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N zwei N

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

A alveolar

a arteriell

A Arterie

AaDO; Arterioalveolére Sauerstoffdifferenz
AC Adenylatzyklase

ADP Adenosindiphosphat

ALl akute Lungenschéadigung

ANON. anonymer Autor

ANP atriales natriuretisches Peptid

AP 11 Typ 11 Alveolarpneumozyten
ARDS akutes Atemnotsyndrom

ATP Adenosintriphosphat

AUC Flache unter der Kurve

AvDO; arteriovengse Sauerstoffdifferenz
BNP zerebrales natriuretisches Peptid
bzw. beziehungsweise

C.V. zentralvenos

Ca?* Kalziumionen

CaM Calmodulin

cAMP zyklisches 3°-5"-Adenosinmonophosphat
CaO; arterieller Sauerstoffgehalt

CcO, pulmonaler endkapillarer Sauerstoffgehalt
Cl Herzindex

CNP natriuretisches Peptid vom C Typ
CO Kohlenmonoxid

CO, Kohlendioxid

COPD chronisch obstruktive Lungenerkrankung
CvO; venoser Sauerstoffgehalt

DAG Diacylglycerol

DMAEP Dimethylaminoethylputreanin

DWH Dreiwegehahn
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ECMO extrakorporale Membranoxygenierung

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS I11)
ET Endothelin

etal. und andere

ETar Endothelin-Rezeptor A bzw. B

etc. et cetera

EVLW extravaskuldre Lungenflussigkeit

FE Fettembolie

FES Fettemboliesyndrom

FiO, Sauerstoffanteil des eingeatmeten Gases

g Gramm

GC Guanylatzyklase

H,0, Wasserstoffperoxid

HES Hydroxyethyl-Starke

Hb Hé&moglobin

HFJV Hochfrequenz-Jet-Ventilation

HFOV Hochfrequenz-Oszillations-Ventilation

HFPPV Hochfrequenz-Ventilation mit positiven Dricken
HIV Humanes-Immundefizienz-Virus

HZV Herzzeitvolumen

I.C. intrakardial

V. intravenos

I/IR Ischdmie/Perperfusion

1Cso halbmaximale inhibitorische Konzentration

IL6 Interleukin 6

INO inhaliertes Stickstoffmonoxid

INOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS I1)
IP3 Inositoltriphosphat

IRAG IP;-Rezeptor-assoziertes cGMP-Kinasesubstrat
IUPAC international Union for pure and applied Chemistry
K* Kaliumionen

kDa Kilodalton

Kfc kapillarer Filtrationskoeffizient

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

Konz. Konzentration
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I Liter

L-NAME  N®-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester
mg Milligramm

MIGET Multiple-Inerte-Gas-Eliminationstechnik
min Minute(n)

ml Milliliter

MLC leichte Kette des Myosins

MLCK Myosin-Leicht-Ketten-Kinase
MLCP Myosin-Leicht-Ketten-Phosphatase
MOF Multi-Organversagen

MRP Multidrug-Resistance-Protein
MSAP mittlerer systemisch-arterieller Druck
MW Mittelwert

N, Stickstoff

Na* Natriumionen

NaCl Natriumchlorid

NfkB Kernfaktor kappa B

NN Normalnull

nNOS neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS 1)
NO Stickstoffmonoxid

NO Stickstoffmonoxid-Anion

NO* Stickstoffmonoxid-Kation

NO’ Stickstoffmonoxid-Radikal

NO, Nitrit

NO3 Nitrat

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

NTG Nitroglycerin

O, Sauerstoff

Oy Superoxid-Anion

O,-Sat Sauerstoffsattigung

OA Olsaure

OAT organische(r)-Anion-Transporter
ODQ Quinoxalin-Derivat

p.o. peroral

p.p.m. parts per Million

PAO, alveolare Sauerstoffspannung
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PAP pulmonalarterieller Druck

PAWP pulmonalarterieller VVerschlussdruck
PB Luftdruck

pCO; Kohlendioxidpartialdruck

PDE Phosphodiesterase

PEEP positiv-endexpiratorischer Druck
PET Polyethylenterephtalat

PFC Perfluorkarbone

pGC partikulare Guanylatzyklase

PGE; Prostaglandin E

PGlI, Prostazyklin

PH pulmonale Hypertonie

pH Wasserstoffionenkonzentration
pH.0 Wasserdampfdruck

PKA cAMP-abhangige Proteinkinase
PKC Proteinkinase C

PKG cGMP-abhangige Proteinkinase
PLC Phospholipase C

PLV partielle Flussigkeitsbeatmung

pO; Sauerstoffpartialdruck

PPH primére pulmonale Hypertonie

PVR pulmonalvaskularer Widerstand
PVRI pulmonalvaskulérer Widerstandsindex
Q Perfusion

Qs Shuntfluss

Qs/Qt intrapulmonaler Shunt, arterioventse Beimischung
Qt Gesamtdurchblutung

resp. respektive

ROS reaktive Sauerstoffspezies

RQ respiratorischer Quotient

RVP rechtsventrikuléarer Druck

RVSWI rechtsventrikularer Schlagarbeitsindex
SAP systemisch-arterieller Druck

sec. Sekunde(n)

sGC I6sliche Guanylatzyklase

Sil Sildenafil
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SIN 3-Morpholinosydnonimin

SNP Natrium Nitroprussid

SP- Surfactantprotein A, B, C und D

SR sarkoplasmatisches Retikulum
STABWN  Standardabweichung

SVI Schlagvolumenindex

SVR systemisch-vaskuérer Widerstand

SVRI systemisch-vaskularer Widerstandsindex
t Zeit

TLV vollstandige Flussigkeitsbeatmung
TNFa Tumor-Nekrose-Faktor alpha

TXA Thromboxan A

TXB Thromboxan B

u.a. unter anderem

v venos

V. Vene

VALI Beatmungs-assoziierte Lungenschadigung
VILI Beatmungs-induzierte Lungenschédigung
VP Beatmungsdruck

VS. versus, gegen

wi/d Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnis
z.B. zum Beispiel







AUFGABENSTELLUNG

AUFGABENSTELLUNG

Im Rahmen der Dissertation sollte der Einfluss von vasoaktiven Substanzen auf verschie-
dene Parameter einer Olsaure-induzierten Lungenschadigung am narkotisierten Kaninchen
evaluiert werden, um mogliche neue therapeutische Ansétze einer vasodilatativen Therapie
flr das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) und die Pulmonale Hypertonie (PH)

aufzuzeigen.

Dazu wurde in einem ersten Schritt ein stabiles Modell der Olsaure-induzierten Lungen-
schadigung etabliert. Da eine akute Lungenschédigung sowohl durch hdamodynamische
Veranderungen als auch durch Veranderungen der Blutgase charakterisiert werden kann,
wurden die Parameter pulmonalarterieller- (PAP), systemisch-arterieller- (SAP) und zent-
ralvenoser Druck (CVP), und die arteriellen und vendsen Blutparameter Hb, O,-Séttigung,
pH, pCO, und pO, erfasst. Mit Hilfe der gemessenen Werte konnten das Herzzeitminuten-
volumen, der pulmonalvaskulare (PVR) und systemisch vaskulare Widerstand (SVR), so-
wie der intrapulmonale Shunt (Qs/Qt) berechnet werden. Als Parameter der pulmonalen
Compliance und Odementstehung wurde der Beatmungsdruck gemessen und das Verhélt-

nis von Nass- zu Trockengewicht der Lunge postmortal bestimmt.

In einem zweiten Schritt wurde der Einfluss vasoaktiver Substanzen auf die oben genann-
ten Parameter untersucht. Da die Weiterentwicklung des Konzeptes der selektiven pulmo-
nalen Vasodilatation, also der Relaxion von Geféalien in gut bellfteten Lungenbereichen,
im Vordergrund stand, wurde die Wirkung von Substanzen untersucht, die den Stickstoff-
monoxid-cGMP-Signalweg beeinflussen. Im Einzelnen wurden inhaliertes Stickstoffmo-
noxid (iNO), der Phosphodiesterase-Inhibitor Sildenafil, der Guanylatzyklase-Aktivator
Bay-58-2667 und der Guanylatzyklase-Stimulator Bay 41-2272 in unterschiedlichen Kon-
zentrationen auf lhren Einfluss auf die gemessenen Parameter hin Uberprift. Zusétzlich
wurden Kombinationsversuche mit inhaliertem Stickstoffmonoxid und den jeweiligen an-

deren Vasodilatoren durchgefiihrt.
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1 ARDS

1.1 Allgemein

Der 1967 erstmalig von Ashbaugh et al. ™ beschriebene Begriff ARDS (Acute Respirato-
ry Distress Syndrome) beschreibt ein Syndrom, bestehend aus charakteristischen klinischen
Symptomen und pathophysiologischen Verénderungen, die den Eindruck eines uniformen
Krankheitsgeschehens vermitteln. Neben dem Auftreten einer schweren Dyspnoe, Tachyp-
noe und therapieresistenter Hypoxamie, ist das akute Lungenversagen radiologisch durch
bilaterale, diffuse alveol&re Infiltrate gekennzeichnet (siehe Tabelle 1). Die pathophysiolo-
gischen Merkmale des ARDS sind ein vergroRerter intrapulmonaler Rechts-Links-Shunt,
ein Permeabilitdtslungenddem, eine verminderte pulmonale Compliance und die pulmo-

nalarterielle Hypertonie %%

Tabelle 1: ARDS-Definition der Amerikanisch-Europaischen Konsensus-Konferenz %

ALl ARDS
Zeitlicher Verlauf Akut Akut
PaO2/FiO; (PEEP unabh.) <300mmHg < 200mmHg
Thoraxrontgenbild Bilaterale Infiltrate Bilaterale Infiltrate
PCWP <18mmHg" <18mmHg"

" oder kein klinischer Hinweis auf linksatriale Hypertonie

Aufgrund unterschiedlicher Definitionen des ARDS und dem Zugrundelegen verschiede-
ner Kriterien ist es schwierig, die Inzidenz exakt festzulegen, und Studien untereinander zu
vergleichen 3“9 Es werden jedoch Haufigkeiten von weltweit 3-88 Fallen pro 100.000
Einwohnern angegeben ©@#5154129213) " Eine kiirzliche Analyse der ARDS-Netzwerk-
Datenbank ergab fir die USA eine geschétzte Inzidenz von 64 Féllen pro 100.000 Ein-
wohnern 2. Mit dieser Inzidenz und der hohen Letalitat (siehe unten) stellt das ARDS
ein persistierendes intensivmedizinisches Problem dar %%,

Das akute Lungenversagen tritt tblicherweise infolge von, oder im Zusammenhang mit
anderen akuten Erkrankungen auf, die kausal fir die Entstehung der Lungenschédigung
verantwortlich gemacht werden. So gehen ca. 75% aller ARDS-Falle auf eine der vier Ati-

ologien Polytrauma, Pneumonie, Sepsis oder Aspiration zuriick ©*?.
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Man unterscheidet ein ARDS nach pulmonaler, direkter Lungenschadigung (pulmonale
Infektionen, Aspiration von Mageninhalt, Fettembolie, Rauchgasvergiftungen, Beinahe-
Ertrinken und Lungenkontusion) von einem ARDS, das auf eine extrapulmonale, indirekte
Atiologie (Sepsis, Polytrauma, mehrfache Bluttransfusionen, akute Pankreatitis und
Verbrennungen) zuriickgeht ®*?®. Dabei sind Sepsis und Aspirationspneumonie mit dem
hochsten Risiko assoziiert, eine akute Lungenschadigung auszulsen 3417,

Die Mortalitat wird in neuerer Zeit mit einer Rate von 40-60% angegeben ®V. Der GroRteil
der Betroffenen verstirbt nicht aufgrund der respiratorischen Erkrankung, sondern an Mul-
ti-Organversagen (MOF), haufig ausgeldst durch septischen Schock “?%. Vergleichsstudien
weisen darauf hin, dass die Sterberate aufgrund verbesserter Therapiemdéglichkeiten inner-
halb der letzten zwei Jahrzehnte gesunken ist (#10°#172256.281.325417) - A5 mggliche Erkla-
rung fur diesen Rickgang kommen effektivere Behandlungsmdglichkeiten, insbesondere
der Sepsis, und verbesserte Beatmungsmethoden in Betracht ¢

1.2 Pathogenese

Obwohl der Entstehung des ARDS vielfaltige Ursachen zugrunde liegen kdnnen, verlauft
die sich an die Noxe anschlieBende Reaktion der Lunge stets gleichférmig, so dass sich
pathologisch und histologisch stets dieselben Verdnderungen finden lassen. Das ARDS
kann somit pathogenetisch als stets gleich ablaufende Endstrecke verschiedener atiologi-
scher Faktoren betrachtet werden %%,

Eine zentrale Position fur die Entstehung des ARDS stellen die massiven entziindlichen
Veranderungen in der Lunge dar, die durch Aktivierung von Entzindungszellen und die
Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren ausgelost werden ©°¥. Dabei spielen insbeson-
dere Arachidonséure-Derivate, wie Prostaglandine und Leukotriene, Faktoren des Gerin-
nungs- und Komplementsystems, Histamin und Zytokine wie Interleukine und Tumor-
Nekrose-Faktor eine Rolle %%,

Die Wirkung der Mediatoren bedingt eine Schadigung der alveolokapillaren Membranen,
woraus eine Permeabilitdtserhohung der alveolar-kapillaren Barriere resultiert. Durch die
Permeabilitatserhohung kann protein- und zellreiche Flussigkeit in das Interstitium und die
Alveolen eindringen, welche zusammen mit den Produkten aktivierter neutrophiler Granu-
lozyten zu einer Dysfunktion des Surfactants fithrt *®. Zusatzlich kommt es durch die in-
flammatorischen Prozesse zur Sch&digung und zum Verlust von Surfactant bildenden
Pneumozyten des Typs Il. Damit kommt es neben der Beeintrachtigung der Surfactant-

funktion zu einem Surfactantmangel und in der Folge zu einer erhéhten Oberflachenspan-

-2-
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nung in den Alveolen, was letztlich zur Kollabierung derselben und zur Bildung von Ate-
lektasen fuhrt. Bei weiter bestehender Perfusion entsteht somit eine Ventilations-
Perfusions-Storung, die in einer Erhéhung des intrapulmonalen Rechts-Links-Shunt min-
det (siehe Abbildung 1).

Matching Mismatch
Physiologische Verhaltnisse Pathophysiologische Verhaltnisse
z.B. ARDS, Pneumonie

Schlecht ventilierte Lungenbereiche Schlecht ventilierte Lungenbereiche
schwach perfundiert stark perfundiert

Wi
\o/

Gut ventilierte Lungenbereiche Gut ventilierte Lungenbereiche
stark perfundiert schwach perfundiert

Gasaustauschstérung
pCO,t, pO; |, O, -Séttigung |

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ventilations-Perfusions-Stérung bei ARDS
Unter Matching versteht man die optimale Anpassung des transpulmonalen
Blutflusses an die Ventilation, wie sie unter physiologischen Verhaltnissen
vorherrscht. Dabei werden gut beluftete Lungenbereiche stark, und schlecht
ventilierte Lungenbereiche schwach perfundiert. Beim ARDS kommt es zu ei-
ner pathologischen Umverteilung des Blutflusses (Mismatch) zu Gunsten
schlecht ventilierter, 6dematdser oder atelektatischer Lungenareale mit der
Folge eines intrapulmonalen Shuntflusses und konsekutiver schwerer Gas-

austauschstorung.

Des Weiteren sinkt die Compliance ab, der alveoldre Totraum hingegen nimmt zu, da Lun-
genareale zwar beluftet, aber aufgrund einer pulmonalen Hypertonie nicht mehr ausrei-
chend perfundiert werden.

Die pulmonale Hypertonie tritt u.a. durch lokale Thrombenbildung in den Gefal3en, hypo-
xische Vasokonstriktion und die Einwirkung verschiedener Mediatoren, wie beispielsweise
Endothelin und Thromboxan auf “?43%)_Die Entstehung der pulmonalen Hypertonie ist ein

Charakteristikum des ARDS, dessen Ursache noch nicht restlos erkléart werden kann.
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1.3 Therapie

Eine kausale Therapie des ARDS ist bisher nicht mdglich, so dass eine symptomatische,
unterstutzende Therapie im Vordergrund steht. Die Behandlung des auslésenden Ereignis-
ses, wie z.B. einer Pneumonie oder Sepsis stellt einen wichtigen Aspekt der Therapie dar,
um eine Perpetuierung des Geschehens zu verhindern “*). Des Weiteren sollten Komplika-
tionen wie nosokomiale Infektionen, gastrointestinale Blutungen (Ulcus-Prophylaxe mit
H*-Blockern) und Thromboembolieen ausgeschlossen werden. Die kiinstliche Ernahrung
der Patienten sollte iber eine Magenschlundsonde erfolgen, da bei parenteraler Erndhrung
das Risiko einer Katheter-induzierten Sepsis besteht und der Effekt von intraventsen Fett-
emulsionen kontrovers diskutiert wird 4194209.239242381) ' haq Hauptziel einer ARDS The-
rapie ist jedoch die Aufrechterhaltung der Oxygenierung und Vermeidung des Fortschrei-

tens der Lungenschadigung.

1.3.1 Beatmung

Da beim akuten Lungenversagen der intrapulmonale Rechts-Links-Shunt, aufgrund ausge-
pragter Atelektasen- und Odembildung, die wesentliche pathophysiologische Komponente
der Gasaustauschstérung darstellt, fihrt auch die Erhéhung der inspiratorischen Sauer-
stoffkonzentration zu keiner adaquaten Verbesserung der Oxygenierung. Deshalb besteht
eine wesentliche TherapiemalRnahme zur Aufrechterhaltung der pulmonalen Funktion in
der Stabilisierung und Rekrutierung einer ausreichend groRen Gasaustauschflache durch

die maschinelle Beatmung 3189,

» Lungenprotektive Beatmung

Anfangs setzte man daher im Rahmen der konventionellen Beatmung von ARDS-Patienten
hohe Atemzugvolumina von 10-15ml/kg KG und positiv-endexpiratorische Driicken von 0
bis 5cm H,O ein, um die Lunge zu blahen und damit der Bildung von Atelektasen entge-
genzuwirken und die Oxygenierung bei physiologischen pCO,-Werten zu verbessern 39,
In der Folgezeit ergaben tierexperimentelle Studien (besprochen in Dreyfuss & Saumon
®9)), dass dieses Beatmungskonzept im Rahmen eines ventilator induced lung injury (VILI)
die Lunge durch Baro- und Volutraumen deutlich schadigt. Als Folge dieser Erkenntnisse
wurde das Konzept der lungenprotektiven Beatmung mit kleinen Atemzugvolumina von 6-
10ml/kg KG, niedrigen Spitzendriicken und ausreichend hohen positiv-endexpiratorischen
Driicken entwickelt. Hickling et al. zeigten, dass ARDS-Patienten, die mit kleinen Tidalvo-
lumina beatmet wurden, im Vergleich zu Kontrollgruppen eine bessere Uberlebensrate
aufwiesen 9. Obwohl man im Vergleich zur konventionellen Beatmung schlechtere
-4 -
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Blutgaswerte (niedrigere Oxygenierung und Anstieg des pCO, im Rahmen einer permissi-
ven Hyperkapnie auf bis zu 70mmHg) und eine damit verbundene leichte bis milde respi-
ratorische Azidose in Kauf nehmen muss “*?'Y wurde mit dem neuen Behandlungs-
regimen in einer Studie des amerikanischen ARDS-Netzwerks eine deutliche Reduktion
der Letalitat von 39,8% auf 31,9% (£ 22%) nachgewiesen “%. Obwohl bereits friihere Stu-
dien einen deutlichen Effekt kleiner Atemzugvolumina zeigten ““®, gelang der Durch-
bruch des Konzepts der lungenprotektiven Beatmung mit niedrigen Atemzugvolumen als
Standardmethode zur Behandlung des ARDS mit der ARDS-Netzwerk-Studie 9.

Die Anwendung von positiv-endexpiratorischen Driicken (PEEP) ist seit Jahrzehnten ein
integraler Bestandteil in der Beatmungstherapie des ARDS. Durch die translaryngeale In-
tubation im Rahmen einer invasiven kinstlichen Beatmung, kommt es zum Verlust der
natlrlichen Glottisfunktion. Dadurch fallen die endexpiratorischen Driicke auf ein Mini-
mum ab, was zur vermehrten Atelektasenbildung fihrt. Um das Kollabieren der Alveolen
zu vermeiden, bzw. kollabierte Lungenbléschen wieder zu erdffnen, wird in der Beat-
mungstherapie seit den spaten sechziger Jahren ¢*®) positiv-endexspiratorischer Druck ein-
gesetzt. Auch in der Erstbeschreibung des ARDS durch Ashbaugh “ wurde die Applika-
tion von PEEP bei der Bekdmpfung von Atelektasen und Hypoxie beschrieben. Durch die
Verwendung von positiv-endexpiratorischen Driicken kann neben einer Verbesserung der
Oxygenierung durch Reduktion des intrapulmonalen Shuntflusses und Verbesserung der
V/Q-Verhdltnisse aufgrund einer Erhéhung der funktionellen Residualkapazitét, die Ent-
stehung von alveoldren Odemen durch Surfactantverlust verhindert werden. Zudem kann
durch die Verhinderung der alveoldren De-Rekrutierung und des zyklischen Kollaps und
der Wiedereroffnung von Alveolen eine Verminderung von Scherkrédften und der damit
verbundenen beatmungs-assozierten Lungenschadigung (VALLI) erreicht werden “?4. Al-
lerdings flhren hohe positiv-endexpiratorische Driicke durch Beeinflussung der rechts-
und linksventrikularen Vor- bzw. Nachlast zu hdamodynamischen Stérungen ®*® wie ver-
mindertem Herzzeitvolumen ™. Des Weiteren kann es insbesondere bei Patienten mit
direkter Lungenschéadigung (z.B. aufgrund einer Pneumonie) durch hohe inspiratorische
Spitzendriicke im Rahmen eines Barotraumas zu einer vermehrten Dehnung des Lungen-
gewebes und der damit verbundenen Freisetzung von Zytokinen (IL6) kommen. Daher
mussen bei der Wahl des PEEP die positiven Effekte gegen die moglichen negativen Fol-
gen abgewogen werden und die optimale Hohe des PEEP individuell festgelegt werden.
Die in der Studie des ARDS-Netzwerks ®? angegebenen PEEP-FiO,-Kombinationen kon-
nen jedoch im Rahmen einer Standardtherapie als Leitwerte herangezogen werden “9.
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» Open-Lung-Konzept
Neben der lungenprotektiven Beatmung kénnen weitere Beatmungsformen zur Verbesse-
rung der ARDS-assoziierten Gasaustauschstorung eingesetzt werden. So stellte Lachman
im Jahr 1992 das open-lung-Konzept zur Rekrutierung von Lungenarealen vor ?°2. Dabei
wird im Rahmen von Rekrutierungsmandvern die Lunge durch eine kurzzeitige Erh6hung
des intrapulmonalen Drucks, durch einen positiven Druck von ca. 40cm H,O fiir 30-60sec.,
kurzzeitig geblaht, um atelektatische Lungenbezirke zu er6ffnen, die durch einen hohen
PEEP offen gehalten werden kdnnen (siehe dazu auch Engelmann (90)). Ergénzend oder
alternativ dazu kann im Rahmen einer inverse ratio ventilation, mit Inspirations- zu Expi-

rations- Verhéltnissen von 2:1 oder 3:1 ein auto- oder intrinischer PEEP erzeugt werden.

» Hochfrequenzventilation

Unter dem Begriff der Hochfrequenzventilation werden unterschiedliche Beatmungstech-
niken zusammengefasst, denen im Vergleich zu normaler Spontanatmung eine mindestens
viermal hohere Atemfrequenz gemeinsam ist ®”. Abhangig von der Impulsfrequenz wird
die high-frequency positiv pressure ventilation (HFPPV), die high-frequency jet ventilation
(HFJV) und die high-frequency oscillatory ventilation (HFOV) unterschieden. Bei Ver-
wendung dieser Hochfrequenzverfahren sind die Hubvolumina wesentlich kleiner (haufig
Kleiner als der anatomische Totraum) und die Spitzendriicke folglich niedriger als unter
normaler Beatmung. Durch die kleineren Druckamplituden werden die Scherkrafte und die
damit verbundene mechanische Belastung des Lungengewebes auf ein Minimum reduziert
@D In der Erganzungsausgabe vom Marz 2005 des offiziellen Journals der Gesellschaft
flr Intensivmedizin (Critical Care Medicine 33 (3) Supplement) kénnen mehrere wissen-

schaftliche Beitrége zu diesem Themengebiet gefunden werden.

» Flussigkeitsbeatmung

Die von Fuhrman et al. erstmals 1991 ® als perfluorocarbon-associated gas exchange
beschriebene partielle Flissigkeitsbeatmung (PLV) ist eine relativ neue Behandlungsoption
fur das ARDS ®19. pPLV beschreibt die Kombination von konventioneller Gasbeatmung
mit einer partiellen Fillung des Alveolarraumes mit einer gastransportierenden Flissigkeit.
Als flussiges Atemmedium kommen dabei Perfluorkarbone (PFC) zur Anwendung ®4°.
Diese Substanzgruppe wird in der Medizin aufgrund ihrer hohen Gaslésungseigenschaften
bereits als Blutersatzstoff eingesetzt. Im Vergleich zu Wasser liegt diese fiir O, ca. 17-mal
und fiir CO; ca. viermal hoher ). Daneben haben Perfluorkarbone eine niedrige Oberfla-

chenspannung und daher die Tendenz, vergleichbar mit Surfactant, sich spontan auf Ober-

-6 -
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flachen auszubreiten. So kénnen Perfluorkarbone auch in den geschédigten Lungenab-
schnitten bis in die kleinsten Atemwege und Alveolen eindringen *> und dort die Alve-
olen erdffnen und offen halten “2%.

Bei der vollstandigen Flussigkeitsbeatmung (TLV) werden die Lungen vollstdndig mit
oxygeniertem Perfluorkarbon geflllt und die physiologische alveoldre Gas-Gewebe-
Barriere vollkommen eliminiert. Die Perfluorokarbonvolumina von der Grofe eines nor-
malen Atemzugvolumens werden Uber den Beatmungstubus in die Lunge gepumpt, wéh-
rend die Drainage aus der Lunge passiv erfolgt. Die klinische Einfiihrung der TLV wird
trotz positiver Studien durch den hohen technischen Aufwand behindert ¢, Im Gegensatz
dazu kam es aufgrund der einfachen Handhabung und Uberzeugenden experimentellen Er-
gebnisse der PLV schnell zum Klinischen Einsatz bei Patienten mit ARDS. Obwohl die
experimentell erhobenen Befunde wie Verbesserung der Oxygenierung und Normalisie-
rung des pCO, “**V) bestatigt werden konnten, ergaben randomisierte Studien beziiglich
der Hauptzielparameter Mortalitdt und beatmungsfreie Tage keinen Vorteil gegeniiber den
Kontrollen @8 Zurzeit kann keine eindeutige Aussage dartiber getroffen werden, wel-

che Patienten mit ARDS auf eine PLV Behandlung ansprechen ).

» Extrakorporale Membranoxygenierung

In einigen medizinischen Zentren wird die extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO)
zur Behandlung von ARDS-Patienten eingesetzt. Bei dieser seit den 1980er-Jahren ange-
wendeten TherapiemaRnahme wird Blut aus dem vendsen System tber ein Schlauchsystem
und kinstliche Lungen decarboxyliert und mit Sauerstoff angereichert, bevor es wieder in
den Korper eingeleitet wird. Das wesentliche Rationale dieser aufwendigen Therapieform
liegt darin, eine trotz Einsatz aller konservativen Malinahmen drohende lebensbedrohliche
Hypoxie zu verhindern, und der Lunge Zeit zur Heilung zu geben ®*®. Trotz zunehmenden
Erfahrungen auf dem Gebiet der ECMO wird ihr Einsatz immer noch kontrovers diskutiert
(199) Neue Studien weisen jedoch auf erhohte Uberlebensraten bei der Anwendung der
ECMO als ultima ratio bei schwersten ARDS-Formen hin ®*®. Eine schwedische For-

schungsgruppe konnte damit eine hohe Uberlebensrate bei ARDS-Patienten erzielen 7,

» Lagerungstherapie
Die Beatmung in Bauchlage hat sich seit 1976 ", aufgrund des geringen technischen
Aufwands und der damit verbundenen Erfolge fir den Patienten bereits fest in die ARDS-
Therapie integriert “*?. Obwohl viele Erklarungsansatze, wie die Schwerkraft-vermittelte

Umschichtung des Lungenddems, Veranderung des hydrostatischen Drucks, Umverteilung

-7-
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der Durchblutung **, Erhdhung der Residualkapazitat und Veranderung der Ventilations-
verhaltnisse “?* begriindet sind, gibt es bis zum heutigen Zeitpunkt keine klinischen Erhe-
bungen, die eine Reduktion der Mortalitat durch Beatmung in Bauchlage belegen ©*®.
Dennoch wird die Anwendung der Bauchlagerung bei schwerem ARDS im Gegensatz zum
prophylaktischen Einsatz beim ALI empfohlen 9. Als Alternative zur Beatmung in
Bauchlage kommt die kontinuierliche Rotation der Patienten um die Langsachse mit bis zu
60° Seitenlage in Betracht. Aufgrund fehlender Studien kénnen keine Empfehlungen zum

Einsatz der Rotationstherapie gegeben werden @9,

1.3.2 Pharmakologische Ansatze

» Einsatz von Surfactant

Bereits Ashbaugh et al. ™ vermuteten, dass das Surfactantsystem eine Rolle in der Pa-
thophysiologie des Lungenversagens spielen kénnte. Da Alveolen dem Gesetz von La Pla-
ce folgend dazu neigen, zu kollabieren, ist das Surfactant der Lunge (SP-B und SP-C) auf-
grund seiner Eigenschaft, die Oberflachenspannung herabzusetzen und somit die Alveolen
offen zu halten, fir die physiologische Lungenfunktion von zentraler Bedeutung. Zudem
spielen die Surfactantproteine A und D eine wichtige immunmodulatorische Rolle 99424,
Im Rahmen eines ARDS kommt es durch die Schadigung der Surfactant produzierenden
Typ 1l Alveolarpneumozyten (AP 1), die ebenfalls eine wichtige Rolle im lonen- und
Flussigkeitstransport der Lunge spielen, als auch durch das pulmonale Odem zu einer Be-
eintrachtigung des Surfactantsystems *¥9_ \on daher wird als neuer, wenn auch nicht
kausaler Therapieansatz des akuten Lungenversagens des Erwachsenen, die Substitution
von natdrlichem und synthetischem Surfactant diskutiert und bereits klinisch angewendet
(besprochen in Lewis & Brackenbury ®¥ und Haitsma ®9). Eine umfangreiche Studie
von Spragg et al. ©®® kommt jedoch zu dem Schluss, dass die Verwendung von exogenem
Surfactant in einer heterogenen Gruppe von ARDS-Patienten zu keiner verbesserten Uber-
lebensrate flihrt. Dennoch konnte eine Verbesserung des Gasaustauschs innerhalb einer 24-

stiindigen Behandlung mit Surfactant nachgewiesen werden.

» Antinflammatorische Ansatze
Im pathophysiologischen Geschehen des ARDS spielen inflammatorische Prozesse eine
wichtige Rolle. Neben der Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten wird diese Ent-
ziindungsreaktion auch durch die Freisetzung von proinflammatorischen Molekiilen, Sau-

erstoffradikalen und Enzymen ausgelst.

-8-
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Obwohl in einigen Fallberichten positive Effekte einer Glukokortikoidtherapie bei ARDS-
Patienten beschrieben wurden ©@*¢247:2*®) " konnten in randomisiert kontrollierten Studien
keine Verbesserungen durch hohe Glukokortikoid-Gaben festgestellt werden. Aufgrund
der positiven Ergebnisse der Studie von Annane et al. ® kann die niedrigdosierte Gabe von
Glukokortikoiden in der Spatphase des ARDS empfohlen werden 9. Fir die nicht-
steoridalen Antiphlogistika wird Ibuprofen trotz vielféltiger positiver Ergebnisse in tierex-
perimentellen Studien und Fallberichten ®2 nicht fir die Therapie des ARDS empfohlen
19) Dije Gabe von Antioxidantien wie Azetylzystein oder Prozystein in der Therapie des
ARDS ist aufgrund der widerspriichlichen Ergebnisse fiir unterschiedliche Dosierungen

zurzeit noch nicht gesichert 9.

> Einsatz von VVasodilatantien

Die meisten ARDS-Patienten entwickeln im Verlauf der Erkrankung mit mittleren pulmo-
nalarteriellen Dricken um 30mmHg eine leichte bis mittelgradige pulmonale Hypertonie
(PH) ™. Bei Patienten, die an akutem Lungenversagen versterben, kann zudem ein An-
stieg des pulmonalvaskularen Widerstands beobachtet werden “9. Der Grund fir die Ent-
wicklung einer ARDS-assoziierten pulmonalen Hypertonie ist multifaktoriell ™. Neben
pulmonalvaskuléarer Obstruktion und Obliteration kommt auch die Hypoxie- bzw. inflam-
matorisch-vermittelte pra- und postkapillare Vasokonstriktion und die Kompression pul-
monaler GefaRe durch interstitielle Odeme und hohen PEEP in Betracht (1949257420424 'pg
die PH durch Erhéhung der Nachlast zu einer Beeintrachtigung der rechtsventrikuldren
Auswurfleistung und Verminderung des Herzzeitvolumens fiihrt 39297419 'kann es durch
eine PH, verbunden mit einer Stérung der Ventilations-Perfusions-Verhaltnisse und Erho-
hung des intrapulmonalen Shunts (Qs/Qt) zu einer Reduktion der systemischen O,-
Versorgung kommen, was wiederum die Gefahr eines generellen Organversagens mit sich
bringt. Zudem kann ein erhohter pulmonalvaskularer Druck tber den vermehrten hydrosta-
tischen Druck zur Bildung oder Verstarkung eines Lungenddems fihren %, Des Weiteren
kann es durch eine manifeste Dilatation des rechten Ventrikels (cor pulmonale), die bei ca.
25% der Patienten vorkommt “**, zur Beeintrachtigung des linken Ventrikels kommen
@7 was den Gasaustausch weiter verschlechtern ™ oder in einem akuten Herz-
Kreislaufversagen resultieren kann. Da mit der Hohe und Dauer des Lungenhochdrucks
auch die Letalitdt der Patienten zunimmt, stellt die Senkung des pulmonalarteriellen
Drucks, neben der Verbesserung der Oxygenierung, ein vordringliches Therapieziel dar
“52) In einer Vielzahl von Studien wurde versucht, den pulmonalarteriellen Druck durch

Einsatz von intravendsen pulmonalen Vasodilatoren zu senken. Neben Hydralazin, Nitra-
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ten, Nitroprussid ®°”, B,-Mimetika, Kalzium-Antagonisten und Bronchodilatatoren kamen

auch die Prostanglandine PGE; und PGI, zum Einsatz, die jedoch aufgrund ihrer systemi-

schen Wirkung in der therapeutischen Anwendung zur Senkung des PAP beschrénkt waren

(49.257420) ‘penn durch die gleichzeitige Vasodilatation pulmonaler und systemischer Gefa-

Re kam es durch eine Erhohung der Shuntfraktion zu einer weiteren Beeintrédchtigung des
Gasaustauschs %% (siehe Abbildung 2).

Mismatch Therapieeffekt Therapieeffekt
Pathophysiologische Verhaltnisse mit intravendsen mit inhalativen
7.B. ARDS Pneumonie Vasodilatanien Vasodilatanien
z.B. PGl,, z.B. NO

Schlecht ventilierte Lungenbereiche

stark perfundiert

Inhaliertes
Vasorelaxant

Gut ventilierte Lungenbereiche Umverteilung Redistribution
schwach perfundiert des Blutflusses in des Blutflusses in
Gasaustauschstorung schlecht ventilierte Lungenvereiche gut ventilierte Lungenbereiche
pCO.1, pO; |, O, -Sattigung | pCO, |, pO, 1, O,-Séttigung 1 pCO, |, pO, 1, O,-Sattigung 1

Abbildung 2: Konzept der selektiven pulmonalen Vasodilatation durch die transbronchiale,
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inhalative (Gas/Aerosol) Applikation eines Vasodilators

Beim ARDS erfolgt ein Teil der Perfusion durch schlecht ventilierte, 6dema-
t0se oder atelektatische Lungenareale, mit der Folge eines intrapulmonalen
Shuntflusses und konsekutiver schwerer Gasaustauschstorung. Die systemi-
sche Applikation eines Vasodilators fuhrt zu einer unselektiven Weitstellung
aller GefalRareale. Da schlecht ventilierte Lungenbereiche perfundiert wer-
den, kommt es durch die GefaBweitstellung in diesen Gebieten zu einer Zu-
nahme des Shunts. Zudem kann es durch eine periphere GefalRweitstellung zu
einem systemischen Blutdruckabfall kommen. Bei inhalativer Applikation ei-
nes Vasodilators gelangt dieser nur in gut beliftete Lungenareale und be-
wirkt somit durch hohe lokale Konzentrationen eine selektive pulmonale Ge-
falweitstellung in gut ventilierten Lungenbereichen. Es kommt zur Umvertei-
lung des Blutflusses von schlecht zu gut belufteten Arealen und damit zur
Verbesserung der Oxygenierung. Man spricht von intrapulmonaler Selektivi-

tat eines Vasodilators.
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o Inhaliertes Stickstoffmonoxid

Pepke-Zabe und Mitarbeiter ¥ konnten 1991 mit Stickstoffmonoxid (NO) als erstem
Klinisch eingesetzten inhalativem Vasodilator eine selektive pulmonale Vasodilatation bei
pulmonaler Hypertonie erzielen. Zwei Jahre spater wurde durch Rossaint et al. ¢? die
inhalative Anwendung von NO bei beatmungspflichtigen Patienten mit ARDS beschrie-
ben. Mit Hilfe der Multiplen-Inerten-Gas-Eliminationstechnik (MIGET) wurde die Vermu-
tung bestétigt, dass inhaliertes NO (iNO) dabei vorwiegend an Gefallen von ventilierten
Lungenabschnitten dilatierend wirkt, und es konsekutiv zu einer Umverteilung des Blut-
stromes zu diesen Abschnitten kommt, was zu einer Verbesserung des Ventilations-
Perfusions-Verhaltnisses fiihrt ‘%%, Somit konnte neben der pulmonalen Selektivitét des
inhalierten NO auch eine intrapulmonale Selektivitét, in Form einer bevorzugten Vasodila-
tation in gut ventilierten Lungenarealen nachgewiesen werden. Dieses vorteilhafte Wirk-
profil erklart sich daraus, dass Uber die Ventilation WiderstandsgefaRe in gut bellfteten
Bezirken der Lunge von extravasal erreicht werden, die Dosierung des Vasodilators also
durch die regionale Ventilation bestimmt wird und das NO unmittelbar nach seinem Uber-
tritt in den Intravasalraum durch die Bindung an Hamoglobin inaktiviert wird “*°. Zahlrei-
che Folgeuntersuchungen zur Anwendung von NO bei ARDS schlossen sich an
(31.36:304305321) 'gg konnte unter der Inhalation von 1-40 parts per million (ppm) NO bei
einem Teil der Patienten eine Reduktion des pulmonalvaskuléren Widerstands um 20-30%
erreicht werden, die von einer beeindruckenden Verbesserung der arteriellen Oxygenierung
ohne Beeinflussung des systemischen Drucks begleitet wurde. Die Verbesserung der Oxy-
genierung ermoglichte haufig eine Senkung der Intensitat der Beatmung (Beatmungsdri-
cke, FiO,), was mit der Hoffnung verbunden war, weitere Schadigungen durch ein Ba-
rotrauma zu verhindern 2%,

Doch die zunéchst sehr optimistischen Einschatzungen wurden in zweierlei Hinsicht ge-
triibt. Zum einen sprechen zwischen 35% ©Y und >50% “°® der ARDS-Patienten, als so
genannte non-responder auf die NO-Inhalation nicht an. Eine Erklarung fir diese unter-
schiedliche Ansprechrate der Patienten konnte bislang noch nicht sicher belegt werden,
doch wird eine veranderte NO-cGMP-Signaltransduktion als verantwortlich angesehen
(125,420).

Zum anderen erbrachte eine erste multizentrisch durchgefiihrte, Placebo-kontrollierte Dop-
pelblindstudie bei 177 Patienten keine Senkung der Letalitat unter NO-Applikation (Del-
linger et al. ™ zitiert aus Walmrath et al. “?%; ® Auch Rossaint und Mitarbeiter ©¢*

konnten in einer retrospektiven Studie bei 87 ARDS-Patienten keinen Einfluss von iNO
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auf die Uberlebensrate konstatieren. Obwohl Taylor et al. “°? eine kurzzeitige Verbesse-
rung der Oxygenierung beobachten konnten, wurde die Mortalitdt und Dauer der Beat-
mung bei ALI-Patienten durch iNO nicht beeinflusst.

Da die Ergebnisse mehrerer klinischer und tierexperimenteller Untersuchungen beziglich
der Wirkung von iNO zudem gegensatzlich sind ®%, kann der unkritische Einsatz von
Stickstoffmonoxid nicht empfohlen werden “*?. Aufgrund der Ergebnisse von Lundin et
al. st die Inhalation von Stickstoffmonoxid als Therapieoption bei schwerem ARDS
jedoch gesichert, da die Gefahr einer hypoxischen Schadigung und der Einsatz der ECMO

reduziert werden konnte %227,

0 Vernebeltes Prostazyklin

Die Vernebelung von Prostazyklin (PGl,), einem vom Endothel gebildeten endogenem
Prostanoid des Zyklooxygenasewegs, ist eine weitere Mdglichkeit, durch eine selektive
Vasodilatation in ventilierten Lungenarealen und der damit verbundenen Reduktion des
Shuntflusses, eine Verbesserung der Oxygenierung zu erzielen #*. PGI, scheint bei dieser
Applikationsform, im Gegensatz zur intravenosen Applikation ®*23%320 nyr gering aus-
gepréagte systemische Wirkungen zu haben, wobei die Effekte auf den Gasaustausch mit
iNO vergleichbar sind ®4#24%3 Da die applizierte Menge Prostazyklin aus der vernebel-
ten Menge PGI, berechnet wird, kann die pulmonale Konzentration und die absorbierte
Menge im Gegensatz zu iINO nicht genau festgelegt werden. Daher kann es bei der An-
wendung hoher Dosen durch ein Ubertreten von PGl in den Kdérperkreislauf zu einem
systemischen Blutdruckabfall und einer Verschlechterung des Gasaustauschs kommen.
Olschewski und Mitarbeiter konnten jedoch zeigen, dass die Vernebelung des stabilen
PGI,-Analogs lloprost bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie zu einer langandauernden
Senkung des PAP fiihrte ¢"827% Die Zulassung des stabilen PG, Ventavis® zur Behand-
lung der pulmonalen Hypertonie bestatigt die positiven Eigenschaften der Prostazyklinpro-
dukte. Da die Wirkung von PGI, durch cAMP-vermittelt wird, wird der Einsatz von spezi-
fischen PDE-Hemmern zur Verstdrkung der PGl,-vermittelten Vasodilatation diskutiert.
So konnten Schermuly et al. ®***® im Tiermodell bei gemeinsamer Applikation von PGI,
und PDE-Inhibitoren eine verstarkte und verlangerte Vasodilatation feststellen. Da es sich
in Bezug auf das ARDS zurzeit noch um einen experimentellen Therapieansatz handelt,
kdnnen hinsichtlich des Stellenwerts von PG, in der Therapie des ARDS noch keine Aus-
sagen gemacht werden . Zudem muss bedacht werden, dass Prostazyklin, wie auch in-
haliertes Stickstoffmonoxid, flr die Behandlung des ARDS bei Erwachsenen nicht zuge-
lassen ist.
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o Phosphodiesterase-Hemmer

PGI, wie auch NO, fiihrt durch Bindung an seinen Rezeptor (die sGC als Rezeptor fiir NO,
siehe Kapitel | Absatz 3.3, Seite - 25 -) zu dessen Aktivierung und damit zur Bildung eines
second messengers. Fir PGI, handelt es sich dabei um zyklisches Adenosin- 3"-5"-
monophosphat (CAMP) und fur NO um zyklisches Guanosin- 3"-5"-monophosphat
(cGMP), welche wiederum durch Aktivierung von Proteinkinasen und lonenkandlen eine
Relaxation von glatten Muskelzellen und somit eine Vasodilatation vermitteln **. Die
zyklischen Nukleotide werden durch eine Reihe von Phosphodiesterasen, welche die Es-
terbindung zwischen dem Zuckeranteil und der Nukleinsdure spalten, abgebaut.

Die Phosphodiesterase vom Typ 5 (PDES) hydrolysiert spezifisch cGMP. Da angenommen
wird, dass der basale Geféal3tonus durch das Verhéltnis von cGMP-Bildung, -Elimination
und -Abbau durch die Phosphodiesterase eingestellt wird, ist es mdglich, durch Hemmung
des cGMP-Abbaus mit spezifischen PDE5-Inhibitoren die Wirkung von NO zu verstarken
und den PAP bzw. PVR zu senken “®2. Dipyridamol, ein solcher PDE5-Inhibitor fiihrte in
Kombination mit iNO bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie zu einem Abfall des PAP
@90 Auch Ziegler et al. “*” konnten bei der Halfte der Patienten eine Verstarkung der
iNO-vermittelten Vasodilatation durch Dipyridamol feststellen 2. Der fiir die Therapie
der erektilen Dysfunktion zugelassene PDES5-Inhibitor Sildenafil ®* (UK 92480 G,
Nachfolger der deutlich schwécheren Ursprungssubstanz Zaprinast “%®), wurde kirzlich
bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie und Lungenfibrose angewendet und fiihrte im
Vergleich zu PGI, zu einer selektiveren pulmonalen Vasodilatation ** und war nicht mit
dem Phanomen einer rebound-PH ©® verbunden ©Y. Zum jetzigen Zeitpunkt liegen noch
keine Erkenntnisse Uber den Einsatz der PDE5-Hemmer bei ARDS-Patienten vor.

1.4  Schadigungsmodelle

Um die Vorgange des ARDS zu verstehen, diagnostische Verfahren anzupassen und The-
rapieansatze zu entwickeln, wurden verschiedene Schédigungsmodelle, die eine dem
ARDS vergleichbare Lungenschadigung erzielen sollen, entwickelt ©®. Dabei kénnen
grundsatzlich zwei Ansatzpunkte zur Etablierung einer Lungenschadigung unterschieden
werden. Zum einen kann eine direkte Schédigung der Lunge z.B. durch saline Auswa-
schungen, Inhalation von Schadgasen, Instillation von Magenséure, Mekonium oder
Mikroembolisation mit Glasperlen induziert werden. Zum anderen kann eine indirekte
Schéadigung der Lunge durch systemische Applikation von pulmonalsch&digenden Sub-

stanzen wie Olséure, Bleomycin, Endotoxin, Paraquat oder Perilla-Keton erreicht werden.
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Abgesehen davon sind operative Verfahren, wie beispielsweise das Anlegen einer Zwerch-
fellhernie mdglich. Ein Nachteil bei allen Modellen ist das Fehlen von standardisierten
Verfahrensablaufen. Zur Anwendung kommen vor allem das Olséure- und das Kochsalz-
auswaschmodell. Beim Kochsalzauswaschverfahren, das erstmals von Lachmann et al.
1980 beschrieben wurde, wird die Lunge Uber repetitive bronchoalveolére Lavagen mit

2%3)  Hierbei kommt es zur

korperwarmer, physiologischer Kochsalzlésung geschadigt
Auswaschung des Surfactant. Dies bedingt in Verbindung mit der Bildung von Atelektasen
ein Herabsinken der Compliance und durch alveolokapillare Schéden ein Lungentdem.
Daher ist die in diesem Modell erzeugte Schadigung der Lunge mit der Frihphase des

ARDS vergleichbar .

Das Olsauremodell der akuten Lungenschadigung

Jefferson und Necheles ™ beschrieben als erste die Effekte einer zentralvendsen Injektion
von reiner Olsaure bei spontan atmenden Hunden. Sie stellten fest, dass die Tiere innerhalb
einer Stunde eine Hypotension und Tachypnoe entwickelten und ein schaumig-blutiges
Lungenddem auftrat, gefolgt von hdmodynamischem Kollaps und Tod. Zudem traten Héa-
molyse, Azidose und Hypokalzamie auf ©®Y. Obwohl das Olsauremodell zunéchst als Mo-
dell fiir das Fettemboliesyndrom angewendet wurde (siehe Kapitel | Absatz 2, Seite - 16 -),
wurde die Olsaure zunehmend zur Induktion einer akuten Lungenschadigung eingesetzt.
Ashbaugh und Uzawa benutzten erstmalig 1968 OA zur Ausldsung eines nicht kardioge-
nen pulmonalen ©dems im Tiermodell “?. Inzwischen wird ein Einsatz der Olsaure auch
in Modellen einer beeintrachtigten Blut-Hirn-Schrankenfunktion beschrieben %%,

Obwonhl es sich beim Olsauremodell um keinen atiologischen Ansatz zur Simulation des
akuten Lungenversagens handelt, ist in Bezug auf die Atiologie des ARDS festzuhalten,
dass ein Zusammenhang zwischen der Olsaure und der Entwicklung eines ARDS besteht.
So wurden bei ARDS-Patienten erhhte OA-Spiegel im Plasma ©%*% und der broncho-
alveolaren-Lavage-Flussigkeit ®* nachgewiesen. Zudem findet man bei septischen Zu-

standen erhohte OA-Konzentrationen (Fuortes et al. ‘% zitiert aus Beilman ©3%).

» Chemie der Olsaure

Bei der Olsaure (IUPAC-Name: cis 9-Octadecen-saure) handelt es sich um eine einfach
ungeséttigte Fettsdure (FS) mit 18 C-Atomen (siehe Abbildung 3), wobei die Doppelbin-

dung zwischen den C-Atomen neun und zehn liegt (w-9 Fettséure).
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Abbildung 3: Strukturformel der Olsaure

Naturlicherweise liegt die Doppelbindung als cis-Bindung vor, welche durch ihre geomet-
rische Struktur einen Knick von ca. 40° bedingt. Dadurch wird die Anordnung der Fettmo-
lekile im Kristallgitter gestort, was im Vergleich zur Elaidinsaure, dem Enantiomer der
Olsédure und gesattigten Fettsduren, zu einem mit 16,3°C niedrigen Schmelzpunkt fiihrt.
Entsprechend liegt die Olsaure bei Raumtemperatur als Ol vor und ist mit einem spezifi-
schen Gewicht von 0,89g/ml bei 25°C leichter als Wasser. Die Olsdure kommt natiirli-
cherweise in grofReren Mengen vor als jede andere Fettséure. Als Glyceride findet man sie
in den meisten Fetten und Olen tierischer und pflanzlicher Herkunft. Den hochsten Anteil

an Olsaure findet man im namensgebenden Olivendl.

> Die Olsaure-induzierte Lungenschadigung

Generell flihren ungeséttigte Fettsauren wie OA im Gegensatz zu Fetten (z.B. Triolein, das
Triglycerid der Olsaure) zu einer Erhéhung der pulmonalen Permeabilitat, welche zu einer
extravaskuldren Flussigkeitsansammlung und dem radiologisch nachweisbaren alveolarem
Odem fiihrt. Zudem kommt es durch eine verminderte Compliance der Lunge bei unveran-
derten Atemzugvolumen zu erhthten Beatmungsdricken und einer massiven Gasaus-
tauschstorung. Der Grund fiir diese Storungen liegt moglicherweise in der Bindungsféahig-
keit der amphophilen FS an biologische Membranen. Der genaue Wirkmechanismus ist
jedoch bis heute unbekannt G,

Wie auch Endotoxin vermittelt die Olsaure die akute Lungenschadigung vorrangig tber die
vaskuldre Seite. Neben dem pulmonalen Permeabilitdtsddem induziert OA durch Throm-
busformation eine Obstruktion der Blutgeféalie und fuhrt zu einer Konstriktion von Arterien
und in der Folge zu einer pulmonalarteriellen Hypertonie und einem signifikanten Anstieg
des PVR @0,
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2 DAS FETTEMBOLIESYNDROM

2.1 Definition

Unter Fettembolie (FE) wird der Verschluss von kleinen Gefélen, insbesondere von Kapil-
laren und Préakapillaren der Lunge, des Gehirns oder der Nieren (so genannte arterielle oder
periphere FE) von mit dem Blut transportierten Fetttropfen entsprechender Grole verstan-
den. Fihrt der Verschluss dieser Gefalle zu klinischen Symptomen, spricht man vom Fett-
emboliesyndrom (FES) ©®. Dieses besteht aus der Trias aus akuten respiratorischen Sym-
ptome mit Hypoxie und Lungeninfiltraten, zerebraler Dysfunktion und hamatologischen

Befunden mit Thrombozytopenie und petechialen Blutungen 9.

2.2 Epidemiologie

Fettembolien sind nach ausgedehnten Traumen, insbesondere Frakturen, ein seit langem
bekanntes Phanomen. 1862 beschrieb Zenker ““% Fetttropfen in den Lungen eines Bahnar-
beiters, der eine thorako-abdominale Quetschung erlitten hatte. EIf Jahre spater diagnosti-
zierte Bergmann eine Fettembolie bei einem Patienten mit einer Femurfraktur ©2. Bis ins
20. Jahrhundert hinein befassten sich Arbeiten mit der Pathophysiologie und Pathogenese
der Fettembolie. 1969 publizierte Peltier seine Arbeit Uber die pulmonalen Konsequenzen
einer Fettembolie und deren Behandlung ®*?, bevor Gurd ®*® ein Jahr spater die unter-
schiedlichen Klinischen Erscheinungsbilder unter dem Begriff des Fettemboliesyndroms
zusammenfasste. Das FES ist eine Multi-System-Erkrankung, die neben der Lunge auch
das Gehirn, die Augen, die Haut und das Herz betrifft ©®.

Neben ausgedehnten Traumen, insbesondere Frakturen langer Réhrenknochen, Rippen,
Wirbelkorpern oder der Hifte, Marknagelungen und endoprosthetischer Chirurgie und
stumpfen Traumen von Fettgewebe, kommen Fettembolien auch in Zusammenhang mit
akuten Pankreatiden, Verbrennungen oder nach intraosséren Infusionen vor (siehe Tabelle
2).

Die Symptome eines Fettemboliesyndroms leiten sich aus den entsprechenden Pathome-
chanismen ab (siehe unten). Da es sich bei den Symptomen um eher unspezifische Befunde
handelt (siehe Tabelle 3) und die Hauptkriterien des FES subklinisch vorliegen oder fehlen

konnen, ist die Diagnose eines FES schwierig.
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Tabelle 2: Pradispositionen des Fettemboliesyndroms

Quelle: Forster et al. ®® und Mellor & Soni ®V

Pradisposition

Gewebeschadigung

Weichteilschaden

Mechanische Korperfettreduktion

Verbrennungen

Leberzellnekrose

Rhabdomyelose

Knochenmarkschadigung

Frakturen

Endoprosthetische Chirurgie

Knochenmarkgewinnung und -transplantation

Intraossare Infusionen

Erkrankungen

Akute Pankreatitis

Fettleber

Adipositas

Sichelzellanamie

Hohenkrankheit

H&morrhagischer Schock

Systemischer Lupus erythematodes

Diabetes mellitus

Virushepatitis

Muzindse Karzinome

Muskeldystrophie

Myokardinfarkt

Sonstiges

Propofol-Infusion

Hochdosierte Chemotherapie

Lymphangiografie

Parenterale Erndhrung

Strangulationen

Reanimationen

Lipoinjektion

Am haufigsten treten bei Patienten mit Fettemboliesyndrom respiratorische Symptome auf,

wobei der Schweregrad dieser Symptome unterschiedlich ausgepragt sein kann (siehe

Tabelle 3). Das akute Lungenversagen mit anschlieRender kinstlicher Beatmung ist jedoch

relativ haufig. Die petechialen Blutungen treten bei bis zu 60% der Patienten auf, wobei

die Hamorrhagien meist an der Haut der Schultern, Brust und Achselhéhlen und im Sub-

konjunktivalgewebe auftreten. Seltener findet man sie an der Bauchdecke, den Extremita-

ten und dem Gaumen. Die spezifische Verteilung dieser Blutungen kann durch die Akku-

mulation der Fetttropfen im Aortenbogen und die Verteilung tber die versorgenden Gefalle

erklart werden ©%9,
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Neurologische Symptome findet man ebenfalls haufig (59-80%), wobei die Bandbreite von

Benommenheit und Verwirrtheit bis zum Koma reichen kann. Interessanterweise werden

zentralnervise Ausfallserscheinungen auch ohne gleichzeitig auftretende pulmonale Sym-

ptomatik beschrieben @39,

Tabelle 3: Gurd “*® Kriterien fiir die Diagnose des Fettemboliesyndroms

Quelle: Schult et al. 7, Scherer et al. ®*® und Forster et al. ©®®

Symptomatik des Fettemboliesyndroms

Hauptkriterien

Respiratorische Symptome

Hypoxie

Tachypnoe

Dyspnoe

Hamoptyse

Lungenddem

Beidseitige inspiratorische Rasselgerdusche

Beidseitig fleckige Infiltrationen im Thoraxrdntgenbild

Neurologische Symptome

Benommenheit/VVerwirrtheit/Desorientiertheit

Delir

Stupor

Koma

Hé&matologische Symptome

Petechiale Blutungen in Achselhéhlen
und/oder Konjunktiven

Nebenkriterien

Kardiale Veranderungen

Tachykardie

Hypotension

Vermehrte Fullung der oberflachlichen Venen

Akutes Herzversagen

Renale Veranderungen

Anurie oder Oligurie

Fett im Urin

Retinaveranderungen

Fett oder petechiale Blutungen in der Retina

Labor

Thrombozytopenie (<150x10°/1)

Abfall des Hb um mehr als 20% des Ursprungswerts

Blutsenkungsgeschwindigkeit (>71mm/h)

Fettmarkglobulamie

Sonstige

Ikterus

Fieber (>39,4°C)
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2.3 Pathogenese

Der Pathomechanismus des FES ist trotz der vielen Arbeiten auf diesem Gebiet noch nicht
vollstdndig geklart. Die unterschiedlichen Auspragungen und Symptome des FES kdnnen
nicht durch einen einzigen pathophysiologischen Mechanismus erkléart werden. Vielmehr
werden in verschiedenen Theorien mechanische und biochemische Mechanismen disku-

tiert, die durch ihre gemeinsamen Wirkungen zum Krankheitsbild des FES fuhren.

2.3.1 Embolisierung/Mechanische Obstruktion
Das physikalische Modell

Die aus traumatischem Gewebe (Knochen, Weichteile) losgelosten Fettpartikel werden
vends oder lymphatisch in die Strombahn eingeschwemmt und gelangen, dem Kreislauf
folgend, in die Lunge. Aufgrund der geringen Durchmesser der terminalen Lungengefalie
bleiben die Partikel stecken und blockieren den Blutfluss. Durch die einsetzende Stase
kommt es durch Ablagerung von Fibrin und Thrombozyten zur Bildung eines Thrombus
und somit zum vollstdandigen Verschluss des GefaRes. Durch den physikalischen Ver-
schluss und die hypoxisch bedingte Vasokonstriktion kommt es zu einem Anstieg des pul-
monalvaskuléren Drucks, was in einer erhéhten Belastung des rechten Ventrikels resultiert.
Der vendse Ruckstau zeigt sich in stark gefiillten Venen und einer Dilatation des rechten
Herzen (cor pulmonale). Da eine Fettembolie experimentell durch Frakturen oder die Zer-
stérung der medulla ossium ohne Fraktur des Knochens ausgeldst werden kann, und die
Fettzusammensetzung von Fettembolie in der Lunge mit der von Knochenmark berein-
stimmt, kann davon ausgegangen werden, dass die Mechanismen dieser rein physikali-
schen Theorie an der Entstehung eines FES beteiligt sind. Als weiterer Anhaltspunkt fir
die Richtigkeit dieser Theorie muss auch die Tatsache gewertet werden, dass eine i.v.-
Injektion von Knochenmark in Tiermodellen zu kardiorespiratorischen Symptomen flihrt
(337).

Da Fettpartikel mit kleinen Durchmessern (<8um) die Lunge passieren kdnnen oder durch
einen erhohten pulmonalvaskularen Druck durch die LungengeféaRe gepresst werden kon-
nen, lassen sich die nicht kardiopulmonalen Symptome des FES durch eine Mikroemboli-
sation in den arteriell versorgten, peripheren Organen Gehirn, Haut, Nieren und Augen
erklaren. Als Besonderheit dieser Embolisierung in den groRen Kreislauf ist das foramen
ovale persistens zu nennen, dass mit einer Prevalenz von bis zu 35% in der Bevolkerung
auftritt und unter Umgehung der Lunge zu einer systemischen Embolisierung beitragen

kann %9,
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2.3.2 Freisetzung von Fettsduren

Das biochemische Modell

Durch die hydrolytische Aktivitat von Lipasen werden Fette, vorwiegend Triglyceride, in
Diacylglycerol und die entsprechenden Fettsduren gespalten. Da freie Fettsduren im Blut
normalerweise an Albumin gebunden werden, kommt es erst bei hohen Konzentrationen zu
einer toxischen Wirkung @2, Dabei spielt die Wirkung der Olsaure als Hauptfettsaure in
menschlichem Fett eine entscheidende Rolle. Sie induziert Gber eine Zerstérung von Endo-
thelzellen und Membranen eine Zerstérung der alveoldrvaskuldaren Barriere und fuhrt damit
zu einem Lungenddem und einer damit verbundenen Gasaustauschstérung. Neben dieser
direkten toxischen Wirkung werden auch indirekte Wirkmechanismen der Olséure-
Freisetzung, wie die Aktivierung der Phospholipase All und der damit verbundenen Ver-
anderungen des Surfactants, die Bildung von Arachidonsauremetaboliten und Prostanoi-
den, die Hemmung von Stickstoffmonoxid und cGMP, und immunologischen Verénderun-
gen, insbesondere die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Freisetzung von

proinflammatorischen Zytokinen diskutiert.
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3 DER NO-CGMP-SIGNALTRANSDUKTIONSWEG

Arginin Citrullin

NADPH+H" NADP*

Zellulare Effekte
z.B. Vasodilatation

¢

Produktionsort

z.B. Endothelzelle lonenkanéle
. Proteinkinasen
v Phosphodiesterasen
sGC T
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|

: PDE
Zielort
z.B. Glatte GefaRmuskelzelle

Abbildung 4: Schematische Darstellung des NO-cGMP-Signaltransduktionswegs

Durch die Aktivitat von NO-Synthasen, die, mit Ausnahme der iINOS/NOS 11,
Calmodulin (CaM) und Kalzium (Ca?") als Kofaktoren benétigen, wird aus
molekularem Sauerstoff (O,) und Arginin Stickstoffmonoxid (NO) syntheti-
siert. Die Reaktion ist NADPH-abhangig. Das durch die Donorzelle freige-
setzte NO bindet in den Zielzellen an das Ham der l6slichen Guanylatzyklase
(sGC) und fihrt dadurch zur katalytischen Umwandlung von Guano-
sintriphosphat (GTP) in das zyklische Guanosin- 3"-5"-monophosphat
(cGMP). cGMP fuhrt durch die Aktivierung von cGMP-abhangigen lonenka-
nélen, Proteinkinasen (PKG) und Phosphodiesterasen zu zellularen Effekten,
wie z.B. einer Vasodilatation bevor es durch cGMP- spezifische Phospho-
diesterasen zum unwirksamen Guanosinmonophosphat gespalten wird.

Quelle: modifiziert nach Fielitz ©©.

Zu Beginn der achtziger Jahre wurde die Entdeckung gemacht, dass die gefalirelaxierende
Wirkung bestimmter Hormone, wie z.B. Acetylcholin, Bradykinin und Histamin, von der

Unversehrtheit des GefaRendothels abhangig ist. So entdeckten Furchgott und Zawadzki

-21-



| EINLEITUNG
DER NO-CGMP-SIGNALTRANSDUKTIONSWEG

(109) dass eine Relaxation der BlutgefaRe durch Acetylcholin nicht moglich war, wenn das
Endothel vorher entfernt wurde, und dass dieser Effekt aufgehoben werden konnte, indem
den glatten Muskelzellen endotheliale Zellen zugegeben wurden ©®. Es wurde deshalb die
Existenz eines sekundar freigesetzten Transmitters postuliert, der in Endothelzellen gebil-
det wird und in glatten Gefalmuskelzellen eine Relaxation herbeiftihrt. Da sich dieser Fak-
tor als duBerst instabil und als schwer zu isolieren erwies, blieb die Struktur noch unge-
Klart. Basierend auf dem von ihm vermittelten Effekt nannte man ihn endothelium-derived
relaxing factor (EDRF) %29 1987 gelang es Palmer et al. ®®® durch Chemilumines-
zensmessungen, Stickstoffmonoxid als EDRF zu identifizieren *®. Die Biosynthese von
NO konnte daraufhin auch in anderen Geweben und Zelltypen z.B. im ZNS und in be-
stimmten Zellen des Immunsystems nachgewiesen werden “®®. Weitere Untersuchungen
ergaben, dass die Bildung des NO von einer Familie von Enzymen, den NO-Synthasen
(NOS) katalysiert wird, und dass bestimmte Guanylatzyklasen die Effektorproteine bzw.
Rezeptoren flir NO darstellen und Uber eine Erhéhung der cGMP-Konzentration die meis-
ten der NO-induzierten Effekte vermitteln ¢®® (siehe Abbildung 4).

3.1 NO-Synthasen (NOS)

NO-Synthasen z&hlen zu den groRten (ca. 300kDa) und kompliziertesten Enzymen des
Korpers ©®®. Sie sind Homodimere, deren Monomere selber jeweils aus zwei Enzymen
bestehen; dem Zytochrom und der Zytochromreduktase. NOS existieren in unterschiedli-
chen Isoformen, wobei alle Isoformen die gleiche Reaktion katalysieren und auch &hnliche
Strukturen und Funktionen besitzen ®*®). Sie unterscheiden sich aber in ihren Regulations-
mechanismen und ihrer Lokalisation. Man unterscheidet daher die neuronale NOS
(nNOS/NOS 1), die induzierbare NOS (INOS/NOS I1) sowie die endotheliale NOS
(eNOS/NOS 111). Die nach der Lokalisation ihres Erstnachweises benannten Isoformen
konnten mittlerweile auch in anderen Zelltypen nachgewiesen werden. So fand man die
nNNOS auch in Skelettmuskelzellen, neutrophilen Granulozyten, Pankreasinselzellen oder
dem Endometrium. Andererseits konnte die eNOS auch in Neuronen nachgewiesen wer-
den. Die INOS kann vermutlich in allen kernhaltigen Zellen nach Stimulation synthetisiert
werden ©®®. Im Rahmen der unspezifischen Immunabwehr wird sie jedoch hauptsachlich in
Makrophagen exprimiert und produziert wesentlich hohere, zytotoxische NO-
Konzentrationen. VVon daher spielt sie innerhalb der NO-cGMP-vermittelten Signaltrans-
duktion wahrscheinlich keine Rolle ®®. Alle drei Isoformen der NO-Synthase, eNOS,

iNOS und nNOS werden in der Lunge exprimiert 3%,
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Bereits Anfang der achtziger Jahre wurde beobachtet, dass die Aminoséure Arginin einen
stimulierenden Effekt auf die cGMP-Bildung in Neuroblastomzellen hat ). Der beobach-
tete Effekt konnte spater durch die Identifikation dieser Aminosdure als Ausgangsstoff der
NO-Biosynthese erklart werden “®®. Wie aus Abbildung 5 zu ersehen, wird durch NOS in
zwei aufeinander folgenden Monooxygenase-Reaktionen L-Arginin zu L-Citrullin oxidiert.
Hierbei wird aus einem der Guanidinostickstoffe der Aminosdure L-Arginin unter
Verbrauch von Sauerstoff NO gebildet. Als Elektronendonor fungiert dabei die reduzierte
Form des Nikotinamid-adenin-dinukleotidphosphats (NADPH+H™).

O

NADP \/: NHOH NADP

NADPH+H
E\/ i/-l_ON.
N

Arginin Hydroxyarginin Citrullin NO

NADPH+H

Abbildung 5: Schematische Darstellung der NO Bildung durch NO-Synthasen

Die hohe Reaktivitat des Molekiils NO macht es notwendig, dass seine Synthese streng
kontrolliert wird. Die Regulation der NOS-Aktivitat ist daher sehr komplex. Zum einen
benotigt das Enzym die drei Substrate L-Arginin, NADPH und O, zum anderen die fiinf
Kofaktoren bzw. prosthetischen Gruppen Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavin-
Mono-Nukleotid (FMN), Calmodulin, Tetrahydrobiopterin und das Ham. Neben diesen
Regulationsmechanismen spielt die Abhangigkeit von Kalzium eine bedeutende Rolle. So
ist die Aktivitat von eNOS und nNOS im Gegensatz zur iNOS, welche Kalzium-
unabhéngig aktiviert wird, Kalzium/Calmodulin-abhéngig. Da die Stimulation der konsti-
tutiv exprimierten NO-Synthasen eNOS und nNOS durch die Bindung eines
Ca?*/Calmodulin-Komplexes erfolgt “”, kann die Aktivierung von Signalwegen, die eine
Erhéhung der intrazellularen Ca**-Konzentration herbeifiihren, auch eine Stimulation der
NO-Synthese bewirken. So kann z.B. die Bindung bestimmter Hormone und Neurotrans-
mitter an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zu einer Aktivierung der Phospholipase C fiih-

ren, welche Uber den intrazellularen Botenstoff Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) zu einer
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Ca®*-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum fiihrt, welches wiederum die NOS

aktiviert %9,

3.2 Stickstoffmonoxid (NO)

Die Entdeckung von Stickstoffmonoxid (NO) als wichtigem und ubiquitdrem Regulator
verschiedenster physiologischer und pathophysiologischer Prozesse im menschlichen Kor-
per ist ein duRerst fesselndes Kapitel der jungsten Forschungsgeschichte und wurde 1998
mit dem Nobelpreis fir Medizin und Physiologie an Robert Furchgott, Louis Ignarro und
Ferid Murad gewdrdigt. Ihre Arbeiten flhrten dazu, dass aus dem Atemgift und Umwelt-
schadstoff NO eines der wichtigsten Signalmolekiile der Medizin geworden ist 8.

Stickstoffmonoxid (NO) ist unter atmospharischen Bedingungen ein Gas, das sowohl als
Radikal mit ungepaartem Elektron (NO) als auch als lon in den Formen NO* und NO
auftreten kann. Die Molekulform, die durch NO-Synthasen produziert wird, ist noch nicht
identifiziert, es wird aber angenommen, dass es sich um die Form des freien Radikals han-
delt ©®® da diese zu einer Aktivierung der NO-sensitiven GC fiihrt °?. In Gegenwart von
Sauerstoff wird NO durch eine Reaktion zweiter Ordnung oxidiert. Daher liegt seine
Halbwertszeit bei hohen NO-Konzentrationen im Sekundenbereich ™Y, Aufgrund seiner
geringen MolekilgréRe und seines lipophilen Charakters kann NO™ ungehindert durch die
Zellmembranen diffundieren und damit sowohl als intra- wie auch als interzelluléres Sig-
nalmolekil fungieren. NO besitzt als Radikal die Fahigkeit, sich an Proteine, insbesondere
Tyrosinreste ®® anzulagern und mit ihnen eine chemische Reaktion einzugehen, wodurch
viele physiologische und pathologische Prozesse reguliert werden kdnnen. Als Reaktions-
partner von NO® kénnen hamhaltige Proteine wie die lésliche Guanylatzyklase und das
H&moglobin, andere metallhaltige Proteine sowie Sauerstoff, Superoxid-Anionen und Thi-
olgruppen dienen “*. Durch Reaktion mit O, und H,O reagiert NO zu einem Gemisch aus
Nitrat (NO3’) und Nitrit (NOy). Beide Verbindungen sind biologisch weitestgehend un-
wirksam und werden vom Korper ausgeschieden. Die Oxidation des Botenstoffs stellt ei-
nen auRerst wirksamen Metabolisierungsmechanismus dar. Neben der Reaktion mit Sauer-
stoff kann NO auch mit Sauerstoffradikalen, insbesondere zu zytotoxischen Substanzen
wie dem Peroxynitrit reagieren. Die meisten physiologischen Effekte von NO werden
durch das zyklische Nukleotid cGMP-vermittelt. Auch die organischen Nitrate, wie z. B.
Nitroglycerin, die seit mehr als 130 Jahren erfolgreich zur Behandlung sowohl der Angina

pectoris als auch der akuten Herzinsuffizienz eingesetzt werden, wirken im Kdorper Gber
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die Freisetzung von NO ©® und eine Erhhung der cGMP-Konzentrationen durch die Ak-

tivierung der 16sliche Guanylatzyklase.
3.3 Der NO-Rezeptor: Die losliche Guanylatzyklase

3.3.1 Guanylatzyklasen

Die Guanylatzyklasen bilden zusammen mit den Adenylatzyklasen die Familie der
Nukleotidzyklasen, welche die Umwandlung ihres jeweiligen Substrats, GTP oder ATP
zum entsprechenden zyklischen Nukleotid (cGMP oder cAMP) katalysieren %%, Allen
Nukleotidzyklasen gemeinsam ist eine stark konservierte katalytische Domane, welche
sich aus zwei identischen bzw. stark homologen, in Kopf-Schwanz-Formation gegentiber-
liegenden Untereinheiten zusammensetzt. Die Bildung einer katalytischen Doméane aus
zwei Untereinheiten scheint ein Merkmal aller Nukleotidzyklasen zu sein und deutet auf
den gemeinsamen Ursprung hin. Die Homologie der katalytischen Doméne ist so hoch,
dass durch den Austausch von drei Aminoséuren die Substratspezifitat zwischen ATP und
GTP ausgetauscht werden kann ©*Y. Guanylatzyklasen sind seit den sechziger Jahren be-
kannt und konnten in Zellen wie z.B. glatten Muskelzellen und Monozyten unterschiedli-
cher Herkunft nachgewiesen werden @Y. Sie katalysieren die Synthese von cGMP aus
Guanosintriphosphat ®*® (siehe Abbildung 6).

TR
o) oll‘D—Ff—o’ 0
N oo N
N N
\
P ﬁj[ )
0 H,N N N ] H,N N N
| I I
O—P—O0O—P— O0—P—0 >
| - | o) o)
o) o} 0 GC
0
HO OH o’—ﬁ—o OH
o)
Guanosin-5"-triphosphat (GTP) Zyklisches Guanosin-3'5'-

monophosphat (cGMP)

Abbildung 6: Guanylatzyklase (GC) -vermittelte Umsetzung von Guanosin- 5*-triphosphat
(GTP) in zyklisches Guanosin- 3"-5"-monophosphat (cCGMP).

Aufgrund von unterschiedlichen strukturellen Merkmalen werden die Guanylatzyklasen in

die membrangebundenen und in die zytosolischen Formen eingeteilt.
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» Die membrangebundenen Guanylatzyklasen

Die membrangebundenen oder auch partikularen Guanylatzyklasen (pGC) liegen in ihrer
katalytisch aktiven Form als Homodimer bzw. Oligomer vor. Insgesamt konnten bisher
sieben verschiedene pGC identifiziert werden (GC-A bis GC-G). Die am besten charakteri-
sierten Liganden der pGC sind die natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP “%7, die
durch Bindung an GC-A und GC-G eine Natriurese, Vasodilatation und Supprimierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems induzieren. Neben der Synthese des cGMP schei-
nen pGC auch in der Lage zu sein, G-Proteine zu aktivieren ®*. Fir umfangreiche Infor-

mationen (iber die pGC sei auf die Publikation von Sharma ©™ verwiesen.

» Die l6slichen Guanylatzyklasen

Die wichtigsten Rezeptoren fir NO sind die zytosolischen oder auch 16slichen Guanylat-
zyklasen (sGC). Die Bezeichnung losliche Guanylatzyklase ist insofern irrefiihrend, da
gezeigt werden konnte, dass die SGC zumindest teilweise membranassoziiert ist *®, und
zwar mit den so genannten Caveolae ®, cholesterinreichen Einstilpungen der Plasma-
membran ®%. Da die eNOS ebenfalls mit den Caveolae assoziiert ist >*12?2°3™) hefindet
sich der NO-Rezeptor in Endothelzellen in unmittelbarer Nahe des Bildungsortes von NO,
so dass, insbesondere angesichts der kurzen Halbwertszeit von NO, ein Ablauf der Signal-
kaskade gewahrleistet ist **?. Zudem erleichtert eine Kompartimentierung der sGC und
cAMP-abhangiger Proteinkinasen in endothelialen Caveolae eine NO-Wirkung 8. Wie
durch Untersuchungen an transgenen Mé&usen gezeigt werden konnte, sind die Caveolae
fur eine normale Funktion der Lungen und des vaskularen Systems essentiell 4.

Durch immunhistologische Untersuchungen konnten die sGC in einer Reihe von Zelltypen
nachgewiesen werden. Man weil, dass die l6sliche Guanylatzyklase in der Lunge stark
exprimiert wird “3%71151 \veshalb bovine Lungen gerne firr die Isolierung der sGC ver-
wendet werden @9,

Durch die katalytische Umwandlung von Guanosintriphosphat in zyklisches Guanosinmo-
nophosphat und dem damit verbundenen Anstieg von cGMP, regulieren die sGC verschie-
dene cGMP-abhéngige Effektorsysteme wie Proteinkinasen, Phosphodiesterasen und lo-
nenkanale 8. Die Aktivierung dieser Effektorsysteme macht die sGC zu Schliisselenzy-
men bei der Vasodilatation, der Plattchenreaktivitat und der zentralen sowie peripheren

Neurotransmission &9,
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N-Terminus
Fe?*
NO Sensor
Ham Ham-Bindungs Domane

Dimerisierungs Domaéane

Guanylatzyklase
Katalytische Doméne

C-Terminus

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Aufbaus der 16slichen Guanylatzyklasen
Quelle: Schmidt ©5Y

Die l6slichen Guanylatzyklasen bestehen aus einer a- (73-82kDa) und einer B-Untereinheit
(70-76kDa), die beide fir die Katalyse notwendig sind, und enthalten, im Gegensatz zu den
pGCs und ACs, ein Ham als prosthetische Gruppe %3261 (siehe Abbildung 7). Das
Ham-Gerlist der sGC mit Eisen (Fe®") als Zentralatom, das fiir die Aktivierung des Enzyms
durch NO verantwortlich ist, ist vermutlich Gber die Aminoséaure Histidin 105 (His-105)

aus dem N-terminalen Rest der B -Untereinheit in einem funffach-koordinierten Komplex

gebunden (siehe Abbildung 8).

NO NO NO
&gk _ ~ 7\
% A B Y Oder
His-105 His-105 ] )
His-105 His-105
sGC sGC NO sGC NO
Finffach-koordinierter Sechsfach-koordinierter Funffach-koordinierter
Kompex mit His-105 Kompex mit His-105 Nitrosyl-Ham-Ubergangskomplex

Abbildung 8: Schematische Darstellung der sGC Aktivierung
Quelle: Modifiziert nach Ballou et al. ??
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Durch die Bindung von NO als Ligand entsteht in einem ersten Aktivierungsschritt ein
sechsfach-koordinierter Komplex, wobei das Eisenatom aus der Ebene des Porphyrinringes
herausgehoben wird. In einem zweiten Schritt bricht unter der katalytischen Aktivitat wei-
terer NO-Molekile die Histidin-Eisen-Bindung auf, wodurch sich ein flnffach-
koordinierter Nitrosyl-Ham-Ubergangskomplex ausbildet, der aufgrund der veranderten
Konformation zu einer 200-400fachen Aktivierung des Enzyms fuhrt. GTP bindet an die
I6sliche Guanylatzyklase und wird vermutlich tGber weitere Metallionen und den Imidazol-
Ring des Histidins zum cGMP umgesetzt #2231 D3 die NO-vermittelte Umwandlung
vom hexa- zum penta-koordinierten Komplex den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
darstellt, wird durch die NO-Konzentration nicht nur die Anzahl der aktivierten Enzymmo-

lekiile reguliert, sondern auch die Geschwindigkeit der Umsetzung 3629,

0 NO-unabhangige Stimulatoren/Aktivatoren
der I6slichen Guanylatzyklase

Die Bindung von NO an das Ham-Eisen und das daraus resultierende Aufbrechen der
Histidin-Eisen-Bindung ist der bisher bekannte Hauptmechanismus der physiologischen
Aktivierung der sGC . Bereits in den 1970er-Jahren wurde gefunden, dass die als Stan-
dardtherapeutika zur Behandlung der Angina pectoris eingesetzten organischen Nitrate wie
Nitroglycerin (Glyceroltrinitrat), Isosorbitdi- und -mononitrat ihre gefaRerweiternde und
damit antiangindse Wirkung durch eine Aktivierung der sGC entwickeln. Doch erst durch
die Arbeiten von Ignarro, Furchgott und Murrad, die 1998 den Nobelpreis fir Medizin
erhielten, konnte gezeigt werden, dass der Mechanismus der Nitratwirkung auf der Freiset-
zung von Stickstoffmonoxid und seinem intrazelluldaren Botenstoff cGMP basiert. Da der
Einsatz dieser NO-freisetzenden Substanzen jedoch mit einer Reihe von Nachteilen, wie
der Entwicklung einer Nitrattoleranz bei wiederholter Gabe (Tachyphylaxie) und dem so
genannten Nitratkopfschmerz, der auf das durch Biokonversion freigesetzte NO zuriickge-
fihrt wird, verbunden ist, suchte man nach NO-unabhangigen Aktivatoren der l6slichen
Guanylatzyklase ®**38%)_ Es war zwar bekannt, dass verschiedene Substanzen wie Proto-
porphyrin 1X % die eisenfreie Vorlaufersubstanz des Hams %, Endoperoxide “*?, un-
gesattigte Fettsauren (151282623170 ynq  Kohlenmonoxid ©#78329%513%) dje sGC NO-
unabhéngig stimulierten, die chemische Instabilitdt und Toxizitat sowie eine lediglich
schwache Aktivierung der sGC verhinderte jedoch, dass diese Substanzen sowohl in expe-

rimentellen wie klinischen in vivo -Experimenten eingesetzt wurden ¢,

(195)

Ko et al. gelang es 1994 erstmals, mit YC-1 (3-(5"-Hydroxymethyl-2 furyl)-1-

benzylindazol) eine Substanz zu synthetisieren, welche die l6sliche Guanylatzyklase unab-

-28 -



| EINLEITUNG
DER NO-CGMP-SIGNALTRANSDUKTIONSWEG

hangig von NO direkt aktiviert und somit zu einer Hemmung der Thrombozytenaggregati-
on fuhrt @*34 In weiteren Studien konnte nachgewiesen werden, dass YC1 (ber eine
direkte Erhdhung des cGMP-Spiegels u.a. zu einer Relaxation der glatten GefaBmuskulatur
in vitro “* und einer Hemmung der Thrombozytenaggregation “***¥ fihrt. Zudem konn-
ten in vivo antithrombotische ?**4% und vasodilative ®?® Eigenschaften sowie ein positi-
ver Effekt auf die Lernfahigkeit ®® nachgewiesen werden. Interessanter als die direkte
Stimulation ist jedoch der Effekt von YC-1 auf die NO-stimulierte Aktivitdt der NO-
sensitiven GC. So wird durch YC-1 die Konzentrations-Wirkungsbeziehung fur NO um
eine Grolkenordnung in Richtung einer niedrigeren Konzentration verschoben; eine Stimu-
lation des Enzyms wird also schon bei einer 10-fach geringeren NO-Konzentration mdg-
lich ®®®_ Somit war mit YC-1 eine Substanz gefunden worden, welche die SGC Uber einen
neuen NO-unabhangigen Mechanismus aktiviert und mit NO synergistisch wirkt. Inzwi-
schen sind eine ganze Reihe weiterer biochemischer und pharmakologischer Arbeiten zu
YC-1 erschienen (110204.266322346) " Bagjarend auf diesen Ergebnissen wurden, ausgehend
von YC-1 als chemischer Leitstruktur, weitere NO-unabhéngige, aber Ham-abhédngige
sGC-Stimulatoren identifiziert (BAY 41-2272 und BAY 41-8543), die sowohl spezifischer
als auch in vitro und in vivo deutlich potenter sind. Dar(iber hinaus wurde mit einem high-
throughput screening “** ein Aminodicarboxylsaure-Derivat (BAY 58-2667) gefunden,
das die SGC NO- und Ham-unabhéngig uber einen bisher unbekannten Mechanismus akti-
viert ©® (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Charakteristika der NO-unabhangigen Stimulatoren/Aktivatoren der sGC:
Quelle: Schmidt ®*Y und Stasch &

Wirkungen an der sGC

Aktivator Bindungsregion

+ Hamgruppe +0DQ +NO
sGC-Stimulator ) o o .
Bay 41-2272 al: 238-243 abhangig Inhibition Potenzierung
sGC-Aktivator al: 371 R i .
Bay 58-2667 BL: 231-310 unabhéngig Verstarkung  Addition

Zudem aktivieren die Substanzen A-344905 und A-350619 der Pharmafirma Abbott, die
sich in Ihrer Struktur deutlich von YC-1 und Bay 41-2272 unterscheiden, die sGC “®®. Die
beiden Guanylatzyklase-Aktivatoren HMR1766 und 1069 der Sanofi-Aventis-Gruppe be-

fanden sich bereits 2002 zur Behandlung von Angina pectoris in der Phase | der Medika-
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mentenentwicklung, und werden auf ihre Fahigkeit geprift, verengte Blutgefalle zu 6ffnen
(1,345)

e Ham-abhangige sGC-Stimulatoren: Bay 41-2272 und Bay 41-8543

Auf der Suche nach im Vergleich zu YC-1 (3-(5"-Hydroxymethyl-2"furyl)-1-benzylindazol)
wirksameren NO-unabh&ngigen Stimulatoren der sGC wurden aus ca. 2000 neu syntheti-
sierten  Verbindungen BAY  41-2272  (5-Cyclopropyl-2-[1-(2-fluoro-benzyl)-1H-
pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-yl]-pyrimidin-4-ylamin) und das chemisch eng verwandte Ana-
log BAY 41-8543 (2-[1-[2-Fluorophenyl)methyl]-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-yl]-5(4-
morpholinyl)-4,6-pyrimidin-diamin) identifiziert ®3**%® (siehe Abbildung 9).

YC-1 Bay 41-2272 Bay 41-8543

Abbildung 9: Strukturformeln der Ham-abhangigen Stimulatoren der sGC YC-1, Bay 41-
2272, und Bay 41-8543

Diese um drei GroRenordnungen ©4"*%® deutlich potenteren Pyrazolopyridin-Derivate sti-
mulieren die sGC wie YC-1 uber einen NO-unabhéngigen, aber Hdm-abhangigen Mecha-
nismus, zeigen jedoch keine Inhibition metabolisierender Phosphodiesterasen 8" o
zeigt Bay 41-2272, trotz der strukturellen Ahnlichkeiten mit YC-1, bis zu Konzentrationen
von 10°M, keine Hemmung der PDE5 %" Mullershausen et al. *¥ diskutieren jedoch,
dass die physiologischen Effekte von Bay 41-2272 in intakten Zellen oder Tiermodellen
vor dem Hintergrund einer synergistischen Aktivierung der sGC und Hemmung der PDE5
gesehen werden mussen. Die Autoren argumentieren, dass es wie bei der gemeinsamen

Gabe von Sildenafil und NO-Donatoren durch diese gemeinsame Wirkung zu einer poten-
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zierten cGMP-Akkumulation kommt. Auf der anderen Seite stellen Bischoff und Stasch ¢
dar, dass die Hemmung der PDES5 durch Bay 41-2272 in Mullershausen et al. ®®® tber-,
und die Aktivierung der sGC unterschatzt wurde. Auch Deruelle et al. ®” konnten durch
Versuche mit einem NO-Inhibitor zeigen, dass die in vivo Effekte von Bay 41-2272 nicht
durch eine PDE5 Hemmung vermittelt werden.

BAY 41-2272 und BAY 41-8543 aktivierten nicht nur die hochgereinigte sGC, sondern
flihren auch an primadren Endothelzellen zu einem konzentrationsabhangigen cGMP-
Anstieg. Obwohl BAY 41-2272 und BAY 41-8543 die sGC nicht so stark stimulierten wie
NO selbst, sind Konzentrationen von 10-100nM ausreichend, um tber die sGC-Stimulation
einen biologisch relevanten cGMP-Anstieg zu induzieren ®®. Im Gegensatz zu Bay 58-
2667 aktiviert Bay 41-2272 die hamfreie sGC nicht ®®"3%) und auch in Gegenwart des
sGC-Inhibitors ODQ ¥, welcher zwar den Oxidationszustand des Hams verandert ¢33,
aber zu keiner Beeintrachtigung der katalytischen Doméne fihrt ““Y, kommt es zu keiner
Aktivierung der sGC durch Bay 41-2272 9, Bay 41-2272 verursacht wie auch YC1 und
Bay 41-8543 in spektroskopischen Untersuchungen keine Veranderungen der Soret Bande,
was darauf schlielRen l&sst, dass Bay 41-2272 nicht an der Hameinheit der sGC bindet und
es zu keiner Wechselwirkung mit dem zentralen Eisen der prosthetischen Gruppe kommt
(387) Es gibt jedoch Hinweise, dass die Substanzen mit einer kiirzlich identifizierten alloste-
rischen Bindungsstelle der sGC interagieren. So konnten Stasch et al. "*8738) nachweisen,
dass die Zysteine 238 und 243 in der N-terminalen Region der a;-Untereinheit an der Bin-
dung von Bay 41-2272 an der sGC beteiligt sind. Moglicherweise ist diese Interaktion auch
flir die starke synergistische Wirkung von Bay 41-2272 in Kombination mit exogenem NO
(SIN-1) als auch mit endogen freigesetztem NO (induziert durch Bradykinin) verantwort-
lich. Zudem fiihren die Hdm-abhangigen Stimulatoren im Vergleich zum nativen Enzym
(1,6sec) zu einer um 155 (YC1) bis zu 220-fach (Bay 41-2272 und Bay 41-8543) erhohten
Halbwertszeit des Nitrosyl-Hamkomplexes G479,

Bay 41-8543 fuhrte in in vitro -Untersuchungen zu einer starken Relaxation unterschiedli-
cher Arterien (Aorta, A. saphena, A. coronaria) und verminderte im Langendorff-Herz den
koronaren Perfusionsdruck deutlich, ohne den linksventrikularen Druck oder die Herzfre-
quenz zu beeinflussen®®®. Bei anasthesierten Hunden wurde in vivo ein Anstieg des koro-
naren Blutflusses beobachtet, der mit einem Anstieg der Sauerstoffsattigung im Koronar-
venensinusblut einherging ©®. Zudem induzierte Bay 41-8543 nach p.o.- (0,1-1mg/kg)
und i.v. (3-100pg/kg) -Gabe einen dosisabhéngigen und lang anhaltenden Abfall des Blut-

drucks bei Ratten bzw. Hunden. Zusétzlich konnten in einem chronischem Hypertoniemo-
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dell an Ratten, die Effekte einer NO-Inhibition mit L-NAME (Hypertonie und Herzverén-
derungen), durch die Gabe von Bay 41-2272 gehemmt werden ©®. Damit konnte erstmals
das therapeutische Potenzial einer spezifischen sGC-Stimulation in vitro und in vivo evalu-
iert werden %%,

In einer kirzlich verdffentlichten Studie wird zudem ein hemmender Effekt von Bay 41-
2272 auf die eosinophile Chemotaxis diskutiert “%. Des Weiteren konnte von einer indi-
schen Arbeitsgruppe an ovinen pulmonalarteriellen Ringpraparaten gezeigt werden, dass

Bay 41-2272 Ouabain-sensitive Natriumpumpen direkt stimuliert ®.

e Ham-unabhangige sGC-Aktivatoren: Bay 58-2667

Neben den oben beschriebenen NO-unabhéngigen aber Ham-abhéngigen sGC-
Stimulatoren wurde durch ein high-throughput screening von ca. 250.000 Verbindungen
(384434) eine weitere Struktur identifiziert, welche die sGC konzentrationsabhangig akti-
viert, jedoch komplett andere Charakteristika aufweist als die oben beschriebenen Substan-
zen. Nach Optimierung der Leitstruktur BAY W 6044 durch die Synthese von ca. 800
Verbindungen kristallisierte sich BAY 58-2667 (4-[((4-Carboxybutyl) 2-[(4-phenethyl-
benzol)oxy]phenethyl)amino) methyl [benzol] saure) als der wirkstarkste Vertreter dieser
Klasse heraus ®¥ (siehe Abbildung 10).

o)
0~ “OH
O Bay 58-2667

Abbildung 10: Strukturformeln des Hdm-unabhangigen Stimulators Bay 58-2667

Obwohl Bay 58-2667 die sGC nicht so stark aktiviert wie NO, reichen doch Konzentratio-
nen von 1nM aus, um die sGC zu aktivieren und einen biologisch relevanten Anstieg zu

induzieren . Mit anderen Worten aktiviert Bay 58-2667 die SGC bereits bei submolaren
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Konzentrationen. Im Gegensatz zu den Hdm-abhangigen sGC-Stimulatoren zeigt Bay 58-
2667 in Kombination mit NO jedoch nur eine additive Wirkung auf die Aktivierung des
Enzyms ®®®). Dariiber hinaus zeigt das Aminodicarboxylsaure-Derivat auch am hamfreien
oder oxidierten Enzym eine stark aktivierende Wirkung ©®®). Dies ist insofern von substan-
zieller klinischer Bedeutung, da oxidativer Stress, der bei einer Vielzahl von Erkrankun-
gen, wie z.B. Diabetes “?® Arteriosklerose ®*® und neurodegenerativen Erkrankungen **
etc., auftritt, Giber eine Oxidation des Ham-Eisen zum Fe®* zu einer Inaktivierung der sGC
fuhrt, und eine Aktivierung des Enzyms durch NO oder Hdm-abh&ngige sGC-Stimulatoren
nicht mehr moglich ist. Zudem aktiviert Bay 58-2667 die sGC nicht nur in Gegenwart von
ODQ, sondern die aktivierende Wirkung von Bay 58-2667 wird durch ODQ sogar noch
potenziert (347,348,349,350).

Im Gegensatz zu YC1, Bay 41-8543 und Bay 41-2272 flihrt Bay 58-2667 zu keiner Erho-
hung der Halbwertszeit des Nitrosyl-Hamkomplexes ®*®. Es kommt aber wie auch bei den
Hé&m-abhangigen sGC-Stimulatoren zu keiner Verschiebung der Soret Bande, was darauf
schlielen lasst, dass es durch Bay 58-2667 zu keiner Wechselwirkung mit dem zentralen
Eisenatom des Hams kommt. Es wird jedoch diskutiert, dass die Substanz mit Gruppen
bzw. Seitenresten interagiert, die in direkter Nachbarschaft mit der H&mbindungsregion
liegen, was evtl. zu Storungen in diesem Bereich fihrt. Schmidt et al. > konnten zeigen,
dass neben dem Histidin 105 auch die Aminosduren Tyrosin 135 und Arginin 139 der ;-
Untereinheit der sGC an einer Bindung der Hamgruppe an die sGC beteiligt sind, und dass
Bay 58-2667 an diesen Regionen kompetitiv bindet. Dieses Aktivierungsprofil deutet dar-
auf hin, dass diese Substanzen einen komplett neuen und bis dato unbekannten Wirkme-
chanismus besitzen 1°0:1386)

BAY 58-2667 ist einer der stérksten Vasodilatoren. An der mit Phenylephrin vorkontra-
hierten Arteria saphena des Kaninchens zeigte BAY 58-2667 eine Relaxation mit einem
ICso-Wert von 0,4nM, wéhrend fur BAY 41-2272 und die NO-Donoren, SNP und SIN-1,
ICso-Werte von 62nM, 620nM und 1100nM erhalten wurden. Die relative Potenz liegt
57500-fach hoher als die von Nitroglycerin “*%. Auch am Langendorff-Herz steigerte
BAY 58-2667 konzentrationsabhé&ngig den koronaren Perfusionsfluss, ohne den links-
ventrikularen Druck und die Herzfrequenz zu beeinflussen 8. Erstmals wurde mit BAY
58-2667 eine Substanz identifiziert, die am narkotisierten Hund das gleiche hdmodynami-
sche Wirkprofil wie organische Nitrate zeigt, indem es sowohl arterielle wie ventse Gefa-
Re dilatiert ®3¥. Dariiber hinaus ist die Wirkdauer von BAY 58-2667 deutlich langer als die

von Nitroglycerin. An wachen, spontan hypertensiven Ratten zeigt sich eine deutliche und

-33-



| EINLEITUNG
DER NO-CGMP-SIGNALTRANSDUKTIONSWEG

lang anhaltende antihypertensive Wirkung der Substanz nach oraler Gabe. Auch Dumitras-
cu et al. €39 konnten an einem murinen Modell der hypoxischen pulmonalen Vaso-
konstriktion durch Bay 58-2667 einen lang anhaltenden, dosisabhdangigen Abfall des SAP

induzieren und zusatzlich vaskuldre Umbauprozesse aufheben.

3.4 Das Signalmolekul cGMP

Das intrazelluldre Signalmolekil cGMP wird in vielen S&ugetierzellen gebildet und tber-
nimmt dort Funktionen, die in Abh&ngigkeit vom Gewebetyp variieren. So ist cGMP in-
nerhalb des Herz-Kreislaufsystems an der Relaxation der GefaBmuskulatur und der Hem-
mung der Thrombozytenaggregation beteiligt. In der Niere und im Dinndarm tbernimmt
es Funktionen bei der Natrium- und Wasserresorption, in der Retina ist es entscheidend an
der Ubertragung des Lichtreizes beteiligt. Auch in verschiedenen Zellen des ZNS konnte

cGMP nachgewiesen werden, jedoch ist die Funktion noch weitgehend ungeklart .

34.1 Rolle von cGMP in der GefaRmuskulatur

> Vasokonstriktion und Vasodilatation

Der Tonus der glatten Gefalmuskulatur wird durch Signale reguliert, die den Phosphory-
lierungszustand der leichten Myosinkette (MLC) beeinflussen. Die Interaktion von
phosphorylierter MLC mit Aktinfilamenten fihrt in glatten Muskelzellen zur Kontraktion.
Die Relaxation glatter Muskelzellen wird durch die zyklischen Nukleotide cAMP und
cGMP ausgel6st. Die Rolle von cGMP in der GefaBmuskulatur wird, neben der Proliferati-
on @ hauptsachlich durch die Vasorelaxation bestimmt ?®®. Der wichtigste Effektor des
CGMP in der glatten GefaBmuskulatur ist die cGMP-abhangige Proteinkinase (PKG), wie
durch Versuche an Deletionsmutanten gezeigt werden konnte. PKG1™"-Mause weisen ei-
nen erhdhten arteriellen Blutdruck auf, und eine NO-cGMP-vermittelte Vasorelaxation
isolierter Blutgefalle von diesen Tiere ist nicht mehr moglich. Der Mechanismus der
cGMP-PKG-vermittelten Vasorelaxation besteht hauptséchlich in der Hemmung der durch
vasokonstriktorische Substanzen, wie z.B. Noradrenalin, induzierten Erhéhung der intra-
zellularen Ca?*-Konzentration (siehe Abbildung 11).

So stimuliert cGMP (iber die PKG den transzellularen Ca®*-Ausstrom und die Aufnahme
von Kalzium in das endo- bzw. sarkoplasmatische Retikulum (SR) ©***?%_ Dariiber hinaus
wird auch der transmembrandse Na*- und Ca®*-Austausch mit einem erhhten Efflux von
Ca®* tber die PKG reguliert **®. Weiterhin wird diskutiert, dass die cGMP-abhangige Be-

einflussung der Ca**-Homoostase (iber eine Modulation der Ca**-Kanale und durch die
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antagonistische Beeinflussung des Phospholipase C -Signaltransduktionswegs mit seinem
second messenger IP; und DAG mdglich sein kdnnte. So flhrt die durch PKG-vermittelte
Phosphorylierung von IRAG zu einer Hemmung der IPz-vermittelten Ca®*-Freisetzung aus
dem SR ®®_ Ein zusatzlicher Mechanismus, der zu einer Senkung der intrazellularen Ca*'-
Konzentration fihrt, ist die PKG-vermittelte Phosphorylierung bestimmter Ca?*-
abhangiger K'-Kanale, der BKcs-Kandle. Die Phosphorylierung erhoht die Offen-
Wahrscheinlichkeit dieser Kanile, wodurch es iiber einen vermehrten K*-Ausstrom zu ei-
ner Hyperpolarisation kommt, welche wiederum zu einer Hemmung spannungsabhéngiger
Ca’*-Kanéle, wie z.B. vom L-Typ fiihrt, wodurch der Einstrom von Ca?* vermindert wird.
Dieser Mechanismus tragt, wie auch die direkte Aktivierung von K*-Kanilen, maRgeblich
zu der cGMP-vermittelten Vasorelaxation bei %>>2%%).

Kirzlich wurde ein weiterer cGMP-PKG-vermittelter Mechanismus vorgeschlagen, der
uber die Aktivierung der MLCP, dem Gegenspieler der MLCK, zu einer verminderten
MLC-Phosphorylierung in glatten Muskelzellen fiihrt. Dabei konnte eine Assoziation der
PKG mit der MLCP demonstriert werden, die mit einer Phosphorylierung der MLCP ein-
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Rolle von cGMP in der glatten GefaR-

muskulatur
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Die Aktivierung der Kalzium/Calmodulin abhangigen endothelialen NO-
Synthase (eNOS) fihrt zur Bildung von NO. Nach Diffusion in die glatte
GefalBmuskelzelle bindet NO an seinen Rezeptor, die losliche Guanylat-
zyklase und fahrt dadurch zur Bildung von cGMP. Dieser second messen-
ger bewirkt durch die Aktivierung von Kaliumkanalen eine Erhéhung des
Membranpotenzials, welches wiederum spannungsabhangige Ca?*-Kanale
verschliel3t. Zudem kommt es durch cGMP Uber die Aktivierung von Prote-
inkinasen zu einer Blockierung der Kalzium-Freisetzung aus dem sar-
koplasmatischen Retikulum. Die resultierende verringerte intrazelluléare
Kalziumkonzentration verhindert die Aktivierung der Myosin-Leicht-
Ketten-Kinase (MLCK), welche die Phosphorylierung der leichten Myosin-
kette (MLC) in das fur die Aktin-Myosin-Interaktion notwendige
PhosphoMLC katalysiert. Da zusatzlich eine cGMP-abhéngige Proteinki-
nase zur Aktivierung der Myosin-Leicht-Ketten-Phosphatase, dem Gegen-
spieler der MLCK fuhrt, wird durch cGMP eine Verschiebung des
PhosphoMLC-MLC-Gleichgewichts zum inaktiven MLC verschoben. Damit
kommt es unter der Wirkung von NO zu einer Vasorelaxation. Der aktive
second messenger cGMP wird schlieRlich durch Phosphodiesterasen in das
unwirksame GMP gespalten oder durch spezifische Transportprozesse un-

verandert aus der Zelle eliminiert.

3.4.2 Einfluss von cGMP auf die Permeabilitat

Neben der Rolle von cGMP in der Gefalmuskulatur beeinflusst cGMP auch die vaskulare
Permeabilitat (siehe Abbildung 12). Das Endothel ist eine selektiv-permeable Barriere. Der
Transport von Makromolekdilen aus bzw. in den intravaskuldren Raum kann sowohl trans-
zellul&r als auch parazelluldr durch spezialisierte Strukturen des Endothels erfolgen. Aktive
Transportprozesse ermdglichen eine hohe Selektivitat und Spezifitét flr die zu transportie-
renden Molekile. Fir den Transport von Makromolekiilen wie Albumin durch Diffusion
ist der parazellulare Weg entscheidend. Er fiihrt durch Interzelluldrspalten (so genannte
gaps), deren mittlerer Porenradius bei 4-5nm liegt und somit den freien Ubertritt von Al-
bumin (Molekilradius 3.5nm) einschrankt. Jedoch existieren auch Poren von bis zu 20-
30nm Radius, die auch grofReren Makromolekilen den Durchtritt gewahren. Durch Kon-
traktion und Relaxation des Zytoskeletts von Endothelzellen wird die Porenéffnung der
verschiedenen gaps bestimmt. Je stirker die Kontraktion der Zellfilamente, desto groRer
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die Porendffnung und der Stoffaustausch. Daher ist es verstandlich, dass cGMP, wie auch
cAMP durch Relaxation von kontraktilen Elementen in Endothelzellen ©***"") und einer
damit verbundenen Verbesserung der interzellularen Verbindungen, die vaskulare Permea-
bilitat beeinflusst.

So fihrt die Gabe von cGMP zu einer Wiederherstellung der Barrierefunktion von gescha-
digten endothelialen Zell-Einzelschichten und der Geféalie von intakten Lungen nach Lun-
genschadigung (besprochen in Pearse et al. ®9). Durch Erhdhung der cGMP-
Konzentration kann an Endothelzellen groRer Gefalie eine reduzierte endotheliale Permea-
bilitat induziert werden ®®”. Besonders erwahnenswert ist, dass dieser Effekt nur nach
Schadigung z.B. mit Thrombin © oder Oxidantien (H,O,) zu beobachten ist, unter basalen
Bedingungen jedoch nur minimal oder gar nicht ausgepragt ist ®. cGMP-Analoga verhin-
dern eine Wasserstoffperoxid-induzierte Permeabilitatserh6hung, indem sie die Umstruktu-
rierung des Zytoskeletts und die Bildung von interzelluléren gaps abschwachen &8,

Funktionelles

Kapillargefan

Endothelzellle

QOO

Kontraktion “Junctional Retraction” Direkte Schadigung

Schadigung durch
Leukozyten

Abbildung 12: Mechanismen einer vermehrten vaskularen Permeabilitat

Als moglicher downstream Effektor ist wie auch bei den glatten Gefamuskelzellen und
der cGMP-vermittelten Vasorelaxation eine verminderte intrazelluldre Kalziumkonzentra-
tion zu nennen, da die Bildung von interzellul&ren gaps von einem Anstieg des intrazellu-
laren Kalziums abhangig ist. Da durch cGMP und die damit verbundene Aktivierung der
PKG und Modulation von lonenkanalen ©™ die intrazellulare Kalziumkonzentration ver-
mindert wird, kann eine Bildung von gaps und eine kalziumabhangige Kontraktion der

Endothelzellen und die damit verbundene zellulare Retraktion verhindert werden.

-37-



| EINLEITUNG
DER NO-CGMP-SIGNALTRANSDUKTIONSWEG

3.4.3 Abbauvon cGMP durch Phosphodiesterasen

Der Abbau des cGMP sowie auch des verwandten cAMP wird durch so genannte
Phosphodiesterasen katalysiert, welche die Phosphodiesterbindung zwischen der 3'-OH-
Gruppe der Ribose und der Phosphatgruppe hydrolysieren ©® (siehe Abbildung 13). Diese
Enzyme spalten die zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP zu Guanosin- bzw. Adeno-
sinmonophosphat (GMP und AMP), welche keine biologische Aktivitat aufweisen @9,

0 0
N N\ N)t'\'\
HZNJ\\)Nt'\l> o HzNJ\\N N>

» O—P—0
0 \ o
PDE o
o]
o’—ﬁio OH HO OH
o]
Zyklisches Guanosin-3’- Guanosin-5"-
5-monophosphat (cGMP) monophosphat (GMP)

Abbildung 13: Phosphodiesterase (PDE) -vermittelte Umsetzung von zyklischem Guano-
sin-3‘-5*-monophosphat (cGMP) in Guanosin-5‘-monophosphat (GMP)

In jeder Zelle, in der eines der beiden zyklischen Nukleotide gebildet werden kann, ist auch
mindestens eine Phosphodiesterase fur dessen Abbau zustédndig. Die intrazellulare cGMP-
Konzentration zu einem gegebenen Zeitpunkt spiegelt also, neben der Elimination durch
spezifische cGMP-spezifische Transporter, das Verhéltnis von Syntheseaktivitat durch
GCs und Abbau durch PDEs wider. In der intakten Zelle wird der cGMP-Stoffwechsel
durch die Regulation dieser beiden Enzymfamilien kontrolliert, was unterschiedliche
pharmakologische Eingriffsmdglichkeiten bietet %,

Die bisher bekannten Saugetier-PDEs lassen sich in 11 Genfamilien (PDE1 - PDE11) un-
terteilen, die sich hinsichtlich ihrer Substrat- und Inhibitorspezifitat, Regulation, zellularer
Lokalisation und Gewebeverteilung unterscheiden “**2*) Weiterhin bestehen einige der
Familien aus mehreren Genen, die jeweils als verschiedene Spleissvarianten exprimiert
werden konnen. Alle bekannten PDEs, mit Ausnahme der PDESG, liegen als Homodimere
vor und bestehen aus mehreren konservierten Doménen, die jeweils flr die Lokalisation,

Regulation und die Katalyse verantwortlich sind. Dabei liegt die in allen Familien hoch
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konservierte katalytische Doméne von 250-300 Aminoséauren in der Nahe des C-Terminus,
wahrend die regulatorischen Doménen in der N-terminalen Halfte lokalisiert sind ©®. In
den folgenden Abschnitten sind die PDE-Familien aufgrund ihrer unterschiedlichen Sub-
stratspezifitat in drei Gruppen unterteilt.

» CAMP-spezifische PDE-Familien

Die PDE-Familien, die cAMP mit relativ hoher Spezifitat gegentiber cGMP abbauen, sind
die PDE4, PDE7 und PDES. Die PDE4-Familie, die in den meisten Geweben wahrschein-
lich wichtigste PDE fir den cAMP-Abbau, wird durch vier verschiedene Gene kodiert
(PDE4A-4D), die wiederum in jeweils bis zu elf Spleissvarianten (PDE4A1- 4A11) vorlie-
gen. Sie spielen u.a. eine bedeutende Rolle in der glatten Muskulatur von Blutgefélen und
Bronchien. Weiterhin ibernehmen sie wichtige Funktionen in neuronalen und endokrinen
Geweben und spielen eine Rolle bei bestimmten inflammatorischen Prozessen. Die Induk-
tion der PDE7-Familie ist Vorraussetzung flir die Rezeptor-vermittelte Aktivierung von T-
Lymphozyten. Uber die Rolle der PDES ist bisher nur wenig bekannt, sie wird vorwiegend

in Hoden, Ovarien, Dick- und Diinndarm exprimiert ®®°.

» PDE-Familien mit gemischter Spezifitat

Die PDE-Familien mit gemischter Spezifitat, d.h. mit ahnlicher Affinitat fir cAMP und
cGMP an der katalytischen Domane, sind die PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 und PDE11.
Die PDE2-Familie (auch bekannt als cGMP-stimulierte PDE) zeichnet sich durch zwei
regulatorische cGMP-Bindungsstellen aus, die bei cGMP-Bindung einen stimulatorischen
Effekt auf die katalytische Aktivitat des Enzyms haben. In Herzmuskelzellen begrenzt die
PDE2 den cAMP-stimulierten Ca**-Einstrom und damit die Kontraktilitit. Auch die
PDE3-Familie spielt eine zentrale Rolle bei der Begrenzung der cAMP-vermittelten Zu-
nahme der Kontraktilitdt von Herzmuskelzellen, was therapeutisch durch die Applikation
von spezifischen Inhibitoren zur Behandlung der akuten Herzinsuffizienz genutzt wird.
Uber die PDE10- und PDE11-Familie ist indessen nur wenig bekannt. Die PDE10 und
PDE11 besitzen eine Domane, die homolog zu den cGMP-bindenden Domanen der PDE2,
PDES5 und PDES® ist, eine cGMP-Bindung noch nicht demonstriert werden.

» cGMP-spezifische PDE-Familien

Zu den PDE-Familien mit hoher Spezifitat fir cGMP gegenuber cAMP gehdren die PDES5,
PDEG6 und PDE9. Die PDE6 wird ausschlieRlich in Stadbchen- und Zapfenzellen der Ver-
tebratenretina exprimiert, wo sie als Schlisselenzym im Sehprozess fungiert. Die physio-
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logische Rolle der PDE9-Familie ist noch unbekannt. Sie wird in der glatten Muskulatur
des Diunndarms, in Niere, Leber, Lunge, Hirn, Skelettmuskel, Herz, Thymus und Milz

exprimiert.

o Die PDE5-Familie

Aufgrund der Tatsache, dass die PDES5 einerseits in der Lage ist cGMP an einer regulatori-
schen Doméne zu binden und andererseits an der katalytischen Domane zu hydrolysieren,
wird die PDE5 auch als cGMP-bindende-cGMP-spezifische-PDE bezeichnet 2”). Sowohl
die katalytische Domane als auch die regulatorische Doméne weist eine hohe Spezifitat fur
cGMP gegeniber cAMP auf. Bisher sind drei Spleissvarianten des Enzyms bekannt,
PDESAL-3, die sich jedoch funktionell nicht voneinander unterscheiden. Die humane
PDES5SAL besteht aus 875 Aminosauren und weist ein Molekulargewicht von ca. 100kDa
auf; wie alle anderen PDE-Enzyme, mit Ausnahme der PDES, liegt die PDE5 als Homo-
dimer vor. Die PDES5 ist ein zytosolisches Enzym und wird vorwiegend in der Lunge %%,
glatten Gefalmuskulatur, den Thrombozyten, dem Corpus cavernosum und der Niere
exprimiert ®. Die PDE5 kann selektiv durch den Wirkstoff Sildenafil-Zitrat (Viagra®,
siehe Abbildung 14) gehemmt werden ©®.

H,C—COOH

)
| 2
HOC—COOH h N

| J
H,C—COOH ¢t

Sildenafil-Zitrat
Abbildung 14: Strukturformel des PDE5-Inhibitors Sildenafil (Viagra®)

Urspriinglich als Therapeutikum flr kardiovaskuldre Erkrankungen entwickelt, wird Vi-
agra® zur medikamentosen Behandlung der erektilen Dysfunktion bei Ménnern eingesetzt.
Dabei beruht der therapeutische Effekt von Sildenafil auf der synergistischen Wirkung auf
die NO-cGMP-vermittelte Relaxation der glatten Muskulatur des Corpus cavernosum und

der zufuihrenden Arterien “®®. Durch die Erschlaffung der GefaBmuskulatur kommt es zu
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einem vermehrten Bluteinstrom was eine Erektion erméglicht. Auf Viagra® folgten mit der
Markteinfiihrung von Levitra® (Vardenafil) und Cialis® (Tadalafil) weitere PDE5-Hemmer,
die sich in ihrer Pharmakokinetik und der Selektivitat gegentiber anderen PDEs (PDE1,
PDEG und PDE 11) ©® nicht jedoch im Wirkmechanismus unterscheiden @233,

3.4.4 Elimination von cGMP durch Transport aus der Zelle

Neben der Spaltung von cGMP durch Phosphodiesterasen, wird die Wirkung des second
messengers auch durch die Elimination des zyklischen Nukleotids durch spezifische
Transportprozesse begrenzt. Da Lipiddoppelschichten fir zyklische Nukleotide nahezu
undurchlassig sind, cGMP und cAMP jedoch im Urin nachgewiesen werden konnen,
musste davon ausgegangen werden, dass Transportprozesse an der Elimination der second
messenger beteiligt sind.

Mitglieder der Multidrug-Resistance-Protein-Familie wurden als Transporter flir amphiphi-
le Anionen, im Besonderen fir Konjugate von lipophilen Substanzen mit Glutathion, iden-
tifiziert . Diese Familie, die wiederum zur Gruppe der ABC-Transporter zahlt, besteht
aus neun Mitgliedern @3V, Es konnte gezeigt werden, dass zwei dieser Transporter, nam-
lich MRP4 und MRP5, die strukturell sehr ahnlich sind, nicht nur Adenosin- und Guano-
sinmonophosphat-Derivate sondern auch cAMP und cGMP transportieren kdnnen. Zudem
konnte eine Expression von MRP5 mit hohen Transkriptionsraten in Gehirn, Lunge, Herz
und Skelettmuskel nachgewiesen werden . MRP5 transportiert zwar die beiden zykli-
schen Nukleotide (cCAMP und cGMP), aber cGMP mit einer deutlich hoheren Affinitat.
Daher ist davon auszugehen, dass die intrazellulare cGMP-Konzentration nicht nur von der
Synthese durch Guanylatzyklasen und dem metabolischen Abbau durch Phosphodiestera-
sen, sondern auch von der Elimination durch MRP5 abhangt ¢"®. Dies ist insbesondere
deshalb von Bedeutung, da klinisch relevante PDE-Inhibitoren den cGMP-Transport aus
der Zelle ebenfalls hemmen. So hemmt Sildenafil nicht nur die PDES5 sondern auch das
MRP5 sehr effektiv. Von daher kann spekuliert werden, dass die vasodilativen Effekte von
Sildenafil nicht nur auf der Hemmung der PDE5 (PD1 und PDE6) beruhen, sondern auch
auf einer Hemmung des MRP5-vermittelten cGMP-Transports resultieren >33,

Neben dem MRP-Transporter wird inzwischen auch die Beteiligung von organischen-
Anion-Transportern (OAT), insbesondere OATL, der im Gegensatz zum OATP ebenfalls
eine hohe Affinitét flir cGMP aufweist, an der Exkretion von unverédndertem cGMP aus der
Zelle diskutiert %,
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1 VERSUCHSTIERE

Fir die Versuche wurden ménnliche Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) der Rasse Weis-
se-Neuseelander, unterschiedlicher phanotypischer Auspragung (weil, grau, schwarz und
braun), mit einem mittleren Gewicht von 3,10+0,25kg verwendet. Die Tiere wurden von
den Behring-Werken Marburg bereitgestellt, nachdem sie als Versuchstiere in Pyogentests
verwendet wurden. Uber die Dauer und Art der Vorbehandlung der Tiere insbesondere
uber die gestesteten Substanzen und Testergebnisse war nichts bekannt.

Die Kaninchen wurden im Zentralen-Tierlabor der Justus-Liebig-Universitit GielRen gehal-
ten und je nach Bedarf einmal pro Woche in den Tierstall des Zentrums furr Innere Medizin
der Medizinischen Klinik Il des Universitatsklinikums Giel3en tberfihrt.

Die Fiitterung der Kaninchen erfolgte mit Altromin® Standarddiatfutter welches ad libitum
angeboten wurde. Zudem stand den Tieren stets ausreichend Leitungswasser zur Verfi-
gung. Die Beleuchtungsdauer im Zentralen-Tierlabor der Universitat betrug 12 Stunden

pro Tag, wobei die Umgebungstemperatur bei 25°C lag.

1.1  Tierversuchsantrag

Die Versuche wurden vom Regierungsprasidium Gielsen genehmigt. Der fur die Versuche
geltende Tierversuchsantrag kann unter dem Aktenzeichen V54-19¢20/1 5(1)GI20/10-
Nr.51/2004 eingesehen werden.
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MATERIAL

2 VERBRAUCHSMATERIAL

Bezeichnung

Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

Atemfilter

Hygrobaby®

Mallinckrod
Mirandora, Italien

Entnahmekaniile

Mini-Spike Plus®

Braun
Melsungen, Deutschland

Braun,

Dreiwegehahn Discofix®
blau und rot Melsungen, Deutschland
Einmalspritze . Braun

Inject Luer

20ml, 10ml, 5ml, 2ml, 1ml

Melsungen, Deutschland

Einmalspritze
50ml, (Perfusor®)

Ecoject® Plus

Dispomed Witt
Gelnhausen, Deutschland

Kanule Neoiniect® Dispomed Witt
20G, 18G J Gelnhausen, Deutschland
. ® 3M

Medizinisches Klebeband Durapore St. Paul, MN, USA

Venenverweilkantle Vascoscan® Braun

20G und 22G Brauniile® Melsungen, Deutschland
. Braun,

LS-2-Verbinder Luer Lock Melsungen, Deutschland

Zellstofftupfer purzellin® Lohmann und Rauscher

5x4cm Rengsdorf, Deutschland

Einmalhandschuhe Transaflex® Ansell

Surbiton Surrey, UK

Mulltupfer
20x20mm, Pflaumengross

Bresese
Barbuttel, Deutschland

Parafilm

American National Can
Greenwich, USA

Perfusor®-Leitung
150cm

Braun
Melsungen, Deutschland

Combi-Stopper

Braun
Melsungen, Deutschland

Zellulose Handtiicher

Tork
Mannheim, Deutschland

Pipettenspitzen
gelb und blau

Sarstedt
Nirmbrecht, Deutschland

Haushaltsbindfaden Nr. 12

Zellulose Unterlage
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3 OPERATIONSBESTECK

3.1 Besteck fur die Praparation des Versuchstiers

Abbildung 15: Operationsbesteck fur die Praparation des Versuchstiers
von links nach rechts: Pinzette anatomisch, gewinkelt, spitz, 8cm; Pinzette
anatomisch, gewinkelt, stumpf, 10cm; Praparierschere nach Metzenbaum,
gerade, stumpf, 12cm; Pinzette chirurgisch, 1:2 Z&hne, 12cm; Schere chirur-
gisch, gebogen, spitz, 12cm; Praparierschere nach Metzenbaum, gebogen,
stumpf, 14cm (Fadenschere); Moskito-Arterienklemme gerade; Moskito-

Arterienklemme gebogen

3.2 Besteck fur die Entnahme der Lunge

Abbildung 16: Operationsbesteck fur die Entnahme der Lunge
von links nach rechts: Caramalt-Artereinklemme; Einmalskalpell (No. 22);

Darmklemmen; Knochenschere, geknopft und gewinkelt
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4 INJEKTIONSLOSUNGEN

4.1 Allgemeine Injektionslésungen

Bezeichnung Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

Elektrolytlésung 1IN1000mlI

Serag Wiesner,
Naila, Deutschland

Isotonische Natrium-Chlorid-

®
Losung (NaCl) Perfuflac™ N

Braun,
Melsungen, Deutschland

4.2 Antikoagulanz

Bezeichnung Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

Heparin

i - ®
(5000 IE pro ml) Liquemin

Ratiopharm
Ulm, Deutschland

4.3 Katecholamin

Bezeichnung Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

Norepinephrinhydrochlorid

®
(1000ug pro ml) Arterenol

Aventis
Frankfurt, Deutschland

4.4 LOsungsmittel

Bezeichnung Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Merck
Darmstadt, Deutschland

Isotonische Natrium-Chlorid-

®
Losung (NaCl) Perfuflac™ N

Braun
Melsungen, Deutschland

4.5 Muskelrelaxans

Bezeichnung Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

Pancuroniumbromid

H ®
2mg/2ml Pancuronium

Inresa Arzneimittel
Freiburg, Deutschland

4.6 Narkotika/Anasthetika

Bezeichnung Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

Ketanest®
(100mg/ml)

Ketaminhydrochlorid

Pharmacia
Erlangen, Deutschland
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. : . - ® 1m0 ASTRAZeneca
Lidocainhydrochlorid Xylocain™ (2%) Wedel/Holstein, Deutschland
Xylazin Rompun® (2%) Bayer

Leverkusen, Deutschland

4.7 Testsubstanzen

Bezeichnung Handelsname  Hersteller/Bezugsquelle
Olsiure Produkt Nr.: Fluka
75092 Buhs, Deutschland
Bayer
Bay 41-2272, Bay 58-2667 Wuppertal, Deutschland
Pfizer

Sildenafil-Zitrat Karlsruhe, Deutschland

5 GASE
Bezeichnung Reinheit Hersteller/Bezugsquelle
Messer Griesheim

Sauerstoff (O) 4.5 Frankfurt, Deutschland

. Messer Griesheim
Stickstoff (N2) 4.0 Frankfurt, Deutschland
Stickstoffmonoxid (NO) NO 6.0 Messer Griesheim
2000ppm in N, N, 2,5 Frankfurt, Deutschland

6 SONSTIGE MATERIALIEN

6.1 Beatmung

Bezeichnung Handelsname  Hersteller/Bezugsquelle

Ugo Basile

Beatmungspumpe Comerio-Varise, Italien

Einmalpipette Falcon® Becton Dickinson
10ml in 1/10ml Franklin Lakes, USA

Witt Gastechnik

Gasmischanlage Witten, Deutschland

Micro Gas, Dego, Medizin Elekt-

NO-Messgerat MG 2000 ronik, Nagold, Deutschland

PET-Schlauche mit unterschiedlichen Durchmessern

PET-Flasche 1,5l
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6.2 Blutanalyse

Bezeichnung

Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

Blutanalysegerat
ABL 330

Radiometer
Copenhagen, Danemark

Blutanalysegerat
OSM2

Hemoximeter®

Radiometer
Copenhagen, Déanemark

6.3 Druckmessung

Bezeichnung

Handelsname

Hersteller/Bezugsquelle

Schleuse Braun
EinfUhrungsbesteck mit vends Intradyn® Melsunaen. Deutschland
hamostatischem Ventil 5F gen,
Ballonkatheter 4 Er. 50em Arrow

Berman Angiographic ' Erding, Deutschland
Druckschlauch

zur intrakardialen und arteriel- Combidyn® Braun

len Druckmessung
150cm

Melsungen, Deutschland

Verstarker Hugo Sachs
Plugsys March, Deutschland
Druckaufnehmer

Combitrans Monitoring-Set Mod. 11

Monitoring-Set mit Einwegtransducer zur physio-

logischen Druckmessung mit rot markierten

Druckschlauchen

Braun
Melsungen, Deutschland

Computer mit Monitor

Druckwandler

6.4 Sonstiges

Bezeichnung

Handelsname

Bezugsquelle

. . ® Braun

Alkoholische Losung Softasept Melsungen, Deutschland
Analysewaage Mettler Toledo
Mettler DJ 400 Gielen, Deutschland
Pippetten
10/100/1000l Eppendorf

Memmert
Trockenschrank Schwabach, Deutschland
Warmeunterlage Thermplux® Witte und Sutor

Murrhardt, Deutschland

Perfusor®

Braun
Melsungen, Deutschland
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Urinbecher mit Deckel

Zur Aufbewahrung der Lunge

Personenwaage

Zur Bestimmung des Tiergewichts

Perfusor®-Spritze ohne Kolben

Zur Uberstreckung des Halses

Gasflaschenkappe

Zur Fixierung des Versuchstieres

Operationsschale

Eigenbau der Werkstatten der Universitat

Transportbox fur Kaninchen

Eigenbau der Werkstatten der Universitat
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METHODEN

1 VERSUCHSAUFBAU

MI Messverstarker

\

Computer
mit Monitor

Druckaufnehmer

I'N
Elektrolytlésung

Katecholaminlésung

Perfusoren

Atemfilter
Tubus
Schleuse
Katheter
Ballon

OP-Wanne

Versuchstier

e o

Beatmungs-
pumpe . Ventil

Ballonkatheter

mit Spritze zum
Blocken des Ballons

= \O

Sl
S =W o
2

Gasmischanlage

0000

W/

Abbildung 17: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
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Das Versuchstier befindet sich in einer mit einer Heizplatte temperierten O-
perationsschale. Druckaufnehmer, die sich auf Hohe des Herzens befinden,
registrieren die Driicke SAP, VP, PAP/RVP und CVP. Die Signale werden
nach Verstarkung und Umwandlung mittels einer Wandlerkarte im PC durch
das Computerprogramm Labtech Pro® aufgezeichnet und auf dem Monitor
angezeigt. Die Beatmung des Versuchstiers erfolgt ber eine Beatmungs-
pumpe. Stickstoff (N2) und Sauerstoff (O,) werden in der Gasmischanlage
zum Beatmungsgas gemischt. Stickstoffmonoxid (NO) wird bei den entspre-
chenden Versuchen dem N,-O,-Gasgemisch noch vor der Beatmungspumpe
zugesetzt. Mit einem PEEP-Ventil, das aus zwei 10ml Pipetten in einer mit
Wasser gefullten PET-Flasche besteht, wird ein positiv-endexpiratorischer
Druck von 5cm Wassersaule eingestellt. Die Injektionsldsungen werden mit
Hilfe von Perfusoren Uber die ventsen Zugange rechte und linke Ohrrandve-

ne sowie linke Vena jugularis infundiert.

2 VERSUCHSVORBEREITUNGEN

2.1 Allgemeine Versuchsvorbereitungen

Vor Beginn des Versuchs wurde der Computer hochgefahren und das Programm Labtech
Pro® (Labtech Runtime Version 10.1, Laboratory Technologies Corp.) zur Aufzeichnung
der Blutdriicke und des Beatmungsdrucks gestartet. Nach Spulung der Druckaufnehmer
und Druckschlduche mit physiologischer Kochsalzlosung wurden die Ausgangswerte fir
den SAP, RVP bzw. PAP, CVP und VP durch Einstellung am Druckwandler auf Null
mmHg eingestellt. Die Gasflaschen wurden voll aufgedreht und die Gasmischanlage ange-
schaltet. Durch kurzes Einschalten der Beatmungspumpe bei verschlossenem Tubus wurde
kontrolliert, ob das Schlauchsystem fir die Beatmung dicht ist und der Beatmungsdruck

registriert wird.
2.2 Herstellung der Injektionslosungen

2.2.1 IIN-Elektrolytldsung zur Volumensubstitution

Zwei 50ml Perfusor®-Spritzen wurden mit Hilfe der Mini-Spike® Dispensierkaniilen mit
IIN-Elektrolytlésung befillt und mit einem LS-2-Verbinder verbunden. Nach luftblasen-

freiem Anschluss der Perfusor®-Leitung wurden die Spritzen in den Perfusor® eingespannt.
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2.2.2 Narkoseldsung

Zur Herstellung der Narkoseldsung wurden 15ml isotonischer Kochsalzlésung, 15ml Keta-
vet® und 25ml Rompun® in einer 50ml Perfusorspritze vermischt. Das Verhaltnis Keta-
min/Xylazin entsprach somit 30/10mg pro ml. Nach luftblasenfreiem Anschluss der Drei-
wegehahne und der Perfusor®-Leitung wurde die Spritze im Perfusor® platziert.

2.2.3 Katecholaminldsung

Eine Ampulle Arterenol® (1ml) wurde mit 49ml isotonischer Natrium-Chlorid-Losung in
einer 50ml Perfusor®-Spritze zu einer Lésung mit 20pg Norepinephrinhydrochlorid pro ml

verdinnt.
2.2.4 LOsungen fur die Therapieversuche

Sildenafil
Es wurden Verdinnungen mit 30pg/ml, 90ug/ml und 300pg/ml hergestellt. Aufgrund der
schlechten Loslichkeit des Sildenafil-Zitrats wurde die entsprechende Menge Testsubstanz
zuerst in einem ml DMSO gel6st und dann mit 49ml isotonischer Kochsalzldsung ver-
diinnt. Die L6sungen wurden in einer Perfusor®-Spritze aufgezogen, die nach luftblasen-
freiem Anschluss der Dreiwegehahne und der Perfusor®-Leitung in einen Perfusor® einge-

spannt wurde.

Bay 41-2272
Da die Bayersubstanz in Pulverform vorlag und schlecht 16slich war, wurden 10mg Test-
substanz in 1ml DMSO gel6st. Diese Stammldsung diente, wie schon fir die Sildenafilver-
suche beschrieben, als Ausgangslosung fur drei Verdinnungen. Es wurden Losungen mit

9ug/ml, 30pug/ml und 90ug/ml hergestellt.

Bay 58-2667

Fur die Versuche mit dieser Substanz galt das Gleiche wie fir Bay 41-2272. Da jedoch
Versuche mit einer dreifach geringeren Konzentration durchgefiihrt wurden, mussten

Stammldsungen mit 3pg/ml, 9ug/ml und 30pug/ml hergestellt werden.

Sonstige Injektionslésungen

Fur die Initialnarkose wurden in einer 1ml Tuberkulinspritze 0,5ml der hergestellten Nar-
koseldsung mit 0,1ml Liquemin® und 0,4ml isotonischer Kochsalzlésung gemischt. Zum

Spiilen der Brauniilen® und des Ballonkatheters wurden 0,1ml Liquemin® in einer 1ml
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Spritze mit 0,9ml NaCl-Losung verdinnt. Als Lésung zur Muskelrelaxation wurde eine
Ampulle Pancuronium® mit der gleichen Menge isotonischer Kochsalzldsung in einer 5ml
Spritze aufgezogen. Zur Tétung der Versuchstiere am Versuchsende wurden 2ml der her-
gestellten Narkoseldsung in einer 2ml Spritze aufgezogen.

2.3 Vorbereitung des Versuchstiers

2.3.1 Gewichtsbestimmung

Nach Entnahme des Versuchstiers aus dem Ké&fig wurde das Tier in eine vorher gewogene
Transportbox gesetzt. Das Gesamtgewicht von Transportbox und Tier wurde mit einer Per-

sonenwaage auf 100g genau gemessen.

2.3.2 Initialnarkose

Das Tier wurde durch eine Gasflaschenkappe, die zwischen Tier und hinterer Wand der
Transportbox platziert wurde, fixiert. Nach der Fixierung des Versuchstiers wurde das
rechte Ohr durch die Offnung nach vorne geholt. Zur Reinigung der Punktionsstelle und
besseren Darstellung des Geféalles wurde das Ohr mit einem Alkohol-getréankten Zellstoff-
tupfer abgewischt. Durch leichtes Abwartsziehen des Ohres (ber den Rand der Transport-
boxoffnung wurde die Ohrrandvene gestaut, was die Punktion des Gefales erleichterte.
Nach Punktion der Vene wurde die Brauniile® vorgeschoben und mit Klebeband am Ohr
fixiert. Die Injektion der Narkoseldsung erfolgte zligig, aber nicht zu schnell. Der Beginn
der Narkose wurde durch den Bewusstseinsverlust des Tieres und die Muskelrelaxation
deutlich.

2.3.3 Lagerung des Tieres

Nach der Narkoseeinleitung wurde das Versuchstier aus der Transportbox entnommen und
in Rickenlage in die mit einer Warmematte beheizte Operationsschale gelegt. Die Vorder-
extremitdten wurden mit Klebeband am Rand der Operationsschale fixiert (siehe
Abbildung 18). Der Hals wurde durch eine leere Perfusor®-Spritze ohne Kolben leicht
uberstreckt. Um ein Ersticken des Tieres vor Beginn der Beatmung zu verhindern, wurde

die Zunge vorgelagert.
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Abbildung 18: Lagerung des Versuchstiers

2.3.4  Aufrechterhaltung der Narkose und Volumensubstitution

Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde die Narkoselésung an die Brauniile® ange-
schlossen. Die Perfusion erfolgte mit 7ml/h. Gleichzeitig begann die VVolumensubstitution
mit der 1IN-Elektrolytldsung. Die Perfusion erfolgte hier mit 12ml/h. Da jedoch zwei
Spritzen in den Perfusor® eingespannt waren, erhielt das Tier 24ml Volumen pro Stunde.
Die Narkosetiefe wurde vor Beginn der Préparation durch Test des Lid- und Cornearefle-
xes sowie durch Kompression der Zwischenzehenhaut an den GliedmaRen und des

Schwanzes getestet.

2.3.5 Lokale Anasthesie der Praparationsstelle

Zur vollkommenen Schmerzausschaltung im Préparations- und Tracheotomiegebiet und
zur Erleichterung der Praparation durch die Bildung einer Quaddel wurden ca. 6ml Xylo-
cain® im ventralen Halsbereich subkutan injiziert. Das Fell wurde in diesem Bereich zuvor
mit einem Alkohol/Leitungswassergemisch befeuchtet, um eine Kontamination des spate-

ren Praparationsfeldes mit Haaren zu verhindern.

2.3.6  Stabilisierung mit Katecholaminen

Wie schon rechts, wurde das linke Ohr zur Reinigung der Punktionsstelle und besseren
Darstellung des GefaRes mit einem Alkohol-getrankten Zellstofftupfer abgewischt. Nach
Punktion der Vene wurde die Brauniile® vorgeschoben und fixiert. Um einen Verschluss
des Venenverweilkatheters durch Blutgerinnsel zu verhindern, wurde vor Anschluss der

Katecholaminldsung 1ml der Spilldsung injiziert. Die Katecholamin-Infusion wurde mit
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0,3ml/h begonnen. Bei Anzeichen, die auf einen niedrigen Blutdruck des Versuchstiers
schlielen lieBen, wie z.B. schlechte Fillung der Gefélie, geringe Blutungsneigung an
durchtrennten Gefallen und schwache Pulsation der Arterien, wurde die Infusionsrate in
0,1ml/h Schritten erhoht.

2.4 Operation

241 Tracheotomie und Intubation

Nach erneuter Kontrolle der Narkosetiefe durch Kompression der Zwischenzehenhaut an
den Gliedmalen, wurde im Bereich der Quaddel ein ca. 5x4cm groRes Hautstiick mit ei-
nem Scherenschlag entfernt. Nach vorsichtiger Entfernung der Quaddel wurde Thymus-,
Muskel- und Bindegewebe gefalRschonend abprapariert, bis sich die Trachea mit ihren cha-
rakteristischen Knorpelspangen darstellte. Durch Anheben der Luftrohre mit der stumpfen
Pinzette konnte die spitze Pinzette unter der Luftréhre hindurchgefiihrt werden, ohne dass
Strukturen, wie z.B. die Carotiden oder der Osophagus, perforiert wurden. Durch leichtes
Spreizen der Pinzette wurde so viel Platz geschaffen, dass eine Ligatur mit einem Stiick
Bindfaden vorbereitet werden konnte.

Nach Anschalten der Beatmungspumpe wurde die Luftréhre ca. 2cm unterhalb des Larynx
durch einen Scherenschlag zwischen zwei Knorpelspangen eréffnet und der Tubus, der
uber den Atemfilter mit dem Schlauchsystem der Beatmung verbunden war, eingefiihrt.
Dabei wurde darauf geachtet, dass der Tubus vor der Bifurkation zu liegen kam, um eine
gleichmélige Beluftung beider Lungenfliigel zu erreichen. Durch Zuziehen der vorbereite-
ten Ligatur und Umschlingung des Y-stiicks der Beatmungsschldauche wurde der Tubus in

seiner Lage fixiert.

2.4.2 Préaparation der rechten V. jugularis und Einfuhren der

Schleuse

Zur Darstellung des oberfl&chlich liegenden und durchschimmernden Gefalles wurde late-
ral und medial anliegendes Binde-, Fett- und Muskelgewebe abprapariert (siehe Abbildung
19a bis d). Nach Unterstechung der Vene mit der spitzen Pinzette wurde durch Spreizen
des Instruments Platz fiir zwei Ligaturen geschaffen (a). Die cranial gelegene Ligatur wur-
de umgehend zugezogen, wohingegen die hintere vorerst nur vorbereitet wurde (b). Durch
die craniale Ligierung des GefaRes wurde der Blutfluss zum Herzen unterbrochen, was
zum Leerlaufen der Vene flhrte. Nach Anheben der Vene mit der stumpfen Pinzette wurde

das Gefal? und umliegendes Gewebe mit einem Scherenschlag durchtrennt und nach oben
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gezogen um einen Blutaustritt aus dem Geféal3 zu verhindern (c). Durch vorsichtiges Au-

seinanderziehen des Gewebes mit der spitzen Pinzette konnte die groRlumige GefaRoff-

nung dargestellt werden (d).

"‘('")?rnung der V. jugularis

:

Abbildung 19: Praparation der rechten Vena jugularis

Nach anfanglicher Sondierung mit der Spitze des Mandrins wurde die Schleuse durch Vor-
schieben in caudo-dorsaler Richtung in das Gefal eingefuhrt und durch Zuziehen der vor-

bereiteten caudalen Ligatur in seiner Lage fixiert (siehe Abbildung 20a und b).

Mandrin

~

Katheter

Abbildung 20: Einflihren der Schleuse in die rechte Vena jugularis
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Nach Entnahme des Mandrins wurden eventuell vorhandene Luftblasen durch Aspiration

entfernt und die gesamte Schleuse mit 2ml physiologischer NaCl-Ldsung gesplilt.

2.4.3 Préaparation der linken V. jugularis und Einfuhren der

Braunile®

Bei der Préparation der linken Vena jugularis wurde wie auf der rechten Seite verfahren
(siehe Abbildung 21a bis d). Es wurde jedoch keine Schleuse sondern eine 20G Brauntile®,
durch die der zentralvendse Druck abgeleitet wurde, in das Gefal} eingefiihrt. Daher musste
das GefaR nicht vollstandig durchtrennt, sondern lediglich mit der Kanule punktiert werden
(b). Zur Erleichterung der Punktion wurde die craniale Ligatur nicht vorzeitig zugezogen
um eine ausreichende Fillung des Gefalles zu garantieren. Nach Vorschieben des Kathe-

ters wurden die Ligaturen zugezogen und der Katheter somit in seiner Lage fixiert (d).

Nachfolgend wurde der fltssigkeitsgefiillte Druckschlauch angeschlossen.

#jugu is cranialis sini..ste-

20G Brauniile®

'

c.)

Abbildung 21: Praparation der linken Vena jugularis und Einfuhren des Verweilkatheters

2.4.4 Praparation der linken Arteria carotis und Einfuhren der

Brauniule®

Aufgrund ihrer Lage, direkt neben der Trachea, konnte die Arterie durch leichtes Ausei-
nanderziehen des Gewebes in der Tiefe durch die Pulsation und hellrot-schimmernde Farbe
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deutlich ausgemacht werden (siehe Abbildung 22a). Durch vorsichtiges Ergreifen mit der
stumpfen Pinzette (siehe Abbildung 22b) wurde die Arterie vorgelagert und von Bindege-
webe und dem darin verlaufenden Nervus vagus freiprapariert. Durch Unterfahren mit der
spitzen Pinzette wurde das Gefal} vorgelagert (siehe Abbildung 22c). Es wurden drei Liga-
turen vorbereitet; zwei caudale zur spateren Fixation des Venenverweilkatheters und eine
zum Verschluss des cranial gelegen Gefaabschnitts, welche unmittelbar zugezogen wur-
de. Nach vorubergehender Unterbrechung des vom Herzen kommenden Blutflusses durch
Kompression der Arterie mit einer Arterienklemme zwischen den beiden hinteren Ligatu-
ren (siehe Abbildung 22d), wurde das Gefal? mit der Kaniile punktiert und der Katheter bis

zur Arterienklemme vorgeschoben (siehe Abbildung 23a).

T
J' ‘/ s -
# , ,."“’-r',.,.

#Nervus vag us
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A. carotis smlster - E -

Abbildung 22: Praparation der linken Arteria carotis

Nach Anschluss des mit dem Druckschlauch verbundenen Dreiwegehahns (siehe
Abbildung 23b) und vorsichtigem Zuziehen der vorderen der beiden caudalen Ligaturen
wurde die Arterienklemme wieder geldst und der Katheter vollstandig in das Gefal3 einge-
flhrt (siehe Abbildung 23c). Die Fixation des Katheters erfolgte durch Zuziehen der letz-
ten offenen Ligatur und Verknotung mit den Fltigeln der Brauniile® (siehe Abbildung 23d).
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w b
Druckschlauch Dreiwegehahn

Fltgel der Braunule

Abbildung 23: Einfiihren der Brauniile® und Fixation

2.5 Einfuhren des Ballonkatheters

Zur Erfassung des pulmonalarteriellen Drucks resp. rechtsventrikulédren Drucks wurde ein
4Fr. Ballonkatheter tber das Rickschlagventil der Schleuse intravends eingefuhrt (siehe
Abbildung 24) und Uber den rechten Vorhof bis in den rechten Ventrikel (1. Markierung)

resp. die Arteria pulmonalis (2. Markierung) vorgeschoben.

Kathater mu

Offnungen
fur Injektion und s
Druckmessung

a.)

Abbildung 24: Einflihren des Ballonkatheters

Durch die kontinuierliche Druckaufzeichnung wéhrend des Vorschiebens konnte die Posi-

tion des Katheters kontrolliert werden (siehe Abbildung 25).
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Druck [mmHg]

Vena jugularis, rechter Rechter Ventrikel Arteria pulmonalis

Abbildung 25: Darstellung der unterschiedlichen Druckkurvenprofile
Bei Lage innerhalb der Vena jugularis bzw. des rechten Vorhofs imponiert
eine typische dreigipfelige und atemverschiebliche Druckkurve. Sobald die
Katheterspitze die Trikuspidalklappe tberwunden hat, erscheint die pulsati-
le Druckkurve des rechten Ventrikels mit systolischen Spitzenwerten von
15-25mmHg. Nach Passage der Pulmonalklappe wird die Pulmonalarterie
erreicht, und der diastolische Druck (im Ventrikel OmmHg) steigt abrupt
auf Werte von 6-12mmHg an, wohingegen der systolische Druck sich nicht
wesentlich verandert 4%,
Nach Platzierung im rechten Ventrikel wurde der Ballon an der Spitze des Katheters ge-
blockt und damit der Widerstand erhoht. Durch die Stromung des Blutes wurde der Kathe-
ter bei gleichzeitigem Vorschieben vor der Arteria pulmonalis platziert, was in einem cha-
rakteristischen Druckanstieg resultierte. Nach Entblocken des Ballons wurde der Katheter
in die Pulmonalarterie eingeschoben. Wahrend des ganzen VVorgangs wurde der systolische
Blutdruck simultan aufgezeichnet und beobachtet, um bei bedrohlichen Herz-
Rhythmusstérungen durch Zuriickziehen des Katheters sofort intervenieren zu kdnnen.
Da manche Versuchstiere sehr empfindlich auf die Manipulation am Herzen reagierten,
wurde der Katheter bei diesen Tieren im rechten Ventrikel belassen. Als haufigste Kom-
plikation die zu einem Abbruch des PA-Katheter-Monitorings fihrte, sind Herz-

Rhythmusstérungen und massiver Blutdruckabfall zu nennen.

2.6 Beatmung

Die Beatmung der Versuchstiere erfolgte mit einer Frequenz von 28 Ziigen pro Minute und
einem konstanten Atemzugvolumen von 32ml. Um den Verlust der Glottisfunktion durch

die Intubation auszugleichen, wurde ein positiv-endexpiratorischer Druck (PEEP) von 5cm
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Wassersdule angelegt. Als PEEP-Ventil diente dabei eine mit Wasser gefiillte PET-Flasche
und zwei 10ml Pipetten. In der Gasmischanlage wurde durch Mischung von N, und O; ein
FiO, von 0,5 eingestellt.

Bei den Versuchen mit Stickstoffmonoxid wurde dem Gasgemisch, noch vor der Beat-
mungspumpe, zusétzlich NO zugegeben. Zur Kontrolle der entsprechenden Einstellungen
wurde die NO-Konzentration im Gemisch mit einem NO-Messgerat, das in den Inspirati-
onsschenkel der Beatmung geschaltet wurde, gemessen. Der Beatmungsdruck wurde eben-
falls im Inspirationsschenkel abgeleitet und mit dem Programm Labtech Pro® aufgezeich-

net.

2.7 Heparinisierung und Muskelrelaxation

Nach Platzierung des PA-Katheters wurde dieser mit 1ml Spullésung gespilt, um eine
Blutgerinnung, insbesondere an den Offnungen der Katheterspitze, zu verhindern. Zudem

wurde den Tieren 2ml Muskelrelaxans als Bolus i.v. verabreicht.

2.8 Messung und Aufzeichnung der Drucke

Die wahrend der Praparation des Tieres und Platzierung des Ballonkatheters gemessenen
Driicke VP, CVP, SAP und RVP/PAP wurden als analoge Signale durch Druckaufnehmer
registriert, verstarkt, mit einer Wandlerkarte im PC in digitale Signale umgewandelt und
durch das Programm Labtech Pro® aufgezeichnet. Nach erneutem Abgleich der Druckab-
nehmer gegen den Luftdruck wurden sie als Vorlauf abgespeichert.
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3 VERSUCHSABLAUF

3.1 Allgemeiner Versuchsablauf

Nach Beendigung der Versuchsvorbereitungen und Neustart des Programms zur kontinu-
ierlichen Aufzeichnung der Driicke begann bei allen Versuchen eine 20min(tige Leerlauf-
phase zur Erfassung der Ausgangswerte fir die unterschiedlichen Messparameter. Die ge-
samte Versuchsdauer betrug 120min. Zu den Zeitpunkten t=0, 10, 20, 30, 60, 90 und
120min wurde jeweils eine gemischtvendse” und arterielle Blutprobe entnommen. Wah-
rend des gesamten Versuchs wurde die zur Konstanthaltung des SAP eingesetzte Artere-
nol®-Menge protokolliert. Am Ende des Versuchs wurde das Tier durch eine Uberdosis
Narkoselosung getotet und die Lunge zur Bestimmung des wet-to-dry weight ratio ent-

nommen (siehe Abbildung 26).

Versuchsvorbereitungen Versuchsbeginn Versuchsende
Start des Aufzeichnungs- Neustart des Aufzeich- Euthanasie des Versuchstieres
programms nungsprogramms Entnahme der Lunge
TAIl em-'_ Operation —rx alheter_"_SlabI“SIerung Leerlaufphase 0 Versuchsphase
VP I || 1 || [ | [ | [ |
O fEl PAP::
-20 -10 0 30 60 90 120

10 20
Zeltpunktt in mm
Blutabnahmen M !ﬁ

Abbildung 26: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

3.1.1 Blutprobenentnahme

Gemischtvendses™ Blut wurde nach Umstellung des Dreiwegehahns, und der damit ver-
bundenen Unterbrechung der Druckableitung, Gber den Ballonkatheter und somit aus der
Arteria pulmonalis resp. dem rechten Ventrikel entnommen. Um eine Verdlinnung der
Probe durch im Katheter befindliche NaCl-Lésung zu verhindern, wurde 1ml vorgezogen.
Fur die Analyse wurden anschlieBend 0,5ml abgenommen, bevor das vorgezogene Volu-
men zurickgegeben wurde. Um einen Verschluss des Katheters durch Blutbestandteile zu
verhindern wurde nach Entnahme der arteriellen Blutprobe mit 2ml isotonischer Kochsalz-

I6sung nachgespult.

“ Da das Blut aus der Arteria pulmonalis enthommen wurde, handelte es sich per definitionem um arterielles,
aber sauerstoffarmes Blut. Fir das bessere Verstandnis und in Ubereinstimmung mit der einschlégigen Lite-
ratur wurde jedoch der Begriff “gemischtvends* verwendet.

-62 -




Il MATERIAL UND METHODEN
METHODEN

Die arterielle Blutprobenentnahme erfolgte an der Arteria carotis. Nach Umstellung des
Dreiwegehahns und der damit verbundenen Unterbrechung der Druckableitung wurden
0,5ml Blut in einer 1ml Spritze vorgezogen. Fir die Blutgasanalyse wurden ebenfalls
0,5ml entnommen und bereitgehalten. Nach Entnahme der Blutprobe wurde das vorgezo-

gene Blut zuriickgegeben und der Katheter mit 0,5ml NaCl-Ldsung gespiilt.

3.1.2 Entnahme der Lunge

Nach Befeuchtung des Thorax und cranialem Abdomen mit einem Alkohol-Wasser-
Gemisch wurde ein medianer Hautschnitt vom Préparationsgebiet bis zur Regio xiphoidea
angebracht. Nach sorgfaltiger Praparation der Haut wurde der Processus xiphoideus mit
einer Klemme fixiert und das Abdomen im epigastrischen Winkel er6ffnet. Anschlielend
wurde die Thoraxhohle durch Durchtrennung des Diaphragmas eréffnet und das Sternum
mit einer Knochenschere in der Medianen durchtrennt. Nach Auseinanderspreizen der
Rippenbdgen und Verschluss der Trachea mit einer Klemme, wurde die Lunge en bloc aus
der Brusthdhle entnommen. Zur Gewichtsbestimmung des Organs wurden beide Lungen-

fliigel an den Hauptbronchien abgetrennt und in einem Urinbecher gewogen.
3.2 Spezielle Versuchsablaufe

3.2.1  Versuche mit Olsaure

Fir die Versuche mit Olsaure (positiv-Kontrollen) wurden 0,1ml OA pro kg KG in einer
Tuberkulinspritze aufgezogen und mit isotonischer NaCl-Losung auf 1ml aufgefillt. Dabei
bildeten sich zwei Phasen, wobei sich die hydrophobe, leichtere Olsaure oben befand.

Die intravendse Injektion erfolgte zum Zeitpunkt t=20min Gber die Schleuse (siehe

Abbildung 27). Anschlieend wurde mit 2ml NaCl-Ldsung gespult.

Injektion der Olsaure
mit 0,1ml/kg

Zei | I | | | | |
eitpunkt
tinmin 0 10 20 30 60 90 120

Abbildung 27: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs fiir die Olsaureversuche
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Als Kontrollen fir die Versuche mit Olsaure-induzierter Lungenschadigung (positiv-
Kontrolle) dienten Versuche, bei denen zum Zeitpunkt t=20min 3ml isotonische Kochsalz-

I6sung Uber die Schleuse injiziert wurden (Leerversuche).

3.2.2 Versuche mit NO

Bei den Versuchen mit NO wurde kurz vor Injektion der Olséure die NO-Gasflasche auf-
gedreht und dadurch dem Gasgemisch NO zugesetzt. Die Einstellung der NO-
Konzentration erfolgte durch Feinregulation des NO-Flusses am Druckminderer. Die Kon-
zentrationen wurden durch ein NO-Messgeréat kontrolliert. Die Inhalation wurde bis zum
Versuchsende aufrecht gehalten (siehe Abbildung 28).

Injektion der Olsaure
mit 0,1ml/kg

Zei | I I I I I |
eitpunkt
tinmin 0 10 20 30 60 90 120

Abbildung 28: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs fiir die Versuche mit NO

3.2.3 Versuche mit Sildenafil, Bay 41-2272 und Bay 58-2667

Bei diesen drei Versuchsreihen wurden unterschiedliche Medikamentendosierungen (siehe
Versuchsgruppen) mit einer Perfusionsrate von 20ml/kg/h direkt nach der Olséure Injekti-

on fur 10min i.v. Uber die Schleuse infundiert (siehe Abbildung 29).

Injektion der Olsaure
mit 0,1ml/kg

Sil/Bay Perfusion mit 20ml/kg/h

\4 \4

Zei I I | I |
eitpunkt
tinmin 0 10 20 30 60 90 120

Abbildung 29: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs fir die Versuche mit den
Testsubstanzen Sildenafil, Bay 41-2272 und Bay 58-2667
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3.2.4 Kombinationsversuche

Bei den Kombinationsversuchen wurde je eine Medikamentenkonzentration fur 10min
intravends infundiert und zusétzlich NO in der Konzentration von 2ppm inhalativ Uber
100min verabreicht (siehe Abbildung 30).

Injektion der Olséure
mit 0,1ml/kg

Sil/Bay Perfusion mit 20ml/kg/h

— I | T I I |
eitpunkt
tinmin O 10 20 30 60 90 120

Abbildung 30: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs fiir die Kombinationsversu-
che mit Sildenafil/Bay 41-2272/Bay 58-2667 und NO

4 VERSUCHSGRUPPEN

4.1 Kontrollgruppen

411 Leerversuche

Fur die Leerversuche (negativ-Kontrolle) wurden funf Versuche durchgefihrt, bei denen
keine akute Lungenschadigung induziert wurde. Anstelle einer Olsdureinjektion wurden

zum Zeitpunkt t=20min 3ml NaCl-Losung Uber die Schleuse intravends appliziert
4.1.2  Olsaure Kontrollen

Olsaure Kontrolle

Bei finf Versuchstieren wurde zum Zeitpunkt t=20min eine akute Lungenschadigung in-
duziert (positiv-Kontrolle). Dazu wurden 0,1ml OA pro kg KG (ber die Schleuse zentral-
venods appliziert. Die Injektion wurde Uber einen Zeitraum von ca. 1 min durchgefunhrt.
Nach erfolgter Injektion wurde die Schleuse mit 2ml istotonischer Kochsalzlésung gespult.
Diese Versuchsreihe diente als Kontrolle fiir die Therapieversuche mit NO, bei denen kein

zusatzliches VVolumen infundiert wurde.
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Sildenafil, Bay 41-2272 und Bay 58-2667 -Kontrollen

Da bei den Versuchen mit Sildenafil und den Bay-Substanzen zusatzliches Volumen in-
fundiert wurde, wurden finf Versuchstiere direkt nach der Olsdureinjektion fir 10min mit
20ml/kg/h NaCl-Ldsung perfundiert.

4.2 Behandlungsgruppen

4.2.1 NO-Gruppen

OA-NO 2ppm
In den Versuchen dieser Gruppe (n=5) wurde ab der Induktion der akuten Lungenschadi-
gung durch Olsaure Stickstoffmonoxid dem Beatmungsgas zugesetzt. Durch Kontrolle des
NO-N,-O,-Gasgemischs mit einem NO-Messgerat, wurde die Konzentration durch Feinre-
gulation am Druckminderer auf 2ppm eingestellt. Als positiv-Kontrollen dienten die Ol-

saure Kontrollversuche.

OA-NO 20ppm

Gleiches galt fur die Versuchsgruppe NO 20ppm. Die Inhalation erfolgte hier jedoch mit
einer NO-Konzentration von 20ppm in der Beatmungsluft.

4.2.2 Sildenafil-Gruppen

OA-Sildenafil 100ug

Um eine gesamte Infusionsmenge von 100ug/kg/10min zu erhalten, wurde in finf Versu-
chen eine Sildenafillésung mit 30pug/ml und einer Perfusionsrate von 20ml/kg/h fir 10min

infundiert.

OA-Sildenafil 300ug
Um das Perfusionvolumen gleich zu halten, wurde fur diese Versuchsreihe (n=5) eine Sil-

denafilldsung mit 90ug/ml verwendet.

OA-Sildenafil 1000ug

Bei den finf Versuchen dieser Versuchsreihe ergab sich die Gesamtmenge des Pharmakon
aus einer Stammlosung mit 300pug/ml. Fir alle drei Konzentrationen des Wirkstoffs wur-

den die Volumenkontrollen als positiv-Kontrollen herangezogen.

- 66 -



Il MATERIAL UND METHODEN
METHODEN

4.2.3 Bay58-2667 -Gruppen

OA-Bay 58-2667 10ug

Da bei diesen Versuchen die gleichen Perfusoreinstellungen verwendet wurden wie fur die
Sildenafilversuche, wurden fir eine Gesamtmenge von 10ug/kg/10min eine Stammldsung
3ug Bay 58-2667 pro ml angesetzt. Auch hier wurden die Ergebnisse mit den Volumen-
kontrollen (Sil/Bay-Kontrolle) verglichen.

OA-Bay 58-2667 30ug

Entsprechend wurde fir eine Gesamtmenge von 30ug/kg/10min eine Stammldsung 9ug
Bay 58-2667 pro ml verwendet.

OA-Bay 58-2667 100ug

Fur die finf Versuche dieser Versuchsreihe ergab sich die Gesamtmenge des Pharmakon
aus einer Stammldsung mit 30pg/ml.

4.2.4 Bay41-2272 -Gruppen

OA-Bay 41-2272 30ug

Da bei diesen Versuchen die gleichen Perfusoreinstellungen verwendet wurden wie fur die
Sildenafilversuche, wurde fir eine Gesamtmenge von 30ug/kg/10min eine Stammldsung
mit 9ug Bay 41-2272 pro ml angesetzt. Die Ergebnisse wurden mit den VVolumenkontrol-

len (Sil/Bay-Kontrolle) verglichen.

OA-Bay 41-2272 100ug

Fur die funf Versuche dieser Versuchsreihe ergab sich die Gesamtmenge des Pharmakon

aus einer Stammldsung mit 30pg/ml.

OA-Bay 41-2272 300ug

Entsprechend wurde fir eine Gesamtmenge von 300ug/kg/10min eine Stammldésung 90pug
Bay 41-2272 pro ml verwendet.
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4.2.5 Kombinationsgruppen

OA-Sildenafil 100ug und NO 2ppm

Bei den Kombinationsversuchen wurde eine Sildenafil Stammlésung von 30pg/ml mit
einer Perfusionsrate von 20ml/kg/h fur 10min infundiert und zusétzlich NO in der Kon-

zentration von 2ppm vom Zeitpunkt t=120min bis zum Versuchsende inhalativ verabreicht.

OA-Bay 58-2667 30ug und NO 2ppm

Bei den Kombinationsversuchen fir Bay 58-2667 und NO wurde eine Stammldsung von
9ug Bay 58-2667 pro ml mit einer Perfusionsrate von 20ml/kg/h fir 10min infundiert und

zusatzlich NO in der Konzentration von 2ppm inhalativ verabreicht.

OA-Bay 41-2272 100png und NO 2ppm

Fur diese Versuche wurde eine Ausgangslosung von 30ug Bay 41-2272 verwendet. An-

sonsten wurde wie flr Bay 58-2667 verfahren.
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5 MESSPARAMETER

5.1 Gemessene Parameter

5.1.1 Beatmungsdruck

Wihrend des gesamten Versuchs wurden die Beatmungsdriicke der volumenkonstanten

Beatmung gemessen und aufgezeichnet.

5.1.2 Hamodynamische Parameter

Uber den gesamten Versuchszeitraum wurde der systemisch-arterielle Blutdruck aufge-
zeichnet. Gleiches gilt fir den pulmonalarteriellen- bzw. rechtsventrikuldren Druck mit der
Besonderheit, dass 2min vor Abnahme der Blutproben der Dreiwegehahn am Druckauf-
nehmer fir den PAP/RVP kurzzeitig umgestellt wurde, um die Werte fir den zentralvend-
sen Druck abzulesen. Dies war notig, da am Verstarker nur drei Kanale freigeschaltet wa-
ren. Der mittlere systemisch- bzw. pulmonalarterielle Druck, der fur die Auswertung he-

rangezogen wurde, berechnete sich nach:

(2 X SAPdiastoIisch) + (SAPsystolisch)

MSAP =
3
mPAP = (PAPdiastolisch) + (PAPsyStolisch)
2

5.1.3 Blutparameter

Arterielles und vendses Blut wurde unmittelbar nach der Probennahme analysiert. Die arte-
riellen und vendsen Blutparameter pO,, pCO, und pH-Wert wurden mit einem ABL 330
gemessen. Fir die Analyse wurden 0,2ml Blut benétigt. Von den verbleibenden 0,3ml
wurden 0,1ml pro Probe zur spektrometrischen Bestimmung der Parameter Hb und O,-
Sattigung mit dem Hemoximeter bendtigt. Demzufolge verblieben 0,2ml je Probe als Re-

serve, um bei Bedienungsfehlern die Probe erneut aufzugeben.
5.2 Berechnete Parameter

521 Herzzeitvolumen

Das Herzzeitvolumen (HZV), als die vom Herzen ausgeworfene Blutmenge in ml/min, ist

eine wichtige kreislaufphysiologische Messgrofie. Neben dem Hb und der Sauerstoffsatti-

gung ist es einer der wesentlichen Faktoren fir die Sauerstoffversorgung des Organismus.
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Die Berechnung des HZV erfolgt nach dem Fick’schen Prinzip. Danach lasst sich der Blut-
fluss aus dem Quotient einer zugefihrten Substanz und dem Konzentrationsunterschied
zwischen zu- und abfuhrendem Gefél errechnen. Der Lungendurchfluss ergibt sich somit
aus dem aufgenommen Sauerstoff geteilt durch die arteriovendse O,-Differenz. Unter Aus-
schluss eines Shunts ® entspricht dieser Fluss gleich dem Herzzeitvolumen”.

19,64 x100

HzV =
x 02 Sttigung a x 0,0134- (H2 +Hb.)

(Hba+Hby) x 02 Sattigung v x 0,0134

5.2.2 PVR

Der pulmonalvaskuldre Perfusionswiderstand (PVR) in dynxsecxcm™ ist Ausdruck des
Widerstands im LungengeféalRbett und somit das Mal} fur die rechtsventrikuldre Auswurf-
behinderung. Er ist in der Regel relativ niedrig (ca. ein Zehntel des systemisch-vaskuléren
Widerstands) und kann nach folgender Formel berechnet werden.

PAP — PAWP
HzV

PVR = 80

Da der Wedge-Pressure (PAWP), also der Druck ,,hinter” einer durch einen Ballon okklu-
dierten Pulmonalarterie -entspricht dem Druck der Pulmonalvenen und somit dem links-
ventrikularen Fillungsdruck- in diesem Versuchsmodell nicht gemessen werden konnte,
wurde der PAWP gleich sieben gesetzt. Daraus folgt:

PAP -7
HzV

PVR = x80

Der Faktor 80 ergibt sich aus der Umrechnung der physikalischen Einheiten des PAP bzw.
PAWP von mmHg in dynxcm™ (ImmHg = 1333,22 dynxcm™) und des HZV von I/min in

cm®xsec™ (11 = 1000cm® und 1min = 60sec).

5.2.3 SVR

Der systemischvaskulére Widerstand (SVR) ist entsprechend das MaR der linksventrikul&-

ren Auswurfbehinderung und berechnet sich aus der folgenden Formel.

SAP —-CVP y
HZV

SVR = 80

“ Die Faktoren 1,34 bzw. 0,0134 und 0,0031 ergeben sich aus den Bindungseigenschaften von Sauerstoff im
Blut. So werden 1,34ml O, von einem Gramm Hb chemisch gebunden, und 0,0031ml O, pro mmHg pO,
physikalisch geldst.
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5.2.4 Intrapulmonaler Shunt (Qs/Qt)

Nicht das gesamte Blut, das die Lunge durchstromt, kommt gleichméfiig mit der Alveolar-
luft in Kontakt. Nur der Anteil des Blutes, der ausreichend lange mit normaler Alveolarluft
in Kontakt ist, kann seinen Partialdruck durch Diffusion angleichen. Das restliche Blut
stromt ohne ausreichende Sauerstoffaufnahme durch die Lunge. In den Lungenvenen ver-
einigt sich alles Blut zum "arteriellen" Mischblut™. Der nicht ausreichend oxygenierte An-
teil heiBt "vendse Beimischung™ oder intrapulmonaler Rechts-Links-Shunt, kurz Shunt
genannt (siehe Abbildung 32). Das Verhaltnis der vendsen Beimischung (Qs) zum gesam-
ten Blutfluss (Qt) kann durch folgende Formel aus der Blutgasanalyse berechnet werden:
CcO, -Ca0,

s/Qt=
Qs/Q CcO, —CvO,

Dabei berechnet sich der pulmonale endkapillare Sauerstoffgehalt (CcO, in ml O, pro dl
Blut) aus:

CcO, = (1,34 x w x1) +(PAO, x0,0031)

Die alveolare Sauerstoffspannung (PAO; in mmHg) wiederum l&sst sich aus dem Sauer-
stoffanteil des eingeatmeten Gases (FiO,), der Differenz aus Lufdruck (PB) und Wasser-
dampfdruck bei Korpertemperatur (PH,0), sowie dem arteriellen pCO, und dem respirato-
rischen Quotient (RQ) wie folgt berechnen:

PAO, = FiO, {(PB - PHZO)—%}
Dabei geht der PB mit 760mmHg, der PH,O mit 47mmHg und der RQ mit 0,9 als Kon-
stanten in die Formel ein.
Der arterielle Sauerstoffgehalt (CaO, in ml O, pro dl Blut) berechnet sich aus folgender
Gleichung:

Hba + Hbv)

Ca0o, = ( x O2 Sattigunga x 0,0134 + (p,O, x 0,0031)

Der vendse Sauerstoffgehalt (CvO, in ml O, pro dl Blut) entsprechend aus:

Hba + Hbv)

Cvo, = ( x O2 Séttigung, x0,0134 + (p,0, x0,0031)

“ Da das Blut aus den Venae pulmonalis stammt, handelte es sich per definitionem um vendses, aber sauer-
stoffreiches Blut.
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Physiologische Pathophysiologische

Verhaltnisse Verhaltnisse
z.B. ALI, ARDS

Alveolares

Odem Alveole Alveole

Alveole Alveole

“arterielles” Arteria. “arterielles”
Mischblut pulmonalis Shuntfluss Mischblut
pO2 1, 02 -Séttigung 1 vendse Beimischung pO2 |, 02 -Séttigung |

Shuntfluss

Qs/Qt <2-5% Qs/Qt 1

Abbildung 32: Schematische Darstellung des intrapulmonalen Shunts

5.3 Sonstige Parameter

5.3.1 Arterenol Mengen

Da zur Stabilisierung des systemischen Blutdrucks Katecholamine eingesetzt wurden,

wurde die benétigte Menge Arterenol® protokolliert.

5.3.2 Wet-to-dry weight ratio

Die nach Tétung des Tieres entnommene Lunge wurde zur Bestimmung des Nassgewichts
(wet weight) mit der Analysewaage gewogen. Nach Trocknung der Lunge bis zur Ge-
wichtskonstanz im Warmeschrank bei 60°C wurde das Trockengewicht (dry weight) be-
stimmt. Aus diesen beiden Werten wurde, als Parameter der extravaskuldren pulmonalen
Flussigkeitseinlagerung, das Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnis der Lungen (wet-to-dry

weight ratio) berechnet.
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6 VERSUCHSAUSWERTUNG

6.1 Datenerhebung

6.1.1 Beatmungsdruck und hamodynamische Parameter

Die mit zwei Hertz (Hz) aufgezeichneten Driicke fiir die Parameter VP SAP und RVP/PAP
wurden zur besseren Datenverarbeitung einer Datenreduktion unterzogen. Dazu wurden
die Originalwerte aus dem Aufzeichnungsprogramm Labtech Pro® im Tabellenkalkulati-
onsprogramm Excel® zu 2min Mittelwerten zusammengefasst, welche als Grundlage fiir
die Auswertung der Versuche dienten. Die Werte zu den Zeitpunkten t=0, 10, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 und 120min wurden unter Berlcksichtigung
eventueller AusreiBer in das Versuchsprotokoll tibernommen. Sowohl die Originaldaten als

auch die Mittelwerte wurden mit Hilfe des Programms PlotIt® grafisch dargestellt.

6.1.2 Zentralvenodser Druck

Der zentralvendse Druck fir die Zeitpunkte t=0, 10, 20, 30, 60, 90 und 120min wurden
nach Umstellen des Druckaufnehmers direkt abgelesen und in das Versuchsprotokoll tber-

nommen.

6.1.3 Blutparameter

Die Werte fiir die gemessenen Parameter pH, pO,, PcO,, Hb und O,Séttigung der arteriel-
len und vendsen Blutproben wurden ohne weitere Modifikationen flr die entsprechenden
Zeitpunkte in das Versuchsprotokoll tibertragen.

6.1.4 Berechnete Parameter

Die Werte fiir die Parameter HZV, PVR und SVR wurden durch Formeln im Tabellenkal-
kulationsprogramm Excel® berechnet und automatisch in das Versuchsprotokoll eingefiigt.
Fur den Parameter Qs/Qt in Prozent wurde als Ausgangswert (pra-OA) der Mittelwert der
Zeitpunkte t=0 bis t=20 berechnet und flr die Auswertung herangezogen. Als Endwert

nach Lungenschadigung (post-OA) diente der Wert zum Zeitpunkt t=120min.

6.1.5 Protokollierung der Katecholamingaben

Die Perfusoreinstellungen, mit denen die Katecholamin-Infusion erfolgte, wurden kontinu-

ierlich protokolliert. Die verbrauchte Norepinephrinmenge berechnete sich entsprechend
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und wurde zu zwei-Minuten-Werten zusammengefasst. Der Gesamtverbrauch ergab sich

aus der Addition der Teilmengen und entsprach der Flache unter der Kurve (AUC).

6.1.6 Wet weight, dry weight und wet-to-dry weight ratio

Nach Wégung der Lunge im Urinbecher direkt nach der Entnahme der Lunge wurde der
Wert fur das wet weight durch Abzug des Bechergewichts errechnet und protokolliert.
Nach Trocknung der Lunge bis zur Gewichstkonstanz im Trockenschrank bei 60°C wur-

den das dry weight bestimmt und der wet-to-dry weight ratio berrechnet.

6.2 Datenauswertung und grafische Darstellung

Zur Beschreibung der Daten wurden mit dem Tabellenkalkulatiosprogramm Excel® Mit-
telwerte (MW) und Standardabweichungen (STABWN) berechnet und grafisch dargestellt.

6.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde unter Verwendung des Statistikprogramms SPSS® 12.0
durchgefiihrt. Dabei wurden die Daten, ausgenommen der fur die Parameter wet weight,
dry weight, wet-to-dry weight ratio und Arterenol®-Gesamtverbrauch, zur statistischen
Prifung des Gruppen- und Zeiteinflusses sowie der Wechselwirkungen Zeit*Gruppe mit
einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (MANOVA) mit Messwiederholungen im Faktor
»Zeit” analysiert. Bei Gruppenvergleichen mit Kontrolle wurden die post-hoc Tests TU-
KEY HSD, Q nach R-E-G-W, GAMES-HOWELL, und DUNNETT angewendet, wohin-
gegen bei Gruppenvergleichen ohne Kontrolle der DUNNETT-Test nicht durchgefihrt
wurde. Zusatzlich wurde bei Vergleichen von drei Gruppen, unabhéngig ob mit oder ohne
Kontrolle, der LSD post-hoc Test ausgefuihrt. Es wurden folgende Merkmale untersucht:
SAP, PAP/RVP, VPmax und VPmean, als ,kontinuierliche* Parameter (siebzehn Zeit-
punkte) und CVP, arterieller und vendser pH, pO,, pCO,, Hb, O,-Séattigung, HZV, PVR
und SVR als ,,nicht kontinuierliche* Parameter (sieben Zeitpunkte).

Die Daten fiir die Parameter wet weight, dry weight, wet-to-dry weight ratio, Arterenol®-
Gesamtverbrauch und Qs/Qt préa- und post-OA wurden mit einer einfaktoriellen Varianz-
analyse (ANOVA) analysiert, da bei diesen Parametern kein Zeitverlauf vorhanden war.
Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen (Greenhouse-Geisser und Huynh-Feldt)
wurde das Signifikanzniveau o < 0,05 zugrunde gelegt. Das heil3t, dass Ergebnisse mit p <
0,05 als statistisch signifikant angesehen wurden. Zusatzlich wurden die Werte der jeweili-
gen Parameter zwischen den Kontrollgruppen und Therapiegruppen mit einem T-Test di-

rekt miteinander verglichen.
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Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden nach Berechnung der Mittelwerte, Standard-
abweichungen und der statistischen Auswertung fur die Parameter SAP, PAP, PVR, arte-
rieller pCO,, p0O,, O,-Sattigung, Norepinephrinverbrauch und VPq.x als Zeitverlaufe gra-
fisch dargestellt. Die Parameter Norepinephrin-Gesamtverbrauch, wet-to-dry weight ratio
und Qs/Qt fur den Zeitpunkt t=120min wurden in Form von Balkendiagrammen abgebil-
det, wohingegen die Parameter CVP, HZV und arterieller pH-Wert in Tabellenform wie-
dergegeben wurden.

Obwohl die statistische Auswertung sowohl die Vergleiche der Therapiegruppen mit den
entsprechenden Kontrollen als auch den Vergleich der Therapiegruppen untereinander ein-
schloss, stand der Vergleich der Therapiegruppe mit der Kontrolle im Vordergrund und
wurde auch vornehmlich bei der Darstellung und Diskussion der Ergebnisse beriicksich-
tigt. Obgleich durchaus signifikante Unterschiede in den unterschiedlichen Parametern
zwischen den einzelnen Therapiegruppen auftraten, wurden diese hier nicht weiter erldu-
tert, da der Schwerpunkt der Untersuchungen auf dem Therapieeffekt des jeweiligen Vaso-
dilators auf die Olsdure-induzierte Lungenschiadigung lag. Demzufolge beziehen sich die
Angaben von Signifikanzen, falls nicht anderweitig erwéhnt, stets auf die Unterschiede
zwischen der Therapiegruppe und der entsprechenden Kontrollgruppe.

Obwohl in der zweifaktoriellen Varianzanalyse sowohl Berechnungen flr den Faktor Zeit
(Unterschiede im zeitlichen Verlauf) als auch im Faktor Zeit*Gruppe (Unterschiede in den
Zeitverlaufen der jeweiligen Gruppen) und Gruppe (Unterschiede im zeitlichen Mittel)
durchgefihrt wurden, stehen Unterschiede im Faktor Zeit*Gruppe im Vordergrund der
Erlauterungen.

Das Symbol T steht entsprechend fir signifikante Unterschiede in der zweifaktoriellen Va-
rianzanalyse im Faktor Zeit*Gruppe. Dabei wurde ein Unterschied erst als signifikant an-
genommen, wenn der Wert sowohl im Test nach Greenhouse-Geisser als auch nach
Huynh-Feld kleiner als 0,05 war. Die * Symbole représentieren in der Farbe der jeweiligen
Versuchsgruppe signifikante Unterschiede des Parameters im T-Test bzw. der einfaktoriel-
len Varianzanalyse (wet-to-dry weight ratio, Qs/Qt) fiir den jeweiligen Zeitpunkt im Ver-

gleich der Therapiegruppe gegen die Kontrolle.
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Diagramm 1: Zeitliche Verlaufe der Parameter SAP, PAP/RVP, SVR und PVR fir die Ver-

suchsgruppen Kontrolle (o) und Olsaure Kontrolle (o)
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» Systemisch-arterieller Druck (SAP)

Der mSAP konnte bei den Tieren der Versuchsreihe Kontrolle und Olsdure Kontrolle na-
hezu konstant gehalten werden. Die zweifaktorielle Varianzanalyse fur die beiden Ver-
suchsgruppen ergab keine signifikanten Unterschiede in den Faktoren Zeit, Zeit*Gruppe
und Gruppe. Auch der direkte Vergleich der Werte mit dem T-Test ergab keine signifikan-

ten Unterschiede (siehe Diagramm 1).

» Pulmonalarterieller Druck (PAP)

Sowohl in den Leerversuchen, als auch in den Versuchen mit Olsaure konnte ein Anstieg
des PAP beobachtet werden. Der gemittelte Druckanstieg von 18,42+1,27mmHg auf
24,27+2,39mmHg fir die OA-Kontrollen lag mit einem relativen Anstieg von 30% deut-
lich Gber dem der Kontrollen, bei denen der PAP nur um knapp 10% anstieg. Dieser Unter-
schied konnte auch in der zweifaktoriellen Varianzanalyse durch Signifikanzen im Faktor
Zeit und Zeit*Gruppe nachgewiesen werden. Im direkten Vergleich der pulmonal-
arteriellen Driicke mit dem T-Test konnten signifikante Unterschiede fir die Zeitpunkte
t=22, 70, 80,90,und 100min festgestellt werden (siehe Diagramm 1).

» Systemisch-vaskularer Widerstand (SVR)

Sowohl die zweifaktorielle Varianzanalyse als auch der T-Test ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen fur den Parameter SVR. Mit Werten
um 21,1+2,6 x10° (MW Kontrolle) und 21,6+3,6 x10° dynsecxcm™ (MW OA-Kontrolle)
lagen beide Gruppen im physiologischen Bereich (siehe Diagramm 1).

» Pulmonalvaskularer Widerstand (PVR)

Die zweifaktorielle Varianzanalyse flr den pulmonalvaskuldaren Widerstand ergab signifi-
kante Unterschiede zwischen den Gruppen im Faktor Zeit und Zeit*Gruppe. Der PVR in
der Gruppe Olséure Kontrolle stieg im Vergleich zu der Kontrolle nach OA-Gabe zum
Zeitpunkt t=20min deutlich an. Mit einem maximalen Wert von 4,57+0,82 x10° dyn-
secxcm™ zum Zeitpunkt t=90min lag der PVR rund 78% iiber dem minimalen Wert zum
Zeitpunkt t=20min. Im T-Test traten Signifikanzen zu den Zeitpunkten t=60 und 90min auf
(siehe Diagramm 1).

» Zentralvenoser Druck (CVP)

Der zentralvendse Druck blieb sowohl in der Versuchsreihe Kontrolle als auch in der Ol-
saure Kontrolle nahezu konstant, obgleich in beiden Gruppen Uber die Dauer des Versuchs
ein leichter aber nicht signifikanter Abfall des CVP zu beobachten war (Kontrolle 6%, OA-
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Kontrolle 11%). Die Werte unterschieden sich jedoch weder im T-Test, noch in der zwei-

faktoriellen Varianzanalyse (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Zentralvenoser Druck (CVP) in mmHg fir die Versuchsgruppen Kontrolle und

Olsaure Kontrolle zu den jeweiligen Zeitpunkten

Versuchsreihe Kontrolle Olsaure Kontrolle
Zeitpunkttinmin MW STABWN MW STABWN
0 6,66 + 0,37 6,30 + 0,54
10 6,62 += 0,40 6,14 + 0,43
20 6,68 = 0,34 6,14 + 0,37
30 6,68 + 0,39 596 + 0,48
60 6,52 + 0,48 574 + 0,63
90 6,46 + 041 6,30 + 0,70
120 6,26 *+ 0,56 560 + 0,64

» Herzzeitvolumen (HZV)

Das Herzzeitvolumen zeigte zwar leichte Schwankungen (Kontrolle 39,98ml/min £ 14%
Min/Max; OA-Kontrolle 58,31ml/min £ 20% Min/Max) aber in der zweifaktoriellen Vari-

anzanalyse und dem T-Test konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen wer-
den (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Herzzeitvolumen (HZV) in ml/min fiir die Versuchsgruppen Kontrolle und Ol-

Obwonhl

saure Kontrolle zu den jeweiligen Zeitpunkten

Versuchsreihe Kontrolle Olsaure Kontrolle
Zeitpunkttinmin -~ MW STABWN MW STABWN
0 306,69 + 43,14 291,05 + 34,88
10 300,97 + 3529 298,63 * 33,85
20 296,81 + 33,69 32426 * 23,79
30 292,45 + 28,38 300,62 + 45,20
60 317,28 + 47,65 289,68 + 56,57
90 329,09 + 51,05 289,70 + 45,89
120 332,43 + 46,01 347,99 + 73,43

» Katecholamingaben

die OA-Kontrollen mit 184,8+£130,1ug gegentber

den Kontrollen mit

49,2+48,3ug einen nahezu viermal so hohen Gesamtverbrauch an Norepinephrin zeigten
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(siehe Diagramm 3), unterschieden sich die Werte weder in der ANOVA noch im T-Test.
Auch in der statistischen Auswertung der Zeitverlaufe (siehe Diagramm 2) konnten keine

signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Diagramm 2: Zeitliche Verlaufe des gemittelten Norepinephrinverbrauchs zur Stabilisie-
rung des SAP fiir die Versuchsgruppen Kontrolle ( — ) und Olséure Kon-
trolle (—)
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Diagramm 3: Norepinephrinverbrauch der Versuchsgruppen Kontrolle und Olsdure Kon-
trolle
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> Arterielle pCO2-Werte

In den OA-Kontrollen konnte ein deutlicher Anstieg des pCO; von 41,88+4,91mmHg
(t=0min) auf 55,52+6,27mmHg (t=120min) festgestellt werden. Demgegenuber fiel der
pCO, in der Kontrollgruppe von 39,36+5,60mmHg (t=0min) auf 37,12+4,29mmHg
(t=120min) leicht ab. Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab fur diese Unterschiede
zwischen den Gruppen Signifikanzen im Faktor Zeit, Zeit*Gruppe und Gruppe. Der T-Test
ergab signifikante Unterschiede flr die Zeitpunkte t=30, 60, 90 und 120min (siehe
Diagramm 4).

> Arterielle pO2-Werte
Auch fur die pO,-Werte ergab der Vergleich der Gruppen Kontrolle und OA-Kontrolle mit
der zweifaktoriellen Varianzanalyse Unterschiede im Faktor Zeit, Zeit*Gruppe und Grup-
pe. Wie in Diagramm 4 zu sehen ist, fiel der arterielle pO, nach der OA-Gabe zum Zeit-
punkt t=20min von 229,70+10,11mmHg auf 51,80+15,57mmHg zum Zeitpunkt t=120min
ab. Der direkte Vergleich mit dem T-Test ergab signifikante Unterschiede flr die Zeit-
punkte t=30, 60, 90 und 120min (siehe Diagramm 4).

» Arterielle O2-Sattigung
Die arterielle O,-Séttigung fiel in der Versuchsgruppe OA-Kontrolle von 100£0% (t=0min
bis t=20min) auf 69,90+14,91% (£ 30%) ab, wohingegen die Werte flr die Kontrollgruppe
nahezu konstant blieben (+0,2%). Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in den Faktoren Zeit, Zeit*Gruppe und Grup-
pe. Der T-Test ergab signifikante Unterschiede fir die Zeitpunkte t=60 bis 120min (siehe

Diagramm 4).

» Arterielle pH-Werte
Der pH-Wert fiel, wie in Tabelle 8 zu sehen ist, in der OA-Kontrollgruppe um 0,209 £ ca.
3% leicht ab, wohingegen er in der Kontrollgruppe nur um 0,107 £ ca. 1,5% fiel. Die zwei-
faktorielle VVarianzanalyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in den

Faktoren Zeit, Zeit*Gruppe und Gruppe. Der T-Test ergab Signifikanzen zu den Zeitpunk-
ten t=90 und 120min.
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Tabelle 8: pH-Werte fiir die Versuchsgruppen Kontrolle und Olsdure Kontrolle zu den

jeweiligen Zeitpunkten

Versuchsreihe Kontrolle Olsaure Kontrolle
Zeitpunkttinmin ~ MW STABWN MW STABWN
0 7,397 + 0,04 7,361 + 0,04
10 7,431 + 0,04 7,377 + 0,04
20 7,431 = 0,05 7,379 + 0,04
30 7,424 + 0,07 7,359 + 0,05
60 7,380 = 0,09 7,269 = 0,06
90 7,357 £ 0,07 7,225 + 0,05*
120 7,324 + 0,06 7,170 + 0,06*f
1.3  Pulmonale Parameter
» Beatmungsdruck
24
E‘\) * *
20 * * * * -
é ] L e ® B e s ©®
pa 16
£ 1 i i g [ ] [ ] ] L | - L [ ]
(ol
>

12 +

20

40

60

Zeitpunkt t in min

80

100

120

Diagramm 5: Zeitliche Verlaufe des Beatmungsdrucks (VP) fur die Versuchsgruppen Kon-

trolle (e) und Olséure Kontrolle (e)

Der maximale Beatmungsdruck stieg bei den Tieren der OA-Gruppe von 15,0+1,0mmHg

auf 20,4+0,4mmHg an, wohingegen die Kontrolltiere mit einem relativ konstanten Beat-

mungsdruck von 14,0 bis 14,6 (min/max) beatmet wurden (siehe Diagramm 5). Die zwei-

faktorielle Varianzanalyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in den

Faktoren Zeit, Zeit*Gruppe und Gruppe. Im T-Test traten Signifikanzen fir die Zeitpunkte

t=26 bis t=120min auf.

-84 -



11l ERGEBNISSE

OLSAURE KONTROLLE

» Wet-to-dry weight ratio

Das Verhaltnis von Nass- zu Trockengewicht der Lungen lag bei den OA-Kontrollen mit

8,5+0,4 signifikant (ANOVA und T-Test) hoher als bei den Kontrollversuchen mit 4,7+0,8

(siehe Diagramm 6).

10

Wet to dry weight ratio

Kontrolle OA Kontrolle

Diagramm 6: Wet-to-dry weight ratio der Versuchsgruppen Kontrolle und Olsaure Kon-

trolle

» Intrapulmonaler Shunt (Qs/Qt)

80

Qs/Qt (%)

Kontrolle OA Kontrolle

Diagramm 7: Intrapulmonaler Shunt der Versuchsgruppen Kontrolle und Olsaure Kon-

trolle zum Zeitpunkt t=120min
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Der intrapulmonale Shunt lag fir den Zeitpunkt t=120min bei den OA-Kontrollen mit
40,79+14,96% deutlich (ca. achtmal) und signifikant (ANOVA und T-Test) hoher als bei
den Kontrollversuchen mit 4,99+1,04% (siehe Diagramm 7).

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Versuche mit Olsdure zeigten, dass die intravendse Injektion von 0,1ml/kg OA zu ei-
nem deutlichen Anstieg des PAP/RVP fuhrt. Dabei konnte bereits 2min nach der Gabe im
Vergleich zu den Kontrollen ein deutlich hoherer PAP festgestellt werden. Der mittlere
systemisch-arterielle Druck blieb wéhrend der gesamten Versuchsdauer nahezu konstant,
obgleich zur Stabilisierung mehr Norepinephrin benétigt wurde als in den Kontrollen. In
Korrelation dazu konnte der SVR in der OA-Gruppe konstant gehalten werden, wéhrend
der PVR deutlich anstieg. In den OA-Kontrollversuchen stieg der pCO, unmittelbar nach
OA-Gabe deutlich an, wohingegen der arterielle pO, und die O,-Séattigung massiv abfielen.
Des Weiteren flihrte die Injektion von 0,1ml OA zum Zeitpunkt t=20min bereits nach 6min
zu signifikant hoheren Beatmungsdriicken, was einen Compliance-Abfall widerspiegelte,
da die Beatmungsvolumen konstant blieben. Zudem wiesen die OA-Kontrolltiere nach
Versuchsende deutlich hohere Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnisse auf. Der intrapulmo-
nalen Shuntfluss stieg bei diesen Versuchstieren ebenfalls stark an.
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Diagramm 8: Zeitliche Verlaufe der Parameter SAP, PAP/RVP, SVR und PVR fir die Ver-
suchsgruppen OA-Kontrolle (o), OA-NO 2ppm () und OA-NO 20ppm (=)
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» Systemisch-arterieller Druck (SAP)

Der SAP konnte bei den Tieren der Versuchsreihen Olsaure Kontrolle, OA-NO 2ppm und
OA-NO 20ppm nahezu konstant gehalten werden. Die Werte fur OA-NO 2ppm liegen je-
doch stets leicht Uber, und die fir OA-NO 20ppm leicht unter denen der OA-Kontrolle Die
zweifaktorielle Varianzanalyse fir die drei Versuchsgruppen ergab keine signifikanten
Unterschiede in den Faktoren Zeit, Zeit*Gruppe und Gruppe. Im direkten Vergleich der
Gruppen mit dem T-Test traten jedoch signifikante Unterschiede zwischen OA-Kontrolle
und OA-NO 2ppm fur die Zeitpunkte t=0, 10, 24, 26, 28, 30, 50, 90 100, 110 und 120min
auf. Beim Vergleich der OA-Kontrolle mit NO 20ppm trat fiir den SAP ein signifikanter
Unterschied fur den Zeitpunkt t=40min auf (siehe Diagramm 8).

» Pulmonalarterieller Druck (PAP)

Keine der beiden Versuchsgruppen mit NO ergab in der zweifaktoriellen Varianzanalyse
im Vergleich zu der OA-Kontrollgruppe, als auch im Vergleich untereinander, keine Signi-
fikanzen in den Faktoren Zeit*Gruppe und Gruppe. Im T-Test trat im Vergleich von OA-
NO 2ppm und der OA-Kontrolle ein signifikanter Unterschied zum Zeitpunkt t=22min auf.
Fur den Vergleich von NO 20ppm mit der OA-Kontrolle und NO 20ppm mit NO 2ppm
wurden fur den Parameter PAP keine signifikanten Unterschiede festgestellt, obwohl der
Verlauf der Kurve mit einem maximalen Unterschied von 5mmHg (t=110min) deutlich

uber dem der OA-Kontrollgruppe lag (siehe Diagramm 8).

» Systemisch-vaskularer Widerstand (SVR)

Sowohl die zweifaktorielle Varianzanalyse als auch der T-Test ergab fur den Parameter
SVR keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen (siehe

Diagramm 8).

» Pulmonalvaskularer Widerstand (PVR)

Auch fir den pulmonalvaskuldren Widerstand wurden mit der zweifaktoriellen Varianz-
analyse keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt, obgleich im
T-Test fur OA-NO 2ppm vs. die OA-Kontrolle Signifikanzen fir die Zeitpunkte t=0 und
10min und fur OA-NO 20ppm fur die Zeitpunkte t=20 und 60min festgestellt wurden (sie-
he Diagramm 8).

» Zentralvenoser Druck (CVP)
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Der zentralvendse Druck fiel in allen Gruppen Uber die Dauer des Versuchs leicht ab (9,8-
13,7%). In der zweifaktoriellen Varianzanalyse konnten jedoch keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt werden. Im T-Test fur die Versuchsgruppen OA-NO 2ppm gegen die
OA-Kontrolle trat eine Signifikanz zum Zeitpunkt t=90min auf (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Zentralvendser Druck (CVP) in mmHg fur die Versuchsgruppen OA-Kontrolle,
OA-NO 2ppm und OA-NO 20ppm zu den jeweiligen Zeitpunkten

Versuchsreihe Olsaure Kontrolle OA-NO 2ppm OA-NO 20ppm
Zeitpunkttinmin ~ MW STABWN ~ MW STABWN MW STABWN
0 6,30 + 0,554 584 + 049 6,92 + 0,59
10 6,14 + 043 568 + 0,46 6,68 + 0,53
20 6,14 £ 0,37 562 + 0,53 6,60 + 0,40
30 596 + 048 568 +* 0,33 6,52 + 0,83
60 574 + 0,63 544 + 0,61 6,24 + 111
90 6,30 + 0,70 518 + 0,52 6,26 + 1,22
120 560 + 0,64 504 + 0,50 6,34 + 142

» Herzzeitvolumen (HZV)

Auch fur das Herzzeitvolumen konnten mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen im Faktor Zeit*Gruppe festgestellt werden.
Der T-Test fur OA-NO 2ppm und OA-Kontrolle zeigte jedoch einen signifikanten Unter-
schied zwischen den Werten zum Zeitpunkt t=0 und 10min und fir OA-NO 20ppm gegen
OA-Kontrolle fur den Wert zum Zeitpunkt t=20min (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Herzzeitvolumen (HZV) in ml/min fiir die Versuchsgruppen OA-Kontrolle, OA-
NO 2ppm und OA-NO 20ppm zu den jeweiligen Zeitpunkten

Versuchsreihe Olsaure Kontrolle OA-NO 2ppm OA-NO 20ppm
Zeitpunkttinmin MW STABWN — MW STABWN MW STABWN
0 291,05 + 3488 38953 + 74,73 29420 * 38,36
10 298,63 + 3385 38598 + 5964 28432 * 27,14
20 32426 + 23,79 37540 + 6065 28148 =+ 10,55
30 300,62 + 4520 32564 + 39,75 258,01 * 17,89
60 289,68 + 56,57 27497 + 36,83 25432 % 1520
90 289,70 + 4589 29384 + 6152 302,23 * 39,02
120 34799 + 7343 33200 * 7954 30754 % 3515
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» Katecholamingaben
Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede im Faktor
Zeit*Gruppe und Gruppe fiir den Norepinephrinverbrauch der Versuchsgruppen (siehe
Diagramm 9). Dennoch lag der Gesamtverbrauch fir OA-NO 2ppm mit 146,5+73,4u9
leicht unter und fir OA-NO 20ppm mit 256,9+284,9ug leicht Gber dem der OA-Kontrolle
184,8+130,1ug (siehe Diagramm 10).

100 5

10 H

Norepinephrin-Verbrauch (ug/min)
|

__'_'_,_7
3 ’_,_,—’—_'__ =
_'—'—'_\_:——._
0,1
0,01 -
I T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Zeitpunkt t in min

Diagramm 9: Zeitliche Verlaufe des gemittelten Norepinephrinverbrauchs zur Stabilisie-
rung des SAP fur die Versuchsgruppen OA-Kontrolle (— ), OA-NO 2ppm (
) und OA-NO 20ppm (—)
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T T
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Diagramm 10: Norepinephrinverbrauch der Versuchsgruppen OA Kontrolle, OA-NO
2ppm und OA-NO 20ppm
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Diagramm 11: Zeitliche Verlaufe der Parameter pCO,, pO, und O,-Sattigung flr die Ver-
suchsgruppen OA-Kontrolle (o), OA-NO 2ppm () und OA-NO 20ppm (=)
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> Arterielle pCO2-Werte

Die Versuchsgruppe OA-NO 2ppm unterschied sich in der zweifaktoriellen Varianzanaly-
se im Faktor Zeit*Gruppe signifikant von der OA-Kontrollgruppe. Im T-Test traten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Werten der beiden Versuchsgruppen auf, obwohl
die Gruppe OA-NO 2ppm zum Zeitpunkt t=120min mit 64,4+5,8mmHg ca. 16% hdher lag
als die OA-Kontrolle (55,5+6,3mmHg). Die Gruppe OA-NO 20ppm unterschied sich fur
den Parameter pCO, weder im T-Test noch in der zweifaktoriellen Varianzanalyse signifi-
kant von der OA-Kontrolle (siehe Diagramm 11).

> Arterielle pO2-Werte
Der Verlauf der pO,-Werte der drei Gruppen war nahezu identisch. Der Vergleich der
Gruppen OA-Kontrolle, OA-NO 2ppm und NO 20ppm mit der zweifaktoriellen Varianz-
analyse ergab keine Unterschiede im Faktor Zeit*Gruppe. Auch im direkten Vergleich der

Werte mit dem T-Test traten keine signifikanten Unterschiede auf (siehe Diagramm 11).

» Arterielle O>-Sattigung
Gleiches gilt auch fir die arterielle O,-Séttigung, obwohl die Werte der NO-Gruppen uber

die Dauer des Versuchs tber denen der Kontrolle lagen (siehe Diagramm 11). Zum Zeit-
punkt t=120min lagen die Therapiegruppen mit 80,0+16,1% (OA-NO 2ppm) und
81,4+7,6% (OA-NO 20ppm) deutlich iber der OA-Kontrolle (69,9+14,9%).

» Arterielle pH-Werte

Tabelle 11: pH-Werte fur die Versuchsgruppen OA-Kontrolle, OA-NO 2ppm und OA-NO

20ppm zu den jeweiligen Zeitpunkten

Versuchsreihe Olsaure Kontrolle OA-NO 2ppm OA-NO 20ppm
Zeitpunkttinmin MW sTABWN MW STABWN ~ MW STABWN
0 7,361 + 0,04 7,453 + 0,05 7,318 + 0,07
10 7,377 = 0,04 7,472 + 0,03 7,342 + 0,06
20 73719 + 0,04 7,465 + 0,02 7,354 + 0,06
30 7,359 + 0,05 7,445 + 0,03 7,336 + 0,05
60 7,269 += 0,06 7,390 + 0,05 7,283 £+ 0,04
90 7225 + 0,05 7,316 + 0,05 7,208 + 0,07
120 7,170 + 0,06 7,262 + 0,06 7,130 + 0,10
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Der pH-Wert fiel in allen Gruppen leicht ab (£0,21). Die zweifaktorielle Varianzanalyse
ergab keine Unterschiede zwischen den Gruppen im Faktor Zeit*Gruppe, obwohl sich im
T-Test fur OA-NO 2ppm und OA-Kontrolle alle Werte bis auf t=120min signifikant unter-
schieden (siehe Tabelle 11).

2.3 Pulmonale Parameter

» Beatmungsdruck
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Diagramm 12: Zeitliche Verlaufe des Beatmungsdrucks (VP) fur die Versuchsgruppen OA-
Kontrolle (o), OA-NO 2ppm () und OA-NO 20ppm (=)

Der maximale Beatmungsdruck stieg bei den Tieren aller Gruppen vergleichbar stark an.
Die zweifaktorielle VVarianzanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen im Faktor Zeit*Gruppe und Gruppe (siehe Diagramm 12).

» Wet-to-dry weight ratio
Die Verhéltnisse von Nass- zu Trockengewicht der Lungen der drei Versuchsgruppen un-
terschieden sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse und dem T-Test nicht signifikant
voneinander (siehe Diagramm 13). Dennoch lagen beide Therapiegruppen mit 7,7£1,0
(OA-NO 2ppm) und 8,0+0,5 (OA-NO 20ppm) leicht unter der OA-Kontrolle (8.5+0.4)
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10

Wet to dry weight ratio

OA Kontrolle OA NO 2ppm OA NO 20ppm

Diagramm 13: Wet-to-dry weight ratio der Versuchsgruppen OA-Kontrolle, OA-NO 2ppm
und OA-NO 20ppm

» Intrapulmonaler Shunt (Qs/Qt)
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20 +

OA Kontrolle OA NO 2ppm OA NO 20ppm

Diagramm 14: Intrapulmonaler Shunt der Versuchsgruppen OA-Kontrolle, OA-NO 2ppm
und OA-NO 20ppm zum Zeitpunkt t=120min

In beiden Therapiegruppen mit Stickstoffmonoxid, lag der intrapulmonale Shunt mit
34,05+18,75% fur NO 2ppm und 30,55£8,47% fur NO 20ppm, leicht unter dem der Kon-
trollgruppe (siehe Diagramm 14).
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Zusammenfassung der Ergebnisse

In den Versuchen mit Stickstoffmonoxid als inhalativem Vasodilator konnte keine Verbes-
serung der OA-induzierten pulmonalen Hypertonie beobachtet werden. Vielmehr wurden
in der Versuchsgruppe OA-NO 20ppm bei nahezu gleich bleibendem SAP im Vergleich zu
der OA-Kontrolle hohere pulmonalarterielle Driicke gemessen. Auch der PVR in der OA-
NO 20ppm -Gruppe lag leicht hoher.

Obwohl der Verlauf der pCO2-Werte fiir die Gruppe OA-NO 2ppm nicht deutlich héher zu
liegen scheint als der der anderen Gruppen, wurde mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse
ein signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe berechnet. Da auch in der arteriellen
Oxygenierung keine positiven Effekte beobachtet werden konnten, bleibt festzuhalten, dass
NO in den Konzentrationen 2 und 20ppm zu keiner Verbesserung der OA-induzierten Gas-
austauschstérung fihrte, obwohl beide Therapiegruppen in der arteriellen Sattigung leicht
uber und die berechneten Shuntflisse leicht unter den Kontrollen lagen. Unter NO-
Therapie konnte auch keine Verbesserung der OA-vermittelten Azidose beobachtet wer-
den. Des Weiteren flihrte die Gabe von NO zu keiner Verminderung der Beatmungsdriicke
und der Nass-zu-Trockengewicht-Verhéltnisse der Lungen. Obwohl sich die Werte der
Therapiegruppen fur den Parameter Qs/Qt nicht signifikant von dem der Kontrolle unter-
schieden, kann eine leichte dosisabhéngige Verminderung des intrapulmonale Shuntflusses

unter NO-Therapie konstatiert werden.
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3 VERSUCHE MIT SILDENAFIL

3.1 Hamodynamik
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Diagramm 15: Zeitliche Verlaufe der Parameter SAP, PAP/RVP, SVR und PVR fir die
Versuchsgruppen OA-Sildenafil-Kontrolle (e), OA-Sil 100ug (v), OA-Sil
300ug (¢) und OA-Sil 1000ug (a)
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» Sytemisch-arterieller Druck (SAP)

Der SAP konnte bei den Tieren der Sildenafil Versuchsreihen relativ konstant gehalten
werden. Direkt nach der OA-Gabe fiel der SAP in allen Therapiegruppen jedoch leicht ab.
Die zweifaktorielle Varianzanalyse fur die Vergleiche der Versuchsgruppen OA-Sil 100ug
und OA-Sil 300ug mit der Sildenafil-Kontrolle ergab signifikante Unterschiede im Faktor
Zeit*Gruppe. Im direkten Vergleich der Werte fir OA-Sil 100ug und OA-Sil 1000ug mit
der Kontrolle im T-Test ergaben sich Signifikanzen fir die Zeitpunkte t=22, 24 und 26min
(siehe Diagramm 15).

» Pulmonalarterieller Druck (PAP)

Obwohl die Kurve fir die Sildenafil-Kontrolle fiir den Parameter PAP direkt nach Infusi-
onsbeginn deutlich tGber denen der Sildenafil-Versuchsgruppen lag, konnten mit der zwei-
faktoriellen Varianzanalyse keine Unterschiede zwischen den Kurvenverldufen festgestellt
werden. Im T-Test trat lediglich im Vergleich von OA-Sil 1000ug gegen die OA-Sil-
Kontrolle ein signifikanter Unterschied fiir den Zeitpunkt t=26min auf (siehe Diagramm
15).

» Systemisch-vaskularer Widerstand (SVR)
Auch fur den Parameter SVR zeigte die zweifaktorielle Varianzanalyse keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf (siehe Diagramm 15). Im T-Test ergaben
sich Signifikanzen fiir die Gruppen OA-Sil 100ug und OA-Sil 300ug gegen die Sildenafil-
Kontrolle fur die Zeitpunkte t=20min (100pg und 300ug) und t=0Omin (Sil 100ug) und
t=10min (Sil 300uQ).

» Pulmonalvaskularer Widerstand (PVR)
Fur den pulmonalvaskuldren Widerstand ergab die zweifaktorielle Varianzanalyse keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen mit Sildenafil und der Kontrol-
le. Im T-Test flir den Zeitpunkt t=20min wiesen alle Therapiegruppen im Vergleich mit der

Kontrolle jedoch signifikant unterschiedliche Werte auf”(siehe Diagramm 15).

» Zentralvenoser Druck (CVP)

Obgleich bei allen Gruppen tber die Dauer des Versuchs ein leichter Abfall des CVP zu
beobachten war, unterschieden sich die Werte weder in der zweifaktoriellen Varianzanaly-

se noch im T-Test signifikant voneinander (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: Zentralvendser Druck (CVP) in mmHg fur die Versuchsgruppen OA-Sildenafil-

Kontrolle, Sil 100ug, Sil 300ug und Sil 1000pg zu den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Sil-Kontrolle OA-Sil 100ug OA-Sil 300ug OA-Sil 1000ug

MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN
0 6,46 = 0,31 6,54 = 0,50 6,22 + 0,50 6,28 + 0,52
10 6,38 = 0,35 6,42 = 047 6,18 £ 0,55 6,28 + 0,52
20 6,24 + 045 6,40 + 043 596 *= 0,63 6,32 = 0,50
30 594 £+ 0,70 6,34 = 0,56 538 + 0,58 568 * 0,52
60 550 = 0,61 6,18 £ 1,08 594 = 0,71 546 + 0,48
90 556 £+ 0,39 6,06 £ 1,12 578 = 0,80 522 + 0,53
120 558 £+ 0,35 6,24 £ 134 564 = 0,88 542 + 0,49

» Herzzeitvolumen (HZV)

Auch fir den Parameter HZV ergab die zweifaktorielle Varianzanalyse im Faktor

Zeit*Gruppe keine signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen und der Sil-
Kontrolle. Im T-Test traten jedoch fir den Vergleich OA-Sil 100ug gegen OA-Sil-
Kontrolle Signifikanzen zu den Zeitpunkten t= 0, 10, 20 und 60min und fiir OA-Sil 300ug

und OA-Sil 1000ug gegen Sil-Kontrolle zu den Zeitpunkten t=20min auf. In allen drei

Therapiegruppen war ein leichter Anstieg des HZV zu beobachten (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Herzzeitvolumen (HZV) in ml/min fir die Versuchsgruppen OA-Sildenafil-

Kontrolle, Sil 100ug, Sil 300ug und Sil 1000ug zu den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Sil-Kontrolle OA-Sil 100ug OA-Sil 300ug OA-Sil 1000ug

MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN
0 3490 + 43,0 2754 + 20,77 310,3 + 40,7 306,7 £ 53,0
10 3424 *= 323 290,1 + 249 3008 + 36,9 292,3 + 442
20 3595 =+ 289 2585 + 10,3* 3024 + 31,8 2819 + 299*
30 3129 * 516 2623 + 234 2870 + 21,7 2780 = 38,1
60 272,7 = 1972 2436 + 12,7 2776 + 30,7 2825 + 457
90 3052 *= 90,9 2632 * 232 327,1 + 314 3128 £ 32,3
120 3484 =+ 90,8 3109 + 60,3 3774 * 755 4275 = 757
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» Katecholamingaben
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Diagramm 16: Zeitliche Verlaufe des gemittelten Norepinephrinverbrauchs zur Stabilisie-

rung des SAP flr die Versuchsgruppen OA-Sildenafil-Kontrolle (— ), OA-
Sil 100ug (— ), OA-Sil 300pug (— ) und OA-Sil 1000ug (—)
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OA Sil Kontrolle OA Sildenfafil 100pg  OA Sildenafil 300pg  OA Sildenafil 1000ug

Diagramm 17: Norepinephrinverbrauch der Versuchsgruppen OA-Sildenafil-Kontrolle,
OA-Sil 100ug, OA-Sil 300pug und OA-Sil 1000ug

Die Gesamtmenge verbrauchten Norepinephrins war mit 112,1+58,7ug fur die OA-Sil
100pug Gruppe und 152,6+44,5ug fur OA-Sil 300ug deutlich niedriger als die der Sil-
Kontrolle (309,9+443,7ug) und der mit 310,5+£156,8ug vergleichbar hohen OA-Sil 1000ug
-Gruppe. Dennoch unterschieden sich die Norepinephrinverbrduche der Therapiegruppen

nicht signifikant von denen der Kontrolle (siehe Diagramm 16 und Diagramm 17).
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3.2 Blutparameter
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Diagramm 18: Zeitliche Verlaufe der Parameter pCO,, pO, und O,-Sattigung flr die Ver-
suchsgruppen OA-Sildenafil-Kontrolle (e), OA-Sil 100ug (v), OA-Sil
300ug (#) und OA-Sil 1000ug (4)
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> Arterielle pCO2-Werte

Die arteriellen pCO,-Werte fir die Gruppen OA-Sil 300ug und OA-Sil 100ug lagen deut-
lich tber denen der OA-Sil-Kontrolle, wohingegen die Gruppe OA-Sil 100ug nahezu glei-
che pCO,-Werte zeigte wie die Kontrolle (siehe Diagramm 18). Mit der zweifaktoriellen
Varianzanalyse konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen
und der Kontrolle im Faktor Zeit*Gruppe festgestellt werden. Im T-Test unterschied sich
lediglich der Wert zum Zeitpunkt t=120min fur Sil 1000ug (56,58+4,31) signifikant von
dem der Sil-Kontrolle (48,52+4,28).

> Arterielle pO2>-Werte

Der Vergleich der Sildenafil-Gruppen mit der Kontrolle ergab keine signifikanten Unter-
schiede im Faktor Zeit*Gruppe. Im direkten Vergleich mit dem T-Test traten ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede auf. Zum Zeitpunkt t=30min lagen die Werte fur OA-Sil
300ug (119,0£22,3mmHg) und 1000ug (102,4+18,7mmHg) jedoch deutlich unter der
Kontrolle (150,5+55,8mmHg), wéhrend die Werte der Gruppe OA-Sil 100ug zu diesem
Zeitpunkt (168,5+35,5mmHg) wie auch uber den gesamten Versuchszeitraum (ber denen
der Kontrolle lagen (siehe Diagramm 18).

> Arterielle O2-Sattigung

Ahnliche Verhéltnisse waren auch bei der O,-Sattigung zu beobachten. Wahrend die Werte
der Gruppe OA-Sil 300ug nahezu deckungsgleich mit denen der OA-Sil-Kontrolle verlie-
fen, lagen die Werte der OA-Sil 100ug Gruppe deutlich ber (17,3% t=120min), und die
der OA-Sil 1000ug deutlich unter (19,3% t=120min) denen der OA-Sil-Kontrolle. Den-
noch konnten weder mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse noch mit dem T-Test signifi-

kante Unterschiede nachgewiesen werden (siehe Diagramm 18).

» Arterielle pH-Werte

Der pH-Wert fiel, wie in Tabelle 14 zu sehen ist, in allen Gruppen vergleichbar stark ab.
Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen in den Faktoren Zeit*Gruppe und Gruppe. Der T-Test ergab nur im Vergleich der
Gruppe OA-Sil 300ug gegen Sil-Kontrolle einen signifikanten Unterschied zum Zeitpunkt
t=60min.
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Tabelle 14: pH-Werte flr die Versuchsgruppen Sildenafil OA-Kontrolle, Sil 100ug, Sil
300pg und Sil 1000ug zu den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Sil-Kontrolle OA-Sil 100ug OA-Sil 300ug OA-Sil 1000ug

MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN
0 7,473 + 0,05 7503 + 0,05 7,413 + 0,06 7,446 = 0,07
10 7,502 + 0,06 7514 + 0,47 7,432 + 0,06 7,480 =+ 0,06
20 7,515 = 0,06 7502 = 0,43 7,434 = 0,07 7,484 + 0,06
30 7,470 = 0,04 7,497 + 0,56 7,386 + 0,08 7,433 + 0,05
60 7,360 = 0,05 7,384 + 1,08 7,270 + 0,06 7,303 = 0,06
90 7,263 += 0,10 7326 £ 1,12 7,221 + 0,04 7,237 £ 0,06
120 7,187 += 0,15 7254 + 1,34 7,183 + 0,07 7,144 =+ 0,08

3.3 Pulmonale Parameter

» Beatmungsdruck

24 H

emrtintt!

VPmax (mm Hg)

12

I T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Zeitpunkt t in min

Diagramm 19: Zeitliche Verlaufe des Beatmungsdrucks (VP) fur die Versuchsgruppen OA-
Sildenafil-Kontrolle (e), OA-Sil 100ug (V), OA-Sil 300ug (#) und OA-Sil
1000ug (A)

Der maximale Beatmungsdruck stieg bei den Tieren aller Gruppen deutlich an (siehe
Diagramm 19). Die Werte unterschieden sich weder in der zweifaktoriellen Varianzanalyse
(Faktor Zeit*Gruppe) noch im direkten Vergleich mit dem T-Test signifikant voneinander.
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» Wet-to-dry weight ratio
Auch die Verhaltnisse von Nass- zu Trockengewicht der Lungen unterschieden sich nicht
signifikant voneinander (siehe Diagramm 20). Die Gruppe OA-Sil 100ug wies mit 7,8+0,2
das geringste Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnis auf. Die anderen Versuchsgruppen lagen
mit 8,3+0,4 (OA-Sil 300ug) und 8,5+0,8 (OA-Sil 1000ug) leicht tber der Kontrollegruppe
(8,0+0,4).

10

Wet to dry weight ratio

OA Sil Kontrolle OA Sildenfafil 100ug  OA Sildenafil 300pg  OA Sildenafil 1000ug

Diagramm 20: Wet-to-dry weight ratio der Versuchsgruppen OA-Sildenafil-Kontrolle, OA-
Sil 100pg, OA-Sil 300pug und OA-Sil 1000pg

» Intrapulmonaler Shunt (Qs/Qt)
Wie auch bei den Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnissen der Lungen lag der intrapulmo-
nale Shunt fiir die Versuchsgruppe OA-Sil 100ug mit 23,58+13,43% am niedrigsten und
deutlich, aber nicht signifikant, unter der Kontrolle. Die anderen beiden Therapiegruppen
lagen minimal unter (OA-Sil 300ug) und deutlich, aber ebenfalls nicht signifikant, tber
(OA-Sil 1000ug) der Kontrollgruppe (siehe Diagramm 21).
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80

Qs/Qt (%)

OA Sil Kontrolle OA Sildenfafil 100pg  OA Sildenafil 300pg  OA Sildenafil 1000ug

Diagramm 21: Intrapulmonaler Shunt der Versuchsgruppen OA-Sildenafil-Kontrolle, OA-
Sil 100ug, OA-Sil 300ug und OA-Sil 1000ug zum Zeitpunkt t=120min

Zusammenfassung der Ergebnisse

Auffallend bei den Sildenafilversuchen war ein leichter Abfall des SAP wahrend der Sil-
denafil-Infusion, wohingegen bei den VVolumenkontrollen ein leichter Anstieg zu beobach-
ten war. In Korrelation mit diesem Abfall wurden zu den Zeitpunkten t=20 bis t=30min
vergleichsweise niedrige pulmonalarterielle Driicke gemessen. Dennoch lagen die Sildena-
fil-Gruppen im zeitlichen Verlauf wie auch im zeitlichen Mittel nicht signifikant unter der
OA-Sil-Kontrolle. Gleiches galt auch fir den PVR. In den Versuchgruppen Sil 300 und
1000ug traten im Vergleich zur Kontrollgruppe und OA-Sil 100ug deutlich héhere pCO,-
Werte auf. Die Tiere der Gruppe OA-Sil 100ug zeigten eine etwas bessere O,-Sattigung,
die der OA-Sil 1000ug eine im Vergleich zu der Kontrollgruppe verminderte arterielle
Oxygenierung. Gleiches gilt auch fur den intrapulmonalen Shunt. Die Unterschiede konn-
ten jedoch statistisch nicht untermauert werden. Ebenfalls nicht statistisch signifikant wa-

ren die Unterschiede im Norepinephrinverbrauch und dem wet-to-dry weight ratio.
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4 VERSUCHE MIT BAY 58-2667

4.1 Hamodynamik
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Diagramm 22: Zeitliche Verlaufe der Parameter SAP, PAP/RVP, SVR und PVR fir die
Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle (o), OA-Bay 58-2667 10ug (v), OA-
Bay 58-2667 30ug (¢) und OA-Bay 58-2667 100ug (A)
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In der Versuchsgruppe OA-Bay 58-2667 100ug verstarben drei Tiere wahrend des Ver-
suchs, und zwar nach 62, 76 und 84 Minuten. Fir die Auswertung wurden die jeweils zu-
letzt gemessenen Werte (t=60, 70 und 80min fir die kontinuierlichen Parameter bzw. t=60

flir die nicht kontinuierlichen Parameter) als last value carried forward tbernommen.

» Sytemisch-arterieller Druck (SAP)

Bei allen drei Therapiegruppen stieg der SAP wéhrend der Bay 58-2667 -Infusion zuerst
leicht an, bevor er wieder abfiel. Bei den Tieren der Versuchsreihe OA-Bay 58-2667 10ug
und 30ug konnte dieser Abfall abgefangen und der SAP auf Ausgangsniveau nahezu kon-
stant gehalten werden. In der Versuchsgruppe OA-Bay 58-2667 100ug hingegen war ein
massiver Abfall des SAPs von Ausgangswerten ber 80mmHg (81-85mmHg) auf bis zu
47,57+37,07mmHg (t=100min) zu beobachten. Die zweifaktorielle Varianzanalyse der
Versuchsgruppen gegen die Kontrolle ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede in
den Faktoren Zeit*Gruppe und Gruppe. Im T-Test traten lediglich fur den Vergleich der
Gruppe OA-Bay 58-2667 10ug gegen OA-Bay-Kontrolle Signifikanzen fir die Zeitpunkte
t=100 und 120min auf (siehe Diagramm 22).

» Pulmonalarterieller Druck (PAP)

Der pulmonalarterielle Druck der Bay 58-2667 Gruppen unterschied sich nicht signifikant

von der Kontrollgruppe (siehe Diagramm 22).

» Systemisch-vaskularer Widerstand (SVR)
Der SVR der Versuchsgruppe OA-Bay 58-2667 100ug lag nach der Therapie deutlich un-
ter dem der anderen Gruppen. Die Werte unterschieden sich jedoch nicht signifikant (siehe

Diagramm 22).

» Pulmonalvaskularer Widerstand (PVR)

Auch der pulmonalvaskuldre Widerstand der Gruppe OA-Bay 58-2667 100ug lag zu den
Zeitpunkten t=60 90 und 120min deutlich unter dem der anderen Gruppen. Mit einem Wert
von 3,520,7 x10° dynxsecxcm™ zum Zeitpunkt t=60min lag die OA-Bay 100g -Gruppe
38,6% unter dem der Bay-Kontrolle (5,7+0,9 x10° dynxsecxcm™). Im direkten Vergleich
mit dem T-Test unterschieden sich diese, wie auch die Werte zum Zeitpunkt t=90min, sig-
nifikant. Zudem ergab die zweifaktorielle Varianzanalyse fur den pulmonalvaskuléren Wi-
derstand der Gruppe OA-Bay 58-2667 100ug und OA-Bay-Kontrolle signifikante Unter-
schiede im Faktor Zeit, Zeit*Gruppe und Gruppe. Obwohl die Gruppe OA-Bay 58-2667
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10ug einen deutlich niedrigeren PVR als die Kontrolle aufwies, ergab die statistische

Auswertung keine signifikanten Unterschiede (siehe Diagramm 22).

» Zentralvenoser Druck (CVP)

Der zentralvenose Druck fiel in allen Gruppen tber die Dauer des Versuchs ab. Am deut-
lichsten war der Abfall in der Gruppe OA-Bay 58-2667 100ug mit 54,5% im Gegensatz zu
14,9% in der OA-Bay-Kontrolle. Die Werte unterschieden sich jedoch weder im T-Test
noch konnten signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in der zweifaktoriellen
Varianzanalyse festgestellt werden (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Zentralvendser Druck (CVP) in mmHg fiir die Versuchsgruppen OA-Bay-
Kontrolle, OA-Bay 58-2667 10ug, OA-Bay 58-2667 30ug und OA-Bay 58-
2667 100ug zu den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Bay OA-Bay 58-2667 OA-Bay 58-2667 OA-Bay 58-2667
Kontrolle 10ug 30ug 100ug
MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN
0 6,46 + 0,31 6,64 £ 0,29 6,40 = 0,30 6,28 + 0,96
10 6,38 + 0,35 6,58 + 0,23 6,48 + 0,22 6,20 + 1,03
20 6,24 + 0,45 6,58 + 0,29 6,36 = 0,28 6,24 + 1,08
30 594 + 0,70 6,14 + 0,42 6,12 + 0,38 6,14 = 1,34
60 550 + 0,61 596 + 0,52 6,06 + 0,39 542 + 1,60
90 556 + 0,39 59 + 0,53 6,02 + 0,30 2,88 + 2,35
120 558 + 0,35 576 + 0,61 586 = 0,35 286 + 2,34

» Herzzeitvolumen (HZV)

Tabelle 16: Herzzeitvolumen (HZV) in ml/min flr die Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle,
OA-Bay 58-2667 10ug, OA-Bay 58-2667 30ug und OA-Bay 58-2667 100ug zu

den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Bay OA-Bay 58-2667 OA-Bay 58-2667 OA-Bay 58-2667
Kontrolle 10ug 30ug 100pg
MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN
0 3490 = 430 3096 = 450 3055 = 36,7 2894 + 470
10 3424 + 32,3 3316 = 60,7 3006 = 29,5 2926 + 46,5
20 3595 + 289 3473 + 758 3115 = 436 292,3 + 46,6*
30 3129 + 516 3110 + 59,2 287,6 + 26,2 288,6 + 29,7
60 272,7 + 19,2 280,3 + 428 2719 + 38,7 4195 + 1719
90 3052 + 90,9 3186 *+ 30,8 306,7 + 454 436,6 + 157,1
120 3484 + 90,8 380,0 £ 76,9 314,1 + 85,1 4499 + 1473
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Das HZV in den Versuchsgruppen mit 10ug und 30ug Bay 58-2667 variierte zu den unter-
schiedlichen Messzeitpunkten deutlich. Dennoch unterschieden sich die Werte gegentber
der OA-Bay-Kontrolle weder in der zweifaktoriellen Varianzanalyse noch im T-Test signi-
fikant voneinander, mit der Ausnahme des Zeitpunkts t=20min fiir die Gruppe OA-Bay 41-
2272 100ug. Dennoch ist in dieser Gruppe mit 35,9% eine deutliche, wenn auch nicht sig-

nifikante Zunahme des HZVs uber die Versuchsdauer zu verzeichnen (siehe Tabelle 16).

» Katecholamingaben

100 5

0,01 -

=
o
1

Norepinephrin-Verbrauch (ug/min)
o
"

T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Zeitpunkt t in min
Diagramm 23: Zeitliche Verlaufe des gemittelten Norepinephrinverbrauchs zur Stabilisie-

rung des SAP fir die Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle ( — ), OA-Bay
58-2667 10ug ( — ), OA-Bay 58-2667 30ug ( — ) und OA-Bay 58-2667

100ug (—)

In allen Versuchsgruppen war ein Anstieg des Norepinephrinverbrauchs nach OA-Gabe zu
beobachten. Am deutlichsten war der Anstieg, wie auch der Gesamtverbrauch, in den OA-
Bay 58-2667 100ug —Versuchen (siehe Diagramm 23). Mit 1,7+1,0mg lag der Verbrauch
dieser Gruppe 5,7mal und statistisch signifikant héher als der der OA-Bay-Kontrolle
(309,9+443,7ug). Den niedrigsten Verbrauch mit 112,1+58,7ug zeigte die Gruppe OA-Bay
58-2667 10ug (siehe Diagramm 24).
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*

Norepinephrin-Gesamttverbrauch (ug)

OA Bay Kontrolle OA Bay 58-266710ug OA Bay 58-2667 30ug OA Bay 58-2667 100ug

Diagramm 24: Norepinephrinverbrauch der Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle, OA-Bay
58-2667 10ug, OA-Bay 58-2667 30ug und OA-Bay 58-2667 100ug

4.2 Blutparameter

» Arterielle pCO2-Werte
Die pCO,-Werte der Bay 58-2667 -Versuchsgruppen unterschieden sich nicht signifikant

von der Kontrollgruppe (siehe Diagramm 25).

> Arterielle pO2>-Werte
Auch fir die pO,-Werte ergab der Vergleich der Gruppen Kontrolle und OA-Kontrolle mit
der zweifaktoriellen Varianzanalyse keine Unterschiede im Faktor Zeit*Gruppe und Grup-
pe. Dennoch lagen die Werte der Therapiegruppen zu Beginn des Versuchs deutlich unter
denen der OA-Bay-Kontrolle. Der direkte Vergleich der Gruppen OA-Bay 58-2667 100ug
und Bay-Kontrolle mit dem T-Test ergab signifikante Unterschiede fir die Zeitpunkte
t=10, 20, 60 und 90min (siehe Diagramm 25).

> Arterielle O2-Sattigung
Die arterielle O,-Séttigung fiel in allen Gruppen ab. In der OA-Bay 58-2667 Gruppe war
der Abfall von 100,0+£0,0% (t=20min) auf 52,9+7,1% (t=120min) jedoch deutlich ver-
scharft. Die zweifaktorielle VVarianzanalyse ergab signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen in den Faktoren Zeit, Zeit*Gruppe und Gruppe. Der T-Test ergab signifi-
kante Unterschiede zu den Zeitpunkten t= 60, 90 und 120min. Die anderen Therapiegrup-
pen, unterschieden sich nicht signifikant von den Kontrollen (siehe Diagramm 25).
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Diagramm 25: Zeitliche Verlaufe der Parameter pCO,, pO, und O,-Sattigung flr die Ver-
suchsgruppen OA-Bay-Kontrolle (o), OA-Bay 58-2667 10ug (v), OA-Bay
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> Arterielle pH-Werte
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Der pH-Wert fiel in allen Gruppen leicht ab, die zweifaktorielle Varianzanalyse und der T-

Test ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen und der

Kontrolle (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: pH-Werte fur die Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle, OA-Bay 58-2667 10ug,
OA-Bay 58-2667 30ug und OA-Bay 58-2667 100pug zu den jeweiligen Zeit-

punkten
OA-Bay- OA-Bay 58-2667 OA-Bay 58-2667 OA-Bay 58-2667
Kontrolle 10ug 30ug 100pug
MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN
0 7473 £+ 0,05 7,437 + 0,05 7,494 + 0,07 7,466 = 0,07
10 7,502 + 0,06 7,455 + 0,05 7,503 + 0,08 7,498 + 0,06
20 7515 + 0,06 7,483 + 0,05 7,503 + 0,09 7,524 + 0,06
30 7470 + 0,04 7,437 + 0,02 7,472 + 0,08 7,468 = 0,06
60 7,360 + 0,05 7,353 + 0,02 7,396 + 0,06 7290 = 0,10
90 7,263 + 0,10 7,291 + 0,04 7,322 + 0,07 7,259 + 0,07
120 7,187 + 0,15 7,236 = 0,07 7,249 + 0,09 7,231 = 0,04
4.3 Pulmonale Parameter
» Beatmungsdruck
24
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Diagramm 26: Zeitliche Verlaufe des Beatmungsdrucks (VP) fur die Versuchsgruppen OA-
Bay-Kontrolle (e), OA-Bay 58-2667 10ug (Vv), OA-Bay 58-2667 30ug ()
und OA-Bay 58-2667 100ug (A)
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Der maximale Beatmungsdruck stieg bei den Tieren aller Gruppen an. Die zweifaktorielle
Varianzanalyse ergab lediglich fiir den Vergleich der Gruppen OA-Bay 58-2667 10ug und
OA-Bay-Kontrolle signifikante Unterschiede im Faktor Zeit*Gruppe. Im T-Test traten
Signifikanzen fir die Zeitpunkte t=90 bis t=120min auf (siehe Diagramm 26).

» Wet-to-dry weight ratio

10

Wet to dry weight ratio

OA Bay Kontrolle OA Bay 58-266710ug OA Bay 58-2667 30ug OA Bay 58-2667 100ug

Diagramm 27: Wet-to-dry weight ratio der Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle, OA-Bay
58-2667 10ug, OA-Bay 58-2667 30ug und OA-Bay 58-2667 100ug

Die Verhéltnisse von Nass- zu Trockengewicht der Lungen unterschieden sich nicht signi-
fikant voneinander. Die Gruppe mit der niedrigsten Konzentration des Therapeutikums mit

7,7+0,4 wies das geringste Nass- zu Trockengewicht Verhéltnis auf (siehe Diagramm 27).

» Intrapulmonaler Shunt (Qs/Qt)
Der intrapulmonale Shunt lag in der OA-Bay 58-2667 100ug mit 59,78+0,01% deutlich
uber dem der Kontrolle. Die anderen Therapiegruppen lagen leicht (Bay 58-2667 10ug)
und minimal (Bay 58-2667 30ug) Uber der Kontrollgruppe (siehe Diagramm 28).
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80

Qs/Qt (%)

OA Bay Kontrolle ~ OA Bay 58-266710ug OA Bay 58-2667 30ug OA Bay 58-2667 100ug

Diagramm 28: Intrapulmonaler Shunt der Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle, OA-Bay
58-2667 10pg, OA-Bay 58-2667 30upg und OA-Bay 58-2667 100ug zum
Zeitpunkt t=120min

Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei den Tieren der Versuchsreine OA-Bay 58-2667 10ug und 30ug konnte der SAP nahe-
zu konstant auf Ausgangsniveau gehalten werden. Bei den Versuchen mit Bay-58-2667 in
der Konzentration von 100ug/kg/10min wurde jedoch nach der Therapie trotz maximaler
Norepinephringaben ein drastischer Abfall des SAP beobachtet. Drei von funf Versuchstie-
ren verstarben in dieser Gruppe vor Versuchsende. Das HZV, wie auch der intrapulmona-
ler Shunt, stieg deutlich an. Zudem wurden fur diese Gruppe niedrigere systemisch-
vaskulare Widerstande und deutlich niedrigere O,-Sattigungs-Werte berechnet. Der PVR
dieser Versuchsreihe lag deutlich unter denen der anderen Gruppen. Obwohl die Gruppe
OA-Bay 58-2667 10ug im Vergleich mit der Kontrolle ebenfalls deutlich niedrigere PVR-
Werte aufwies, unterschieden sich diese nicht signifikant voneinander. Die maximalen
Beatmungsdricke lagen jedoch minimal aber signifikant unter denen der OA-Bay-

Kontrolle.
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5 VERSUCHE MIT BAY 41-2272

5.1 Hamodynamik
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Diagramm 29: Zeitliche Verlaufe der Parameter SAP, PAP/RVP, SVR und PVR fir die
Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle (o), OA-Bay 41-2272 30ug (v), OA-
Bay 41-2272 100ug (#) und OA-Bay 41-2272 300ug (4)
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» Sytemisch-arterieller Druck (SAP)

Der SAP konnte bei den Tieren aller Versuchsreihen relativ konstant gehalten werden. In
den Versuchsgruppen mit Bay 41-2272 lag der SAP zum Ende des Versuchs héher als in
der Kontrollgruppe. Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab keine signifikanten Unter-
schiede im Faktor Zeit*Gruppe, aber im T-Test traten flr die Zeitpunkte t=90, 110 und
120min Signifikanzen der Therapiegruppen gegen die Kontrolle auf. Zudem unterschieden
sich im direkten Vergleich von OA-Bay 41-2272 100ug gegen die Bay-Kontrolle die Wer-
te zu den Zeitpunkten t=70 und 100min, und von OA-Bay 41-2272 300ug gegen die Bay-
Kontrolle zum Zeitpunkt t=100 signifikant (siehe Diagramm 29).

» Pulmonalarterieller Druck (PAP)

Der PAP der Bay 41-2272 Gruppen lag deutlich unter dem der Bay-Kontrollen. Wie auch
fur den SAP wurden mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Therapiegruppen und der Kontrolle berechnet. Im direkten Vergleich
mit dem T-Test gegen die Kontrolle ergaben sich jedoch folgende Signifikanzen: OA-Bay
41-2272 30ug t=28, 30, 40, 50, 70, 80, 100 und 110min; OA-Bay 41-2272 100ug t=50;
OA-Bay 41-2272 300ug t=26, 30-80 und 100min (siehe Diagramm 29).

» Systemisch-vaskularer Widerstand (SVR)

In den Therapiegruppen mit Bay 41-2272 lag der SVR hoher als in der Kontrolle. Die
zweifaktorielle Varianzanalyse ergab einen signifikanten Unterschied zwischen der Ver-
suchsgruppe OA-Bay 41-2272 30ug und der Bay-Kontrolle. Der T-Test fir diesen Ver-
gleich ergab einen signifikanten Unterschied fiir den Zeitpunkt t=120min. Fir den Ver-
gleich von OA-Bay 41-2272 300ug gegen die Bay-Kontrolle traten signifikante Unter-
schiede flr die Zeitpunkte t=20 und 120min auf (siehe Diagramm 29).

» Pulmonalvaskularer Widerstand (PVR)

Im Gegensatz dazu ergab die statistische Auswertung des pulmonalvaskuldren Widerstands
keine signifikanten Unterschiede. Dennoch lag der PVR der Therapiegruppen teilweise
deutlich unter dem der Kontrolle. So lag zum Zeitpunkt t=30min der Wert fur die Gruppe
OA-Bay 41-2272 30pg mit 3,4+0,3 x10° dynxsecxcm™ um 32% niedriger als der der Kon-
trolle (5,0+1,6 x10° dynxsecxcm™).

Auch zum Zeitpunkt t=60min betrug der OA-Bay 41-2272 30ug noch etwa ein Viertel des
Kontrollwerts (23,3%). Zum Ende des Versuchs néherten sich die Werte jedoch stark an
(siehe Diagramm 29).
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» Zentralvenoser Druck (CVP)

Der CVP fiel in allen Gruppen Uber die Dauer des Versuchs leicht ab (siehe Tabelle 18).
Der starkste Abfall von 6,20mmHg auf 4,98mmHg (19,7%) war in der Gruppe OA-Bay
41-2272 300pg zu verzeichnen, wohingegen der CVP in der OA-Bay 41-2272 30ug -
Gruppe nur um 10,4% fiel. Die Werte unterschieden sich jedoch weder im T-Test, noch in

der zweifaktoriellen Varianzanalyse signifikant voneinander.

Tabelle 18: Zentralvengser Druck (CVP) in mmHg fir die Versuchsgruppen OA-Bay-
Kontrolle, OA-Bay 41-2272 30ug, OA-Bay 41-2272 100ug und OA-Bay 41-
2272 300pug zu den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Bay- OA-Bay 41-2272 OA-Bay 41-2272 OA-Bay 41-2272
Kontrolle 30ug 100ug 300ug
MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN
0 6,46 = 0,31 6,16 = 0,48 6,16 = 0,57 6,20 + 0,46
10 6,38 + 0,35 6,08 + 0,56 6,08 = 0,69 6,02 + 0,44
20 6,24 = 045 6,12 = 0,64 6,14 £ 0,65 6,08 + 0,44
30 594 + 0,70 6,14 + 0,68 6,18 £ 0,83 590 + 0,74
60 550 = 0,61 576 + 0,22 544 = 0,62 540 + 0,54
90 556 = 0,39 562 = 0,20 554 = 0,52 498 + 0,60
120 558 £+ 0,35 552 + 0,40 560 = 0,59 498 + 0,53

Herzzeitvolumen (HZV)

Tabelle 19: Herzzeitvolumen (HZV) in ml/min flr die Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle,
OA-Bay 41-2272 30ug, OA-Bay 41-2272 100pug und OA-Bay 41-2272 300ug
zu den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Bay- OA-Bay 41-2272 OA-Bay 41-2272 OA-Bay 41-2272
Kontrolle 30ug 100uq 300ug
MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN
0 3490 + 43,0 3542 + 458 325,7 + 84,9 3639 + 51,6
10 3424 + 323 3589 + 57,7 332,2 £ 789 3341 + 405
20 3595 + 289 3778 + 71,1 3244 + 599 3324 + 171
30 3129 + 516 309,7 £ 329 2747 + 264 2765 + 35,1
60 272,7 + 19,2 2735 + 413 2444 + 159 236,9 + 28,2
90 3052 + 90,9 2754 + 284 3026 = 80,2 2675 + 13,6
120 3484 + 90,8 2719 = 16,2 290,3 £+ 32,9 2773 + 18,1

In den Versuchsgruppen zeigte das HZV einen leichten Abwartstrend (siehe Tabelle 19).
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Im Vegleich mit der Kontrolle traten jedoch keine Signifikanzen auf.

» Katecholamingaben
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Diagramm 30: Zeitliche Verlaufe des gemittelten Norepinephrinverbrauchs zur Stabilisie-

rung des SAP fir die Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle ( — ), OA-Bay
41-2272 30ug (— ), OA-Bay 41-2272 100ug ( — ) und OA-Bay 41-2272

300ug (—)

800

600

400 +

200

Norepinephrin-Gesamttverbrauch (ug)

OA Bay Kontrolle ~ OA Bay 41-2272 30ug OA Bay 41-2272 100ug OA Bay 41-2272 300ug

Diagramm 31: Norepinephrinverbrauch der Versuchsgruppen Versuchsgruppen OA-Bay-
Kontrolle, OA-Bay 41-2272 30ug, OA-Bay 41-2272 100ug und OA-Bay 41-
2272 300ug
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Sowohl der zeitliche Verlauf (siehe Diagramm 30) als auch der Gesamtverbrauch an Nore-
pinephrin in den Bay 41-2272 100ug -Versuchen (siehe Diagramm 31) lieRen einen gerin-
geren Verbrauch vermuten. Die Werte unterschieden sich jedoch nicht signifikant von den
Kontrollen. Mit einem Wert von 112,1+19,7ug lag der Verbrauch der OA-Bay 41-2272
30ug -Gruppe jedoch deutlich (63%) unter dem der OA-Bay-Kontrolle (309,9+443,7u9).
Auch die anderen Bay-Gruppen benétigten zur Stabilisierung des SAP nur die Hélfte bzw.

drei Finftel der in den Bay-Kontrollen verwendeten Norepinephrinmenge.
5.2 Blutparameter

> Arterielle pCO2-Werte

Der Verlauf der pCO,-Werte der Versuchsgruppen war nahezu identisch. Die Therapie-

gruppen unterschieden sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe (siehe Diagramm 32).

» Arterielle pO2-Werte
Auch fir die pO,-Werte ergab der Vergleich der Bay-Gruppen mit der Bay-Kontrolle keine
signifikanten Unterschiede, obwohl der Wert fir OA-Bay 41-2272 100pg zum Zeitpunkt
t=30min mit 211,0+27,0mmHg noch 28,9% hoher lag als der der Kontrolle
(150,5+£55,8mmHg). Zum Zeitpunkt t=60min unterschieden sich die beiden Versuchsgrup-
pen jedoch nur noch um 1,8mmHg (siehe Diagramm 32).

» Arterielle O>-Sattigung
Die arterielle O,-Sattigung fiel in allen Gruppen ab. In der OA-Bay 41-2272 30ug -Gruppe
war der Abfall von 100,0+0,0% (t=20min) auf 82,8+9,0% (t=120min) am geringsten. So-
wohl die zweifaktorielle VVarianzanalyse als auch der T-Test ergaben im Vergleich mit der
Kontrolle jedoch keine signifikanten Unterschiede. Auch die Vergleiche mit den anderen

Versuchsgruppen ergaben keine signifikanten Unterschiede (siehe Diagramm 32).

> Arterielle pH-Werte
Der pH-Wert fiel in allen Gruppen leicht und in der Gruppe OA-Bay 41-2272 30ug mit
einer Differenz von 0,157 am geringsten ab. Im Vergleich mit der OA-Bay-Kontrolle (Dif-
ferenz von 0,328), ergab die zweifaktorielle Varianzanalyse einen signifikanten Unter-
schied im Faktor Zeit*Gruppe. Der T-Test ergab jedoch keine Signifikanzen zwischen die-
sen Gruppen. Im Vergleich der anderen Therapiegruppen mit der Kontrolle traten keine

Signifikanzen auf (siehe Tabelle 20).

-118 -



11l ERGEBNISSE

VERSUCHE MIT BAY 41-2272

85 -
> 75 -
T
e
g 65
o
5 55 -
E - i
N
o) 45 4
(@]
2 _
35 i i % %
25 -
I T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
2804 %
240 i ; §
’I§ i
200
&
£ _
= 160 -
Q |
£ 1204
3
. _
%_ 80 ; i
I T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
110 ~
~ 100+ ® ] ®
S ]
T 90
E i
s 80 -
c) .
c
S 70 -
o
<
0 60 -
N _
(@) 50 -
40 -

T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Zeitpunkt t in min

Diagramm 32: Zeitliche Verlaufe der Parameter pCO,, pO, und O,-Sattigung fur die Ver-
suchsgruppen OA-Bay-Kontrolle (o), OA-Bay 41-2272 30ug (v), OA-Bay
41-2272 100ug () und OA-Bay 41-2272 300ug (A)
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Tabelle 20: pH-Werte fur die Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle, OA-Bay 41-2272 30ug,
OA-Bay 41-2272 10ug und OA-Bay 41-2272 300ug zu den jeweiligen Zeit-

punkten

OA-Bay- OA-Bay 41-2272 OA-Bay 41-2272 OA-Bay 41-2272

Kontrolle 30ug 100ug 300ug

MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN

0 7,473 = 0,05 7,447 = 0,05 7475 £+ 0,04 7471 + 0,03
10 7,502 + 0,06 7,484 + 0,05 7,511 £ 0,05 7496 + 0,04
20 7,515 + 0,06 7,504 + 0,05 7,536 + 0,06 7496 + 0,04
30 7,470 £ 0,04 7,479 £+ 0,05 7,522 = 0,07 7,476 = 0,03
60 7,360 + 0,05 7,437 + 0,06 7,441 = 0,09 7,365 = 0,05
90 7,263 + 0,10 7,379 = 0,04 7,336 = 0,08 7,342 + 0,02
120 7,187 = 0,15 7,347 + 0,04t 7,275 = 0,09 7,291 + 0,02

5.3 Pulmonale Parameter

» Beatmungsdruck
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Diagramm 33: Zeitliche Verlaufe des Beatmungsdrucks (VP) fur die Versuchsgruppen OA-
Bay-Kontrolle (o), OA-Bay 41-2272 30ug (Vv), OA-Bay 41-2272 100ug (#)
und OA-Bay 41-2272 300ug (A)

Der maximale Beatmungsdruck stieg bei den Tieren aller Gruppen vergleichbar stark an
(siehe Diagramm 33). Die Tiere der Versuchsgruppe OA-Bay 41-2272 30ug zeigten mi-
nimal niedrigere Beatmungsdriicke als die Kontrollen. Die zweifaktorielle VVarianzanalyse
wie auch der T-Test ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den vergli-

chenen Gruppen.
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» Wet-to-dry weight ratio
Das Verhaltnis von Nass- zu Trockengewicht der Lungen fur die Gruppe OA-Bay 41-2272
300ug lag mit 7,1+0,4 signifikant (ANOVA und T-Test) niedriger (11,25%) als das der
Kontrollgruppe (8,0+0,4). Obwohl die anderen beiden Therapiegruppen mit Werten von
7,3+0,4 (OA-Bay 41-2272 30ug) und 7,4+0,4 (OA-Bay 100ug) nur geringfugig héhere
wet-to-dry weight ratios aufwiesen, unterschieden sich diese nicht mehr signifikant von der

OA-Bay-Kontrolle (siehe Diagramm 34).

10

Wet to dry weight ratio

OA Bay Kontrolle OA Bay 41-2272 30ug OA Bay 41-2272 100ug OA Bay 41-2272 300ug

Diagramm 34: Wet-to-dry weight ratio der Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle, OA-Bay
41-2272 30pg, OA-Bay 41-2272 100ug und OA-Bay 41-2272 300ug

» Intrapulmonaler Shunt (Qs/Qt)
In allen Therapiegruppen lag der Qs/Qt-Wert unter dem der Kontrollgruppe. Fir die Ver-
suchsgruppe OA-Bay 41-2272 30ug wurde gegenuber der OA-Bay-Kontrolle
(43,02+13,43%) ein mit 29,13+9,37% um ein Drittel niedrigerer intrapulmonaler Shunt
berechnet, der sich jedoch nicht signifikant von der Kontrolle unterschied. Auch die Qs/Qt-
Werte der beiden anderen Gruppen, die ebenfalls deutlich unter dem der Kontrolle lagen,

unterschieden sich nicht signifikant (siehe Diagramm 35).
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80

Qs/Qt

OA Bay Kontrolle ~ OA Bay 41-2272 30ug OA Bay 41-2272 100ug OA Bay 41-2272 300ug

Diagramm 35: Intrapulmonaler Shunt der Versuchsgruppen OA-Bay-Kontrolle, OA-Bay
41-2272 30pg, OA-Bay 41-2272 100ug und OA-Bay 41-2272 300ug zum
Zeitpunkt t=120min

Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei allen Tieren der Versuchsgruppen mit Bay 41-2272 lag der SAP trotz geringerer Nore-
pinephringaben auf einem hoéheren Niveau als bei den Kontrolltieren. Im Gegensatz dazu
lagen die pulmonalarteriellen Driicke der Therapiegruppen mit 30 und 300ug bis zum
Zeitpunkt t=100min deutlich unter den Kontrollen. Auch der PVR dieser Gruppen lag bis
zu 30min nach Therapieende deutlich, wenn auch nicht signifikant, niedriger als der der
Kontrollen. Der systemisch vaskuldre Widerstand der Bay 41-2272 30ug -Gruppe unter-
schied sich in der zweifaktoriellen Varianzanalyse signifikant von den Kontrollen. Das
HZV, wie auch der pH-Wert der Therapiegruppen, wies einen deutlichen Abwartstrend
auf. In der Gruppe Bay 41-2272 30ug fiel der pH jedoch am schwéchsten ab, was sich
auch in einem signifikanten Unterschied gegentiber der Kontrollgruppe widerspiegelt. Die
wet-to-dry weight ratios der Therapiegruppen lagen deutlich und fir Bay 41-2272 100ug
signifikant unter denen der Kontrollen, ohne dass die Beatmungsdriicke zurlickgingen. Der

intrapulmonale Shunt lag fur Bay 41-2272 30ug deutlich unter dem der Kontrolle.
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6.1 Hamodynamik
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Diagramm 36: Zeitliche Verlaufe der Parameter SAP, PAP/RVP, SVR und PVR fur die

Versuchsgruppen Sil/Bay-Kontrolle (e), OA-NO 2ppm-Sil 100 (¥), OA-NO
2ppm-Bay 58-2667 30ug (€) und OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug ()
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» Systemisch-arterieller Druck (SAP)

Der SAP konnte bei den Tieren aller Versuchsreihen nahezu konstant gehalten werden.
Nur in der Gruppe OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug fiel der SAP wahrend der Bay-
Infusion auf 72,5+£16,7mmHg ab Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab flr den Ver-
gleich der Versuchsgruppe OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug gegen die Sil/Bay-Kontrolle
Unterschiede im Faktor Zeit*Gruppe. Im T-Test fur diesen Vergleich traten signifikante
Unterschiede fiir die Zeitpunkte t=100, 110 und 120min auf. Der Vergleich der OA-NO
2ppm-Sil 100ug -Gruppe mit der Kontrolle ergab Signifikanzen fiir die Zeitpunkte t=100
und 110, und der Vergleich von OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug gegen die Kontrolle
einen signifikanten Unterschied flr den Zeitpunkt t=100min. Bei all diesen Zeitpunkten

lagen die Therapiegruppen leicht tiber der Kontrolle (siehe Diagramm 36).

» Pulmonalarterieller Druck (PAP)

Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab im Vergleich der OA-NO-Sil/Bay-Gruppen mit
der Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede im Faktor Zeit*Gruppe. Im direkten
Vergleich der Werte mit dem T-Test ergaben sich jedoch eine Reihe von signifikanten Un-
terschieden. So unterschieden sich im Vergleich OA-NO 2ppm-Sil 100ug gegen die Kon-
trolle die Werte zu den Zeitpunkten t=22, 24, 26, 28, 50 und 80min signifikant voneinan-
der. Im Vergleich OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug gegen die Kontrolle unterschieden
sich die Werte der Zeitpunkte t=26, 18, 30 und 100min. In der Gruppe NO 2ppm-Bay 41-
2272 100pg lagen alle Werte ab dem Zeitpunkt t=26min signifikant unter denen der Kon-

trolle (siehe Diagramm 36).

» Systemisch-vaskularer Widerstand (SVR)
Der SVR der Versuchsgruppe OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug unterschied sich im T-
Test fir die Zeitpunkte t=0, 10, 20 und 30min signifikant von den Kontrollen. Im direkten
Vergleich der Versuchsgruppe OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug gegen die Kontrollen,
traten im T-Test Signifikanzen fur die Zeitpunkte t=20 und 30min auf. Die Kombinations-
gruppen mit Sildenafil und Bay 58-2667 unterschieden sich in der zweifaktoriellen Vari-
anzanalyse im Faktor Zeit*Gruppe jedoch nicht voneinander. Fur die Versuchsgruppe OA-
NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug wurde mit der zweifaktorielle Varianzanalyse signifikanten

Unterschiede im Faktor Zeit und Zeit*Gruppe berechnet (siehe Diagramm 36).
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» Pulmonalvaskularer Widerstand (PVR)

Die zweifaktorielle Varianzanalyse fir den pulmonalvaskuldren Widerstand ergab keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich aller Therapiegruppen gegen die Kontrolle. Im T-
Test traten jedoch signifikante Unterschiede fir die Zeitpunkte t=60 und 90min auf. Zu-
sétzlich lag die Gruppe OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug zum Zeitpunkt t=30min und die
Gruppe OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug zu den Zeitpunkten t=0, 10, 20 und 30min sig-
nifikant unter der Kontrolle (siehe Diagramm 36).

» Zentralvenoser Druck (CVP)

Der zentralvendse Druck fiel in allen Gruppen Uber die Dauer des Versuchs ab. Am ge-
ringsten war der Abfall von 6,5mmHg auf 6,2mmHg (4,6%) in der Gruppe OA-NO 2ppm-
Bay 41-2272 100ug, obwohl die gemittelten Ausgangswerte in dieser Gruppe mit
6,56£0,0ommHg nur geringflgig hoher waren als in der OA-Sil/Bay-Kontrolle
(6,36+0,09mmHg). Die Werte fir die Zeitpunkte t=90 und 120min lagen im Vergleich mit
der Kontrolle im T-Test signifikant hoher. In der zweifaktoriellen Varianzanalyse konnten
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden (siehe
Tabelle 21).

Tabelle 21: Zentralvendser Druck (CVP) in mmHg fur die Versuchsgruppen OA-Sil/Bay-
Kontrolle, OA-NO 2ppm-Sil 100ug, OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug und OA-
NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug zu den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Sil/Bay OA-NO 2ppm OA-NO 2ppm OA-NO 2ppm
Kontrolle Sil 100ug Bay 58 30ug Bay 41 100ug
MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN
0 6,46 = 0,31 6,20 + 0,62 6,44 = 0,35 6,50 = 0,23
10 6,38 = 0,35 6,14 + 0,46 6,36 = 0,35 6,56 = 0,25
20 6,24 + 0,45 6,18 + 0,39 6,34 = 0,31 6,62 = 0,31
30 594 + 0,70 562 + 0,60 6,12 + 0,65 6,48 + 0,34
60 550 + 0,61 542 + 0,45 590 = 0,36 6,22 + 0,31
90 556 + 0,39 552 + 041 580 = 0,55 6,16 + 0,19*
120 558 + 0,35 548 + 0,46 486 + 245 6,20 = 0,14*

» Herzzeitvolumen (HZV)

Das HZV war in allen Gruppen vor der Injektion der Olsiure mit anschlieBender Therapie

nahezu konstant. Die Ausgangswerte der Gruppe OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 und OA-NO

2ppm-Sil 100pg waren deutlich (22,6+£0,2% und 15,4+3,2%) hoher als die der Kontrolle.
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Der leichte Abfall des HZV uber die Versuchsdauer war bei der OA-NO 2ppm-Bay 41-
2272 100ug -Gruppe nicht so deutlich, wie in der Kontrolle. In den Gruppen OA-NO

2ppm-Sil 100pg und OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug konnte nach einem anfanglichen
Abfall des HZV sogar ein Anstieg beobachtet werden. Die zweifaktorielle Varianzanalyse
ergab fiir die Vergleiche der Therapiegruppen mit der Kontrolle jedoch keine signifikanten
Unterschiede (siehe Tabelle 22).

Tabelle 22: Herzzeitvolumen (HZV) in ml/min fir die Versuchsgruppen OA-Sil/Bay-
Kontrolle, OA-NO 2ppm-Sil 100ug, OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug und OA-
NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug zu den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Sil/Bay OA-NO 2ppm OA-NO 2ppm OA-NO 2ppm
Kontrolle Sil 100ug Bay 58 30ug Bay 41 100ug

MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN

0 349,0 = 430 367,3 = 64,7 389,9 + 28,2 428,1 + 37,2*
10 3424 = 32,3 380,6 = 105,00 4015 + 30,9 427,1 + 33,7*
20 3595 + 289 3679 = 699 416,8 *= 40,7 4286 t 545
30 3129 + 516 2706 £ 26,5 370,0 £ 64,9 389,2 + 33,7*
60 272,7 + 19,2 2992 £+ 447 364,7 £ 29,1 3270 + 89,5*
90 305,2 + 90,9 3790 £ 394* 3852 + 842 336,7 * 658*
120 3484 = 90,8 4156 + 54,6* 4073 + 87,0 3083 * 68,8

» Katecholamingaben
Sowohl der zeitliche Verlauf (siehe Diagramm 37) als auch der Gesamtverbrauch an Nore-
pinephrin in den OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug -Versuchen (siehe Diagramm 38) un-
terschieden sich nicht signifikant von den Kontrollen, obwohl diese Gruppe mit einem

Wert von 72,5+13,8ug den niedrigsten Verbrauch Gberhaupt aufwies.
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Diagramm 37: Zeitliche Verlaufe des gemittelten Norepinephrinverbrauchs zur Stabilisie-
rung des SAP fir die Versuchsgruppen OA-Sil/Bay-Kontrolle (— ), OA-NO
2ppm-Sil 100pg (— ), OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug ( — ) und OA-NO
2ppm-Bay 41-2272 100ug (—)

800

Norepinephrin-Gesamttverbrauch (ug)
N
8
1

OA Bay/Sil Kontrolle OA NO Sil 100ug OA NO Bay 58 30ug OA NO Bay 41 100ug

Diagramm 38: Norepinephrinverbrauch der Versuchsgruppen OA-Sil/Bay-Kontrolle, OA-
NO 2ppm-Sil 100ug, OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug und OA-NO 2ppm-Bay
41-2272 100ug
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6.2 Blutparameter
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Diagramm 39: Zeitliche Verlaufe der Parameter pCO,, pO, und O,-Sattigung fur die Ver-
suchsgruppen Sil/Bay-Kontrolle (), OA-NO 2ppm-Sil 100ug (¥), OA-NO
2ppm-Bay 58-2667 30ug (€) und OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug ()
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> Arterielle pCO2-Werte

Die pCO2-Werte der OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug -Gruppe lagen deutlich unter de-
nen der anderen Gruppen. Die Ausgangswerte zu den Zeitpunkten t=0 und 10min unter-
schieden sich im T-Test signifikant von den Kontrollen. Im Verlauf der pCO,-Werte konn-
te mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen nachgewiesen werden. Gleiches galt auch fur die Vergleiche der Kontrolle
mit den anderen Therapiegruppen, deren pCO,-Werte ab dem Zeitpunkt t=60min deutlich
uber denen der Kontrollen lagen. So war der Wert zum Zeitpunkt t=120min fur OA-NO
2ppm-Sil 100pg um 23,4% und fiir OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug um 21,8% hdoher als
der der OA-Sil/Bay-Kontrolle (siehe Diagramm 39).

» Arterielle pO2-Werte

Beim Vergleich der pO,-Werte ergab die zweifaktorielle Varianzanalyse signifikante Un-
terschiede zwischen der Kontrolle und den Gruppen OA-NO 2ppm-Sil 100ug und OA-NO
2ppm-Bay 41-2272 100ug. Dabei zeigte die Gruppe OA-NO 2ppm-Sil 100ug einen deut-
lich starkeren Abfall des pO, wohingegen der Verlauf des pO, in der OA-NO 2ppm-Bay
41-2272 100ug -Gruppe nicht so stark abfiel. Im T-Test fir OA-NO 2ppm-Sil 100ug un-
terschieden sich alle nach Therapiebeginn gemessenen Werte signifikant von denen der
Kontrolle. Bei der OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug -Gruppe nur die zum Zeitpunkt
t=120min (siehe Diagramm 39).

» Arterielle O2-Sattigung

Annlich verhielt sich auch der Verlauf der arteriellen O,-Séttigung, wobei in der zweifak-
toriellen Varianzanalyse nur ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe OA-NO
2ppm-Bay 41-2272 100ug und der Kontrolle festgestellt wurde. Beide Versuchsgruppen
unterschieden sich im T-Test fur den Zeitpunkt t=120min signifikant von der Kontrolle
(siehe Diagramm 39).
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> Arterielle pH-Werte

Der pH-Wert fiel in allen Gruppen leicht ab (siehe Tabelle 23). Die zweifaktorielle Vari-
anzanalyse ergab fur die Gruppe OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug, die den geringsten
pH-Abfall aufwies, im Vergleich mit der Kontrolle einen signifikanten Unterschied im
Faktor Zeit*Gruppe. Der T-Test ergab keine Signifikanzen zwischen den Gruppen, obwohl
der Wert zum Zeitpunkt t=120 mit 7,375+0,06 um 0,188 deutlich hoher lag als der der
Kontrolle (7,187+0,15).

Tabelle 23: pH-Werte flr die Versuchsgruppen OA-Sil/Bay-Kontrolle, OA-NO 2ppm-Sil
100pg, OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30pg und OA-NO 2ppm-Bay 41-2272
100ug zu den jeweiligen Zeitpunkten

OA-Sil/Bay OA-NO 2ppm OA-NO 2ppm OA-NO 2ppm
Kontrolle Sil 100ug Bay 58 30ug Bay 41 100ug

MW STABWN MW STABWN MW STABWN MW STABWN

0 7,473 = 0,05 7493 = 0,03 7,434 = 0,06 7,468 + 0,04
10 7,502 += 0,06 7,517 = 0,03 7,449 = 0,05 7,496 + 0,04
20 7515 %= 0,06 7511 = 0,04 7,464 = 0,04 7,516 + 0,03
30 7,470 += 0,04 7,464 = 0,07 7,450 + 0,03 7,511 = 0,05
60 7,360 %= 0,05 7,404 = 0,06 7,351 = 0,04 7,460 + 0,06
90 7,263 %= 0,10 7,315 = 0,07 7,214 + 0,08 7,409 + 0,06
120 7,187 *= 0,15 7,241 = 0,07 7179 = 0,08 7,375 + 0,061

6.3 Pulmonale Parameter

» Beatmungsdruck
Der maximale Beatmungsdruck stieg bei den Tieren aller Gruppen an. In der Gruppe OA-
NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug war dieser Anstieg jedoch am schwachsten. Die zweifakto-
rielle Varianzanalyse ergab fir den Vergleich dieser Gruppen mit der Kontrolle einen sig-
nifikanten Unterschied in den Faktoren Zeit, Zeit*Gruppe und Gruppe. Im T-Test traten
Signifikanzen fiir die Zeitpunkte t=90 bis t=120min auf (siehe Diagramm 40).
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Diagramm 40: Zeitliche Verlaufe des Beatmungsdrucks (VP) fur die Versuchsgruppen OA-
Sil/Bay-Kontrolle (e), OA-NO 2ppm-Sil 100ug (V), OA-NO 2ppm-Bay 58-
2667 30pg () und OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug (©)

» Wet-to-dry weight ratio

10

Wet to dry weight ratio

A\ . .

OA Sil/Bay Kontrolle OA NO Sil 100ug OA NO Bay 58 30ug OA NO Bay 41 100ug

Diagramm 41: Wet-to-dry weight ratio der Versuchsgruppen OA-Sil/Bay-Kontrolle, OA-
NO 2ppm-Sil 100ug, OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug und OA-NO 2ppm-
Bay 41-2272 100ug

Die Verhéltnisse von Nass- zu Trockengewicht der Lungen unterschieden sich nicht signi-
fikant (ANOVA und T-Test) voneinander (siehe Diagramm 41). Mit 7,5+0,4 lag der wet-
to-dry weight ratio der Gruppe OA-NO Bay 41-2272 jedoch deutlich unter dem der OA-
Bay/Sil-Kontrolle (7,94+0,7).
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» Intrapulmonaler Shunt (Qs/Qt)
Der intrapulmonale Shunt lag in der Gruppe OA-NO 2ppm-Sil 100ug mit 59,78+0,01%
deutlich und signifikant tiber dem der Kontrolle (43,02+13,43%). Die Therapiegruppe mit
NO 2ppm und Bay 58-2667 30ug lag nur geringfugig uber der Kontrolle, wohingegen in
der Versuchsgruppe OA-NO 2ppm-Bay 41-2272 100ug mit einem Wert von 16,87+5,39%
ein deutlich und signifikant unter der Kontrolle liegender Wert berechnet wurde (siehe

Diagramm 42).

80

T T T
OA Sil/Bay Kontrolle OA NO Sil 100ug OA NO Bay 58 30pg  OA NO Bay 41 100ug

Diagramm 42: Intrapulmonaler Shunt der Versuchsgruppen OA-Sil/Bay-Kontrolle, OA-
NO 2ppm-Sil 100ug, OA-NO 2ppm-Bay 58-2667 30ug und OA-NO 2ppm-
Bay 41-2272 100pg zum Zeitpunkt t=120min

Zusammenfassung der Ergebnisse

Sildenafil NO

Der SAP konnte in der Kombinationsgruppe Sildenafil und NO mit relativ geringen Nore-
pinephringaben konstant gehalten werden. Der PAP, wie auch SVR, wurde durch die
Kombinationstherapie nicht beeinflusst. Der PVR lag leicht unter dem der Kontrollen, wo-
bei das HZV anstieg. Die pCO,-Werte stiegen deutlich an, wobei die pO,-Werte und die
0O,-Séttigung im Gegensatz dazu deutlich abfielen. Der pH-Wert und der CVP wiesen ei-
nen mit den Kontrollen vergleichbaren Abwaértstrend auf. Der intrapulmonale Shunt stieg
in der Kombinationsgruppe mit Sildenafil und NO gegeniber der Kontrolle signifikant an.
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Bay 58-2667 NO

In der Kombinationsgruppe mit Bay 58-2667 und NO konnte der SAP nur mit hohen Kate-
cholamingaben stabil gehalten werden. Der PAP wurde nicht merklich gesenkt, obwohl bei
nahezu konstantem HZV ein leicht verminderter PVR zu beobachten war. Die Blutgase
unterschieden sich nicht deutlich von den Kontrollen. Lediglich der pCO, war im Ver-
gleich zu den Kontrollen leicht erhdht. Das Nass-zu-Trockengewicht-Verhéltnis der Lun-

gen dieser Gruppe war leicht vermindert, der intrapulmonale Shunt geringfligig erhoht.

Bay 41-2272 NO

Die gemeinsame Gabe von Bay 41-2272 und NO fiihrte bei minimalen Katecholamingaben
zu einer deutlichen Senkung des pulmonalarteriellen Drucks. Der SAP und SVR lag ge-
ringfugig, aber signifikant Gber den Kontrollen, wohingegen der PVR leicht unter den
Kontrollen lag. Der CVP wie auch der pH-Wert fiel im Gegensatz zum HZV nur geringfu-
gig ab. Die pulmonalen Parameter VP und wet-to-dry weight ratio lagen deutlich (Signifi-
kanz fur den VP) unter denen der unbehandelten, OA-geschadigten Tiere. Im Gegensatz
dazu konnten in der Therapiegruppe signifikant hohere pO, - und O,-Sattigungs -Werte
festgestellt werden. Die pCO, Werte hingegen verliefen leicht unter den Kontrollen. Die

Qs/Qt-Werte lagen signifikant unter denen der Kontrollen.
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Das Olsauremodell der akuten Lungenschadigung

In der hier durchgefiihrten Studie wurde zur Simulation der Frihphase des Acute Respira-
tory Distress Syndrom (ARDS) die Lunge durch die intravendse Injektion von Olséure
geschadigt. Obwohl es sich bei diesem Modell, mit Ausnahme eines FES-assoziierten
ARDS, um keinen dtiologischen Ansatz zur Simulation des akuten Lungenversagens han-
delt, und die Olséaure-induzierte Lungenschadigung nicht vollstandig das klinische ARDS
représentiert, weisen beide Konditionen eine grof3e Anzahl pathologischer und physiologi-
scher Ahnlichkeiten auf %%,

So findet man sowohl beim OA-induzierten Lungenversagen als auch in der exsudativen
Phase des ARDS ein nicht kardial-bedingtes Lungenddem, intravaskuldre Kongestion und
Koagulation, endotheliale und epitheliale Zellnekrosen sowie alveolére Blutungen. Obwohl
die Veranderungen wie beim ARDS diffus auftreten, sind sie im OA-induzierten Lungen-
versagen nicht homogen verteilt. Als ein weiterer Index steigt das EVLW sowohl im OA-
Modell als auch bei ARDS-Patienten um das Zwei- bis Dreifache an. Milder bis moderater
pulmonaler Hochdruck wird sowohl im OA-Modell als auch bei ARDS-Patienten gefun-
den. Ob es sich bei den Mechanismen, die fir die pulmonale Hypertonie verantwortlich
sind, um die gleichen handelt, ist fraglich, da Studien zu dieser pathologischen Verénde-
rung noch nicht vorliegen. Durch die Olsaure kommt es jedoch zu einer direkten Lungen-
schadigung ohne die Beteiligung von inflammatorischen Zellen oder deren Produkte, wo-
hingegen das ARDS hdufig mit Sepsis und damit verbundenen Entziindungsvorgéngen
assoziiert ist %, Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass durch die Injektion von OA kein
gleichmaéRiges Schadigungsmuster erzielt werden kann. Die histopathologischen Verénde-
rungen durch das Olsauremodell sind in den dorsalen, Schwerkraft-abhingigen Lungenbe-
zirken ausgepragter als in den ventralen Arealen @, Zudem induziert eine Olsaure-
Infusion zwar eine profunde Hypoxamie, aber sie verursacht gleichzeitig eine deutliche
kardiovaskulare Instabilitat mit pulmonaler Hypertonie des Versuchstieres ©*®. Dennoch
wird das OA-Modell der akuten Lungenschadigung in der ARDS-Forschung héufig ver-
wendet. Neben der Evaluierung verschiedener Beatmungsstrategien wird das OA-Modell
auch zur Beurteilung von hdamodynamischen Effekten und der Wirkung von Vasodilatan-
tien auf die Hamodynamik und den Gasaustausch eingesetzt. Es muss jedoch betont wer-

den, dass es sich bei der Schadigung durch die Injektion von OA nur um ein Modell han-
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delt, das weder Hinweise auf die Atiologie des ARDS, noch iiber die sich an die Frithphase
anschlieBenden pathophysiologischen Veranderungen der geschadigten Lunge gibt. Das
Verfahren gewahrt des Weiteren nur den Einblick in ein kurzes Zeitfenster von dynamisch

ablaufenden Prozessen 1%,

Studien zum Einsatz von VVasodilatantien

Der Effekt von Vasodilatantien auf eine OA-induzierte Lungenschadigung wurde bereits in
mehreren Studien untersucht. Obwohl der direkte Vergleich der Studien untereinander auf-
grund unterschiedlicher Versuchsprotokolle und der Verwendung unterschiedlicher Sub-
stanzen nicht maglich ist, kommt Schuster ®®V zu dem Schluss, dass die Gabe von Vasodi-
latantien im OA-Modell der akuten Lungenschédigung zu einer Steigerung des HZV fihrt
und keinen oder nur einen leicht erniedrigenden Einfluss auf den pulmonalkapillaren Ver-
schlussdruck, den PAP und den PVR hat. Zudem stellt Schuster fest, dass Vasodilatantien
in den OA-Modellen zu keiner Verbesserung der Oxygenierung fihren. Als Begriindung
fiir die beobachteten Phanomene wird der Effekt von Vasodilatantien sowohl pulmonal, als
auch systemisch vasorelaxierend zu wirken angegeben. Neuere Studien zeigen jedoch, dass
durch die Gabe von selektiv pulmonal vasodilatierenden Substanzen wie NO oder durch
eine Vernebelung von Vasodilatantien positive Effekte erzielt werden kdnnen.

1 METHODISCHE LIMITATIONEN

1.1  Allgemein

Da die Kaninchen bereits fur Pyrogentests der Behring-Werke Marburg verwendet wurden
und Uber die Dauer und Art der VVorbehandlung der Tiere, insbesondere Uber die gesteste-
ten Substanzen und Testergebnisse, nichts bekannt war, konnte eine Beeinflussung der
eigenen Versuchsergebnisse, z.B. durch septische Tiere, nicht ausgeschlossen werden. Der
gute Allgemeinzustand und die Ergebnisse der Leerversuche bzw. die physiologischen
Ausgangswerte lassen jedoch den Schluss zu, dass die Tiere gesund waren.

Mit einer Gruppengrofie von n=5 wurde eine VersuchsgruppengréRRe gewahlt, die sich auf
das unerlassliche Mal beschréankte und eine biometrische Interpretation der Ergebnisse
noch zulieR. Dennoch ist die Aussagekraft der statistischen Auswertung zur Abschatzung
der Wahrscheinlichkeiten leicht eingeschrankt. Aufgrund der Richtlinien zu Tierversuchen

und ethischer Handlungsprinzipien wurde jedoch auf gréRere Versuchsgruppen verzichtet.
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Die Lagerung der Versuchstiere in Riickenlage flihrte moglicherweise zu einer Aggravie-

rung der Olsaure-induzierten Lungenschadigung ¢“304%®),

Die Verwendung einer Ketamin-Xylazin-Narkose stellt eine Standardmethode dar, die hau-
fig bei Klein- und Labortieren eingesetzt wird. Dabei wirkt Ketamin als Analgetikum und
Andsthetikum mit hypnotischen Eigenschaften. Sein Effekt, die Muskelspannung zu erho-
hen, wird durch die muskelrelaxierende Wirkung des Sedativums, Anasthetikums und A-
nalgetikums Xylazin aufgehoben. Zudem kann durch die gemeinsame Verwendung die
Dosis Ketamin um ein Drittel reduziert werden. Jedoch kann es durch alpha-agonistische
Wirkung des Xylazins zu einer Beeintrachtigung des Gefaitonus kommen (Hypotension).
Zudem kommt es aufgrund einer abnehmenden sympathischen Aktivierung, Steigerung des
vagalen Tonus und verminderter Norepinephrin-Freisetzung der sympathischen Nervenen-
digungen zu einer Bradykardie.

Die Verwendung von Katecholaminen diente, neben der Volumensubstitution mit I1N-
Elektrolytldsung, zur Stabilisierung der systemischen Zirkulation. Es kann, insbesondere
da Norepinephrin vorwiegend an alpha-Rezeptoren wirkt, nicht ausgeschlossen werden,
dass es durch die Gabe der Katecholamine neben einer systemischen Vasokonstriktion
auch zu einer Konstriktion in den pulmonalen Gefaen kam. Die Anwendung von Kate-
cholaminen wird in mehreren Studien zur Stabilisierung des Blutdrucks angegeben. So
wurde in einer Studie von Rylander et al. ®?® einer Hypotension mit Epinephrindosen von
0,21-1,15pg/kg entgegengewirkt. Auch Neumann und Hedenstierna ¢™V setzten Katecho-

lamine zur Kreislaufstabilisierung ein.

Die Infusion mit IIN-Elektrolytlosung diente der Kompensation der Volumenverluste
durch die Blutentnahmen und der aufgrund der Perfusionsstérung auftretenden Plasmaver-
luste in die Lunge. Zudem erhéht die in der 1IN-L&sung enthaltene Hydroxyethyl-Stéarke
(100/0,5; 50g/l) den kolloidosmotischen Druck, wodurch eine vermehrte Odembildung
verhindert und zusatzlich ein positiver Effekt auf die Membranintegritét erreicht werden
kann 841 \as sich positiv auf die OA-induzierte Lungenschadigung auswirkt. So konn-
te auch gezeigt werden, dass sich HES bei der Therapie von ARDS-Patienten positiv aus-

Wirkt (6:299:362)
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1.1.1 OA-Dosierung

Mit einer Dosis von 0,1ml/kg OA wurde eine relativ hohe Dosis gewdhlt, die jedoch in
einer Vielzahl von Studien verwendet wird. Wie Vorversuche mit niedrigeren Dosen und
verschiedenen Applikationsarten zeigten, wurden mit der zentralvendsen Injektion von
0,1ml/kg, die deutlichsten pulmonalen Veranderungen erzielt. Insbesondere der unmittel-
bare Anstieg des PAP war der Beweggrund, diese Applikationsweise zu wahlen. Obwohl
die Applikationsdauer mit ca. 1min im Vergleich mit anderen Studien relativ kurz ist,
konnte damit eine stabile Schadigung erzielt werden.

Wie Beilman et al. ®® an Ratten zeigen konnten, werden durch die Injektion von
0,071ml/kg in vivo Konzentrationen erreicht, die eine GrofRenordnung Uber den toxischen
in vitro -Konzentrationen liegen. Zudem entspricht eine Dosis von 0,1ml/kg naherungswei-
se der Menge an Fett in den Lungen von Patienten mit schwerwiegendem FES. Mit
0,1ml/kg betragt die Dosis ein Drittel der LDs bei Kaninchen ¢™®. Durch die schnelle In-
jektion wurde gewahrleistet, dass es zu einer progradienten Entwicklung der akuten Lun-
genschadigung kommt. Als Nachteil muss jedoch gewertet werden, dass es zu einer nicht
homogenen Verteilung der Lungenschadigung kommt, die sich in fokalen fleckigen nekro-
tischen und hamorrhagischen Lasionen zeigt 7.

1.1.2 Beatmung

Die Beatmung erfolgte volumenkontrolliert, was die Gefahr einer zusatzlichen Lungen-
schadigung durch ein VVolu- bzw. Barotrauma in sich birgt. Mit einer Frequenz von 28 Zi-
gen pro Minute und einem konstanten Atemzugvolumen von 32ml wurde mit einem FiO,
von 0,5 eine ausreichende Oxygenierung bei physiologischen pCO,-Werten erzielt. Rech-
net man das Atemzugvolumen auf das Korpergewicht der Versuchstiere um, so ergibt sich
bei einem mittleren Gewicht von 3,1kg ein AZV von 10,32ml/kg. Dies entspricht, wie
auch die Atemfrequenz von 28 Ziigen pro Minute, den Beatmungsregimen anderer OA-
Studien mit Kaninchen. So beatmeten Furue et al. ®” die Kaninchen mit einer Frequenz

von 30 Atemziigen pro min und einem Atemzugvolumen von 10ml/kg.

1.1.3 PEEP

Die Anwendung eines positiv-endexpiratorischen Drucks diente zur Kompensation der
durch die Intubation der Versuchstiere aufgehobenen Glottisfunktion. Zudem wird durch
den PEEP ein positiver Effekt auf die zyklische Kollabierung und Wiedereréffnung der

Alveolen erzielt und selbige endexpiratorisch offen gehalten. Zudem kann der regionale
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pulmonale Blutfluss und eine extravaskuldre Flussigkeitseinlagerung durch einen positiv-
endexpiratorischen Druck positiv beeinflusst werden %2233 Da es durch einen hohen
PEEP, assoziiert mit hohen endinspiratorischen Driicken, ebenfalls zu einem VALI (Uber-
dehnung beliifteter Lungenbereiche) kommen kann “*®, wurde mit 5cm H.,O ein relativ
niedriger PEEP gewahlt. Dadurch wurde zudem verhindert, dass es durch eine Kompressi-
on von LungengefélRen zu einem reduzierten pulmonalen Blutfluss und zu einer systemi-

schen Depression kommen konnte %9,

1.2  Versuchsparameter

1.2.1 Versuchsablauf

Eine mdogliche Limitation der angewendeten Methode kdnnte darin liegen, dass direkt nach
Injektion der Olsaure mit der entsprechenden Therapie begonnen wurde, ein stabiler Zu-
stand der akuten Lungenschadigung jedoch erst nach einer Stunde erreicht wurde. Von
daher konnen die Ergebnisse nicht unmittelbar auf die klinische Situation projiziert wer-
den, da die Therapie dort meist erst in einem manifesten, mit deutlichen Symptomen asso-
ziierten Krankheitsstadium angewendet wird. Zudem erfolgen in einer Reihe von Studien
die therapeutischen Interventionen erst nach einer gewissen Zeitspanne, in der es zu einer
Stabilisierung der Lungenschadigung kommt ©®, was die Vergeichbarkeit der Studien
untereinander einschrankt. Da die pulmonale Odembildung bzw. Einlagerung von extra-
vaskularer Flussigkeit in der Regel innerhalb von 90min erfolgt ¥ und sich die hamody-
namischen Stérungen normalerweise innerhalb von 60-90min stabilisieren 32149 sollte
durch den friihen Einsatz der Vasodilatoren in der vorliegenden Arbeit eine OA-induzierte

Lungenschéadigung schon wéhrend der Entstehung unterbunden werden.

1.2.2 Messparameter

Die Berechnung der Parameter HZV, PVR und SVR stellt eine nicht zu unterschatzende
Einschrankung fir die Interpretation der Ergebnisse dar. Es muss bedacht werden, dass das
HZV nicht wie in anderen Studien durch Thermodilution oder elektromagnetisch gemessen
wurde, sondern aus der im Material- und Methodenteil dieser Arbeit angegebenen Formel
nach dem Fick”schen Prinzip aus der arteriovendsen Sauerstoffdifferenz und dem mittleren
Hb-Wert berechnet wurde. Da beim Fick’schen Prinzip eine gleich bleibende O,-
Aufnahme eine Grundvoraussetzung ist, kann in diesem Versuchsmodell das HZV nur als
Néherungswert gewertet werden. Denn obwohl der FiO, konstant gehalten wurde, kann

eine durch die Olsaure-Injektion induzierte Lungenschadigung zu einer verminderten Sau-
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erstoffaufnahme fuhren. Auch die beobachtete Azidose resultiert mit Sicherheit in veran-
derten Sauerstoffbindungseigenschaften des Blutes. Zudem gilt dieses Prinzip nur bei Aus-
schluss eines Shunts ?®, was in unserem Fall ebenfalls nicht gewahrleistet war. Anderer-
seits korrelieren in zwei Studien nach dem Fick”schen Prinzip berechnete HZVs mit denen,
die mit Hilfe der Gas-Reinhalation und Thermodilution gemessen wurden (%314,

Da das HZV auch in die Berechnung der Parameter PVR und SVR einfloss, konnen diese
Parameter ebenfalls nur bedingt in die Interpretation der Ergebnisse einbezogen werden.
Fur den Parameter PVR kommt zudem hinzu, dass der PAWP nicht gemessen werden
konnte, sondern als Konstante in die Gleichung einging. Daher muss der PVR als PVRI
betrachtet werden, der zwar eine Aussage Uber die pulmonalen Druck- und Flussverhalt-
nisse zulasst, aber nicht die eigentlichen pulmonalvaskularen Druckverhéltnisse widerspie-
gelt, insbesondere da der pulmonalkapillare Verschlussdruck im Rahmen einer OA-

induzierten Lungenschadigung variieren kann 72",

1.2.3 Bestimmung der cGMP-Konzentrationen

In einer Vielzahl von Studien zum Einsatz von Pharmaka, die den NO-cGMP-
Signaltransduktionsweg beeinflussen, wird als weiterer Parameter die cGMP-
Konzentration im Plasma oder Urin angegeben. Da es sich bei cGMP jedoch um einen
intrazellularen second-messenger handelt, der auch Uber spezifische Transportsysteme wie
den MRP-Transporter unveréndert aus der Zelle eliminiert wird, reprasentieren die cGMP-
Plasma- oder Urinspiegel nicht unbedingt die intrazellularen Verhaltnisse. So kann z.B.
eine Hemmung der cGMP-Transporter, wie fir den MRP-Transporter durch Sildenafil in
hohen Konzentrationen nachgewiesen @**Y  hei hohen intrazellularen cGMP-
Konzentrationen zu niedrigen Plasmaspiegeln fuhren. Da nicht ausgeschlossen werden
kann, dass, insbesondere bei der systemischen Applikation von PDE5-Inhibitoren oder
sGC-Aktivatoren, hohe Plasmaspiegel aus einer vermehrten cGMP-Produktion in anderen
Geweben (z.B. dem Corpus cavernosum) resultieren, kann durch die Messung der cGMP-
Plasma- und/oder Urinspiegel des Weiteren keine Aussage Uber die Situation in der Lunge
getroffen werden. Zudem kann, obwohl eine Reihe von Studien eine Beziehung zwischen
cGMP-Plasmaspiegeln und einer pulmonalen Vasodilatation aufzeigen, nicht gefolgert
werden, dass hohe cGMP-Konzentrationen auch zu einer pulmonalen Vasodilatation fiih-

ren. Daher wurde auf die Bestimmung dieses Parameters verzichtet.
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DISKUSSION DER ERGEBNISSE

1 DISKUSSION DER KONTROLLGRUPPEN

1.1 Leerversuche

In den Kontrollversuchen, in denen den Tieren zum Zeitpunkt t=20min anstatt der
0,1ml/kg OA die gleiche Menge Kochsalzlosung tber die Schleuse zentralvenos injiziert
wurde, traten keine signifikanten Verénderungen tber die Versuchsdauer auf. Zwar fiel der
CVP, arterielle pO, und pH leicht ab, wohingegen der PAP leicht anstieg, dennoch unter-
schieden sich die Daten am Versuchsende nicht signifikant von den Ausgangswerten und
lagen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum im physiologischen Bereich. Dies l&sst
den Schluss zu, dass trotz der erforderlichen Katecholamingaben zur systemischen Kreis-
laufstabilisierung das Versuchsdesign zur Beurteilung der OA-induzierten Lungenschadi-

gung und der Wirkung von Vasodilatantien nach OA-Gabe geeignet war.

1.2  Olsaure Kontrollen

» Hamodynamik

o0 Systemisch-arterieller Druck (SAP)

Der SAP konnte sowohl in der Kontroll- als auch OA-Kontrollgruppe durch Gabe von No-
repinephrin auf konstantem Niveau gehalten werden. Die fur die Aufrechterhaltung erfor-
derlichen Katecholamingaben lagen fur die OA-Kontrollgruppe deutlich, wenn auch nicht
signifikant hoher als die der Kontrollen. Als mdglicher Grund hierfiir kommt neben der
Azidose ®*® eine durch OA vermittelte Beeintrachtigung der kardialen Funktion in Frage
(362) S0 berichten mehrere Studien von einer OA-induzierten Verminderung des HZV und
der Herzfrequenz (besprochen in Schuster ). Dennoch beobachten Bleyl et al. “?, ob-
wohl sie keine Katecholamine zur Stabilisierung einsetzten, bei Schafen, die 0,1ml/kg OA
I.v. injiziert bekamen, keine signifikanten Veranderung des mittleren systemischen Blut-
drucks. Auch eine Vielzahl andere Studien, in denen keine Katechecholamine eingesetzt
wurden, konstatieren keine Veranderungen des SAP. Im Gegensatz dazu berichten Zhou et
al. “* von erhohten Mortalitatsraten bei OA-geschadigten Kaninchen. Sie konstatieren,
dass die Tiere vorwiegend an kardialer Depression, die mit massiver Hypoxamie und Azi-
dose assoziiert war, verstarben. Sha et al. ¢"? berichten ebenfalls, dass finf Schweine in-
nerhalb von einer Stunde nach OA-Gabe (0,11ml/kg i.v. Uber 15min) verstarben. Wie auch
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in der vorliegenden Studie setzten Rylander et al. ©“*® sowie Neumann und Hedenstierna
(271 Katecholamine zur Kreislaufstabilisierung ein, um eine Beeinflussung der Versuchser-

gebnisse durch eine hdmodynamische Instabilitat vorzubeugen.

o Pulmonalarterieller Druck (PAP)

Der signifikante Anstieg des PAP/RVP in den OA-Kontrollen steht grundsétzlich im Ein-
klang mit den erhéhten pulmonalarteriellen Driicken nach OA-Gabe in einer Vielzahl an-
derer Studien. So konnten Pagnamenta et al. (%82) in einer Studie an Hunden, 90min nach
OA-Gabe (0,07ml/Kkg, i.c. Uber 5min) einen signifikanten Anstieg des PAP von 16x1 auf
20+1mmHg feststellen. Ebenfalls bei Hunden stieg der systolische PAP nach intraatrialer
Injektion von 0,09mg/kg OA (verteilt auf drei Aliquots) innerhalb von 90min bei den Tie-
ren in Riickenlage von 14,7415 auf 21,3+3,7mmHg an. Julien et al. “’® konnten tiber ei-
nen Zeitraum von 2-4 Stunden nach OA-Gabe in Konzentrationen von 0,02-0,12ml/kg (i.c.
innerhalb von einer Stunde) einen dosisabhéngigen Anstieg des PAP bei Schafen beobach-
ten. Dabei stieg bei einem Tier mit der hdchsten OA-Dosierung innerhalb des Beobach-
tungszeitraums der PAP von 11,8+3,7 auf 19,9mmHg an. In einem chronischen Modell
von Schoene et al. ®* mit Hunden stieg der PAP nach Injektion der Olsaure (0,09mg/kg)
am ersten Tag von 16,9+2,5 auf 22,3+4,4mmHg an. Bei Schweinen, denen 0,1ml/kg OA
langsam Uber den Zentralvenenkatheter injiziert wurde, stieg der PAP innerhalb von 60
resp. 120min von 2345 auf 37+5 resp. 35+7mmHg an ®?®. Neumann und Hedenstierna ¢
beobachteten bei Schweinen, denen Uber einen Zeitraum von 20min 0,1ml/kg OA zentral-
venos verabreicht wurde, innerhalb von 120min einen Anstieg des PAP von 18+3 auf
39+6mmHg. Gust et al. " verzeichneten bei Hunden 90min nach OA-Infusion
(0,08ml/kg c.v.) einen Anstieg des PAP um 46+32%. Die Infusion von 20mg OA/kg pro
Stunde (2 0,023ml OA\) fiihrte in einer Studie von Kruse-Elliot und Olson ®®Y innerhalb
von zwei Stunden zu einem massiven Anstieg des PAP von 16,7+0,7 auf 37,6x£1,2mmHg.
An der isolierten und mit Blut perfundierten Kaninchenlunge konnten Goff et al. 2 nach
der Gabe von 0,12ml einer 50%igen OA/Ethanol-Lésung innerhalb von 60min einen signi-
fikanten Anstieg des PAP um 47,6£20,6mmHg feststellen. Durch die Injektion von
1,0+0,3ml/kg OA pro kg, welche in heparinisiertem Blut gelést wurde, konnte an Schwei-
nen ein Anstieg des PAP von 22+2 auf 44+4mmHg erzielt werden 2",
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Der Mechanismus der OA-induzierten pulmonalen Hypertonie ist bis heute ungeklart. Es
werden drei unterschiedliche Mechanismen, die zu einem Anstieg des pulmonalarteriellen
Drucks fihren diskutiert. Neben der Vasokontraktion wird die Kompression und Verle-
gung, also Obiteration von Gefallen diskutiert, was flr den therapeutischen Ansatz einer
OA-induzierten Lungenschadigung von Bedeutung ist %7,

® Vasokonstriktion
= Thromboxan

Thromboxan ist eine stark vasokonstriktorische Substanz, die als Folge einer vermehrten
Arachidonsédure-Verstoffwechselung gebildet wird. Es konnte gezeigt werden, dass TXB,-
Konzentrationen nach OA-Gabe ansteigen (166:185277:363.389) - a5 \yeiterer Anhaltspunkt fiir
eine Beteiligung von TXA an der OA-induzierten pulmonalen Hypertonie muss der positi-
ve Effekt einer TXA-Rezeptorblockade auf die OA-induzierte Lungenschadigung gewertet
werden. So konnten Goff et al. “?”) durch Blockade von TXA-Rezeptoren in isolierten und
mit Blut perfundierten Kaninchenlungen eine Reduktion der OA-induzierten pulmonalen
Hypertonie und Hypoxamie erreichen. Ishitsuka et al. ‘°® konnten durch eine Vorbehand-
lung mit dem TXA-Synthasehemmer Ozagrel positive Effekte auf die OA-induzierte Gas-
austauschstérung und Perfusionsstorung erreichen. Kruse-Elliot et al. “°Y kommen zu dem
Schluss, dass Leukotriene in der Pathogenese der OA-induzierten Lungenschédigung nicht
involviert sind. Sie konstatieren jedoch, das Zyklooxygenaseprodukte, deren Bildung durch
die Gabe von Indomethazin unterdriickt werden kann, durchaus eine Rolle spielen. So
konnten sie zeigen, dass die Gabe des nicht-steroidalen Antiphlogistikums zu einer Ab-
schwéchung der friihen OA-induzierten pulmonalen Hypertonie fuhrte. Auch Selig et al.
370 heschreiben, dass die Gabe von lbuprofen zu einer verminderten Freisetzung vaso-
konstriktiver Prostanoide und zu abgeschwéchten Druckanstiegen fiihrt. Im Gegensatz da-
zu konnten Gust et al. **" keinen Anstieg der Konzentrationen des stabilen TXA,-
Metaboliten TXB, im Plasma von OA-geschadigten Hunden nachweisen. Auch Julien et
al. @™ schlieRen aus, das die OA-induzierte pulmonale Hypertonie durch Zyklooxygenase-

Metaboliten der Arachidonsdure ausgeldst wird.

=  Endothelin

Neben Thromboxan sind mdglicherweise auch Endotheline ®® an einer OA-induzierten
pulmonalen Vasokonstriktion beteiligt. So konnten erhéhte ET-Lavage- und Plasmaspiegel
nach OA-Gabe nachgewiesen werden ®%9 park et al. ®" fihrten eine erhohte ET-1
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Expression auf eine OA-vermittelte Hemmung der PKC zuriick. Des Weiteren fiihrt eine
Endothelin-Rezeptorblockade durch Tezosentan zu einer deutlichen Senkung einer OA-
induzierten pulmonalen Hypertonie “??. Auch eine Vorbehandlung mit Bosentan fiihrte in
einer Studie von Hubloue et al. *® zu einer pulmonalen Vasodilatation, die aufgrund der
systemischen Applikation jedoch nicht selektiv, und damit auch nicht mit einer Verbesse-
rung der OA-induzierten Gasaustauschstérung verbunden war. Auch Guimaraes et al.
(133134 stellen nach Versuchen mit dem ETa und ETg -Rezeptor-Antagonist Bosentan fest,
dass endogene Endotheline eine Schlisselrolle in der OA-induzierten Lungenschéadigung
einnehmen. Interessanterweise konnten die Autoren bereits in einer friheren Studie nach-
weisen, dass die Blockade von ETg-Rezeptoren auch zu einer Reduktion einer OA-

induzierten pulmonalen, mikrovaskularen Plasma-Extravasion fuhrt 39,

» Hypoxische Vasokonstriktion

Als weiterer Mechanismus einer VVasokonstriktion im OA-Modell der akuten Lungensché-
digung kommt die hypoxische Vasokonstriktion in Frage. So konnte durch computerto-

mografische Untersuchungen von Gust et al. 3"

gezeigt werden, dass es im Rahmen einer
OA-vermittelten Lungenschadigung zu einer hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion
kommt. Kafi et al. ®®" berichten bei Hunden, die nach OA-Gabe zwar einen erhéhten
PVR, aber keinen vermehrten PAP aufwiesen, von einer reduzierten Olsaure-vermittelten
HPV. Die Autoren folgern, dass OA zu einer Stérung sowohl der Endothel-abhéngigen als
auch -unabhéngigen GefaRtonusregulierung fihrt. Ishitsuka et al. “®® machen eine HPV
fir die schnelle Regeneration (innerhalb von 75min) einer OA-induzierten Lungenschadi-

gung nach i.v Injektion von 15ug/kg OA bei Hamstern mit verantwortlich.

= Hemmung der sGC durch Oy

Maglicherweise flhrt auch eine direkte Hemmung der sGC durch Superoxid-Anionen (O;)
zu verringerten cGMP-Konzentrationen und damit zu einer VVasokonstriktion. So konnten
Mulsch et al. ?®® eine Hemmung der sGC durch O, nachweisen. Auch Cherry et al. ©
machen O, fur die Hemmung der cGMP-vermittelten Relaxation von bovinen Pulmonalar-
terien verantwortlich. Zwar wird der Stellenwert von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
kontrovers diskutiert ?*#*Y dennoch konnten einige Studien eine Beteiligung von ROS,
insbesondere Superoxid-Anionen, an der OA-induzierten Lungenschédigung nachweisen
(167.219.22826243%) 7\)dem konnte gezeigt werden, dass cis-ungesattigte Fettsauren durch Ak-
tivierung von neutrophilen Granulozyten per se zu hohen Leveln an Superoxid-Anionen

fiihren @7,
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= Direkte Effekte

Des Weiteren bewirkt die i.v.-Injektion von Olsaure moglicherweise durch eine direkte
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) ®®" eine Hemmung der Myosin-Leicht-Ketten-
Phosphatase. Dieses Enzym flhrt durch die Spaltung des Myosinphosphats in Myosin zu
einer Muskelrelaxation. Zudem deutet eine kirzlich verdffentlichte Studie von Kdcksel et
al. " auf eine Beteiligung der Rho-Kinase (ROCK-1 und ROCK-2) an der OA-
induzierten Lungenschadigung hin. Dieses Enzym spielt eine wichtige Rolle in der Ca*-
unabhéngigen Regulation der Kontraktion glatter Muskelzellen. So moduliert der Rho-Rho
Kinase-Signalweg durch Hemmung der MLCP den Phosphorylierungszustand der MLC
des Mysoin Il und tragt zu einer Agonisten-induzierten Ca®*-Sensibilisierung bei (bespro-
chen in Fukata et al. “*Y). Auch die direkte Hemmung der endothelialen NO-Synthase
wird als Ursache einer OA-induzierten Hypertonie diskutiert 2.

e Kompression

Es ist fraglich, ob eine Odementwicklung, so wie sie im OA-Modell der akuten Lungen-
schadigung zu beobachten ist, einen Anstieg des pulmonalvaskuldren Widerstands zur Fol-
ge hat. So diskutieren Velasquez und Schuster “*?, dass der Anstieg des PAP/PVR noch
vor einer Flissigkeitseinlagerung in die Lunge anstieg. Dennoch kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass es durch massive Flissigkeitseinlagerungen in die Lunge zu einer me-
chanischen Kompression der WiderstandsgefaBe kommt ®°V. Da der Anstieg des PAP zu
einer Erhohung der mikrovaskuldren Filtrationsflache sowie des kapillaren hydrostatischen
Drucks und der transvaskuldren Fliissigkeitsfiltration fihren kann ®°Y, besteht die Gefahr
eines circulus vitiosus, der in einer weiteren Erhéhung des PAP resultiert und in einem
Rechtsherzversagen miinden kann.

Auch eine Kompression von LungengefaBen durch eine Uberblahung der Lunge im Zu-
sammenhang mit hohen positiv-endexpiratorischen und maximalen Beatmungsdricken

wird diskutiert.

e Obliteration

Wie Derks und Jacobovitz-Derks ® in einer umfassenden, systematisch morphologischen
Studie zeigen konnten, kommt es bei Hunden innerhalb von einer Stunde nach OA-
Injektion zu einer thrombotischen Obstruktion von Lungenkapillaren durch Fibrin, Throm-
bozyten und Zelldebris. Ragaller und Mitarbeiter ©° konnten zeigen, dass die OA-

induzierte pulmonale Hypertonie durch eine pulmonale Mikroembolisation verursacht
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wird. Zu dhnlichen Schlussfolgerungen kommen auch Bleyl et al. “?. Im Gegensatz dazu
kann nach Julien et al. ™ die OA-induzierte pulmonalarterielle Hypertonie nicht durch
eine vaskulare Obstruktion erklart werden.

Des Weiteren kann es nach Gabe von freien Fettsauren im Rahmen einer Mikroembolisati-
on zu einer Verlegung von GeféaRen durch die hydrophilen Partikel kommen. Neben dieser
Mirkoembolisation wird auch die Verlegung der pulmonalen Gefalle durch endotheliale
Schwellung diskutiert. Da durch Mannitol eine Reduktion des berechneten PVR erreicht
werden konnte, folgern Powers et al. ®°, dass der Effekt des Diuretikums durch eine ver-

minderte Schwellung vermittelt wurde.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die OA-induzierte pulmonale Hypertonie
nicht durch einen einzigen Mechanismus bedingt wird, sondern dass mehrere, nicht klar
abgrenzbare, unterschiedlich gewichtete Ursachen zur PH beitragen. Dies ist insofern von
entscheidender Relevanz fir die Evaluierung von Therapeutika, da oftmals nur ein be-
stimmter Pathomechanismus beeinflusst wird und durch ein Fortbestehen der anderen eine
Verschattung des Effekts erfolgt. Es ist jedoch davon auszugehen, dass es sich bei der Va-
sokonstriktion um den Hauptmechanismus der OA-induzierten pulmonalen Hypertonie
handelt und die anderen Mechanismen auf die Erhéhung des PAP aufgesetzt sind, aber

diese wiederum beeinflussen €89,
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o0 Systemisch-vaskularer Widerstand (SVR)

Der SVR der OA-Kontrollgruppe wies in seinem zeitlichen Verlauf keine signifikanten
Unterschiede zu der Kontrollgruppe auf. Dieser Effekt ist auf den stabilen SAP und CVP,
sowie ein unverandertes HZV zuriickzufiihren. Auch in Kafi et al. ®® wurde bei Hunden
90min nach OA-Gabe keine signifikante Verdnderung des SVR beobachtet. Neumann und

Hedenstierna @™ konnten durch OA ebenfalls keine Veranderung des SVR feststellen.

o Pulmonalvaskularer Widerstand (PVR)

Auch der Anstieg des PVR uber die Versuchsdauer im Vergleich zu den Kontrollen ist ein
vielfach beschriebener Effekt einer OA-induzierten Lungenschéadigung.

In einer Studie von Beyl et al. “? stieg der PVR in der Schadigungsgruppe im Vergleich zu
scheinbehandelten Tieren Uber eine Versuchsdauer von 60min deutlich von 175+85 auf
506+277 dynxsecxcm™xm? an. Vergleichbare Ergebnisse werden auch in anderen Verdf-
fentlichungen dieser Arbeitsgruppe angegeben “*423%) Kafi et al. ® fanden innerhalb
von 90min nach OA-Gabe einen signifikanten Anstieg des PVR von 118411 auf 251+47
x10° dynxsecxcm™®xm?. Auch Julien et al. @’® fanden bei einem Schaf nach 120 min einen
Anstieg des PVR von 241+56 auf 502 dynxsecxcm™. Neumann und Hedenstierna @™
konnten durch OA-Injektion einen Anstieg des PVR von 185+52 auf 469+154

dynxsecxcm™ induzieren.

Es muss jedoch bedacht werden, dass die Parameter HZV und PAWP, die in die Berech-
nung des PVR eingeflossen sind, in der vorliegenden Studie nicht gemessen, sondern eben-
falls berechnet wurden bzw. als Konstante eingingen. Von daher muss der Anstieg des
PVR bei gleich bleibendem HZV und konstantem PAWP als direkte Folge eines PAP-
Anstiegs betrachtet werden. Da in mehreren Studien gezeigt wurde, dass der PAWP nach
OA-Gabe nicht konstant bleibt 727 liegt eine zusatzliche Fehlerquelle, neben dem be-
rechneten HZV, in dem konstanten PAWP (siehe oben).

o Zentralvenoser Druck (CVP)
Der CVP unterschied sich in der OA-Kontrollgruppe nicht signifikant von den Kontrollen,
was darauf schlielen l&sst, dass in beiden Gruppen vergleichbare Volumen-Verhaltnisse
vorlagen und es zu keiner De-Kompensation des rechten Herzens gekommen ist. Dies kann
dadurch erklart werden, dass es trotz der extravaskularen Flissigkeitseinlagerung in die
Lunge nach OA-Gabe durch die ausreichende Volumensubstitution zu keinem Volumen-
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verlust gekommen ist. Ein nach OA-Gabe ebenfalls konstanter CVP wurde auch in anderen
Studien gefunden " Im Gegensatz dazu stieg in Neumann und Hedenstierna ¢ der CVP

zwei Stunden nach Induktion der Lungenschadigung von 3,7+ 2,2 auf 5,9+1,5mmHg an.

o Herzzeitvolumen (HZV)

Obwohl in einer Reihe von Studien von einer kardialen Depression, die sich in Form einer
Senkung des HZV nach OA-Gabe auswirkt, berichtet wird (besprochen in Schuster ©®%,
(216.3723%)y " konnte in der vorliegenden Studie nach OA-Gabe im Vergleich zur Kontrolle
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Auch Bleyl et al. “*#423%) konnten
in lhren Studien keine Beeintrachtigung des HZV nach OA-Gabe nachweisen. In Marty-
nowicz et al. fiel das HZV von 3,5+0,2 auf 2,2+0,6 I/min nicht signifikant ab, obwohl sich
die Herzfrequenz nach OA-Gabe signifikant von den pra OA-Werten unterschied @0 Im
Gegensatz dazu fanden Rylander et al. ®?® eine Steigerung des HZV nach OA-Gabe.
Grund fir diesen mit der Thermodilution Methode gemessenen Anstieg war moglicherwei-

se der signifikante Anstieg der Herzfrequenz.

o Katecholamingaben
Wie schon in der Diskussion des SAP angesprochen, wurde fir die Aufrechterhaltung ei-
nes stabilen SAP in den OA-Kontrollversuchen im Vergleich mit den Kontrollen deutlich,
wenn auch nicht signifikant mehr Arterenol® benétigt. Der Grund kénnte in einer OA-

induzierten kardialen Funktionsbeeintrachtigung liegen.

» Blutparameter

0 Arterielle pCO2-Werte

Der in der OA-Kontrollgruppe gegeniiber der Kontrolle signifikante Anstieg des pCO; ist
ein weiteres Charakteristikum des OA-Modells der akuten Lungenschadigung. So stieg der
pCO; in einer Studie von Bleyl von 433 auf iiber 60mmHg “?. In Julien et al. @™ wird
ein dosisabhéngiger Anstieg von 3416 auf bis zu 52mmHg gezeigt. Auch Rylander et al.
328) konnten bei Schweinen innerhalb von 60min einen Anstieg des pCO, von 39,7+6,0 auf
52,5+7,5mmHg feststellen. Der pCO, stieg auch in einer Studie von Dembinski et al. (77
deutlich an. Neumann und Hedenstierna ™ fanden zwei Stunden nach OA-Gabe einen
mit 31,6+5,1mmHg gegeniiber dem Ausgangswert (26,5+1,5mmHg) signifikant erhéhten
pCO,. Bei Hunden, die mit einem FiO, von 0,4 beatmet wurden, stieg der pCO, von 39+1

auf 45+4mmHg an ©°°).

- 150 -



IV DISKUSSION
OLSAURE KONTROLLEN

Der Anstieg des pCO, kann durch die Kombination hoherer Ventilations-Perfusions-
Verhaltnisse, eines intrapulmonalen Rechts-Links-Shunts, und einer hoheren CO,-

Produktion verbunden mit einem gesteigerten O,-Verbrauch erklart werden ¢V,

0 Arterielle pO2-Werte
In der OA-Kontrollgruppe fallt im Vergleich mit der Kontrollgruppe der arterielle pO,-

Wert signifikant ab; ein Effekt der Olsaure, der ebenfalls haufig beschrieben wird. So wur-
de bei Schafen durch die Gabe von 0,1ml/kg OA ein pO, Abfall von 540+63 auf
106+19mmHg erzielt. Uber eine Versuchsdauer von 60min fiel dieser weiter auf Werte um
50mmHg ab “?. Bei Hunden konnten Martynowicz et al. einen Abfall von 52676 auf
122+90mmHg feststellen. Julien et al. ™ fanden bei einem Schaf innerhalb von 120min
nach OA-Gabe einen Abfall des pO, von 106+15 auf 38mmHg. Bei Schweinen konnten
Rylander et al. ®® einen Abfall des pO, von 247,5+ 82,0 auf 105,0+48,0mmHg beobach-
ten. In Goff et al. ™" lag bei den OA-behandelten Tieren der 60min-pO, mit
37,4+12,6mmHg signifikant unter dem der Kochsalzkontrollen (113,2+25,7mmHg). In
einer Studie von Dembinski et al. " fiel der pO, durch die Gabe OA von 547+29 auf
63+15mmHg. Auch in Leeman et al. @ fiel der pO, von 202+6 auf 77+9mmHg signifi-
kant ab.

Mit pO,-Werten um 60mmHg handelt es sich bei den hier besprochenen Versuchen bereits
um eine Hypoxamie. Der Grund fiir diesen pO, Abfall wird in gestorten Ventilations-
Perfusions-Verhéltnissen gesehen. Das heil3t, dass gut beluftete Lungenareale schlecht per-
fundiert, und schlecht beliftete gut perfundiert werden. Neumann und Hedenstierna ¢™V
geben den intrapulmonalen Shunt als Hauptgrund des beeintrachtigten Gasaustauschs im
Olsauremodell der akuten Lungenschadigung an. Als ein weiterer Grund fiir die schlechte
Oxygenierung muss die massive Odementstehung im OA-Modell gewertet werden. Durch
diese mechanische Beeintrachtigung des Gasaustauschs kommt es zu einer verminderten

Oxygenierung und reduzierten Abgabe von CO..

0 Arterielle O2-Sattigung
In Korrelation zum pO, fallt auch die arterielle O,-Séttigung, also der Anteil des Hamog-
lobins der mit Sauerstoff gesattigt ist, in den OA-Kontrollversuchen im Vergleich zu den
Kontrollen signifikant ab. Als Erklarungsansatz fur diesen Effekt kénnen die bereits fur
den Parameter pO, angegeben Griinde angeflihrt werden. Des Weiteren kann diskutiert
werden, dass es durch den Anstieg der H'-lonen (Abfall des pH-Wertes) zu einer Affini-

- 151 -



IV DISKUSSION
OLSAURE KONTROLLEN

tatsabnahme des Hamoglobins und damit zu einer Rechtsverschiebung der Hb-
Bindungskurve kommt (Bohr-Effekt).

0 Arterielle pH-Werte

Der signifikante Abfall des pH in der OA-Kontrollgruppe ist moglicherweise auf eine
durch die permissive Hyperkapnie vermittelte respiratorische Azidose zurlickzufiihren. Fir
jeden Anstieg des pCO, um 1mmHg erwartet man einen Anstieg des Plasmabikarbonats
um 0,10-0,25mmol/l ™. Martynowicz et al. zeigten bei Hunden die nach OA-Gabe deut-
lich hyperkapnisch waren, einen Abfall des pH innerhalb von 90min von 7,32+0,06 auf
7,1240,12 @7 In einer Studie von Ito et al. ® konnten hingegen keine Veranderungen
der pCO,2- und pH-Werte festgestellt werden. In der vorliegenden Arbeit fiihren maogli-
cherweise auch die hohen Katecholamingaben zu einer weiteren Absenkung des pH in der
OA-Kontrollgruppe. Obwohl in einer Studie von Casals et al. ¥ weder Katecholamine zur
Stabilisierung von OA-geschadigten Kaninchen (0,1ml/kg i.v.) eingesetzt wurden, noch
erhdhte pCO,-Werte aufgefiihrt werden, beobachteten die Autoren dennoch einen deutli-
chen Abfall des pH-Wertes. VVon daher ist moglicherweise auch eine metabolische Kom-
ponente an der OA-induzierten Azidose beteiligt. In der Studie von Zhu et al. “*® sank der
pH nach OA-Gabe ebenfalls in allen Versuchsgruppen ab und konnte auch durch massive

Bikarbonatgaben nicht angehoben werden.

> Pulmonale Parameter

0 Beatmungsdruck

Der Olséure-induzierte Anstieg des maximalen Beatmungsdrucks wird ebenfalls in einer
Vielzahl von Studien beschrieben. So kommt es bei Schafen zu einem Anstieg von
17,621,5 auf tiber 30mmHg nach OA-Injektion “©. In einer Studie von Ludwigs et al. ¥
wurde die OA-induzierte Lungenschéadigung (0,15-0,2ml/kg in EtOH, ber 30min) durch
einen Anstieg des maximalen Beatmungsdrucks von 16 auf 32mmHg charakterisiert. Ry-
lander et al. ®?®® perichten von einem Anstieg des maximalen Atemdrucks von 15,4+4,3
auf 25,0+6,1mmHg. Ahnliche Ergebnisse fanden auch Neumann und Hedenstierna mit
einem Anstieg von 14,0+2,2 auf 27,2+8 1mmHg .

Der in der OA-Kontrollgruppe zu beobachtende Anstieg des Beatmungsdrucks ist Aus-
druck einer verminderten Compliance der Lunge. So konnten Bleyl et al. “?zeigen, dass
die Compliance 60min nach OA-induzierter Lungenschédigung von 0,59+0,06 auf
0,24+0,04ml/cmH,0/kg abfiel. In Korrelation dazu fanden Martynowicz et al. einen deut-
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lichen Anstieg der Elastance nach OA-Gabe ", Auch Jones et al. “’® fanden 45min nach
OA-Gabe eine um annéhernd 50% reduzierte Compliance in der OA-Gruppe. In Neumann
und Hedenstierna “™ betrug die Compliance 2h nach OA-Gabe nur noch 17,5ml/cmH-0,
anstatt der zu Beginn gemessenen 28,4+4,0ml/cmH,0.

Obwohl anfangs davon ausgegangen wurde, dass vorwiegend atelektatische Lungenbezirke
fir den Abfall der Compliance verantwortlich sind, geht man inzwischen davon aus, dass
die Fullung von abhéngigen Lungenbereichen mit Flussigkeit und Schaum zur Reduktion

rekrutierbarer Lungenbereiche und damit zur verringerten Compliance fiihrt ¢%2372%)

Ein weiterer Ansatzpunkt ware eine Bronchokonstriktion, insbesondere da ein Thrombo-
xananstieg nach OA-Gabe nachgewiesen wurde und dieses Zyklooxygenase-Produkt in
hohen Konzentrationen bronchokonstriktorische Eigenschaften besitzt ¢’®. Zudem konnte
durch das Thromboxanmimetikum U46619, in einem vergleichbaren Tiermodell ebenfalls
ein deutlicher Anstieg des VPmax induziert werden, ohne dass die wet-to-dry weight ratios
merklich anstiegen ®**“%®_ Auch Inoue et al. “**1%) ergrtern, dass U46619 bei Meer-
schweinchen zwar zu einer mikrovaskularen Perfusionsstorung fuhrt, dieser Effekt aber, im
Gegensatz zu STA,, einem Thromboxanmimetikum mit hoherer Affinitat zu den Thrombo-
xan-Rezeptoren, weit hinter dem der Bronchokonstriktion zuriicksteht. Chelucci et al. ¢
konnten jedoch nachweisen, dass eine VVorbehandlung von OA-geschadigten Schafen mit
Aspirin® nur einen kurzzeitigen Einfluss auf die TXBs-induzierte Bronchokonstriktion
hatte. Sie folgern, wie auch Ishitsuka et al. *®®, dass eine Thromboxan-vermittelte Bron-
chokonstriktion nur im Anfangsstadium einer OA-induzierten Lungenschédigung von Be-
deutung ist. Als ein weiterer Faktor, der neben einer Vasokonstriktion auch eine Broncho-
konstriktion vermittelt, wurde das vorwiegend von pulmonalen Mastzellen freigesetzte
Histamin in der OA-induzierten Lungenschadigung identifiziert. So konnten Selig et al.
(%9 nhachweisen, dass Histaminspiegel in isolierten und blutfrei-perfundierten Meer-
schweinchenlungen nach OA-Gabe deutlich anstiegen. Des Weiteren kommt noch eine
mechanische Kompression der Luftwege durch das OA-induzierte pulmonale Odem als
Grund flr den beobachteten Anstieg der Beatmungsdriicke in Frage.

o Wet-to-dry weight ratio

Der Grund fiir die hoheren wet-to-dry weight ratios lag in hoheren Nassgewichten der
Lungen Olsaure-geschadigter Versuchstiere. So konnten auch Selig et al. ®®® innerhalb
von 25min nach OA-Gabe einen ~45%igen Anstieg der Lungengewichte vor Trocknung
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feststellen. Hedlund et al. *® konstatieren, dass 0,5ml/kg OA innerhalb von 75min zu ei-
nem Anstieg der extravaskularen Lungenflissigkeit um etwa 4ml/kg fiihrt.

Der im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hohere wet-to-dry weight ratio der OA-
Kontrollen steht im Einklang mit Ergebnissen aus anderen Studien. Furue et al. °” konn-
ten bei Kaninchen, die 0,1ml/kg/h OA fiir zwei Stunden erhalten hatten, nach sechs Stun-
den Versuchsdauer im Vergleich zu den Kontrolltieren (= 4,75+0,10) mit ~6,50+0,25 sig-
nifikant hohere wet-to-dry weight ratios ermitteln. Mit 7,32+0,46 konnten Zhou et al. 4
ebenfalls bei Kaninchen nach sechs Stunden anndhernd vergleichbare wet-to-dry weight
ratios der OA (60pul einer 1:10 OA/BSA 1% Lsg. pro kg KG) -geschédigten Lungen be-
rechnen. Die Kaninchen der Versuchgruppe Control zeigten in einer Studie von Zhu et al.
(448 nach OA-Gabe mit 7,93+0,14 ebenfalls vergleichbare Nass- zu Trockengewicht-
Verhaltnisse der Lungen. Martynowicz et al. fanden 90min nach OA-Schadigung wet-to-
dry weight ratios von 7,5 bis 16,0 ®". Des Weiteren kam es zu einem deutlichen Abfall
der dynamischen Compliance und zu einem massiven Anstieg der alveolér-arteriellen O,-
Differenz. Ahnliche Ergebnisse fanden auch Sugerman et al. ®°” durch Untersuchungen an
Hunden mit radioaktiv markiertem Albumin ¢™®. Ebenfalls bei Hunden fihrte die Gabe
von 0,09ml/kg innerhalb von sechs bis sieben Stunden zu wet-to-dry weight ratios von
~7,35 ®%_In den meisten Studien werden nach OA-Gabe ca. doppelt so hohe wet-to-dry

weight ratios gefunden wie in den Kontrollen.

Es ist bekannt, dass die Olsaure durch eine Erhéhung der extravaskularen Flussigkeit der
Lunge ein nicht kardial-bedingtes ©dem induziert @"**%_ Das Olsaure-induzierte pulmo-
nale Odem ist durch lobulare, vorwiegende periphere Ansammlung von extravaskularer
Flussigkeit charakterisiert “*?. Radiologisch stellt sich dies durch fleckige, lobare Bereiche
mit erhohter Dichte vorwiegend in den peripheren Gebieten dar ®%. Die histologische Un-
tersuchung dieser Bereiche zeigt Anzeichen eines perivaskuldren, peribronchuldaren und
alveolaren Odems “*?. In einer histologischen Studie von Derks und Jacobovitz-Derks (/¥
berichten die Autoren ebenfalls von einer irregularen Verteilung des Odems in der Lunge.
So zeigten die Lungen von Tieren, die mit einer einzelnen Olsaureinjektion behandelt wur-
den, geschédigte Bereiche, die durch gesunde, nicht geschédigte Bereiche unterteilt waren.
Hunde, die nach einer Stunde get6tet wurden, zeigten ungleichmaRig verteilte, 6dematds
verénderte Lungenbereiche, wobei die alveolaren Kapillaren diffus verstopft waren. Nach
zwei und drei Stunden zeigte sich eine deutlichere Kongestion der Kapillaren. Zudem wa-
ren polymorphkernige Leukozyten in die alveoldren Septen eingewandert und eine Sudan-
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Farbung ergab eine Reihe von intravaskuldaren Fettemboli. In einer Studie an Ratten, die
mit umgerechnet 0,1ml/kg OA (in EtOH, i.v. Gber 5min) geschéadigt wurden, konnten
Hilkner-Silva et al. ™" durch die histologische Beurteilung von Lungenschnitten vier
Stunden post-OA feststellen, dass die Praparate der OA-behandelten Tiere verhaltnismaiig
mehr édematdse Lungenbereiche aufwiesen als die Kochsalzkontrollen. Neben dieser Er-
héhung des alveolaren Odemindexes, stellten die Autoren eine deutliche Erhéhung der
Distensions- und Kollabierungsindices in den Praparaten der OA-behandelten Tiere fest.
Vergleichbar damit fuhrte die i.v.-Injektion von 0,11ml/kg OA (in 0,1% BSA) innerhalb
von einer Stunde zu einem deutlichen Anstieg der Evans blue -Akkumulation in den Lun-
gen von Mausen und zeigte somit eine erhdhte pulmonale Permeabilitat 3. Jones et al.
(178 Konnten mit radioaktiven Markern zeigen, dass in einem vergleichbaren Modell am
Kaninchen (0,11ml OA pro kg i.v.) die alveolére Diffusion direkt nach OA-Gabe ansteigt.
Uber einen Versuchszeitraum nach OA-Gabe von 45 min konnten sie einen Anstieg des
wet-to-dry weight ratios von 4,4+0,1 auf 5,1+0,1 beobachten. Brown et al. ® konnten an
OA-geschadigten Ziegen (0,07ml/kg, i.v. Gber 10min) mit Hilfe tomografischer Untersu-
chungen innerhalb von 90min einen Anstieg der EVLW von 5,07+0,77 auf 9,13+1,7ml/kg

ermitteln.

Die Entstehung des OA-induzierten, nicht kardial-bedingten Odems wird auf unterschied-
liche Ursachen zuruickgefiihrt. Zum einen kommt es, neben der Integration von OA in die
Membrandoppelschicht und der damit verbundenen Stérung der Struktur, auch aufgrund
der direkten Toxizitat von freien Fettsduren auf pulmonale Zellen, zu einer Zerstérung der
alveokapillaren Membranintegritat, was zu einer massiven Perfusionstorung fuhrt /9. Zum
anderen kommt es nach Selig et al. @79 durch einen pulmonalen Druckanstieg durch Ara-
chidonséure-Metaboliten (TXB;) zu einem vermehrten hydrostatischen Druck, der eine
evtl. bestehende Permeabilitatsstorung weiter aggraviert. In diesem Zusammenhang konn-
ten Furue et al. “™®? durch Hemmung der Phospholipase A, (PLA,) eine dosisabhangige
Reduktion der wet-to-dry weight ratios der Lungen sechs Stunden nach OA-Gabe
(0,2ml/kg/h fir 2h i.v.) feststellen.

Ein weiterer Aspekt ist eine direkte durch ETg-Rezeptoren vermittelte, erhohte pulmonale,

mikrovaskuldre Permeabilitit, da durch Studien von Guimaraes et al. 43

gezeigt werden
konnte, dass die Blockade dieser Rezeptoren zu einer Reduktion der OA-vermittelten -
Evans blue -Akkumulation fuhrt. Eine Thromboxan-vermittelte Erhdhung der Permeabili-

tdt kommt eher nicht in Betracht. So konnte in einem vergleichbaren U46619-Modell kein
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Anstieg der postmortalen wet-to-dry weight ratios nachgewiesen werden ®*9. Auf der an-
deren Seite kam es durch die Infusion von U46619 in isolierten Kaninchenlungen zu einem
kontinuierlichen Anstieg der Organgewichte, sodass die Lungen am Versuchsende
17,1+2,2g schwerer waren als am Anfang ®*?. Da eine Reduktion der Gewichtszunahme
mit einer PGl -vermittelten Verminderung der pulmonalarteriellen Driicke einherging,
kann gefolgert werden, dass der Anstieg der Lungengewichte aus erhdhten hydrostatischen
Driicken resultiert. Im Gegensatz dazu konnten jedoch Yoshimura et al. “*” zwar eine
Thromboxan (STXA;) -induzierte pulmonale Venokonstriktion durch PGI, abschwéchen,
die Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnisse der Lungen stiegen aber an. Walkerlin et al. “'®
wiederum konnten zeigen, dass U46619 die vaskulare Permeabilitit nicht beeinflusst und
eine Venokonstriktion, die zu erhéhten pulmonalkapillédren hydrostatischen Driicken fiihrt,
den Hauptmechanismus eines TXB,-induzierten pulmonalen Odems darstellt. Neben sei-
nen vaso- und bronchokonstriktorischen Eigenschaften wurde Histamin auch als ein wich-
tiger Modulator der pulmonalen Permeabilitat identifiziert. So konnte durch Blockade von
H;-Rezeptoren ein OA-induzierter Anstieg der Lungengewichte und des alveolar-
kapillaren Proteinfluxes verhindert werden. Selig et al. ®® folgern daher, dass ein Zu-
sammenhang zwischen der OA-induzierten Mastzellendegranulation und damit verbunde-
ner Histamin Freisetzung, und der OA-induzierten Odembildung besteht.

In einer kiirzlich verdffentlichten Studie von Vadasz et al. “*? (siehe dazu auch Matalon &
Ji @) konnte zudem nachgewiesen werden, dass OA in isolierten und blutfrei-
perfundierten Kaninchenlungen durch eine direkte Bindung von OA an Natriumkanale zu
einer Hemmung des transepithelialen aktiven Na'-Transports fiihrt, und somit die Bildung
eines alveoldaren Odems induziert und gleichzeitig die Auflésung des Odems verhindert.
Wie durch Untersuchungen mit radioaktivem Mannitol und fluoreszenzmarkiertem Albu-
min gezeigt werden konnte, fuhrte OA zudem nicht zu einer erhéhten epithelialen, sondern
endothelialen Permeabilitét.

Zuletzt waren noch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) als Faktoren einer erhohten Memb-
ranpermeabilitdt zu nennen. ROS, wie Hydoxylradikale und Wasserstoffperoxid, kdnnen
durch eine direkte Zellschadigung, Hemmung von endothelialen Natriumkanalen “*9 oder
die Aktivierung von NfkB und der damit verbundenen Freisetzung von proinflammatori-
schen Zytokinen (siehe dazu auch Su et al. ®* und Ito et al. “®®) zu einer alveolar-
kapillaren Perfusionsstorung fuhren, die in einem Lungenddem und dadurch verminderten
Gasaustausch resultieren kann “*“4Y. Durch Ausléschung dieser hochreaktiven Molekiile,

2.B. durch Prifenidon ®*¥ oder Tranilast *®” kann eine durch OA-induzierte Erhdhung der
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pulmonalvaskuldren Permeabilitat vermindert werden. Auch der protektive Effekt von NO
an der alveolér-kapillaren Barriere wird bei oxidativem Stress auf die Fahigkeit von Stick-
stoffmonoxid mit ROS zu reagieren zuriickgefiihrt “%.

Wie auch fir den OA-vermittelten Anstieg des PAP kann festgestellt werden, dass die OA-
induzierte Permeabilitatsstorung nicht durch einen einzigen Mechanismus bedingt wird,

sondern dass mehrere Faktoren und Mediatoren an der Odementstehung beteiligt sind.

o Intrapulmonaler Shunt

Der intrapulmonale Shunt stieg in der OA-Kontrollgruppe gegentiber der Kontrollgruppe
deutlich und signifikant an. Obwohl der arterielle Sauerstoffgehalt ebenfalls absank, erga-
ben sich die hoheren Qs/Qt-Verhaltnisse aus einer deutlich niedrigeren Differenz des pul-
monal endkapill&ren und vendsen Sauerstoffgehalts. Interessanterweise bleib der berechne-
te CcO,, der dem aus der Inspirationsluft entnommene Sauerstoffanteil entspricht, auch
nach OA-Schadigung nahezu konstant.

Der Anstieg des Qs/Qt steht in Einklang mit einer Reihe von anderen Studien. So konnte
Bleyl et al. “© bei Schafen, die mit 0,1ml/kg OA geschadigt wurden, einen Anstieg des
Shunts von 17+6% vor Schédigung auf 60% 60min nach OA-induzierter Lungenschadi-
gung nachweisen. Dembinski et al. ™ fanden eine Erhéhung des Shuntflusses von 7+4 auf
48+14%. Auch Pellet et al. @Y konnten bei OA-geschadigten Hunden einen Anstieg des
intrapulmonale Shunts feststellen. In einem unilobuldrem Schadigungsmodell konnte durch
die Injektion von Olsaure ein deutlicher Anstieg des Shunts in dem geschadigten Lungen-
fliigel nachgewiesen werden ©. Auch Neumann et al. ¢’ konnten durch die Injektion von
0,1ml/kg bei Schweinen innerhalb von 120min einen Anstieg des intrapulmonalen Shunts
(V/Q <0,0005) von 6,3+6,4 auf 25,1+8,1% induzieren. In Tanaka et al. “°Y kam es durch
die Injektion von OA bei Hunden ebenfalls zu einem Anstieg des intrapulmonalen Shunts.
Hubler et al. ®*® gaben einen Anstieg des Sauerstoff-Shunts von 3,7+1,5 auf 62,4+22,1%
120min nach Lungenschadigung mit Olsaure an. Im Vergleich dazu ergab die Berechnung
des Shunts mit Hilfe der MIGET einen Anstieg von 0,7+0,8 auf 53,2 +13,6%. Sha et al.
konnten bei Schweinen durch die Gabe von OA einen anndhernd sechsfachen Anstieg der
Qs/Qt-Werte dokumentieren®?. In Coffey et al.®” stieg der Shunt innerhalb von 3h nach
OA-Gabe von 1,8+2,0 auf 39,6+6,5%. Leeman et al. ®°® konnten in der Gruppe mit Olséau-

re gegeniiber dem Ausgangswert einen Anstieg des Qs/Qt um das 12fache erzeugen.
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Durch die Berechnung des Qs/Qt konnte die in der Diskussion fiir die Parameter des Gas-
austauschs geduflerte Vermutung, dass die OA-induzierte Hypoxamie durch einen ver-
mehrten Shunt vermittelt wurde, bestatigt werden. Auch Neumann und Hedenstierna ¢V
gaben den intrapulmonalen Shunt als Hauptgrund des beeintréchtigten Gasaustauschs im
Olsauremodell der akuten Lungenschadigung an. Schone et al. > fanden mit Hilfe der
Multiplen-Inerten-Gas-Eliminationstechnik heraus, dass ein erhohter Shunt vorwiegend
eine Hypoxamie induziert, und die OA-induzierte Gasaustauschstérung weniger mit den
pulmonalen hdmodynamischen Parametern korreliert. Auch Schulmann et al. (356) bestatig-
ten, dass es sich bei der OA induzierten Erhdhung des intrapulmonalen Shunts um die
Hauptursache der Gasaustauschstérung handelt.

Als Griinde fiir einen erhéhten Shunt ist vornehmlich das OA-induzierte pulmonale Odem
zu nennen. Der Anstieg der vendsen Beimischung kann durch einen Blutfluss durch 6de-
matdse oder atelektatische bzw. mit Flissigkeit und Schaum gefillte Lungenbereiche er-
klart werden, woraus konsekutiv eine arterielle Hypoxie resultiert 354 Dafiir spricht auch,
dass der Shunt nach Auflésung des pulmonalen Odems zu einer Normalisierung des Shunts
und der Blutgaswerte fihrt 5. Auf der anderen Seite kann durch die Blockade der
Zyklooxygenase und durch die Inhalation von NO der intrapulmonalen Shunt bei OA-
geschadigten Versuchstieren reduziert werden und der pO, erhéht werden ©*”. Von daher
sind neben der OA-induzierten Perfusionsstérung moglicherweise auch andere Mechanis-
men wie eine aufgehobene HPV oder Freisetzung von vasoaktiven Substanzen und einem
damit verbundenen Ungleichgewicht von pulmonaler Vasokonstriktion und -Dilatation
uber einer Ventilations-Perfusionsstérung an der Erhohung des intrapulmonalen Shunts
beteiligt, was fir die therapeutische Intervention von Bedeutung ist.

Zudem muss bedacht werden, dass ein Anstieg des Herzzeitvolumens zu einem Anstieg
des Shunts fithren kann ®*V. Da in den Versuchen das HZV jedoch nahezu konstant blieb,
kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem Anstieg des Qs/Qt-Wertes jedoch
um einen reellen Effekt der OA-Injektion handelte.
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< Zusammenfassung

Mit der zentralvendsen Injektion von 0,1ml OA pro kg KG konnte innerhalb des Versuchs-
zeitraums von 120min ein stabiles Modell einer akuten Lungenschédigung am Kaninchen
induziert werden. Dieses war durch eine gering- bis mittelgradige pulmonale Hypertonie,
massive Hypoxamie, Hyperkapnie und Azidose gekennzeichnet. Zudem konnte eine deut-
liche Zunahme des wet-to-dry weight ratio als Parameter einer extravasalen Flissigkeits-
einlagerung in die Lunge und eine verminderte Lungen-Compliance (Anstieg des VVP) in-
duziert werden. Der intrapulmonale Shunt stieg infolge der Olsaure-Injektion massiv an.

Die hdmodynamischen Stérungen als auch die OA-induzierte Gasaustauschstérung mani-
festierten sich innerhalb der ersten Stunde und persistierten tber die verbleibende Ver-

suchsdauer.

1.3 OA-Sil/Bay-Kontrollen

In den Kontrollversuchen zur Evaluierung der zusétzlichen VVolumeninfusion fur die Ver-
suche mit Sildenafil und den Bay-Substanzen unterschied sich keiner der Parameter signi-
fikant von den OA-Kontrollen. Daher kann gefolgert werden kann, dass die zusatzliche
Volumeninfusion von 20ml/kg/h NaCl-Losung fiir 10min direkt nach der Olsaureinjektion
keinen Effekt auf die OA-induzierte Lungenschadigung hatte.
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2 DISKUSSION DER THERAPIEGRUPPEN

2.1 NO-Gruppen

2.11 Rationale

Durch die Inhalation von NO sollte durch Aktivierung der I6slichen Guanylatzyklase und
dem damit verbundenen cGMP-Anstieg, eine selektive pulmonale Vasodilatation erzielt
werden. Durch die intrapulmonale Selektivitat des iNO sollte eine Verbesserung der Venti-
lations-Perfusions-Verhaltnisse und des intrapulmonalen Shunts erreicht werden, was sich
in einer Verbesserung der OA-induzierten Gasaustauschstorung auswirken sollte. Durch
einen erniedrigten pulmonalarteriellen Druck und die protektive Wirkung von NO auf das
Gefalendothel sollte die OA-vermittelte Perfusionsstorung zudem positiv beeinflusst wer-
den, was neben einer weiteren Reduktion des Shuntflusses in einer Erniedrigung der Nass-

zu-Trockengewicht-Verhéltnisse der Lungen und Beatmungsdriicke resultieren sollte.
2.1.2 Eigene Ergebnisse

» Hamodynamik

Die Inhalation von NO fiihrte im Vergleich zur OA-Kontrollgruppe, bei vergleichbaren
Katecholamingaben, zu keinen signifikanten Verdnderungen der hdmodynamischen Mess-
parameter. Von besonderer Bedeutung ist, dass NO weder in der Konzentration von 2ppm
noch in der von 20ppm zu einer Senkung der OA-induzierten pulmonalen Hypertonie
flhrte.

» Blutparameter

In Bezug auf die Olsaure-induzierte Gasaustauschstérung konnte in den Versuchen mit NO
ebenfalls kein positiver Effekt beobachtet werden. Fir den Parameter pCO, trat zwar eine
Signifikanz zwischen der OA-NO 2ppm und OA-Kontrollgruppe auf, der Unterschied war
jedoch nicht unmittelbar ersichtlich. Dies wurde auch dadurch deutlich, dass im T-Test
zwischen den beiden Gruppen keine Signifikanzen flr die einzelnen Zeitpunkte auftraten
und sich die Verlaufe lediglich im Faktor Zeit*Gruppe unterschieden. Da fur OA-NO
2ppm niedrigere Ausgangswerte gemessen wurden und der Wert zum Zeitpunkt t=120 min
deutlich, wenn auch nicht signifikant Giber dem der OA-Kontrollgruppe lag, fuhrte die Be-
rechnung einer grolReren Steigung der Therapiegruppe mdglicherweise zu der Signifikanz.

Dennoch bleibt festzuhalten, dass selbst wenn es sich bei der Signifikanz um einen Effekt
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des NO handeln sollte, durch die Inhalation von NO in der Konzentration von 2ppm keine

Verbesserung der OA-induzierten Hyperkapnie erreicht wurde.

> Pulmonale Parameter

Auch die durch die OA-Injektion erhohten pulmonalen maximalen Beatmungsdriicke
konnten durch die inhalative Gabe von NO nicht signifikant gesenkt werden. Gleiches gilt
auch fur die wet-to-dry weight ratios obwohl die Werte fir NO 2ppm deutlich und fir NO
20ppm leicht unter den Kontrollen lagen. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass
NO keinen Einfluss auf das EVLW hat ®°3123™_Aych in Protamin geschadigten Ratten-
lungen konnte kein Effekt von NO bzw. cGMP auf den Flissigkeitsfluss festgestellt wer-
den ®. Man kann jedoch argumentieren, dass es durch die ausbleibende pulmonalarteriel-
le Vasodilatation zu keiner Verminderung des hydrostatischen Drucks gekommen ist, aber
moglicherweise protektive Effekte von NO auf die alveolér-kapillare Barrierefunktion zu
den niedrigeren Nass-zu-Trockengewicht-Verhéltnissen der Lungen gefuhrt haben
(365,366,367.403) 'Dabei spielt neben der Wirkung von NO als Radikalfanger und Mastzellen-
stabilisator, moglicherweise auch eine, aufgrund der Aktivierung der sGC vermittelten
Erh6hung der cGMP-Konzentration eine Rolle. Besonders interessant ist, dass mit dem
leichten Abfall der wet-to-dry weight ratio eine leichte aber ebenfalls nicht signifikante
dosisabhéngige Reduktion des intrapulmonalen Shunts zu beobachten war, welche sich

jedoch nicht positiv auf die OA-induzierte Gasaustauschstérung auswirkte.

% Zusammenfassung
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass iNO, trotz der leicht verminderten wet-to-dry
weight ratios und des reduzierten intrapulmonalen Shunts, in beiden Konzentrationen zu

keiner signifikanten Verbesserung der OA-induzierten Lungenschadigung flhrte.

2.1.3 Andere Studien

Obwohl eine Senkung der OA-induzierten pulmonalen Hypertonie mit einer Verbesserung
des intrapulmonalen Shunts und Verbesserung der Gasaustauschstérung erwartet wurde,
konnten diese Effekte durch iNO in den Konzentrationen von 2 und 20ppm nicht erzielt
werden. Auch ein deutlicher Effekt auf die vaskuldre Permeabilitdt und den Qs/Qt-Wert
konnte nicht nachgewiesen werden. Damit stehen die beobachteten Ergebnisse im Gegen-

satz zu einer Vielzahl klinischer und experimentellen Studien.

- 161 -



IV DISKUSSION
NO-GRUPPEN

Verbesserung der pulmonalen Hypertonie und der Oxygenierung

So konnten Sha et al. ®" nach OA-induzierter Lungenschadigung (0,09ml/kg, i.v. tber
15min) bei Schweinen durch die repetitive Gabe von iNO in Konzentrationen von 10 bis
80ppm (jeweils fur 10min) eine dosisabhangige Senkung der pulmonalen Hypertonie her-
beifiihren. Dieser pulmonal vasodilative Effekt des NO ging mit einer Reduktion des
Shuntflusses und signifikanten Verbesserung der pO,-Werte einher. In diesem Zusammen-
hang ist erwahnenswert, dass die Tiere mit einem FiO, von 0,28 beatmet wurden, was in
pO, Ausgangswerten von 140-160mmHg resultierte. Dies ist insofern von Bedeutung, da
die Bildung von toxischen NO-Spezies neben der Reaktionsdauer auch von der NO- und
Sauerstoffkonzentration abhéngig ist. Daher wurde das Stickstoffmonoxid auch unmittel-
bar vor dem endotrachealen Tubus zugefiihrt, um die Reaktionszeit mit dem O, zu mini-
mieren. So wurde verhindert, dass trotz der relativ hohen NO-Konzentrationen die NO,-
Werte nicht Gber 2ppm stiegen. Ein weiterer Faktor, der die Versuchsergebnisse beein-
flusst haben konnte ist die Tatsache, dass die Tiere nach OA-Gabe nur eine milde Hypo-
xamie mit pO,-Werten von 77+t5mmHg entwickelten und der mPAP mit Werten um
30mmHg relativ hoch war. So wird in mehreren Studien beschrieben, dass der vasodilative
Effekt von NO auch von der Hohe der pulmonalen Hypertonie abhangig ist. Interessanter-
weise berichten die Autoren von einem Versuchstier, bei dem die OA-Injektion zu deutlich
schlechteren Shunt- und pO,-Werten fiihrte und das nicht auf die NO-Behandlungen an-
sprach. VVon daher ist es moglich, dass die Wirkung des NO negativ mit der OA-
induzierten Gasaustauschstorung korreliert ist. So konnten die Autoren in einer neueren
Studie 2, in der durch die Injektion von 0,11ml/kg OA eine schwere Lungenschadigung
mit pO,-Werten um 60mmHg induziert wurde, zwar noch eine dosisabhangige Senkung
der OA-induzierten pulmonalen Hypertonie durch iNO erzielen, die Oxygenierung und den
Shuntfluss jedoch nicht mehr positiv beeinflussen. Sie machen eine verminderte Diffusion
des NO durch die alveolar-kapillare Membran aufgrund von hamorrhagischen Stauungen
auf der luminalen Seite fiir die ausbleibenden Effekte verantwortlich. In Ubereinstimmung
mit den eigenen Ergebnissen konnte durch iNO keine Verbesserung der durch die Injektion
von OA erhohten Beatmungsdriicke, bzw. der verminderten Lungen-Compliance erreicht
werden. Auch der OA-induzierte Anstieg der extravaskularen Flussigkeitsansammlung in
der Lunge unterschied sich in der Behandlungsgruppe nicht von der der Kontrollgruppe.
Die Autoren folgern daraus, dass NO zu keiner Abschwéchung der OA-induzierten Perme-
abilitatsstorung fuhrt. Auch Eichinger et al. ® konnten in isolierten Rattenlungen keinen
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Einfluss von NO auf den vermehrten Flissigkeitsverlust nach Endothelschadigung nach-
weisen.

Im Gegensatz dazu konnten Stubbe et al. ® in einem Olsaure-Endotoxin-Modell an Scha-
fen einen Rickgang der extravaskuldren Flussigkeit nach NO-Gabe beobachten. Die Auto-
ren erklaren die kontraren Ergebnisse von Sha et al. ¢’ mit der kurzen Inhalationsdauer
von 10min und der nicht prophylaktischen Anwendung. Die Gabe von NO (2-40ppm)
fuhrte auch in Germann et al. “** zu einer dosisabhangigen Senkung der PVRI und einem
Anstieg der pO,/FiO,-Verhaltnisse. Zobel et al. “** konnten in einem OA-Lavage-Modell
an Ferkeln ebenfalls eine Reduktion des PAP mit gleichzeitiger Verbesserung der Oxyge-
nierung durch die Inhalation von NO erreichen. Neben iNO sind auch NO-Donatoren
(NONOates) in der Lage, die OA-induzierte Gasaustauschstérung zu verbessern. So konn-
ten Jacobs et al. “®¥ durch Vernebelung von DMAEP/NO eine Verbesserung der Oxyge-
nierung um ber 30% erzielen. Auch der PVRI fiel in der Behandlungsgruppe deutlicher

ab als in den Kontrollgruppen. In einer spateren Studie konnten die Autoren 7%

jedoch
einen positiven Effekt von DMAEP/NO auf die OA-induzierte Gasaustauschstérung nur
noch in Zusammenhang mit einer Surfactant VVorbehandlung erzielen. DMAEP/NO fihrte
allein innerhalb von 180min post-OA lediglich zu einer Senkung des PAP und PVRI ohne

den Shunt oder die Oxygenierung signifikant zu beeinflussen.

Verbesserung der Oxygenierung ohne eine Verbesserung der pulmonalen Hypertonie

In einer Studie von Gust et al. ®® wurde durch die Gabe von 10 und 40ppm iNO 120min
nach OA-induzierter Lungenschédigung (0,09ml/kg) nur ein leichter, nicht signifikanter
Abfall des PAP von 25+4 auf 23x5mmHg (40ppm) beobachtet. Dennoch stieg das
pO,/FiO,-Verhdltnis durch die Inhalation von NO zwar marginal aber signifikant von
437+67 auf 467+41mmHg (10ppm) bzw. 471+52mmHg (40ppm) an. Im Gegensatz zu
Shah et al. ¢™ machen die Autoren nicht die Schwere der Lungenschadigung, sondern
eine OA-induzierte Umverteilung des pulmonalen Blutflusses, die auf eine intakte HPV
zurlickgeht, fir die minimalen Effekte des NO verantwortlich. Des Weiteren diskutieren
die Autoren, dass es durch NO vorrangig zu einer Vasodilatation der pulmonalen postka-
pillaren Venen kommt und es somit zu einer Umverteilung des Blutflusses mit Verbesse-
rung der Oxygenierung kommen kann, ohne dass die pulmonalarteriellen Driicke beein-
flusst werden.

Auch Zhou et al. “* konnten in einem Ganztiermodell an Kaninchen mit der Inhalation
von 20ppm NO eine signifikante Reduktion des OA (60pl einer 1:10 OA/BSA 1% Lsg. pro

kg KG) -induzierten Shuntflusses, verbunden mit einer Verbesserung der pO2/FiO,-
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Verhaltnisse feststellen. Die Lungen-Compliance und Mortalitatsrate ber 12 Stunden
konnte jedoch nicht positiv beeinflusst werden. Besonders interessant ist, dass die Tiere der
NO-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe einen nahezu gleichen lung injury score
aufwiesen, sich die wet-to-dry weight ratios der Lungen jedoch signifikant unterschieden.
Leider umfasste die Studie nicht die Messung der pulmonalvaskuldren Driicke, so dass
keine Aussage dartber gemacht werden kann, ob die NO-vermittelte VVerbesserung des
Shunts und der Oxygenierung sowie die Verminderung des wet-to-dry weight ratio mit
einer Senkung des PAP/PVR assoziiert war. Auch Zhu et al. (448) kommen in einem ver-
gleichbaren Schadigungsmodell zu ahnlichen Ergebnissen, jedoch unterschied sich hier das
Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnis der Kaninchenlungen nach sechs Stunden Versuchs-
dauer und Inhalation von 20ppm NO nicht signifikant von den Kontrollen. Dennoch konn-
ten die Autoren eine Verbesserung des pO, und intrapulmonalen Shuntflusses ohne Beein-
flussung der Lungenmechanik beobachten.

Verbesserung der pulmonalen Hypertonie ohne eine Verbesserung der Oxygenierung

Auch Uchida et al. “® konnten in der Versuchsgruppe, die mit Gas und NO (10ppm fiir
30min, 90min post-OA, 0,08ml/kg c.v.) beatmet wurden, gegeniiber der Gasgruppe eine
Reduktion des PVR, jedoch ohne eine Verbesserung der OA-induzierten Gasaustauschsto-
rung erreichen. Die Autoren diskutieren, dass die pulmonale Vasodilatation und die Ver-
besserung der Gasaustauschstérung zwar zusammenhangen, aber auf unterschiedlichen
anatomischen Ebenen der Lunge ablaufen. Die arterielle Oxygenierung hangt im akuten
Lungenversagen von der Distribution der V/Q-Verhéltnisse auf der alveolaren Ebene ab,
wohingegen NO pulmonale Arterien und Venen dilatiert, die unabhangig vom Ventilati-
onsgrad des von ihnen versorgten Alveolargebiets, von ventiliertem Lungengewebe umge-
ben sind. Daher ist es moglich, dass Pulmonalarterien dilatiert werden, die schlecht beluf-
tete Areale versorgen, und somit die Perfusion in diesen Gebieten ansteigt, was zu einer
Verschlechterung der arteriellen Oxygenierung fuhrt. Zu diesen Zustanden kann es insbe-
sondere dann kommen, wenn die pulmonalen L&sionen nicht homogen verteilt sind, wie es
im OA-Modell der akuten Lungenschadigung der Fall ist. In einem Mekonium-
Aspirationsmodell konnten Shekerdemian et al. ©"® ebenfalls einen positiven Effekt von
NO (20ppm fur 2h) auf den PAP zeigen, der jedoch nicht mit einer Verbesserung der Oxy-

genierung verbunden war.
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Keine Verbesserung weder der pulmonalen Hypertonie noch der Oxygenierung

Rayhrer et al. 2 berichten in einem isolierten Kaninchenlungenmodell von keiner Ver-
besserung der OA-induzierten Lungenschadigung durch NO. So fiuhrte die kontinuierliche
Inhalation von 20ppm NO noch wahrend der OA-Gabe (0,4ml einer 50%igen OA-EtOH-
Losung Gber 20min) innerhalb von 60min zu keinen signifikanten Unterschieden im pul-
monalvaskuldren Widerstand, dem Oxygenierungsgrad und dem wet-to-dry weight ratio.
Vielmehr sank in der NO-Behandlungsgruppe die Compliance sogar signifikant starker als
in der OA- und NO-Kontrollgruppe. Die Autoren machen den frihen Einsatz des NO fur
die ausbleibenden bzw. negativen Effekte des NO auf die OA-induzierte Lungenschédi-
gung verantwortlich. Sie diskutieren, dass es wahrend des Friihstadiums der Lungenscha-
digung durch die vasodilative Wirkung zu einer Einschwemmung von OA und toxischen
Metaboliten in Lungenbereiche kam, die urspriinglich durch eine Vasokonstriktion ge-
schutzt wurden. Sie folgern, dass es durch diese verstarkte Schadigung zu einer Verschat-
tung der positiven Effekte des NO gekommen sein kann. In der Tat erfolgt in den meisten
Studien der Einsatz von moglichen Therapeutika erst nach einer Stabilisierung der akuten
Lungenschadigung (Sha et al. ©™ 45min; Gust et al. “*® 120min; Uchida et al. “%
90min). Von daher ist es méglich, dass es durch den friihen Einsatz, bzw. eine Vorbehand-
lung mit NO zu einer Aufhebung der OA-induzierten HPV kommt, was in einer Aggravie-
rung der Lungenschéadigung resultiert. Da in den eigenen Versuchen die NO-Inhalation
nahezu gleichzeitig mit der OA-Gabe begann, ist nicht auszuschlieRen, dass das Nichtan-
sprechen auf die NO-Therapie auf dieses Phdanomen zuriickzufiihren ist. Daflir wiirde auch
sprechen, dass in den Versuchen mit der héheren NO-Konzentration gegeniiber der niedri-
gen, mit Ausnahme des Shunts, eher eine Verschlechterung der OA-induzierten Lungen-
schadigung zu beobachten war.

Es bleibt festzuhalten, dass in den experimentellen Untersuchungen zur Wirkung von NO
auf die OA-induzierte Lungenschadigung keine konsistenten Ergebnisse erzielt werden. So
berichten einige Autoren von einer Verbesserung der pulmonalen Hamodynamik und der
Oxygenierung, wohingegen andere nur einen oder keinen Parameter durch die Inhalation
von NO positiv beeinflussen konnten. Ahnlich verhlt es sich, ganz abzusehen von anderen
Schadigungsmodellen (z.B. Mekonium-Aspiration ®*¥, Lungenlavage ©*®, Mikroemboli-
sation “*¥), bei den klinischen Studien zum Einsatz von iNO. Wie Hopkins et al. **¥ dis-
kutieren, sind die unterschiedlichen Wirkungen von iNO auf die jeweiligen pathologischen
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Zusténde zurtickzufiihren. So kommt es bei Hunden, bei denen ein intrapulmonaler Shunt
das grundlegende Problem der Gasaustauschstérung darstellt, durch iNO zu einer Redukti-
on der PVR in normalen, ventilierten Lungenbereichen und damit zu einer Umverteilung
des Blutflusses in diese Regionen, verbunden mit einer VVerbesserung der Oxygenierung
(siehe dazu auch Ross et al. ®*%). In Lungen jedoch, in denen Bereiche mit niedrigen Ven-
tilations-Perfusions-Verhaltnissen vorliegen, stellte sich die Situation komplexer dar. So
fihrte iINO lediglich bei drei von acht Versuchstieren zu einer Verbesserung des Gasaus-
tauschs. Bei den Ubrigen Tieren kam es sowohl in den normalen, als auch abnormalen Be-
reichen zu einer Vasodilatation, was in einem vermehrten Blutfluss in den Gebieten mit
niedrigen V/Q-Verhéltnissen fiihrte. Die Folge war eine Steigerung des Ventilations-

Perfusions-Mismatchs und damit eine Verschlechterung des Gasaustauschs.

Als Erklarungsansatz fur die in dieser Arbeit beobachteten Ergebnisse kdnnen eine Reihe
von Thesen aufgestellt werden. So kam es méglicherweise durch den friihen Einsatz des
NO zu einer Aufhebung der HPV und damit zur Aggravierung der OA-induzierten Lun-
genschadigung. Des Weiteren ist es moglich, dass es trotz eines FiO, von 0,5 und maxima-
len NO-Konzentrationen von 20ppm zur Bildung von toxischen NO-Spezies gekommen
ist, da das NO noch vor der Beatmungspumpe dem Beatmungsgas zugemischt wurde. In
diesem Zusammenhang kann erwéhnt werden, dass Peroxynitrit, das Produkt einer Reakti-
on von NO-Radikalen mit Superoxid-Anionen ©%) zu einer Inaktivierung der Prosta-
zyklinsynthase und damit zu niedrigen PGl, Synthese fihrt “*Y was wiederum in einer
verminderten Vasorelaxation resultieren kann. Woméglich war die OA-induzierte Gasaus-
tauschstorung auch so gravierend, dass eine positive Wirkung von NO auf die Oxygenie-
rung gar nicht moglich war. In diesem Zusammenhang verhindert moglicherweise eine
hamorrhagische Kongestion den Ubertritt von NO in den Intravasalraum. Zum anderen
fuhrte moglicherweise die OA-induzierte Bildung von ROS, insbesondere von O, “9
durch Hemmung der sGC zu einer Hemmung der NO-vermittelten vaskuldren Relaxation
®1_ Die pulmonalvasodilativen Effekte wurden eventuell auch nur nicht deutlich, da die
OA-induzierte pulmonale Hypertonie nicht stark genug war. Durch die starke Odembil-
dung oder freie Sauerstoffradikale ®'¥ konnte es zu einer Inaktivierung von NO im Alveo-
larraum gekommen sein, noch bevor die gefalrelaxierende Wirkung einsetzen konnte. E-
ventuell waren die Konzentrationen auch zu niedrig, obwohl in einer Vielzahl von Studien
mit 20ppm positive Effekte erreicht wurden. Ein mit hohen NO-Konzentrationen verbun-
denens spill over in nicht ventilierte Lungenbereiche, wurde fur Konzentrationen von 2
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und 20ppm noch nicht beschrieben. Des Weiteren wirkt NO eher vasodilatierend auf pul-
monale postkapillare Venen. Von daher kann es zu einer Umverteilung des Blutflusses
ohne Beeinflussung der pulmonalarteriellen Driicke kommen. Die Vasoaktivitat der pul-
monalen Venen ist bei Kaninchen wie auch bei Hunden aufgrund der starren GefalRwand
jedoch eher gering Y. Maglicherweise kommt es im OA-Modell der akuten Lungenscha-
digung auch zu einer Herunterregulation der sGC-Proteinexpression und Aktivitat oder
einer Hochregulation der PDE5S Aktivitat, wobei ein solcher Effekt bei einer Versuchsdau-
er von 90min eher nicht in Frage kommt. Zuletzt wére noch anzufihren, dass der Anstieg
des PAP durch die Injektion von OA nicht nur durch eine VVasokonstriktion vermittelt wird,
sondern auch eine Kompression und Verlegung von Geféalien diskutiert wird. VVon daher
wird ein tatsdchlicher vasodilativer Effekt durch NO mdglicherweise auch nur deshalb
nicht deutlich, weil der PAP durch die anderen Faktoren erhoht bleibt.

Was den nicht signifikanten Effekt von NO auf die wet-to-dry weight ratios betrifft, so
kann angefuhrt werden, dass die erhdhte Permeabilitat nicht ausschlieBlich durch eine en-
dotheliale Kontraktion sondern durch die direkte Toxizitat von OA auf pulmonale Zellen
und die damit verbundene Zerstorung der alveokapilld&ren Membranintegritat zurtickzufuh-
ren ist. Somit kann es moglicherweise durch hohe c¢GMP und niedrige Ca®*-
Konzentrationen zwar zu einer verminderten zelluldren Retraktion gekommen sein, aber
durch die OA-vermittelte Schadigung von Endothelzellen blieb die Perfusionsstérung wei-

ter bestehen.

2.1.4  Schlussfolgerung

Inhalatives NO wird inzwischen bei einer Vielzahl von Erkrankungen zur pulmonalen Va-
sodilatation eingesetzt. Aus der vorliegenden Arbeit konnen jedoch keine positiven Effekte
von iNO auf eine OA-induzierte Lungenschadigung abgeleitet werden.
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2.2 Sildenafil-Gruppen

221 Rationale

Sildenafil ist ein Inhibitor der cGMP-abbauenden Phosphodiesterase vom Typ 5. Durch
Hemmung dieses Enzyms kdnnen intrazellulare cGMP-Spiegel erhéht werden, was sich in
einer Verstarkung einer cGMP-vermittelten Vasorelaxation auswirkt. Durch die pulmonale
Selektivitat des Sildenafils sollte selbst bei systemischer Applikation, ein positiver Effekt
auf die OA-induzierte PH erreicht werden. Aufgrund einer damit verbundenen intrapulmo-
nalen Umverteilung des Blutflusses sollten die Ventilations-Perfusions-Verhaltnisse ver-

bessert, und die OA-induzierte Gasaustauschstdrung positiv beeinflusst werden.
2.2.2 Eigene Ergebnisse

» Hamodynamik

Die i.v.-Gabe von Sildenafil fihrte zu keiner Verbesserung der OA-induzierten hdmody-
namischen Stérungen. Vielmehr trat wéahrend der Infusion des PDE5-Inhibitors in allen
Konzentrationen ein leichter systemischer Blutdruckabfall auf, der sich, da der Verlauf der
OA-Sil-Kontrolle wahrend der NaCl-Kontrollinfusion direkt nach OA-Gabe leicht anstieg,
auch auf die Berechung von signifikanten Unterschieden auswirkte. Die systemischen Ver-
anderungen spiegeln sich zu einem gewissen Masse in den Kurvenverlaufen fur den pul-
monalarteriellen Druck wider. Dennoch konnte durch die Gabe von Sildenafil keine signi-
fikante Verbesserung der OA-induzierten pulmonalen Hypertonie herbeigefuhrt werden.
Bemerkenswert ist, dass das HZV in den Therapiegruppen im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe, wie auch in anderen Studien ™*%13® Jejcht, wenn auch nicht signifikant anstieg, was
zum einen durch den leichten Abfall des mSAP, und zum anderen durch die Berechnung
des HZV aus einer erhohten arterioventsen O,-Differenz erklart werden kann. Ein weiterer
Ansatz ware, dass Sildenafil, durch Erhéhung der kardialen cGMP-Konzentrationen, im
Rahmen eines cGMP-cAMP cross talks, zu einem verminderten PDE3-vermittelten myo-
kardialen cAMP-Abbau fiihrt 6142241332 " oder durch eine direkte Hemmung der PDE1
(66.67260) 24 erhdhten cAMP-Konzentrationen fiihrt, was wiederum eine verstarkte Auswurf-
leistung nach sich zieht #7639 Dafiir konnte auch sprechen, dass in den Sildenafilversu-
chen trotz des leichten Abfalls des systemischen Blutdrucks nicht mehr, sondern eher we-

niger Katecholamine zur Aufrechterhaltung des SAPs aufgewendet werden mussten. Zu-

- 168 -



IV DISKUSSION
SILDENAFIL-GRUPPEN

dem wurde an gesunden Probanden gezeigt, dass Sildenafil zu einer Aktivierung des sym-
pathischen Systems fiihrt ¢°®

» Blutparameter

Auch in Bezug auf die gemessenen Blutparameter konnte mit der Gabe von Sildenafil kei-
ne Verbesserung der OA-induzierten Gasaustauschstorung erzielt werden. Dennoch kann
konstatiert werden, dass die Infusion von 100ug Sil/kg/10min zu einer leichten, wenn auch
nicht signifikanten Erhohung der Oxygenierung geflhrt hat, weshalb diese Konzentration

auch in den Kombinationsversuchen mit NO eingesetzt wurde.

» Pulmonale Parameter

Da sich die Parameter VPmax und wet-to-dry weight ratio und Qs/Qt, der Behandlungs-
gruppen, trotz einer deutlichen Reduktions des Shunts fir OA-Sil 100pg, nicht signifikant
von der Kontrollgruppe unterschieden, muss gefolgert werden, dass die Gabe von Sildena-
fil zu keiner Verbesserung der OA-induzierten Perfusionsstérung und der verminderten

Lungen-Compliance gefiihrt hat.

% Zusammenfassung

Es bleibt festzuhalten, dass die Therapie mit Sildenafil in den drei verwendeten Konzentra-
tionen, in diesem Versuchsmodell zu keiner Verbesserung der OA-induzierten Lungen-
schadigung fiihrte, sich jedoch in einer kurzzeitigen Absenkung des systemisch-arteriellen

Blutdrucks auswirkte.

2.2.3 Andere Studien

Aufgrund des gut erforschten Wirkmechanismus des Sildenafils und der bereits in experi-
mentellen und klinischen Studien zur pulmonalen Hypertonie evaluierten Effekte von
PDES5-Inhibitoren, konnte theoretisch davon ausgegangen werden, dass sich die Gabe posi-

tiv auf eine OA-induzierte pulmonale Hypertonie auswirken wirde.

Experimentell

So zeigten Schermuly et al. ®*3432*) in einem Modell, der durch das Thromboxanmineti-
kum U46619 ausgeldsten PH, dass Dipyridamol zu einer dosisabhdngigen Vasodilatation
fuhrt. Ichinose et al. ™% zeigten an Lammern, dass die Inhalation von Sildenafil und
Zaprinast, der Vorlaufersubstanz des Sildenafils, ebenfalls eine Senkung der durch das
Thromboxanmimetikum induzierten PH herbeifiihrte. Weimann et al. “*” konnten an ei-

nem vergleichbaren ovinen Modell, eine U46619-induzierte pulmonale Hypertonie durch
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kumulative Dosen von Sildenafil senken. In einer neueren Studie von Bonnell et al. “®
flhrte die Gabe des Sildenafil-Analogons UK 343-664 zu einer deutlichen Senkung einer
bei Schweinen durch U46619-induzierten PH.

In einer Studie von Adrie et al. ), in der bei Schafen eine akute Lungenschadigung durch
saline Auswaschungen induziert wurde, fuhrte die Gabe von Zaprinast, verbunden mit er-
héhten cGMP-Plasmaspiegeln, zu einer Senkung der PH aber auch zu einer Verschlechte-
rung der arteriellen Oxygenierung. Zudem schien der arterielle Blutdruck abzufallen, ohne
sich signifikant von den Ausgangswerten zu unterscheiden. Auch Shekerdemian et al. (376)
konnten in einem Modell des Mekonium-Aspirationssyndroms an Ferkeln zeigen, dass die
I.v.-Gabe von Sildenafil (2mg/kg tber 2h) zu einer selektiven pulmonalen Vasodilatation
flihrte, aber keinen signifikanten Effekt auf die Oxygenierung hatte.

Zhao et al. “2443) konnten zeigen, dass Sildenafil zur Unterdriickung einer experimentel-
len, Hypoxie-induzierten PH fiihrt. In einer Studie von Sebkhi ®*® fiihrte die Gabe von
Sildenafil bei Ratten ebenfalls zu einer dosisabhdngigen Reduktion der Hypoxie-
induzierten pulmonalen Hypertonie und vermehrten Muskularisierung.

Inoue et al. *®¥ konnten mit T-1032, einem neuen PDE5-Inhibitor, welcher ein vergleich-
bares PDE5S Selektivitatsprofil wie Sildenafil aufweist, zeigen, dass sich die Gabe positiv
auf eine Monokrotalin-induzierte PH auswirkt, und die Mortalitat in einem chronischen
Modell gesenkt werden kann.

In einem Modell der akuten pulmonalen Embolisation (APE) durch Mikropartikel konnten
Dias-Junior et al. ®? durch Sildenafil ebenfalls eine selektive pulmonale Vasodilatation

erzielen, die mit einer partiellen Verbesserung der APE-assoziierten Hypoxamie einher-

ging.

Klinisch

Neben diesen experimentellen Versuchsansdtzen wurde Sildenafil bereits auch klinisch
eingesetzt (besprochen in Humbert et al. °7),

So konnten Stocker et al. ®° in einer Studie zum Einsatz von Sildenafil und inhaliertem
Stickstoffmonoxid bei Kleinkindern nach Herzoperationen zeigen, dass Sildenafil in einer
Dosis von 0,35mg/kg zu einer mit iNO (20ppm) vergleichbaren Reduktion des pulmonal-
vaskularen Widerstands fuhrt, der jedoch mit einem Abfall des arteriellen Blutdrucks und
des SVR assoziiert ist. Die Autoren folgern, auch unter dem Verweis auf andere Studien,
dass intravends verabreichtes Sildenafil keine pulmonal selektiven, vasodilatorischen Ei-
genschaften besitzt. Eine kiirzlich publizierte Studie von Trachte et al. “°® konnte jedoch
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zeigen, dass oral verabreichtes Sildenafil bei acht Patienten mit postoperativer PH zu einer
deutlichen Reduktion des PAP fiihrt.

Michelakis et al. ** konnten an Patienten mit primarer PH nachweisen, dass die orale
Gabe von Sildenafil in einer pulmonalen Vasodilatation resultiert, und die Effekte mit de-
nen von iNO vergleichbar sind. Zudem fiihrte Sildenafil zu einer tendenziellen Senkung
des PAWP. In einer Studie zum Vergleich der hamodynamischen Profile von Vardenafil
und Tadalafil bei Patienten mit chronischer pulmonalarterieller Hypertonie konnten
Ghofrani et al. *#'?2) nach oraler Gabe von Sildenafil (50mg) einen signifikanten Abfall
des PAP beobachten. Trotz der systemischen Applikation ging der pulmonal vasodilatori-
sche Effekt mit einer Reduktion des PVR/SVR-Verhéltnisses einher. Zudem kam es, wie
auch durch die Inhalation von NO (20-40ppm), aber im Gegensatz zu Vardenafil und Ta-
dalafil, zu einem Anstieg der pO,-Werte. Die Autoren diskutieren, dass es durch Sildenafil
nicht zu einer direkten, unspezifischen Vasodilatation im Gefal3bett, sondern zu einer Ver-
starkung lokaler cGMP-vermittelter, vasoregulatorischer Kreislaufe kommt, was zu einer
verbesserten Anpassung der Ventilations-Perfusions-Verhaltnisse fihrt. In einer randomi-
sierten, kontrollierten Studie an Patienten mit sekundarer PH ,aufgrund einer Lungenfibro-
se, fuhrte Sildenafil zu einer pulmonalen Vasodilatation und durch die Verbesserung des

@24 In einer

Ventilations-Perfusions-Matchings zu Verbesserungen des Gasaustauschs
Studie zum Vergleich von iNO, inhaliertem Iloprost und Sildenafil **® bei 30 Patienten
mit PH, fuhrte Sildenafil zu einer dosisabhéngigen Senkung des PAP und PVR. Die arte-
rielle Oxygenierung stieg jedoch nicht an. Interessanterweise kam es durch die Inhalation
von lloprost, eine Stunde nach Sildenafil Einnahme zu einer verstarkten Vasodilatation. Zu
ghnlichen Ergebnissen kommen auch Leuchte et al. “?. Auch bei Patienten mit nicht ope-
rablen, thromboembolischen Erkrankungen der Lunge, und damit assoziierter PH, konnte
durch Sildenafil eine Verbesserung der PH erreicht werden “?®. Sildenafil zeigte bei einer
HIV-assoziierten PH eine vergleichbare Senkung des pulmonalvaskuldren Widerstands wie
bei einer PPH ©®). Interessanterweise kam es in einer Studie von Ghofrani et al. **) durch
Sildenafil unter akuten experimentellen, wie auch chronisch hypoxischen Bedingungen,
wie dem Aufenthalt in grofRen Hoéhen, zu einer Abschwachung der Hypoxie-induzierten PH
und zu einer Erhohung der Leistungsfahigkeit (siehe dazu auch Ghofrani et al. **, Richa-
let et al. ®'® und Ricart et al. ™). Im Gegensatz zu der experimentell ausgelésten Hypo-
xie, kam es in groRer Hohe (5400m Uber NN) durch Sildenafil jedoch zu keiner Verbesse-
rung des Gasaustauschs. Die Autoren machen eine optimierte Ventilations-Perfusions-
Abstimmung wahrend des Akklimatisierungsprozesses fur diesen Effekt verantwortlich.
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Auch in einer frilheren Arbeit von Zhao et al. “*?, konnte Sildenafil bereits eine Hypoxie-
induzierte pulmonale Hypertonie bei zehn Probanden eindrucksvoll antagonisieren.

Wie aus den aufgefiihrten experimentellen und Kklinischen Studien zum Einsatz des Silde-
nafils zur Behandlung einer PH zu ersehen ist, fuhrten PDE5-spezifische Phosphodiestera-
se-Inhibitoren wie Sildenafil, selbst bei systemischer Applikation zu einer selektiven pul-
monalen Vasodilatation. Als Grundlage fur diese Selektivitat wird angegeben, dass die
PDES5 in der Lunge schon unter physiologischen Bedingungen hoch exprimiert ist ® und
bei Patienten mit chronischer PH aufgrund permanenter NO-Produktion und zirkulierender

natriuretischer Peptide wie ANP und BNP dauerhaft stimuliert wird 2.

2.2.4  Erklarungsansatze

Warum es in der vorliegenden Arbeit zu keiner pulmonalarteriellen Vasodilatation ge-
kommen ist, bleibt ungewiss. Es ist moglich, dass im OA-Modell und evtl. auch bei inter-
stitiellen Lungenerkrankungen keine vermehrte PDE-Aktivierung durch hohe cGMP-
Konzentrationen vorliegt. Mit wenig cGMP kann durch eine Blockierung der PDE folglich
auch nur eine marginale Steigerung der cGMP-Konzentrationen verbunden mit einer ge-
ringfigigen Vasodilatation erreicht werden. Daflir wirde sprechen, dass eine OA-
vermittelte endotheliale Dysfunktion mit einer Erniedrigung der cGMP-Konzentrationen
assoziiert ist @’ und eine direkte Hemmung der eNOS durch OA nachgewiesen wurde 2.
Des Weiteren wurde in einer Studie von Moreno et al. ?®Y der vasorelaxierende Effekt von
Sildenafil durch ODQ (sGC-Inhibitor) stark gehemmt, was darauf schliel3en lasst, dass eine
Aktivierung der sGC z.B. durch natriuretische Peptide fiir eine Wirkung von PDE-
Hemmern mitverantwortlich ist, obwohl Sildenafil seine Wirkung auch ohne funktionelles
Endothel und exogenes NO entfalten kann. Gegen den Erklarungsansatz, dass Sildenafil in
der vorliegenden Arbeit zu keiner Vasodilatation fuhrte, weil zu niedrige cGMP-
Konzentrationen vorlagen, spricht jedoch, dass nach Schadigung von Lungen durch das
Kochsalzauswaschverfahren zwar keine erhéhten cGMP-Spiegel gemessen wurden @323,
Sildenafil aber dennoch zu einer Senkung der PH fiihrte.

Weil keine Plasmakonzentrationen des Medikaments gemessen wurden, kann zudem nicht
ausgeschlossen werden, dass es aufgrund eines niedrigen Wirkstoffspiegels zu keiner
Hemmung der PDES5, und damit zu keinem Anstieg der cGMP-Konzentrationen gekom-
men ist. Da jedoch in vitro -Studien zeigen konnten, dass Plasmakonzentrationen von 40,

120 und 360ng/ml eine 50%, 75% und 90%ige Hemmung der PDE5 induzieren “°® und
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eine i.v.-Infusion von 0,33 bzw. 0,66mg/kg Sildenafil bei Kindern zu Plasmaspiegeln von
9464333 bzw. 2198+979 ng/ml filhrten ®°% kann, unter Ausschluss von Speziesunter-
schieden, jedoch davon ausgegangen werden, dass es wenigstens in den hohen Dosierun-
gen zu einer ausreichenden Hemmung der PDE5 gekommen ist. Da die Halbwertszeit von
Sildenafil mit ca. vier Stunden angegeben wird, ist zudem davon auszugehen, dass es trotz
der nur 10mindtigen Infusion wahrend der 90min Versuchsdauer zu keinem massiven Ab-
fall der Plasmaspiegel kam. Zudem konnten systemische Effekte beobachtet werden, was

dafir spricht, dass es durch die Infusion von Sildenafil zu einer Wirkung gekommen ist.

Wie auch schon im Zusammenhang mit der ausbleibenden vasodilativen Wirkung von NO
in diesem Schadigungsmodell angesprochen, fiihrt vermutlich nicht nur eine pulmonalarte-
rielle Vasokonstriktion sondern auch eine Kompression und/oder Obstruktion zur OA-
induzierten PH. VVon daher kann eine ausschlieRlich vasodilative Therapie sich moglicher-

weise gar nicht in einer Senkung des PAP auswirken.

Im Gegensatz zur pulmonalen Vasodilatation unterscheiden sich die Effekte von Sildenafil
auf den Shuntfluss und die Oxygenierung in den einzelnen Studien deutlich. So diskutieren
einige Autoren, bei denen die Gabe von Sildenafil zu einer Verbesserung der Oxygenie-
rung fuhrte, dass Sildenafil neben einer Selektivitat im Sinne einer Senkung des pulmona-
len GeféaBwiderstands, auch eine intrapulmonale Selektivitat besitzt, welche sich in einer
Verbesserung des Gasaustauschs auswirkt ***117:122) Andere Autoren, wie Lowson et al.
27) die keine positiven Effekte von Sildenafil auf die Oxygenierung beobachten konnten,
konstatieren, dass es durch die systemische Applikation eines Vasodilators theoretisch zu
einer Hemmung der hypoxischen Vasokonstriktion und damit zu einer Verschlechterung
des intrapulmonalen Shuntflusses kommen kann. Die Autoren, wie auch Schulze-Neick et
al. @9, folgern, dass der Einsatz von PDE5-Inhibitoren in der Therapie der akuten und
chronischen PH zwar vielversprechend, aber aufgrund der fraglichen pulmonalen Selekti-
vitédt nicht unkritisch zu bewerten ist. Sie kommen zu dem Schluss, dass sowohl die intra-
pulmonale Selektivitét als auch der Effekt auf den intrapulmonalen Shuntfluss moglicher-
weise vom klinischen Zustand des Patienten, von der Dosierung des Medikaments und
dem Alter abhangt, und letztlich der intrapulmonale Shunt die Anwendung von Sildenafil
begrenzt. Auch Kleinsasser et al. ™ betonen, dass die Anwendung von Sildenafil bei Pa-
tienten mit COPD, aufgrund des bestehenden Shunts, mit erheblichen Risiken verbunden

ist.
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Greift man den Ansatz auf, dass die Wirkung von Sildenafil vom klinischen Zustand des
Patienten abhangig ist, so kann man feststellen, dass ein positiver Effekt von Sildenafil auf
den Shunt und die Oxygenierung in Versuchsmodellen erzielt wurde, bei denen die PH mit
keiner akuten Lungenschéadigung assoziiert ist (z.B. U46619, Hypoxie). Im Gegensatz dazu
fihrte Sildenafil in Versuchsmodellen, in denen eine PH durch eine akute Lungenschadi-
gung ausgeldst wurde bzw. mit dieser assoziiert war (z.B. Mekonium-Aspiration, Lavage)
zu keiner Verbesserung der Gasaustauschstérung. Auch Ghofrani et al. ™® diskutieren,
dass es durch die systemische Applikation von Vasodilatoren bei interstitiellen Lungener-
krankungen zu einer Umverteilung des Blutflusses zu nichtventilierten Lungenbereichen
kommt, was zu einer Stérung der hypoxischen Vasokonstriktion fiihrt, welche wiederum
eine Verschlechterung des Ventilations-Perfusions-Mismatchs und des Shuntflusses nach
sich zieht. Die Folge sind eine verminderte arterielle Oxygenierung und die Verschwen-
dung der kleinen Beatmungsreserven dieser Patienten. Zudem haben Kleinsasser et al. %
2001 bereits beschrieben, dass orale Dosen von 50 und 100mg Sildenafil bei gesunden
Schweinen zu verminderten pO,-Weren fiihren. Sie konnten mit Hilfe der MIGET feststel-
len, dass es durch Sildenafil zu einer vermehrten Perfusion von Lungenbereichen mit nied-
rigen V/Q-Verhaltnissen kam und der intrapulmonale Shunt zunahm.

Daraus l&sst sich ableiten, dass es im OA-Modell der akuten Lungenschadigung, durch das
Vorliegen eines massiven Shuntflusses und eines hochgradigen alveolaren Odems durch
Sildenafil zu keiner Verbesserung des Gasaustauschs kommen kann. Dem widerspricht
jedoch, dass es in den Versuchen mit der niedrigsten Sildenafilkonzentration zu einem
deutlichen aber nicht signifikanten Abfall des intrapulmonalen Shunt kam der zudem mit

einer geringfligigen Verbesserung der arteriellen Oxygenierung assoziiert war.

2.2.5 Schlussfolgerungen

Die Publikation der oben beschriebenen und anderer Studien hat mittlerweile zu einer brei-
ten und erfolgreichen Anwendung von Sildenafil zur Behandlung verschiedener Formen
der pulmonalen Hypertonie gefuihrt. Dies duRert sich auch in dem bereits im Dezember
2004 gestellten Antrag auf Zulassung von Viagra® zur Behandlung der pulmonal-
arteriellen Hypertonie unter dem Namen Revatio® bei der amerikanischen und européi-
schen Arzneimittel-Zulassungsbehérde. Dennoch: aus der vorliegenden Arbeit kann kein
positiver Effekt von Sildenafil auf die OA-Induzierte Lungenschadigung abgeleitet wer-
den. Daher, und aufgrund anderer Studien, muss der Einsatz von PDE5-Inhibitoren bei
parenchymatdsen Lungenerkrankungen wie dem ARDS kritisch gewertet werden.
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2.3 Bay 58-2667 -Gruppen

2.3.1 Rationale

Bei der Substanz Bay 58-2667 handelt es sich um einen NO- und Hdm-unabhangigen Ak-
tivator der sGC. Durch die intravendse Gabe sollte durch Aktivierung, auch von mogli-
cherwiese durch ROS oxidierten und damit inaktiven sGC-Molekiilen, tber eine Erhéhung
der intrazellularen cGMP-Konzentrationen ein selektiv pulmonaler, gefalrelaxierender
Effekt erzielt werden. Dieser sollte sich wiederum positiv auf die OA-induzierte Gasaus-

tauschstorung auswirken und somit zu einer Verbesserung der Perfusionsstorung fuhren.
2.3.2 Eigene Ergebnisse

» Hamodynamik

Die Infusion von Bay 58-2667 in den Konzentrationen von 10 und 30ug/kg/10min nach
OA-Gabe hatte keine deutlichen Effekte auf den SAP bzw. SVR. In der Versuchsgruppe
mit der hochsten Konzentration konnte der SAP, trotz massiver Arterenol® Gaben, jedoch
nicht konstant gehalten werden. Entsprechend wurden in dieser VVersuchsgruppe auch nied-
rigere systemisch-vaskulare Widerstande berechnet, was neben dem verminderten SAP
auch auf die niedrigen zentralventsen Driicke und das leicht erhdhte HZV zuriickzufiihren
ist. Aufgrund der gravierenden systemischen Vasodilatation verstarben wahrend der Ver-
suchsdauer drei von flinf Versuchstieren.

Der OA-induzierte Anstieg des PAP konnte durch die Gabe von Bay 58-2667 nicht ge-
senkt werden. Der pulmonalvaskuldre Widerstand fiel in der Bay 58-2667 100ug -Gruppe

jedoch signifikant ab, was maglicherweise auf das erhhte HZV zuriickgeht.

» Blutparameter

Was die Blutparameter betrifft, so muss festgestellt werden, dass die Infusion von Bay 58-
2667 zu keiner Verbesserung der OA-induzierten Gasaustauschstorung fuhrte. Vielmehr
kam es in der Versuchsgruppe mit der hochsten Konzentration des Therapeutikums zu ei-
ner deutlichen Verschlechterung der arteriellen Oxygenierung. Als moglicher Grund dafiir
kann angefihrt werden, dass es aufgrund einer nicht selektiven pulmonalen Vasodilatation
moglicherweise zu einer weiteren Verschlechterung der Ventilations-Perfusions-

Verhaltnisse und des intrapulmonalen Shunts gekommen ist.
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» Pulmonale Parameter

In Bezug auf die pulmonalen Parameter kann konstatiert werden, dass es durch Bay 58-
2667 zu einem leichten, wenn auch nicht signifikanten, Anstieg der Nass-zu-
Trockengewicht-Verhéltnisse der Lungen und des intrapulmonalen Shunts gekommen ist.
Besonders erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die Lungen der vorzeitig
verstorbenen Tiere in der Bay 58-2667 100ug, unmittelbar postmortal entnommen und in
die Berechnung der wet-to-dry weight ratios einbezogen wurden.

Interessant ist, dass fur die Gruppe OA-Bay 58-2667 10pg im Vergleich mit der OA-Bay
Kontrollgruppe keine signifikant niedrigeren wet-to-dry weight ratios gemessen wurden,
sich der Verlauf der maximalen Beatmungsdriicke jedoch signifikant von den Kontrollen
unterschied. Warum es zu diesen signifikanten Unterschieden kam, ist nicht unmittelbar
ersichtlich. Die wet-to-dry weight ratios lagen zwar tendenziell unter denen der Kontrollen,
aber dennoch lassen sich keine Anhaltspunkte fiir eine Erhéhung der Compliance ausma-
chen. Vergleicht man die Ergebnisse zudem mit denen der NO-Gruppen, so kann festge-
stellt werden, dass die Nass-zu-Trockengewicht-Verhéltnisse dieser Gruppen noch deutli-
cher unter denen der Kontrollen lagen, ohne dass sich die Beatmungsdriicke veranderten.
Fuhrt man an, dass der Anstieg der Beatmungsdriicke durch OA mdglicherweise auf einer
Bronchokonstriktion beruhen, kann man diskutieren, dass es durch Bay 58-2667 in der
Konzentration von 10ug/kg/10min eventuell zu einer Bronchodilatation gekommen ist.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass eine Bronchodilatation durchaus durch
cGMP-vermittelt werden kann. So konnten Cardell et al. ®” durch Kohlenmonoxid (CO),
welches ebenfalls die sGC durch Bindung an der prosthetischen Hamgruppe aktiviert
(52,78.329.351.3%2) "eine dosisabhangige Verminderung einer durch Histamin vermittelten pul-
monalen Widerstandserhthung nachweisen. Dennoch bleibt es fraglich, warum in der vor-
liegenden Arbeit gerade Bay 58-2667 und nur in dieser Konzentration zu einer Erhéhung

der Lungen-Compliance fihrte.

« Zusammenfassung

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die 10minttige Infusion von 100ug Bay
58-2667 pro kg zu einer deutlichen systemischen Vasodilatation fiihrte, was trotz massiver
Katecholamiongaben zum vorzeitigen Tod von drei von finf Versuchstieren noch vor Ver-
suchsende flihrte. Zudem trat in dieser Versuchsgruppe eine deutliche Verschlechterung
der arteriellen Oxygenierung auf. In allen Therapiegruppen konnte kein positiver Effekt
von Bay 58-2667 auf die OA-induzierte Lungenschadigung beobachtet werden. Die signi-
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fikant niedrigen Beatmungsdriicke in der Versuchsgruppe OA-Bay 58-2667 kdnnen nicht

schlussig erklart werden.

2.3.3 Andere Studien

Bisher liegen noch nicht viele Studien tber den Einsatz von Bay 58-2667 als Vasodilator
in experimentellen Versuchsansétzen vor. Lediglich Boerrigter et al. “ konnten in einem
experimentellen Herzinsuffizienzmodell, Schrittmacher Tachykardie bei Hunden, nachwei-
sen, dass Bay 58-2667 in i.v.-Konzentrationen von 0,1-0,3pg/kg/min zu einer Reduktion
des mSAP, RAP, PAP, PAWP, SVR und des vaskuldren Widerstands der Niere flihrte. Im
Gegensatz dazu stiegen das HZV und der renale Blutfluss an. Die Autoren folgern, dass
Bay 58-2667 zu einer Entlastung des Herzens und einer systemischen bzw. renalen Vaso-
dilatation fiihrt. Stasch et al. ®®® beschreiben, dass Bay 58-2667 starke vasorelaxierende
Wirkungen auf isolierte arterielle Ringpréparate zeigt. Mit 1Cso Werten im subnanomola-
ren Bereich war Bay 58-2667 dabei ca. 160mal potenter als Bay 41-2272. Zudem reduzier-
te Bay 58-2667 in Langendorff-Préparaten von Rattenherzen den koronaren Perfusi-
onsdruck in einer konzentrationsabhangigen Weise. Die orale Gabe von Bay 58-2667 flihr-
te in einer radiotelemetrischen Untersuchung an Ratten zu einer dosisabhangigen und lang
anhaltenden Senkung des Blutdrucks und einem reflektorischen Anstieg der Herzfrequenz.
Das hamodynamische Profil von Bay 58-2667 sowohl auf das arterielle Hoch- und vendse
Niederdruck-System war mit dem von organischen Nitrovasodilatoren vergleichbar. Neben
dem Abfall des arteriellen Butdrucks induzierten beide Substanzen eine Verminderung der
diastolischen pulmonalarteriellen Driicke und des rechtsatrialen Drucks.

2.3.4  Schlussfolgerungen

Bei Bay 58-2667 handelt es sich nach Stasch ©® um die erste Substanz, die ein ahnliches
h&modynamisches Profil aufweist wie organische Nitrate, indem es sowohl eine arterielle
als auch venose Vasodilatation erzeugt. Dennoch sind die pharmakokinetischen Profile der
Substanzen verschieden. Bay 58-2667 hat im Vergleich mit den organischen Nitraten eine
niedrigere Clearance, hthere Halbwertszeit und eine deutlich niedrigere freie Plasmaver-
flgbarkeit. Daher sind héhere Plasmakonzentrationen nétig, um vergleichbare Effekte zu
erzielen. Dennoch ist die Wirkdauer von Bay 58-2667 langer als die von Nitroglycerin %%,
Wie aus den Ergebnissen fir Bay 58-2667 100ug zu sehen ist, fihrt Bay 58-2667 nicht zu
einer selektiven pulmonalen Vasodilatation, sondern vielmehr zu einer systemischen Ge-
faRerweiterung, was in einer Verschlechterung der OA-induzierten Gasaustauschstérung

und dem vorzeitigen Tod von drei von flinf VVersuchstieren resultierte. Es kann zwar argu-
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mentiert werden, dass diese Effekte in einer zu hohen Dosierung des NO- und Ham-
unabhéngigen sGC-Aktivators begriindet waren, insbesondere da die Effekte bei den nied-
rigen Konzentrationen nicht zu beobachten waren, aber dennoch flihrte auch die niedrigste
Konzentration zu keiner selektiven pulmonalen Vasodilatation und Verbesserung der OA-
induzierten Gasaustauschstorung. Bedenkt man, dass Bay 58-2667 auch die oxidierte inak-
tive Form der sGC aktiviert, so kann diskutiert werden, dass der massive Abfall des SAP in
den Versuchen mit der héchsten Konzentration Bay 58-2667 mdoglicherweise auf grolRe
Mengen inaktivierter sGC in der systemischen Zirkulation zurlickzufiihren ist. Dies ist be-
sonders deshalb interessant, da erstens die Bildung von ROS, die zu einer Inaktivierung der
sGC durch Oxidation des Ham-Eisens zum Fe®* fihren koénnen, im OA-Modell der akuten
Lungenschéadigung nachgewiesen wurde, und zweitens die Versuche mit NO moglicher-
weise aufrund einer ausgepragten Hemmung der sGC durch ROS diskutiert werden kann.

Von daher kann gefolgert werden, dass Bay 58-2667 fir die Therapie einer OA-induzierten
Lungenschéadigung bzw. einer mit einer pulmonalen Hypertonie assoziierten parenchyma-
tosen Lungenerkrankung nicht in Frage kommt. Aufgrund seines systemisch vasorelaxie-
renden Effekts kann Bay 58-2667 aber mdglicherweise fiir die Therapie der systemischen
Hypertonie eingesetzt werden. Insbesonder sein therapeutisches Potential, hdmfreie oder
durch Oxidation inaktivierte sGC zu aktivieren bietet die vollig neue Mdglichkeit, eine
Vasorelaxation durch Aktivierung der sGC, auch bei Erkrankungen die mit oxidativem
Stress assoziiert sind zu erreichen. Zu nennen wéren hier der systemische Bluthochdruck,
Diabetes, Arteriosklerose und neurodegenerativen Erkrankungen wie die Alzheimer- oder

Parkinson-Krankheit.
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2.4 Bay41-2272 -Gruppen

241 Rationale

Bei Bay 41-2272 handelt es sich wie auch bei Bay 58-2667 um einen NO-unabhangigen
Aktivator der 16sliche Guanylatzyklase. Im Gegensatz zu Bay 58-2667 stimuliert Bay 41-
2272 die sGC jedoch Ha&m-abhangig. Durch die Infusion in drei unterschiedlichen Kon-
zentrationen sollte eine selektive pulmonale Vasodilatation erreicht werden, die sich posi-

tiv auf die OA-induzierte Lungenschadigung und Perfusionsstérung auswirken sollte.
2.4.2 Eigene Ergebnisse

» Hamodynamik

Der SAP lag trotz niedrigerer Katecholamingaben insbesondere zum Versuchsende hin
deutlich hoher als in den Kontrollgruppen. Betrachtet man diese Ergebnisse vor dem Hin-
tergrund der Versuche mit Bay 58-2667, so kann festgestellt werden, dass Bay 41-2272,
trotz der hoheren i.v.-Dosierungen, zu keiner systemischen Vasodilatation fiihrte. Dies
wird auch dadurch deutlich, dass der SVR der Bay 41-2272 30ug -Gruppe signifikant Gber
dem der Kontrolle lag. Dieser Effekt kann jedoch auch auf das deutlich niedriger HZV
zurlickgefuhrt werden. In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass das HZV der Bay
41-2272 -Gruppen einen leichten Abwartstrend aufwies, wohingegen bei den Bay 58-2667
-Versuchen eine Tendenz zu hdheren Herzzeitvolumina zu beobachten war.

Was den PAP betrifft, so kann festgestellt werden, dass Bay 41-2272 in den Konzentratio-
nen von 30 und 300ug/kg/10min zu einer deutlichen, wenn auch nicht signifikanten Sen-
kung des PAP gefuhrt hat. Der PVR lag fiir diese Konzentrationen zwar unter den Kontrol-
len, aber auch hier wurden keine signifikanten Unterschiede berechnet. Als mdgliche Ur-

sache kann das verminderte HZV der Therapiegruppen angebracht werden.

» Blutparameter

In Bezug auf die Blutparameter kann festgestellt werden, dass Bay 41-2272, trotz des
leicht pulmonal vasodilativen Effekts und des reduzierten Shunts, in keiner Konzentration
zu einer Verbesserung der OA-induzierten Gasaustauschstorung fuhrte. Lediglich in der
Gruppe Bay 41-2272 100pg fiel der pO, wahrend der Infusion nicht so dramatisch ab wie
in der Kontroll- und den anderen Therapiegruppen. Dies ist, moglicherweise auf den er-
hohten pH-Wert dieser Versuchsgruppe zum Zeitpunkt t=30min zurickzufihren (Bohr-
Effekt). Der pH-Wert fiel in der Gruppe OA-Bay 41-2272 30ug am schwéchsten ab, was
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sich auch in einer Signifikanz der zweifaktoriellen Varianzanalyse und leicht erhdhten O,-
Sattigungs-Werten widerspiegelt. Als moégliche Ursache kommt die geringe Katechola-
minmenge in Betracht, da sich der pCO,-Wert dieser Gruppe nicht von dem der Kontrolle
und den anderen Therapiegruppen unterschied.

» Pulmonale Parameter

Auch hinsichtlich der pulmonalen Parameter konnte durch die Infusion von Bay 41-2272
keine Verbesserung der Beatmungsdriicke erreicht werden. Dies ist insbesondere deshalb
verwunderlich, da die Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnisse der Therapiegruppen deutlich
unter denen der Kontrollen lagen. Fiir die Gruppe OA-Bay 300ug wurde sogar ein signifi-
kanter Unterschied zur Kontrollgruppe berechnet. Als eine mdgliche Begriindung fur die
geringeren wet-to-dry weight ratios kénnen die verminderten pulmonalarteriellen Driicke
angebracht werden. So waren in der Gruppe OA-Bay 41-2272 300ug die niedrigsten wet-
to-dry weight ratios auch mit den deutlichsten vasodilativen Effekten korreliert. Mogli-
cherweise kam es jedoch auch durch eine verminderte VVasokonstriktion zu der verminder-
ten pulmonalvaskuldren Leckage. Auch ein direkter protektiver Effekt von hohen cGMP-
Konzentrationen kommt in Betracht. So konnten Egemnazarov et al. ®® an isolierten Ka-
ninchenlungen eine Ischdmie/Reperfusion-induzierte Perfusionsstérung durch Vorbehand-
lung mit Bay 41-2272 (3uM) deutlich abschwéchen und den kapillaren Filtrationskoeffi-
zient (Kfc) reduzieren. Des Weiteren ist nicht auszuschlieRen, dass eine direkte Wirkung
von Bay 41-2272 auf Ouabain sensitive Natriumpumpen ©® einen Effekt auf die OA-
induzierte Permeabilitatsstorung vermittelte.

Nicht zu erkldren ist jedoch, dass der deutlichste Abfall des intrapulmonalen Shunts in den
Versuchen mit der niedrigsten Dosis zu beobachten war, obwohl die Nass- zu Trockenge-
wicht-Verhaltnisse der Lungen in den Versuchen mit der hochsten Konzentration am nied-

rigsten waren.

Zusammenfassung

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die i.v.-Gabe von Bay 41-2272 ohne
Senkung der systemisch-arteriellen Driicke zwar zu einer leichten pulmonalen Vasodilata-
tion und Verbesserung des intrapulmonalen Shunts fuhrte, sich die OA-induzierte Gasaus-
tauschstorung durch diese Effekte jedoch nicht verbesserte. Im Gegensatz dazu konnten in
den Therapiegruppen deutlich niedrigere wet-to-dry weight ratios ermittelt werden, die
sich jedoch nicht positiv auf die OA-induzierte Verminderung der Compliance auswirkten.
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2.4.3 Andere Studien

Bay 41-2272 zeigte an mit Phenylephrin kontrahierten Aortenringen von Kaninchen eine
konzentrationsabh&ngige Relaxation mit einer 1Cs die ca. viermal bzw. tGber 30mal gerin-
ger war als die von YC1 bzw. Glyceroltrinitrat (NTG). Bay 41-2272 ist um mehr als eine

GréRenordnung potenter als SNP und SIN-1 87,

Die perorale (0,3, 1,0 und 3,0mg/kg) wie auch die intravendse (0,01, 0,03 und 0,1mg/kg)
Gabe von Bay 41-2272 flhrte bei an&sthesierten Ratten zu einem dosisabhangigen und
lang anhaltenden Abfall des mittleren Blutdrucks ©%3%%). Interessanterweise zeigte auch
das Hydroxypropyl-Stoffwechselprodukt von Bay 41-2272, dessen Plasmakonzentration
innerhalb von zwei Stunden nach Infusion von Bay 41-2272 (1,0mg/kg) auf ein annahernd
gleiches Niveau anstieg, ein mit Bay 41-2272 vergleichbares in vivo -Aktivitatsprofil, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass dieser Metabolit zu einer Vasodilatation in
vivo beitragt. Die orale Gabe von Bay 41-2272 (1-10mg/kg) bei hypertensiven Ratten fuhr-
te ebenfalls zu einem dosisabhangigen und lang anhaltenden Abfall des mittleren arteriel-
len Blutdrucks. In einer Langzeituntersuchung an transgenen Renin-Ratten konnte ein An-
stieg des systolischen Blutdrucks durch die Gabe von Bay 41-2272 ohne Anzeichen einer
Toleranz verhindert werden. Die positiven Effekte manifestierten sich neben der Vasodila-
tation auch in einer antiaggregatorischen Wirkung und verminderten Mortalitat 2.
Boerrigter et al. “* konnten wie auch schon fiir Bay 58-2667 in einem caninen Herzinsuf-
fizienzmodell mit Bay 41-2272 (2 und 10pg/kg/min i.v. fir 15min) eine arterielle Vasodi-
latation erzeugen. So fiel sowohl der PAP, PAWP und SAP als auch der systemische und
renale Gefalwiderstand ab. Zudem fiihrte die Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase
zu einer mit NTG vergleichbaren Steigerung des Herzzeitvolumens. Wie in Evgenov et al.
©2) erwahnt, erdrtern Boerrigter et al., dass der Anstieg des HZV durch den Abfall des SVR
bedingt wird, oder aber durch einen positiv-inotropen Effekt des Bay 41-2272 -vermittelt
wird (siehe dazu auch Satoh und Makino ©®*?). Auch der Abfall des PAWP ohne eine
Verminderung des rechtsatrialen Drucks kann nach Meinung der Autoren moglicherweise
auf eine reduzierte Nachlast zuriickgeftihrt werden, aber auch aus einem positiv-lusitropen
Effekt (Verbesserung der kardialen Relaxation) resultieren, insbesondere da eine Phospho-
rylierung von Troponin | durch eine cGMP-abhangige Proteinkinase zu einer verbesserten
diastolischen Dehnbarkeit fiihrt ?%). Es bleibt festzuhalten, dass Bay 41-2272 zu einer rei-
nen arteriellen Vasodilatation flihrte, ohne dass der rechtsatriale Druck oder der pulmonal-
vaskulare Widerstand gesenkt wurde.
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In einer kiirzlich erschienen Studie von Evgenov et al. ®® wurden die Effekte von Bay 41-
2272 auf den pulmonalen Kreislauf untersucht. Dazu wurde an L&mmern evaluiert, ob ers-
tens die direkte Stimulation der sGC durch Bay 41-2272 zu einer Senkung einer U46619-
induzierten pulmonalen Hypertonie fuhrt, und zweitens, ob die Substanz die pulmonalen
vasodilativen Effekte einer NO-Inhalation beeinflussen (siehe dazu Diskussion Bay 41-
2272 NO). Durch die jeweils 30minditige i.v.-Infusion von 0,03, 0,1 und 0,3mg/kg/h Bay
41-2272 konnte eine dosisabhéngige Reduktion des PAP und PVRI erreicht werden, wobei
die maximale pulmonale Vasodilatation 15min nach Beginn der Infusion zu beobachten
war. In den beiden hoheren Dosierungen kam es zusétzlich zu einer Verringerung des
PAWP, SAP, SVR und PVRI/SVRI und zu einem Anstieg des Cl und SVI. Zudem fihrte
Bay 41-2272 in der héchsten Konzentration zu einer Verbesserung der Oxygenierung und
der arterioalveolaren Sauerstoffdifferenz (AaDO,). Bei den Versuchen korrelierten die Bay
41-2272 -Plasmaspiegel mit der transpulmonalen cGMP-Freisetzung und mit der Redukti-
on der hamodynamischen Parameter PAP, PVRI, MAP und SVRI. Die Autoren kommen
zu dem Schluss, dass Bay 41-2272 hochstwahrscheinlich durch einen NO-Synthase unab-
hangigen Anstieg der pulmonalen cGMP-Produktion, zu einer Verminderung einer
U46619-induzierten pulmonalen Hypertonie bei L&mmern fiihrt. Obwohl hohe Dosen Bay
41-2272 zu einer systemischen, von endogenem NO-abhdngigen Vasodilatation flhren,
folgern die Autoren vor dem Hintergrund eines erniedrigten PVRI/SVRI und gegeniiber
dem SAP und SVRI signifikant groReren prozentualen Abfalls des PAP und PVR, dass der
pulmonal vasodilatative Effekt von Bay 41-2272 gegenuber der systemischen Vasodilata-
tion tiberwiegt. In Bezug auf Mullershausen et al. ®®*, die eine Hemmung der PDE5 durch
Bay 41-2272 nachweisen konnten, schliefen Evgenov et al. aufgrund der gemessenen
niedrigen Bay 41-2272 -Konzentrationen und der Versuche mit L-NAME aus, dass die
beobachteten pulmonal vasodilatorischen Effekte durch eine Hemmung der PDE5 vermit-
telt wurden. Als maogliche Erklarung fir die Anstiege im Cl und SVI geben die Autoren
eine erniedrigte rechts- und linksventrikulare Nachlast an, aber schlieen, unter Verweis
auf Boerrigter et al. *¥ nicht aus, dass die Effekte durch eine positiv-inotrope Wirkung von
Bay 41-2272 vermittelt werden.

Deruelle et al. ® untersuchten ebenfalls die Effekte einer Bay 41-2272 -Infusion, jedoch
an einem fetalen Lamm-Modell. Um die akuten Effekte auf die pulmonale Hamodynamik
zu untersuchen, infundierten sie 100pug, 500pg, 1mg und 2,5mg Bay 41-2272 fir 10min
I.v. Uber einen pulmonalarteriellen Katheter. Zusatzlich wurden Versuche mit einer Dauer-

infusion Bay 41-2272 (0,1mg/ml fur 120min mit 0,1ml/min £ 1,2mg Gesamtdosis) mit und
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ohne NOS-Inhibition sowie mit Sildenafil in der gleichen Dosierung durchgefihrt. In den
akuten Behandlungsgruppen konnte ein deutlicher Riickgang des PVR beobachtet werden,
obwohl der pulmonale Blutfluss anstieg. Die Blutgase, wie auch die linksatrialen Dricke,
wurden durch die kurzzeitige Infusion von Bay 41-2272 nicht beeinflusst. Auch durch die
kontinuierliche Infusion von Bay 41-2272 wurde trotz einem nahezu dreieinhalbfachen
Anstieg des pulmonalen Blutflusses eine deutliche pulmonale Vasodilatation erzeugt. Da-
bei war der Abfall des berechneten pulmonalvaskuldren Widerstands in einem Abfall der
pulmonalarteriellen Driicke von 46+2 auf 41+2mmHg begriindet. Interessant ist, dass der
maximale pulmonal vasodilative Effekt 40min nach Beginn der Infusion zu beobachten
war und Uber die gesamte Infusionsdauer anhielt. Erst 30min nach Beendigung der Infusi-
on stieg der PAP wieder an. Auch hier veranderten sich die arteriellen Blutgase nicht, ob-
wohl die Herzfrequenz um acht Prozent anstieg und die systemisch-arteriellen Driicke um
sechs Prozent abfielen. Zudem fihrte eine Hemmung der NOS zu keiner Veranderung der
durch Bay 41-2272 -vermittelten Effekte. Durch die Infusion von Sildenafil konnte zwar
ebenfalls ein Anstieg des pulmonalen Blutflusses und ein Abfall des PVR erzeugt werden,
jedoch konnten die Autoren keine Effekte auf die pulmonalarteriellen Dricke, die arteriel-
len Blutgase, die Herzfrequenz und die systemisch-arteriellen Blutgase feststellen. Im Ver-
gleich mit Bay 41-2272 flhrte Sildenafil zu einer kiirzeren und nicht so lang anhaltenden
pulmonalen Vasodilatation. Die Autoren diskutieren, dass Bay 41-2272 zu einer selektiven
pulmonalen Vasodilatation fuihrt, wobei systemische Effekte erst bei hoheren Dosen oder
einer Langzeitinfusion auftraten. Durch die Versuche in denen die NOS gehemmt wurden,
konnten sie zudem zeigen, dass die Effekte nicht durch eine Hemmung der PDE5 vermit-
telt werden (siehe dazu auch Stasch et al. 8", Mullershausen et al. %% und Bischoff und
Stasch ©9)

2.4.4  Erklarungsanséatze

Wie auch in Evgenov et al., in dessen Studie vergleichbare i.v.-Dosen Bay 41-2272 ver-
wendet wurden, konnte in der vorliegenden Arbeit ein positiver Effekt von Bay 41-2272
auf den pulmonalarteriellen Druck beobachtet werden. Es kann jedoch festgestellt werden,
dass der pulmonal vasodilatative Effekt gegentiber der systemischen Vasodilatation tber-
wiegt. Im Gegensatz zum Einsatz von Bay 41-2272 im U46619-Modell, konnte in der vor-
liegenden Arbeit jedoch kein positiver Effekt auf den Gasaustausch beobachtet werden.
Dies ist moglicherweise darin begriindet, dass im OA-Modell der akuten Lungenschadi-

gung die massive Gasaustauschstorung durch verschiedene Mechanismen ausgeldst wird
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und es nicht nur aufgrund einer pulmonalen Hypertonie zu einer verminderten Oxygenie-
rung kommt. Moglicherweise war der Abfall des pulmonalarteriellen Drucks, aufgrund
einer Deaktivierung der sGC durch ROS auch nicht stark genug, um die Ventilations-
Perfusionsverhaltnisse und den intrapulmonaler Shunt dahingehend zu verbessern, dass
einer keine Verbesserung des Gasaustauschs erreicht werden konnte, obwohl die Qs/Qt-
Werte deutlich niedriger waren als in den Kontrollen. Die Reduktion der Nass- zu Tro-
ckengewicht-Verhaltnisse der Lungen ist méglicherweise auf die, aufgrund des leicht pul-
monalvasodilativen Effekts von Bay 41-2272 verminderten hydrostatische Dricke, oder
einem positiven Effekt hohere cGMP-Konzentrationen zuriickzufuhren.

Aufgrund der kiirzlich erschienenen Studie von Bawankule et al. ®® muss diskutiert wer-
den, ob dieser Effekt ausschlieBlich durch eine Erhéhung der cGMP-Konzentrationen in-
folge einer Aktivierung der sGC vermittelt wurde, oder ob mdglicheweise auch eine Akti-
vierung Ouabain sensitiver Natriumpumpen durch Bay 41-2272 zu der pulmonalen Vaso-
dilatation beigetragen hat. Wie die Autoren in der noch im Druck befindlichen Publikation
zeigen konnten, wird der Effekt von Bay 41-2272 durch ODQ nur teilweise aufgehoben,
was den Schluss nahe legt, dass neben der Aktivierung der sGC ein weiterer Mechanismus
an der Bay 41-2272 -vermittelten Relaxation von mit 5-Hydroxytryptamin (5HT, Seroto-
nin) vorkontrahierten, endothelfreien pulmonalarteriellen Ringpréparaten beteiligt ist. Da
durch Versuche mit Ouabain (g-Strophantin), einem selektiven Blocker der Na'/K'-
ATPase, und kaliumfreier Pufferlésung der Effekt von Bay 41-2272 nahezu aufgehoben
werden konnte, folgern Bawankule et al., dass die Stimulierung der sarkolemnalen Natri-
umpumpe ein wichtiger Mechanismus der Bay 41-2272 -vermittelten Relaxation von ovi-
nen pulmonalarteriellen Ringpraparaten darstellt.

Da das gemessene HZV in mehreren Studien durch die Gabe von Bay 41-2272 anstieg,
wird ein positiv-inotroper bzw. lusitroper Effekt von Bay 41-2272 erdrtert. Obwohl in der
vorliegenden Arbeit im Gegensatz dazu ein leichter Abwartstrend des HZV beobachtet
wurde, kann vor dem Hintergrund niedrigerer Katecholamingaben und der Berechnung des
HZV diskutiert werden, dass sich die Gabe von Bay 41-2272 ebenfalls positiv auf die kar-
diale Leistung auswirkte, durch erhthte arterioventse Sauerstoffsattigungsdifferenzen je-
doch niedrigere HZVs berechnet wurden. Auf der anderen Seite wird jedoch auch ange-
fuhrt, dass das erhéhte HZV auch durch eine Reduktion der Nachlast, die aus einem Abfall
des SAPs resultierte, begriindet sein kann. Da in unseren Versuchen eine systemische Va-
sodilatation durch Katecholamingabe verhindert wurde, so dass es zu keiner Entlastung des

Herzens kommen konnte, wurde ein Anstieg des HZV maoglicherweise auch dadurch un-
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terbunden. Zudem muss bedacht werden, dass die Wirkung von Bay 41-2272 an der sGC
unterschiedlicher Spezies verschieden stark ausfallen kann . Bei Hunden steigt der Bay
41-2272 -Plasmaspiegel nach i.v.-Gabe von 1,0mg/kg innerhalb von zwei Stunden auf na-
hezu 100ug/l an. Da es sich bei Bay 41-2272 um ein high-clearance-Medikament handelt,
liegt die Halbwertszeit bei den Spezies Ratte (i.v. 0,5h, p.o. 1h) und Hund (i.v. 1h; p.o. 2h)

relativ niedrig %

2.4.5 Schlussfolgerungen

Mit den Bay 41-2272 -Versuchen konnte in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal ein
leichter pulmonal vasodilativer Effekt nachgewiesen werden, der mit einer VVerbesserung
des intrapulmonalen Shunts verbunden war, sich jedoch nicht positiv auf die OA-induzierte
Gasaustauschstorung auswirkte. Im Gegensatz zu anderen Studien wurde keine systemi-
sche Vasodilatation beobachtet, da der SAP, trotz geringer Norepinephringaben, nicht ab-
fiel. Das HZV zeigte zwar einen leichten Abwartstrend, aber aufgrund der niedrigen Nore-
pinephringaben und der Berechnung des HZV kann ein bereits nachgewiesener positiver
Effekt auf die kardiale Leistung nicht ausgeschlossen werden. Wie auch der Shunt, lagen
die Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnisse der Lungen deutlich niedriger, auch wenn die
Beatmungsdriicke dadurch nicht beeinflusst wurden. Aufgrund des bekannten Wirkmecha-
nismus kénnen die Effekte auf eine Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase und damit

verbundene Steigerung der intrazellularen cGMP-Konzentrationen zuriickgefuhrt werden.
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3 DISKUSSION DER KOMBINATIONSGRUPPEN

3.1 NO-Sil-Gruppe

3.1.1 Rationale

Da in den Einzelversuchen mit Sildenafil und NO keine deutlichen Verbesserungen der
OA-induzierten Lungenschadigung erreicht werden konnte, sollten die Effekte einer ge-
meinsamen Applikation der beiden Substanzen evaluiert werden. Dabei sollte die sGC
durch die inhalative Gabe von NO in gut ventilierten Lungenbereichen aktiviert werden
und die cGMP-Konzentration in diesen Gebieten durch Hemmung der PDE5 zusatzlich
erhdht werden. Als Resultat sollte eine pulmonale und intrapulmonal selektive VVasodilata-
tion erreicht werden, die sich positiv auf die OA-induzierte Lungenschédigung auswirken

sollte.
3.1.2 Eigene Ergebnisse

» Hamodynamik

Durch die gemeinsame Applikation von iNO (2ppm) und Sildenafil in einer Konzentration
von 100ug/kg(10min) konnte keine Verbesserung der OA-induzierten hdmodynamischen
Veranderungen erreicht werden. Auch im Vergleich mit den Versuchsgrupppen OA-NO
2ppm und OA-Sil 100ug konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Lediglich der
Parameter PVVR unterschied sich in der Kombinationsgruppe signifikant von der OA-Sil
100pg -Gruppe. Interessant ist jedoch, dass der leichte Abfall des SAP wéahrend der Silde-
nafil-Infusion bei den Kombinationsversuchen mit iNO nicht so deutlich ausgepragt war,
wie bei alleiniger Infusion von Sildenafil. Der leichte Anstieg des HZV, der schon in den
Sildenafil-Gruppen zu beobachten war, war auch in der Kombinationsgruppe mit NO zu

sehen.

» Blutparameter

Was die Blutparameter betrifft, so kann festgestellt werden, dass die Kombination von i.v.
Sildenafil und inhaliertem NO zu einer Verschlechterung der OA-induzierten Gasaus-
tauschstorung flhrte. Dies wurde insbesondere dadurch deutlich, dass die arteriellen pO,-
Werte und die O,-Sattigung massiv abfielen, und der pCO, leicht anstieg. Vergleicht man
die Werte der Kombinationsgruppe mit denen der Versuchsgruppen, in denen die Vasodi-

latantien separat voneinander eingesetzt wurden, so kann man ebenfalls feststellen, dass

- 186 -



IV DISKUSSION
NO-SiIL-GRUPPE

die Kombination der beiden Substanzen zu einer Verschlechterung der Oxygenierung ge-
fihrt hat. So unterschieden sich die Kurvenverlaufe fur die Parameter pO, und O,-

Sattigung von NO 2ppm und Sil 100pg signifikant von dem der OA-Sil-NO-Gruppe.

> Pulmonale Parameter

Da weder der Beatmungsdruck, noch das Nass-zu-Trockengewicht-Verhaltnis der Lungen
durch die gemeinsame Gabe von iNO und Sildenafil beeinflusst wurden, kann gefolgert
werden, dass es durch die Kombinationstherapie zu keiner Verbesserung aber auch zu kei-
ner Verschlechterung der OA-induzierten Perfusionsstérung und verringerten Compliance
gekommen ist. Was den intrapulmonaler Shunt betrifft, so fiihrte die gemeinsame Gabe
von NO und Sildenafil nicht nur zu einer signifikanten Verschlechterung der Qs/Qt-Werte
gegenuber der Kontrolle, sondern auch gegeniiber den Versuchsgruppen, in denen die Sub-

stanzen allein gegeben wurden.

< Zusammenfassung

Es bleibt festzuhalten, dass die gemeinsame Gabe von iNO und Sildenafil im Vergleich zur
Kontrolle aber auch zur alleinigen Gabe der beiden Vasodilatoren zu einer Verschlechte-
rung des Shunts und der Oxygenierung flhrte und die pulmonalarteriellen Driicke nicht
gesenkt wurden.

3.1.3 Andere Studien

Der gemeinsame Einsatz von inhaliertem Stickstoffmonoxid und Sildenafil, sowie anderen

PDE5-Inhibitoren wurde bereits in einer Reihe von Studien untersucht.

Experimentell

Vernebeltes Sildenafil und intravendses Zaprinast fuhrte in Studien von Ichinose et al. zu
einer Potenzierung der gefaRrelaxierenden Eigenschaften von iNO %% Auch in einem
Endotoxinmodell an isolierten Rattenlungen kam es durch Zaprinast zu einer Verstarkung
des vasodilativen Effekts von NO. In einer Studie von Adrie et al. ©, in der bei Schafen
eine akute Lungenschadigung durch saline Auswaschungen induziert wurde, fiihrte die
Gabe von Zaprinast jedoch zu einer Aufhebung der NO-vermittelten Senkung der PH und
einer Verschlechterung der arteriellen Oxygenierung. Auch Shekerdemian et al. ™ konn-
ten in einem Modell des Mekonium-Aspirationssyndroms an Ferkeln zeigen, dass die i.v.-
Gabe von Sildenafil (2mg/kg tber 2h) zwar die Abschwéchung der PH durch iNO ver-

starkte, dieser positive Effekt jedoch mit einer massiven Verschlechterung der Gasaus-
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tauschstorung einherging. Sie folgern, dass Sildenafil in einer i.v.-Dosis von mehr als
0,5mg/kg in Kombination mit NO zwar zu einer pulmonalen Vasodilatation fuhrt, aber mit
unvereinbaren Auswirkungen auf die arterielle O,-Séattigung und die systemischen Zirkula-
tion verbunden ist und diskutieren, dass es aufgrund der eher systemischen Wirkung des
Sildenafils in Kombination mit iNO zu einer allgemeinen pulmonalen Vasodilatation
kommt, durch die der Blutfluss von durch iNO selektiv dilatierten ventilierten Lungenbe-
reichen zu nicht belufteten Bezirken umgeleitet wird. Die Folge ist ein Anstieg im intra-

pulmonalen Shunt, was eine Verschlechterung des Gasaustauschs nach sich zieht.

Klinisch
In einer Studie zum Einsatz von Sildenafil und inhaliertem Stickstoffmonoxid bei Klein-
kindern nach Herzoperationen, konnten Stocker et al. ®®" zeigen, dass der kombinierte
Einsatz von NO (20ppm) und Sildenafil (0,35mg/kg i.v.) zu einer Senkung des PAP flihrte.
Neben diesem positiven Effekt wurden jedoch auch eine Reduktion des systemischen
Blutdrucks und eine Verschlechterung der Oxygenierung durch die Gabe von Sildenafil
beobachtet, welche durch iNO nicht behoben werden konnte. Atz et al. * konnten zeigen,
dass oral verabreichtes Sildenafil (0,3mg/kg) bei einem péadiatrischen Patienten mit post-
operativer PH die pulmonal vasodilatorischen Effekte von iNO verstérkte. In einer frihe-
ren Publikation berichten Atz und Wessel ® von drei padiatrischen Fallen mit PH unter-
schiedlicher Genese, bei denen eine Sildenafil Therapie einen positiven Effekt auf das Re-
bound-Ph&nomen einer iNO-Therapie hatte. Die Kombination von iNO und Sildenafil
flihrte bei einem neun Jahre alten Kind mit PH infolge eines Septumdefekts, zu einer deut-
lichen Senkung des PAP und ermdglichte eine Reduktion und Beendigung der NO-
Inhalation ohne Auftreten eines Rebound-Phanomens ©*. In einem Fallbericht von Biga-
tello et al. ® fiihrte Sildenafil und NO zu einer verstarkten Senkung des PAP und gleich-
zeitig zu einer Verbesserung des arteriellen pO, und Shunts. Michelakis et al. % konnten
an Patienten mit primarer PH zeigen, dass die Kombination von oralem Sildenafil und iNO
zu keinem starkeren Abfall des PAP fuhrte als Sildenafil allein. Der PVR lag in der Kom-

binationsgruppe aber deutlich unter dem der NO-Gruppe.

3.1.4 Erklarungsansatze

Als Erklarungsansatz fir die ausbleibenden pulmonal vasodilatorischen Effekte der Kom-
binationstherapie mit iNO und i.v. Sildenafil kdnnen die bereits in der Diskussion der Sil-

denafil- und NO-Versuche angeftihrten Begriindungen angebracht werden.

- 188 -



IV DISKUSSION
NO-SiIL-GRUPPE

In Bezug auf die intrazellularen cGMP-Konzentrationen muss jedoch theoretisch davon
ausgegangen werden, dass die Inhalation von NO, Uber eine Aktivierung der sGC, zu aus-
reichend hohen cGMP-Spiegel gefuhrt haben misste, und eine zusatzliche Hemmung der
PDES somit auch eine Steigerung der intrazellularen cGMP-Konzentration héatte bewirken
miissen. So konnte Michelakis et al. ®* zeigen, dass sich die cGMP-Konzentrationen in
Patienten mit PPH nach Sildenafil bzw. iNO-Gabe nahezu verdreifachten bzw. verdoppel-
ten und bei gemeinsamer Gabe versechsfachten. Durch Zaprinast kam es in Adrie et al. ©
wéhrend der Inhalation von NO ebenfalls zu erhohten cGMP-Konzentrationen. Auch
Schulze-Neick ®*% dokumentieren, dass es durch Gabe von Sildenafil zu einer Potenzie-
rung der durch iNO angestiegenen cGMP-Plasmakonzentrationen kam. Ichinose et al. >
berichten ebenfalls von einem signifikant gréReren Anstieg der cGMP-Konzentrationen
nach Inhalation von NO und Zaprinast als nach Inhalation der Substanzen allein.

Dennoch kann, obwohl eine Reihe von Studien eine Beziehung zwischen cGMP-
Plasmaspiegeln und einer pulmonalen Vasodilatation aufzeigen ©*%%, nicht gefolgert wer-
den, dass hohe cGMP-Konzentrationen auch zu einer pulmonalen Vasodilatation fuhren

(125,254)

Was die Verschlechterung der arteriellen Oxygenierung betrifft, so fallt es relativ schwer,
schliissige Argumente fir die beobachteten Ergebnisse zu finden. Shekerdemian et al. ¢,
die ebenfalls von einer Verschlechterung der Gasaustauschstérung berichten, diskutieren
zwar, dass es aufgrund der eher systemischen Wirkung des Sildenafils in Kombination mit
INO zu einer allgemeinen, nichtselektiven pulmonalen Vasodilatation kommt, welche
durch einen Anstieg des intrapulmonalen Shunts zu einer Verschlechterung des Gasaus-
tauschs flhrt. Dieser Ansatz kann fur die vorliegenden Ergebnisse jedoch nicht angewandt
werden, da in den Kombinationsversuchen zwar ein erhdhter Shunt, aber weder eine sys-
temische noch pulmonalarterielle Vasodilatation beobachtet werden konnte. Zudem lag die
verwendete i.v.-Dosis unter 0,5mg/kg. Auch eine mdgliche Verschlechterung der Barriere-
funktion kommt nicht unmittelbar in Betracht, da sich das Nass-zu-Trockengewicht-
Verhaltnis der Lungen gegeniber den Kontrollen kaum verénderte. Auch die Beatmungs-
driicke deuteten nicht auf eine verminderte Compliance hin. Das HZV stieg eher an, als
dass die niedrigen pO,-Werte durch eine reduzierte Auswurfleistung des Herzens erklart
werden konnten. Auch der pH-Wert fiel nicht starker ab, so dass die verminderte Oxyge-
nierung nicht durch eine weitere Affinitdtsabnahme des Hdmoglobins zurlckgefihrt wer-
den kann. Es bleibt also ungeklart, wodurch die Verschlechterung der OA-induzierten

Gasaustauschstorung durch die Kombination von NO und Sildenafil zustande kommt.
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3.1.5 Schlussfolgerungen

Die gemeinsame Applikation von iNO und Phosphodiesterase-Inhibitoren erlangt, insbe-
sondere vor dem Hintergrund der mit Risiken verbundenen und teuren iNO-Therapie, fur
die klinische Praxis immer mehr an Relevanz. So wird nicht nur die Halbwertszeit von
INO nach Beendigung der Inhalation erhoht, was die Anwendung von PDE-Hemmern,
insbesondere im Zusammenhang mit der Reduktion und Entwdhnung von einer NO-
Therapie, nitzlich sein kann, sondern auch die Wirkung von iNO in bestimmten Féallen
potenziert und Ventilations-Perfusions-Stérungen sowie Gasaustauschstorung positiv be-
einflusst. Dennoch muss als wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit festgehalten wer-
den, dass der Einsatz von iNO in Kombination mit Sildenafil im OA-Modell des ARDS
keine positiven Effekte zeigte, sondern den Shuntfluss und die arterielle Oxygenierung

verschlechterte.
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3.2 NO-Bay 58-2667 -Gruppe

3.2.1 Rationale

Wie durch in vitro -Versuche gezeigt werden konnte, fuhrt die gemeinsame Gabe von Bay
58-2667 und NO zu einer additiven Aktivierung der sGC. Durch gemeinsame Gabe von
Bay 58-2667 und Stickstoffmonoxid sollte ein selektiv pulmonaler, gefaRrelaxierender
Effekt von iNO durch die i.v.-Infusion von Bay 58-2667 verstarkt werden und die OA-
induzierte Lungenschadigung verbessert werden. Zudem ermdglicht die Gabe von NO und
Bay 58-2667 als H&m-unabh&ngiger sGC-Aktivator, die sGC sowohl in ihrer physiologi-
schen, als auch in der durch ROS maglicherweise oxidierten und durch NO nicht aktivier-

baren Form zu aktivieren.
3.2.2 Eigene Ergebnisse

» Hamodynamik

Der SAP fiel wahrend der gleichzeitigen Inhalation von NO und Infusion von Bay 58-2667
in der Konzentration von 30ug/kg leicht ab, was maglicherweise auf einen additiven Effekt
der beiden Substanzen zuriickgeht, denn bei alleiniger Gabe des i.v.-Vasodilators war ein
solcher Abfall nicht zu beobachten. Zudem war mehr Arterenol® erforderlich, um den SAP
uber die verbleibende Versuchsdauer konstant zu halten.

Der Verlauf des PAP korrelierte in gewisser Weise mit diesem SAP Abfall, unterschied
sich aber nicht signifikant von den Kontrollen. Der SVR wie auch der PVR der Kombina-
tionsgruppe lag zwar deutlich aber nicht signifikant unter dem der Kontrolle. Insbesondere
fur den Parameter SVR kann fur diesen Effekt der verminderte SAP und das deutlich hohe-
re HZV verantwortlich gemacht werden. Letzteres trifft auch fir die relativ niedrigen PVR
Werte zu. Der niedrige Wert zum Zeitpunkt t=30min geht aber sicherlich auch auf den
niedrigen PAP zu diesem Zeitpunkt zurtck.

Das HZV steigt in der Kombinationsgruppe starker an als in der Kontrollgruppe und der
Bay 58-2667 30ug -Gruppe allein.

» Blutparameter

Durch die gemeinsame Gabe von iNO und Bay 58-2667 konnte ebenfalls kein Effekt auf
die OA-induzierte Gasaustauschstérung erzielt werden. Es kann diskutiert werden, dass es

aufgrund der ausbleibenden Vasodilatation zu keiner Verbesserung der Ventilations-
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Perfusionsverhéltnisse und damit zu keiner Verringerung des intrapulmonalen Shunts ge-

kommen ist, was folglich in unveranderten Blutparametern resultiert.

> Pulmonale Parameter

Auch der Beatmungsdruck, das Nass-zu-Trockengewicht-Verhéltnis der Lungen und der
intrapulmonaler Shunt wurde durch die gemeinsame Inhalation von 2ppm NO und Infusion
von 30ug/kg/10min Bay 58-2667 nicht beeinflusst.

% Zusammenfassung

Es kann zusammengefasst werden, dass die Kombination von iNO und Bay 58-2667 in
einer Dosierung von 30ug/kg/10min zu keinen Verbesserungen der OA-induzierten Lun-
genschéadigung fuhrte. Dabei unterschied sich die Kombinationsgruppe in keinem Parame-
ter nicht nur nicht signifikant von den Kontrollen sondern auch von den Gruppen, in denen
die Vasodilatoren allein gegeben wurden. Dies l&sst den Schluss zu, dass die i.v.-Infusion
von Bay 58-2667 keinen Einfluss auf die iNO-vermittelten Effekte hatte und auch im Um-
kehrschluss es durch iNO zu keiner Beeinflussung der Bay 58-2667 Wirkung kam.

3.2.3 Andere Studien

Es liegen zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Studien zum kombinierten Einsatz von Bay
58-2667 und iNO vor.

3.2.4 Erklarungsansatze

Aus Untersuchungen zum Aktivitatsprofil von Bay 58-2667 ist bekannt, dass Bay 58-2667
mit NO zusammen, im Gegensatz zu den Hadm-abhangigen sGC-Stimulatoren nur eine ad-
ditive Wirkung zeigt ®*. Bay 58-2667 und NO steigern die Reaktionsgeschwindigkeit in
einer additiven Art und Weise, wohingegen Bay 41-8543 und Bay 41-2272 als H&m-
abhangige sGC-Aktivatoren in Kombination mit NO zu einem Uberadditiven, synergis-
tischen Anstieg der Vi fithren *2). Von daher kann diskutiert werden, dass die Ergebnis-
se auf eine zu geringe Aktivierung sGC zuriickgehen. Zudem kann man erértern, dass eine
Aktivierung sowohl von physiologischen als oxidierten, durch NO nicht aktivierbaren

sGC-Molekiilen, zu keinen ausreichend hohen cGMP-Konzentrationen fihrt.

3.2.5 Schlussfolgerungen

Der gemeinsame Einsatz von iINO und Bay 58-2667 flhrte zu keiner Verbesserung der

OA-induzierten Lungenschadigung.
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3.3 NO-Bay 41-2272 -Gruppe

3.3.1 Rationale

Nachdem die Versuche mit Bay 41-2272 vielversprechend verliefen, sollten vor dem Hin-
tergrund einer starken synergistischen Wirkung, die Effekte einer kombinierten Gabe von
Bay 41-2272 und NO auf die OA-induzierte Lungenschadigung evaluiert werden. Es er-
schien moglich, dass es durch eine Uberadditive Aktivierung der sGC und dem damit ver-
bundenen massiven Anstieg der cGMP-Konzentrationen in gut ventilierten Lungenberei-
chen, zu einer selektiven pulmonalen Vasodilatation kommt, was sich wiederum positiv

auf die OA-induzierte Gasaustausch- und Perfusionsstérung auswirken sollte.
3.3.2 Eigene Ergebnisse

» Hamodynamik
o0 Systemisch-arterieller Druck (SAP)

Der SAP der Bay 41-2272 NO-Gruppe konnte mit minimalen Katecholamingaben konstant

gehalten werden und lag sogar signifikant hoher als der der Kontrollgruppe.

0 Pulmonalarterieller Druck (PAP)

Im Gegensatz dazu konnten mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse fur den PAP keine
signifikanten Unterschiede im Faktor Zeit*Gruppe berechnet werden, aus der grafischen
Darstellung wird jedoch deutlich, dass der PAP der Bay 41-2272 -NO-Gruppe deutlich
unter den Kontrollen lag, was sich auch in den Signifikanzen des direkten Vergleichs mit
dem T-Test und einem signifikanten Unterschied der zweifaktoriellen Varianzanalyse im
Faktor Gruppe widerspiegelte. Somit muss man davon ausgehen, dass es sich bei den ver-
minderten pulmonalarteriellen Driicken um einen reellen Effekt handelte, die wahrschein-
lich auf hohe lokale cGMP-Konzentrationen zurtickzufiihren sind. Der Aspekt einer Bay
41-2272 -vermittelten Hemmung der Na'/K*-ATPase kann jedoch auch hier angefiihrt

werden.

o Systemisch-vaskularer Widerstand (SVR)

Da das HZV fiir die Therapiegruppe, insbesondere zu Beginn des Versuchs, deutlich tiber
den Kontrollen lag, kdnnen die trotz des stabilen SAP niedrigen systemischen Widerstande
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durch die Berechnung des Parameters erklart werden. Dies wird vor allem dadurch deut-
lich, dass auch die Ausgangswerte (t=0 bis t=20min) deutlich niedriger lagen als die der
Kontrollen. Zudem fiel der CVP, der in die Berechnung des SVR einging, uber die Ver-
suchsdauer nicht so deutlich ab wie in den Kontrollversuchen.

o Pulmonalvaskularer Widerstand (PVR)

Auch fiir den PVR kann festgestellt werden, dass die hohen Herzzeitvolumina fiir die Be-
rechnung der niedrigen pulmonalvaskuldren Widerstande mit verantwortlich sind. Auch
hier lagen die Ausgangswerte deutlich unter den Kontrollen. Dennoch trug der verminderte
PAP sicherlich zu den niedrigen PVR-Werten bei, insbesondere da das HZV in der Bay
41-2272 -Gruppe Uber die Versuchsdauer abfiel. Zum Zeitpunkt t=120min lag der PVR,
trotz relativ niedrigem PAP, sogar deutlich Gber den anderen Therapiegruppen, was auf

dem niedrigen berechneten HZV fur diesen Zeitpunkt zurlickzufiihren war.

o0 Zentralvendser Druck (CVP)

Der zentralvendse Druck fiel in der Kombinationsgruppe nicht so stark ab wie in der Kon-
trollgruppe, so dass im direkten Vergleich mit dem T-Test fir die letzten beiden Mess-
punkte signifikante Unterschiede berechnet wurden. In der zweifaktoriellen Varianzanaly-
se wurden jedoch keine Signifikanzen berechnet. Mdglicherweise kam dieser verminderte
Abfall des CVP durch eine arterielle Vasodilatation zustande, so dass es zu einem ver-
mehrten Blutfluss von den arteriellen in die vendsen Kompartimente kam (190) Dagegen
spricht jedoch, dass der SAP eher anstieg. Als weiterer Grund kénnte auch ein vermehrtes
Blutvolumen angefiihrt werden. Da sich die Flissigkeitsverluste in die Lunge, aufgrund
der leicht verminderten wet-to-dry weight ratios, nur geringfligig von den Kontrollen un-
terschieden, kann ein erhthtes Blutvolumen als Grund fir den verminderten Abfall des
CVP nicht unbedingt in Erwdgung gezogen werden. Insbesondere wenn man bedenkt, dass
in der Gruppe Bay 300ug signifikant niedrigere wet-to-dry weight ratios errechnet wurden,
ohne dass ein Anstieg bzw. verminderter Abfall des CVP zu beobachten war.

o Herzzeitvolumen (HZV)

Das HZV lag bereits vor Beginn der Therapie deutlich tber den Kontrollen. Bis zum Zeit-
punkt t=20min waren die Werte jedoch nahezu konstant. Als Grund fiir die Berechnung
des hohen HZV konnen neben einer niedrigen arterieovendsen O,-Sattigungsdifferenz
auch niedrige Hb Mittelwerte genannt werden. So lag die mittlere vendse O,-Séttigung in

der Therapiegruppe zu den Zeitpunkten t=0 bis 20min um +4,4mmHg hoher als die der
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Kontrollgruppe, wahrend sich die mittlere arterielle O,-Séttigung nicht unterschied. Zudem
lag der gemittelte Hb in der Bay 41-2272 NO-Gruppe um durchschnittlich 0,9 niedriger als
in der Kontrollgruppe. Mit Beginn der Therapie sank das HZV deutlich und zwar starker
als in der Kontrollgruppe und den Gruppen mit den Substanzen allein ab. Dennoch wurden
mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse keine Signifikanzen berechnet. Wie in Satoh et al.
332) besprochen, fiihren kleine Anstiege der NO- oder cGMP-Konzentration Uber die
Hemmung der PDE3 und dem damit verbundenen Anstieg der cGMP-Konzentrationen zu
einem positiv-inotropen Effekt, wohingegen bei héheren Konzentrationen ein eher negati-
ver Inotropismus zu beobachten ist, was auf die Aktivierung der PKC und den vermehrten
Abbau von cAMP durch die Aktivierung von cGMP-abhéngigen PDE (PDE2) zurlickzu-
fuhren ist (siehe dazu auch Hassan und Ketat 2, Balligand ¥, Vila-Petroff et al. “*® und
Maurice ®*V). Moglicherweise ergaben sich die niedrigeren HZ\V-Werte auch aus der Be-

rechnung des Parameters.

o Katecholamingaben

Der Verlauf der Katecholamingaben wie auch der Gesamtverbrauch fiir die Gruppe Bay
41-2272 -NO lag zwar deutlich unter dem der Kontrollgruppe, aber dennoch wurden keine
signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe berechnet. Im Gegensatz dazu unterschied
sich der Zeitverlauf und Gesamtverbrauch der Kombinationsgruppe signifikant von dem
der Gruppen Bay 41-2272 100pg und NO 2ppm, so dass festgestellt werden kann, dass der
SAP in der Kombinationsgruppe mit deutlich weniger Arterenol® konstant gehalten wer-
den konnte, als in den Gruppen, in denen die Substanzen allein gegeben wurden. Insofern
kann diskutiert werden, dass sich die Therapie mit iNO und Bay 41-2272, trotz des niedri-
geren berechneten HZVs, positiv auf die kardiale Leistungsfahigkeit auswirkte. Ein bereits
angesprochener positiv-inotroper und lusitroper Effekt des Bay 41-2272 kann hier eben-

falls angeflhrt werden, obwohl das HZV deutlich absank.

» Blutparameter
o Arterielle pCO2-Werte

Die arteriellen pCO,-Werte lagen wéhrend der gesamten Versuchsdauer deutlich unter den
Kontrollen, obgleich mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse keine signifikanten Unter-
schiede berechnet wurden, was moglicherweise darauf zurtickzufihren ist, dass die Werte

noch vor Beginn der Therapie deutlich niedriger lagen als in der Kontrollgruppe. Im Ver-
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gleich mit der NO 2ppm -Gruppe traten jedoch signifikante Unterschiede in den Faktoren
Zeit, Zeit*Gruppe und Gruppe auf.

o Arterielle pO2-Werte

Was die pO,-Werte betrifft, so kann festgestellt werden, dass die gemeinsame Applikation
von Bay 41-2272 und NO 2ppm zu einer deutlichen Verbesserung der arteriellen Oxyge-
nierung flhrte. So lagen die pO,-Werte fir Bay 41-2272 NO nicht nur signifikant tber
denen der Kontrollen, sondern auch Uber denen der Bay 41-2272 100ug -Gruppe. Als
Grund kénnen die verminderten pulmonalarteriellen Driicke angegeben werden, die durch
eine Reduktion des Shuntflusses zu einer verbesserten Oxygenierung gefuhrt haben konn-

ten.

o0 Arterielle O2-Sattigung

Auch in Bezug auf die arterielle O,-Sattigung fiihrte NO und Bay 41-2272 zu einer Ver-
besserung der Oxygenierung. Im Gegensatz zu den pO,-Werten unterschied sich der Ver-
lauf der O,-Sattigungskurve jedoch nur signifikant von der Kontrolle, nicht aber von den
Gruppen, in denen die Substanzen allein gegeben wurden. Neben einer Verbesserung der
Ventilations-Perfusions-Verhaltnisse kommt auch eine, aufgrund hoéherer pH-Werte ver-
besserte Sauerstoffbindungskapazitat des Hamoglobins, als Erklarung fur die héhere O,-

Sattigung in Betracht.

o Arterielle pH-Werte

Der arterielle pH-Wert sank in der Bay 41-2272 -NO-Gruppe nicht so stark ab wie in der
Kontrollgruppe, was durch Berechnung der Signifikanz deutlich wird. Als Ursache kom-
men neben der verminderten Katecholamingabe auch die erniedrigten pCO,-Werte in Fra-
ge. In diesem Zusammenhang ist es erwéhnenswert, dass der pH zu den Zeitpunkten t=0
bis t=30 nicht ber dem der Kontrollen lag, obwohl die pCO,-Werte fir diese Zeitpunkte
deutlich unter denen der Kontrollen lagen.

» Pulmonale Parameter
0 Beatmungsdruck

Durch die Inhalation von NO (2ppm) und Infusion von Bay 41-2272 (100pg/kg/10min)
konnte eine deutliche und signifikante Senkung der Beatmungsdriicke insbesondere im
letzten Drittel des Versuchs erzielt werden. Als Ursache fur diesen Effekt, kann eine durch

hohe cGMP-Konzentrationen verminderte Bronchokonstriktion angefiihrt werden. Zusatz-
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lich kann eine verminderte mechanische Kompression der unteren Luftwege angefihrt
werden, da die Nass- zu Trockengewicht-Verhéltnisse der Lungen dieser Versuchsgruppe
deutlich niedriger lagen, als die der Kontrollen. Dagegen wirde jedoch sprechen, dass in
den Versuchen mit Bay 41-2272 in der Konzentration von 300pg/kg/10min, in denen eine
signifikante Reduktion der wet-to-dry weight ratios zu beobachten war, die Compliance

nicht anstieg.

o Wet-to-dry weight ratio

Die wet-to-dry weight ratios lagen zwar deutlich, aber nicht signifikant unter den Kontrol-
len. Dies ist insofern interessant, da auch schon bei alleiniger Gabe von Bay 41-2272 deut-
liche Effekte auf die OA-induzierte Perfusionsstorung beobachtet werden konnten. Inso-
fern scheint die gemeinsame Gabe von iNO und Bay 41-2272 keinen additiven Effekt auf
die OA-induzierte Perfusionsstérung zu haben. Auch Egemnazarov et al. ® konnten an
isolierten Lungen durch die Kombination von Bay 41-2272 und iNO im Vergleich zu Bay
41-2272 allein keinen additiven Effekt auf eine Ischdmie/Reperfusion-induzierte Lungen-

schadigung beobachten.

o Intrapulmonaler Shunt

Der intrapulmonale Shunt flr die Bay 41-2272 -NO-Gruppe lag deutlich und signifikant
unter der Kontrolle und unter der Gruppe, in der Bay 41-2272 in der Konzentration von
100mg/kg/10min ohne iNO gegeben wurde. Der Grund fir diese Verbesserung des intra-
pulmonalen Shunts kann in der deutlichen selektiven pulmonalen Vasodilatation gesehen
werden. Durch die Dilatation von GefaRen in gut bellifteten Lungenarealen kam es voraus-
sichtlich zu einer Umverteilung des Blutflusses in diese Gebiete, was konsekutiv wiederum
eine Verbesserung der OA-induzierten Gasaustauschstérung nach sich zog. Es muss jedoch
bedacht werden, dass das verminderte HZV ebenfalls zur Reduktion des intrapulmonaler

Shunts beigetragen haben kann.

% Zusammenfassung
Die kombinierte Therapie mit NO 2ppm und Bay 41-2272 100ug/kg/10min fihrte bei kon-
stantem SAP zu einer deutlichen Reduktion der OA-induzierten pulmonalen Hypertonie
und verbesserte durch eine Reduktion des Shuntflusses die arterielle Oxygenierung. Zudem
konnte ein Anstieg der Lungen-Compliance erreicht werden, obwohl sich die wet-to-dry
weight ratios nicht signifikant unterschieden. Das HZV fiel zwar deutlich, der pH und
CVP jedoch nur geringfiigig ab. Bemerkenswert ist, dass trotz des erniedrigten HZV deut-
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lich weniger Norepinephrin zur Aufrechterhaltung des SAP verwendet wurde, als in der

Kontrollgruppe und den Gruppen in denen die Vasodilatantien allein verabreicht wurden.

3.3.3 Andere Studien

Im zweiten Teil der Studie von Evgenov et al. ® wurde untersucht, ob Bay 41-2272 die
pulmonalen vasodilativen Effekte einer NO-bzw. CO-Inhalation beeinflussen. Dazu wur-
den wéhrend einer kontinuierlichen Infusion von 0,1mg Bay 41-2272 pro kg und Stunde,
wie schon im ersten Teil, drei NO-Konzentrationen fir jeweils 10min inhalativ verab-
reicht, wobei zwischen den Inhalationen 15min(tige NO-freie Perioden lagen. Dabei kam
es im Vergleich mit der alleinigen Gabe von iNO in allen drei Konzentrationen zu einer
starkeren Senkung des PAP, PVRI und PVRI/SVRI. Zudem stiegen die pulmonalarteriel-
len Driicke nach Unterbrechung der NO-Inhalation nicht so schnell auf Ausgangshiveau
an, wie in den Versuchen mit iNO allein. In Kombination mit Bay 41-2272 fihrte iNO in
den beiden hohen Konzentrationen zudem zu einem leichten Abfall des PAWP, SVRI,
RVSWI und zu einem Anstieg des CI und SVI. Des Weiteren steigerte die Inhalation von
INO in den Konzentrationen 10 und 20ppm wéhrend der Bay 41-2272 -Infusion das
pO./FiO,-Verhaltnis, was bedeutet, dass bei gleichbleibendem FiO, der pO, angestiegen
sein muss, und reduzierte die arterioalveolare Sauerstoffdifferenz und den Shuntfluss. Die
Autoren folgern, dass in diesem U46619-Modell der pulmonalen Hypertonie Bay 41-2272
durch eine Sensibilisierung der sGC fiir NO zu einer Verstarkung und Verlangerung, der
durch iNO-vermittelten vasodilatorischen Effekte fiihrt. Des Weiteren stellen sie fest, dass
mit der gemeinsamen Applikation von Bay 41-2272 und iNO bereits bei niedrigeren iNO-
Dosierungen eine Verbesserung der Oxygenierung erreicht werden kann, was den Schluss
nahe legt, dass die intrapulmonale Selektivitdt von iINO durch Bay 41-2272 weiter ver-
starkt wird, und es durch eine verbesserte Ventilations-Perfusions-Anpassung zu einem

verringerten Shuntfluss kommt.

3.3.4 Erklarungsanséatze

Wie schon in der Diskussion der Bay 41-2272 Gruppen angesprochen, fuhrt Bay 41-2272
zu einer Stimulation der sGC, was bei gemeinsamer Applikation von Bay 41-2272 und NO
in vitro zu einer potenzierten Aktivierung der sGC flhrt. In den Versuchen der vorliegen-
den Arbeit wurde durch die gemeinsame Applikation von NO und Bay 41-2272 eine selek-
tive pulmonale Vasodilatation erreicht. Im Gegensatz zu den besprochenen Studien konnte
jedoch keine systemische Vasodilatation beobachtet werden. Der Grund hierfir kdnnte
darin liegen, dass die Selektivitat vorwiegend durch das inhalierte Stickstoffmonoxid ver-
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mittelt wurde und die intravendse Injektion die selektiven Effekte noch verstarkte. Neben

der pulmonalen Selektivitdt konnte auch eine intrapulmonale Selektivitat beobachtet wer-
den, da der Abfall des PAP auch mit einer Verbesserung der arteriellen Oxygenierung as-
soziiert war. Wie bereits angesprochen, geht der verbesserte Gasaustausch neben der er-
héhten Lungen-Compliance und verminderten Odembildung vorwiegend auf die Verbesse-

rung des intrapulmonalen Shunts zur(ck.

3.3.5 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit konnte mit der Kombination von Bay 41-2272 und NO zum
ersten Mal eine deutliche, selektive pulmonale Vasodilatation erreicht werden, die zudem
mit einer Verbesserung der OA-induzierten Gasaustauschstorung einherging. Aufgrund des
in vitro gut erforschten Wirkmechanismus™ von Bay 41-2272 und der bekannten syner-
gistischen Wirkung von Bay 41-2272 mit NO ist davon auszugehen, dass der selektiv pul-
monal vasodilative Effekt der Kombinationstherapie auf eine Stimulation der sGC und
einer damit verbundenen Erhéhung der cGMP-Konzentrationen zuriickzufuhren ist. Die
Verbesserung der Oxygenierung kann als Folge verbesserter Ventilations-Perfusions-
Verhaltnisse und eines reduzierten intrapulmonalen Shuntflusses gewertet werden, so dass
man schlussfolgern kann, dass durch die gemeinsame Gabe von iNO und Bay 41-2272
nicht nur eine pulmonale, sondern auch intrapulmonale Selektivitét erreicht werden kann.
Es erscheint nahe liegend, dass die intrapulmonale Selektivitat vorrangig durch das inha-
lierte Stickstoffmonoxid vermittelt wird, und diese Selektivitat durch das i.v. verabreichte
Bay 41-2272 gesteigert wurde.
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Obwohl das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) bereits 1967 beschrieben wurde
und seitdem eine Vielzahl von Therapieansatzen entwickelt wurden, stellt das akute Lun-
genversagen mit einer Letalitit von bis zu 60% noch immer ein persistierendes intensiv-
medizinisches Problem dar. Die pathophysiologischen Merkmale des ARDS sind eine,
aufgrund eines erhohten intrapulmonalen Rechts-Links-Shunts therapieresistente Hypoxa-
mie, ein Permeabilitatslungenddem, eine verminderte pulmonale Compliance und die pul-
monalarterielle Hypertonie (PH).

Da eine Hypoxie bzw. inflammatorisch vermittelte Vasokonstriktion als Ursache der
ARDS-assoziierten PH diskutiert wird, und die Hohe der PH mit der Schwere der Lungen-
schadigung korreliert ist, sowie sich negativ auf die Prognose auswirkt, besteht ein Ansatz-
punkt der ARDS-Therapie, neben verschiedenen Beatmungsstrategien, in einer pulmonalen
Vasodilatation.

Das Olséuremodell, welches urspriinglich als Modell fiir das Fettemboliesyndrom verwen-
det wurde, weist, obwohl es sich um keinen &tiologischen Ansatz zur Simulation des aku-
ten Lungenversagens handelt, eine grolRe Anzahl von pathologischen und physiologischen
Ahnlichkeiten mit dem ARDS auf.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einem ersten Schritt durch die intravendse Injektion
von Olséure (OA) ein stabiles und reproduzierbares Lungenschadigungsmodell etabliert. In
einem zweiten Schritt wurde der Einfluss von Vasodilatoren auf die OA-induzierte Lun-
genschédigung untersucht werden. Da die Weiterentwicklung des Konzeptes der selektiven
pulmonalen Vasodilatation im Vordergrund stand, wurde die Wirkung von Substanzen
untersucht, die den NO-cGMP-Signalweg beeinflussen. Daher wurden Versuche mit inha-
lativem Stickstoffmonoxid (iNO), dem Phosphodiesterase-Inhibitor Sildenafil, dem Gua-
nylatzyklase-Aktivator Bay-58-2667 und dem Guanylatzyklase-Stimulator Bay 41-2272 in
unterschiedlichen Konzentrationen durchgefiihrt. Zusatzlich wurde iNO und jeweils einer

der anderen, intravends verabreichten VVasodilatoren miteinander kombiniert.

Durch die zentralvendse Injektion von 0,1 ml/kg OA, wurde innerhalb eines Versuchszeit-
raums von 120min eine stabile Lungenschadigung erzielt, die durch eine gering- bis mit-

telgradige pulmonale Hypertonie, massive Hypoxamie, Hyperkapnie und Azidose gekenn-
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zeichnet war. Zudem konnte durch die OA vermittelte Perfusionsstérung eine deutliche
Zunahme der Nass- zu Trockengewicht-Verhaltnisse der Lungen und eine Verminderung

der Lungen-Compliance induziert werden. Der intrapulmonale Shunt stieg massiv an.

Obwohl inhaliertes Stickstoffmonoxid als selektiv pulmonaler Vasodilator, der durch eine
Aktivierung der léslichen Guanylatzyklase (sGC) zu erhdhten intrazellularen cGMP-
Spiegeln und damit zu einer Vasorelaxation fuhrt, therapeutisch eingesetzt wird, wird sein
Einsatz bei ARDS-Patienten, insbesondere wegen einer Reihe von negativen Effekten, wie
der rebound-PH, kontrovers diskutiert. Zudem fhrte eine Vielzahl von Studien zur Wir-
kung von iNO auf eine experimentell induzierte Lungenschadigung zu widersprichlichen
Ergebnissen. In der vorliegenden Arbeit konnte kein positiver Effekt von iNO in den Kon-
zentrationen von zwei und zwanzig ppm auf die OA-induzierte Lungenschédigung abgelei-

tet werden.

Auch die Gabe des PDE5-Inhibitors Sildenafil, dessen Zulassung als Therapeutikum zur
Behandlung der PH bereits beantragt wurde, beeinflusste die durch die Injektion von Ol-
séure ausgeloste Lungenschéadigung nicht positiv. Die gemeinsame Gabe von iNO und
Sildenafil fiihrte Gber eine Erhéhung des intrapulmonalen Shunts sogar zu einer Ver-

schlechterung der OA-vermittelten Gasaustauschstérung.

Die Infusion von Bay 58-2667, einem NO- und H&m-unabhangigen Aktivator der I6slichen
Guanylatzyklase fiihrte ebenfalls zu keiner Verbesserung der OA-induzierten Lungenscha-
digung. In den Versuchen mit der hochsten Konzentration wurde jedoch eine massive sys-
temische Vasodilatation beobachtet, die mit einer deutlichen Verschlechterung der arteriel-
len Oxygenierung assoziiert war. Durch die zusétzliche Gabe von iNO wurde die Wirkung
von Bay 58-2667 nicht beeinflusst.

In den Versuchen mit dem NO-unabhdngigen aber Hdm-abhangigen sGC-Stimulator Bay
41-2272 wurde ein leichter pulmonal vasodilativer Effekt und eine deutliche Reduktion der
Nass- zu Trockengewicht-Verhaltnisse der Lungen beobachtet. Diese wirkte sich aber
nicht positiv auf die OA-induzierte Gasaustauschstorung aus. Allerdings fuhrte die ge-
meinsame Gabe von Bay 41-2272 und iNO zu einer deutlich selektiven pulmonalen Vaso-
dilatation, die durch eine Reduktion des intrapulmonalen Shunts mit einer maligeblichen

Verbesserung der OA-induzierten Gasaustauschstérung einherging.
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Somit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die pharmakologische Beeinflussung
des NO-cGMP-Signaltransduktionswegs durch die synergistische Aktivierung der sGC
durch iNO und Bay 41-2272, und die damit verbundene Senkung des pulmonalarteriellen
Drucks und intrapulmonalen Shunts, einen potentiellen Ansatz zur Verbesserung einer
OA-induzierten Lungenschéadigung und mdglicherweise auch zur Behandlung des ARDS
darstellt. Aus den Versuchen mit Bay 58-2667 lasst sich folgern, dass sich diese Substanz,
insbesondere aufgrund ihres Potentials, auch oxidierte sGC-Molekile zu aktivieren, mogli-
cherweise als systemischer Vasodilator eingesetzt werden kann. Dies ist insbesondere fur
Krankheiten relevant, die mit einer reduzierten cGMP-Produktion und der Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies assoziiert sind. Somit stehen mit diesen beiden Substanzen
zwei vollig neue Therapeutika zur Verfligung, die aufgrund des bekannten und hoch spezi-

fischen Wirkmechanismus eine Vielzahl von Einsatzméglichkeiten bieten.

Die Ergebnisse der Versuche mit iNO und Sildenafil entsprachen nicht den Erwartungen.
Gleichwohl lasst sich aus diesen Versuchen ableiten, dass der Einsatz von iNO im OA-
Modell weiterhin kontrovers diskutiert werden muss und der klinische Einsatz nicht ohne
kritische Abwégung erfolgen darf. Ahnliches gilt auch fir den Einsatz von Sildenafil und

der Kombination von iNO mit Sildenafil bei parenchymattsen Lungenerkrankungen.

Dennoch muss angefihrt werden, dass es sich bei der durchgefuhrten Studie um einen ex-
perimentellen Ansatz handelt. Um die Ergebnisse auf die klinische Situation ibertragen zu
kdnnen, mussen die gewonnen Erkenntnisse in weiteren experimentellen Studien verifiziert

und erweitert werden.
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Vasoactive substances in the oleic acid model of acute lung injury in rabbits

The acute respiratory distress syndrome (ARDS), first described in 1967, remains a persis-
tent problem in intensive care medicine, despite a range of therapeutic options. Patho-
physiological features of ARDS include refractory hypoxia, due to increased intrapulmon-
ary right to left shunting, non-cardiogenic pulmonary edema, decreased lung compliance
and pulmonary hypertension (PH). Since a hypoxic respectively inflammatory mediated
vasoconstriction is an underlying mechanism of ARDS-associated PH, and the magnitude
of PH correlates with the severity of lung injury, as well as outcome in patients with

ARDS, one candidate therapeutic approach is pulmonary vasodilatation.

The oleic acid model of acute lung injury, originally developed as a model for fat embo-
lism syndrome, shares a number of pathological and physiological similarities with ARDS,

the clinical manifestation of severe, acute lung injury.

The aim of this study was to establish a steady and reproducible model of acute lung injury
by the intravenous injection of oleic acid (OA). Subsequently, the impact of various vaso-
dilators on OA-induced lung injury was investigated. Because the ultimate aim of the study
was the induction of selective pulmonary vasodilatation, the effect of substances which
modulate the NO-cGMP-signal transduction pathway was examined. Therefore experi-
ments were conducted with inhaled nitric oxide (iNO), the phosphodiesterase inhibitor
Sildenafil, the guanylate cyclase activator Bay 58-2667, and the guanylate cyclase stimula-
tor Bay 41-2272. In addition iNO was combined with one of the intravenously applied

vasodilators.

A stable lung injury was achieved by the injection of OA at a concentration of 0.1 ml/kg
via the central venous route. The injury was characterized by a low to moderate pulmonary
hypertension, severe hypoxaemia, hypercapnia and acidosis. Furthermore, the OA-
mediated disturbance to lung perfusion resulted in an increase in the lung wet-to-dry
weight ratio and a decrease in lung compliance. Moreover the intrapulmonary shunt was

massively increased.
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Inhaled NO is a selective pulmonary vasodilator, which acts by activating soluble
guanylate cyclase (sGC) and elevating intracellular cGMP levels that consequently mediate
vasorelaxation. Although iNO is used therapeutically, its use in ARDS patients is contro-
versial due to the negative side-effects that include rebound PH. In addition a number of
studies dealing with the effect of INO on experimentally induced acute lung injury are con-
tradictory. In the present study, no positive effect of inhaled nitric oxide on OA-induced
lung injury was observed with iNO concentrations of 2 and 20 ppm.

The administration of the PDES5 inhibitor Sildenafil, whose approval for the treatment of
PH has already been proposed, also failed to positively influence the acute lung injury in-
duced by OA. The combined administration of iNO and Sildenafil even worsened gas ex-
change by increasing the intrapulmonary shunt.

Similarly, Bay 58-2667, a NO- and haem-independent activator of sGC, did not demon-
strate any beneficial effect after OA administration. At the highest concentrations applied,
a dramatic systemic vasodilatation was observed, which was associated with a distinct de-
terioration of the arterial oxygenation. The additional inhalation of NO had no impact on
the effect of Bay 58-2667.

In the experiments with the NO-independent but Haem-dependent sGC stimulator Bay 41-
2272, a moderate pulmonary vasodilatation was observed, together with a clear reduction
in wet-to-dry weight ratio. However, these effects did not influence the OA-induced dete-
rioration in gas exchange. With the combined administration of iNO and Bay 41-2272,
however, a distinct pulmonary vasodilatation was achieved, which was associated with an

improved gas exchange through a reduction of intrapulmonary shunting.

Consequently, we illustrate here that the pharmacological modulation of the cGMP signal
transduction pathway by the synergistic activation of sGC by iNO and Bay 41-2272, repre-
sents a potential approach for the improvement of OA induced lung injury and the treat-
ment of ARDS. With respect to the experiments with Bay 58-2667 we conclude that this
substance, by virtue of its ability to activate oxidized sGC molecules, can be employed as a
systemic vasodilator. This may be of particular relevance to diseases which are associated
with reduced cGMP production and the formation of reactive oxygen species. Hence these
substances represent two novel agents, which offer, due to a highly specific mechanism of

action, a multitude of therapeutic applications.

- 206 -



VIl AUSBLICK

VIl AUSBLICK

Mit den NO-unabhangigen Aktivatoren der l6slichen Guanylatzyklase steht eine vollig
neue Klasse von Medikamenten zur Verfigung, deren Einsatz nicht auf einer beobachteten
Wirkung, sondern auf einem durch biochemische und molekularbiologische Untersuchun-

gen ermittelten Wirkmechanismus beruht.

Da zur Wirkung von Bay 41-2272 auf die pulmonale Zirkulation zum heutigen Zeitpunkt
bisher nur zwei Veroffentlichungen vorliegen, sollte der Effekt von Bay 41-2272 in ande-
ren ARDS-Modellen weiter untersucht werden, um einen moglichen Einsatz bei Patienten

weiter abzusichern.

Neben der weiteren Evaluierung und Charakterisierung von Bay 41-2272 allein bietet die
Kombination mit unterschiedlichen Vasodilatantien ein viel versprechendes Forschungs-
feld. Wie gezeigt werden konnte, fihrt die gemeinsame Gabe von iNO und Bay 41-2272
zu deutlichen Effekten auf den pulmonalen Kreislauf. Aufgrund des bekannten Wirkme-
chanismus von PDES5-Inhibitoren wére ein kombinierter Einsatz von Sildenafil und Bay
41-2272 insbesondere vor dem Hintergrund einer klinischen Stickstoffmonoxid-

Entwéhnung interessant.

Aufgrund der Ergebnisse mit Bay 58-2667 kann ein Einsatz dieser Substanz als systemi-
scher Vasodilator bei Erkrankungen, bei denen aufgrund oxidativen Stress™ eine Vielzahl
der sGC-Molekdle in einer durch NO inaktivierbaren Form vorliegt, angedacht werden.

Daher sollte dieser Ansatz weiter verfolgt werden.



VETERINARMEDIZINISCHE RELEVANZ

Obwohl sich die vorliegende Arbeit vor dem Hintergrund der klinischen Relevanz des
ARDS vorrangig mit der humanmedizinischen Situation beschaftigt, kdnnen die Fragestel-
lungen und Aspekte dieser Arbeit grundsatzlich auch auf die Veterindrmedizin angewendet
werden. So treten pradispositionierenden Erkrankungen, wie die vier Atiologien Polytrau-
ma, Pneumonie, Sepsis oder Aspiration, auf die 75% der humanen ARDS Félle zurtickge-
hen, auch bei den verschiedenen Tierspezies auf.

Daher wird ein naturlich vorkommendes, also nicht experimentell erzeugtes und mit dem
humanen  ALI/ARDS vergleichbares akutes Lungenversagen bei  Hunden
(158,174,224,285.286.301,324.382) | nd Katzen ®**33% peschrieben. Bei Pferden kann im Zusammen-
hang mit einer Perilla-Keton-Intoxikation, ein ARDS-ahnliches Krankheitsbild, das auf-
grund der entsprechenden pathomorphologischen Befunde auch als ,,interstitielle prolifera-
tive Pneumonie” bezeichnet wird, diagnostiziert werden “*#1%_ Bei Rindern kann ein

ARDS im Zusammenhang mit einer Bovinen-Synzytial-Virus-Infektion auftreten 7",

Aufgrund der immer besseren Diagnose- und Therapiemdglichkeiten, insbesondere auf
dem Gebiet der Kleintiermedizin, erlangen schwerwiegende und lebensbedrohliche Er-
krankungen wie das ARDS immer mehr klinische Bedeutung ®***?. So werden inzwischen
Hunde und Katzen mit akutem Lungenversagen, verursacht z.B. durch Polytraumen (Au-
tounfalle), Pneumonien, Beinahe-Ertrinken, Stromschlag oder Rauchgasvergiftungen in
veterindrmedizinischen Intensivstationen standardmafiig konstlich beatmet. Neben dem
klinischen Einsatz neuer Beatmungsstrategien wie der partiellen Flussigkeitsbeatmung*®®
oder der positiven Druckbeatmung “* werden auch pharmakologische Therapieansatze in

der veterindrmedizinischen Praxis evaluiert.

Daher koénnen die Erkenntnisse dieser Arbeit nicht nur fur die Therapie des humanen
ARDS von Nutzen sein, sondern sich auch positiv auf veterindrmedizinisch relevante Lun-
generkrankungen auswirken, obwohl eine umfangreiche Therapie durch die hohen Kosten,

die durch die Patientenbesitzer getragen werden mussen, zurzeit noch begrenzt wird.
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