Aus der Klinik fir Anasthesiologie und operative Intensivmedizin
der Medizinischen Fakultat der Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Einfluss von inhaliertem Kohlenmonoxid auf die hypoxisch
pulmonale Vasokonstriktion (HPV) wahrend Sepsis im Modell
der isoliert perfundierten Mauselunge

Zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Daniel David Oswald

aus Stuttgart



Gutachter: 1. Prof. Dr. med. J. Weimann
2. Prof. Dr. med. W. M. Kubler
3. Prof. Dr. Dr. h.c. K. Geiger

Datum der Promotion: 22.11.2008



Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS ...t -3-
R o 1\ | I I I PP -5-
1.1 DI HyroxisCH PULMONALE VASOKONSTRIKTION (HPV) .....coooviiiiiiiiiiieiieeeeiiies -5-
1.2  DAS AKUTE LUNGENVERSAGEN (ARDS) .....iiiiiiiiiiiiiiee e -6-
1.3  DIE HAM-OXYGENASE (HO) ..uuuiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e eeeaenaen -8-
1.4 KOHLENMONOXID (CO) ..iiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt s e e e e e e e eetatn s e e e e e e e e eeasanna e e e e eaeaees -11-
1.5 A | =S = 17401 N -15-
2  MATERIAL UND METHODIK ..ot a e -16 -
2.1 == -16 -
2.2 ISOLIERT PERFUNDIERTES UND VENTILIERTES MAUSEMODELL ...uvvuvvereenieeenennen, -16 -
2.3  QUANTIFIZIERUNG DER HYPOXISCH PULMONALEN VASOKONSTRIKTION............... -19-
2.4 BESTIMMUNG DES COHB .. enieieieeee ettt ettt e e e aneneens -19-
2.5 MODELL DER ENDOTOXINAMIE .. .tututntntnteeeeeeeeeneeesseeeesesasaensaenenenens -19-
2.6 (O(O B oy =T0 <] I [0 ] PR -20-
2.7 VERSUCHSPROTOKOLL et teeneeeeaeae et e e e e e e e ee e ea e e e aa s e e en e e e ea s e e enseenanaeaenens -22 -
2.8 NASS-/TROCKEN-ANTEIL DER LUNGEN ....cenieneeeee e -23-
2.9 ST ATISTISCHE ANALY SE . ettt teeeee e e e e et et e e e e ea e e e en e e e anea e aneaaeeneeaenns -23-
B ER GEBINIS SE ... o i - 24 -
3.1  EINFLUSS VON ENDOTOXIN (LPS) AUF DIEHPV .....oviiiiiiiiie e, -25-
3.2 EINFLUSS VON INHALIERTEM CO AUF DIE HPV ..o, -25-
3.3 CO-HB WAHREND CO EXPOSITION ...ttt ee e e e eea e e eean e eaeneeeeananaenas -27 -
3.4 CO EXPOSITION IN 50% SAUERSTOFF VERSUS IN AIR ..euieieeieeieeeeeeeeeeaaanenns -29-
3.5 NASS-/TROCKEN-VERHALTNIS DER LUNGEN ....eneeeee e eeaaeaenaens -30-
N B T 1Y (U 1] [ ] PP -31-
4.1 DIE VERMINDERUNG DER HPV WAHREND ENDOTOXAMIE ...c.cuiiiieeieeieaeeenen, -31-
4.2 DER PROTEKTIVE EFFEKT VON KOHLENMONOXID ...vvuvueeneeeneeneeneeeeeeensensesenenens -32-
4.3 DOSISEFFEKT VON KOHLENMONOXID .. eututuentneneeeeeeeeeneneneeeneensnsaenenensnenens -34 -
R O O ) |- SRR -35-
4.5 WAS BEDEUTET DAS FUR DIE KLINIK? .. neeeie e e e e eee e eeeen e eeeaaeenenens -37 -
4.6 KRITISCHE AUSEINANDERSETZUNG MIT DEM EXPERIMENTELLEN ANSATZ ............ -38 -
5 ZUSAMMENFASSUNG ...ttt ettt e et e e e e e e e eanee -39 -
6 LITERATURVERZECHNIS ...t aeans - 40 -
T LEBENS L AUF ..o -51 -
8 DANKSAGUNG .o ettt ettt e e e e aaans -52 -

9 ERKLARUNG AN EIDES STATT



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ALI “acute lung injury”, akute Lungenschadigung

ARDS »-acute respiratory distress syndrome®, akutes Lungenversagen

ANOVA | ,analysis of variance”, Varianzanalyse

AZV Atemzugvolumen

cGMP 3":5'-cyklisches Guanosinmonophosphat

CO ~carbon monoxide*, Kohlenmonoxid

CO3 Kohlendioxid

CO-Hb | Carboxyhamoglobin

ERK “extracellular signal regulated kinase”, extrazellular-regulierende Sig-
nalkinase

Fe “ferritin”, Eisen

FiO2 inspiratorische Sauerstofffraktion

HO Hamoxygenase

HPV Hypoxisch Pulmonale Vasokonstriktion

HSF 1 Hitzeschockfaktor 1

HSP 70 | Hitzeschockprotein 70

iICO .inhaled carbon monoxide®, inhaliertes Kohlenmonoxid

I.p. intraperitoneal

IL Interleukin

JNK c-jun NH; terminal kinase

LAP Jleft artrial pressure”, linksartialer Druck

L-NAME | Ny-Nitro-L-Argine methyl Ester

LPS Lipopolysaccharid

LSD least significant difference

MAPK »,mitogen activated protein kinase“, mitogenaktivierte Proteinkinase

MIP1a “macrophage inflammatory protein 1a”, Makrophagen-
Inflammationsprotein

MW Mittelwert

NO Lhitric oxide®, Stickstoffmonoxid

O, Sauerstoff

paO; arterieller Sauerstoffpartialdruck




PAP -pulmonary artery pressure®, pulmonalarterieller Druck

PAWP | ,pulmonary artery wedge pressure”, pulmonalarterieller Verschlussdruck

PCWP | ,pulmonary capillary wedge pressure”, pulmonalkapillarer Verschlussdruck

PEEP »pOsitive endexpitarory pressure, positiver endexpiratorischer Pla-
teaudruck

PIP .peak inspiratory pressure”, inspiratorischer Spitzendruck

pO; Sauerstoffpartialdruck

ppm .parts per million®, Teile pro Million

Q Fluss

SD Standardabweichung

SIRS ~Systemic inflammatory response syndrome*, Systemisches inflammatori-

sches Response Syndrom

sGC »Soluble guanylate cyclase”, I6sliche Guanylatzyklase

TNF-a “tumor necrosis factor alpha”, Tumornekrosefaktor alpha

V Ventilation
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Die vorliegende Arbeit stellt den Zusammenhang zwischen inhaliertem Kohlenmonoxid
und dem moglich Einfluss auf die hypoxisch-pulmonale Vasokonstriktion wéhrend Sep-
sis im Modell der isoliert perfundierten Mauselunge dar.

1.1 Die Hypoxisch Pulmonale Vasokonstriktion (HPV)

Die Hypoxisch Pulmonale Vasokonstriktion wurde erstmals 1894 von Bradford und
Dean beschrieben [13] und spéater nach den Autoren einer Publikation eingehender Un-
tersuchungsergebnisse von 1946 als ,Von-Euler-Liljestrand-Reflex" bezeichnet [121].
Hierunter versteht man die Konstriktion der pulmonalen Mikrozirkulation (GefaRdurch-
messer ca. 30 — 300 um) als Antwort auf einen erniedrigten pulmonalen Sauerstoffpar-
tialdruck. Die Existenz der HPV wurde bei allen bekannten Saugetieren nachgewiesen
[23].

Durch die HPV kommt es zur regionalen Anpassung der pulmonalen Perfusion an die
Ventilation. Besteht in einem Lungenareal eine Minderbeltftung, so wird durch den Me-
chanismus der HPV der Blutfluss in diesem gedrosselt und in andere, besser ventilierte,
Areale umgeleitet. Dadurch entsteht eine Verminderung der intrapulmonalen Shuntper-
fusion und damit eine Optimierung des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (paO,) [9, 23,
119]. Eine systemische Hypoxamie wird verhindert [131].

Durch Ventilation mit einem hypoxischen Gasgemisch kann experimentell eine Vaso-
konstriktion der prakapillaren Arteriolen innerhalb von 30 — 60 Sekunden ausgelost
werden, die nach Minuten ein Maximum erzielt und Uber Stunden konstant gehalten
werden kann [2, 46]. Diese Reaktion des pulmonalen Gefal3bettes steht im Gegensatz
zur ubrigen systemischen Zirkulation, wo eine Hypoxamie eine Vasodilatation zur Folge
hat [89].

Das genaue Zusammenspiel zwischen Sensor und Effektor ist nach aktuellem Wis-
sensstand nicht genau geklart.

Bezuglich des Effektors der HPV konnten in den letzten Jahren einige Fortschritte ver-
zeichnet werden und es wurde bekannt, dass den Kaliumkanélen eine zentrale Rolle

zugesprochen werden kann.
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Insbesondere die spannungsabhangigen Kaliumkanal-Untergruppen Kv1.5, Kv2.1,
Kv1.2/Kv1.5 und Kv2.1/Kv9.3 sind hierbei zu erwdhnen [4, 6, 33, 81, 84].

Unter Normoxie besitzen membranstandige, O»-sensitive Kaliumkandale eine hohe Leit-
fahigkeit und sind hierdurch entscheidend an der Aufrechterhaltung des Ruhememb-
ranpotenzials der pulmonalen Gefal3muskelzelle beteiligt.

Unter Hypoxie verandert sich die Kaliumleitfahigkeit der Muskelzelle. Sie nimmt ab, was
zur Folge hat, dass vermehrt Kalium in der Zelle verbleibt und es zu einer Depolarisati-
on der Zellmembran kommt. Hierdurch 6ffnen sich spannungsabhangige L-Typ-
Kalzium-Kanéle mit nachfolgender Erhdhung der intrazellularen Kalziumkonzentration.
In Folge dessen kommt es zu einer Konstriktion der pulmonalen glatten GefalRmuskel-
zellen [33, 84, 128].

Bezuglich des Sensoreffektes herrschen nach aktuellem Wissensstand zwei Theorien.
Einerseits wird die Beteiligung der Atmungskette, andererseits der Redoxstatus der Zel-
le als Sensor in Betracht gezogen [2, 3, 50, 65].

Insbesondere im Rahmen von Erkrankungen, wie der Pneumonie oder dem akuten
Lungenversagen (,acute respiratory distress syndrome*; ARDS), die mit einer ausgep-
ragten, vor allem entzundlichen Lungenschadigung, einhergehen, kann der Mechanis-
mus der HPV beeintrachtigt werden [119]. Die daraus resultierende Shuntperfusion
fuhrt zu einer Hypoxamie, welche eine zusatzliche Verschlechterung des Krankheitszu-

standes zur Folge hat [137].

1.2 Das akute Lungenversagen (ARDS)

Das akute Lungenversagen wurde als solches erstmals 1967 durch Ashbough et al.
beschrieben [7]. Es bezeichnet eine akute Funktionsstorung des pulmonalen Gasaus-
tausches, welche mit pulmonaler Flissigkeitseinlagerung, Veranderungen der pulmona-
len Hamodynamik und Abnahme der Compliance assoziiert ist [40].

Die Inzidenz liegt nach neueren Untersuchungen zwischen 1,5 und 8,3 pro 100.000
Einwohnern [51, 107, 117, 118], die Letalitat, je nach Alter und Ursache des ARDS,
zwischen 28% und 42% [72, 97, 138].

Einerseits kdnnen direkte Lungenparenchymschadigungen, wie Aspiration von Magen-
saft (,Mendelson-Syndrom*), Kontusion, inflammatorische Prozesse (wie bei Sepsis)

und schwere Pneumonie ein ARDS auslésen; andererseits kdnnen schwerwiegende

-6 -
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Schadigungen anderer extrapulmonaler Organsysteme sekundar zum ARDS fuhren.
Typische Beispiele fur extrapulmonale Organsysteme sind ein protrahiertes Schockge-
schehen oder eine akute Pankreatitis [27, 45].

Trotz der Heterogenitat der Atiologie kommt es letztlich zur Ausbildung einer sich selbst
unterhaltenden inflammatorischen Reaktion des Lungenparenchyms.

Eine einheitliche Definition des ARDS wurde auf der Konferenz des ,American-
European Consensus Committee on ARDS*" erarbeitet [12]. Kriterien fir das Vorhan-
densein eines ARDS sind hiernach ein verminderter Quotient aus arteriellem Sauers-
toff-Partialdruck (PaOz2) und dem der inspiratorischen Sauerstofffraktion (FiO2) auf < 200
mmHg (Oxygenierungsindex nach Horrowitz). Neben dem akuten Beginn der respirato-
rischen Insuffizienz missen aufRerdem im Rontgen-Thorax ausgepragte, bilaterale Infilt-
rate sowie ein pulmonaler Kapillarverschlussdruck (PCWP, Wedge-Druck) < 18 mmHg
zum Ausschluss eines akuten oder chronischen Linksherzversagens vorhanden sein.
Es gibt keinen einheitlichen pathogenetischen Verlauf beim ARDS; allerdings mundet
trotz der Vielzahl der involvierten humoralen Mediatoren (Eikosanoide, Sauerstoffradi-
kale, Proteasen, Zytokine, Plattchenaktivierender-Faktor, Gerinnungs-Kaskade, Komp-
lement-Kaskade und Kallikrein-Kinin-Kaskade) wie auch zellularen Effektoren (aktivierte
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen und Pneumozyten Typ Il) das
Geschehen in eine gemeinsame Endstrecke, die das vaskulare, interstitielle und alveo-
lare Kompartiment der Lunge betrifft [133].

Die Pathogenese des ARDS kann man formal in eine Frih- und Spatphase einteilen.

In der frihen Phase besteht eine generalisierte Inflammation der Lunge. Hierbei kommt
es wegen einer progredienten Permeabilitatserh6hung des Alveolar- und Kapillarendo-
thels zum Einstrom proteinreicher Flissigkeit in das Interstitium und den Alveolarraum
[137].

DarUber hinaus kommt es unter anderem durch eine Verminderung der Surfactantbil-
dung zu einer alveolaren Instabilitat mit Ausbildung von atelektatischen Lungenarealen
und einer schwerwiegenden Stérung des Ventilations-/Perfusionsverhaltnisses (Va/Q)
mit Ausbildung eines erhdhten intrapulmonalen Rechts-Links-Shunts (Qs/Qy) [43, 95].
Infolge einer sich entwickelnden pulmonalen Hypertonie kommt es zur Verstarkung des
interstitiellen Lungenédems und zum Cor pulmonale mit rechtsventrikularer Dysfunktion
[57, 96] bis hin zum Rechtsherzversagen [116, 118]. Neben der durch das Lungendédem

verursachten Abnahme der pulmonalen Diffusionskapazitat und sich ausbildenden



1 EINLEITUNG

Atelektasen spielt die Zunahme der Shuntperfusion bei der Ausbildung einer schwer-
wiegenden Hypoxamie im Rahmen des ARDS eine wichtige Rolle [137].

Neben der kausalen Behandlung der Grunderkrankung werden supportive Behand-
lungsstrategien angewendet, die zwar die Symptomatik bessern, fur die jedoch keine
Letalitatssenkung gezeigt werden konnte [59].

Hierzu z&hlen die Negativbilanzierung des Patienten sowie die Therapie mit pulmonalen
Vasodilatatoren.

In der medikamenttsen Therapie des ARDS wurden intravendse Vasodilatatoren, wie
das Prostacyclin [85] zur Senkung der pulmonalen Hypertension erprobt. Intravendse
Vasodilatatoren fuhren zwar zur Senkung des pulmonalarteriellen Drucks (,PAWP;
pulmonary artery wedge pressure), jedoch auch zu einer Zunahme des intra-
pulmonalen Shunts und zu einer systemischen Vasodilatation mit Hypotension [123].
Demgegenuber kann durch eine selektive pulmonale Vasodilatation, z.B. durch inha-
lierbares Stickstoffmonoxid (iNO) eine Verbesserung der Oxygenierung, insbesondere
beim schweren ARDS erreicht werden. Es zeigte sich jedoch, dass dies hauptsachlich

bei septischen Patienten nur in ungeféahr der Halfte der Falle mdglich ist [126].

1.3 Die Ham-Oxygenase (HO)

Die Hamoxygenase wurde 1968 von Tenhunen et al. als das Schliisselenzym des Ham-
Abbaus beschrieben [104, 105].

Heute sind 3 Isoformen der Hamoxygenase — HO-1, HO-2 und HO-3 — bekannt.

Von diesen sind HO-2 und HO-3 konstitutiv exprimiert [63, 64], wahrend die HO-1 als
Antwort auf bestimmte Stimuli induziert wird [54-56]. So fihren verschiedenste zellulare
Noxen, wie Hitze, ultraviolette Strahlung, Endotoxin (LPS; Lipopolysaccharid), Schwer-
metalle, Hypoxie oder entziindliche Zustande zu einer Induktion der HO-1 [1, 53, 110,
115]

Neuere Untersuchungen belegen in vitro und in vivo die Annahme, dass die endogene
Aktivierung der HO-1 potente zytoprotektive Effekte vermittelt [36, 98]. Diese Effekte
sind in Studien, sowohl in Tierexperimenten (Maus, Ratte, Hase und Schwein), als auch

in humanen Zellexperimenten nachgewiesen worden (siehe Tabelle 1)
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Effekt der Induktion der HO-1

Tiermodell/Zellart

Induktion der HO-1
durch

1. Anti-oxidativ und Anti-inflammatorisch

Verhinderung der Leukozyten-
adhasion

Ratten [39]

Vorbehandlung mit
Hamin

Senkung der Pro-
Inflammatorischen Antwort

Maus-Endothelzellen [48]

Vorbehandlung mit
Hamin-Arginat

Unterbindung der INOS Aktivitat

Maus [114]

Vorbehandlung mit
Hamin

Senkung der Mukosomalen Ver-
letzung

Ratten [111]

Vorbehandlung mit
Glutamin

Zelltods

Senkung der Zytokin-Proteine Maus [136] Transgenetische HO-1
Uberproduktion
2. Anti-apoptotisch
Unterdriickung der der Kaspa- Maus [94] Vorbehandlung mit
se-3-Aktivierung Kobalt-Pophyrin
Senkung des apoptotischen Maus [25] Vorbehandlung mit

Endotoxin

Schutz vor TNF-induzierten Zell-
tod

Maus-Pankreas B-Zellen
[109]

Transfektion und Uber-
produktion von HO-1

Schutz vor Pseudomonas-
induzierten Zelltod

Humane Epithelzellen
von CF-Patienten [140]

Transfektion und Uber-
produktion von HO-1

3. Schutz vor Ischdmie/Reperfusion (I/R)

Verkleinerung des Herzinfarkt-
gebietes

Ratten [37]

Vorbehandlung mit
Hamin

Schutz vor mukosomalem I/R-
Schaden

Ratten [8]

Vorbehandlung mit
Hamin

4. Schutz vor neurodegenerativen Veranderungen

Senkung der Aktivitat der
mitochondrialen Atemwegskette

Ratten-Astrozyten [18]

Vorbehandlung mit
Acetyl-L-Carnitin

5. Verschiedene Effekte

Zytoprotektion Ratten [30] Traumatische
Hirnschadigung

Schutz vor letaler LPS-Dosis in | Ratten [76] Zugabe von

der Lunge Hamoglobin

Milderung der kinstlich
erzeugten Nephritis

Ratten [71]

Vorbehandlung mit
Hamin

Schutz vor zellularem Stress bei
kunstlich erzeugten
Darmerkrankungen

Ratten [124]

Uberproduktion durch
Trinitrobenzen-
sulfonsaure

Tabelle 1:

Die Tabelle zeigt die Effekte durch Induktion der HO-1
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Als mdgliche Mediatoren dieser HO-1-Effekte kommen die beim Ham-Abbau entste-
henden Nebenprodukte Kohlenmonoxid (,carbon monoxide®; CO), Biliverdin sowie Fer-
ritin in Frage (siehe Abbildung 1).

Ham
NADPH 30,
NADPH p450 Reduktase Hamoxygenase
(HO-1/HO-2)
NADP* 3H,0

Fe (1) Biliverdin IX

Abbildung 1: Ham wird Uber die Hamoxygenase zu Kohlenmonoxid, Biliverdin und

2-wertiges Eisen (Fe(ll)) abgebaut.

Biliverdin selbst, wie auch das durch seinen Abbau entstehende Bilirubin, besitzen
potente anti-oxidative Effekte. So konnte gezeigt werden, dass Biliverdin zu einer Ab-
senkung der Inflammation in einem Colitis-Modell fuhrte [11]. In einer Studie von Clark
et al. konnte gezeigt werden, dass Bilirubin eine protektive Rolle bei ischamischem
Herzinfarkt zugesprochen werden kann. Hierbei stellte Bilirubin einerseits die myokar-
diale Funktion wieder her, andererseits verringerte sich die Infarktgré3e und der mito-
chondriale Schaden [20, 113]. In einem Modell, in welchem durch LPS ein akutes Lun-
genversagen induziert wurde, konnte der anti-inflammatorische Effekt von Bilirubin be-
wiesen werden [91].

Ferritin kann in einem Ischamie-Reperfusionsmodell der Leber durch Hemmung der
endothelialen Zell- und Hepatozyten-Apoptose die Leber schitzen [10].

Das dritte Reaktionsprodukt des Ham-Abbaus, Kohlenmonoxid, besitzt auf zellularer
Ebene vielfaltige Effekte, die im Folgenden beschrieben werden.

-10 -
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1.4 Kohlenmonoxid (CO)

Kohlenmonoxid (CO) ist ein farb-, geruch- und geschmackloses Gas, das aufgrund
seiner, im Vergleich zu Sauerstoff, 217-fach hoheren Bindungskapazitat an Hamoglobin
seit dem 18. Jahrhundert als ein toxisches, potenziell letales Gas bekannt ist [26, 83].
Aus diesem Grund wurde ihm keine therapeutische Bedeutung zugemessen.

Coburn et al. konnten im Jahr 1963 jedoch zeigen, dass CO endogen im Organismus
von Tier und Mensch gebildet wird [22]. In den letzten Jahren riickte CO in den Vorder-
grund der Forschung, denn es stellte sich heraus, dass durch endogen generiertes CO
wichtige physiologische Mechanismen gesteuert werden.

Aktuelle Forschungsdaten zeigen, dass CO grundlegenden Einfluss auf intrazellulare
Signalwege hat, welche vasoregulative, anti-inflammatorische, anti-proliferative,
anti-apoptotische und anti-thrombotische Effekte mit sich bringen (Abbildung 2).

Die genauen Mechanismen fur die physiologischen Signal-Effekte sind jedoch nur
unvollstandig bekannt. Es scheinen jedoch zwei entscheidende Wege fur die Vermitt-
lung des CO-Effekts verantwortlich. Einerseits die Aktivierung der l6slichen Guanylat-
cyclase (,soluble guanylate cyclase”; sGC) und die damit verbundene Stimulation der
cGMP-Produktion (cyklisches Guanosinmonophosphat), welcher der am besten er-
forschte Mechanismus ist. Hieriber werden anti-proliferative, anti-thrombotische und
vasodilatative Effekte vermittelt. Andererseits der MAPK (Mitogen-aktivierte-Protein-
Kinase)-Weg, der unabhangig von cGMP aktiviert wird, jedoch méglicherweise zuséatz-
lich von cGMP beeinflusst werden kann. Anti-inflammatorische, anti-apoptotische und
anti-proliferativ beeinflussen diese Aktivierung den CO-Effekt. Weitere Wege sind im
Moment nicht bekannt (siehe Abbildung 2)

Effekte von CO Uber cGMP:

Wie der klassische Agonist der sGC, das NO, so bindet auch CO direkt an das Hamion
der sGC und stimuliert so dessen Aktivitat jedoch mit einer ca. 30-100 mal schwacheren
als NO [31, 47, 55, 103]. Die Bedeutung von CO bei der Aktivierung der sGC steigt in
Zellen oder Gewebe mit wenig endogener NO-Produktion. Diese Regulation der cGMP-
Produktion konnte in glatten GefalRmuskelzellen gezeigt werden [31].

Die vasodilatative Eigenschaft von CO hangt von der Stimulation der sGC und folglich
von der Erhéhung der cGMP ab. Wahrend Hypoxie wird vermehrt endogen CO produ-

ziert, wodurch es zur Vasodilatation kommt [68, 87].

-11 -
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CO
)/ » Guanylatcyclase
y l
0 MAPK-Weg 4-(-) --------------- cGMP
/ H\ \
INK1/2 *) p38 ERK1/2
.
HSF1
l )
) HSP70
(-)l

IL-6 || TNF-a, IL-1B, IP1a

L
Zytokine l
v

Anti-inflammatorisch Anti-apoptotisch Anti-proliferativ Anti-thrombotisch Vasodilitativ

::

Gewebeschutz

Abbildung 2: Das Schaubild zeigt die moglichen Signalwege von CO, die zum
Gewebeschutz beitragen.
CO kann einerseits, genau wie der klassische Regulator NO, die
l6sliche Guanylatcyclase aktivieren, wodurch cGMP entseht.
Andererseits kann auch der MAPK-Weg mit seinen p38, ERK
(.extracellular signal regulated kinase“) und JNK (,c-jun NH, termi-
nal kinase) aktiviert werden. Diese Wege sind im Moment der
Stand der Dinge, andere Wege kénnen nicht ausgeschlossen wer-
den. CO kann eine generelle Downregulation von pro-
inflammatorisch-wirkenden  Zytokinen Uber den p38-MAPK-
abhangigen Weg erreichen, wodurch sein anti-inflammatorischer
Effekt zustande kommt. Der Hitzeschockfaktor 1 (HSF1) und das
Hitzeschockprotein 70 (HSP70) wirken als mdgliche Nebenfakto-
ren. Die moglichen physiologischen Effekte von CO sind ferner anti-

apoptotisch, anti-proliferativ, anti-thrombotisch und vasodilatativ.

-12 -
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Die Vasodilatation ist einerseits mit NO vergesellschaftet [108], andererseits ist CO
auch in der Lage den Gefaldtonus durch die Hemmung des Vasokonstriktors Endothe-
lin-1 zu verandern [66].

Der anti-thrombotische Effekt wurde in Zusammenhang mit einer Hemmung der
Thrombozytenaggregation durch CO uber eine Vervierfachung der cGMP-Werte be-
schrieben [16].

Der anti-proliferative Effekt vermittelt durch CO kann anhand der Vorgange bei Hypoxie
beschrieben werden. Hierbei fihrt das von glatten GefaRmuskelzellen vermehrt gebilde-
te CO zu einer Verhinderung der Proliferation. Wird jedoch, mittels Hamoglobin, das
freie CO gebunden, so kommt es zur Proliferation der glatten Muskelzellen [67].

MAPK-Weg-vermittelte Effekte von CO:

Auch dieser Weg steuert anti-proliferative Effekte. In der Exspirationsluft von Asthmati-
kern konnen erhohte CO-Werte gemessen werden. In Untersuchungen von glatten
Muskelzellen der menschlichen Atemwege von Asthmatikern konnten die erhéhten CO-
Werte auf eine Hochregulierung der CO-Produktion zuriickgefuhrt werden, wodurch
eine Regulierung der Proliferation der Zellen bestand [100].

Der fur diese Arbeit wichtigste und wohl am genauesten bekannte Effekt von CO, die
anti-inflammatorische Komponente, konnte in verschiedenen Modellen der Sepsis, in
Zellkulturen, wie auch in Mausen nachgewiesen werden [70, 77]. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass in vitro, bei durch LPS-induzierter Sepsis, durch HO-1 tberproduzierende
Zellen ein Absinken pro-inflammatorischer Enzyme, wie TNF-a und Interleukin-1f3 er-
reicht werden konnte. Um zu beweisen, dass dieser Effekt, bei dem es zeitgleich auch
zu einem Anstieg von anti-inflammatorischen Enzymen, wie Interleukin-10 kam, auf CO
und nicht auf den Effekt von Biliverdin zurtckzufiihren ist, wurde der Zellreihe exogenes
CO zugefuhrt. Hierbei konnten die gleichen Beobachtungen gemacht werden [70, 77].
Der anti-apoptotische Effekt, der CO zugesprochen werden kann, wurde in Endothelzel-
len gezeigt. Hier kam es zur Unterbindung der TNF-a-induzierten Apoptose dank CO
[15].

Exogen appliziertes CO wirkt bronchodilatativ, hemmt die Freisetzung proinflammatori-
scher Zytokine in der Lunge, reduziert das konsekutive Lungenédem und vermindert die
Proliferation pulmonalarterieller glatter Muskelzellen [61, 62, 73]. In verschiedenen Mo-
dellen des akuten Lungenversagens konnte gezeigt werden, dass exogen appliziertes

CO eine Verminderung der Lungenschéadigung und eine Verminderung der Entzin-
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1 EINLEITUNG

dungsreaktion bewirken kann und so letztendlich positiven Einfluss auf das Uberleben
hat [79, 80].

Des Weiteren konnte aufgezeigt werden, dass exogenes CO im Modell der Sepsis mit
der Hemmung von Leukozyten und Makrophagen vergesellschaftet ist [92]. Uberdies
konnte in weiteren Sepsis-Modellen gezeigt werden, dass die pro-inflammatorischen
Zytokine durch inhalatives CO gesenkt werden, anti-inflammatorische Zytokine gestei-
gert produziert werden und somit eine Verbesserung der Uberlebenswahrscheinlichkeit
gegeben ist [70, 75, 77, 93].

In den bisher durchgeftihrten Studien wurde der Einfluss von unterschiedlichen CO-
Konzentrationen wahrend Sepsis nicht untersucht.

In der aktuellen Literatur sind keine Daten beztiglich des Einflusses von inhaliertem CO
auf die HPV wahrend Sepsis vorhanden, weshalb sich die vorliegende Arbeit genau

diesem Thema widmet.
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1.5 Zielsetzung

Eine Verminderung der hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion (HPV), welche Uber ein
Missverhaltnis von Ventilation zu Perfusion zu zum Teil lebensbedrohlichen Hypo-
xamien fuhrt, stellt eine der wesentlichen klinischen Probleme wahrend der Behandlung
von Patienten mit Sepsis oder ARDS dar.

Die Beschreibung einer anti-inflammatorischen Wirkung von inhaliertem CO (iCO) [77]
fuhrte zu der Grundhypothese der vorliegenden Arbeit:

Inhaliertes CO schutzt vor der Entwicklung einer verminderten HPV wéahrend Sepsis.

In einem entsprechenden, bereits in der Arbeitsgruppe etabliertem Modell [102], wurde

den folgenden spezifischen Fragestellungen nachgegangen:

1. Welchen Einfluss hat eine durch LPS induzierte Sepsis auf die HPV im isoliert per-

fundierten Mausemodell?

2. Wird die HPV bei gesunden Versuchstieren durch die Applikation von CO beeinf-

lusst?

3. Hat inhaliertes CO bei septischen Mausen einen Einfluss auf die HPV? Gibt es eine
signifikante Verbesserung der HPV gegeniber nicht CO-exponierten septischen
Mausen?

4. Gibt es eine Dosisabhéangigkeit des inhalierten CO in Bezug auf die HPV?

5. Inwieweit wird der CO-Hb-Spiegel bei unterschiedlichen CO-Konzentrationen beeinf-

lusst?
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2 MATERIAL UND METHODIK

2.1 Tiere

Die vorliegende Arbeit wurde von der fur Tierschutz zustadndigen Behérde in Berlin

(LAGetSI — Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit,
Berlin, Tier-Genehmigungs-Nr. G0161/05 vom 28.12.2005) genehmigt. Es wurden im
Modell der isoliert perfundierten Mauselunge insgesamt 95 méannliche Mause (C57BL/6)

mit einem Koérpergewicht von 20-32 g untersucht.

2.2 Isoliert perfundiertes und ventiliertes Mausemodell

Das Modell der isoliert-perfundierten und ventilierten Mauselunge ist schematisch in

Abbildung 3 und das Labor-Setup in Abbildung 4 gezeigt.

Gasver -

sorgung Ventilator
== |
PC
‘ | Agigli?gl N @ Plexiglas -
Interface B et

[alalele
Perfusat -

Verstéirker Reservoir |
p Wasser -

Therm ostat

ol

n

= 0

@lﬁﬂ %

Rollerpumpe PAP LAP

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Modells der isoliert perfundierten Mause-

lunge (Details siehe Text)
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Abbildung 4: Labor-Setup

Die Méause erhielten eine intraperitonealen letale Injektion von 400mg/Kg Kérpergewicht
Phenobarbital-Natrium (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) und wurden anschlieRend
in eine 37 °C warme doppelwandige Kammer (Isoliert perfundierte Lunge Gréf3e 1 Typ
839; Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) platziert.

Die Trachea wurde unter mikroskopischer Sicht (Mikroskop Leica MZ6 + Lichtquelle KL
1500LCD, Leica Microsystems AG, Wetzlar) frei prapariert, tracheotomiert, kanuliert
und die Lunge mit einem Gasgemisch bestehend aus 21% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid
und 74% Stickstoff (Linde Gas AG, Leuna), mittels eines volumen-kontrollierten Beat-
mungsgerates (MiniVent Type 845, Hugo Sachs, March-Hugstetten) bei einer Beat-
mungsfrequenz von 100/min, einem Tidalvolumen von 9 ml/kg KG und einem positiven
endexspiratorischen Druck von 2 mmHg, beatmet.

Anschliel3end erfolgte eine Mittellinien-Sternotomie um die Lungen freizulegen, das
Diaphragma mit einer feinen Schere eroffnet und 10 IE Heparin durch direkte Punktion

des rechten Ventrikels injiziert.
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Danach erfolgte die Anlage einer Ligatur um die aorto-pulmonale Ausflussbahn und der
rechte Ventrikel wurde seitlich durch eine Inzision ertffnet. Die Pulmonalarterie wurde
mit einer Edelstahl-Kanile (interner Durchmesser 1 mm) Uber den rechten Ventrikel
kanuliert. Um den linken Vorhof zu drainieren erfolgte die Kanulierung durch eine Edel-
stahl-Kanule via linker Herzspitze und Mitralklappe. Als Perfusat diente eine modifizierte
Pufferlosung (,Hank’s Balanced Salt Solution, Biochrom AG, Berlin), folgende Substan-
zen (in mM): 136,89 NaCl, 5,37 KCI, 0,34 Na;HPO,, 0,44 KH,PO,, 1,26 CacCl,, 0,81
MgSOQOy, 5,56 D-Glucose, 4,17 NaHCOg3; enthaltend. Dem Perfusat wurde am Versuchs-
tag 5% Dextran (Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen) und 5% bovines Albumin (Sigma
Aldrich Chemie, Taufkirchen) zugesetzt. Zur Odemvermeidung wurde des Weiteren
30 puM Indomethacin (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) dem Perfusat beigemischt,
um eine endogene Prostaglandin-Synsthese zu unterbinden [38, 41, 102, 127]. Zur non-
selektiven Blockade der endogenen NO-Synthese wurde dem Perfusat dartber hinaus
1 mM/L des NO-Syntheseantagonisten L-NAME (N“-Nitro-L-Argininmethylester; Sigma-
Aldrich Chemie, Taufkirchen) [38, 44, 90, 127] hinzugefigt. Um einen pH-Wert zwi-
schen 7,37-7,45 zu erhalten, erfolgte die Pufferung mit Natrium-Hydrogencarbonat
8,4% (B. Braun Melsungen AG, Melsungen).

Uber einen Seitenanschluss der Perfusionskanilen wurde der pulmonal-arterielle Druck
und der links-atriale Druck (,left atrial pressure”; LAP) mittels kochsalz-gefullten Memb-
randruckwandlern (Medex Medical GmbH & Co KG, Klein-Winterheim) und eines Ver-
starkers gemessen (DI-205-C, DATAQ Instruments, Akron, OH, USA). Diese Werte
wurden mittels eines Analog-Digital-Wandlers (DI-700, DATAQ Instruments, Akron, OH,
USA) an einem PC durch das Programm WinDag™ Waveform Browser (DATAQ In-
struments, Akron, OH, USA) aufgezeichnet.

Das komplette System wurde vor jeder Aufzeichnung geeicht. Durch eine Wasserfall-
vorrichtung wurde der LAP wéahrend der gesamten Lange der Experimente bei 2 mmHg
konstant gehalten.

Die Lungen wurden Uber eine Rollen-Pumpe (ISM834A, IsmatecSA, Labortechnik-
Analytik, Glattbrugg-Zurich, Schweiz) mit einem nicht-rezirkulierenden konstanten Fluss
von 50 ml-kg™*min™ bei 37,5°C im Warmebad (Lauda E 100, Lauda GmbH, Lauda) per-
fundiert.

Zur Quantifizierung der pulmonalen Gefal3reaktion auf eine alveolare Hypoxie wurden
die Lungen mit einem hypoxischen Gasgemisch (1% 0,-5% CO,-94% N; Linde Gas

AG, Leuna) beatmet.
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Es wurden nur solche Lungen in die Studie aufgenommen, welche homogen weil3 ohne
Zeichen fur Atelektasen waren und die eine stabilen Perfussionsdruck <8 mmHg wah-
rend der 10-mindtigen Baseline-Phase hatten.

Aufgrund dieser beiden Kriterien mussten ~5 % ausgeschlossen werden.

2.3 Quantifizierung der hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion

Zunéchst wurden die Lungen mit einem konstanten Fluss von 50 ml-kg*min™ fiir 10
Minuten perfundiert und am Ende dieser ,baseline-Periode” registriert. Nach dieser 10-
minttigen Baseline wurden die Lungen mit dem hypoxischen Gasgemisch ventiliert.
Pilotversuche (n=10) zeigten, dass der maximale Druckanstieg als Reaktion auf diese
Hypoxie nach 7-9 Minuten erreicht wurde. Daher wurde die hypoxisch-pulmonale Vaso-
konstriktion gemessen als die Zunahme des PAP nach 8-mintiger hypoxischer Beat-
mung in Prozent des baseline-PAP (APAP). AnschlieRend wurde die normoxische
Ventilation wiederhergestellt, wodurch es wieder zu einem Absinken des PAP auf einen
ca 10-15% hoheren Ausgangswert kam. Ein typischer Versuchsablauf ist in Abbildung 5

dargestellt.

2.4 Bestimmung des CO-Hb

Um die wahrend Air-Exposition und CO-Exposition herrschenden CO-Hb-Werte zu ge-
nerieren, wurde nach Tracheotomie, Mittellinien-Sternotomie und Durchtrennung des
Diaphragmas mit einer heparinisierten 1ml Spritze 0,5 ml Blut aus dem rechten Ventri-
kel entnommen. Die entnommenen Proben wurden auf Ihren CO-Hb-Gehalt durch ein
Blutgas-Analysegerat (Rapidlab 865; Chiron Diagnostics Corp., East Walpole, MA,
USA) untersucht.

2.5 Modell der Endotoxinamie

Als Modell einer Endotoxinamie diente das in der Arbeitsgruppe friher beschriebene
Modell der intraperitonealen (i.p.) Injektion von 20 mg/kg Koérpergewicht LPS ( Lipopoly-
saccharides from Escheria Coli 0111:B4, SIGMA-Aldrich-Chemie, Steinheim) in NaCl
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0,9% (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) gel6st. Als Kontrolle dienten Mause, die
eine aquivalente Flussigkeitsmenge NaCl 0,9% ebenfalls i.p. erhielten.
Die HPV wurde in allen Versuchsgruppen 21 Stunden nach Injektion im Modell der iso-

liert-perfundierten Mauselunge, wie oben beschrieben, quantifiziert [102].

PAP

i LAP

1min |

Abbildung 5: Original-Registrierung eines Versuchs (Details siehe Text)

2.6 CO-Exposition

Zur Exposition von CO diente eine speziell dafur hergestellte Plexiglas-
Expositionskammer (InnenmalRe 48cm x 32cm x 25cm), in der bis zu 2, im Institut Ubli-
che, Mausekafige Platz hatten.

Die CO-Exposition erfolgte tber ein zufihrendes System aus vorgemischten Spezialga-

sen (jeweils 50 ppm (ppm, ,parts per million“), 125 ppm, 250 ppm und 500 ppm in 21%
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O, Rest Ny, 500 ppm in 50% O, Rest Ny; Linde Gas Leuna,; siehe Versuchsprotokoll)
mit einem konstanten Fluss von 5 I/min.
Als Kontrolle diente Druckluft (Abbildung 6). Diese war mit einem zufihrenden und ab-

fuhrenden System ausgestattet. Sonst war die Kammer luftdicht verschlossen.

Abbildung 6: Expositionskammer
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2.7 Versuchsprotokoll

Die Versuchstiere wurden einerseits in 6 Gruppen LPS-injizierter Tiere und andererseits

6 Kontrollgruppen mit 50 ppm CO, 125 ppm CO, 250 ppm CO, 500 ppm CO in 21% Oy,
500 ppm CO in 50% O, bzw. Air aufgeteilt. (siehe Abbildung 7)

Studiendesign
. control @
Air LPS ¥ } n=18
50 ppm iCO in 21% O control @ -
pp 2 PS ¥ n=18
125 ppm iCO in 21% O control & -
PP 02 LPS V¥ 17
. . control @
250 ppm iCOin 21% 0, ~ forel? } 0
: : control @
500 ppm iCO in 21% O, control @ } 13
500 ppm iCO in 50% O, control @ -9
LPS V¥
l HPV Antwort
= APAP
Control: 0,01ml/g KG NaCl A"- Oder ICO
LPS: 0,02mg/g KG LPS in — >
0,01mlig KG NaCl gelost I 1 Zeit
Oh 21h

Abbildung 7: Die Abbildung zeigt das Studiendesign:
Die zu untersuchenden Versuchstiere wurden in jeweils eine Kontrol-
und eine LPS-Gruppe unterteilt. Zum Zeitpunkt Oh wurden den Ver-
suchstieren entweder NaCl (Kontrollgruppe) oder LPS (LPS-Gruppe)
injiziert. Eine Exposition mit Air oder CO in unterschiedlicher Dosis
wurde fur 21h durchgefihrt.

Danach erfolgte die Praparation.
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2.8 Nass-/Trocken-Anteil der Lungen

Nach Beendigung jedes Versuches wurde die Lungen ohne hilare Strukturen freiprapa-
riert und gewogen (Nassgewicht). Anschliel3end erfolgte die Trocknung in einer Mikro-
welle bei 600 Watt fur 15 Minuten, und eine erneute Messung des Gewichts (Trocken-
gewicht). Der Nass-/Trocken-Anteil der Lunge wurde durch die Division des Nassanteils

durch den Trockenanteil berechnet [127].

2.9 Statistische Analyse

Alle Werte wurden als Mittelwerte (MW) = Standardabweichung (SD) ermittelt und dar-
gestellt. Um die gebildeten Gruppen zu vergleichen wurde eine Varianzanalyse (two-
sided ANOVA) durchgefuhrt. Wurden signifikante Unterschiede mit Hilfe der ANOVA
detektiert, kam ein post-hoc ,least-significant-difference” (LSD) Test zum Einsatz
(Statistica for Windows, SatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

Statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0.05 angenommen.
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LPS-behandelte Mause zeigten deutliche Krankheitszeichen wie Lethargie, aufgeplus-
tertes Fell und Verkotung. Diese Zeichen erschienen allenfalls geringfligig weniger in
den CO-exponierten und LPS-behandelten Mausegruppen. Nicht LPS-behandelte Kont-
roll-Mause waren augenscheinlich nicht in ihrem Habitus oder ihrem Verhalten durch
CO-Exposition mit 50 bis 500 ppm uber 21 Stunden alteriert.

Weder eine LPS-Vorhandlung, noch die Exposition mit inhaliertem CO — gleich welche
Dosierung — oder deren Kombination hatte einen signifikanten Einfluss auf den Aus-
gangsperfusionsdruck (,baseline PAP“) wahrend Ventilation mit dem normoxischen

Gasgemisch (Normoxie) (Tabelle 2).

Normoxie Hypoxie
(PAP in mmHQ) (PAP in mmHQ)
0 ppm iCO (Air)
Kontrolle 5,7+0,6 8,8+0,8
LPS 6,7+0,8 7,1 +£0,9*
50 ppm iCO
Kontrolle 54+0,3 8,3+£1,4
LPS 5,7+0,3 8,6+1,6
125 ppm iCO
Kontrolle 6,2+0,4 9,8+0,9
LPS 6,3+0,5 87+11"
250 ppm iCO
Kontrolle 56+0,8 8,319
LPS 58+0,7 6,9 £ 0,6*
500 ppm iCO
Kontrolle 55+£0,2 7,7+1,3
LPS 5,8 +1,0 6,5+1,6

Tabelle 2:

Perfusionsdruck (PAP) wahrend Normoxie und Hypoxie.
Die Werte entsprechen MW + SD.

* p<0,05 vs. Control; T p<0,05 vs. 0 ppm iCO.
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3.1 Einfluss von Endotoxin (LPS) auf die HPV

Unbehandelte und nicht-CO-exponierte Kontroliméuse reagierten auf eine hypoxische
Ventilation mit einer pulmonalen Vasokonstriktion, die sich in einem Anstieg des Perfu-
siondrucks (APAP) um 55 + 5% vom Ausgangswert zeigte. Im Gegensatz dazu kam es
in Lungen von LPS-behandelten Mausen zu einem signifikant geringeren hypoxie-
bedingten Anstieg des PAP (APAP: 7 £ 5%), welcher sich signifikant von dem nicht-
LPS-behandelter Tiere unterschied (p < 0,05) (Abbildung 8).

3.2 Einfluss von inhaliertem CO auf die HPV

Um den Einfluss von inhaliertem CO auf den pulmonalarteriellen Widerstand zu unter-
suchen, wurden LPS- und nicht-LPS-behandelte Mause einer Exposition mit unter-

schiedlichen CO-Dosen ausgesetzt.

3.2.1 Alleinige Exposition mit CO (nicht-LPS-behandelte Mause)

Die Exposition mit aufsteigenden Dosen CO (50, 125, 250 und 500 ppm iCO) Uber
einen Zeitraum von 21 Stunden hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Perfusions-
druck (PAP) wahrend hypoxischer Ventilation (Tabelle 2), sowie auf den hypoxie-
bedingten Anstieg desselben (APAP) im Modell der isoliert-perfundierten Mauselunge
bei nicht-LPS-behandelten Mausen (Abbildung 8).

Anhand der Abbildung 8 scheint eine Exposition mit 500 ppm iCO zu einer Verminde-
rung der HPV zu fuhren; dieser Effekt bleibt jedoch nur eine Tendenz, erreicht jedoch
keine Signifikanz (p = 0,053).

3.2.2 CO-Exposition bei LPS-behandelten Mausen

Um den Einfluss von inhaliertem CO auf die HPV bei durch LPS verursachter Sepsis
bei Mausen zu untersuchen, wurde in einem weiteren Studienabschnitt die Wirkung von

aufsteigenden Dosen (Dose-Response) untersucht.
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Hierzu wurde nach intraperitonealer LPS-Injektion eine Exposition der Mause mit 50,
125, 250 bzw. 500 ppm CO Uber den gesamten Zeitraum bis zur Quantifizierung der
HPV im Modell der isoliert-perfundierten Mauselunge (21 Stunden) durchgefihrt.

100 ~
O Kontrolle
HLPS
’é‘ 75 - t
=
©
o T *T
S 50
S
o
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g 25 *
*
0 50 125 250 500
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Abbildung 8: Der hypoxie-bedingte Anstieg des Perfusionsdruckes (APAP) in der iso-
liert-perfundierten Mauselunge von LPS-behandelten und nicht-LPS-
behandelten Mausen unter Air-Exposition (0 ppm CO) und unterschiedli-
cher CO-Dosen.

Die Werte entsprechen MW + SD.
*p<0,05 vs. Control; T p<0,05 vs. O ppm iCO.

Bei Exposition mit 50 ppm iCO kam es nicht zu einem Verlust der HPV bei LPS-
behandelten im Vergleich zu nicht-LPS-behandelten Mausen (APAP 49 + 21 % versus
53 £ 22 %, p = 0,54, Abbildung 8).

Dementsprechend ergab sich eine siebenfach hohere hypoxie-bedingte pulmonale Va-
sokonstriktion durch Exposition mit 50 ppm gegeniber 0 ppm CO bei den LPS-
behandelten Mausen.
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Eine Erh6hung der CO-Dosis hob den protektiven Effekt, wie er fur 50 ppm gezeigt
wurde, dosisabhangig auf, sodass sich dafdPAP bei 500 ppm CO Exposition und 0
ppm Exposition LPS-behandelter Mause nicht signifikant unterschied (p = 0,50).

Nach Exposition mit 500 ppm CO zeigten LPS-behandelte Mause ein signifikant niedri-
geres APAP als nicht-LPS-behandelte Kontrolimause (p < 0,05).

3.3 CO-Hb wéhrend CO Exposition

Um einen Ausgangswert zur Bestimmung des Einflusses von unterschiedlichen iCO-
Anteilen in synthetischer Luft zu erhalten, wurden den Air-exponierten Mausen im Ver-
lauf des Versuches 0,5 ml gemischt-ventses Blut aus dem rechten Ventrikel enthom-

men.
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Abbildung 9: Grafische Darstellung der CO-Hb-Werte bei unterschiedlichen CO-
Anteilen an synthetischer Lulft.
Die Werte entsprechen MW + SD.
* p<0,05 vs. Kontrolle; T p<0,05 vs. 0 ppm iCO.
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Exposition mit unterschiedlichen CO-Konzentrationen bei ansteigenden CO-Dosen
nicht-septischer und septischer Mause wéahrend 21h CO Exposition fuhrte zu anstei-
genden CO-Hb-Werten (siehe Abbildung 9).

Der Anstieg auf den Maximalwert von 43,6 £ 1,4 % wurde bei 500 ppm iCO beobachtet.
Im Gruppenvergleich zwischen septischen und nicht-septischen Mausen ergab sich fir
alle untersuchten iCO-Dosen ein signifikanter Unterschied in den CO-Hb-Werten
(p<0,05).

Die unerwartete Abnahme der hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion mit ansteigen-
den CO-Expositionsdosen bei septischen Mausen korrelierte signifikant mit den gemes-
senen erhdéhten CO-Hb Werten (APAP = -23,1 x In (CO-Hb) + 97,8; r* = 0,61; p<0,05;
Abbildung 10).

100 ~
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o
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Abbildung 10: Diese Abbildung zeigt die Korrelation zwischen APAP und den dazuge-
horenden CO-Hb-Werten bei septischen CO-exponierten Versuchstie-

ren. Die Werte entsprechen MW + SD.
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3.4  CO Exposition in 50% Sauerstoff versus in Air

Die oben gezeigte Korrelation zwischen CO-Hb-Werten und dem Ausmald der HPV
wahrend Sepsis legte die Hypothese nahe, dass die mit steigender CO-Dosis zuneh-
menden CO-Hb-Werte fur den bei 500 ppm CO Exposition nicht mehr nachweisbaren
Effekt in der septischen Gruppe urséachlich sei. Daher wurde in zusatzlichen Experimen-
ten die HPV bei septischen Tieren nach Exposition mit 500 ppm CO in 50% Sauerstoff
gemessen und mit den entsprechenden Werten nach Exposition mit und ohne 500 ppm
CO in Air verglichen. Es zeigte sich, dass die CO-Hb-Werte durch die Erhéhung des
Sauerstoffanteiles in septischen, wie nicht-septischen Mausen halbiert werden konnten
(Abbildung 11A). Dies ging mit einer signifikanten Verbesserung der HPV bei septi-
schen Mausen einher (Abbildung 11B).
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Abbildung 11:Der CO-Hb-Anteil (A) und der Anstieg des APAP (B) in der isoliert-
perfundierten Mauselunge von LPS-behandelten und nicht-LPS-
behandelten Mausen unter Air-Exposition (0 ppm iCO) und unterschiedli-
chen Sauerstoffanteilen bei einer CO-Dosis von 500 ppm. Die Werte ent-
sprechen MW = SD.

* p<0,05 vs. Control; T p<0,05 vs. 21%0, ohne iCO
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In nicht-septischen Mausen fihrte die Erh6hung des Sauerstoffanteils zu einer nicht
signifikanten Anderung der Antwort auf eine hypoxie bedingte Vasokonstriktion.

3.5 Nass-/Trocken-Verhéaltnis der Lungen

Um ein mogliches pulmonales Odem zu detektieren, wurde am Ende eines jeden Ver-
suches das Verhaltnis zwischen Nass- und Trockenanteil der Lungen erhoben.
Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen untersuchten Gruppen

gezeigt werden (siehe Tabelle 3).

Nass-/Trocken-
Verhaltnis der Lungen
0 ppm iCO (Air)
Kontrolle 4.4 +0,6
LPS 3,705
50 ppm iCO
Kontrolle 42 +0,8
LPS 4,0+0,3
125 ppm iCO
Kontrolle 43+0,8
LPS 4004
250 ppm iCO
Kontrolle 4,1+0,4
LPS 3,8+£0,4
500 ppm iCO
Kontrolle 4,3+0,4
LPS 3,8+0,2

Tabelle 3: Die Tabelle veranschaulicht den Nass-/Trocken-Anteil der Lunge bei Air-
und CO-exponierten Versuchstieren.
Die Werte entsprechen MW + SD.
* p<0,05 vs. Control; T p<0,05 vs. Air.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Inhalation von Kohlenmonoxid die
Entwicklung einer verminderten HPV wahrend Sepsis verhindern kann. Entgegen der
ursprunglichen Annahme zeigte sich, dass dieser Effekt mit steigenden iCO-Dosen

schwacher wird. Zusatzlich durchgefihrte Experimente lassen darauf schliel3en, dass

dies mit zunehmenden CO-Hb-Werten korreliert.

4.1 Die Verminderung der HPV wahrend Endotoxamie

Im Gegensatz zu den Gefal3en des systemischen Kreislaufs konstringieren die Gefal3e
der Lunge bei niedriger Sauerstoffspannung (Hypoxie) [57]. Dieser Vorgang, genannt
hypoxisch pulmonale Vasokonstriktion, bewirkt physiologischerweise die Drosselung
des pulmonalen Blutflusses in Regionen verminderter Ventilation hin zu besser ventilier-
ten Lungenabschnitten [131]. Es kommt so zu einer Anpassung der regionalen Perfusi-
on an die regionale Ventilation (,Ventilations-Perfusions-Match*) [119].

Wahrend entzindlicher Prozesse, wie bei einer Pneumonie oder Sepsis, kann die HPV
vermindert werden und es kommt zu einer intrapulmonalen Shuntperfusion mit reduzier-
ter Oxygenierung. Dies wurde sowohl bei Tieren [17, 28, 35, 88, 106, 112, 130], wie
auch bei Patienten gezeigt [58].

Ubereinstimmend mit anderen Studien in isoliert perfundierten Mauselungen [5, 102,
127, 129] zeigten auch die Versuche der vorliegenden Arbeit eine ausgepragte Kons-
triktion der LungengefalRe bei Ventilation mit einem hypoxischen Gasgemisch. Der re-
sultierende Anstieg des Perfusionsdruckes (APAP) betrug 55 + 5% (Abbildung 8,
Tabelle 2). Durch den im Experiment konstant gehaltenen Perfusionsfluss ist bei kons-
tant gehaltenem linksatrialen (Ausfluss-) Druck (LAP) der Anstieg des Perfusionsdru-
ckes (PAP) wéahrend hypoxischer Ventilation mit einem Anstieg des pulmonalvaskuléren
Widerstandes gleichzusetzen (Abbildung 5). Das Ausmald der HPV war in unserem
Modell etwas geringer als in vergleichbaren Studien an isoliert-perfundierten Mauselun-
gen [102, 129]. Weissmann et al. fanden jedoch eine unterschiedliche Auspréagung der

HPV bei verschiedenen Mause-Spezies [129].
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Wie bereits friher von unserer Arbeitsgruppe gezeigt [101, 102] fuhrt auch in der vorlie-
genden Studie die Injektion von LPS intraperitoneal zu einer Verminderung der HPV 21
Stunden nach LPS-Gabe.

4.2 Der protektive Effekt von Kohlenmonoxid

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss von inhaliertem Kohlenmonoxid
auf die verminderte HPV wahrend Sepsis untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
die Kohlenmonoxid-Exposition von LPS-behandelten Mausen eine Verminderung der
hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion wahrend Endotoxindmie verhindert. Verschie-
dene Untersuchungen konnten zeigen, dass die Aktivierung der HO-1, und damit der
endogenen CO-Produktion, zu einem Gewebeschutz vor Verletzungen durch Oxidation
fuhrt. Ein anti-inflammatorischer, anti-apoptotischer und anti-proliferativer Effekt wurde
von Morse et al. beschrieben, der genaue Wirkungsmechanismus bleibt jedoch ungek-
lart [69]. Die zytoprotektiven Effekte werden mdglicherweise von den Nebenprodukten
der Katalyse von Ham durch HO-1, Biliverdin, Eisen und CO vermittelt [78].

In der vorliegenden Studie konzentrierten wir uns aufgrund der hohen klinischen Rele-
vanz auf die wahrend Sepsis verminderte hypoxisch pulmonale Vasokonstriktion. Diese
ist jedoch als ein Symptom einer generellen pulmonalen Hyporeagibilitat der pulmona-
len Strombahn zu sehen; so zeigten Weimann et al., dass auch die pulmonale Vasodila-
tation auf inhaliertes Stickstoffmonoxid (NO) wahrend Sepsis alteriert ist [127]. Damit
handelt es sich hier um wesentliche (patho-)physiologische Folgesymptome der LPS-
induzierten Organschaden. Die hier gezeigte protektive Wirkung von inhaliertem CO
kann daher als organprotektiver Effekt interpretiert werden, was durch eine stetig stei-
gende Zahl weiterer Studien beziglich verschiedener Organsysteme und verschiedener
Tierspezies unterstitzt wird [19, 24, 29, 52, 79, 80, 99, 141]. Die unterschiedlichen Me-
chanismen, durch die CO zur Protektion vor Organschadigung beitragt, sind derzeit
Gegenstand intensiver Forschung.

Im Mausemodell konnte Fujita et al. zeigen, dass im Modell einer ischdmischen
Lungenschadigung, die exogene Applikation von 1.000 ppm CO uber 24 Stunden zu
einer Suppression der Gencodierung des Plasminogen-Aktivierungs-Inhibitor fihrt, folg-
lich die Fibrinbildung verringert wird. Die Fibrinolyse wird durch inhaliertes CO aktiviert

und tragt somit zum Schutz vor ischamisch-bedingter Organschadigung bei [29]. Ein
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weiterer moglicher Mechanismus, wie inhaliertes CO protektiv wirkt, konnte in der Stu-
die von Zhang et al. gezeigt werden. Hierbei fluhrte die exogene Applikation von CO in
vitro von 15 ppm CO-Exposition Uber 24 Stunden an Rattenzellen, wie auch in vivo bei
500 ppm CO Uuber 2 ¥ Stunden an Mausen zu einem anti-apoptotischen Effekt [139].
Andere Autoren fanden eine Verminderung der Induktion pro-inflammatorischer Zytoki-
ne nach LPS-Gabe durch exogenes CO in vivo in der Ratte [52] und der Maus [70, 77],
wie auch in vitro bei isolierten Makrophagen [70, 77, 92].

Unterschiedliche CO-Dosen und Expositionszeitraume wurden gewahlt. Die Vorbehand-
lung mit 250 ppm CO in 21% O, von LPS-behandelten C57BL/6 Mausen fir 1 Stunde
und anschlielRender Untersuchung der Zytokinlevel nach 5 Stunden zeigte eine Vermin-
derung der IL-1B- und IL-6-Werte. In derselben Studie wurden auch isolierte Makropha-
gen mit 50-500 ppm CO in 21% O, exponiert, was zu einer IL-6 Senkung bei steigender
CO-Dosis fuhrte [70]. Zu gleichen Ergebnissen kam eine andere Studie, in der ebenfalls
isolierten Makrophagen-Zellreihen denselben CO-Dosen in 21% O, ausgesetzt wurden,
obwohl ein anderer Expositions- und Untersuchungszeitraum gewdahlt wurde (2 Stunden
Vorbehandlung und Untersuchung nach 1 Stunde). Ferner wurde der anti-
inflammatorische IL-10-Level nach 16 Stunden bestimmt, welcher im Vergleich zur Air-
exponierten Gruppe in der CO-exponierten Gruppe in ansteigender Dosis erhoht war.
Die Exposition von Mausen wurde nach derselben Methode wie der der Arbeitsgruppe
um Morse et al. durchgefiihrt. Der Vorbehandlungszeitraum war derselbe (1 Stunde)
und die Blutuntersuchung nach 1 Stunde (TNF-a) bzw. 16 Stunden (IL-10) durchge-
fuhrt. Auch hier zeigten sich bei zunehmender CO-Dosis abnehmende pro-
inflammatorische und zunehmende anti-inflammatorische Werte [77].

Im Gegensatz zu diesen gezeigten protektiven Eigenschaften von exogen appliziertem
CO, konnte in der Arbeit von Ghosh et al. kein positiver Effekt von inhaliertem CO auf
die Inflammation wahrend Sepsis in verschiedenen Modellen des LPS- und Olsaure-
induzierten Lungenschadens gezeigt werden [34]. Hier wurden keine Veradnderung der
Zytokinwerte oder der Neutrophilen-Zahl durch die Inhalation von CO gesehen. In die-
sem Versuchsaufbau wurde 500 ppm CO in 98% O, gelost und die C57BL/6-Mause fir
1 Stunde vorbehandelt. Danach erfolgte die weitere Beatmung der Tiere fir bis zu 3
Stunden, je nach Sepsis-Modell, mit der gleichen CO-Dosis.

Interessanterweise zeigte eine Studie von Clayton et al., in der CO-Dosen von 50-500
ppm CO in O, in einem Expositionszeitraum Uber 60 Stunden verwendet wurden, eben-

falls keine positiven Veranderungen der durch Hyperoxie bedingten Lungenschadigun-
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gen in der Ratte [21]. Entgegen diesen Ergebnissen konnten Otterbein et al., bei 250
ppm CO in 98% O, in einem Expositionszeitraum tber 54 Stunden in der Ratte geringe-
re Schadigungen des Lungenparenchyms und geringerer Neutrophilenzahl nachweisen
[79]. Hier zeigen sich grundlegende Differenzen zwischen den einzelnen Studien. Ei-
nerseits wurden unterschiedliche Spezies verwendet, andererseits wurden verschiede-
ne Expositionsschemata bei unterschiedlichen CO-Dosen verwendet. Obendrein wur-
den die verwendeten CO-Dosen entweder in 21% O, oder in 98% O, geldst. Ob die
Inhalation von 500 ppm CO die Ursache fir diese negativen Ergebnisse ist, scheint eine
maogliche Erklarung zu sein, denn in anderen dosisabhangigen Vergleichsstudien konn-
te gezeigt werden, dass bereits 10-50 ppm CO einen anti-inflammatorischen Effekt
ausuben konnen [24, 77, 79]. Jedoch werden bei noch héheren CO-Dosen positive Ef-

fekte von exogenem CO beschrieben [29, 100].

4.3 Dosiseffekt von Kohlenmonoxid

Die in dieser Arbeit verwendeten CO-Anteile von 50-500 ppm in 21% O, zeigen unter-
schiedliche Beeinflussung der verminderten HPV wahrend Sepsis. Der Dosisbereich
entspricht damit dem weitgehend in der Literatur verwendeten [19, 21, 24, 42, 49]. Wah-
rend nur in wenigen Studien bisher Uberhaupt verschiedene CO-Dosen beztiglich ihrer
Wirkung untersucht wurden, legen die, in denen dies getan wurde, eine proportionale
Dosis-Wirkungsbeziehung nahe. So konnte in einer Studie von Otterbein et al. aufge-
zeigt werden, dass die Erhéhung der CO-Dosis von 50-500ppm CO zu einer Verringe-
rung der inflammatorischen Antwort fuhrt. Die Zahl der Neutrophilen nimmt mit zuneh-
mender CO-Dosis ab. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Letalitdt ebenfalls
abnimmt [79]. Weitere Untersuchungen wiesen die gleichen Effekte, wie in der Arbeit
von Otterbein auf [70]. Daher war es fur uns umso uUberraschender, dass wir in unserer
Studie eine negative Korrelation von Dosis und Wirkung beobachteten: der protektive
Effekt von CO war bei 50 ppm maximal, nahm mit steigender Dosis ab und war bei 500
ppm nicht mehr nachweisbar (Tabelle 2 und Abbildung 8). Vergleichsstudien zum Effekt
einer CO-Exposition liegen derzeit nicht vor.

Eine Umverteilung des Gleichgewichts zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zyto-
kinen hin zur anti-inflammatorischen Seite scheint ein moglicher Erklarungsansatz zu

sein.
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Ein weiterer mdglicher Ansatzpunkt fiir die differente Datenlage konnte die unterschied-
liche Expositionsdauer bzw. Expositions-Dosis sein. In unserer Studie wurde fur 21
Stunden CO exponiert. In anderen Arbeiten wurde Expositionszeitraume von 2 Stunden
Vorbehandlung mit 250 ppm [19] bis zu 72 Stunden Exposition mit 250 ppm CO [80]
beschrieben; jedoch wurde zumeist nur eine Dosis gewahlt oder der Expositionszeit-
raum und die CO-Dosis entsprach nicht unseren.

Ob eine geringere CO-Dosis eine weitere Anderung der HPV mit sich bringen wiirde,
liel3 sich in der vorliegenden Arbeit nicht klaren, da eine technische Realisierung eines
Gasgemischs von kleiner als 50 ppm in 21% O, wegen der Instabilitat des Gasgemi-
sches momentan nicht mdoglich ist. Die Mischung des CO-Anteils in hoheren O,-
Anteilen wie in verschiedenen Studien verwendet [34, 79] scheint ein, flir das Modell
der Sepsis sinnvoller Ansatz zu sein. Das Ventilations-Management beim ALI/ARDS
sieht einen hohen inspiratorischen O,-Wert vor, sodass diese Mischung fir die HPV von
Vorteil sein kénnte, jedoch sei in diesem Zusammenhang vor einer Schadigung durch
Hyperoxie, wie von Clayton et al. beschrieben, gewarnt [21]. Hierbei kdnnte der positive
Einfluss von CO auf die HPV beeinflusst werden, weshalb eine Lésung in 50% O sinn-

voll erscheint und in dieser Arbeit auch verwendet wurde.

4.4 CO-Hb

Die Toxizitdt von Kohlenmonoxid ist in der Literatur vielfach dargestellt. Wahrend Nich-
traucher einen CO-Hb-Wert von etwa 1% aufweisen, sind Raucher mit hheren CO-Hb-
Werten belastet. Eine Spannbreite von 3-8% ist hierbei beschrieben [86]. Die ersten
Vergiftungssymptome werden ab CO-Hb-Werten >10% erlautert, wobei hier eine Belas-
tungsdyspnoe und eine Dilatation von Kapillaren beschrieben werden. Mit zunehmen-
den CO-Hb-Werten kommt es zu kardiovaskuléaren, pulmonalen und zerebralen Veran-
derungen. Koma, Bradykardie, Krampfanfalle und Hypotonie werden ab CO-Hb-Werten
von >50% beschrieben. Konzentrationen oberhalb 70% haben letale Folgen [120, 132,
135].

Bezlglich des Einflusses der Exposition von CO in unterschiedlichen Dosen wurden in
dieser Arbeit zusatzliche Messungen von Carboxyhdmoglobinwerte durchgefihrt. Es
zeigte sich, dass es bei Exposition Uber einen Zeitraum von 21 Stunden in den septi-

schen und nicht-septischen Gruppen zu einem Anstieg der CO-Hb-Werte bei zuneh-
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mendem CO-Anteil in 21% O, kam; es wurden Werte bis zu 50% CO-Hb gefunden (Ab-
bildung 9).

In der aktuellen Literatur sind keine Untersuchungen zu finden, die sich mit dem CO-
Hb-Verlauf wahrend CO-Exposition in der Maus beschéftigen. Die bisher in Studien ge-
wonnenen CO-Hb-Werte sind jeweils fur einen kurzen Zeitraum oder tiber mehrere Ta-
ge erhoben worden. In Mausen konnte gezeigt werden, dass sich bei Exposition mit
1.000 ppm CO in 21% O, Uber 24 Stunden einen CO-Hb-Wert von 24,8% in einem
ischamischen Lungeschadigungsmodell [29], 35% bei einer CO-Dosis von 250 ppm CO
in 98% O, Uber 24 Stunden bei Hyperoxie [80] und bei 500 ppm in 98% O, flr 1 Stunde
CO-Hb-Werte von 10,7% im ALI einstellen [34]. Bei durch Hyperventilation ausgeldster
Lungenschadigung in der Ratte unterschieden sich diese Werte wiederum von Werten
in Mausen, was auf einen Speziesunterschied hinweist, jedoch muss auch der unter-
schiedliche Expositionszeitraum bericksichtigt werden (bei 250 ppm CO in 21% O, fur 4
Stunden CO-Hb-Werte von 14,2% [24]). Der Speziesunterschied wird auch durch Un-
tersuchungen im gesunden Menschen sehr deutlich. Hier konnten bei Inhalation von
500 ppm CO fur 1 Stunde oder 250 ppm fir 2 Stunden die gleichen CO-Hb-Werte von
7% gemessen werden [60].

Eine Erklarung fur den Speziesunterschied lasst sich durch die Eigenschaften des CO
vermuten. Die Affinitdt von CO zu Hamoglobin in Mausen ist nur 50-fach héher als die
von Sauerstoff [14]. Im Menschen ist sie 217-fach-h6her [26]. Des Weiteren besteht
eine unterschiedliche Halbwertszeit von CO-Hb in der Maus und beim Menschen. Wah-
rend 50% des CO-Hb bei der Maus bereits innerhalb von 30 Minuten nach Expositions-
ende abgebaut ist, benotigt der menschliche Organismus 10mal solange dafir (5 Stun-
den) [122, 125]. Daruber hinaus gibt es unzahlige physiologische Unterschiede, wie
Herzfrequenz und Atemfrequenz, zwischen Menschen und Tieren. Die CO-Sattigung
und Dissoziation ist in der Maus deutlich schneller als im Menschen. Hieraus lasst sich
schlieen, dass bei langerer Applikation von 500 ppm CO niedrigere CO-Hb-Werte als
beim Menschen gefunden werden sollten. Dies wirde auch mit den erwarteten CO-Hb-
Werten, die die Arbeit von Peterson et al. bestimmten Coburn-Forster-Kane-
Gleichgewichts, welches die Absorption und Exkretion von CO beschreibt, Gbereins-
timmen [82]. Jedoch wirde der menschliche Organismus auch langer mit dem Abbau
des CO-Hb-Wertes beschaftigt sein.

Da die Arbeit von Ghosh et al., ein dem unseren sehr &hnliches Modell verwendet und

sie im Gegensatz zu anderen Studien keinen Einfluss auf pro- oder antiinflammatori-
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schen Zytokine, bei CO-Hb-Werten von 11% bei 500 ppm CO in 98% O, fur 4 Stunden
Exposition zeigten, stellt sich die Frage, ob erhdhte CO-Hb-Werte Ursache fir die ver-
minderte Wirksamkeit von inhaliertem CO sein kénnten.

Um dieser Frage nachzugehen, untersuchten wir zusatzlich, ob eine Erhdéhung des
Sauerstoffanteils von 21% auf 50% einen Effekt auf die Wirkung einer Exposition mit
500 ppm CO haben wiurde. In der Tat konnten wir zeigen, dass dadurch sowohl die ge-
messenen CO-Hb-Werte signifikant vermindert, aber auch die HPV verbessert werden
konnte. Dies legt nahe, dass die Verminderung der protektiven Wirkung von CO mit
steigenden Dosen nicht nur einfach mit gleichzeitig ansteigenden CO-Hb-Werten korre-
liert, sondern hier mdglicherweise ein kausaler Zusammenhang besteht. Wir wollen in

weiteren Studien dieser Frage nachgehen.

45 Was bedeutet das fur die Klinik?

Die verschiedenen anti-inflammatorischen, anti-apoptotischen und anti-proliferativen
Eigenschaften von inhaliertem CO sind derzeit Gegenstand intensiver Forschung und
im Tiermodell bereits gut etabliert. Auch in der vorliegenden Studie fanden wir neue
Hinweise, dass die Gabe von inhaliertem CO wahrend Sepsis einen positiven Effekt auf
klinisch relevanten pathophysiologischen Verdnderungen haben kann. Damit wird fur
Patienten mit einer inflammatorischen Lungenschadigung, wie Pneumonie, oder ALI /
ARDS, inhaliertes CO zu einer attraktiven Behandlungsmethode. Es darf jedoch nicht
vergessen werden, dass vor einer klinischen Anwendung noch viele Fragen offen sind:
So ist eine Dosis-Wirkungsbeziehung nicht deutlich definiert, die potentiell erreichbaren
CO-Hb-Werte wahrend Exposition in ihrer Wertigkeit nicht abschatzbar und Untersu-

chungen zur Langzeittoxikologie stehen ebenfalls aus.

Zusammenfassend lasst sich anhand dieser Ergebnisse sagen, dass inhaliertes CO in
der Lage ist, die verminderte HPV wéahrend Sepsis in der Maus in Abhangigkeit von Do-
sierung und Sauerstofffraktion wiederherzustellen. Dabei ergab sich eine umgekehrte
Dosis-Wirkungsbeziehung, welche jedoch moglicherweise durch hohe CO-Hb-Werte

wahrend der Exposition zu erklaren sind.
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4.6 Kritische Auseinandersetzung mit dem experimentellen Ansatz

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Modell der isoliert perfundierten Mauselunge ver-
wendet, um die pulmonale Vasoreaktivitat als Antwort auf alveolare Hypoxie in der LPS-
behandelten septischen Maus zu quantifizieren. Weiterhin eignet sich das Modell um
den Einfluss von exogenem Kohlenmonoxid in unterschiedlichen Dosen und den CO-
Hb-Wert zu untersuchen. Es bestehen verschiedene limitierende Faktoren beim Ver-
such die Daten auf humane Bedingungen zu Ubertragen. Eine einzige LPS-Injektion
lasst sich mit dem langsamen Vorgang einer Sepsis im Menschen nur bedingt verglei-
chen. Wahrend es sich hier um ein ,one-hit*-Modell handelt, sieht man klinisch eher
einen kontinuierlich zunehmenden inflammatorischen Prozess bis zur Kontrolle des die
Infektion bedingenden Fokuses.

Jedoch ermdglicht dieses Modell eine gute Reproduzierbarkeit einer systemischen In-
flammation, welches in vorangegangenen Studien beziglich der Reaktion der pulmona-
len Gefal3strombahn auf vasoaktive Stimuli, gezeigt werden konnte [112, 127].

Die unterschiedliche Reaktion auf eine Inflammation der Lunge wurde im Review von
Winkler bereits beschrieben [134]

Des Weiteren wurde im vorliegenden Modell Blut als Perfusat durch eine Pufferldsung
ersetzt, die konstante Sdure-Basen-Verhaltnisse herstellt. Im menschlichen Organismus
sind Saure-Basen-Verhaltnisse unter Hypoxie Schwankungen unterworfen [32, 74].
Weiterhin ist der menschliche Lungenkreislauf mit seiner Vielzahl sich verzweigender
Gefalie, mit verschiedenen Gefalddurchmessern und unterschiedlichen regionalen Oxy-
genierungsverhaltnissen, nur durch komplizierte Modelle ndherungsweise zu beschrei-
ben. Solche Ansatze beinhalten eine gro3e Anzahl an Parametern, die durch einfache

Perfusionsdruck-Fluss-Daten allein nicht zu Ergebnissen fuhren [17].
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Wahrend schwerer inflammatorischer Lungenschadigungen, wie Sepsis oder ARDS,
kommt es zur Verminderung der hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion (HPV). Dies
tragt zur weiteren Entwicklung eines Perfusions-Ventilations-Missmatches und damit
einer Hypoxamie bei. Die zugrunde liegenden Pathomechanismen sind weitgehend un-
bekannt. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass exogen zugefuhrtes, inha-
liertes Kohlenmonoxid (iCO) anti-inflammatorische Wirkungen hat und so auch lungenp-
rotektiv wirken kann. In der vorliegenden Studie wurde daher der Effekt einer CO-
Exposition auf die Entwicklung einer verminderten HPV in einem Sepsis-Modell an der
Maus untersucht.

Es zeigte sich, dass eine CO-Exposition Uber 21 Stunden vollstandig die Entwicklung
einer verminderten HPV verhindern konnte. Dabei fand sich eine deutliche Dosis-
Wirkungsbeziehung, wobei die geringste Dosis CO (50 ppm in 21% O,) den gréf3ten
Effekt hatte. Zusatzliche Experimente ergaben, dass eine Erh6hung der CO-Dosis mit
einer Zunahme der CO-Hamoglobin-Werte im Blut korrelierte. Dabei ging eine Erho6-
hung der O,-Konzentration im Gasgemisch von 21% auf 50% nicht nur mit einer Ver-
minderung der CO-Hb-Werte, sondern auch mit einer Verbesserung der HPV einher.
Zusammenfassend kann also gefolgert werden, dass die Inhalation von niedrig-
dosiertem CO in dem hier verwendeten Sepsis-Modell an der Maus die Entwicklung
einer verminderten HPV verhindert. Hohere Dosen CO haben dabei weniger Effekt, wo-
bei dies mdglicherweise auf die dabei entstehenden toxischen CO-Hb-Werte zurtickzu-
fuhren ist. Damit kdnnte die Inhalation von CO einen neuen Therapieansatz zur Be-

handlung des akuten inflammatorischen Lungenschadens darstellen.
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