verdnderung der
Rezeptorendichte, bzw. zu einer Veranderung der ET-Rezeptoren Expression. Tierexperimen-
telle sowie humanmedizinische Daten zeigen eine Abnahme der ETg-Rezeptoren, sowie eine

Zunahme der ETa-Rezeptoren. WONG et al. (1995) konnten beim Lamm durch experimentell
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induzierte pulmonale Hypertonie mit erhdhtem pulmonalen Fluss eine Reduktion der Etg-
Rezeptor-vermittelten Vasodilatation sowie eine gesteigerte Eta-Rezeptor-vermittelte
Vasokonstriktion feststellen.

1993 wurde der Nachweis einer verminderten ETg-Rezeptor-Expression bei Ratten erbracht,
bei denen durch Injektion von Monocrotaline eine PHT erzeugt wurde (YORIKANE et al.
1993).

Eine Arbeitsgruppe aus San Francisco wies schlie3lich eine vermehrte ETa-Rezeptor- sowie
verminderte ETg-Rezeptor-Expression beim aortopulmonalen Shuntmodell am Schaf nach
(STEINHORN und FINEMAN 1999; BLACK et al. 2000).

LUTZ et al. (1999) zeigten bei padiatrischen Patienten mit Links-rechts-Shunt einen Anstieg
der ETa-Rezeptoren in Korrelation mit erhéhtem PVR sowie reduziertem pulmonalen
Blutfluss.

Der erhohte ET-1-Plasmaspiegel sank bei Kindern mit angeborenen Herzerkrankungen
drastisch ab, nachdem diese chirurgisch korrigiert worden sind (ISHIKAWA et al. 1995).
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2.3 Hamodynamik

23.1 Kardiopulmonale Hdmodynamik beim Menschen

Der Ductus arteriosus Botalli verschliet sich funktionell innerhalb 10 bis 15 Stunden
postpartal (RUDOLPH 2001c). In Folge dessen fallt innerhalb der ersten 10 bis 14 Tage der
pulmonalvaskuldare Widerstand rapide ab, bis er schlieBlich im Alter von 6 bis 8 Wochen
adulte Werte von 0,08 mmHg/ml/min/kg erreicht. Parallel zum hohen PVR ist zu Geburt ein
hoher PAP (mPAP = 40 bis 70 mmHg) vorhanden, der nahezu dem systemischen arteriellen
Druck entspricht, postpartal aber sehr schnell auf 9 bis 19 mmHg abféllt (RUDOLPH 2001b).
Im Gegensatz dazu steigt der systemische arterielle Druck graduell an. Beim Neugeborenen
betragt der mittlere systemische arterielle Druck 60 bis 65 mmHg, beim einjéhrigen Kind ist
er auf adulte Werte von 70 bis 80 mmHg angestiegen. Der mittlere linksatriale Druck steigt
geringgradig von 3 bis 6 mmHg beim Kleinkind auf 5 bis 10 mmHg bei alteren Kindern. Mit
Beginn der Lungenventilation betragt beim neugeborenen Menschen das Herzminutenvolu-
men 200 ml/kg/min (RUDOLPH 2001a). Dieses fallt sogleich sehr rasch ab, bis es im
Erwachsenenalter schlie3lich 100 ml/kg/min erreicht.

2.3.2 Kardiopulmonale Hdmodynamik beim Schwein

Die postpartale Entwicklung der pulmonalen Zirkulation beim Schwein besteht aus 3 Phasen:
Oh bis 24h postpartal:
Dilatation der kleinen Arterien innerhalb der Azinus-Regionen mit Reduktion des
pulmonalarteriellen Druckes.
1d bis 2w postpartal:
Signifikante Reduktion der arteriellen Gefddmuskeln mit Verminderung des Verhaltnisses
vom pulmonalvaskuldren Widerstand zum systemvaskularen Widerstand von 0,58 auf
0,18.
2w bis 6m postpartal:
Funktionell ist die pulmonale Zirkulation mit 2 Wochen voll entwickelt, aber Wachstum
und Umgestaltung der Pulmonalarterien dauern an, bis eine erwachsene Struktur im Alter
von 6 Monaten zu erkennen ist (HAWORTH und HISLOP 1981).
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Tabelle 4: Pulmonale H&modynamik beim heranwachsenden Schwein

4-6 h 8-10 h 18-24 h 1w 2w 8-12w 16-24w
n 2 2 3 5 3 4 2
mAOoP 37 39 36 53 53 77 95
[mmHg] (36-38) | (35-44) | (31-33) | (30-60) | (47-62) | (60-95) | (89-100)
MmPAP 26 23 23 16 10 14 22
[mmHg] (32-19) | (26-17) (23) (9-21) (7-13) (13-17) | (18-26)
mPAP/mAoP 0,69 0,59 0,63 0,3 0,19 0,18 0,23
PVR 141 100 75 32 13 5 5
[mmHg/l/min] | (110-173) | (63-137) | (50-95) | (13-46) (9-17) (4-5) (4-5)

(HAWORTH und HISLOP 1981)

h: Stunden nach Geburt
w: Wochen nach Geburt
n: Anzahl der untersuchten Tiere

mAoP: mittlerer systemischer Druck

mPAP: mittlerer pulmonalarterieller Druck
PVR:  pulmonalvaskularer Widerstand

Bei Menschen wie auch bei Schweinen fallt der pulmonalvaskuldare Widerstand unmittelbar
nach Geburt mit Beginn der Lungenventilation. Physiologischerweise féllt der pulmonalarte-
rielle Druck innerhalb von 24 Stunden auf die Halfte des systemischen Druckes und dann

fortschreitend innerhalb der néchsten 2 bis 6 Wochen auf Werte im Endzustand.
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2.4 Tiermodelle

Es gibt zahlreiche chirurgisch hergestellte Tiermodelle, an denen eine pulmonale Hyperten-
sion untersucht werden kann. Die operative Entfernung eines Lungenfligels/-lappens und
verschiedene arterio-ventse Anastomosen sind an unterschiedlichen Tierspezies duchgefihrt
worden (HERGET 1993). Die operative Anlage eines aortopulmonalen Shuntes beim heran-
wachsenden Schwein ist bisher nur hinsichtlich ihrer h&modynamischen Effekte untersucht
worden (RENDAS et al. 1979; GUERREIRO et al. 1988; DE CANNIERE et al. 1994), bzw.
zusétzlich noch die endotheliale Nitroxid-Synthase-Aktivitat unter verschiedenen Beatmungs-
bedingungen in diesem Modell (PARVIZ et al. 1999). Die hdmodynamischen Veradnderungen
am aortopulmonalen Shuntmodell beim Schwein in Zusammenhang mit dem Endothelin-1-
Plasmaspiegel wurden bis jetzt nur hinsichtlich der chronischen Verdnderungen im Zeitraum
von 6 bzw. 12 Wochen nach Anlage des aortopulmonalen Shuntes (STENBOG et al. 2001),
bzw. 12 Wochen nach Anastomosierung der linken A. subclavia mit dem Truncus pulmonalis,
bestimmt (RONDELET et al. 2003).

Es sind bisher jedoch noch keine Daten Uber die akuten Veranderungen des Endothelin-1-
Plasmaspiegels wéhrend der Anlage eines aortopulmonalen Shuntes mit Erhéhung des pul-

monalen Flusses und Druckes verfugbar.

Eine weitere sehr zuverlédssige und einfache Methode bei Versuchstieren eine PHT zu er-
zeugen ist, sie einer chronischen Hypoxie auszusetzen. Vielfach wurde dies erreicht durch
Hohenexposition der Versuchstiere oder als Alternative die Aussetzung einer hypoxischen
Kammer (HERGET 1993).

Eine weitere Moglichkeit, einen Sauerstoffmangel beim Versuchstier zu erzeugen, ist die
Hypoventilation. Vielversprechend hierbei ist die angeborene Zwerchfellhernie beim Lamm.
Es gibt pharmakologische Hinweise, dass ET-1 an der Genese der hypoxischen pulmonalen
Vasokonstriktion beteiligt ist, da die vasokonstriktorische Antwort der Pulmonalarterien auf
Hypoxie durch pharmakokinetisch unterschiedliche ETa Rezeptor Antagonisten inhibiert oder
auch zurtickgebildet werden konnte (DICARLO et al. 1995; EDDAHIBI et al. 1995).

Es wurde jedoch bis jetzt noch nicht gezeigt, ob die Mediatoren der hypoxisch und der
flussbedingten pulmonalen Hypertension den gleichen Regulationsmechanismen unterliegen
(VOELKEL und TUDER 2000).

Die durch Hypoxie verursachte pulmonale Hypertension ist ein Prozess, der von den Alveolen
ausgeht (HERGET 1993), die flussbedingte pulmonale Hypertension wird jedoch sehr
wahrscheinlich durch einen endothelialen Prozess ausgeldst (VOELKEL und TUDER 2000).
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Nach Verletzung des pulmonalvaskuldren Bettes durch toxische Substanzen kommt es eben-
falls zu einer PHT. Ein sehr potentes Mittel, eine PHT auszultsen, ist Monocrotaline, ein
Pyrrolizin Alkaloid aus dem Samen von Crotalaria spectabilis, welches in der Leber zu
Dehydromonocrotaline abgebaut wird und als solches nach einigen Wochen durch Verletzung
des pulmonalvaskuldren Bettes eine pulmonale Hypertonie verursacht (OKADA et al. 1995).
Im Gegensatz zur flussbedingten pulmonalen Hypertonie, die eine deutliche Intimaprolifera-

tion zeigt, kommt es hier zu keiner Proliferation der Intima (HEATH 1992).
Eine nur sehr geringe Bedeutung, eine PHT zu induzieren, wird der vendsen Obstruktion der
Lunge zugeschrieben, wie zum Beispiel Ligierung der Pulmonalvene, Obstruktion des linken

Vorhofs oder Zerstérung der Mitralklappe (HERGET 1993).

SchlieRlich existiert noch das Modell der chronischen Embolisation, welche durch eine konti-
nuierliche Luftembolisation erreicht wird (PERKETT et al. 1990).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielsetzung

Ziel dieser Studie ist es, durch einen operativ angelegten aortopulmonalen Shunt im Schwei-
nemodell einen erhdhten Lungenfluss zu produzieren.

Zum einen konnen damit angeborene Herzfehler mit Links-rechts-Shunt dargestellt werden,
zum anderen simuliert dies die palliative Therapie einer verminderten Lungendurchblutung
bei Kleinkindern.

In Vorversuchen, die zur Etablierung des aortopulmonalen Shuntmodells dienen, beschréanken
sich die Untersuchungen hauptsachlich auf die akuten hdmodynamischen Veranderungen, wie
sie nach chirurgischem Anlegen des aortopulmonalen Shuntes auftreten.

Fur das Modell der angeborenen Herzfehler mit Links-rechts-Shunt sollen in der Shunt-
gruppe sowie in der Kontrollgruppe die hdmodynamischen Verédnderungen vom Zeitpunkt der
OP vor Anbringen des aortopulmonalen Shuntes zur Finalmessung nach 5 Wochen bestimmt
werden, um Riuckschliusse auf die Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie ziehen zu
kénnen.

Fur das Modell der palliativen Therapie einer verminderten Lungendurchblutung sollen die
akuten Verdnderungen des Endothelin-1-Plasmaspiegels wéhrend der Shuntimplantation

sowie 5 Wochen nach Operation gemessen werden.

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemal § 8 des Deutschen Tierschutzgesetzes vom

18.8.1986 durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.
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3.2 Material und Methoden

3.21 Versuchstiere

Insgesamt werden 36 klinisch gesunde Absatzferkel beiderlei Geschlechts verwendet. Hierbei
handelt es sich um Masthybriden (DL x Pietrain) aus einem staatlichen Zuchtbetrieb. 19
davon werden fir Vorversuche bendtigt. Ihr Gewicht variiert zwischen 5 und 16 kg, das Alter
zwischen 3 und 8 Wochen.

Die Tiere der Shunt- sowie der Kontrollgruppe sind im Durchschnitt 4 bis 5 Wochen alt und

wiegen 6 bis 7,5 kg. Die Shuntgruppe umfasst 12 Tiere, die Kontrollgruppe 5 Tiere.

Es werden maximal 6 Ferkel in Gruppenboxen mit einer Grundflache von 3m x 1,50m gehal-
ten. Die Stalltemperatur betragt 20 bis 23 °C bei einer relativen Luftfeuchte von 60 bis 70%.
Die Beleuchtung ist in einem 12-Stunden-Rhythmus geschaltet. Dabei herrscht Dunkelphase
von 18.00 Uhr bis 6.00 Uhr. Zwischen 6.00 und 7.00 Uhr wir das Licht langsam bis auf 500
Lux hochgedimmt, zwischen 17.00 und 18.00 Uhr wieder langsam runtergedimmt.

Die Schweine werden zwei mal taglich mit Ferkelaufzuchtfutter (Treff FK 132, Bayerische
Kraftfutter GmbH) gefittert. Wasser steht aus einer Selbsttranke zur freien Verfugung.

Den Tieren wird 12 Stunden vor der Operation das Futter entzogen, Wasser steht weiterhin
zur freien Aufnahme zur Verfligung.

Nach der Operation erfolgt eine r&umliche Trennung der frisch operierten von noch nicht ope-

rierten Tieren.

3.2.2 Versuchsplan

Im Rahmen von Vorversuchen soll die OP- und die Anésthesie-Methode vollstandig etabliert
werden. Hierbei wird vor allem untersucht, wie die Tiere auf die akuten Fluss- und Drucker-
hohungen nach Anbringen des aortopulmonalen Shuntes in der A. pulmonalis reagieren.
Sobald keine Komplikationen wéhrend der Operation mehr auftreten, sollen die Tiere anfangs
einen Tag, spater bis zu 4 Wochen postoperativ getdtet werden, um die Funktionalitit des

Shuntes zu Uberprifen.
Nach den Vorversuchen folgt der Hauptversuch mit Zuordnung der Schweine in eine Shunt-

sowie eine Kontrollgruppe mit jeweils 7 Tieren. Der Versuchsplan ist aus Tabelle 5 zu ent-

nehmen.
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Tabelle 5: Ubersicht des Tierversuches mit Einteilung in Kontroll- und Shuntgruppe

Shuntgruppe (n =7)

Kontrollgruppe (n =7)

t=0
Alter: 4-5 Wochen

Blutabnahme fur
Endothelinbestimmung
Thorakotomie
Lungenbiopsie
Hamodynamik
Anlegen des Shuntes
Blutabnahme fur

Endothelinbestimmung

Blutabnahme fir
Endothelinbestimmung
Thorakotomie
Lungenbiopsie

Hamodynamik

Blutabnahme fir
Endothelinbestimmung

t =5 Wochen
Alter: 9-10 Wochen

Blutabnahme fur
Endothelinbestimmung
Sternotomie
Hamodynamik
Lungenbiopsie

Totung

Blutabnahme fur
Endothelinbestimmung
Sternotomie
Hémodynamik
Lungenbiopsie

Totung

t=Zeitpunkt; n=Anzahl

3.2.3 Versuchsdurchfihrung

3.231 Anasthesie

Die Pramedikation erfolgt in einer Mischspritze intramuskuldr mit dem Neuroleptikum Aza-
peron (Stresnil®, 2 mg/kg KGW), dem dissoziativen Anasthetikum Ketamin (Narketan®; 15
mg/kg KGW) sowie dem Anticholinergikum Atropin (Atropinum sulfuricum®; 0,05 mg/kg
KGW). Zum Erreichen der Intubationsfahigkeit wird tber einen venésen Zugang der Vena
auricularis lateralis das Hypnoticum Thiamylal (Surital®; 8,5-17 mg/kg KGW) injiziert. Nach
orotrachealer Intubation (Tubus der Firma Risch; Durchmesser 4,5 mm) und Rasur des Ope-
rationsfeldes wird das Schwein auf den Operationstisch verbracht. Die Operat