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1 Einleitung

1.1 Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV)

Die HPV bezeichnet einen essentiellen physiologischen Mechanismus zur Optimierung des
Gasaustausches in der Lunge. Sie ist die Antwort der Lungengefidfle auf eine Abnahme des
alveoldren Sauerstoffpartialdrucks (alveoldre Hypoxie) und passt die regionale Lungendurch-
blutung an die bestehende alveoldre Ventilation an, indem der Blutfluss von Arealen mit nied-
rigem alveoldren Sauerstoffpartialdruck (pO:) umgeleitet wird in Areale mit besserer Sauer-
stoffverfiigbarkeit! 2. Alveoldre Hypoxie bedingt dabei eine Konstriktion der préikapilldren, teil-
muskularisierten Arteriolen. Diese Konstriktion ermoglicht die Einschrinkung der Durchblu-
tung schlecht ventilierter Lungenabschnitte und die Umleitung des Blutstroms in besser venti-
lierte Areale, wodurch die arterielle Oxygenierung optimiert wird>. 1946 wurde durch Ulf von
Euler und Goéran Liljestrand zum ersten Mal postuliert, dass die HPV der Verbesserung der
Ventilations-Perfusions-Verteilung dient, weswegen die HPV auch ,,Euler-Liljestrand-Mecha-
nismus“ genannt wird*.

Die zu Grunde liegenden Mechanismen der HPV sind bislang nicht vollstindig geklért, jedoch
konnte durch verschiedenste Beobachtungen eine genauere Charakterisierung der HPV vorge-
nommen werden®. In in vivo Studien und an explantierten Lungen verschiedener Spezies konnte
herausgefunden werden, dass die HPV bereits ab einer milden Hypoxie beginnt, in Kaninchen-
lungen bei einer alveoldren O.-Konzentration < 10% (pO- 75 mmHg)® 7. In in vivo Studien
konnte sie ab einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (FiOz) von 0,12-0,15 unter atmo-
sphérischem Druck ausgelost werden®!?. In den meisten Untersuchungen an Ratten und Méiu-
sen konnte, dhnlich wie beim Menschen, ein biphasischer Verlauf der HPV beobachtet werden.
Es konnte zwischen zwei unterschiedlichen, von der Dauer der Hypoxie abhéngigen Phasen
unterschieden werden, einer akuten Vasokonstriktion, die sich nach wenigen Sekunden der Hy-
poxie einstellt und ein Druckmaximum nach ca. 5 Minuten aufweist und nach weiteren 5-15
Minuten wieder teilweise nachlisst, sowie eine subakute oder protrahierte Vasokonstriktion,
die bei Anhalten der Hypoxie nach Minuten bis Stunden auftritt. Moglicherweise existiert noch
eine 3. Phase, die mit einer Augmentation der protrahierten Vasokonstriktion einhergeht. Diese

hat aber weniger investigative Aufmerksamkeit erlangt!!.



Bei anhaltender genereller alveoldrer Hypoxie fithrt der Mechanismus der HPV zum Anstieg
des pulmonalarteriellen Druckes und gemeinsam mit dem Remodeling der Gefilie (s.u.), zur

Entwicklung der pulmonalen Hypertonie.

1.2 Medizinische Bedeutung der HPV

Eine Dysregulation der HPV unter pathophysiologischen Bedingungen kann in zwei Richtun-
gen geschehen, die unterschiedliche Auswirkungen auf den Korper haben. Aus einer Beein-
trachtigung der HPV, wie sie z.B. im Zuge einer Pneumonie auftritt, kann eine verminderte
Oxigenierung des arteriellen Blutes resultieren. Obwohl die betroffenen Areale der Lunge
schlecht ventiliert werden, sind sie also bei Ausfall der HPV immer noch gut perfundiert,
wodurch das pulmonalkapilldre Blut vermindert mit Sauerstoff angereichert wird. Im Extrem-
fall kommt es zu einem Shuntfluss in den betroffenen Arealen, wodurch die systemische arte-
rielle Oxygenierung durch dessen Beimengung vermindert wird. Bei Sepsispatienten kann die
durch den Shuntfluss bedingte Hypoxémie zu lebensbedrohlichen Zustinden fithren'> 3. Eine
Verschlechterung der HPV wird auBlerdem auch im Zusammenhang mit dem Acute Respiratory
Distress Syndrome (ARDS)', der Leberzirrhose'® oder auch wihrend einer Narkose ! beschrie-
ben.

Anders verhilt es sich bei Erkrankungen im Zuge derer es, z.B. durch eine Beeintrachtigung
der respiratorischen Funktion, zu einer globalen, prolongierten alveoldiren Hypoxie kommt
(dies ist auch der Fall bei lingerem Aufenthalt in groBen Hohen). Zu diesen Erkrankungen
zihlen u.a. ,,Chronic Obstructive Pulmonary Disease* (COPD), interstitielle Lungenerkrankun-
gen und neurologische Erkrankungen. Hierbei kommt es zu einer generalisierten HPV, die,
wenn sie ldnger bestehen bleibt, schlielich zusammen mit einem ,,Remodeling* der pulmona-
len Widerstandsgefidle zur pulmonalen Hypertonie fiihrt. Dieses sogenannte Remodeling be-
steht aus einer Hypertrophie und teilweise auch Hyperplasie aller drei Schichten der Gefél3e.
Dies wiederum hat eine Erhéhung des pulmonalvaskuldren Widerstands zufolge und, als Kon-
sequenz, eine anhaltende pulmonale Hypertonie (s.u.). Aus der erhohten Nachlast resultiert eine
extreme Druckbelastung des rechten Ventrikels, der dann hypertrophiert. Im weiteren Verlauf
kommt es zu einer Rechtsherzinsuffizienz und zum sogenannten ,,Cor pulmonale chronicum®,
welches bei Dekompensation zum Tode fiihren kann!”.

Die Aufdeckung des pulmonalen Sauerstoffsensor-Mechanismus, welcher der HPV zu Grunde

liegt, wiirde also neue Moglichkeiten der Beeinflussung einer beeintrichtigten HPV erdffnen,



aber auch zur Entwicklung eines neuen Ansatzes in der medikamentsen Therapie der HPV

bedingten pulmonalen Hypertonie beitragen.

1.3 Pulmonale Hypertonie (PH)

1.3.1 Definition der PH

Eine pathologische Druckerhthung im pulmonalen Geféf3system (pulmonale Hypertonie, PH)
wurde bisher definiert durch einen invasiv gemessenen mittleren pulmonalarteriellen Druck
(mPAP) > 25 mmHg in Ruhe'®. Auf dem 6th World Symposium on Pulmonary Hypertension
(WSPH) in Nizza 2018 wurde jedoch eine neue Definition der PAH vorgeschlagen, die die
Senkung der Obergrenze des normalen mPAP von 24 mmHg auf 20 mmHg beinhaltet!®. Somit
wire die PH dann definiert als ein mPAP > 20 mmHg. Die therapeutische Relevanz dieser

Definition ist allerdings noch unklar.

1.3.2 Atiologie und Pathogenese der PH

Vernachlédssigt man die sogenannte postkapillire pulmonale Hypertonie, die durch einen An-
stieg des Druckniveaus bei erhohten linksventrikuldren Fiillungsdriicken entsteht, so ist die Ur-
sache der pulmonalen Hypertonie eine prikapillidre Vasokonstriktion oder ein eingeschriankter
aktiver Vasodilationsmechanismus, sowie ein Querschnittsverlust (fehlende Distension) durch
Remodeling (s.0.) der GefidBwinde, Verlust von Gefdllen (,,vascular pruning*) oder durch
Okklusion von Arterien.

AuBer der HPV, die bei alveoldrer Hypoventilation sowie atmosphérischer Hypoxie auftritt,
existieren noch weitere Pathomechanismen, die zur Entstehung einer PH fiihren, die im Fol-

genden kurz aufgelistet werden.

1) Die Obliteration im Rahmen von Lungenembolien oder lokalen Thromben

2) Die sich primdr durch Herzvitien ergebende mechanische Belastung (hydrostatische
Krifte und Scherkrifte) bei Hyperzirkulation

3) Die Inflammation, die sich bei Kollagenosen, dem Toxic Oil Syndrome (Spanisches Ol-
syndrom) und den entziindlichen Lungenkrankheiten ergibt

4) Die genetische Disposition

5) Weitere Mechanismen, z.B. im Rahmen von Medikamenten, bei Leberzirrhose oder

chronischen Virusinfektionen



Verschiedene Krankheitsbilder konnen iiber die oben aufgelisteten Mechanismen eine Gefa-
Bengstellung und Umbauprozesse in der Lungenstrombahn zur Folge haben. Die resultierende
pulmonale Hypertonie wird durch Vasokonstriktion unterhalten und durch Remodeling fi-
xiert?,

Die Pathogenese der PH ist multifaktoriell. Ungeachtet der zu Grunde liegenden Ursache oder
Assoziationen sind mehrere verkniipfte Mechanismen in der Entwicklung und Aufrechterhal-
tung der PH relevant, wobei die endotheliale Dysfunktion eine wesentliche Rolle spielt. Sie ist
charakterisiert durch eine Uberproduktion von Vasokonstringenzien und proliferativen Fakto-
ren, wie Endothelin-1, und einer Reduktion von Vasodilatatoren und antiproliferativen Fakto-
ren, wie Prostazyklin (verursacht durch eine verminderte Endothelzell-Prostazyklinsynthase-
Aktivitit) und Stickstoffmonoxid (NO, verursacht u.a. durch eine herabgesetzte NO-Synthase-

Expression)?!.

1.3.3 Kilassifikation der PH

Wihrend in fritheren Jahren lediglich zwischen einer primédren (idiopathischen) pulmonalen
Hypertonie und einer sekundédren Form infolge zugrunde liegender Erkrankungen unterschie-
den wurde, wurde die klinische Klassifikation der pulmonalen Hypertonie im Rahmen des "3rd
World Symposium on Pulmonary Arterial Hypertension" 2003 in Venedig neu festgelegt und
umfasst fiinf Gruppen. Basierend auf neuen Erkenntnissen und Publikationen wurden tiber die
Jahre immer wieder leichte Modifizierungen vorgenommen, so zunichst wiahrend des vierten
Weltsymposiums 2008 in Dana Point und zuletzt erneut wéhrend des sechsten Weltsymposium
2018 in Nizza?2. Es werden weiterhin fiinf Klassen unterschieden, die folgende Auflistung be-

ruht auf der in Nizza festgelegten modifizierten Klassifikation.

1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)
1.1 Idiopathische PAH (iPAH)
1.2 Hereditare PAH (hPAH)
1.3 Medikamenten- und Giftstoft-induzierte PAH
1.4 PAH assoziiert mit:
1.4.1 Kollagenosen
1.4.2 HIV-Infektion
1.4.3 Pfortaderhochdruck

1.4.4 Angeborenenen Herzfehlern

4



1.4.5 Schistosomiasis

1.5 PAH mit gutem Langzeit-Ansprechen auf Calcium-Kanal-Blocker

1.6 PAH mit signifikanter vendser oder kapilldrer Beteiligung (Pulmonale
venookklusive Erkrankung (PVOD) und/oder pulmonale kapillire Himangio-
matose (PCH))

1.7 Persistierende PH des Neugeborenen (PPHN)

2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen

2.1 PH aufgrund von Herzversagen mit erhaltener linksventrikuldrer Auswurffrak-
tion LVEF

2.2 PH aufgrund von Herzversagen mit eingeschriankter LVEF

2.3 Herzklappenerkrankungen

2.4 Kongenitale/Erworbene kardiovaskuldre Zustinde, die zu einer postkapilldren
PH fiihren

3. Pulmonale Hypertonie bei Erkrankungen des respiratorischen Systems und/ oder Hypo-
xdmien

3.1 Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung

3.2 Restriktive Lungenerkrankungen

3.3 Andere Lungenerkrankungen mit gemischter restriktiver and obstruktiver Kom-
ponente

3.4 Hypoxie ohne Lungenerkrankung

3.5 Anlagebedingte Lungenfehlbildungen

4. Pulmonale Hypertonie infolge pulmonalarterieller Verschliisse
4.1 Chronisch thrombotische und/ oder embolische Krankheiten (CTEPH)
4.2 Andere pulmonalarterielle Verschliisse

5. Pulmonale Hypertonie unklarer und/oder multifaktorieller Mechanismen

5.1 Hamatologische Erkrankungen (myeloproliferative Erkrankungen, Splenekto-
mie)

5.2 Systemische oder metabolische Erkrankungen (Sarkoidose, pulmonale Langer-
hanszell-Histiozytose, Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose, Vasku-
litis, Glykogenspeicherkrankheiten, Gaucher-Erkrankung, Schilddriisenerkran-
kungen)

5.3 Andere (Tumor, Mediastinitis, dialysepflichtige chronische Niereninsuffizienz)

5.4 Komplexe kongenitale Herzfehlbildungen



1.3.4 Aktuelle medikamentose Therapieoptionen der PAH

Aktuell steht nur fiir die PAH und CTEPH eine zugelassene spezifische Therapie zur Verfii-
gung. Im Folgenden soll ein Uberblick iiber die Therapie der PAH, als Modellerkrankung einer
prikapilldren Form der PH, gegeben werden. Die Therapie der PAH hat sich in den letzten
Jahrzehnten durch die klinische Etablierung verschiedener PH-Medikamente (Prostanoide, En-
dothelin-Rezeptor-Antagonisten, Phosphodiesterase-5-Inhibitoren, 16sliche Guanylatzyklase-
Stimulatoren [sGC-Stimulatoren]) deutlich verbessert. Kontrollierte Studien zeigen, dass durch
die genannten Wirkstoffe die klinische Symptomatik vermindert, die korperliche Belastbarkeit
gesteigert und die Krankheitsprogression verzogert werden konnen. Zudem kann im Vergleich

zu historischen Kontrollkollektiven auch die Prognose verbessert werden.

Fur die gezielte Therapie der PAH stehen in Deutschland mittlerweile zahlreiche Medikamente

aus fiinf verschiedenen Substanzklassen zur Verfiigung:
o Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (ERA; Ambrisentan, Bosentan, Macitentan),
o Phosphodiesterase-5-Inhibitoren (PDESi; Sildenafil, Tadalafil),
o sGC-Stimulatoren (Riociguat)
o Prostazyklin-Analoga (Epoprostenol, Iloprost, Treprostinil) beziehungsweise

o Prostazyklin-Rezeptor-Agonisten (Selexipag).

Riociguat erhielt als erstes Medikament die Zulassung fiir die Therapie der nichtoperablen oder
rezidivierenden CTEPH.

Die PAH ist aktuell nicht heilbar. Zudem weisen viele Patienten trotz intensiver Behandlung
mit den derzeit zur Verfiigung stehenden Mitteln immer noch erhebliche Beschwerden auf, die
mit einer deutlichen Einschriankung der Lebensqualitit und mit einer begrenzten Lebenserwar-
tung einhergehen (Die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate betrigt fiir PAH 57%—-59%
und fiir inoperable CTEPH 53%-69%)?. Neue Therapieansitze fiir die PAH sollten daher wei-
ter erforscht werden. AuBBerdem gibt es fiir andere prékapilliren Formen der PH, insbesondere
die PH bei Lungenerkrankungen/Hypoxie keine spezifischen Therapieansitze?* 2°. Es gibt der-
zeit keine Empfehlung fiir die Anwendung der PAH-spezifischen Medikamente zur Behand-
lung der anderen Gruppen der PH mangels evidentem Nutzen?®. Aktuell zielt die Therapie v.a.
auf die Therapie der Grunderkrankung ab. Ein pulmonalvaskulér spezifischer Ansatz ist mog-
licherweise die Abschwichung der HPV, wobei dies auch zu einer Verschlechterung der Ven-

tilation-Perfusions-Verteilung und damit Oxygenierungsstérung fithren kann?’. Zu einer



therapeutischen Beeinflussung der HPV ist allerdings auch ein weiteres Verstindnis der zu-

grundeliegenden Mechanismen notig.

1.4 Sauerstoffsensoren und Mediatoren der HPV: Stand der Forschung

Trotz intensiver Forschung sind die grundlegenden Mechanismen der HPV noch nicht vollstin-
dig verstanden. Insbesondere der primire Sauerstoffsensormechanismus ist nicht vollstindig
aufgeklart, wihrend die Effektormechanismen weitgehend bekannt sind.

Als Effektorzellen der HPV wurden die glatten Muskelzellen (pulmonary arterial smooth
muscle cells = PASMC) der prikapilldren Widerstandsgefile am Eingang der Azini, also jen-
seits der Bronchioli terminalis und vor den Alveolen, identifiziert?®3!. AuBerdem werden die
PASMC im Falle der akuten Hypoxie auch als Sensorzellen fiir die Hypoxie diskutiert, da so-
wohl isolierte PASMC als auch endothelfreie pulmonalarterielle GefdBringe eine spezifische
Antwort (Konstriktion) auf akute Hypoxie zeigten’>*. Akute Hypoxie 1dste in isolierten
PASMC sowohl eine Erhhung der Kalziumkonzentration als auch eine Kontraktion aus. Diese
Charakteristik war spezifisch fiir die PASMC und konnte bei Gewebeproben aus systemischer
GefdfBmuskulatur nicht nachgewiesen werden. So zeigten isolierte glatte Muskelzellen aus ce-
rebralen Gefifien von Katzen einen Spannungsverlust (gemessen an der Anderung der Zell-
lange) als Antwort auf akute Hypoxie und des Weiteren hatte hypoxische Exposition keinerlei
Effekt auf Ringe aus mesenterialen Widerstandsgefifen der Ratte3? 3.

Eine Rolle des Endothels bei der akuten HPV wird aufgrund oben genannter Ergebnisse nicht

35,36 wihrend fiir die protrahierte Hypoxie (ldnger als 30 Mi-

angenommen, ist aber umstritten
nuten andauernd) von einer Beteiligung der Endothelzellen ausgegangen wird, wie an unter-
suchten pulmonalarteriellen Ringen von Ratten gezeigt wurde®”°.

Der terminale Signaltransduktionsweg, der zu einer Kontraktion der priakapilliren PASMC
fiihrt, involviert einen Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration ([Ca®']i) durch einen
Influx aus dem Extrazelluldrraum (und wahrscheinlich auch von intrazelluldren Speichern), der
durch eine Inhibierung von Kaliumkanilen und dadurch bedingten Membrandepolarisation mit
folgender Aktivierung von spannungsabhéngigen Kalziumkanilen ausgelost wird. Des Weite-
ren sind TRPC6 Kanile, wahrscheinlich iiber die Membrandepolarisation, essentiell an dem
intrazelluldren Kalziumanstieg beteiligt**#2. AuBerdem wurde, zumindest im Falle der protra-
hierten HPV, eine Kalziumsensibilisierung (Ca>*-Sensibilisierung) durch die Aktivierung einer

Rho-Kinase vorgeschlagen* 44,



Im Folgenden sollen die aktuellen Konzepte des Sauerstoffsensor-Mechanismus vorgestellt und
ein Uberblick iiber die verschiedenen Theorien zur Identitit moglicher second messenger ge-

geben werden.

1.4.1 Mitochondrien

Es ist seit langem bekannt, dass Mitochondrien zentral an dem Sauerstoffsensormechanismus
der akuten HPV beteiligt sind, was alleine schon deshalb naheliegend ist, da sie die Hauptver-
braucher des eingeatmeten Sauerstoffes sind. Es wurde gezeigt, dass Inhibitoren der mitochond-
rialen Elektronentransportkette eine Hemmung der HPV zur Folge haben, sowohl in isolierten
Lungen, als auch in Pulmonalarterien**”. Des Weiteren zeigen PASMC ohne funktionierende
Atmungskette keine Hypoxie-spezifischen Reaktionen*. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass
die Isofor 2 der Untereinheit 4 der Cytochrom ¢ Oxidase essentiell fiir die Hypoxie-Antwort in

PASMC und HPV ist®, so dass die zentrale Rolle der Mitochondrien bestitigt werden konnte.

1.4.2 Himoxigenase und Cytochrom P450 (CYP450)

Als weiterer Mechanismus neben den Mitochondrien wurde vorgeschlagen, dass die Himoxi-
genase-2 (HO-2) tiber eine Cytochrom P450 (CYP450)-abhidngige Freisetzung von Kohlenmo-
noxid (CO) eine Rolle im Sauerstoffsensing spielen kénnte>’. Dieses Konzept wurde bei der
akuten Hypoxie in sauerstoffsensitiven Zellen des Karotiskdrperchen vorgeschlagen. Dabei
wurde postuliert, dass der ,,large conductance calcium and voltage gated potasssium channel
(Bk)“, der mit der HO-2 assoziiert ist, durch eine Hypoxie-bedingte verminderte Freisetzung
von CO inhibiert wird und dadurch zu einer Membrandepolarisation fiihrt, die eine intrazellu-
ldre Kalziumfreisetzung und Aktivierung der Glomuszellen bewirkt®!.

Fiir das Abbauprodukt CO konnte bereits vor langer Zeit ein Einfluss auf die Glomuszellakti-
vitét nachgewiesen werden?2.

AuBerdem konnte an Zellen des Glomus caroticum eine Inhibierung des Bx-Kanals wihrend
Hypoxie demonstriert werden, was andeutet, dass HO-2 ein moglicher Sauerstoffsensor sein
konnte, der die Aktivitit des Kanals unter Sauerstoffdeprivation mit Hilfe von CO als Boten-
stoff kontrolliert®®. Auch an zellfreien Glomuszellmembranen konnte gezeigt werden, dass Hy-
poxie den Bg-Kanal inaktiviert®®. Fiir die HPV wurde allerdings gezeigt, dass der Bk-Kanal und
HO-2 nicht essentiell beteiligt ist, da HO-2- und Bk-Kanal-defiziente Méuselungen keinen Un-
terschied in der Stirke der akuten und protrahierten Phase der HPV im Vergleich mit entspre-

chenden Wildtypen zeigten®*.



1.4.3 Mediatoren

Als Mediatoren in der Signalkaskade der HPV werden verschiedene Stoffe diskutiert und die
dazu entstandenen Theorien sind teilweise kontrir zueinander. GroBer Konsens herrscht tiber
die Wichtigkeit bestimmter reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), wonach dem Superoxid-Anion
(027) und dem Wasserstoffperoxid H»O», eine entscheidende Rolle zuzukommen scheint. Dabei
stellt v.a. die mitochondriale Elektronentransportkette eine Quelle fiir ROS unter akuter Hypo-
xie dar.

Um die Zelle mit Adenosintriphosphat (ATP) zu versorgen, wird iiber der inneren mitochond-
rialen Membran ein Protonengradient aufgebaut. Die Elektronen werden in der Atmungskette
(Atmungskettenkomplex I-IV) entlang eines Redox-Gradienten transportiert und schlie3lich
von Komplex IV auf molekularen Sauerstoff tibertragen, wodurch dieser zu Wasser reduziert
wird. Die Elektronen konnen allerdings v.a. an Komplex I und III auch (akzidentiell) auf mo-
lekularen Sauerstoff ibertragen werden, wodurch Superoxid-Radikale entstehen.

Gemil der initialen Hypothese wurde vorgeschlagen, dass es unter akuter Hypoxie zu einer
verminderten Freisetzung von ROS kommt, wodurch iiber eine Anderung des Redox-Zustandes
der Zelle (Verhiltnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion, GSH/GSSG, und reduziertem
zu oxidiertem Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, NADH/NAD") entsprechende spannungsab-
hingige Kanale (K,-Kanile) beeinflusst werden.

Eine entgegengesetzte Hypothese schlug allerdings vor, dass akute Hypoxie zu einem Anstieg
von ROS und damit verbundenen Signalprozessen fiihrt’. Diese Hypothese wurde durch ver-
schiedene Untersuchungen mit ROS-Detektoren und Inhibitoren untermauert und durch kiirz-
liche Untersuchungen mit transgenen Tieren, die eine verminderte Hypoxie-induzierte ROS-
Freisetzung und fehlende Hypoxieantwort zeigten, unterstiitzt*% 33

Neben Mediatoren der HPV gibt es eine Reihe von Modulatoren, zu denen unter anderem Ab-
bauprodukte der Arachidonsdure (AA) gehoren. Bei der Oxidation von Arachidonsédure durch
CYP-Monooxygenasen (P450-Hydroxylase [CYP4A] und P450-Epoxgenasen [CYP2C]) ent-
stehen als Metaboliten 19- und 20-Hydroxyeicosatetraensdure (HETEs) und Epoxyeicosatrien-
sduren (EETs), deren Rolle im pulmonalen Metabolismus in den letzten Jahren immer weiter
in den Fokus geriickt ist*. Es wurde postuliert, dass diese CYP450-abhingigen Eicosanoide
eine spezifische Rolle in der HPV spielen®’. 20-HETEs dilatieren isolierte Pulmonalarterien aus
menschlichen Lungen®® und Kaninchenlungen®. Im Gegensatz dazu fiihren sie zu einer poten-
ten Kontraktion der Nierenarterien, Gehirnarterien und der Arteriolen®. EETs vermindern den

61

GefiBtonus von isolierten Kaninchen-®' und Hundelungen®, konnen aber auch zu einer
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Vasokonstriktion von pulmonalen GefiBen fithren®® oder die hypoxische pulmonale Vasokon-
striktion verstirken®. Aktuell wird angenommen, dass diese Substanzen die HPV modulieren,

aber nicht essentiell am Sauerstoffsensormechanismus beteiligt sind®.

1.5 Sauerstoffsensoren und Mediatoren in der HPV: Aktuelle Ansatzpunkte

1.5.1 Cytochrome als Sauerstoffsensoren

Cytochrome (cyto=Zelle, chroma=Farbe, griechisch) sind Bestandteile potentieller primérer
Sauerstoffsensoren, darunter die Cytochrome der Atmungskette und Cytochrom P450, die in
dieser Arbeit ndher untersucht werden. Cytochrome bilden neben den verwandten Himoglobin
und Myoglobin eine Untergruppe der Himproteine und sind Redox-aktive Proteine, die eisen-
haltiges (Fe = Eisen) Ham als prosthetische Gruppe besitzen und deren biologische Funktion in
der Elektroneniibertragung besteht. Das Ham alterniert hier zwischen dem Fe?*- und Fe**-Zu-
stand (reversibler Valenzwechsel des Ham-Eisenatoms vom zweiwertigen zum dreiwertigen
Zustand, wobei ein Elektron freigesetzt wird: Fe?* =Fedt+ e ). Somit fungieren sie als Oxido-
reduktasen und spielen eine wichtige Rolle im Sauerstoffmetabolismus. Cytochrome weisen
spezifische Absorptionsspektren des sichtbaren Lichtes auf (zwischen 400 und 600 nm) und
konnen anhand dieser Eigenschaft in einzelne Untergruppen eingeteilt werden. Mit Hilfe dieser
besonderen Charakteristik konnen sie auch identifiziert werden. Dartiber hinaus konnen sie ihre

Absorptionseigenschaften z.B. in Abhéngigkeit des Redoxzustandes éndern.

1.5.1.1 Mitochondriale Cytochrome (Atmungskette)

An der inneren Membran der Mitochondrien lduft der letzte Schritt des oxidativen Katabolis-
mus ab, die sogenannte oxidative Phosphorylierung, die fiir die ATP-Synthese zusténdig ist.
Dabei sind verschiedene Cytochrome beteiligt: Cytochrom ¢, das Elektronen von Komplex I11
auf Komplex IV iibertrigt; Cytochrom by, (Cytochrom b563 und b566), das an der Elektronen-
tibertragung von Ubiquinol auf Ubiquinon in Komplex III beteiligt ist und Cytochrom aa3 (Cy-
tochrom a und a3), das an der Elektroneniibertragung auf Sauerstoff in Komplex IV beteiligt
ist. Durch Messung des Redoxzustandes dieser Cytochrome kann somit ein Akkumulation von

Elektronen in der Atmungskette detektiert werden, wie sie unter Hypoxie auftreten kann,
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1.5.1.2 CYP450

Das menschliche Genom besitzt mehr als 100 verschiedene Gene der CYP450-Superfamilie.
Es wurden zudem etliche Subtypen entdeckt. Im Komplex mit Kohlenmonoxid (CO) weisen
sie ein Absorptionsmaximum bei 450 nm auf, woher ihr Name rithrt. Uber dieses spezifische
CO-Spektrum und spektrale Verdnderungen durch Substratbindungen kann CYP450 leicht
identifiziert werden®’.

CYP450-Enzyme kommen praktisch in allen Formen des Lebens vor. In Tieren wurden sie in
nahezu allen Organen nachgewiesen. Besonders hohe Konzentrationen fanden sich in der Le-
ber, im Gastrointestinaltrakt und in der Lunge®-7°. Sie spielen eine groe Rolle im oxidativen
Metabolismus und sind daher sauerstoffsensibel.

Die Rolle der CYP450 bei der HPV ist nicht vollstindig geklart, es wurde aber gezeigt, dass
eine Inhibierung der CYP450 die HPV moduliert, wobei die Aktivitdt der CYP450 fiir die HPV
nicht essentiell zu sein scheint’!. Des Weiteren ist unklar, iiber welchen Mediator CYP450 die
HPV beeinflusst. In Frage kommt CO als Abbauprodukt von Him oder HETES/EETs (siche

oben).

1.5.2 CO als Mediator

1.5.2.1 Beschreibung und Rolle als mégliches Therapeutikum

CO ist ein farb- geruch- und geschmackloses Gas, welches toxische Eigenschaften besitzt. Es
ist ein strukturelles Analogon des Sauerstoffes und besitzt eine um circa 217-fach hohere Affi-
nitét zu Himoglobin als Sauerstoff 7> 73, Seit langem ist CO als toxische Substanz bekannt,
jedoch wird seine wichtige biologische Rolle als Signalmolekiil immer deutlicher’.

Diverse gasférmige Molekiile werden schon seit lingerem im therapeutischen Bereich einge-
setzt oder klinisch getestet, so z.B. Wasserstoft (Hz), Oz, Distickstoffmonoxid (N20O), Kohlen-
stoffdioxid (CO:), Helium (He), Xenon (Xe), Stickstoff (Nz), Stickstoffmonoxid (NO) oder
Ozon (03)”>7. In den letzten Jahren ist nun CO in den Fokus der Wissenschaft geriickt und
wurde zum Gegenstand mehrerer praklinischer Studien, in denen therapeutische Applikationen
untersucht wurden.

Der menschliche Korper selbst bildet CO in geringen Mengen. Tenhunen und Schmidt haben
als erste die Himoxygenase (HO) als das Enzym identifiziert, das hauptséchlich fiir die endo-
gene Produktion von CO verantwortlich ist®’. Endogenes CO entsteht durch den enzymatischen

Abbau von Porphyrinmolekiilen des Hims durch die HO. Unter physiologischen Bedingungen
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wurde die Produktionsrate des endogenen CO im Menschen (70 kg Korpergewicht) in Ruhe
auf circa 18 pmol/h geschitzt®!> 82, In der Oxidation von Ham ist HO das erste und geschwin-
digkeitsbestimmende Enzym, welches unter Oz-Verbrauch und Ubertragung von Elektronen
der NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase zur Bildung von Biliverdin fithrt und dabei CO
und zweiwertiges Eisen (Fe?") freisetzt (Abb 1-1). Drei Isoformen der HO existieren, die kon-

stitutiv exprimierten HO-2 und HO-3 und die stressinduzierbare HO-13% %3,

Biliverdin- Reduktase

| Biliverdin | f—» Bilirubin |

\ " xappE ~
\._ | Hamoxygenase l/"l

/ Cytochrom- "\

/ P450- —~.
NADPH — Oxidoreduktase \¥

Fe?*

Abbildung 1-1: Abbau von Hidm durch die Himoxygenase unter Freisetzung von endogenem Kohlenmonoxid

Die Beteiligung als Signalmolekiil und protektive Rolle des endogenen CO wurde in verschie-
denen zelluldren oder tierischen Modellen nachgewiesen. In Zellkulturen konnte eine potente
antiinflammatorische, antiapoptotische und antiproliferative Wirkung des CO aufgezeigt wer-
den®486.

In vivo konnte gezeigt werden, dass inhalatives CO in verschiedenen Tiermodellen von akuten
Lungenerkrankungen bis hin zum ARDS (acute respiratory distress syndrome) in der Lage ist,
das Gewebe iiber oben genannte Effekte zu schiitzen®”. AuBerdem zeigte es in niedriger Dosie-
rung eine Verbesserung von ischdmischen Folgeschidden nach Ischimie-Reperfusionssyndrom
(ischemia-reperfusion-injury)® und konnte die AbstoBungsrate von Lungen- und GefiBtrans-
plantaten erniedrigen®!. Andere Erkenntnisse beinhalten die Beobachtung, dass CO die
Lunge in Modellen der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose iiber einen antiproliferativen Ef-
fekt auf die Fibroblasten®® %3 und beatmungsinduzierter Lungenschidigung (ventilator-induced
lung injury) tber einen antiinflammatorischen Effekt® schiitzt. Vasodilatative Eigenschaften
von CO, auch in Pulmonalgefifen, wurden ebenfalls beschrieben®®. So konnte bereits in vivo
eine Abschwichung der HPV durch kontinuierliche Inhalation von CO gezeigt werden. Hierbei
wurden Ratten 21 Tage lang unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen gehalten und

50 ppm CO oder keinem CO exponiert. Hierbei zeigte CO bei den chronisch hypoxischen
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Mausen eine abschwichende Wirkung auf den bei der rein hypoxisch gehaltenen Gruppe ho-
heren PAP und das rechtsventrikuldre Gewicht. Einen Einfluss auf den basalen Geféf3tonus un-
ter Normoxie zeigte CO jedoch nicht®.

Die Untersuchungen und Studien zu den therapeutischen Eigenschaften von CO innerhalb der
letzten beiden Dekaden haben bemerkenswerte Ergebnisse erbracht. Dennoch darf die imma-
nente toxische Natur von CO nicht aufler Acht gelassen werden, die bei Inhalation groferer
Mengen zu schwerwiegenden systemischen Komplikationen und neurologischen Stérungen
fithren kann.

Trotz erster vielversprechender Ergebnisse auch am Menschen, wurde bisher keine Zulassung
der Therapie mit CO bei einer humanen Erkrankung erreicht, wofiir verschiedene Griinde ur-
sdchlich sind, z.B. eine mangelnde Effektivitit in den klinischen Studien. Dennoch konnte an-
hand dieser Studien gezeigt werden, dass die Administration von niedrigen Dosen von CO si-
cher erscheint”’.

Die Applikation am Menschen in sicheren, therapeutischen Dosen, ohne dabei die Schwelle zur
Toxizitdt zu Uberschreiten, stellt sich als anspruchsvoll dar und bleibt weiterhin Bestandteil
zukiinftiger Forschung. Theoretisch gibt es drei denkbare Applikationsarten fiir CO als Thera-
peutikum im menschlichen Korper. Erstens kénnte das durch Induktion der HO-1 auf ein rele-
vantes Niveau geschehen, was jedoch auch Risiken beinhaltet, wie zum Beispiel die Progres-
sion verschiedener Erkrankungen, wie Neurodegeneration und Karzinogenese®®. Zweitens gibe
es die Moglichkeit der Inhalation von CO. Und drittens wiire eine intravendse oder orale Gabe
von einer Substanz moglich, die es vermag, CO freizusetzen. Dieser neuere wissenschaftliche
Ansatz, CO in therapeutischen Dosen durch sogenannte Carbon Monoxide-Releasing

Molecules verabreichen zu konnen, wird im Folgenden beschrieben.

1.5.2.2 Carbon Monoxide-Releasing Molecules (CORMs)

Die oben beschriebenen Ergebnisse aus den Tiermodellen zeigen, dass eine kontrollierte Gabe
von CO einen therapeutischen Nutzen in einer Anzahl pathologischer Zustinde erbringen
konnte.

Die neueste Errungenschaft im Hinblick auf diese Ambition besteht in der Entwicklung und
Testung sogenannter CORMs (CO-releasing molecules), einer Gruppe chemischer Kom-
plexverbindungen (Ubergangsmetallcarbonyle), bestehend aus einem Ubergangsmetall als
Zentralatom und CO als Liganden. Sie sind in der Lage kleine kontrollierte Mengen von CO in

ihre Umgebung abzugeben und stellen somit ein plausibles Werkzeug dar, um die
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pharmakologischen Effekte und den Wirkmechanismus dieses Gases zu studieren. Auf diesem
Gebiet leistete Motterlini Pionierarbeit, indem er in den letzten Jahren eine genaue Charakteri-
sierung und Beschreibung verschiedener Ubergangsmetallcarbonyle als potentielle CORMs
vornahm und deren CO-Freisetzung und Wirkung in verschiedenen Modellen testete® 10,
Eine Reihe verschiedener Varianten dieser CO-Tréger, die z.B. Mangan (CORM-1), Ruthe-
nium (CORM-2 und -3), Bor (CORM-A1) oder Eisen (CORM-F3) enthalten, wurden von Mot-
terlini untersucht. In mehreren Studien konnten sowohl in in vitro als auch in in vivo Modellen
vasodilatatorische, antiischimische und antiinflammatorische Effekte verschiedener CORMs
aufgezeigt werden® 101-103,

In den letzten Jahren hat die Entwicklung der CORMs stark expandiert und es kann zwischen
einer grolen Anzahl an CORM-Arten unterschieden werden, die sich mittels unterschiedlicher
Ausloser der CO-Freisetzung klassifizieren lassen. Hierzu gehoren beispielsweise Losungsmit-
tel-getriggerte CORMs, Photo-CORMs, Enyzm-getriggerte CORMs, Temperatur-getriggerte
CORMs, Oxidations-getriggerte CORMs oder pH-getriggerte CORMs!%.

CORM-1 gibt CO nach Stimulation mit Licht ab, wohingegen CORM-2 und CORM-3 CO in
der Anwesenheit von Hamproteinen freisetzen'®2. Jedoch ist CORM-2 nur in organischen L6-
sungsmitteln 16slich. Daher ist einzig CORM-3 in der Lage, CO in physiologischen Fliissigkei-
ten wie Blut freizusetzen!®> 1%, Die beiden Substanzen wurden als mogliche therapeutische
Werkzeuge in der Behandlung der pulmonalen Inflammation (CORM-2) oder der pulmonalen
Hypertonie (CORM-3) beschrieben (Details siche unten)'”’. Von CORM-2 wurde berichtet,
dass es eine dauerhafte Vasodilation in kontrahierten Aortenringen der Ratte induzierte und zu
einer betrichtlichen Reduktion von Hypertension in vivo fiihrte!%®.

Die bisherigen Erfolge erwecken die Aussicht, die chemischen Komplexe in der Zukunft als
CO-basierte Pharmaka in einer Reihe von Erkrankungen einsetzen zu konnen.

Jedoch wurde der Effekt der CORMs auf den pulmonalvaskuldren Widerstand und deren Ein-
fluss auf die HPV bisher nicht im Detail untersucht. Des Weiteren ist noch unklar, in wie weit
die CORMs einen toxischen Effekt in der Lunge ausiiben. Vor diesem Hintergrund wurden in
der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen von CORM-2 und CORM-3 auf die pulmonale Va-
soreagibilitidt in Normoxie und Hypoxie sowie deren Interaktion mit den zelluldren Cytochro-
men in isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslungen untersucht. Die Effekte wurden

mit denen von inhaliertem CO verglichen.
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1.5.2.3 Angriffspunkte von CO

Die Affinitdt von CO zu Metallatomen erlaubt eine Interaktion mit einer hohen Anzahl an Me-
tallproteinen'?”. Diese Eigenschaft impliziert, dass alle Him-enthaltenden Proteine mégliche
Angriffspunkte fiir CO darstellen konnen. Diese beinhalten auch diejenigen, die Ham als pros-
thetische Gruppe enthalten, z.B. Himoglobin, Myoglobin, sGC, Cyclooxigenasen, Cytochrome
(z.B. CYP450, Cytochrome der Atmungskette), induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
(NOS) oder NADPH-Oxidasen. CO kann durch Bindung an das zentrale Eisenatom der pros-
thetischen Hamgruppe die biologische Aktivitdt dieser Himproteine modulieren. CO kann aber
auch potentiell an Proteine binden, die andere Metallionen enthalten, so wie Zink, Kupfer oder
Mangan''?.

Interessant fiir die vorliegende Arbeit war die Bindung von CO an Strukturen, die bekannter-
weise eine mogliche Rolle im Mechanismus der HPV spielen. Miller und Hales zeigten, dass
CO iiber eine Blockade von CYP450 zu einer Einschrinkung der HPV fiihrte”".

AuBerdem konnte am Glomus caroticum demonstriert werden, dass CO iiber eine Bindung am
Cytochrom a3 der mitochondrialen Atmungskette, Hypoxie-abhingige Signalwege in Glomus-
zellen ausloste und das darauffolgende Hypoxie-induzierte Signal abschwéchte. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass Cytochrom a3 (und damit die mitochrondriale oxidative Phosphorilie-
rung) als Sauerstoffsensor des Glomus caroticum dient und spekuliert, dass es moglicherweise
auch als primérer Sauerstoffsensor der HPV in der Lunge eine Rolle spielt!'!"'3. Gleichzeitig
konnte CO iiber eine Interaktion mit Cytochrom a3 den pulmonalvaskuldren Tonus modifizie-
ren.

Weiterhin wurde in glatten GefédBmuskelzellen der Aorta von Kaninchen gezeigt, dass CO
ebenfalls an die Himgruppe der sGC bindet, genau wie NO, der klassische Agonist der sGC.
Dies geschieht jedoch mit einer wesentlich schwéicheren Wirkung. Die durch die Bindung be-
wirkte Aktivierung der sGC hatte eine Stimulation der Produktion von zyklischem Guanosin-
monophosphat (cGMP) zur Folge, die wiederum zu einer Relaxation der glatten GefdBmuskel-
zellen und einer damit verbundenen Vasodilatation fithrte!'* '3, Es war auBerdem zu beobach-
ten, dass die endogene Produktion von CO in isolierten, glatten GefidBmuskelzellen der Aorta
und PASMCs aus Ratten, durch Erhohung der Transkriptionsrate des HO-1-Genes, unter hypo-
xischen Bedingungen zunahm. Gleichzeitig konnte eine Erhéhung des cGMP-Spiegels gemes-
sen werden, auch unter Blockade der NO-Produktion. Dies unterstiitzt die Annahme, dass CO,

tiber Aktivierung der sGC, ein endogener Regulator des vaskuldren Tonus darstellt!!® 117,
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1.5.2.4 Auswirkungen von CO auf die HPV

Zur Erforschung der Effekte von CO auf die HPV wurden mehrere Untersuchungen durchge-
fiihrt, die teilweise ambivalente Ergebnisse ergaben. /n vivo Untersuchungen an Hundelungen
andsthesierter und endotracheal beatmeter Hunde konnten zwar eine Modulation der HPV
durch CO im Sinne einer Abschwichung der HPV detektieren, dies war jedoch nur in Abwe-
senheit von NO moglich!''$. An in situ, Blut-perfundierten Lungenpréparationen von Ratten
wurde der pulmonalarterielle Druck unter hypoxischer Beatmung in Anwesenheit von 8 oder
15% CO und mit oder ohne Inhibierung der cGMP-Produktions-Kaskade (Gabe von N-Methyl-
L-Arginin oder Methylenblau zur Hemmung der NO-Synthase) gemessen. Aus den Ergebnis-
sen konnte geschlossen werden, dass CO die HPV iiber einen cGMP-unabhéngigen Mechanis-
mus inhibierte, denn trotz Inhibierung der cGMP-Produktion und konsekutivem Anstieg des
PAP wurde die Effektivitdt der Abschwéchung der HPV durch CO nicht beeinflusst!''?. An iso-
lierten Rattenlungen wiederum konnte keine Abschwichung der HPV durch Exposition niedri-

ger Dosen von CO (< 1000 ppm) verzeichnet werden 2.

1.5.2.5 Auswirkungen von CO auf die PH

CO wirkt moglicherweise iiber vasodilatierende und antiproliferative Effekte inhibierend auf
die Entwicklung der durch chronische Hypoxie induzierten PH. Diesbeziiglich konnte am
Mausmodell gezeigt werden, dass eine gezielte Uberexpression von HO-1 zu einer Abschwi-
chung der Hypoxie-induzierten Entziindungsreaktionen und verminderten Entwicklung einer
PH fiihrte. Diese Beobachtungen koénnten in Richtung CO als einen Modulator der adaptiven
Antwort des Kérpers auf Hypoxie weisen'?!. An einem anderen Nagetiermodell konnte gezeigt
werden, dass die inhalative Exposition gegeniiber CO (250 ppm) fiir eine Stunde am Tag eine
manifeste PH sowie eine rechtsventrikuldre Hypertrophie annéhernd vollstindig rickgéngig
machen konnte'?.

In Versuchen an Lamas konnte die Hypothese erhértet werden, dass eine erhéhte Konzentration
an CO in der Lunge dem Schutz vor der Entwicklung einer PH in der Neugeborenenperiode auf
groBer Hohe dient!'?. Orale Applikation von CORM-3 (50 mg/kg einmal téglich fiir drei Wo-
chen) milderte die Entwicklung einer PH durch einen antiproliferativen Mechanismus in Méu-
sen ab, die einer chronischen Hypoxie ausgesetzt waren und machte eine bereits bestehende PH
teilweise riickgéingig (in transgenen Miusen die durch eine Uberexpression des Serotonin

Transporters in glatten Muskelzellen [SM22-5-HTT+ Méuse] eine spontane PH entwickeln)!?’.
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1.6 Zielsetzung

Die HPV ist ein physiologischer Mechanismus zur Aufrechterhaltung der arteriellen Oxygenie-
rung unter lokaler akuter Hypoxie. Eine globale protrahierte HPV, wie sie z.B. bei chronischen
Lungenerkrankungen auftritt, kann jedoch auch zu einem erhéhten pulmonalvaskuldren Wider-
stand und zusammen mit einem Remodeling der Gefdlle zu einer PH fithren. CO ist ein intrin-
sischer Botenstoff, der tiber eine Interaktion mit Cytochromen in den Signalweg der HPV ein-
greifen kann und dadurch die physiologische Ventilation-Perfusionsverteilung, sowie pulmo-
nalvaskuldren Widerstand beeinflussen konnte. Die sogenannten CORMs sind in der Lage,
kleine kontrollierte Mengen von CO freizusetzen.

Ziel war es daher, am Modell der isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslunge und mit

Hilfe von Remissionspektrometrie folgenden spezifischen Fragen nachzugehen:

e  Welche Wirkung hat CO auf den pulmonalen Geféftonus wihrend Normoxie

und akuter Hypoxie?

e Welche Interaktion besteht zwischen CO mit CYP450 und den Cytochromen der
mitochondrialen Atmungskette?
e Welche Wirkung haben die sogenannten CORMs auf den pulmonalen Gefif3to-

nus in Normoxie und Hypoxie?

Um diese Fragen zu beantworten, wurde der Effekt von CO (10%) auf den pulmonalvaskuldren
Tonus wihrend Normoxie, Hypoxie und Agonisten-induzierter Vasokonstriktion in der isolier-
ten, ventilierten und perfundierten Mauslunge erforscht. Gleichzeitig wurde die Interaktion von
CO mit CYP450 und den mitochondrialen Cytochromen mittels Gewebsspektrophotometrie
gemessen. Die Rolle von CYP450 in der CO vermittelten pulmonalen Vasoreagibilitit sollte
durch Applikation von dem CYP450-Inhibitor Sulfaphenazole bestdtigt werden. Auflerdem
wurde der Einfluss von CORMs auf die HPV in Normoxie und Hypoxie evaluiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuchsgenehmigung

Die Versuche wurden vom Regierungsprisidium GieBen unter der Referenznummer: “GI20/10
Nr. 105/2010” mit dem Titel “Pathomechanismen der respiratorischen Insuffizienz am Maus-

modell” genehmigt.

2.2 Versuchstiere

Die verwendeten Miuse des Stammes C57BL/6J wurden von Charles River Laboratory (Sulz-
feld, Deutschland) bezogen. Alle in den Experimenten verwendeten Miuse waren ménnlich,
zwei bis drei Monate alt und wogen zwischen 24 g und 28 g. Die Tiere wurden im Tierstall der
Medizinischen Klinik II der Justus-Liebig-Universitéit gehalten und hatten jederzeit Zugang zu
Leitungswasser und dem Standardfuttermittel Altromin®. Die Raumtemperatur lag bei etwa
25°C, die durchschnittliche Beleuchtungsdauer bei 12h/d. Die Tiere wurden versorgt nach den
“Principles of Laboratory Animal Care” und dem Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, verdftentlicht von den National Institutes of Health (NIH publication 86-23, revised
1985/2011).

2.3 Materialien

2.3.1 Geriite
e Peristaltische Infusionspumpe: Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland
e Atempumpe: Hugo Sachs Elektronik MiniVent Type 845, March-Hugstetten, Deutsch-
land
o  Wigezelle: Kent Scientific Cooperation Isometric Transducer, Litchfield, Connecticut,
USA

e Verstirker: 1) World Precision Instruments, Transbridge 4M, Berlin, Deutschland

2) Transducer Amplifier Module Hans Sachs Elektronik, March- Hug-
stetten, Deutschland
e Druckaufnehmer: Combitrans® 1fach Set, Model II Uni Giessen, B Braun, Melsungen,
Deutschland
e Kiihlung: Frigomix® U-1 B Braun, Melsungen, Deutschland
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233

Temperaturregulator: Thermomix® BM Braun, Melsungen, Deutschland

pH- Meter: Radiometer ABL 500, Kopenhagen, Ddnemark

Gasdruckmesser: Aalborg 1-800-866-3837, Orangeburg, NewYork, USA
Handelsiibliche Waage fiir Messgrofien im Bereich bis 500g

Zentrifuge: Adams Autocrit TM Centrifuge, Clay Adams, Parsippany, New Jersey,
USA

Computer mit Monitor, Siemens Nixdorf AG, Paderborn, Deutschland

CytoSPEC II, LEA Medizintechnik, Giessen, Deutschland

Oroboros 02k, Oroboros, Innsbruck, Osterreich

Software

Microsoft Office Word, Power Point und Excel, Microsoft Corp., UnterschleiSheim,
Deutschland

GraphPad Prism 5, GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA

Reference Manager 11, Adept Scientific ple, Letchworth, UK

CytoSpec II- Software, LEA Medizintechnik, Gieen

Grafik- und Datenerfassungsprogramm Labtech Notebook Pro© 1994 Laboratory
Technologies Corp. ,Wilmington, USA

Verbrauchsmaterialien

chirurgischer Faden: 5-0 Ethibond*Excel, Johnson&Johnson, New Brunswick, New
Jersey, USA

Dreiwegehahn: Dicofix®, B Braun , Melsungen, Deutschland

Einmalhandschuhe Transaflex® Ansell, Surbiton Surrey, UK

Einmalspritzen 1ml, 2ml, Inject Luer®, Braun, Melsungen, Deutschland
Perfusor-Leitung 150cm, Braun, Melsungen, Deutschland

Zellulose Unterlagen, Tork, Mannheim, Deutschland

Zellstofftupfer S5x4cm, Purzellin®, Lohmann und Rauscher, Rengsdorf, Deutschland
Mulltupfer, pflaumengrof3, Beese, Barbiittel, Deutschland

Combi-Stopper, Braun, Melsungen, Deutschland

Medizinisches Klebeband, Durapore®, 3M, St. Paul, MN, USA
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2.3.5

Hiamatokrit-Kapillaren, 77mm/60ul, D.A. 1,3-1,4mm, Na- Heparin, Hirschmann Labor-
gerite, Eberstadt, Deutschland
Silikonspray, Centramed Medizintechnik, Koblenz, Deutschland

Kaniilen in verschiedenen Stirken: BD Microlance TM, Drogheda, Ireland

Priparationsmaterialien

Trachealtubus aus einer Einmalkaniile 1,2x4mm, BD Microlance TM 3, Drogheda,
Ireland, gekiirzt auf 1,3cm und abgestumpft

Préparationsbesteck: Pinzette gebogen, Pinzette gerade, Mikro-Schere, Schere, Firma
F.S.T., Heidelberg, Deutschland

Handelsiibliche Korkplatten zur Fixierung der anésthesierten Méuse

Handelsiibliche Stecknadeln zur Fixierung der andsthesierten Mause

Befestigung und Fixierung der Katheter: Miniball with §mm Threaded M2 Rod,
T50034 und zwei Miniball Joint holder T32045, Hugo Sachs Elektronik, March-Hug-
stetten, Deutschland

Katheter zum Einfiihren in den linken Ventrikel: Eigenanfertigung, in Form eines An-
gelhakens gebogenes, ca. 3cm langen, hohles Metallstiick mit ca. 1,2mm Durchmesser

und einer Verdickung am gebogenen Ende

Pharmaka, Chemikalien und Gase
Krebs—Henseleit Perfusat (120 mM NacCl; 4,3 mM KCI; 1,1 mM KH>PO4, 24 mM
NaHCO3; 2,4 mM CaCly; 1,3 mM MgCl,, 13,32 mM Glucose und 5% [Gewicht/Volu-
men] Hydroxyethylamylopectin [Molekulargewicht: 200,000]) der Firma Serag-Wiess-
ner, Naila, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat 1 M 8,4% Serag-Wiessner, Naila, Deutschland
Ketavet® 100mg/ml Wirkstoff Ketaminhydrochlorid, Parke-Davis, Berlin, Deutschland
Rompun® 2% Wirkstoff Xylazinhydrochlorid, Bayer Healthcare, Deutschland
Isotonische NaCl-Losung 0,9%, DeltaSelect, Deutschland
Heparin-Natrium-25.000-Ratiopharm®, Ulm, Deutschland
Proteinloser PAL 50, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Aqua ad iniectabilia Baxter S.A., Unterschleif3heim, Deutschland
KCI pro analysi, Merck Darmsatdt, Deutschland
Ethanol 96 %, Fischer, Saarbriicken, Deutschland
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e [RU(CO);ClLz]2 (CORM-2), freundliche Gabe von Prof. Motterlini, Paris, Frankreich

e Ru(CO)s3Cl(glycinate) (CORM-3), freundliche Gabe von Prof. Motterlini, Paris, Frank-
reich

e Thromboxan A, Mimetikum U46619, PG-023, Paesel und Lorei GmbH, Frank-
furt/Main, Deutschland

e DMSO (Dimethylsulfoxid), Merck, Darmstadt, Deutschland

e Normoxiegas: 21% 02, 5,3 % CO; abgeglichen mit N>, Messer-Griesheim, Siegen,
Deutschland

e Hypoxiegas: 1% O, 5,3% CO> abgeglichen mit N», Messer-Griesheim, Siegen,
Deutschland

e Kohlenmonoxid, Messer-Griesheim, Siegen, Deutschland

2.4 Isolierte, ventilierte und perfundierte Mauslunge

2.4.1 Einfithrung

Bereits 1912 beschrieben Knowlton und Starling das Modell der isolierten Kaninchenlunge '**,
welches seit 1994 im Laborbereich des Zentrums fiir Innere Medizin, Medizinische Klinik 1I/V
der Justus-Liebig-Universitit GieBen verwendet wird!'?. 2004 wurde das Modell dort auch fiir
die isolierte Mauslunge etabliert'! und wird seither erfolgreich verwendet. Es bietet die Mog-
lichkeit direkt am intakten Organ physiologische Zustinde zu untersuchen oder pathologische
Zustdnde zu induzieren, um diese zu erforschen. Die Befdhigung zum Ausschalten zentralner-
voser, metabolischer und humoraler Einfliisse sowie die Elimination von Blutzellen ermdglicht
es, sowohl lungenspezifische Daten unter definierten Bedingungen zu erheben und zu interpre-
tieren als auch Proben des Perfusats oder der Exspirationsluft zur chemischen Analyse zu ent-
nehmen. Das Modell ermdglicht die Untersuchung von komplexen Fragestellungen, unter an-
derem durch die kontinuierliche und direkte Erfassung des pulmonalarteriellen Drucks in Kom-
bination mit der Méglichkeit, die Zusammensetzung des Beatmungsgases, sowie die Zusam-
mensetzung der Perfusionsfliissigkeit zu modulieren. Nur unter solch streng kontrollierten Be-
dingungen ist es moglich, die genauen Wirkweisen und Effekte von applizierten Substanzen,

entweder als Aerosol oder als Perfusat, am isolierten Organ zu untersuchen'?S.
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2.4.2 Versuchsaufbau

Im Modell der isolierten Mauslunge wurde das Lungen-Herzpaket an einer Wigezelle (Kent
Scientific Cooperation Isometric Transducer) frei aufgehdngt und kiinstlich perfundiert und
ventiliert.

Dabei wurde die Lunge in einem geschlossenen Perfusionssystem durch eine peristaltische In-
fusionspumpe, die dem Pumpverhalten des Herzens nachempfunden ist, perfundiert. Hierbei
wurde das Perfusat durch einen Katheter in der Pulmonalarterie in die Lunge hineingepumpt
und durch einen Ausfluss aus dem linken Ventrikel wieder abgelassen. Als Perfusat diente
Krebs-Henseleit Puffer, der mit Natriumbicarbonat versetzt (2,4 ml Natriumbicarbonat/ 100 ml
Perfusat) und dann durch die Begasung mit 5,3 % CO»-haltigem Gas auf einen pH-Wert von
7,3-7,4 gebracht wurde. Die Perfusionsrate betrug 2 ml/min. Ventiliert wurde die Lunge durch
eine Kolbenpumpe mit einem Tidalvolumen von 300 pl, einer Atemfrequenz von 90/min und
einem positiven endexpiratorischen Druck von 3 cmH»0.

Um eine konstante Temperatur des Perfusats und des Gewebes von 37°C zu garantieren, wur-
den der Vorratsbehilter des Perfusats und die Kammer, die die Lunge umgab, durch ein Dop-
pelglassystem standig mit 37°C warmer Temperierfliissigkeit beheizt. Zusétzlich wurde das
Perfusat durch eine Heizspirale geleitet, die ebenfalls von erwidrmtem Wasser umgeben war.

Eine Veranschaulichung des Versuchsautbaus findet sich in Abbildung 2-1 und 2-2.
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A 4

Abbildung 2-1 Modell der isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslunge - Ventilation und Perfusion: oberhalb
der im Bild mittigen Lunge ist die Ventilationseinheit dargestellt. Die Lunge wird iiber eine Ventilationspumpe (V) iiber die
Trachea beatmet. Die vorbereiteten Gasgemische (normoxisch, hypoxisch, Raumluft, hier mit G1, G2, G3 dargestellt) werden
iiber eine Gaszufuhrleitung zum Ventilator gefiihrt und kénnen iiber zwischengeschaltete Dreiwegehiihne umgestellt werden.
Am Exspirationsschenkel des Ventilators ist ein Gefif3 zur Einstellung des positiven endexspiratorischen Druckes (PEEP) an-
gebracht. Unterhalb der Lunge ist die Perfusionseinheit dargestellt, die in einem geschlossenen rezirkulierenden System durch-
gefiihrt wurde. Die FlieBrichtung ist durch Pfeile gekennzeichnet. Aus dem Reservoir (R) wird das Perfusat mittels einer Rol-
lenpumpe (TP) befordert. Uber einen Wirmetauscher (FH) und einer Blasenfalle (BT) gelangt das Blut durch den in der Pul-
monalarterie fixierten Katheter in die Lungenstrombahn. Durch den im linken Ventrikel eingebrachten Katheter fliet das Per-
fusat wieder ab. Hier wird iiber einen angebrachten Druckaufnehmer der linksventrikuldre Druck (LVP) gemessen.
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Abbildung 2-2 Modell der isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslunge - Druck- und Gewichtsmessung: Die
Lunge wird tiber den Trachealtubus an einer Wigezelle (FT) frei aufgehdngt. Durch Messung der isometrischen Kraft (WF)
kann eine Gewichtzunahme der Lunge dokumentiert werden. Am Inspirationsschenkel wird der Beatmungsdruck (VP) iiber
einen Druckaufnehmer (PT) aufgenommen, durch ein Verstirkermodul (AMP) amplifiziert und digitalisiert. Zwei weitere
Druckaufnehmer sind tiber jeweils einen separaten Schenkel am Pulmonaliskatheter (PAK) und am linksventrikuldren Katheter
(LVK) befestigt. Hier wird der pulmonalarterielle Druck (PAP) und der linksventrikuldre Druck (LVP) registriert. Die aufge-

nommenen elektrischen Signale werden amplifiziert und digitalisiert. Die Datenaufnahme erfolgte durch einen Computer (PC).

2.4.3 Systeminstandhaltung

Nach jedem Versuch wurde das gesamte Schlauchsystem mitsamt den Druckaufnehmern mit
mindestens 50 ml des destillierten Wassers durchgespiilt. Anschlieend wurde 0,1 ml Proteina-
selosung (PAL 50 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in 20 ml destilliertes Wasser gegeben, in
die Schlduche gepumpt und bis zur nachsten Verwendung im System belassen. Die Druckauf-
nehmer waren geschlossen, so dass sie nicht mit der Proteinaselosung in Bertihrung kamen. Zur
Schonung der Schlduche wurden diese nach jedem Versuch aus der Perfusionspumpe ausge-
spannt und mit Silikonspray eingespriiht.

Vor Beginn jedes neuen Versuchs wurde das System mit 80 ml destilliertem Wasser gespiilt,
um die Proteinaselgsung zu entfernen. Danach wurde das gesamte Schlauchsystem, auler den

Druckaufnehmern, zur Vorbereitung des Versuches mit Perfusat durchspiilt.
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2.44 Narkose und Intubation

Die Miuse wurden zunéchst durch eine intraperitoneal (i.p.) applizierte Injektion anésthesiert.
Dies geschah mit dem Anésthetikum Ketamin 125 mg/kg (Ketavet® 100 mg/ml Wirkstoff Ke-
taminhydrochlorid, Parke-Davis, Berlin, Deutschland) und dem Muskelrelaxans Rompun 25
mg/kg (Rompun® 2% Wirkstoff Xylazinhydrochlorid, Bayer Healthcare, Deutschland) im Ver-
hiltnis 0,25 ml: 0,25 ml: 0,5 ml Natriumchlorid (isotonische NaCl-Losung 0,9%, DeltaSelect,
Deutschland). Von dieser Mischung wurden dann 6,25 ml/kg Kérpergewicht injiziert. Antiko-
aguliert wurden die Mause mit 2500 I.E./kg Heparin (Heparin-Natrium-25.000-Ratiopharm®,
Ulm, Deutschland), ebenfalls durch intraperitoneale Injektion. Das Heparin wurde im Verhélt-
nis 0,1 ml: 0,9 ml mit NaCl verdiinnt.

Sobald die Miuse nach circa 10 Minuten keine Reaktion mehr auf starke Schmerzreize (feh-
lender Zwischenzehenreflex) aufwiesen, wurden sie mit Nadeln an den Vorderldufen auf einer
Korkplatte fixiert. Die Korkplatte selbst war vertikal auf einer Hebebiihne angebracht, so dass
die Hohe variiert werden konnte. Das Fell des gesamten Thorax wurde nun mit destilliertem
Wasser (Aqua ad iniectabilia Baxter S.A., UnterschleiBheim, Deutschland) befeuchtet, um Fell-
reste auf dem Isolat zu vermeiden. Darauthin wurde mit einer Schere ein circa 4 mm grofer
Hautlappen oberhalb des kranialen Endes des Sternums herausgeschnitten. Von dieser Offnung
ausgehend wurde dann ein Hautschnitt bis zum Kinn vorgenommen. AnschlieBfend wurden die
Speicheldriisen oberhalb der freigelegten Trachea mit einer Pinzette stumpf entfernt. Nun
wurde die Trachea mit einer an der Spitze gebogenen Pinzette unterfahren und angehoben, um
einen Faden (chirurgischer Faden: 5-0 Ethibond*Excel, Johnson&Johnson, New Brunswick,
New Jersey, USA) um sie herumzulegen und einen Knoten an der ventralen Seite vorzulegen.
Der Knoten befand sich dabei unterhalb des Kehlkopfes. Durch eine Tracheostomie wurde die
Maus nun mit einem Tubus (Trachealtubus aus einer Einmalkaniile 1,2 x 4 mm, BD Microlance
TM 3, Drogheda, Ireland, gekiirzt auf 1,3 cm und abgestumpft) intubiert und durch eine Beat-
mungspumpe (Hugo Sachs Elektronik MiniVent Type 845, March-Hugstetten, Deutschland)
mit Raumluft beatmet. Das Tidalvolumen betrug zu diesem Zeitpunkt 150 ul/Atemzug, bei 90
Atemzligen/min, 50% Inspirationszeit und 3 cm Wassersédule positivem endexspiratorischem
Druck (PEEP). Der vorgelegte Faden mit Knoten wurde nun festgezogen, um den Tubus in der

Trachea zu fixieren.

25



2.4.5 Priparation des Herz- Lungen-Pakets

Durch sorgfiltiges Entliiften des Schlauchsystems vor Beginn der Priparation sollten Luftem-
bolien verhindert werden.

Nach Intubation wurden zwei waagerechte Schnitte unterhalb des Rippenbogens bis in beide
Flanken hineingelegt. Der Processus xiphoideus wurde mit einer Pinzette angehoben, so dass
man freie Sicht auf das Zwerchfell hatte. Dieses wurde mit der Pinzette stumpf beschédigt, um
einen Pneumothorax zu erzeugen. Die kollabierten Lungen waren somit geschiitzt, wihrend das
Zwerchfell mit der Schere entlang des Rippenbogens abgetrennt wurde.

Jetzt wurde eine midsternale Thorakotomie durchgefiihrt, der Thorax zu beiden Seiten hin weg-
geklappt und mit Nadeln an der Korkplatte fixiert. AnschlieBend wurde der Thymus stumpf
entfernt, damit die freie Sicht auf das Herz méglich war.

Mit der geschlossenen kleinen Schere wurde ein Loch in die Herzspitze des linken Ventrikels
gestochen, welches spiter als Ausfluss fungierte. Aorta und Pulmonalarterie wurden darauthin
mit der gebogenen Pinzette unterfahren und mit chirurgischem Faden unterlegt. Auf der Vent-
ralseite wurde anschliefend ein doppelter Knoten vorgelegt. Durch einen Schnitt in den rechten
Ventrikel konnte nun der Katheter in die Pulmonalarterie eingefiihrt werden und mit dem vor-
gelegten Faden fixiert werden. Zur Sicherheit wurden noch einige Knoten dariibergelegt. Jetzt
wurde die Lunge mithilfe einer peristaltischen Infusionspumpe (Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten, Deutschland, ODER ISM 597, Ismatec, Wertheim-Mondfeld, Germany)
durch den Katheter mit dem Perfusat (Krebs—Henseleit Perfusat der Firma Serag-Wiessner,
Naila, Deutschland, 120 mM NacCl; 4,3 mM KCI; 1,1 mM KH;PO4, 24 mM NaHCOs3; 2,4 mM
CaCly; 1,3 mM MgCl, 13,32 mM Glucose und 5% [Gewicht/Volumen] Hydroxyethylamy-
lopectin [Molekulargewicht: 200,000]) durchspiilt. Bis zum Zeitpunkt des Einbringens des Ab-
flusskatheters wurde, um eine Stauung zu vermeiden, in kurzen zeitlichen Absténden die kleine
Schere in das Loch in der Herzspitze eingefiihrt und durch leichtes Offnen derselben ein Abfluss
des Perfusates ermoglicht. Die Perfusionsrate betrug zu diesem Zeitpunkt 0,2 ml/min bei einer
Temperatur des Perfusats von 4°C (Kiihlung: Frigomix® U-1 B Braun, Melsungen, Deutsch-
land). Zeitgleich mit dem Anschlieen des Perfusats wurde die Beatmung von Raumluft auf die
Beatmung mit dem vorgemischten normoxischen Gasgemisch (Messer Griesheim, Herborn,
Deutschland, mit 21% Oa, 5.3% CO,, abgeglichen mit N») umgestellt.

Danach wurde die Lunge unter gréBter Vorsicht, ohne Unterbrechung der Ventilation oder Per-

fusion, herausprépariert. Bei diesem Vorgang wurde jegliche Berithrung des
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Praparationsbestecks mit dem Lungengewebe vermieden. Hierfiir wurden Aorta descendens
und Vena cava durchtrennt und die Lunge nach und nach von der Wirbelséule gelost.

War dies erfolgt, so war die Lunge nur noch iiber den Tubus fixiert und hing frei an der Wége-
zelle (Kent Scientific Cooperation Isometric Transducer), die zur Uberwachung des Organge-
wichts diente. Jetzt konnte der abfiihrende Katheter in den linken Ventrikel eingefiihrt werden
und der Druck im linken Ventrikel tiber den flussigkeitsgefiillten Druckaufnehmer (Combit-
rans® 1fach Set, Model II Uni Giessen, B Braun, Melsungen, Deutschland) registriert und auf
2,0 mmHg (pulmonalvends) eingestellt werden. Der vendse Abfluss wurde hierfiir auf einer
entsprechenden Hohe fixiert. Die Abbildungen 2-1 und 2-2 sowie 2-3 zeigen beispielhaft den

Versuchsaufbau.

Abbildung 2-3 Links: Isolierte, ventilierte und perfundierte Mauslunge nach Intubation und Sondierung der Pulmo-

nalarterie (Erlduterungen im Text) Rechts: Komplettes Setup.

2.4.6 Steady-state-Phase

Nachdem die Lunge nun vollstindig in den kiinstlichen Kreislauf integriert war, wurde sie mit
circa 20 ml Perfusat durchgespiilt. Dabei wurde die Temperatur des Perfusats nach und nach
auf 37,5°C (Temperaturregulator: Thermomix® BM Braun, Melsungen, Deutschland) erhoht
und auch die Pefusionsrate wurde von 0,2 auf 2 ml/min gesteigert. Aulerdem wurde das Atem-
zugvolumen langsam auf 300 pl/Atemzug erhoht. Waren alle diese Werte erreicht, wurde das
System justiert und das Perfusat mit einem Gesamtvolumen von 15 ml konnte in einem ge-
schlossenen Kreislauf rezirkulieren. Es folgte eine pH-Wertkontrolle, wobei der gewiinschte

Wert im Bereich von 7,37 bis 7,40 liegen sollte.
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Vor jedem Versuch erfolgte eine 20-miniitige steady-state-Phase, in der die Lunge im geschlos-
senen System perfundiert und normoxisch beatmet wurde. Um die benétigte Stabilitdt des Pra-
parates zu gewahrleisten, wurden Gewicht, pulmonararterieller Druck, linksventrikuldrer Druck

und Perfusionsdruck der Lungen aufgezeichnet und auf ihre Konstanz tiberwacht.

2.4.7 Einschlusskriterien

1) Die Lunge zeigte eine homogen weie Oberfliche ohne Zeichen von Odemen oder At-
elektasen

2) Dernormoxische pulmonalarterielle Druck, sowie der Beatmungsdruck lagen im Norm-
bereich

3) Konstantes Organgewicht wihrend der 20-miniitigen steady-state-Phase

2.4.8 Druck- und Gewichtsregistrierung

Nach Ein-Punkt Kalibrierung der Druckaufnehmer gegen atmosphérischen Druck wurden die
Dreiwegehdhne umgestellt, das von ihnen erzeugte, analoge Signal verstarkt (Verstérker:
World Precision Instruments, Transbridge 4M, Transducer Amplifier Module Hans Sachs
Elektronik, March- Hugstetten, Deutschland) und von der Wandlerkarte im PC in ein digitales
Signal umgewandelt. Der linksventrikuldre und der pulmonalarterielle Druck wurden durch die
flissigkeitsgefiillte Druckaufnehmer aufgezeichnet, wihrend der Beatmungsdruck durch einen
luftgefiillten Druckaufnehmer registriert wurde. Die Aufzeichnung erfolgte zunéchst zur Kon-
trolle der Druckwerte wihrend des Aufwidrmens. Nachdem steady-state Bedingungen fiir den
Versuch erreicht waren, wurde das System neu gestartet und danach wurde mit der Aufzeich-

nung des Versuches begonnen.

2.4.9 Applikation von CO

Die Applikation von CO erfolgte als Gasgemisch mit Hilfe einer groBen, luftundurchlidssigen
Glasspritze, die iiber einen Schlauch mit der Ventilationspumpe verbunden war. Darin wurde
das fiir die Versuche jeweils bendtigte Verhiltnis von Kohlenmonoxid zu Sauerstoff, Stickstoff
und Kohlendioxid gemischt. Diese Gase wurden jeweils aus 150 1 Gastlaschen tiber einen

Schlauch in die Spritze gefiillt.
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2.4.10 Sicherheitsvorkehrungen

Um vor einer moglichen CO-Exposition zu schiitzen, wurden die Versuche in einer abgedich-
teten Plexiglasbox durchgefiihrt. Die vordere Scheibe war herausnehmbar, so dass die Mduse-
lungen innerhalb der Box prépariert und manipuliert werden konnten. Wihrend der CO-Appli-
kation wurde die Scheibe wieder eingesetzt. Zusitzlich befand sich das gesamte Setup unter
einem Abzug, der ebenfalls wihrend der Versuche eingeschaltet wurde.

Zur sicherheitsmaBigen Uberwachung und Kontrolle wurde mit einem CO-Messgerit mit Priif-

réhrchen der CO-Gehalt im System sowie in der Auflenluft gemessen.

2.5  Remissionsspektrometrie

2.5.1 Grundlagen der Remissionsspektrometrie

Mit Hilfe der Remissionspektrometrie kénnen die Redox-Zustidnde von mitochondrialen Cy-
tochromen in situ an der isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslunge beobachtet wer-
den, so dass Auswirkungen auf diese am intakten Organ direkt beobachtet werden konnen.
Diese Methode basiert auf der Tatsache, dass Cytochrome, je nachdem in welchem Redox-
Zustand sie sich befinden, Licht spezifischer Wellenldnge absorbieren. Die Absorption ver-
schiedener Wellenldngen kann als Wellenldngen-Intensitits-Diagramm dargestellt werden
(Spektrum). Das Eisenatom der Himgruppe der Cytochrome kann dabei reduziert sein (Fe?")
oder nach Abgabe eines Elektrons oxidiert (Fe*"), und die Cytochrome ein entsprechendes re-
duziertes oder oxidiertes Absorptionsspektrum aufweisen (s.o0.). Durch den Vergleich der bei-
den Spektren, was durch Subtraktion des oxidierten Spektrums vom reduzierten Spektrum (Dif-
ferenzspektrum) geschieht, kann die Verdnderung des Redox-Zustandes evaluiert werden. Um
die Absorptionseigenschaften der Cytochrome erfassen und analysieren zu konnen, wird die
wellenldngenabhingige Intensitit von in das Gewebe gesendetem Weillicht (,, WeiBlichtspekt-
rum®) mit der Intensitdt des remittierten Licht aus dem Gewebe verglichen (,,Remissionsspekt-
rum®). Dies geschieht durch eine senkrecht zur Lungenoberfliche aufgebrachten optischen
Mikrosonde (bestehend aus Glasfasern, die das Licht in das Gewebe leiten, und das detektierte
Licht vom Gewebe zu der Messeinheit.). Aus mit dem WeiBllichtspektrum korrigierten Remis-
sionsspektren vor und nach einem bestimmten Stimulus (z.B. Inhalation von Hypoxie oder CO)

konnen Differenzspektren berechnet werden. Die Tiefe der Messung hingt ab von der Distanz
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zwischen Beleuchtungs- und Detektionsbereich der optischen Fasern der Sonde und betrédgt bei

dem Aufbau dieses Versuches wenige Millimeter.

2.5.2 Messung der Redox-Zustéinde

Die Messungen der Remissionsdifferenzspektren wurden mittels eines spektrophotometrischen
Systems unter Benutzung eines CytoSPEC II (LEA Medizintechnik, Gieflen, Deutschland)
durchgefiihrt. Dieses System besteht aus einer Weillichtquelle (395-670 nm) zur Illumination
und einem Spektrometer (Detektionsbereich von 390-650 nm; optische Auflsung von 1,5 nm)
fiir die Detektion und Messung der wellenldngenabhéngigen Intensitit des Lichtes. Die Spek-
tren wurden mit einer Rate von 3-800 ms akquiriert und tiber einen Zeitraum von 1 min gemit-
telt, um Bewegungsartefakte durch die Ventilation zu minimieren (durch die In- und Exspira-
tion entstehen unterschiedliche Gewebedichten mit unterschiedlicher Absorption).

Die Berechnung der Differenzspektren erfolgte mit Hilfe der CytoSPEC II Software (LEA Me-
dizintechnik, Gie3en, Deutschland) durch Subtraktion der normoxischen Spektren von den hy-
poxischen Spektren, sowie durch Subtraktion von Spektren, die wiahrend normoxischer Venti-
lation ohne CO (21% O3, 5% COz, Rest N») aufgenommen wurden, von solchen Spektren, die
wihrend der Ventilation von CO in normoxischen (10% CO, 21% O», 5% CO», Rest N») oder
hypoxischen (10% CO, 1% O2, 5% CO2, Rest N2) Gasgemischen aufgezeichnet wurden. Die
resultierenden Differenzspektren reflektieren somit die durch HOX oder CO ausgeldsten spekt-
rometrischen Verdnderungen und sind ein Ergebnis der Interaktion von CO mit verschiedenen
Chromophoren. Folgende mitochondriale Cytochrome konnen mit dieser Methode gemessen
werden: Cytochrom aa3 (Absorptionsmaximum des Differenzspektrums: 445/603/605 nm),
Cytochrom bin (430/563 nm) und Cytochrom ¢ (420/550 nm). Zu weiteren Chromophoren, die
neben mitochondrialen Cytochromen charakteristische spektrometrische Verdnderungen in
dem gemessenen Wellenldngenbereich durch CO-Bindung zeigen, gehdren CYP450 (Absorp-
tionsmaximum des reduzierten Komplexes bei Bindung von CO: 450 nm) und Hdmoglobin.
Die Tabelle 2-1 gibt einen Uberblick tiber die Absorptionsmaxima der verschiedenen Cy-
tochrome.

Bei der Messung von Cytochromen im Gewebe wird die Summe aller messbaren Cytochrome
in einem Spektrum dargestellt (,,Summationsspektrum®). Um Verdnderungen der einzelnen Cy-
tochrome voneinander zu unterscheiden, wurden die gemessenen Differenzspektren mit be-
kannten Differenzspektren (,,Referenzspektren™) der einzelnen Cytochrome verglichen. Des

Weiteren wurden Standardspektren durch die Zugabe von Zyanid ins Perfusat erzeugt (selektive
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Reduktion der mitochondrialen Cytochrome) oder durch Applikation hoher Konzentrationen
von CO oder Hdmoglobin, um Referenzspektren fiir CYP450 oder Himoglobin zu erzeugen.
Um allerdings den Einfluss von Himoglobin wahrend der Experimente zu minimieren, welches
eine Uberlappendes Absorptionsspektrum mit dem mitochondrialen Cytochrom by, aufweist,
wurde die Lunge mit Perfusat durchspiilt, bis das Himoglobinspektrum nicht mehr detektierbar

war. Jedoch konnte eine vollige Elimination von Hamoglobin nicht immer erreicht werden.

Zur semiquantitativen Analyse der Redox-Zustande der einzelnen Cytochrome wurde die ,,Me-
thode der kleinsten Quadrate* angewendet (method of least square fitting). Dabei wird durch
Multiplikation der Funktionen der Einzelspektren eine Funktion erzeugt, die jeweils den
kleinstmdglichen Abstand zu den einzelnen Datenpunkten des gemessenen Spektrums hat. Die
bekannten Absorptionsspektren (= Referenzspektren) der jeweiligen Cytochrome konnten hier-
mit den gemessenen Differenzspektren zugeordnet (,,gefittet*) werden (TechPlot, Sftek, Braun-
schweig, Germany).

Mit dieser Technik konnten fiir diese Arbeit relative Redox-Verdnderungen der mitochondria-

len Cytochrome wihrend alveoldrer Hypoxie, und die CO-Bindung an CYP450 bestimmt wer-

den.
Cytochrom Absorptionmaxima
Cytochrom aa3 445/603/605 nm
Cytochrom by 430/563 nm
Cytochrom ¢ 420/550 nm
CYP450 450 nm
HbCO 423/525/565 nm
MbCO 421/540/580 nm
sGC-CO 423/541/567 nm

Tabelle 2-1: Verschiedene Cytochrome und ihre Absorptionsmaxima

2.5.3 Experimentelle Vorgehensweise

Die Differenzspektren wurden folgendermaBlen ermittelt: WeiBlicht-korrigierte Remissions-

spektren wurden zunichst tiber eine Minute vor dem Umschalten auf hypoxische Beatmung

gemittelt (Spektrum 1), dann gemittelt {iber die fiinfte Minute nach dem Umschalten auf
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Hypoxie (Spektrum 2), dann gemittelt tiber die Minute vor dem Umschalten auf Normoxie
(Spektrum 3) und schlieBlich gemittelt iiber die fiinfte Minute nach Umschalten auf Normoxie
(Spektrum 4). Die Differenzspektren wurden berechnet, indem Spektrum 1 von Spektrum 2 und
Spektrum 4 von Spektrum 3 subtrahiert wurden. Beide resultierenden Differenzspektren wur-
den wiederum gemittelt, woraus sich das endgiiltige Differenzspektrum des spezifischen hypo-
xischen Zustandes ergab. Diese Prozedur erlaubte Korrekturen von moglichen zeitabhéngigen
Einfliissen auf spektrale Verdnderungen, da das normoxische Spektrum vor der Hypoxie
(Spektrum 1) als auch das nach der Hypoxie (Spektrum 4) vom hypoxischen Spektrum subtra-

hiert wurde.

2.5.4 Storfaktoren

Bei der Remissionsspektrometrie im Gewebe wird das gemessene Spektrum nicht nur durch
Absorption des Lichts beeinflusst, sondern auch durch wellenlingenabhingige Streuung und
durch Reflektion an Grenzflachen, z.B. zwischen Kompartimenten mit hohem vs. niedrigem
Wasseranteil. In der Lunge dndert sich die Dichte von Streupartikeln und Absorptionspartikeln
mit den Atemexkursionen und durch Odembildung. Wenn sich die Streueigenschaften, Reflek-
tion und Gewebedichte nicht dndern, dann sind sie wahrend Normoxie und Hypoxie konstant
und koénnen so durch Berechnung des Differenzspektrum aus dem gemessenen Spektrum eli-
miniert werden. Das Differenzspektrum spiegelt dann nur die Absorption des Gewebes wieder.
Wie oben beschrieben wurden, um den Einfluss der Ventilation zu eliminieren, die Spektren
iiber eine Minute gemittelt, sowie Differenzspektren jeweils vor und nach Umschalten auf Hy-
poxie gemittelt. Verinderungen durch starke Wassereinlagerungen (Odembildung der Lunge)
konnen allerdings trotzdem zu Artefakten im den Verlauf der Messung fiihren, die sich durch
eine charakteristische Anderung des Remissionsspektrums auszeichnet und bei der Auswertung
beriicksichtigt wurde (Messungen mit starken Streuverdnderungen durch Wassereinlagerungen

wurden aus der Auswertung ausgeschlossen, bzw. in dem Ergebnisteil entsprechend bewertet).
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2.6 Verwendete Substanzen und Applikationsmodi

2.6.1 Substanzen

2.6.1.1 CO

CO ist eine Verbindung aus Kohlenstoff und Sauerstoff mit der Summenformel CO. Es ist ein

farb-, geruch- und geschmackloses sowie toxisches Gas.
2.6.1.2 Sulfaphenazole

Molekulargewicht: 314.36
Formel: C1sH14N4O2S

Sulfaphenazole ist ein Sulfonamid-Bakteriostatikum und bekannt als CYP450-Inhibitor'?’.

2.6.1.3 U-46619

Die Substanz U-46619 (9,11-Dideoxy-11a,90-epoxymethanoprostaglandin F2a) ist als Stan-
dardverfahren zur Induktion einer Vasokonstriktion bekannt!?%13!. Es handelt sich um ein
Thromboxan-A2-Mimetikum. Thromboxan-A2 bewirkt an seinem G-Protein gekoppelten
membranstdndigen Rezeptor im Zusammenspiel mit Inositol (1,4,5)-triphosphat eine Erhhung
der intrazelluldren Kalziumkonzentration'3% 133, In glatten Muskelzellen fiihrt dies zu einer Va-
sokonstriktion. Es wurde als Kontrolle fiir das allgemeine vasokonstriktive Potential der Lun-

gengefille verwendet.

2.6.1.4 KCl

Kaliumchlorid bewirkt eine Kontraktion glatter Muskelzellen. Eine extrazelluldre K*-Erhéhung
durch KCI-Gabe depolarisiert die Zellmembranen der PASMC, wodurch es zu einem Ca>'-
Einstrom und konsekutiver Kontraktion kommt. Es wurde, genau wie U- 46619, benutzt, um
eine pulmonale Vasokonstriktion zu induzieren und diente als Kontrolle fur die Versuche der

HPV.

2.6.1.5 [RU(CO);CL]: (CORM-2)

Tricarbonyldichlororuthenium ist eine Metallkomplexbindung mit Ruthenium als zentralem
Atom. Das Molekiil ist in der Lage, CO abzugeben und gehért somit zu der Gruppe der CO
releasing molecules (CORM-2). Es ist in organischen Losungsmitteln 16slich und wird fiir die

Versuche in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost, bevor es dann zu wissrigen biologischen
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Losungen oder Puffer gegeben wird. Unter physiologischen Bedingungen besitzt es eine recht
kurze Halbwertszeit (t12) der CO-Freisetzung von circa 1 min. Aufgrund der schlechten Los-

lichkeit und der kurzen Halbwertszeit wurde die Substanz optimiert, und CORM-3 entwickelt.

co cl

oc.,| .cl.,l .co
U u

oc” | >c” | co
cl co

Abbildung 2-4 [RU(CO)3Clz]2 (CORM-2)

2.6.1.6 Ru(CO)3Cl(glycinate) (CORM-3)

Tricarbonylchloro(glycinate)ruthenium(Il) ist ein CORM neuerer Generation, welches durch
Inkorporation von kovalent gebundenem Glycin an den Ru(CO)3,-Kern chemisch modifiziert
wurde, um eine bessere Wasserloslichkeit zu gewéhren!?!. Clark et al. nahmen eine genauere
Charakterisierung von CORM-3 vor. Demnach bleibt es bleibt tiber 24 h stabil in 37 °C tempe-
rierten Wasser (CORM-3, welches in Wasser gelost wurde und iiber 24 h bei Raumtemperatur
gelagert wurde, behielt seine Fahigkeit CO freizusetzen. Dies wurde spektrometrisch tiber die
Konversion von Deoxymyoglobin zu Carboxymyoglobin (MbCO) gemessen, wie bereits von
Motterlini beschrieben®). In physiologischen Losungen und biologischen Fliissigkeiten wie
Phosphatpufferlosung (PBS), Krebs-Henseleit, Zellkulturmedien und humanem Blutplasma da-
gegen setzt CORM-3 CO frei In allen getesteten Losungen mit einem pH von 7,4 wurde ein

Mol Aquivalent CO freigesetzt (t/s = 4 bis 18 Minuten)!'%% 134,

o ,
oc.., | N
U
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Cl 0

Abbildung 2-5 Ru(CO);Cl(glycinate)(CORM-3)

2.6.2 Versuchsgruppen

Fiir einen Uberblick tiber die in den Versuchen verwendeten Gasgemischen siehe Tabelle 2-6.

« Kontrollgruppe: Normoxische/hypoxische Beatmung im Wechsel
* CO-Gruppe: Normoxische/hypoxische Beatmung im Wechsel mit Applikation von CO
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* U-46619-Kontrollen: Durch U-46619 ausgeldste Vasokonstriktionen unter Normoxie mit CO-

Manipulation

* KCl-Kontrollen: Durch KCl ausgeldste Vasokonstriktionen unter Normoxie mit CO-Manipu-

lation

« Sulfaphenazole-Gruppe: Normoxische/hypoxische Beatmung im Wechsel mit Applikation

von Sulfaphenazole in steigenden Konzentrationen

* [RU(CO)3Cl2]2 /RUCO-Gruppe: Normoxische/hypoxische Beatmung im Wechsel mit Appli-

kation von CORM-2 und dessen inaktiver Form

* Ru(CO)sCl(glycinate)-Gruppe: Normoxische/hypoxische Beatmung im Wechsel mit Appli-

kation von CORM-3 und dessen inaktiver Form

Beatmung Anteil Oz (%) Anteil CO2 Anteil N (%) | Anteil CO (%)
(%)
Normoxisch 21 5,3 Rest 0
Hypoxisch 1 5,3 Rest 0
10% CO normoxisch 21 5,3 Rest 10
10% CO hypoxisch 1 5.3 Rest 10
Tabelle 2-2: Zusammensetzung der in den Versuchen verwendeten Gasgemisch

2.6.3 Versuchsablauf

Die Lungen wurden entweder blutfrei mit Krebs-Henseleit-Puffer perfundiert oder mit Perfusat,
welches 1% bovine Erythrozyten enthielt.

Zu jedem Zeitpunkt wihrend der Versuche wurde der PAP, der pulmonlavengse Druck, der
Ventilationsdruck, das Gewicht der Lunge und die Cytochromspektren aufgezeichnet.

Die Lunge wurde abwechselnd normoxisch und hypoxisch (alternativ anoxisch) beatmet, wobei
die normoxischen Perioden jeweils 15 Minuten betrugen und die hypoxischen (anoxischen)
jeweils 10 Minuten.

Bei allen Versuchen erfolgte die kontinuierliche spektrometrische Messung der
Absorptionsspektren der verschiedenen Cytochrome, fiir welche die Sonde auf der Oberflache

der Lunge aufgelegt und fixiert wurde.

35



2.6.3.1 Kontrollversuche mit hypoxischer Beatmung

Bei diesen Versuchen wurde die Lunge nach oben beschriebenem Schema iiber einen Zeitraum
von 125 min abwechselnd jeweils 15 min normoxisch und 10 min hypoxisch beatmet.
Mittels eines Dreiwegehahnes wurde jeweils tbergangslos zwischen normoxischer und

hypoxischer Beatmung umgestellt (Abb. 2-6).

15 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min

|:| Normoxie - Hypoxie

Abbildung 2-6: Kontrollgruppe: Normoxische und hypoxische Ventilation im Wechsel (s.o. fiir genaue Beschreibung)

2.6.3.2 Versuche mit CO

Nach zwei hypoxischen Beatmungsphasen folgte in der dritten und vierten hypoxischen Phase
die Manipulation der CO-Konzentration oder alternativ Gabe der anderen verwendeten
Substanzen. Die Beatmung mit CO erfolgte dabei bereits in der normoxischen Phase fiir 5
Minuten und wihrend der gesamten 10 Minuten der hypoxischen Phase. Am Ende erfolgte noch

eine letzte, allein hypoxische, 10-miniitige Beatmung zur Kontrolle (Abb. 2-7).

Die Applikation des Kohlenmonoxidgasgemisches erfolgte wie unter 2.4.9 beschrieben.

CcOo- COo-
lAppIkaﬁnl l lApp]ikation I

15 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min

|:| Normoxie - Hypoxie

Abbildung 2-7 Applikation von CO wihrend normoxischer und hypoxischer Ventilation (s.o. fiir genaue Beschreibung)

2.6.3.3 Kontrollversuche mit U-46619

Als weitere Kontrollversuche wurden Versuche durchgefiihrt, in denen statt einer hypoxischen
Beatmung die Gabe der Substanz U-46619 erfolgte, um eine Vasokonstriktion zu erzeugen.
Diese Kontrollversuche wurden durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob CO selektiv auf die HPV
wirkte und einen unspezifischen Einfluss auf die Vasokonstriktion der pulmonalen Gefille

ausiibte.
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Zunichst wurde U-46619 in einem Verhiltnis von 2:1 in DMSO gel6st und anschlieend mit
Perfusat auf eine Konzentration von 1,5 nM verdiinnt (entsprechend einer Konzentration von
0,06 pg/ml im Perfusat). Von dieser Losung wurde 1 ml als Bolus tiber einen Bypass mit einer
1 ml Spritze in den pulmonalarteriellen Schenkel des Perfusionsystems gespritzt. Fiir den Zeit-
raum unmittelbar nach der Applikation wurde das Perfusat aus dem vendsen Schenkel des Sys-
tems ablaufen gelassen, so dass das U-46619 nicht in die Rezirkulation aufgenommen wurde.
Dieses Manover wurde alle 25 min wiederholt.

Es erfolgten geméfl dem oben beschriebenen Schema jeweils zwei Bolusgaben von U-46619
zur Induktion einer Vasokonstriktion ohne CO-Gabe. Fiir die 3. und 4. Gabe von U-46619 unter
Anwesenheit von CO galt das gleiche Applikationsschema wie oben beschrieben. Allerdings
erfolgten 5 Minuten vor der Bolusgabe von U46619 eine Ventilation mit CO, die im Anschluss

nach der Bolusgabe noch fiir 10 Minuten weitergefiihrt wurde (Abb. 2-8).

Cco- Cco-
lApp]ik ation l lApp]ikaﬁon l

15 min 25 min 25 min 25 min 25 min

|:| Normoxie |:| U-46619 Bolus

Abbildung 2-8: Durch U-46619 ausgeloste Vasokonstriktionen unter Normoxie mit CO-Applikation (s.o. fiir genaue

Beschreibung)

2.6.3.4 Kontrollversuche mit KCI

Auch die KCI-Bolusgabe zur Stimulation einer Hypoxie-unabhingigen Vasokonstriktion
erfolgte zur Kontrolle der Wirkung von CO auf die HPV. Die KCI-Bolusgabe erfolgte analog
zu der des Bolus mit U-46619 iiber den Bypass unter Verwendung einer 1 ml Spritze. Das
Volumen von 0,75 ml einer 0,15 M KCI-Lésung als Bolus wurde alle 25 min iiber den pulmo-
nalen Schenkel verabreicht und fiihrte zu einer Vasokonstriktion, die der Stirke der HPV zu

Beginn eines jeweiligen Experiments glich (Abb. 2-9).
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Cco- Cco-
lAppik:ﬁol I IAppikaﬁol l

15 min 25 min 25 min 25 min 25 min

|:| Normoxie I KCL-Bolus

Abbildung 2-9: Durch KCI ausgeloste Vasokonstriktionen unter Normoxie mit CO-Applikation (s.o. fiir genaue Be-

schreibung)

2.6.3.5 Versuche mit Sulfaphenazole

Nach den beiden initialen Hypoxiephasen, wurde jeweils 5 min vor der hypoxischen Beatmung
Sulfaphenazole, gelost in DMSO, in das Reservoirgefill zum Perfusat gegeben. Insgesamt wur-
den drei Sulfaphenazolegaben in steigender Konzentration vorgenommen. Die Menge wurde
so gewihlt, dass bei der ersten Gabe eine Konzentration von 1 mM im Perfusat erreicht wurde,

bei der zweiten Gabe 2 mM und bei der dritten Gabe 4 mM (Abb. 2-10).

Sulfanh 1 Sulfaph 1
1mM l 2 mM 4mM

e o g -I-l-l

15 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min

|:I Normoxie - Hypoxie

Abbildung 2-10: Normoxische und hypoxische Ventilation im Wechsel mit Applikation von Sulfaphenazole in steigen-

den Konzentrationen (s.o. fiir genaue Beschreibung)

2.6.3.6 Versuche mit CORMs

Fir diese Versuchsreihe wurde frisch zubereitetes [RU(CO);Cla], (CORM-2) und
Ru(CO);Cl(glycinate) (CORM-3) oder deren jeweilige inaktive Form (inaktiviertes CORM-2:
CORM-2 und inaktiviertes CORM-3: iCORM-3) anstatt der Ventilation mit CO in das Perfusat
pipettiert. Dies geschah nach einer initialen reinen hypoxischen Phase entweder jeweils 5 Mi-
nuten vor der Hypoxiephase in steigenden Konzentrationen oder einmalig 5 Minuten vor repe-
titiven hypoxischen Ventilationen. Letztere Versuche wurden durchgefiihrt, um eine mogliche

intrazelluldire Akkumulation der CORMSs zu untersuchen. Hierfiir wurden nach einer
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einmaligen Gabe von 50 und 500 pM CORM-3 oder iCORM-3 mehrere alternierende Perioden
normoxischer und hypoxischer Ventilation vorgenommen (Abb. 2-11 und 2-12).

Die inaktiven Formen von CORM-2 und CORM-3 wurden durch 24-stiindige Begasung der
jeweiligen CORMs mit Ny generiert (von Motterlini etabliert und in vorherigen Untersuchun-
gen mehrfach so durchgefiihrt)!3%138,

CORM-2 wurde in DMSO aufgeldst und CORM-3 in Wasser.

CORM- CORM- CORM- CORM-
IAppﬁkaﬁol Applikation Applikation lAppﬁkaﬁol
15 min 10 min 10 min 15 min 10 min 15 min 10 min 10 min min

I:l Normoxie - Hypoxie

Abbildung 2-11: Normoxische und hypoxische Ventilation im Wechsel mit Applikation von CORM-2 oder CORM-3

oder deren inaktiver Form (s.o. fiir genaue Beschreibung)

Einmalige CORM-Applikation

15 min 10 min 10 min 15 min 10 min 10 min 10 min

l:l Normoxie - Hypoxie

Abbildung 2-12: Normoxische und hypoxische Ventilation im Wechsel mit einmaliger Applikation von CORM-2 oder

CORM-3 oder deren inaktiver Form (s.o. fiir genaue Beschreibung)

2.6.3.7 Versuche zur Analyse der CO-Freisetzung durch die CORMs

Zur Erfassung der Kinetik der CO-Freisetzung durch die CORMs wurden Referenzspektren
von hédmoglobingebundenem CO zu Hilfe genommen. Hierzu wurde Perfusat, welches 1%
Erythrozyten enthielt, in einem luftgeschlossenen Kammer-System spektrometrisch untersucht.
Dieses System bestand aus dem oben beschriebenen CytoSpec 11, das iber eine Spezialsonde

in der luft- und lichtdichten Kammer eines Oroboros O2k Respirometers (Oroboros, Innsbruck,
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Osterreich) die Spektren der Perfusat/Erythrozytenmischung bestimmte. Dieses Setup wurde

bereits zur Messung von spektrometrischen Verdnderungen in Zellsuspensionen verwendet®.

Von dem erythrozytenhaltigem Perfusat wurden Differenzspektren der Spektren vor und nach
Gabe der jeweiligen CORMSs bestimmt. Somit reflektieren die spektrometrischen
Verinderungen nach der Gabe der CORMs die CO-induzierten Verdnderungen, die durch die
verdnderte Absorption von CO-gebundenem Hiédmoglobin im Vergleich zu CO-freiem
Himoglobin entstanden sind. Daraus konnten Riickschliisse iiber die Freisetzung von CO aus
den CORMs gezogen werden. Die semiquantitative Analyse erfolgte durch die Darstellung der
von der CytoSpec II- Software errechneten Differenzspektren. Als Kontrolle dienten iCORMs,

um unspezifische Absorptionsanderungen der CORM-Trégersubstanz zu untersuchen.

2.7 Auswertung der Parameter

Delta PAP (A PAP): Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes in mmHg wihrend der hypoxi-
schen Ventilation bezogen auf den Druck wiahrend der normoxischen Ventilation (gemittelt in
der Minute 3-4 vor Beginn der hypoxischen Ventilation) als MaB fiir die hypoxische pulmonale

Vasokonstriktion (HPV).

In den Versuchen mit zwei vorangehenden Kontroll-Hypoxien wurde immer die 2. HOX als

Referenz-HOX fiir die HOX unter Substanzgabe herangezogen.

2.8 Statistische Auswertung

Die in der Arbeit gezeigten Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler (engl. standard
error of the mean, kurz: sem) dargestellt.

Zur Auswertung aller Daten wurde ein two-way-ANOV A mit Bonferoni’s post hoc Test durch-
gefiihrt, lediglich fiir den Vergleich des Effekts von CO auf die U-46619- und die KCl-indu-
zierte Vasokonstriktion wurde der Student’s paired t-test angewendet. Fiir die Analyse wurde
die Software Graph Pad Prism 5 benutzt.

Als Signifikanzniveaus wurden definiert:

p<0,05 — *

p<0,01 — **

p<0,001 — ***

Die Anzahl der Versuche wird mit ,,n“ angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von CO auf den pulmonalen Gefifitonus

3.1.1 Einfluss von CO auf den pulmonalvaskuliren Gefif3tonus wihrend

normoxischer und hypoxischer Ventilation
Ventilation mit 10% CO wihrend normoxischer Beatmung (10% CO, 21% O2, 5% CO», Rest
Nz) bewirkte eine Verringerung des PAP und fiihrte wéhrend hypoxischer Beatmung (10% CO,
1% O2, 5% CO2, Rest N») zu einer signifikanten Einschrinkung der HPV (Abb. 3-2).
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Abbildung 3-1: Reprisentatives Experiment mit Inhalation von 10 % CO wiihrend normoxischer und hypoxischer
Ventilation in der isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslunge. Der pulmonalarterielle Druck (PAP), der links-
ventrikuldre Druck (LVP) in mmHg und Verdnderungen im Gewicht der Lunge (AGewicht) in gramm wurden kontinuierlich
gemessen. NOX: 21% Oz, 5% COz, Rest N2 ; HOX: 1% Oz, 5% COz, Rest N2
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Abbildung 3-2: Effekt von 10% CO auf den pulmonalarteriellen Druck (PAP) wihrend normoxischer (NOX) und hy-
poxischer Ventilation (HOX), verglichen mit dem PAP ohne CO Inhalation (Kontrolle). Das erste abgebildete HOX Ma-
nover erfolgte in beiden Gruppen ohne CO. n=13-15 Lungen in jeder Gruppe, *p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle, # p < 0,05
im Vergleich zur ersten HOX ohne CO. NOX: 21% Oz, 5% COz, Rest N2 ; HOX: 1% Oz, 5% COz, Rest N2

3.1.2 Wirkung von CO auf die durch U-46619- und KCl-induzierten Vasokonstriktion

Ventilation mit 10% CO in der isolierten ventiliert-perfundierten Mauslunge verminderte auch

die durch U-46619 ausgeloste Vasokonstriktion, nicht aber jene, welche durch KCl verursacht

wurde (Abb. 3-3).
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Abbildung 3-3: Effekt von inhaliertem CO auf die durch KCIl und U-46619 ausgelste Vasokonstriktion. Das erste durch-
gefiihrte Mangéver wurde in beiden Gruppen ohne CO durchgefiihrt; n=5 Lungen in jeder Gruppe. *p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle. CO HOX: hypoxische Ventilation mit 10% CO (10% CO, 1% Oz, 5% COz, Rest N2), CO NOX: normoxische Ven-

tilation mit 10% CO (10% CO, 21% Oz, 5% CO2, Rest N2).
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3.1.3 Vergleich zu der Wirkung von Sulfaphenazole auf den pulmonalen Gefifitonus

Die Inhibierung von CYP450 durch Sulfaphenazole fiihrte zu einer pulmonalen Vasorelaxation
wihrend Normoxie. Auch eine Abschwichung der HPV konnte detektiert werden. Es konnte
zudem auch eine Abschwichung der durch das Thromboxananalogon U-46619 ausgeldsten Va-

sokonstriktion ermittelt werden.

Kontrolle
1mM
2mM
4mM

A PAP [mmHg]

U46619

Abbildung 34: Applikation von Sulfaphenazole: Effekt verschiedener Konzentrationen von Sulfaphenazole auf den pumo-
nalarteriellen Druck (PAP) wihrend hypoxischer Beatmung und wihrend der Gabe von U-46619. n= 5-6 Lungen in jeder
Gruppe

3.2 Wirkung von CORMs auf den pulmonalvaskuliren Tonus

3.2.1 Freisetzung von CO durch die CORMs in himoglobinhaltigem Perfusat

Die Applikation von CORM-2 und CORM-3 in Konzentrationen von 500 pM bis 1 mM resul-
tierte in signifikanten spektrometrischen Verdnderungen wie sie typischerweise bei CO-gebun-
denem Hamoglobin vorliegen, zu erkennen an einer zunehmenden Absorption im Bereich von
580 nm bei steigenden Konzentrationen von sowohl CORM-2 als auch CORM-3 (Abb. 3-5 A
und B fiir CORM-2 und Abb. 3-6 A und B fir CORM-3). Das deutete daraufhin, dass es bei
diesen Konzentrationen zu einer signifikanten CO-Freisetzung gekommen ist. Auch iCORMs
zeigten leichte Absorptionsdnderungen, die sich in der Intensitdt allerdings deutlich von den

CORMs unterschieden.

43



A 0.2+

‘Wellenlinge [nm]
600

Intensitit [AU]

0.5 uM CORM-2
--+ 0.5 uMiCORM-2

5 uM CORM-2

5 nM iCORM-2
0.4 = 50 pM CORM-2
--+ 50 pMiCORM-2
= 500 pM CORM-2
- -+ 500 pMiCORM-2
== 1 mM CORM-2

==+ 1 mMiCORM-2
0.6-

B 0.6

iCORM-2
CORM-2

*kk

¢ 9

0.4+

0.2

Intens itit
bei 580 nm [AU]

0.0- T

N

Abbildung 3-5: Freisetzung von CO durch CORMs im Perfusat/Erythrozytengemisch in vitro. A: Spektrometrische Ver-
dnderungen nach Applikation verschiedener Konzentrationen von CORM-2 und dessen inaktive Form iCORM-2 in das Per-
fusat mit Erythrozyten; n=5-6 wiederholte Messungen in jeder Gruppe. B: spektrometrische Veridnderungen, quantifiziert als
Intensitét bei 580 nm wihrend der Applikation von CORM-2 und dessen inaktiver Form iCORM-2; n=5-6 wiederholte Mes-
sungen in jeder Gruppe, ***p < 0,001
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Abbildung 3-6: Freisetzung von CO durch CORMs im Perfusat/ Erythrozytengemisch in vitro. A: spektrometrische Ver-
anderungen nach Applikation verschiedener Konzentrationen von CORM-3 und dessen inaktive Form iCORM-3 in das Per-
fusat; n=5 wiederholte Messungen in jeder Gruppe. B: spektrometrische Verinderungen quantifiziert als Intensitit bei 580 nm
wihrend der Applikation von CORM-2 und dessen inaktiver Form iCORM-2 n= 5 wiederholte Messungen in jeder Gruppe, *p
<0,05und ***p <0,001
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3.2.2 Einfluss von CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalen Gefifitonus in

erythrozytenfreier Pufferlosung

Perfusion mit steigenden Dosen bis zu maximal 500 uM von sowohl CORM-2 und CORM-3
als auch deren inaktive Formen (iCORM-2 und iCORM-3) resultierten in einem dauerhaften
Anstieg des PAP wihrend normoxischer Ventilation (21% O, 5% CO», Rest N2, Abbildungen
3-7 A und 3-8 A). Dieser Anstieg war in den CORM-3 behandelten Lungen stirker ausgepragt
als in den iCORM-3 behandelten Lungen (Abbildung 3-8 A). Weder die Gabe von CORM-2,
CORM-3 oder derer inaktiven Formen hatten einen Einfluss auf den pulmonalvaskuldren Tonus
wihrend Hypoxie (1% O2, 5% CO», Rest N»). Jedoch bestand eine Tendenz zu einer erhdhten
HPV wihrend der Applikation von 500 pM CORM-2 und CORM-3 im Vergleich zu deren
inaktiver Form (Abbildungen 3-7 B und 3-8 B).
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Abbildung 3-7: Effekt der Perfusion mit CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalvaskuliren Tonus A: Effekt von
CORM-2 und der inaktiven Form iCORM-2 auf den pulmonalvaskulidren Tonus wihrend normoxischer Ventilation; n = 7-10
Lungen in jeder Gruppe. B: Effekt von CORM-2 und der inaktiven Form iCORM-2 auf den pulmonalvaskuldren Tonus wih-
rend hypoxischer Ventilation. n = 7-10 Lungen in jeder Gruppe. Die Versuche in A und B sind identisch, es wurde allerdings
jeweils der normoxische oder hypoxische Druck dargestellt HPV: Hypoxische pulmonale Vaskonstriktion; PAP: pulmonalar-

terieller Druck
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Abbildung 3-8: Effekt der Perfusion mit CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalvaskuliren Tonus A: Effekt von
CORM-3 und der inaktiven Form iCORM-3 auf den pulmonalvaskuldren Tonus wihrend normoxischer Ventilation; n = 3
Lungen in jeder Gruppe. *p< 0,05 verglichen mit iCORM B: Effekt von CORM-3 und der inaktiven Form iCORM-3 auf den
pulmonalvaskuldren Tonus wihrend hypoxischer Ventilation. n = 3 Lungen in jeder Gruppe. Die Versuche in A und B sind

identisch, es wurde allerdings jeweils der normoxische oder hypoxische Druck dargestellt
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Um eine mogliche intrazellulare Akkumulation der CORMs zu untersuchen, wurden Versuche
durchgefiihrt, bei denen nach einer einmaligen Gabe von 50 oder 500 uM CORM-3 bzw.
iCORM-3 mehrere alternierende Perioden normoxischer und hypoxischer Ventilation durchge-
fithrt wurden. In der niedrigeren Konzentration konnte kein Unterschied des PAP zwischen der
aktiven und der inaktiven Form der CORM-3 identifiziert werden, obwohl CORM-3 die Ten-
denz hatte, einen hoheren Anstieg des basalen Druckes hervorzurufen (Abb. 3-9 A). In hohen
Konzentrationen (500 pM) fithrte CORM-3 zu einem kontinuierlichen signifikanten Anstieg
des normoxischen Druckes und verminderte die nachfolgende HPV. Die inaktive Form
iCORM-3 bewirkte auch einen Anstieg des normoxischen Druckes, aber zu einem geringeren

AusmaB (Abb. 3-9 B).
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Abbildung 3-9 Effekt der Perfusion mit CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalvaskuliren Tonus A: Effekt von 50
1M CORM-3 und der inaktiven Form iCORM-3 auf den pulmonalvaskulidren Tonus wihrend repetitiver hypoxischer Ventila-
tionen bis zu 140 min; n = 3-4 Lungen in jeder Gruppe. B: Effekt von 500 uM CORM-3 und der inaktiven Form iCORM-3 auf
den pulmonalvaskuliren Tonus wihrend repetitiver hypoxischer Ventilationen bis zu 140 min; n =3 Lungen in jeder Gruppe.*p
<0,05, **p <0,01 und ***p < 0,001 verglichen mit iCORM.
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3.2.3 Einfluss von CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalen Gefifitonus in
erythrozytenhaltiger Pufferlosung

Da die Freisetzung von CO aus den CORMs durch Interaktion mit Him-Proteinen beeinflusst
wird!'%2, wurde in weiteren Versuchen der Effekt von CORMs in isolierten Lungen untersucht,
die mit einem Pefusat, welches 1% Erythrozyten enthielt, durchspiilt wurden. Es zeigte sich,
dass genau wie bei den blutfrei perfundierten Lungen, die HPV nicht signifikant durch die
CORMs beeinflusst wurde (Abbildung 3-10 B und 3-11 B). Allerdings erhohte sich der
normoxische Druck nach der Gabe von hohen Konzentrationen von den CORMs und iCORM-

2. (Abb. 3-10 A und 3-11 A).
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Abbildung 3-10 Effekt der Perfusion mit CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalvaskuliiren Tonus in Anwesenheit
von Erythrozyten (1% in der Pufferlosung) A: Effekt von CORM-2 und der inaktiven Form iCORM-2 auf den pulmonal-
vaskuldren Tonus wihrend normoxischer Ventilation; n = 5 Lungen in jeder Gruppe. ***p < 0,001 verglichen mit iCORM-2
B: Effekt von CORM-2 und der inaktiven Form iCORM-2 auf den pulmonalvaskuldren Tonus wihrend hypoxischer Ventila-
tion. Die Versuche sind die gleichen wie in A, aber APAP ist wihrend hypoxischer Ventilation dargestellt; n = 5 Lungen in

jeder Gruppe
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Abbildung 3-11 Effekt der Perfusion mit CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalvaskuliiren Tonus in Anwesenheit
von Erythrozyten (1% in der Pufferlosung) A: Effekt von CORM-3 und der inaktiven Form iCORM-3 auf den pulmonal-
vaskuldren Tonus wihrend normoxischer Ventilation; n = 3-6 Lungen in jeder Gruppe. ***p < 0,001 verglichen mit iCORM-
2 B: Effekt von CORM-3 und der inaktiven Form iCORM-3 auf den pulmonalvaskuliren Tonus wihrend hypoxischer Venti-
lation. Die Versuche sind die gleichen wie in A, aber APAP ist wihrend hypoxischer Ventilation dargestellt; n = 3-6 Lungen
in jeder Gruppe
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Eine einzelne Gabe von 500 phM CORMS-3 in erythrozytenhaltigem Perfusat bewirkte ebenfalls
einen kontinuierlichen Anstieg des PAP (Abb. 3-12). Jedoch war die Antwort deutlich hoher
als in den Lungen, die ohne Erythrozyten perfundiert wurden. Aufgrund des kontinuierlichen
Anstieges des PAP nach der Applikation von CORM-3 in Anwesenheit von Erythrozyten
konnte die HPV nicht eindeutig interpretiert werden (Abbildungen 3-12).
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Abbildung 3-12 Effekt der Perfusion mit CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalvaskuliiren Tonus in Anwesenheit
von Erythrozyten (1% in der Pufferlosung): Effekt von 500 pM CORM-3 und der inaktiven Form iCORM-3 auf den

pulmonalvaskuldren Tonus wihrend repetitiver hypoxischer Ventilationen bis zu 80 min; n = 3 Lungen in jeder Gruppe.*p <

0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 verglichen mit iCORM

33 Einfluss von CO und CORMs auf die Remissionsspektren des CYP450 und der

mitochondrialen Cytochrome

3.3.1 Einfluss des inhalativen CO

Bei der Messung von Cytochromen im Gewebe, wird die Summe aller vorhandenen Cy-

tochrome in einem Spektrum dargestellt, das die mitochondrialen Cytochrome und CYP450,
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aber auch z.B. Himoglobin beinhaltet. Um die Cytochrome voneinander zu unterscheiden, wur-
den die gemessenen Spektren mit Referenzspektren (siche Methoden) verglichen. Zur Vermei-
dung von Artefakten von Himoglobin, welches sich im Auftreten eines b-Typ Cytochromes
dufert, wurde die Lunge so lange mit Perfusat durchspiilt, bis das Himoglobinspektrum nicht
mehr sichtbar war. Mitochondriale Cytochrome wurden zusétzlich mit Hilfe von Zyanid iden-
tifiziert, nach dessen Gabe es zur kompletten Reduktion aller mitochondrialen Cytochrome
kommt.

Zur Identifikation der Interaktion von CO mit CYP450 und den mitochondrialen Cytochromen
wurden parallel zur Messung der HPV Differenzspektren mittels Remissionsspektrometrie von
der Oberfliche der isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslungen aufgenommen (Abb.
3-13, 3-14 und 3-15). Zur Identifikation charakteristischer Spektren wurden verschiedene Pro-
vokationen durchgefiihrt: 1) Die Applikation von Zyanid (80 uM) in das Perfusat blutfrei-per-
fundierter Lungen hatte eine Reduktion des mitochondrialen Cytochrom c (420/550 nm), by
(430/563 nm) und aa3 (445/603/605 nm) zur Folge (Abb. 3-13, oben, rosa Linie). Diese Daten
korrelieren mit vorherigen Resultaten in isolierten Kaninchenlungen®. 2) Inhalation mit 10 %
CO in einem normoxischen Gasgemisch (21% Oa, 5% CO», Rest N») in blut-perfundierten Lun-
gen verursachte charakteristische spektrometrische Verdnderungen von CO-gebundenem Ha-
moglobin (Abb. 3-13, oben, rote Linie)'*. 3) Inhalation mit einer hohen Konzentration CO in
einem normoxischen Gasgemisch (21 % O2, 5% CO- ; Rest CO) in blutfrei perfundierten Lun-
gen bewirkte charakteristische Verdnderungen von an CYP450 gebundenem CO (Abb 3-13,
oben, blaue Linie)®’. Diese Referenzspektren dienten dem Vergleich mit den spektrometrischen
Verdnderungen (= Summationsspektren) der experimentellen Gruppen (Abb. 3-13, Mitte und
unten).

Applikation von CO in einem normoxischen Gasgemisch (10% CO, 21% O2; Abb 3-13, Mitte)
verursachte spektrometrische Verdnderungen, dhnlich derer von an Hamoglobin gebundenem
CO. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die Anwesenheit von residuellem Hamoglobin in der
blutfrei perfundierten Lunge nicht vollstindig ausgeschlossen werden kann. Die spektrometri-
schen Veridnderungen werden hier als CO-Hamoglobin Spektrum (rote Linie) dargestellt, wel-
ches in das CO-Summationsspektrum gefittet wurde. Es zeigten sich hier aulerdem geringe
Verinderungen bei 450 nm, die dem CYP450-CO Spektrum (blaue Linie) zugeordnet werden
konnten, und eine Interaktion von CO mit reduziertem CYP450 indizieren. Verdnderungen der
mitochondrialen Cytochrome, insbesondere bei 550 nm (mitochondriales Cytochrom ¢) oder
603/605 nm (mitochondriales Cytochrom aa3) konnten nicht detektiert werden.

Inhalation von 10 % CO in einem hypoxischen Gasgemisch (10% CO, 1% Oaz; 3-13, unten) rief
eine deutliche spektrometrische Verdnderung von CYP450 in der blutfrei perfundierten Lunge
hervor. Jedoch zeigte sich ebenfalls keine Verdanderung der mitochondrialen Cytochrome, ins-

besondere keine Verdnderung von Cytochrom aa3 bei 603/605 nm, wobei eine Reduktion von
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Cytochrom c¢ bei 550 nm nicht ausgeschlossen werden kann (rosa Linie). Erneut zeigte sich
auch ein CO-Hamoglobin-Spektrum (565 nm), das wiederum am ehesten auf residuelles Ha-

moglobin zuriickzufiihren ist, aber auch einer Bindung an Myoglobin entsprechen konnte.
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Abbildung 3-13: Spektrale Verinderungen nach Applikation von inhalativem CO (10 % CO). Oben: Spektrale Verinderungen
nach der Applikation von Zyanid in eine mit Puffer perfundierte Mauslunge, welche eine Reduktion von mitochondrialen
Cytochromen (rosa Linie) zeigten, sowie nach Applikation von CO in einer mit Blut perfundierten Mauslunge, welche CO-
Himoglobin zeigten (rote Linie). Das Spektrum von an CYP450 gebundenem CO ist mit der blauen Linie dargestellt. Details
zur Erstellung der Referenzspektren finden sich im Methodenteil. Mitte und Unten: Spektrale Verdnderungen nach Applikation
von 10 % CO wihrend normoxischer (21% O2, Mitte) und hypoxischer (1% Oz, Unten) Ventilation in isolierten, blutfrei per-
fundierten Mauslungen. Um die normoxischen und hypoxischen CO-Spektren besser mit dem jeweiligen Referenzspektrum
der Mitochondrien, CO-Hamoglobin und CYP450 vergleichen zu kénnen, wurden die Absorptionsmaxima des mitochondria-
len Cytochrom ¢ sowie aa3, CO-Hidmoglobin und CYP450 in gestrichelten Linien in der jeweiligen Farbe markiert. Zusitzlich
wurden die Referenzspektren in das gemessene CO Spektrum ,,gefittet; n= 6-7 Lungen je Gruppe der CO-Spektren wihrend
Normoxie und Hypoxie; n = 3 Lungen je Gruppe fiir die Zyanid- bzw. die CO-Hédmoglobin-Sprektren.
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Die Ergebnisse des mathematischen Least-square fittings sind im Saulendiagramm der Abb. 3-
14 zusammengefasst dargestellt. Einzelspektren von CYP450, CO-Hamoglobin und Mito-
chondrien wurden in das wihrend normoxischer oder hypoxischer Beatmung erzeugte CO-
Summationsspektrum gefittet. Die y-Achse stellt den Multiplikationsfaktor in Prozent dar, der
notig ist, um das Referenzspektrum der jeweiligen Chromophoren in das CO-Summations-
spektrum zu fitten. Es zeigte sich ein kleiner Teil von CO-Hdmoglobin im normoxischen und
hypoxischen CO-Spektrum, was auf residuelles Himoglobin in den blutfrei-perfundierten Lun-
gen hindeutet. CYP450 wurde wihrend CO-Inhalation in dem normoxischen Gasgemisch zu
einem geringen Ausmalf inhibiert, aber zu einem deutlich héheren Ausmaf3 wihrend CO-Inha-
lation in dem hypoxischen Gasgemisch. Eine Erkldrung dafiir wire, dass unter Hypoxie wahr-
scheinlich mehr CYP450 in reduzierter Form vorliegt und CO vornehmlich an diese bindet'4°.

Das mitochondriale Spektrum (rosa Linie) konnte nicht in das Summationsspektrum gefittet

werden.
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Abbildung 3-14: Balkendiagramm, welches den Multiplikationsfaktor in Prozent darstellt, der nétig ist, um das Referenzspekt-
rum des jeweiligen Chromophoren in das Summationsspektrum von CO wihrend Normoxie und Hypoxie zu , fitten*, n = 6-7
Lungen in jeder Gruppe.
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3.3.2 Einfluss von CORMs auf CYP450 und mitochondriale Cytochrome

Weder die Perfusion mit CORM-2 noch die mit iCORM-2 verdnderte in steigenden Dosen von
0,5 bis 500 uM die spektrometrischen Charakteristika von CYP450 oder Cytochrom ¢ und aa3
wihrend normoxischer und hypoxischer Ventilation (Abb. 3-15 A-D). Insbesondere bei einer
Wellenldnge von 450 nm, welche eine gesteigerte Absorption zeigen sollte, falls CO an
CYP450 gebunden wire, konnten keine Verdnderungen festgestellt werden. Dieser Wellenldn-
genbereich wurde vergroBert, um eine bessere Darstellung in diesem wichtigen Bereich zu er-
reichen. Es konnten zwar einige spektrometrische Veridnderungen detektiert werden, jedoch
konnten sie keinem der genannten Chromophoren, die von CO beeinflusst werden, zugeordnet
werden. Diese Verdnderungen, die bei Applikation hoher Dosen von CORM-2 und iCORM-2
aufgezeigt werden konnten, sind daher mit gréter Wahrscheinlichkeit unspezifische Verdnde-
rungen, vermutlich durch Streuungseffekte, die durch Wassereinlagerung verursacht werden

konnen'!.
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Abbildung 3-15: Spektrometrische Veriinderungen wihrend der Applikation von CORM-2 und iCORM-2. Die jeweili-
gen kleinen Einfligungen zeigen eine VergroBerung des Wellenldngenbereiches von 420 nm bis 480 nm, in dem CO-gebunde-

nes CYP450 einen

metrische Verdnderungen bei der Applikation von iCORM-2 wihrend normoxischer Ventilation; n = 4 Lungen. C: Spektro-
metrische Verdnderungen bei der Applikation von CORM-2 withrend hypoxischer Ventilation; n = 4 Lungen. D: Spektromet-
rische Verdanderungen bei der Applikation von iCORM-2 wihrend hypoxischer Ventilation; n = 4 Lungen.
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4 Diskussion

Untersucht wurde die Wirkung von Inhalation von CO und Perfusion mit CORMs auf den ba-
salen Vasotonus und die HPV in der isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslunge mit
gleichzeitiger gewebespektrometrischer Bestimmung der Bindung von CO an CYP450 und pul-
monale Cytochrome. Ventilation mit 10 % CO wihrend Hypoxie bewirkte eine signifikante
Inhibierung der HPV, sowie der Vasokonstriktion, die durch ein Thromboxan-Analogon indu-
ziert wurde. CO interagierte in diesem Dosisbereich mit CYP450, wihrend eine Inhibierung
mitochondrialer Cytochrome nicht detektiert werden konnte.

Die Applikation von CORM-2 und CORM-3 in Konzentrationen, die zu einer spektrometrisch
nachweisbaren Freisetzung von CO in erythrozytenhaltigem Perfusat fiihrte, bewirkte einen
kontinuierlichen Anstieg des normoxischen Gefil3tonus, wobei dieser Anstieg besonders aus-
geprigt in mit erythrozytenhaltigem Puffer perfundierten Lungen war. Spektrometrisch konnte
keine Interaktion von CO mit CYP450 oder mitochondrialen Cytochromen nach CORM-Gabe

nachgewiesen werden.

4.1 Wirkung von CO

Es konnte bereits in vorausgehenden Untersuchungen gezeigt werden, dass CO einen Einfluss
auf die Signaltransduktion der HPV ausiibt und auch eine wichtige Rolle in der Kontrolle des
pulmonalvaskuldren Tonus spielt'?® 142, Abhéngig von der Dosis des ventilierten CO zeigten
bisherige Untersuchungen eine inhibierende Wirkung!'® 1% 143 oder nicht detektierbare Ef-
fekte'*? des CO auf die HPV. Die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Dissertation erhoben wur-
den, sind somit im Einklang mit vorhergehenden Untersuchungen, die einen vasodilatatori-
schen Einfluss von CO auf den pulmonalen Geféf3tonus zeigten. Dabei wurden in diesen Un-
tersuchungen die Auswirkungen von 10% CO Inhalation und der Applikation der Substanzen
CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalen Gefifitonus unter Normoxie und akuter Hypoxie
(1% O2 fur 10 min) in isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslungen untersucht, dies
sowohl in Lungen mit himoglobinhaltigem Perfusat als auch in blutfrei gespiilten Lungen. Pa-
rallel dazu wurde mittels Remissionsspektrophotometrie die Interaktion von CO sowie von
CORM-2 mit den pulmonalen Cytochromen erfasst, um Riickschliisse auf mogliche Bindungs-
partner von CO zu ziehen, die im Zusammenhang mit der Regulation des pulmonalen Vasoto-

nus stehen konnten.
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Obwohl der zu Grunde liegende Mechanismus der HPV noch nicht vollstandig geklart werden
konnte, konnten bisher mehrere, die HPV modulierende Signalwege, identifiziert werden, die
als potentieller Angriffspunkt fiir CO fungieren konnten. Diese beinhalten die Interaktion von
CO mit CYP450, sGC und den Mitochondrien. Im Folgenden wird der Effekt von CO auf den

normoxischen Gefa3tonus und die HPV im Detail diskutiert.

4.1.1 Einfluss von CO auf den pulmonalen Gefifitonus

Durch die Inhalation mit 10 % CO zeigte sich eine signifikante Einschrinkung der HPV. Die
Tatsache, dass auch die durch das Thromboxananalogon U-46619 induzierte Vasokonstriktion
durch CO-Ventilation eingeschrinkt werden konnte, ldsst vermuten, dass CO sowohl im Sig-
nalweg der HPV als auch den Signalweg der Vasokonstriktion, die durch U-46619 ausgelost
wird, beeinflusst.

Der Thromboxan Az-Rezeptor gehért zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, bei deren Bin-
dung es zu einer Aktivierung der Phospholipase C (PLC) kommt. Die Aktivierung der PLC
bewirkt in der Folge eine Spaltung von Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) in Inosi-
toltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG), die beide als Second Messenger fungieren und
letztlich eine Kontraktion auslésen'**. Es kénnte daher auch sein, dass CO an irgendeiner Stelle
in diesen Ablauf eingreift.

Dagegen hatte CO keinen Einfluss auf die durch KCI ausgeloste Vasokonstriktion. Eine extra-
zelluldre K*-Erhéhung durch KCIl-Gabe depolarisiert die Zellmembranen der PASMC unspe-
zifisch und nicht wie U-46619 iiber einen G-Protein gekoppelten Thromboxanrezeptor!3% 133,
Daher ist anzunehmen, dass die KCI-Gabe direkt zu einer Aktivierung der spannungsabhéngi-
gen Calciumkanile (voltage-operated Ca**channels = VOCC) fiihrt und so eine Vasokonstrik-
tion verursacht, die nicht durch CO verhindert oder abgeschwicht werden kann. Dies ldsst die
Schlussfolgerung zu, dass CO spezifisch in die Signaltransduktion der HPV und U-46619-in-
duzierten Vasokonstriktion eingreift z.B. {iber Bindung an die sGC, welche vasodilatorisch
wirkt'®. Auch schlieBt diese Tatsache einen Effekt von CO auf die generelle Kontraktilitit der
PASMC, z. B. durch eine Reduktion des zelluliren ATP-Gehaltes aus.

Diese Ergebnisse werden durch andere Untersuchungen gestiitzt. In anderen Arbeiten in bo-
vinen Pulmonalarterien fiihrte eine Steigerung der CO-Produktion durch eine Induktion der
HO-1 Expression zu einer Einschriankung der HPV. Die KCl-induzierten Vasokonstriktion war
allerdings nicht beeinflusst!*. AuBerdem zeigte eine CO-Inhalation in isolierten, blutfreien

Mauslungen wiederum eine Abschwichung der HPV, nicht aber eine Anderung der

62



Angiotensin-II verursachten Vasokonstriktion''. Im Gegensatz dazu konnte in anderen Unter-
suchungen gezeigt werden, dass dagegen die HO-2 nicht an der Signaltransduktion der HPV
beteiligt ist, da eine Deletion von HO-2 in Miusen wihrend alveoldrer Hypoxie in der Lunge
keinen Einfluss auf die vaskulire Antwort hatte’*. In diesem Zusammenhang wurde aufgrund
von Untersuchungen am Karotiskorperchen eine wichtige Rolle fiir die HO-2 und CO bei der
hypoxie-abhidngigen Signaltransduktion postuliert’®-3!. In Glomuszellen des Karotiskdrperchen
wurde gezeigt, dass eine hypoxie-induzierte Inhibierung der CO-Freisetzung durch die HO-2
zu einer Inhibierung des Bk-Kanal fithrte und damit zu einer Depolarisation der Glomuszellen
mit darauffolgenden physiologischen Hypoxie-Antworten.

Stiitzt man sich auf diese Annahme und tibertragt diesen Mechanismus auf die PASMC, so
konnte man erwarten, dass das exogen verabreichte CO an den Bk-Kanal bindet und diesen
trotz der Hypoxie-induzierten verminderten endogenen Produktion stimuliert, so dass die HPV
inhibiert wird. Dieser Mechanismus der CO-Inhibierung der HPV ist nicht vollstdndig auszu-
schlieen, allerdings aufgrund der nur leichten Inhibierung der HPV bei im Vergleich zu den
endogen freigesetzten Konzentrationen sehr hohen CO-Konzentration eher unwahrscheinlich.
Dagegen spricht aulerdem die Tatsache, dass, wie oben bereits beschrieben, in einer Untersu-
chung mit HO-2-defizienten und Bx-Kanal-defizienten Médusen bereits gezeigt werden konnte,
dass weder die HO-2 noch der Bx-Kanal als Sauerstoffsensoren in den Pulmonalgefifen nach-
gewiesen werden konnten™,

Allerdings kann CO mit weiteren Signalmechanismen, die bei der Auslésung oder Modulation
der HPV beteiligt sind, interagieren. In diesen Untersuchungen wurde im speziellen die Betei-
ligung von CYP450 und Mitochondrien untersucht (s.u. 4.1.2).

Entgegen den Ergebnissen dieser Arbeit konnte an isolierten Rattenlungen keine Abschwi-
chung der HPV durch Exposition niedriger Dosen von CO (< 1000 ppm) verzeichnet werden 2,

Moglicherweise waren hier die verwendeten Dosen nicht hoch genug.

4.1.2 Auswirkung von CO auf CYP450 und mitochondriale Cytochrome

Die exogene Verabreichung niedrigerer Dosen CO (10%) fithrte zu einer eingeschrankten HPV.
Spektrometrisch konnte eine Bindung von CO an CYP450 nachgewiesen werden, wobei diese
Bindung unter hypoxischer Beatmung stirker war, als unter normoxischer. Dies ist zu erwarten,
da CO an die reduzierte Form des CYP450 bindet'*’. Somit lassen diese Ergebnisse den Schluss
zu, dass unter hypoxischer Beatmung mit 1% O, CYP450 reduziert wird und 10% CO CYP450

inhibiert.
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Es konnte daraus geschlussfolgert werden, dass es iiber die CO-abhédngige Inhibierung von
CYP450 zu einer Inhibierung der HPV bzw. U-46619-induzierten Vasokonstriktion kommt.
Diese Ergebnisse unterstiitzen die Studien von Miller und Hales, die durch CO-Beatmung in
andsthesierten Hunden eine Einschriankung der HPV dokumentierten und CYP450 als Mediator
bei der HPV postulierten”'.

Im Einklang dazu stehen auch die Ergebnisse von Sylvester et al., die zeigten, dass CO-Appli-
kation (11,5% CO) wihrend normoxischer Beatmung in isolierten, ventilierten und mit eigenem
Blut perfundierten Schweinelungen zu einer Vasodilatation fithrte und die HPV einschrinkte,
dies, wie geschlussfolgert werden konnte, in einem CYP450-abhingigen Mechanismus'4’.
Ubereinstimmend hierzu konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Deletion des CYP2j Lokus

von CYP450 in Méausen zu einer Einschrinkung fiihrte'*

. Dazu passend zeigte die vorliegende
Arbeit, dass der CYP450-Inhibitor Sulfaphenazole ebenfalls zu einer Einschrankung der HPV
fiihrte.

Die hier erzielten Resultate decken sich aulerdem mit Ergebnissen zur Rolle der CYP- Epo-
xygenase als wichtigem Modulator der HPV. In Mauslungen wurde eine Milderung der akuten
HPV um 52% durch selektive Inhibierung der Epoxygenase festgestellt. Dies impliziert, dass
die durch die Epoxygenase entstandenen Metaboliten, die Epoxyeiosatriensiuren (EETSs), eine
pulmonale Vasokonstriktion auslésen'?’. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass EETs zu
einer Konstriktion von isolierten Pulmonalarterien aus Kaninchen fiihrten®. Mit diesen Uber-
legungen konnte ein Erkldrungsansatz fiir die hier durch Blockierung von CYP450 erzielte Ab-
schwichung der HPV gegeben werden. So liegt es nahe, dass sowohl CO als auch der CYP450-
Inhibitor Sulfaphenazole iiber eine Blockierung der Konversion von AA in die Metaboliten
EETs wirkten und somit deren Wirkung auf den pulmonalvaskuldren Tonus unterbunden
wurde. Im Widerspruch hierzu stehen allerdings Ergebnisse, die zeigten, dass EETs den Ge-
fiBtonus von isolierten Kaninchen-°' und Hundelungen® verminderten und 20-HETEs isolierte
Pulmonalarterien aus menschlichen Lungen® und Kaninchenlungen®® dilatierten. Kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass der GefidfStonus vor EET-Gabe deren Wirkung beeinflusst und ggf.
fiir die unterschiedlichen Reaktionen verantwortlich sein kénnte 4%,

Spektrometrische Verdnderungen, die auf eine Reduktion anderer Cytochrome hinweisen, tra-
ten nicht auf, konnen aber auch nicht vollstindig ausgeschlossen werden, so dass CO auch tiber
andere Mechanismen wirken konnte. Dazu gehort insbesondere die Aktivierung der sGC und
somit einem Anstieg der Konzentration an cGMP, das vasodilatorisch wirkt. Remissonsspekt-

rometrisch konnte wihrend Normoxie und CO-Applikation ein Peak bei 423 nm und 570 nm
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detektiert werden, der einem Cytochrom der Gruppe b entsprechend zu werten ist, wie exemp-
larisch fiir CO-Hb gezeigt. Es kann dabei nicht differenziert werden, ob es sich um eine Bin-
dung von CO an Hdmoglobin, die sGC oder evtl. auch Myoglobin handelt. Obwohl die Lunge
sorgfiltig blutfrei gespiilt wurde, kann eine Persistenz von Hb (z.B. nach Ubertritt in das Gefil
bei Hamolyse) nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Da CO die sGC allerdings im Ver-
gleich zu NO nur sehr schwach stimuliert (4-fach fir CO im Vgl. zu 200-fach fiir NO) wire
eher ein kleiner Effekt von CO auf die sGC im Vergleich zu NO zu erwarten 4> 1%, Insgesamt
liegen jedoch widerspriichliche Daten bzgl. der Rolle des NO-sGC-Signalweges in der CO-
vermittelten Inhibierung der HPV vor, was wahrscheinlich auf Differenzen in der Anwesenheit
von NO zuriickzufiihren ist!'® 119,

Ein Effekt von CO auf die Mitochondrien innerhalb dieser Versuchsreihen kann ebenfalls nicht
vollstindig ausgeschlossen werden, da die spektrometrischen Verdnderungen wihrend CO-Ap-
plikation unter Hypoxie mit einer Reduktion von Cytochrom ¢ vereinbar sind (Absorptionspeak
bei 550 nm). Jedoch konnte keine Verédnderung im Wellenldngenbereich des terminalen mito-
chondrialen Cytochrom aa3 detektiert werden, so dass die Interaktion von CO mit Cytochrom
aa3 nicht nachgewiesen werden konnte. Die Effekte von CO auf Mitochondrien wurden bisher
meistens an isolierten Mitochondrien oder Zellen getestet, in welchen niedrige Dosen von CO
ausreichten, um die Cytochrom ¢ Oxidase oder die Respiration zu inhibieren!'>!. In der isolierten
perfundierten Rattenlunge induzierten jedoch nur hohe Dosen von inhaliertem CO, entspre-
chend einem CO:0,.Verhiltnis von mindestens 15:1 (bei den Untersuchungen dieser Arbeit
CO:02 Verhiltnis von 10:1), metabolische Verdnderungen, die auf eine Inhibierung der mito-
chondrialen Cytochrome schlieBen lassen kénnten'>2. Somit ist es unklar, ob CO in der hier
verwendeten Konzentration zu einer Inhibierung der Mitochondrien gefiihrt hat.

Insgesamt stehen die hier beobachteten Effekte von inhaliertem CO beziiglich der Einschrin-
kung der HPV und der Interaktion mit CYP450, sowie der Mitochondrien mit publizierten Re-
sultaten im Einklang und bekriftigen vorherige Studien, die CO als einen vielversprechenden

Modulator des pulmonalvaskuldren Tonus identifiziert hatten.

4.2  Wirkung von CORM-2 und CORM-3

CO hat in hoheren Dosen starke toxische Effekte auf den biologischen Organismus, was eine
Applikation in vivo sehr anspruchsvoll gestaltet. Um dieses Problem zu umgehen und die vor-
teilhaften Eigenschaften und therapeutischen Méglichkeiten von CO auszuschopfen, hat die

Entwicklung von CORMs in den letzten Jahren stark an Aufmerksamkeit gewonnen. Diese
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Molekiile sind Metallcarbonyle und konnen unter bestimmten Bedingungen oder durch be-
stimmte Ausloser CO in kleinen kontrollierten Mengen freisetzen. Dies geschieht z.B. durch
Anregung mit Licht (CORM-1) oder nach Interaktion mit Myoglobin oder anderen Ham-halti-
gen Proteinen (CORM-2 und CORM-3)!%2, CORM-1 und CORM-2 sind in organischen Lésun-
gen 16slich, wohingegen CORM-3 in Wasser 16slich ist'®. CORMs zeigten in verschiedenen
pathologischen Zustinden positive Effekt, inklusive des Ischamie-Reperfusionsschaden des

Herzens!'3*

oder bei hypertensiven Erkrankungen'?’. Jedoch wurde ihre Sicherheit im Hinblick
auf ihre Effekte auf den pulmonalvaskuldren Tonus und eine mogliche Inhibierung der HPV

bisher noch nicht gepriift.

4.2.1 Invitro Messungen zur CO-Freisetzung durch CORM-2 und CORM-3

In fritheren Untersuchungen wurde die Menge des durch die CORMs freigesetzten CO mittels
spektrophotometrischer Messung der Konversion von Deoxymyoglobin in CO-gebundenes
Myoglobin (MbCO) bestimmt®’. Dies stellt die am weitesten verbreitete Methode zur Bestim-
mung der CO-Freisetzung dar'*.

In dieser Arbeit wurden zum Nachweis des freigesetzten CO durch die CORMs spektrometri-
sche Messungen in erythrozytenhaltigem Perfusat durchgefiihrt. Dabei wurde die Intensitét der
charakteristischen Absorptionsmaxima von CO-gebundenem Hémoglobin als Indikator
herangezogen. Es zeigte sich, dass es nur bei Konzentrationen von iiber 50 uM der CORMs zu
einer signifikanten CO-Freisetzung kam. Die hier applizierten geringeren Konzentrationen von
50 uM zeigten in anderen Verdffentlichungen in vitro oder in vivo jedoch den vorteilhaften
Effekt von CO, auch in Abwesenheit von Himoglobin'0% 153154 In isolierten PASMCs im blut-
freien Medium z.B. inhibierten 50 uM CORM-3 die Platelet-Derived-Growth-Factor-indu-

zierte Zellproliferation!?’.

4.2.2 Wirkung von CORM-2 und CORM-3 in der blutfrei gespiilten, isolierten,

ventilierten und perfundierten Mauslunge

Zur Untersuchung der Wirkung der CORMs auf den pulmonalvaskuldren Tonus und die HPV
wurden CORM-2 und CORM-3 in der isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslunge an-

gewendet.

Im Gegensatz zu Studien in der systemischen Zirkulation'*® und den hier durchgefiihrten Ver-

suchen mit CO, zeigten weder CORM-2 noch CORM-3 einen vasodilatorischen Effekt auf den
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pulmonalvaskuldren Tonus oder die HPV in der isolierten, blutfrei perfundierten Mauslunge.
Die Verwendung von Konzentrationen, die hoher waren als die, die in anderen Investigationen
uiblicherweise verwendet wurden, fithrte jedoch zu einer dauerhaften Vasokonstriktion. Dieser
Effekt war besonders ausgeprigt bei lingerdauernder Beobachtung nach einmaliger Gabe von
500uM CORM-3, die unter Umstdnden zu einer intrazelluldiren Akkumulation von CORMs
fithrte. Im Gegensatz dazu zeigte die Applikation von CORM-2 und CORM-3 in Konzentrati-
onen von 50 uM bis 1 mM vasodilatatorische Effekte in isolierten, mit U-46619 prakontrahier-
ten aortalen GefiBen der Maus'*. AuBerdem konnte bereits in friiheren Untersuchungen ge-
zeigt werden, dass CORMs in der Lage sind, eine bestehende PH zu verbessern und deren Ent-
wicklung abzumildern. In einer in vivo Studie mit chronisch hypoxischen Méusen konnte
CORM-3 die Schwere der PH senken. Dies wurde sowohl durch einen antiproliferativen Me-
chanismus (iiber Aktivierung des p53/p21 Signalweges und damit Suppression der Zellprolife-
ration und Verhinderung des pulmonalvaskuldren Remodeling), als auch durch einen inhibito-
rischen Effekt auf die Vasokonstriktion bewirkt, gemessen an der Verdnderung des rechts-
ventrikuldren systolischen Druckes (RVSD) tiber einen Katheter an anésthesierten Mausen. Der
inhibitorische Effekt ist eine Antwort auf die akute Hypoxie und erfolgt iber einen Anstieg des
pulmonalen cGMP Levels, gemessen tiber einen Immunassay an inkubierten PASMC. Das
CORM-3 wurde dafiir in der Studie oral (50 mg/kg téglich tiber 3 Wochen) und intraperitoneal
appliziert!?’.

Die diskrepanten Ergebnisse zwischen diesen Untersuchungen und der oben genannten in vivo
Studie konnten {iber systemische Wirkungen der CORMs in der lebenden Maus erklért werden,
welche bei der selektiven pulmonalen Applikation in der isolierten Lunge nicht gegeben sind.
In Frage kdme aber auch ein Unterschied aufgrund der héheren Konzentration an Erythrozyten
im zirkulierenden Blut in vivo. Daher wurden weitere Versuche mit erythrozytenhaltigem Per-
fusat durchgefiihrt (s.u. 4.2.3 Wirkung von CORM-2 und CORM-3 in der isolierten mit eryth-
rozytenhaltigem Perfusat perfundierten Mauslunge).

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen mit inhaliertem CO und CORMs-Applikation in
dieser Arbeit kénnte an einer hoheren tatsdchlichen Konzentration von inhaliertem CO liegen,
gegebenenfalls in Kombination mit einer anderen Lokalisation der Wirkungsentfaltung. Inha-
liertes CO gelangt direkt in das alveoldre Kompartiment und von dort zu den glatten Gefaf3-
muskelzellen und Endothelzellen. Dagegen setzen CORMSs das meiste CO an der endothelialen

Seite der Blutgefif3e frei.
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Da auch bei einigen Versuchen ein Anstieg des PAP bei den inaktivierten CORMs zu beobach-
ten war, muss auch an einen unspezifischen Effekt der Tragersubstanz gedacht werden. So
bleibt nach Abgabe von CO durch die CORMs ein Metallresidiuum (iCORM) zuriick, welches
schidliche Prozesse im Organismus in Gang setzen konnte, denn sowohl das Ubergangsmetall-

carbonyl als auch dessen Abbauprodukte sind biologisch toxisch!’.

4.2.3 Wirkung von CORM-2 und CORM-3 in der isolierten, mit erythrozytenhaltigem

Perfusat perfundierten Mauslunge

Da die Freisetzung von CO aus CORMs von Ham-Proteinen abhéngt, wurde der Effekt von
Pufferlosung, die 1% Erythrozyten enthielt, auf CORMs-induzierte pulmonalvaskuldre Effekte
in der isolierten Lunge getestet. Es zeigte sich unter hohen Konzentrationen von CORM-2 und
CORM-3 eine ausgeprigte Vasokonstriktion unter normoxischer Beatmung. Dieser Effekt war
auch ausgeprégter als in blutfrei-perfundierten Lungen, so dass von einer verstirkten Freiset-
zung von CO durch eine 1%-ige Erythrozytenlosung ausgegangen werden kann. Jedoch fiihrte
eine hohere Konzentration an Erythrozyten in den hier durchgefiihrten Versuchen zu einer
Schidigung des Gewebes mit Odembildung der isolierten Lungen.

Aufgrund des hohen und dauerhaften Anstieges des normoxischen Vasotonus, war es schwie-
rig, den Effekt von CORM-3 auf die HPV in Anwesenheit von Erythrozyten zu evaluieren.
Obwohl in vivo Anwendungen von CORMS in niedrigen Konzentrationen sicher erscheinen '8,
ergab sich in den Untersuchungen dieser Arbeit ein Hinweis auf unspezifische vasokonstriktive
Effekte der CORMSs in hohen Konzentrationen, die in Anwesenheit von Himoglobin verstiarkt
aufgetreten sind. Die Ursachen dafiir sind unklar, kénnten aber mit einer anderen in vivo Ver-
stoffwechslung der CORMs zusammenhdngen oder hoherer effektiver Konzentrationen von
CO in den in vivo Versuchen. Hierbei wire die Uberlegung, dass die CORMs in vivo leichter
CO abgeben, z.B. aufgrund des Kontaktes mit Himoglobin oder anderen plasmatischen Trig-
gern und somit auch bei niedrigeren CORM-Konzentrationen hohere Plasmakonzentrationen
von CO erreicht werden als in den ex vivo Versuchen, in denen dann vor allem schidliche Ef-
fekte zum Tragen kommen. Dies wiirde jedoch nicht den Unterschied zwischen CORMs und
iCORMs erkléren, es sollte dann hier nicht zu Unterschieden in der Toxizitit kommen. In den
Versuchen dieser Arbeit wurden hohere Konzentrationen an CORMs verwendet als in anderen
Untersuchungen in der systemischen Zirkulation, was eine Erklarung fiir die schddlichen Ef-

fekte darstellen konnte. Jedoch konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass es erst ab
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Konzentrationen von 50 uM zu einer nennenswerten CO-Freisetzung kommt, zumindest ex

Vivo.

4.2.4 Einfluss von CORMs auf die Cytochrome

Die hier erzielten spektrometrischen Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass durch die
CORMs freigesetztes CO entweder in einem geringeren Ausmaf} oder in ein anderes Kompar-
timent abgegeben wird als inhaliertes CO. Im Unterschied zu inhaliertem CO konnte nach
CORM-2 Applikation keine Inhibierung von CYP450 detektiert werden. Dies impliziert eine
im Vergleich zu inhaliertem CO relativ geringe Freisetzung von CO, denn nur supraphysiolo-
gische Level von CO inhibieren CYP450'>°. Im Hinblick auf die mitochondrialen Cytochrome
konnte auflerdem keine spektrometrische Inhibierung durch CORM-2 festgestellt werden. Die-
ses Ergebnis steht im Einklang mit vorherigen Studien, die keine relevante Inhibierung der
Atmungskette in den untersuchten CORM-Konzentrationen (CORM-2, CORM-3, and CORM-
A1) bis 100 uM in isolierten Mitochondrien der Niere zeigten'®'. Allerdings ist bei diesen spekt-
rometrischen Untersuchungen zu bedenken, dass die Differenzspektren in blutfrei-perfundier-
ten Lungen gemessen wurden, um den starken Einfluss des Hémoglobins abzumildern. Dies
konnte aber dazu gefiihrt haben, dass die CO-Freisetzung durch die CORMs im Gegensatz zu

Puffern, die Erythrozyten enthalten, reduziert war.

Die gemessenen unspezifischen spektrometrische Verdnderungen nach Gabe hoher Dosen von
CORM-2 und iCORM-2, waren keinem der genannten, von CO beeinflussten Chromophoren,
zuordenbar. Diese Verdnderungen sind daher mit grofiter Wahrscheinlichkeit auf Streuungsef-
fekte, die durch Wassereinlagerung verursacht werden, zuriickzufiihren'*!. Es kann allerdings
nicht ausgeschlossen werden, dass es sich hier um versteckte Absorptionsverdnderungen han-

delt, die nicht nachweisbar sind.

4.3 Diskussion zur Methodik

Das Modell der isolierten ventilierten und perfundierten Lunge ist schon seit 1912 bekannt und
wird zur Untersuchung von Lungenphysiologie und -pathologie in verschiedenen Spezies an-
gewendet. Es gibt jedoch verschiedene methodeninhirente Einflussfaktoren, die die Aussage-
kraft der Versuche beeintrichtigen konnen. Mogliche Einflussfaktoren sind z.B. die notwendige
Medikation der Tiere durch ein Andsthetikum, Muskelrelaxans und Heparin, die auch Auswir-

kungen auf die Lungenphysiologie der isolierten Lunge haben konnen, oder nicht vollstindige
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Elimination zirkulierender Substanzen oder adhésionsstarken Zellen wie Thrombozyten. Au-
Berdem muss im Hinblick auf die physiologische Bedeutung des Modells in Betracht gezogen
werden, dass das Gewebe mit Perfusionsfliissigkeit anstelle von Blut perfundiert wurde. Dabei
hat sich hier Krebs-Henseleit-Puffer als zuverldssiges Medium fiir diese Versuchskonstellation
bewihrt!!. Eine Ubertragung von der isolierten Lunge auf in vivo Fragestellungen ist aber somit
immer nur begrenzt moglich.

In Bezug auf die angewendete Remissionsspektrometrie zum Nachweis der Bindung von CO
an Cytochrome gibt es ebenfalls verschiedene Limitationen. CO ist bekannt dafiir, photodisso-
ziierbare Bindungen einzugehen. Gerade die CO-Hédm-Bindung, wie sie bei einer Bindung von
CO an CYP450 vorliegt, ist besonders photolabil, eine Eigenschaft, die bereits in fritheren Stu-

160 Daher konnte es sein, dass das in der Methode

dien zur Bindungskinetik ausgenutzt wurde
der Remissionsspektrometrie emittierte Licht in den durchgeflihrten Untersuchungen beim
Messen mogliche Bindungen von CO an Cytochrome wieder gelost hat, bevor diese Bindungen
detektiert werden konnten. Allerdings wurde die WeiBlichtspektrometrie in vielfachen Messun-
gen zur Evaluation der CO-Ham-Interaktion eingesetzt'#! %1, so dass nicht von einem wesent-
lichen Einfluss der Messmethodik ausgegangen wurde. des Weiteren muss die Sensitivitit der
Methode kritisch hinterfragt werden, da insbesondere Streuverinderungen, z.B. durch Odem-
bildung, das Remissionsspektrum stark beeinflussen kénnen und Absorptionsanderungen tiber-
lagern. Daher wurde in den Untersuchungen das Odem iiber die Gewichtszunahme der Lunge
beobachtet und nur Lungen verwendet, die in der Stabilisierungsphase keinen Anstieg des Ge-
wichtes zeigten. Charakteristische Streuveridnderungen wurden wihrend den Versuchen bei ho-

hen CORMs-Konzentrationen beobachtet und entsprechend in die Uberlegungen einbezogen.
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5 Ausblick

Der mogliche Einsatz von CO als Therapeutikum hat in den letzten Jahren immer mehr an
wissenschaftlicher Aufmerksamkeit gewonnen. Die Entdeckung der physiologischen Wirkun-
gen von CO und die Entwicklung von Verbindungen, die CO in kontrollierbaren Mengen frei-
setzen, bieten in dieser Hinsicht vielversprechende Ansatzpunkte zur Erprobung neuer thera-
peutischer Ansétze. Aufgrund der toxischen Eigenschaften und der deutlich héheren Affinitit
zu Hamoglobin im Vergleich zu O gestaltet sich die Anwendung in vivo jedoch schwierig.
Erste Untersuchungen ergaben zwar einen positiven Effekt von CORMs auf die Entwicklung
der PH im Tiermodell, in den hier vorliegenden Untersuchungen an der isolierten Lunge zeigten
sich allerdings widerspriichliche Effekte. Weitere in vivo und ex vivo Untersuchungen sollten
diese Diskrepanz adressieren.

Aktuell erfolgt der Versuch, die Eigenschaften der CORMs als Prodrug fiir CO zu verbessern,
um eine sicherere und kontrollierbarere Freisetzung in einem spezifischen Gewebe zu erzielen
und die Nebenwirkungen durch die gewebsschiddigenden Metalle und anderen toxischen Resi-
duen zu minimieren. Hierzu werden die CORMs beispielsweise an biokompatible Systeme an-
gefligt, wie z.B. an Peptide, Polymere, Nanopartikel etc. Diese sogenannten CORM-Konjugate
zeigen bereits deutlich weniger Toxizitdt sowie erh6hte Halbwertszeiten und bieten neue Mog-
lichkeiten der Applikation'- 162,

Auch die Substitution oder Koordination von passenden biologischen Liganden kann die bio-
aktiven Merkmale des Metallzentrums drastisch verdndern und somit vor den intrinsischen to-
xischen Eigenschaften schiitzen oder diese gar eliminieren, was mehrfach berichtet werden
konnte!3* 163, So konnte beispielsweise schon gezeigt werden, dass allein der Ru(CO);Cl-Ersatz
durch Glycin von CORM-2, um CORM-3 zu erhalten, nicht nur eine verbesserte Wasserlos-
lichkeit zur Folge hatte, sondern auch in einer Reduktion des zytotoxischen Effektes an glatten
Muskelzellen in Kultur resultierte'63.

Es wire z.B. auch denkbar, dass Eisen-basierte CORMs als am Menschen angewandte Thera-
peutika eher in Betracht zu ziehen wiren, da Eisen sowieso hdufig im Korper vorkommt. Es ist
in vielen Struktur- und auch Funktionsproteinen enthalten und kann einfach beseitigt und im
Blut transportiert werden, z.B. durch Transferrin, wohingegen Ruthenium nur in duflerst kleinen
Spuren im K&rper vorzufinden ist'® .

Auch ist es wohl durchaus machbar, durch Verinderung der Art der Liganden, die am Uber-
gangsmetall binden, die Rate der CO-Freisetzung zu modulieren und die Labilitét der Car-

bonylgruppe strikt zu kontrollieren. Z.B. erwiesen sich Chlorid und Glycin Liganden als labil
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und durch ihre Substitution durch Liganden hoherer Affinitét, wie z.B. Gluthation oder Cystein,
konnte die CO-Dissoziation vom Metallzentrum beschleunigt werden.

Die weitere Erforschung und Erprobung der CORMs ist interessant, vielversprechend und un-
abdingbar. Dies stellt einen aussichtsreichen Ansatz zur Entwicklung neuer medikamentdser

Therapiestrategien nicht nur im Hinblick auf die PH dar.
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6 Zusammenfassung

Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion ist ein Mechanismus zur pulmonalen Blutflussre-
gulation, der zu einer Umverteilung der Perfusion aus hypoxischen alveoldren Bereichen in
besser ventilierte Alveolen der Lunge fiihrt und so eine Optimierung der Oxygenierung des
zirkulierenden Blutes garantiert. Trotz intensiver Forschung ist der genaue Sauerstoffsensor
und der grundlegende Signaltransduktionsweg noch nicht vollstdndig identifiziert, aber es ist
bereits bekannt, dass der pulmonalvaskulidre Tonus und die HPV durch NO/cGMP-abhingige
Mechanismen, Cytochrom P450 (CYP450)-abhidngige Metaboliten oder mitochondriale Sig-
nale reguliert werden kann, die alle Angriffspunkte von Kohlenmonoxid (CO) sind.

CO hat in den letzten Jahren trotz seiner bekannten toxischen Eigenschaften immer mehr an
Bedeutung als mogliches Therapeutikum gewonnen. Endogen wird CO durch die Hi-
moxygenase wihrend des Abbaus von Himproteinen produziert und es konnen ihm antioxida-
tive, antiinflammatorische, antiproliferative, antiapoptotische und vasoregulatorische Eigen-
schaften zugeschrieben werden. So kam es in den letzten zwei Dekaden zur Entwicklung soge-
nannter Carbon Monoxide-Releasing Molecules (CORMs), die im Stande sind, kleinere, kon-
trollierte Mengen an CO freizusetzen. In der Lunge scheinen CO und die CORMs der Entste-
hung einer pulmonalen Hypertonie (PH) entgegenzuwirken. Der direkte Effekt von CORMs
auf die pulmonale Vasoreagibilitit und HPV wurde bisher jedoch noch nicht in isolierten Lun-
gen erprobt.

In dieser Arbeit wurden die Effekte von 10% CO Inhalation und der Applikation der Substanzen
CORM-2 und CORM-3 auf den pulmonalen Gefifltonus unter Normoxie und akuter Hypoxie
(1% O fuir 10 min) in isolierten, ventilierten und perfundierten Mauslungen untersucht. Dabei
wurde gleichzeitig mittels Remissionsspektrophotometrie die Interaktion von CO sowie von
CORM-2 mit den pulmonalen Cytochromen erfasst. So konnten Riickschliisse auf mogliche
Bindungspartner von CO gezogen werden, die im Zusammenhang mit der Regulation des pul-
monalen Vasotonus stehen konnten.

Inhaliertes CO schwichte sowohl die HPV als auch die durch das Thromboxananalogon U-
46619 induzierte Vasokonstriktion ab, nicht jedoch die KCl-induzierte Vasokonstriktion. Im
Gegensatz dazu induzierten CORM-2 und CORM-3 in hohen Konzentrationen, die zu einer
messbaren in vitro Freisetzung von CO fiihrte, einen kontinuierlichen Anstieg des pulmonal-
vaskuldren Tonus, der durch die Anwesenheit von Erythrozyten noch verstérkt wurde. Inhalier-

tes CO fiihrte zu spektrometrischen Verdnderungen, die mit einer Inhibierung von CYP450
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vereinbar sind. Im Unterschied dazu konnten wéhrend der Applikation von CORM-2 keine
spektrometrischen Zeichen einer Blockade von CYP450 detektiert werden.

Inhalatives CO in supraphysiologischen Konzentrationen hat einen vasodilatorischen Effekt in
der isolierten, ventilierten und perfundierten Lunge und ist mit einer Inhibierung von CYP450
assoziiert. Die Applikation von CORMs in hohen Konzentrationen 16sen dagegen eine pulmo-
nale Vasokonstriktion im Modell der isolierten, ventilierten und perfundierten Lunge aus. Wei-
tere Untersuchungen sind notig, um die Diskrepanz der Ergebnisse zwischen inhalativem CO
bzw. in vivo verabreichten CORMs und den CORMs-Effekten in der isolierten Lunge zu eru-

ieren.
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7 Summary

Hypoxic Pulmonary Vasoconstriction (HPV) is a mechanism for regulating pulmonary blood
flow that leads to a redistribution of perfusion from hypoxic alveolar areas to better ventilated
alveoli of the lung, thus ensuring an optimized oxygenation of the circulating blood. Despite
intensive research, the exact oxygen sensor and the underlying signal transduction pathway
have not yet been fully identified. However, it is already known that pulmonary vascular tone
and HPV can be regulated by nitric oxide (NO/cGMP-dependent mechanisms), cytochrome
P450 (CYP450)-dependent metabolites or mitochondrial signals, all of which are targets of car-
bon monoxide (CO).

In recent years, CO has gained more importance as a possible therapeutic agent despite its well
known toxic effects. Endogenously produced by hemeoxygenase through degradation of heme
proteins CO is accredited with antioxidative, anti-inflammatory, antiproliferative, antiapoptotic
and vasoregulatory properties. In the last two decades, this has led to the development of so-
called carbon monoxide-releasing molecules (CORMs), which are capable of releasing smaller,
controlled amounts of CO. In the lung, CO and CORMs appear to counteract the development
of pulmonary hypertension (PH). However, the direct effect of CORMs on the pulmonary vas-
cular reactivity and HPV in isolated lungs has not yet been investigated.

In this study, the effects of 10% CO inhalation and the application of the substances CORM-2
and CORM-3 on pulmonary vascular tone during normoxia and acute hypoxia (1% O> for 10
min) in isolated ventilated and perfused mouse lungs were assessed. The interaction of CO as
well as CORM-2 with pulmonary cytochromes was detected simultaneously by tissue spectro-
photometry. This allowed conclusions to be drawn about possible binding partners of CO that
could be related to the regulation of pulmonary vasoreactivity.

Inhaled CO decreased both HPV and the vasoconstriction induced by the thromboxane mimetic
U-46619 but did not alter KCL-induced vasoconstriction. In contrast, high concentrations of
CORM-2 and CORM-3, which led to a measurable release of CO in vitro, induced a continuous
increase in normoxic tone, which was even augmented in the presence of erythrocytes. Inhaled
CO caused spectral alterations that were compatible with the inhibition of CYP450. In contrast,
during application of CORM-2 spectrophotometric signs of interaction with CYP450 could not
be detected.

Inhaled CO at supraphysiological concentrations has a vasodilatory effect in the isolated, ven-
tilated and perfused mouse lung and is associated with an inhibition of CYP450. Application

of CORMs at high concentrations in the model of the isolated, ventilated and perfused lung
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however caused a pulmonary vasoconstriction. Further investigations are necessary to elucidate
the discrepancy between the results of inhaled CO or in vivo administered CORMs and the

effects of CORMs in the isolated lung.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

A-PAP

ng

ul

pm
M
AA
Abb.
AMP
ARDS
ATP

Bk

BT
bzw.
°C
Ca2*
[Ca?*]i
cAMP
cADPR
cGMP
cm

CO
CO>
CO-Hb
COPD

Anderung des pulmonalarteriellen Druckes
mikro

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol

Arachnoidonsdure

Abbildung

Verstirkermodul (engl. amplifier)
Acute Respiratory Distress Syndrome
Adenosintriphosphat

Kaliumkanal, auch Maxi-K oder slo abgekiirzt, spannungsabhingiger Ca>"-akti-

vierter Kaliumkanal (Bk)
Blasenfalle (engl. bubble trap)
beziehungsweise

Grad Celsius

Kalzium

intrazelluldre Kalziumkonzentration
zyklisches Adenosinmonophosphat
zyklische ADP-Ribose

zyklisches Guanosinmonophosphat
Zentimeter

Kohlenmonoxid

Kohlenstoffdioxid
Kohlenmonoxid-Hdmoglobin

chronisch obstruktive Lungenerkrankung (engl. chronic obstructive pulmonary

disease)
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CORM CO-freisetzendes Molekiil (engl. carbonmonoxide releasing molecule)

CTEPH chronisch thrombo-embolische pulmonale Hypertonie
CYP450 Cytochrom P450

Cyt Cytochrom

DAG Diacylglycerol

d.h. das heif3t

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EET Epoxyeicosatriensduren

ERA Endothelin-Rezeptor-Antagonisten

Fe?* zweiwertiges Eisen

Fe** dreiwertiges Eisen

FH Wairmetauscher (engl. flow heater)

FiO- inspiratorische Sauerstoffkonzentrtation oder -fraktion
FT Wigezelle (engl. force transducer)

g Gramm

GSH/GSSG  reduziertes/oxidiertes Glutathion

h Stunden (lat. hora)
H> Wasserstoff

H>0 Wasser

H>0» Wasserstoffperoxid
He Helium

20-HETE 20-Hydroxyeicosatriensdure

HMV Herzminutenvolumen

HO Héamoxygenase

HO-1 Hiamoxygenase-1, Isoenzym der Himoxygenasen
HO-2 Hiamoxygenase-2, [soenzym der Himoxygenasen
HO-3 Hamoxygenase-3, Isoenzym der Himoxygenasen
HOX Hypoxie
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HPV Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion

iCORM inaktiviertes Carbon monoxide releasing molecule
LE. Internationale Einheiten

IP3 Inositoltrihoshat

i.p. intraperitoneal

KCL Kaliumchlorid

K-Kanal voltage-dependent (spannungsabhingiger) Kaliumkanal
LVK linksventrikuldrer Katheter

LVP linksventrikuldrer Druck (engl. Left ventricular pressure)
MbCO Carboxymyoglobin

mg Milligramm

min Minute(n)

ml Milliliter

mM Millimol

mmHg Millimeter Quecksilbersiule

mPAP pulmonalarterieller Mitteldruck

n Nummer (lat. numerus, engl. number)

N2 Stickstoff

N2O Distickstoffmonoxid (Lachgas)

Nr. Nummer(n)

NaCl Natriumchlorid

ng Nanogramm

nm Nanometer

NADPH Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

NADH/NAD" reduziertes/oxidiertes Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

N2 Stickstoff
NaCl Natriumchlorid
NO Stickstoffmonoxid
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NOS

NOX

PH

PAH
PAK
PAL

PAMSC

PAP
PBS
PC
PDE-5
PEEP
pH
PH
PIP,

ppm
PT

ROS

RVSD

sGC

S.0.

Stickstoffmonoxid-Synthase
Normoxie

Sauerstoff

Superoxid-Anion

Ozon

Wahrscheinlichkeit (Probability)

pulmonale Hypertonie

pulmonalarterielle Hypertonie (Pulmonary Arterial Hypertension)
Pulmonaliskatheter

Proteinaseldsung

pulmonalarterielle glatte Muskelzelle (engl. pulmonary arterial smooth muscle
cell)

pulmonalarterieller Druck

Phosphatpufferlgsung

Personal Computer

Phosphodiesterase Typ 5

positiver endexspiratorischer Druck

MaB fur den Saure- oder Basencharakter einer wéssrigen Losung
pulmonale Hypertonie

Phosphatidylinositolbisphosphat

parts per million

Druckaufnehmer (engl. pressure transducer)

Reservoir

reaktive Sauerstoffverbindungen (Reactive Oxygen Species)

Rechtsventrikuldrer systolischer Druck

Sekunde(n)
16sliche Guanylatcyclase (engl. soluble guanylate cyclase)

siche oben
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s.u. siche unten

tVs Halbwertszeit

Tab. Tabelle

TP Rollenpumpe (engl. tubing pump)

U-46619 Thromboxananalogon (9,11-Dideoxy-11a,90-e poxymethanoprostaglandin
F2a)

VOCC spannungsgesteuerter Calciumkanal (voltage-operated calcium channel)

VP Beatmungsdruck (ventilation pressure)

WT Wildtyp

Xe Xenon

z.B. zum Beispiel
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