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1. Einleitung

1.1. Rolle von Sauerstoffradikalen in biologischen Systemen

Radikale sind Atome, Molekile oder Substanzen, die ein oder mehrere ungepaarte
Elektronen in ihrer auBersten Hulle aufweisen. Radikale, die sich von Sauerstoff
ableiten lassen, bezeichnet man auch als reaktive Sauerstoffspezies (ROS).
Reaktive Sauerstoffspezies spielen eine wichtige Rolle in biologischen Systemen.
Ihnen wird bei oxidativem Stress und einer Reihe von Krankheiten eine wichtige
Rolle zugeschrieben. Koronare Herzkrankheit (KHK), akutes Atemnotsyndrom
(ARDS), Schlafapnoe, Sepsis, Atherosklerose, Myokardinfarkt, Schlaganfall und
Krebserkrankungen sind Beispiele fur Erkrankungen, bei denen durch ROS

Ubermittelter oxidativer Strel3 auftritt [1-6].

Weiterhin spielen ROS eine wichtige Rolle in physiologischen Prozessen. Zum
Beispiel entstehen bei der Signaltransduktion verschiedener Regulationsvorgange
ROS. Sie fungieren als ,second messenger®, stellen chemotaktische Faktoren bei
entzindlichen Prozessen dar und dienen der Abwehr von Bakterien durch

phagozytierende Zellen [7-8].

Ferner spielen ROS eine zentrale Rolle bei Ischamie/Reperfusions-Schaden. Klinisch
relevante Erkrankungen sind in diesem Zusammenhang Lungenembolien und das
ARDS. Auch bei der Lungentransplantation wird ROS eine zentrale Bedeutung fur
das Auftreten von Ischamie/Reperfusions-Schaden beigemessen. Auch in anderen
Organen spielen ROS im Rahmen des Ischamie/Reperfusion-Schadens ebenfalls
eine Rolle. Radikalbildung und Radikalentgiftung halten im ausbalanzierten
Stoffwechsel das Gleichgewicht. Durch vermehrte Bildung von ROS und/oder
verringerte antioxidative Kapazitat kommt es zum Uberwiegen der ROS und dadurch
letztlich zum oxidativem Stress. In zahlreichen vorherigen Studien wurde die
Bedeutung von oxidativem Stress und die Rolle von ROS an der isolierten Lunge

intensiv untersucht [9-17].



1.2. Pathophysiologie der reaktiven Sauerstoffspezies

Zu den ROS werden radikalische Sauerstoffabkémmlinge (Hydroxylradikal (OH™),
Superoxidanionradikal (O;" ), Stickstoffoxidradikal (NO")), sowie nicht-radikalische
Sauerstoffabkommlinge  (Wasserstoffperoxid  (H>0,), Peroxynitrit (ONOQO™ ),
hypochlorige Saure (HOCI)) gezahlt. Superoxidanionen entstehen durch univalente
Reduktion von molekularem Sauerstoff. Die Reduktion von Sauerstoff (O2) zum Oy
ist die grundlegende Reaktion fur die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies
[1,2,18,19].

Auf Grund ihrer geringen Halbwertszeit und ihrer Polaritat sind ROS nicht in der
Lage, intrazellular grolere Strecken zurlckzulegen bzw. Membranen zu
durchdringen. In wassriger LOsung, besonderes bei saurem pH-Wert, dismutieren die
Superoxidanionen spontan zu Wasserstoffperoxid und liefern damit einen
Ausgangsstoff fur die OH-Generierung durch die Fenton-Reaktion. Diese Reaktion
kann durch das Enzym Superoxiddismutase (SOD) beschleunigt werden. SOD
katalysiert die Dismutation von Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid. Diese
Reaktion lauft sehr schnell ab, so dass in den Zellen gebildete Superoxidanionen
gleich am Ort des Entstehens abgefangen werden koénnen. SOD kommt in
verschieden Formen vor. Es handelt sich um verschiedene Metallenzyme mit
unterschiedlichen katalytischen Zentren. Neben der mitochondrialen Mangan-SOD
macht die Kupfer-Zink-SOD den Hauptanteil bei Saugetieren aus. SOD kommt in
stoffwechselaktiven Organen wir Herz, Lunge und Leber mit einer hohen
Konzentration vor. SOD liegt hauptsachlich intrazellular und zytoplasmatisch und ist

nicht membranpermeabel [20-22].

Wasserstoffperoxid ist ein starkes Zellgift, dessen Toxizitat hauptsachlich durch
physiologische Reduktionsmittel (Eisen (Fe?*), Kupfer (Cu*)) katalysierte Fenton-
Reaktion und die damit verbundene Bildung von reaktiven Hydroxylradikalen
zurlickzuflihren ist. OH™ zahlt zu den aggressivsten Sauerstoffradikalen. Durch sein
stark positives Redoxpotential ist es eines der starksten Oxidationsmittel in

wassrigen Losungen [23-27].

Zu den Aufgaben des intakten Endothels zahlen u.a. die Regulation des
Gefallwandtonuses durch Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO), Prostazyklin und
Endothelin. NO spielt eine wichtige antiatherogene Rolle (Vasodilatation, Hemmung

von  Thrombozyten, Proliferation der glatten Gefallmuskelzellen  und



Leukozytenadhasion). Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht
zwischen vaskular gebildete NO und O, . In der vasomotorischen Regulation kommt
dem NO eine Bedeutung zu. Drei Isoenzyme, die kalziumabhangigen eNOS und
nNOS, sowie die induzierbare, kalziumunabhangige iINOS, synthetisieren NO aus L-
Arginin. Durch Stimulation der Guanylatzyklase entfaltet NO seine dilatierende
Wirkung an der glatten GefalRmuskelzelle. Eine verminderte bzw. fehlende NO-
Aktivitat spielt wahrscheinlich eine bedeutsame Rolle in der Entwicklung einer
endothelialen Dysfunktion. Dies pradispositioniert z.B. die Entwicklung einer
Atherosklerose. Eine verminderte Expression von der in Endothelzellen
vorkommenden NO-Synthase kann hierfur verantwortlich sein. Bei Erkrankungen wie
arterieller Hypertonie, Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus und Nikotinabusus
fuhren ROS zur Inaktivierung von NO™ in der GefalRwand [1-2,28-31].

In der Reaktion der Radikale O, und NO° entsteht das Peroxynitritradikal
(ONOO" ). Dabei wird das NO'" inaktiviert. Peroxynitratradikale haben die Fahigkeit
zur verschiedenen Reaktionen wie z.B. Oxidation, Nitrosylierung, Nitrierung und
Hydroxylierung. Bei pathophysiologisch erhdhter ROS-Bildung wird die Verfugbarkeit
von NO durch Peroxynitritbildung herabgesetzt. Als Apoptoseinduktor scheint das
Peroxynitritradikal an der Pathogenese von verschiedenen Erkrankungen wie z.B.

Asthma bronchiale, Herzinsuffizienz oder Atherosklerose beteiligt zu sein [27,32-40].

Abbildung 1.1 zeigt schematisch die Entwicklung einer durch oxidativen Stress
induzierten endothelialen Dysfunktion in Zusammenhang mit kardiovaskularen

Erkrankungen.
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Abb. 1.1.: Risikofaktoren fiir oxidativen Stress und pathophysiologische Auswirkungen [1]

Jedoch gibt es auch Hinweise das ROS als Signalmolekule in physiologischen
Prozessen wie z.B. Zellproliferation und Zelldifferenzierung eine Rolle spielen. So
wird gegenwartig eine mogliche Bedeutung der ROS an der Signalibermittlung von
Hypoxie-Zustanden diskutiert. Im pulmonalen System wird vermutet, dass die ROS
unter Hypoxie zu einer Ventilations-Perfusions-Anpassung und dadurch zur
Entstehung einer hypoxie-induzierten Vasokonstriktion fuhrt. Ob ROS wahrend
alveolarer Hypoxie vermindert oder paradoxerweise vermehrt freigesetzt werden und
von welcher Quelle sich die ROS ableiten lassen wird derzeit kontrovers diskutiert.
Tatsache ist, dass hinreichende Beweise sowohl fur eine Abnahme als auch fir eine
Zunahme von ROS in der Lunge wahrend einer alveolaren Hypoxie existieren
[1,6,41-45].

ROS koénnen durch zahlreiche Systeme generiert werden. Im Rahmen der hypoxisch
pulmonalen Vasokonstriktion (HPV) kommen sowohl die Mitochondrien als auch
NADPH-Oxidasen als mogliche Quelle fur die ROS-Generierung in Frage. NADPH-
Oxidasen ubertragen in einem zweistufigen Reaktionsprozess Elektronen von
NADPH auf O,, was zur Bildung von Superoxidanionen fuhrt [42-43,45-50].



1.3. Regulation und medizinische Relevanz der HPV

Die Bedeutung der HPV flur den Gasaustausch wurde erstmalig durch von Euler und
Lijestrand an der Katze beschrieben. Aus diesem Grunde wird seither die
Bezeichnung von Euler-Liljestrand-Mechanismus und HPV synonym verwendet. Die
HPV konnte bei allen bis heute daraufhin untersuchten Saugetieren, einschliellich
des Menschen nachgewiesen werden. Es handelt sich um einen ubiquitar in der
Lunge vorhandenen Mechanismus. Seine Bedeutung liegt darin, den pulmonalen

Gasaustausch zu optimieren [41-42,51-57].

Physiologischerweise findet man in der Lunge neben gut bellfteten auch weniger gut
bellftete Areale. Innerhalb dieser Bereiche ist die Oxygenierung des Blutes nicht
optimal gewahrleistet. Es kommt zu einem Shuntflul}, d.h. Blut flie3t durch den
pulmonalen Kreislauf ohne dabei ausreichend mit Sauerstoff angereichert zu werden.
Um trotzdem eine optimale Oxygenierung des Blutes zu gewahrleisten greift an
dieser Stelle die HPV ein. Die HPV passt die pulmonale Perfusion der Ventilation an.
So werden z.B. alveolar minderventillierte hypoxische Lungenareale weitgehend von

der Blutperfusion ausgeschlossen.

Werden nun Bereiche in der Lunge schlecht oder nicht ventiliert, kommt es zu einer
starken Verminderung der Sauerstoffpartialdruckdifferenz zwischen Alveolen und
gemischtvenésem Blut, so dass diese Areale aufgrund mangelnden
Sauerstoffdiffusionsgefalles gar nicht mehr, oder nur noch partiell zur Oxygenierung
beitragen. Blut aus diesen Bezirken verlasst die Lunge mit unzureichender
Sauerstoffbeladung. Das Vorliegen schlecht ventilierter oder von der Ventilation
ausgeschlossener Lungenareale ist als normale physiologische Gegebenheit
anzusehen. Die HPV fuhrt zur ErhOhung des vaskularen Widerstandes in
prakapillaren, muskularisierten Arteriolen, die innerhalb der hypoxischen Lungenazini
lokalisiert sind. Der erhdhte Widerstand fuhrt zu einer Umverteilung des Blutes und
zu einen erhohten Perfusion in besser ventilierten Lungenabschnitten. Bei
physiologisch temporar hypoventilierten und atelektatischen Lungenabschnitten
gewabhrleistet die HPV als ein essentieller Mechanismus-eine optimale Oxygenierung
des Blutes und minimales Shuntvolumen. Auch bei einer Atelektasebildung, bei der
die Grenze vom physiologischen zum pathologischen Uberschritten wird, kann die
HPV eine ausreichende Oxygenierung des Blutes gewahrleisten. Insgesamt fuhrt die

HPV zur einer Verbesserung der Gasaustauschleistung der Lunge [41,51,58-60].



Die HPV wird derzeit in drei Phasen unterteilt:

Die erste, akute Phase dauert einige Sekunden. Hierbei kommt es zur hypoxischen
Vasokonstriktion und zur Optimierung des pulmonalen Gasaustausches durch

Anpassung der pulmonalen Perfusion an die Ventilation.

Bei Anhalten der Hypoxie, bzw. bei chronischer alveolarer Hypoxie beginnt die
zweite, subakute Phase der HPV. Diese Phase dauert Minuten bis Stunden. Hierbei

kann es zur einer weiteren Zunahme der Vasokonstriktion kommen.

Dies fuhrt zur dritten Phase. Durch die Daueraktivierung des Gefallwandtonuses
kommt es zu Umbauprozessen. Das kann z.B. bei der hypoxiebedingten pulmonalen

Hypertonie beobachtet werden. Diesen Vorgang bezeichnet man als ,Remodeling®.

Es gibt mehrfach Hinweise das ROS fur die Regulation der 3 Phasen eine
entscheidende Rolle spielen [41,61-66].

Bis heute ist nicht abschlieRend geklart, welche Zellen fur die genannten als
Sauerstoffsensor fungieren. Zudem ist unklar welche subzellulare Struktur diesen
darstellt und wie der Mechanismus der inter- oder intrazellularen biochemischen
Signaltransduktion bis hin zum Effektor, der Kontraktion der glatten Muskulatur
funktioniert. Ein Verstandnis dieses essenziellen Mechanismus ist von sehr grofl3en
Interesse, denn sowohl eine Stoérung mit Verlust der HPV, als auch ihre generalisierte
Aktivierung fuhrt zu haufigen, teil schwerwiegenden klinischen Krankheitsbildern. Ein

Beispiel ist die pulmonale Hypertonie [41,59,67].

Eine weitgehende Kenntnis der Regulationsvorgange ist jedoch flur spezifische
therapeutische Interventionen unabdingbar. Zu einer Storung oder dem Ausfall der
HPV kann es unter anderem bei Erkrankungen wie der Pneumonie, der Sepsis, dem
ARDS und in seltenen Fallen der Leberzirrhose kommen. Die Moglichkeit einer HPV-
spezifischen Intervention zur Senkung des Shuntvolumens ist daher von grol’em
Interesse [56,68-70].

Die bei Gesunden physiologisch sinnvolle Vasokonstriktion in Bereichen hypoxischer
Alveolen fuhrt unter chronischer Hypoxie zur massiven Verringerung des
Gesamtquerschnittes der pulmonalen Strombahn. Dadurch steigt der Druck im
Lungenkreislauf und es kommt zu einer sogenannten pulmonalen Hypertonie.
Abbildung 1.2. zeigt eine Orginalaufzeichnung des arteriellen Druckverlaufes einer

hypoxieinduzierten pulmonalen Vasokonstriktion. Die Widerstandszunahme fuhrt zur



Erhdhung des pulmonalarteriellen Druckes (PAP), weil die Kontinuitdt des
Herzzeitvolumens des rechten Ventrikels eine physiologische Notwendigkeit darstellt
und erst mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz abnimmt. Zusatzlich kommt es zu
einem Umbau der Lungengefalle mit Hypertrophie und Hyperplasie der
Gefalmuskulatur. Der nicht fur Druckbelastung angelegte rechte Ventrikel
hypertrophiert bei chronischer Belastung und es entwickelt sich ein Cor pulmonale.
Eine globale alveolare Hypoxie mit Rechtsherzbelastung findet sich auch bei
Menschen, die in grol3er Hohe leben. Das in groRer Hohe auftretende Hohenddem

der Lunge ist moglicherweise auf eine ungleichmaRige HPV zuruckzufuhren [68-70].

Die Lokalisation der HPV wird durch die anatomische Struktur der Lunge
determiniert. Der die Alveolen lakunenartig umschliellende Kapillarstronmbahn sind
prakapillare, muskularisierte Gefalle vorgeschaltet. Diese versorgen die abhangigen
Azini. Muskularisierte Arteriolen und Bronchioli terminalis eines Azinus liegen in
enger raumlicher Beziehung zueinander, und es gibt Areale im Bereich des Eintrittes
der Arteriole in den Azinus, an denen abhangige Alveolen direkt der GefalRwand
anliegen. Dieser Bereich ist nach der gegenwartigen Vorstellung das morphologische
Korrelat dafiur, dass ein alveolares Hypoxiesignal zur Perfusionsminderung in der
zugehorigen Kapillarstrombahn fuhrt. Der direkte alveolo-arteriolare Kontakt ist die
Voraussetzung fur die Hypothese der Regulation der HPV mittels Hypoxie-induzierter
oder Hypoxie-inhibierter Mediatorproduktion durch pulmonale Nicht-Muskelzellen,
konsekutive Signalvermittlung durch Diffusion der Mediatoren zur glatten Muskulatur
der Arteriole und nachfolgender Aktivierung oder Inhibition intrazellularer

Signalsysteme, die zur Kontraktion der glatten Muskelzelle fuhren [59,69,71].

Diese Mediatorhypothese geht von einen von der glatten Muskelzelle unabhangigen
Sauerstoffsensor aus, wie z.B. die metabolisch leistungsfahigen Endothelzellen, Typ
Il Pneumozyten oder Aleveolarmakrophagen. Im Gegensatz dazu wird bei der
Hypothese der Regulation der HPV durch direkte Hypoxiewirkung davon
ausgegangen, dass die glatte Muskelzelle den Hypoxiesensor und Effektor in einem
darstellt. Die Signaltransduktion ist dabei also ausschlieRlich intrazellular und nicht
interzellular lokalisiert. Zumindest fur die akute HPV wird derzeit von der direkten
Einwirkung einer Hypoxie auf die glatte Muskelzelle als hinreichenden Stimulus als
Ausloser ausgegangen. Zusatzlich ist ein Anstieg des intrazellularen Kalziums
messbar. Hierbei ist die Ursprungsquelle des Kalziums nicht hinreichend geklart. In

der Literatur gibt es sowohl Hinweise fur einen extrazellularen, als auch wir einen
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intrazellularen (sarkoplasmatisches Retikulum) Ursprung. Insbesondere in der
subakuten Phase der HPV spielen nicht-selektive Kationen-Kanale und Kalzium-
Einstrom eine Rolle. Eine wesentliche Rolle scheint da Depolarisation der Zellen mit
konsekutivem Kalzium Einstrom nach Hemmung spannungsabhangiger Kalium-
Kanale zu spielen. Neben Mitochondrien und NADPH-Oxidasen kommen somit auch
sauerstoffsensitive Kalzium- oder Kalium-Kanale als Sauerstoffsensoren in Frage
[41,42,57,61,72-91].

Mitochondrien und/oder NADPH-Oxidasen stehen in Diskussion tber eine Anderung
des Redox-Status der Zelle entsprechende spannungsabhangige Kanale zu
beeinflussen. Als mdgliche Vermittler der Anderung des Redox-Status werden
sowohl ein direkter Einfluss des Anstiegs oder Abfalls der Konzentration reaktiver
Sauerstoffspezies als auch die Anderung des Verhéltnisses von Redox-Paaren
diskutiert. Weiterhin spielen vasoaktive Substanzen wie z.B. NO, Angiotensin II,
biogene Amine, Metabolite des Arachidonsaurestoffwechsels und Neurotransmitter

eine wesentliche modulatorische Rolle in der Regulation der HPV [42,45,92-101].

Es gibt Hinweise dafur, dass innerhalb der Mitochondrien die Enzyme der
Atmungskette an der Bildung reaktiver Sauerstoff-Radikale beteiligt sind.
Moglicherweise wird der intrazellulare Kalziumhaushalt auch durch Mitochondrien
beeinflusst. Auch die paradoxen Ergebnisse ob es zu einem Anstieg bzw. Abfall von

ROS bei Hypoxie kommt ist Bestandteil vieler Diskussionen [101].

Eine Vielzahl der physiologisch vasoaktiven Substanzen und Mediatoren wurde seit
der Publikation des Euler-Liljestrand-Mechanismus untersucht. Basierend auf diesen
Ergebnissen konzentriert sich die Forschung zum jetzigen Zeitpunkt auf folgende

Mediatoren oder Regulationsvorgange [42,102]:

a) Sauerstoffradikale und deren Metabolite

b) NO und seine Metabolite

c) Zyklische Nucleotidmonophosphate und diese regulierende Enzymsysteme
d) Membranstandige lonenkanalproteine

e) intrazellulare Kalzium-Homdostase
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Abb.1.2: Originalaufzeichnung des arteriellen Druckverlaufes der hypoxischen pulmonalen
Vasokonstriktion einer isoliert ventiliert und perfundierten Kaninchenlunge. Eingezeichnet ist die
pulmonalarterielle Druckanstiegsdifferenz (A PAP) zwischen Basisdruck (P baseline=normoxischer
Druck) und Maximaldruck (P max). Der Druckanstieg beginnt wenige Sekunden nach Zufihren des
hypoxischen Gasgemisches, durchlauft ein transientes Maximum und kehrt danach etwa auf ein
Ausgangsdruckniveau zurtick. Die Abszisse zeigt die fortlaufende Versuchsdauer in Minuten an. Die
Ordinate skaliert den pulmonalarteriellen Druck in mmHg.
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1.4. Die Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR)

Die Messung von Sauerstoffradikalen ist komplex und die Quantifizierung von
reaktiven Sauerstoffspezies in intakten Organen ist grofRtenteils ungelost. Ein
Nachweis erfolgte bisher Uberwiegend unter Verwendung von verschiedenen
Farbstoffen, wie z.B. Fluorochromen, die aber nur eine begrenzte Spezifitat oder
Sensitivitat sowie unerwunschte Eigeneffekte zeigten. Der Einsatz verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe und die Methode der Chemilumineszenz (Lucigenin-verstarkte
Chemilumineszenz, Coelenterazin-verstarkte Chemilumineszenz, Luminol-verstarkte
Chemiluminenszenz), welche bei Untersuchung isolierter Zellen und von
Gewebeschnitten nutzbar sind, ist auch durch begrenzte Spezifitat und Sensitivitat

sowie unerwunschter Eigeneffekte limitiert [9,44,103-108].

Die ESR-Technik ist ein Verfahren, das zur Strukturuntersuchung verschiedener
paramagnetischer Substanzen verwendet wird. Paramagnetische Stoffe haben ein
magnetisches Moment. Im Wesentlichen sind dies Stoffe mit unpaarigen Elektronen.
Wird an eine paramagnetische Substanz von aulden ein starkes Magnetfeld angelegt,
richten sich die unpaarigen Elektronen in zwei unterschiedlichen Energiezustanden
aus, die dem gegensatzlich ausgerichteten Spin entsprechen (Zeemann-Effekt) [109-
111].

Dabei entspricht -1/2 der Ausrichtung der Elektronen in Richtung des Magnetfeldes
und dem niedrigeren Energiezustand, der mit hoher Wahrscheinlichkeit
eingenommen wird. +1/2 entspricht der entgegen gesetzten Ausrichtung und dem
hoheren Energiezustand der Elektronen. Der Abstand dieser Energiezustande ist der
Feldstarke des angelegten Magnetfeldes proportional. Bei Einstrahlung einer
elektromagnetischen Welle mit der Frequenz v, die der Differenz dieser
Energiezustande entspricht, tritt eine Resonanz-Absorption durch die Elektronen mit
dem niederen Energiezustand auf. Diese werden dadurch in den héheren Zustand
versetzt. Die sich daraus ergebende Energiedifferenz kann analog der
Lichabsorbtion in der Spektroskopie gemessen werden. Unterschiedliche
paramagnetische Substanzen werden durch ein unterschiedliches Verhaltnis von
Absorptionsfrequenz zu magnetischer Feldstarke charakterisiert und kdnnen dann

mit Hilfe des Spektrums quantifiziert werden [109,112-121].

Fur das freie Elektron ergibt sich ein Absorbtionsspektrum. Dieses Verhaltnis ist der

sogenannte ,g-Faktor®, der mit dem Eigendrehpuls und mit dem Bahndrehimpuls
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verknUpft ist. Die Wechselwirkung von Elektronen mit magnetischen Kernen fuhrt zur
Aufspaltung der Resonanzlinie. Diesen Effekt bezeichnet man als
.Hyperfeinaufspaltung®. Zur Ermittlung von Resonanz wird entweder die Frequenz
bei konstantem Magnetfeld oder die Magnetfeldstarke bei gleichbleibender Frequenz
variiert. Sauerstoffradikale haben zwar paramagnetische Eigenschaften und sind
deshalb grundsatzlich ein geeignetes Substrat fur die Bestimmung mit der ESR-
Spektroskopie. In der Praxis wird ihre Bestimmung aber durch ihre Instabilitat stark
erschwert. Die Radikale werden sofort nach ihrer Entstehung wieder in weniger
reaktive Verbindungen umgewandelt. Diese Reaktionsfreudigkeit fihrt zu einer sehr
geringen Halbwertszeit, die eine genaue quantitative Erfassung erschwert [109,112-
121].

Nach dem derzeitigen Kenntnisstand ist die ESR-Technik eine fur die Fragestellung
der vorliegenden Arbeit eine neue, bisher im Rahmen der Fragestellung nicht
angewendete Detektionsmethode. Mit Hilfe der sog. ,Spintrapping-Technik® erlaubt
die ESR-Analyse eine quantitative Aussage uber die gebildeten ROS und ggf. ihre
weitere Differenzierung Uber unterschiedliche Spektren (Superoxid-Anion vs.
Hydroxyl-Radikal) [122].

1.5. Die Spintrapping-Technik

Die Spintrapping-Technik kombiniert mit der ESR-Technik ist derzeit zur Detektion
von Superoxidradikalen und Hydroxylradikalen eine gangige Methode. Die Detektion
von reaktiven Sauerstoffspezies ist in biologischen Systemen mit einer Vielzahl von
Schwierigkeiten verbunden. Die Bestimmung von ROS wird durch Ihre geringe

Halbwertszeit limitiert.

Die ,Spin-Trapping“ Technik kann zur Aufklarung von Struktur, Kinetik und
Bedeutung von ROS in physiologischen bzw. in pathophysiologischen Prozessen
dienen. Diese Technik benutzt bestimmte diamagnetische Substanzen (Spinfallen,
Spintrap-Molekiile), die mit freien Radikalen reagieren und ein relativ stabiles Produkt
(Spinaddukt) bilden, das mit Hilfe der ESR-Spekroskopie erfasst werden kann. Das
Spektrum, das fur ein solches Addukt gemessen wird, ist dabei sowohl von der Art
des Spintrap-Moleklls als auch von den Eigenschaften des gebundenen Radikals
abhangig. Die genaue Bestimmung des gebundenen Radikals ist gerade in

biologischen Systemen, wo eine Vielzahl verschiedener Radikale gleichzeitig
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auftreten, unabdingbar. Die Unterscheidung verschiedener Radikale wird dabei durch
eine hyperfeine Aufspaltung der Spektrallinien ermoglich, die fur jedes Addukt ein
charakteristisches Muster erzeugt. Es gibt verschiedene Spinproben, die zur ESR-
Messung eingesetzt werden konnen. Sie unterscheiden sich in der Sensitivitat
gegenuber den verschiedenen Radikalen und in ihrer Lebensdauer. Bisher
gebrauchliche Spinproben waren die Nitronderivate, wie das 5,5-Dimethyl-1-Pyrrolin-
N-Oxid (DMPQ), N-Tert-Butyl-Nitrone (PBN) 5,5,3-Trimethyl-1-Pyrorolin-N-Oxid
(TMPO) und das 5-Diethooxyphosphoryl-5-Methyl-1-Pyrrolin-N-Oxid (DEPMPO)
[26,111,123-127].

In isoliert ventiliert und perfundierten Lungen wurden Spinproben wie z.B. 5,5-
Dimethyl-I-Pyrrorine-N-Oxid oder Sodium 3,5-Dibromo-4-Ditrosobenzenesulfonat zur
Messung von Sauerstoffradikalen verwendet. Die Hauptproblematik dieser
Substanzen war die zu einem die Tendenz zur Autooxidation und zum anderen eine
Interaktion mit Ascorbat im Gewebe [43,50,103,108,128-129].

1.6. Arbeitshypothesen

Bisher ist nur fur wenige Substanzen der Beweis erbracht worden, dass sie
spezifisch in den Sensor- oder Regulationsmechanismus der HPV eingreifen. Die
mitochondriale Atmungskette, der Arachidonsaurestoffwechsel, insbesondere die
Lipooxygenase und Zyklooxygenase, Zytochrom p450s, Xanthinoxidase,
NADH/NADPH-Oxidase, NO-Synthasen und Peroxidasen sind mdgliche Quellen fur
die ROS-Generierung [1,130].

NADPH-Oxidasen:

Die Rolle und Funktion dieser Enzyme ist in der Literatur ausfuhrlich beschrieben.
Diese Enzyme sind sowohl in Leukozyten als auch in pulmonal-vaskularen
Endothelzellen nachweisbar. In Granulozyten dient die NADPH-Oxidase der
zellvermittelten Pathogenabwehr. Reguliert wird die vaskulare NADH/NADPH-
Oxidase durch Zytokine, und durch hormonelle Einflisse. Stimulation der glatten
GefalBmuskulatur mit Angiotensin Il, Thrombin und Tumorwachstumsfaktor alpha
fuhrt zur erhohten Aktivitdat der NADH/NADPH-Aktivitat. Der NADPH-Komplex
besteht aus mehreren Untereinheiten. Als Grundbaustein der granulozytaren
NADPH-Oxidasen dient das Zytochrom bssg, bestehend aus den membranstandigen

Untereinheiten p22-phox und gp91-phox. Die beiden Untereinheiten p47-phox und
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p67-phox sind im nicht aktivierten Zustand im Zytosol lokalisiert. Durch
Phosphorylierung kommt es zur Aktivierung der p47-phox-Untereinheit und
konsekutiv zur Komplexbildung mit der p67-phox-Untereinheit, welches die
Superoxidbildung induziert. Diese Reaktion ist Proteinkinase C abhangig. In
vaskularen NADPH-Oxidasen wurden auch alle Untereinheiten nachgewiesen.
Jedoch zeigen sich im Vergleich zu granulozytaren NADPH-Oxidasen funktionelle
Unterschiede. So ist in Granulozyten die Aktivitat der NADPH-Oxidasen durch
Phorbol-12-Myristate-13-Azetat (PMA) sehr schnell und stark beeinflussbar (oxidative
burst). In vaskularen Zellen erfolgt die Superoxidbildung eher auf geringerem Niveau
[1,6,57,128,131-146].

Es bestehen Hinweise fur eine zentrale Rolle der NADPH-Oxidase fur die Regulation
der HPV. Diese Hinweise basieren zu einem bedeutenden Teil auf Untersuchungen
mit  Diphenyleneidonium (DPI) und 4-(2-Aminoethyl)-Benzosulfonyl-Fluorid-
Hydrochlorid (AEBSF(kompetitiver Inhibior der NADPH-Oxidase)). Beide Agenzien
haben einen spezifisch inhibitorischen Einfluss auf die akute Phase der HPV der
isoliert und artifiziell ventilierten, blutfrei perfundierten Kaninchenlunge sowie auf die
hypoxisch induzierte Bildung von Superoxidanionen in glatten Muskelzellen der
Pulmonalarterie des Kalbes gezeigt. Es ist bekannt, dass der akuten bzw. der
protahierten Phase der HPV teilweise unterschiedliche Regulationsmechanismen zu
Grunde liegen. Potenziell sind NADPH-Oxidasen mehr an der Regulation der akuten
Phase der HPV und Mitochondrien mehr an der Regulation der protahierten Phase
der HPV beteiligt ist [23,48, 145,147-150,169].

ROS:

Vorausgehende Untersuchungen legen nahe, dass durch NADPH-Oxidase
generierte Sauerstoffradikale an der Regulation der HPV beteiligt sind. Die
bisherigen Untersuchungsergebnisse basieren auf Arbeiten, bei denen der NADPH-
Oxidase-Inhibitor DPI eingesetzt wurde. Die Arbeiten belegen eine dosisabhangige
vollstandige  Aufhebung der  Hypoxie-induzierten = Vasokonstriktion.  Eine
pharmakologisch induzierte Vasokonstriktion konnte hingegen nicht aufgehoben

werden [1-6].
Zytochrom p450-Oxidoreduktase:

Dieses Enzym ist eine weitere mogliche Quelle fir pulmonalgeneriertes Superoxid-

Anion bei Hypoxie [1,151].
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Xanthinoxidase:

Die Xanthinoxidase ist an der Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin im Rahmen
des Purinstoffwechels beteiligt. In Endothelzellen ist die Aktivitat und Expression
abhangig von Interferon gamma. Es ist an der Produktion von O, und H,O,
beteiligt. Wahrscheinlich ist es vorrangig unter Bedingungen eines anoxischen
Energiemangels mit ATP-Abbau, und darauffolgender Reperfusion bzw.

Reoxygenierung der Lunge von Bedeutung [1,135].
Endotheliale NO-Synthase:

Dieses Enzym fordert die Bildung von NO und Superoxidanionen. Die Balance
zwischen beiden Radikalen ist offenbar vom Kofaktor Tetrahydrobiopterin abhangig,
der eine Koppelung zwischen NADPH-Verbrauch und L-Arginin-Oxidation bewirkt.
Eine unzureichende Kopplung dieser Prozesse kann eine vermehrte Superoxid-
Produktion bewirken [1,4].

1.7. Zielsetzung der vorliegenden Doktorarbeit

Zur Bestimmung des Entstehungsortes und der Freisetzungskinetik von ROS bei
Ischamie/Reperfusion und ihrer Beteiligung an der Signaltransduktion bei hypoxisch
induzierter Vasokonstriktion wurden Experimente an isoliert ventilierten

Kaninchenlungen durchgefuhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch ex-vivo Experimente eine Methode fur die
Detektion von ROS an isoliert und ventiliert Kaninchenlungen mittels ESR-
Spektroskopie etabliert. Aufgrund der geringen chemischen Halbwertzeit der Radikal-
Addukte ist die raumliche Nachbarschaft von Messeinheit und Versuchsanordnung
des isolierten Lungenmodells notwenig. Mit dem ESR-Spektometer MS 100
(Magnetech, Berlin, Deutschland) ist die Messung, Quantifizierung und
Differenzierung von vaskular generierten ROS-Molekulen aus dem rezirkulierenden

Lungenperfusat moglich.

Als Spinprobe wurde das zyklische CPH (1-Hydroxy-3-Carboxy-Pyrrolidin)
verwendet. CPH wurde in den letzten Jahren zur quantitativen Messung von
reaktiven Sauerstoffspezies in biologischen Systemen eingefuhrt. Es gilt als eine
sensitive Spinprobe, welche eine Moglichkeit zur Quantifizierung von Superoxiden
und Hydroxylradikalen bietet. CPH wird durch ROS nichtspeZzfifisch oxidiert. Hierbei
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konnen ROS mit der Detektion des korrespondierenden Radikals 3-Carboxy-Proxyl
(CP’) mittels ESR quantifiziert werden [129,152-153].

CPH hat die Eigenschaft, dass es auch ohne Anwesenheit von Radikalen durch
Sauerstoff oxidiert werden kann. Dieser Vorgang wird als Autooxidation bezeichnet,
der von verschiedenen Parametern abhangig ist und bei der ESR-Messung von
Radikalen berucksichtigt werden muss. Aus diesem Grund ist eine Charakterisierung

der Autooxidation notwendig.
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war:

a) Entwicklung einer Methode fur die Detektion an isoliert ventilierten

Kaninchenlungen mittels ESR-Spektroskopie

b) Quantifizierung der Radikalfreisetzung an isoliert perfundierten und ventilierten

Kaninchenlungen mittels ESR-Spektroskopie

c) Charakterisierung der ,Spinprobe“ (CPH) und der Autooxidation mit verschiedenen
Substanzen (Eisen(ll)-chlorid, Wasserstoffperoxid (H2O2), Deferoxamin (DFO),
Diethyldithiocarbamate (DETC), Superoxiddismutase (SOD)

d) Untersuchung einer moglichen sauerstoffabhangigen Freisetzung von reaktiven

Sauerstoffspezies

e) Untersuchung der HPV nach Generierung von ROS durch Stimulation der
NADPH-Oxidasen mit Hilfe von Phorbol-12-Myristate-13-Azetat (PMA)
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2. Material

2.1. Experimentelle Agenzien und Pharmaka
Aqua dest, Baxter S.A. (Lessines Belgien)

CPH (I-Hydroxy-3-Carboxy-2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidin), L-Optik (Berlin,
Deutschland)

DMSO (Dimethylsulfoxid), Merck (Darmstadt, Deutschland)

DETC (Diethyldithiokarbaminsaure), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)
DFO (Deferoxamin), Sigma- Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)

Ethanol, pro analysi, J.T. Baker Chemicals (Deventer, Holland)

Isotone Kochsalzlésung 0,9 % (NaCl), Braun (Melsungen, Deutschland)
Ketanest, 50 mg/ml (Ketaminbase), Park-Davis (Berlin, Deutschland)

Liguemin 25000: 5000 I.E./ml (Na-Heparin), Hoffman La Roche (Grenzach-Wyhlen,
Deutschland)

Natriumhydrogenkarbonat 8,4 %, Baxter GmbH (UnterschleiRheim, Deutschland)
Perfusatlosung , Serag-Wiessner (Naila, Deutschland)

PMA, Sigma- Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)

Rompun 2 % (Xylazolin), Bayer (Leverkusen, Deutschland)

SOD (Cu/Zn-Superoxiddismutase), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)

Xylocain 2% (Lidocainhydrochlorid), ASTRA Chemicals (Wedel, Deutschland)
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2.2. Gerate und Hilfsmittel

Wagezelle, Typ U1, Hottinger Baldwin Messtechnik (Langen, Deutschland)
x-y-Scheiber, Rikadenki R50 Series, Rikadenki Electronics (Freiburg, Deutschland)
Blutgasanalysegerat, ABL 330 Radiometer (Copenhagen, Deutschland)

Druckaufnehmer Combitrans Monitoring SET, B. Braun Medical (Melsungen,
Deutschland)

Gasmischanlage, KM 60-3/6 MESO, Witt (Witten, Deutschland)

Glaskapillaren , Labor Brand (Giessen, Deutschland)

Membranoxygenator, Hilite 1000, (Stolberg, Deutschland)

MS Spektrometer Magnetech, (Berlin, Deutschland)

Nahtmaterial, Mersilene 4, Ethicon (Norderstedt, Deutschland)

Perfustfilter, Pall Cardioplegia Plus 0,2 ym, Pall Biomedical Corp. (Fajardo, USA)
Perfusionsystemschlauche, arterielle Seite, Tygon, Kalensee (Gielden, Deutschland)

Perfusionsystemschlauche, venodse Seite, PVC, Sorion Biomedica (Dusseldorf,
Deutschland)

Peristaltikpumpe, roller pump BP 742, Fresenius (Bad Homburg, Deutschland)

Starling Beatmungspumpe, Cat/Rabbit Ventilator 6025, Hugo Sachs Elektronik
(Mach-Hugstetten, Deutschland)

Thermopumpe, Frigomix 1495, Thermomix 1480, Braun (Melsungen, Deutschland)
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3. Methoden

3.1. Modell der isolierten Kaninchenlunge
3.1.1. Einfuhrung

Die Experimente wurden an der isolierten, blutfrei perfundierten und artifiziell
ventilierten Kaninchenlunge vorgenommen. Das Modell der ex-vivo ventilierten und
perfundierten Kaninchenlunge war bereits etabliert und wurde schon mehrfach
beschrieben. Das isolierte, intakte Organ bietet ein von den zenralnervosen,
metabolischen und humoralen Einflussen des Gesamtorganismus unabhangiges
experimentelles System. Es wurde daher mit leichten Modifikationen in

verschiedenen Experimenten eingesetzt [64,69-70,154].

Mit dem Organmodell kdnnen physiologische Organreaktionen untersucht werden,
ohne die komplexen Beziehung der interzellularen biochemischen Interaktion zu
storen. Das Modell ermoglicht die standardmallige und kontinuierliche

Messwerteerfassung folgender biophysikalischer Parameter:
Pulmonalarterieller Druck (PAP)-kontinuierliche Messung Uber Druckwandler
Pulmonalvenéser Druck (LVP)-kontinuierliche Messung Uber Druckwandler
Ventilationsdruck (VP)-kontinuierliche Messung uber Druckwandler

Lungengewicht- gemessen an der Nettoflissigkeitseinlagerung, die Uber eine

Wagezelle kontinuierlich erfasst wurde

Des Weiteren vereinfacht das Modell die Entnahme von sowohl arteriellen als auch
venosen Probenentnahmen aus dem zirkulierenden Perfusat fur biochemische und
biophysikalische Untersuchungen. In vorherigen in vitro-Experimenten wurde die
Basis fur die Versuche dieser Arbeit geschaffen, in dessen Rahmen der
Lungenmessplatz zur Optimierung der Detektion von reaktiven Sauerstoffradikalen
an isoliert perfundierten und ventilierten Kaninchenlungen entwickelt wurde. Die
Charakterisierung des gesamten Perfusions-, Ventilations-, und Messsystem sowie
die Entwicklung optimaler Versuchsmodi erfolgte bereits in vorangehenden

Untersuchungen.
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3.1.2. Aufbau des Arbeitsplatzes

Die Perfusion der isolierten Lunge gewahrleistete, Uber einen pulsierenden
Perfusatfluss, eine Schlauch-Peristaltikpumpe. In den Kreislauf waren zwei parallel
geschaltete temperierbare Perfusatbehalter mit je maximal 300 ml Fallvolumen
integriert. Temperierbar war auch das die Lunge umgebende Gefall. Die
Perfusatbehalter garantierten einen problemlosen Perfusatwechsel ohne
Unterbrechung. Wahrend des Versuchs kam jeweils nur ein Perfusatbehalter zum
Einsatz. Von diesen Behaltern aus gelangte das Perfusionsmedium uber die Pumpe
zunachst zu einem zeitweise zwischengeschalteten Perfusatfilter. Dies diente zur
Separation ausgespulter Zellen mit nachfolgender Blasenfalle, zur Vorbeugung von
Luftembolien. Anschliel3end floss das Perfusat uber den pulmonalarteriellen Katheter
in die Arteria pulmonalis. Das Perfusat passierte die Lungenstrombahn, floss danach
uber einen im linken Ventrikel fixierten Katheter und uber einer so genannten
Kaskade, einer hohenverstellbaren Vorrichtung zur Regulation des pulmonalvendsen
Druckes zurlck in eines der beiden Perfusatbehalter. Es bestand ein rezirkulierendes

System.

Kurz vor dem Eintritt des pulmonalarteriellen Katheters in die Arteria pulmonalis
konnten Uber einen Injektionsstopfen Agenzien infundiert und injiziert werden. Die

Perfusatbehalter konnten auch zu diesem Zwecke genutzt werden.

In dem pulmonalarteriellen Katheter befand sich ein kleinlumiger hartwandiger
Druckmesskatheter (Innendurchmesser 1mm), dessen distale Offnung in der
Pulmonalarterie zu liegen kam. Dieser Katheter war Iuftblasenfrei und mit
isotonischer Kochsalzlosung gefiillt. Uber eine Abzweigung war der Katheter im
pulmonalarteriellen Schenkel des Schlauchsystems an einem elektromechanischen
Druckwandler angeschlossen. Auch der pulmonalvendse Katheter war an einem
elektromechanischen Druckwandler angeschlossen. Mittels eines
elektromechanischen Druckwandlers wurde das Signal Uber einen Messverstarker
auf einen Schreiber Ubertragen und zeitgleich mit einer speziellen Software auf einen

Personal-Computer registriert.

Das Volumen mit der die Versuche durchgefuhrt wurden betrug 150 ml (75 ml im

Schlauchsystem + 75 ml im Reservoirgefal).

Die Perfusattemperatur variierte zwischen 4 °C und 38 °C. Die fur die initialen

Praparationsschritte notwendige Kuhlung des Perfusates auf 4 °C erfolgte durch ein
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Kuhlgerat (Frigomix). Eine Thermopumpe war analog zustandig fur die Erwarmung
des Perfusates auf 38,5 °C. Beim Warmeaustausch spielten verschieden Faktoren

eine wesentliche Rolle:

1. Reservoirgefalle, die aufgrund ihrer doppelwandigen Eigenschaft standig von der

Temperierflussigkeit durchstromt waren

2. Eine doppelwandige Glaskapillare, die als Warmeaustauscher innerhalb des

pulmonalarteriellen Schenkels integriert war

3. Ein Trog, in der die Lunge erwarmt und integriert wurde, um Warme- und

Feuchtigkeitsverluste an der Lungenoberflache zu minimieren
4. Ein gekoppelter Warmeaustauscher innerhalb der Membranoxygenatoren

Das Perfusionsmedium war eine synthetisch hergestellte sterile Elektrolytldsung

(Krebs-Henseleit-Puffer, Serag Wiessner KG, Naila Bayern) mit folgender

Zusammensetzung:

NaCl 125,0 mM
KCI 4,3 mM
KH,PO4 1,1 mM
CaCl, 2,4 mM
MgCl, 1,3 mM
Glucose 13,32 mM

Der pH-Wert des Perfusates wurde vor dem Beginn des Versuches auf Werte
zwischen 7,33 - 7,40 eingestellt. Verwendet hierfir wurden 23 ml
Natruimhydrogenkarbonat (NaHCOs, als Elektrolytkonzentrat 8,4%, Braun,
Melsungen) pro 1000 ml Perfusat.

Weiterhin wurde dem Perfusatmedium 5 yM Diethyldithiocarbamat Uber 12 Stunden
und 20uM Deferoxamin kurz vor Versuchsbeginn zugesetzt. Hierdurch kam es zur
Ausféllung bzw. Sedimentation von Ubergangsmetallen. Hierbei konnte eine
Ubergangsmetall induzierte Oxidation (Autooxidation) der Spinprobe reduziert

werden.
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Die Perfusion begann zu Beginn des Versuches mit einem Volumenfluss von 10
ml/min, der parallel zur Erwarmung des Organs auf 100 ml/min gesteigert wurde.
Nach Erreichen der fur den Versuchsablauf nétigen Temperaturverhaltnisse und der
Perfusionsgeschwindigkeit begann die ,steady state“ Periode. Nur Lungen, die Uber
diesen Beobachtungszeitraum von 20 Minuten Druck- und Gewichtsstabil waren,

wurden in die Untersuchungen aufgenommen.

Die Ventilation wurde durch eine Kleintier-Beatmungspumpe gewahrleistet. Diese
Beatmungspumpe wurde entweder mit Raumluft oder mit definierten Gasgemischen
betrieben. Die Beatmung der Lunge wurde mit 30 ml pro Atemzug, 30 Atemzlge pro
Minute und mit einem positivem endexpiratorischen Druck (PEEP) von 1 cm

Wassersaule gewahrleistet.
Folgende Atemgase kamen zur Anwendung (Angaben in Volumenprozent):

a) Raumluft (Beatmung des Tieres bis zum Einbinden des arteriellen Katheters in die

Arteria pulmonalis)
b) normoxisches Gasgemisch aus einer Gasflache (21,0 % 02,5,3 % CO,,73,7 % Ny)
c) hypoxisches Gasgemisch aus Gasmischanlage mit 5 % O

Die Gaspartialdricke sowie der pH-Wert des Perfusates wurden mit Hilfe eines

Blutgasanalysator ABL (ABL 330 Radiometer, Kopenhagen, Danemark) ermittelt.

Eine extra angefertigte Gas-Ventilinstallation ermoglichte einen schlagartigen

Wechsel der Beatmungsgase untereinander innerhalb von wenigen Sekunden.

Der fur die Durchfuhrung der Kontrollexperimente benutzte Membranoxygenator
funktionierte wie eine kunstliche Lunge. Er ermdglichte den Gasaustausch zwischen
dem Versorgungsgas und der Perfusionslosung. Das Prinzip beruhte auf Diffusion
uber dunne Silikonmembranen. Verwendet wurde das Modell Hilite 1000, Stolberg,
Germany. Die schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus ist in Abb. 3.1.

gezeigt.



Abb.3.1.: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus der isolierten Kaninchenlunge
(modifiziert nach Weillmann et al 1995)

AMP: Messverstarker; DW: elektromechanischer Druckwandler; F: Filter; GM1 + GM2:
Gasgemischkammern zur Begasung des Membranoxygenators; GN + GH + GR: Gasgemische zur
Ventilation der Lunge; IK: Innenkatheter; LV: linker Ventrikel; MO: Membranoxygenator: P:
Peristaltikpumpe; PA: Pulmonalarterie; PAK: pulmonalarterieller Katheter; PVK: Pulmunalvendser
Katheter; PEEP: positiv endexpiratorischer Druck; R: Reservoirgefaly fir Perfusionsmedium; REC:
Schreiber und Personalcomputer zur Registrierung der gemessenen Parameter; T: Trachea; V:
Ventilator; VD: Vorrichtung zur Regulation des pulmonalvendsen Druckniveaus. Pfeile geben die
Richtung des Perfusionsmediums und der Gase an.
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3.1.3. Praparation der isolierten Lunge

Fur die Versuchsreihen wurden New Zealand Kaninchen beiderlei Geschlechts

verwendet. Das Korpergewicht lag zwischen 2,4 und 3,3 kg.

Nach Punktion der Ohrrandvene, erhielten die Kaninchen eine initiale
Analgosedierung. Die Analgosedierung bestand aus einem Gemisch von Ketanest®
(30-50 mg/kg Korpergewicht Ketamin, Parke Davis, Berlin) und Roumpun® (6-10
mg/kg Korpergewicht Xylazin, Bayer, Leverkusen) im Verhaltnis 2:3. Die Kaninchen
erhielten Uber die punktierte Ohrrandvene ca. 0,6 bis 0,8 ml dieses Gemisches.
Dabei war wichtig, dass die Spontanatmung erhalten blieb. Es folgte die Applikation
von 1000 I.E. Liquemin® pro kg Korpergewicht (Liquemin® = 5000 |.E. Heparin/ml).
Nach ausreichender Relaxation bei erhaltener Spontanatmung wurde das Kaninchen
in Ruckenlage fixiert. Nach Abtasten der Trachea unterhalb des Larynx wurde diese
ventrale Halsregion durch die Injektion von 2%igem Xylocain® ( Lidocain 2%, Astra,
Wedel) lokal anasthesiert. Dadurch war die Sensibilitat innerhalb weniger Minuten
fur die folgende Tracheotomie aufgehoben. Folgend konnte die Trachea schmerzfrei
und durch schichtweises Praparieren unter Schonung der groRen Gefal’e und des
Nervus vagus dargestellt werden. Die Trachea wurde durch Querinzison eroffnet und
es folgte die endotracheale Kandulisierung. Die Kanule wurde durch eine Ligatur
fixiert. Die Lunge wurde zunachst maschinell mit Raumluft mit einer Atemfrequenz
von 30 Atemzugen pro Minute und einem Hubvolumen von 30 ml pro Atemzug
beatmet. Bei gesicherter maschineller Beatmung wurde die Narkose uber 10
Minuten, bis zur fur die weitere Praparation notwendigen Analgesie vertieft. Dies
geschah unter standiger Herzfrequenzkontrolle mittels Palpation. Weiterhin wurde die
Haut durch oberflachliche Schnitte Uber dem Sternum und entlang der Rippenbdgen
weitraumig mobilisiert und schlieBlich entfernt. Unterhalb des Processus Xiphoideus
erfolgte die Oberbauchlaparotomie. Das Xiphoid wurde mittels chirurgischer Klemme
kontrolliert und das Abdomen durch Scherenschnitte entlang der Rippenbdgen unter
Schonung des Diaphragmas breit eroffnet. Im nachsten Schritt wurde das
Diaphragma stumpf abprapariert und nach kaudal mittels chirurgischer Klemme
fixiert. Somit wurden die Pleurahdhlen erdffnet ohne das Lungengewebe zu
verletzen. Es folgte mittels einer Knochenschere die mediane Sternotomie und die
stumpfe Entfernung grolRer Teile des Thymusgewebes. Die beiden freiliegenden
Rippenenden wurden mit Klemmen fixiert und gespreizt und eventuelle Blutungen

aus den Aa. intercostales oder der Aa. thoracica internae mittels Klemmen



26

unterbunden. Nach Er6ffnung des Perikards konnte die Herzspitze mit einer kleinen
Klemme fixiert werden. Dies war wichtig fur das weitere Vorgehen. Die Aorta und A.
pulmonalis wurden mit je einem Faden (Kette Handfaden, Mez, Freiburg) unter

aulderster Vorsicht umschlungen und jeweils vorgeknotet.

Daraufhin konnte die Beatmung auf das normoxische Gasgemisch mit 5,3% CO, und
21,0 % O, umgestellt werden. Dadurch wurde unter bevorstehender kalter Perfusion
der Lunge mit bikarbonatgepufferten Perfusionsmedium eine optimale pH-Wert
Einstellung gewahrleistet. Nach einem kleinen Schnitt in das rechte Ventrikelmyokard
des schlagenden Herzens wurde der pulmonalarterielle Katheter sofort ohne
Unterbrechung des Lungenkreislaufs vorgeschoben. Der bereits vorgelegte Knoten
konnte zugezogen und zweimal nachgeknotet werden. Der Katheter war somit
luftdicht fixiert. Unmittelbar danach wurde zlgig die Herzspitze reseziert, um einer
Volumenbelastung entgegenzuwirken. Damit konnte sich kein Abflusswiderstand
aufbauen, der eine Erhohung des pulmonalvaskularen Filtrationsdruckes mit
Lungenddem zur Folge hatte. Auch die Aorta wurde durch den vorgelegten Faden
luftdicht. Der arterielle Schenkel des Perfusatsystems, das somit an die Lunge
angeschlossen war, war mit 4 °C kaltem Perfusat blasenfrei gefullt. Die Perfusion
begann mit einem Fluss von 10 ml/min. Ab diesem Zeitpunkt erfolgte die
Fremdperfusion der Lunge. Die Lunge konnte nun vom Tierkdrper explantiert

werden.

3.1.4. Integration der Lunge in das Messsystem

Zunachst wurde entlang der Wirbelsaule mit kleinen vorsichtigen Schnitten die Lunge
von kranial nach kaudal mobilisiert. Dabei wurde auch die Aorta, der Osophagus und
die V. cava inferior et superior durchtrennt. Das nun atraumatisch vom Tierkorper
geloste Herz-Lungen-Paket wurde auf einem speziellen Praparationsgestell fixiert
und weiter bearbeitet. Reste des mediastinalen Bindegewebes konnten vorsichtig
abprapariert werden, um bessere Sicht zu verschaffen. Damit ein funktionsfahiger
Kreislauf zustande kommt, wurden linksventrikular die Papilarmuskeln entfernt. In
den linken Ventrikel wurde anschlielend ein Konnektionskatheter mit einer
Tabaksbeutelnaht intramyocardial eingenaht und fest fixiert. Um schwankende
Druckverhaltnisse zu verhindern, wurde zusatzlich das linke Herzohr legiert. Das

Praparat war nun bereit, durch Verbinden des Konnektionskatheters mit dem
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vendsen Schenkel des Systems, in den Perfusionskreislauf integriert zu werden. Dies
geschah durch Adaptation des Konnektionskatheters mit dem vendsen Schenkel des
Perfusatsystems. Nach Sicherung aller Verbindungen wurde die Lunge an der
Wagezelle hangend in einem temperierten Behalter platziert. Zu diesem Zeitpunkt
fand die erste Registrierung und Begutachtung des PAP, LVP, VP und der

Lungenmasse.

Nach einer pH-Wert Kontrolle konnte mit der Erwarmung des Perfusates auf 38,5 °C
begonnen werden. Parallel hierzu wurde alle 30 Sekunden der Perfusatfluss um 10
ml/min erhoht, bis ein Endflufy von 100 ml/min erreicht war. Die Beatmung wurde nun
mit einem PEEP von 1 cm Wassersaule durchgefuhrt. Zudem wurde der LVP auf 2
mmHg eingestellt. Das Perfusionssystem wurde bis zu diesem Zeitpunkt nicht-
rezirkulierend betrieben, d.h. es lag immer noch ein offener Kreislauf vor. Das bis
jetzt aus der Lunge austretende Volumen wurde verworfen. Um die Lunge
weitgehend freizuspulen und sie von Blutbestandteilen sowie Blutresten zu befreien
wurden noch zwei Spulvorgange mit jeweils einem Liter sterilem Perfusat
vorgenommen. Erst dann wurde das ganze System auf Rezirkulation mit einem
Gesamtvolumen von 150 ml gestellt. Mit diesem Perfusat im System wurde der
Versuch bis zum Ende, ohne Austausch des Perfusionsmediums durchgefuhrt. Es

war also ein geschlossener Kreislauf entstanden.

Der Nullpunkt der Druckwandler wurde vor jedem Versuch auf Hohe des Lungenhilus
gegen atmospharischen Druck abgeglichen. Eine Kontrolle der Eichung des
gesamten Messsystems erfolgte taglich mit einem Eichgerat nach Prof. Dr. O. H.

Gauer.

Die Lunge musste zur Verwendung fur einen Versuch folgende Einschlusskriterien

erfullen:

a) Sie musste eine homogene, nach Ausspullen des Blutes, weilde Oberflache ohne

sichtbare Atelektasen besitzen.

b) Sie musste Uber einen Zeitraum von acht Minuten eine Erhohung des LVP ohne

irreversible Gewichtszunahme tolerieren.

c) Sie musste Druck- und Gewichts-konstant wahrend der steady-state Periode (30

Minuten) sein.

d) Sie muss die Normwerte fur PAP (4-8 mmHg) und VP (6-11 mmHg) einhalten.
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e) Ferner mussten vollstandige Dichtigkeit des Schlauchsystems und der

Verbindungsstellen zwischen diesem und dem Organ gewahrleistet sein.

Die Zeit ab der die Lunge an das Messsystem angeschlossen wurde bis zur ersten
ESR-Spekroskopie-Messung betrug genau 60 Minuten. Finf Minuten vorher wurde
die Spinprobe 1 mM I|-Hydroxy-3-Carboxy-2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidine (CPH) dem

Perfusatsystem hinzugegeben.
Es existierten drei Versuchsansatze:

a) Normoxische Ventilation mit 21 % O, fur eine Dauer von zweieinhalb oder drei
Stunden. Im Falle von drei Stunden folgte eine Bolusinjektion von Phorbol-12-
Myristate-13-Azetat (PMA) in den pulmonalarteriellen Schenkel mit einer
Konzentration im Perfusatmedium von 1 uM. In den Kontrollexperimenten wurde

anstatt PMA Kochsalzldsung appliziert.

b) In 30-minitigen Abstanden wurde aufeinanderfolgend mit verschieden
Sauerstoffkonzentrationen (21,0 %; 16,0 %; 10,0 %; 5,0 %; 2,5 %; oder 1,0 %)

ventiliert. Insgesamt betrug die Versuchsdauer drei Stunden.

c) Nach 30 Minuten Ventilation mit einer der bestimmten Sauerstoffkonzentration
(21,0 %; 16,0 %; 10,0 %; 5,0 %; 2,5 %, oder 1,0 %) erfolgte eine Bolusinjektion PMA
in den pulmonalarteriellen Schenkel mit einer Konzentration im Perfusatmedium von
1 pM. In den Kontrollexperimenten wurde anstatt PMA eine Kochsalzlosung

appliziert.

Weiterhin wurde anstatt der Lunge fur die Experimente ein Membranoxygenator

(Hilite, Stolberg, Germany) fur die Oxygenation des Perfusates benutzt.

3.1.5. Vorbereitung und Reinigung des Perfusionssystems

Zu Beginn der Versuchsreihen bestand das Perfusionssystem zum grof3ten Teil aus

mit Konnektionsstiicken verbundenen Silikoseschlauchen.

Lediglich der Peristaltikpumpenschlauch und der arterielle Schenkel ab dem Filter
bestanden aus Tygon. Durch Vorversuche wurde klar, dass Silikoseschlauche nicht
geeignet fur derartige Versuche sind. Silikoseschlauche haben eine zu geringe
Diffusionsbarriere gegenuber der Umgebungsluft. Das Perfusatsystem wurde

daraufhin entsprechend modifiziert.
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Nachdem das System aufgebaut wurde, wurde es zu jedem Experiment zunachst mit
zwei Litern destilliertem Wasser, mit zwei Litern NaCl (0,9%) und anschlie3end mit
zwei Litern steriler Perfusatlosung nicht-rezirkulierend durchspult. Wahrend des
Spulvorganges wurden alle Luftblasen aus dem System entfernt und das System auf
4 °C gefahren. Ein in den Perfusatfluss eingeschalteter endotoxinbindender Filter

sorgte zusatzlich fur entsprechende Partikelfreiheit.

Die Reinigung nach jedem Experiment bestand aus mehrfacher grindlicher Spulung
des gesamten Perfusionssystem sowie des Beatmungssystems bei 60 °C unter
Zugabe eines Detergens mit folgender mehrfacher Spulung mit demineralisiertem
Wasser. Zum Trocknen wurde das Schlauchsystem mit Druckluft ausgeblasen.
AbschlieBRend wurde das Perfusionssystem in Folie eingepackt und in der

Zentralstelle fiir Sterilisation des Uniklinikums Giessen sterilisiert.

Die Membranoxygenatoren wurden mit insgesamt vier Litern sterilem Aqua destillata
gereinigt und kuhl gelagert, und konnten so bei sechs Experimenten Verwendung

finden.
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3.2. Die Methode der Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR)
3.2.1. Apparative Grundlagen

Grundsatzlich besteht jedes ESR-Spektrometer aus mindestens drei Komponenten.
In Abb. 3.2. ist ein Blockdiagramm eines ESR-Spektrometers dargestellt [129,155]:

1) Mikrowellenteil zur Erzeugung und Detektion des Mikrowellenfeldes.
2) Ein Magnetfeld zur Steuerung und Stabilisierung des statischen Magnetfeldes.

3) Ein elektronisches System zur Verstarkung und Aufzeichnung der Messsignale.

Klystron—Oszillator

Schreiber
Absorber
Isolator 1
Zirkulator Phasenempf
U ) - — S Gleichrichter
Detektor und Verstarker
Resonator
iy
:l [ Elektromagnet
Modulations -
generator
Magnetnetzgerat

Abb. 3.2.: Blockdiagramm eines ESR-Spektrometers [152,156]

Die Probe befand sich zwischen den Polen eines Elektromagneten in einem
Hohlraumresonator. Die in der Mikrowellenquelle erzeugte elektromagnetische Welle
wurde dabei senkrecht zum aufReren Magnetfeld eingestrahlt. Die Energieabsorption
im Resonanzfall bewog eine Anderung der Mikrowellenleistung, die von einer
Detektordiode gemessen wurde. Da Inhomogenitaten des Magnetfeldes zur
Verbreiterung der Resonanzlinien beitragen, war es wichtig, ein Uber das gesamte

Probenvolumen stabiles und homogenes Magnetfeld zu erzeugen [152,156].
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Als Strahlungsquelle wo die Anregungsmikrowelle erzeugt wurde, diente ein Gunn-
Oszillator. Der Hohlraumresonator bestimmte die Mikrowellenfrequenz. Uber einen
Hohlleiter wurden die Mikrowellen bis zum Resonator weitergeleitet. Der Isolator
gewahrleistete, dass die Mikrowellenenergie vermindert wurde. Dadurch wurden
Storungen im Oszillator vermindert. Der Zirkulator lenkte die ankommende
Mikrowelle in den Resonatorarm. AnschlieRend wurde durch den Zirkulator nur die
vom Resonantor reflektierte Welle zum Detektor gelenkt. Ggf. sorgte ein vierter Arm
am Zirkulator fur die Absorption der vom Detektor reflektierten Mikrowelle (siehe Abb.
3.3.) [152,155].

TERMINATING LO,

® PN e
POWER IN \ /—»

TO DETECTOR

TO CAVITY
®

Abb. 3.3.: Vier-Arm-Zirkulator [152]

Das Messsignal (Diodenstrom) war so lange feldunabhangig, bis die Probe
Mikrowellen absorbierte. Dann erschien die Modulation auch im Diodenstrom. Dieses
Signal wurde elektronisch herausgefiltert und gleichgerichtet. Zusatzlich wurde das
aulRere Magnetfeld mit einem weiteren magnetischen Feld von 100 kHz moduliert
(siehe Abb. 3.4.). Dafur waren Helmholtz-Spulen auf jeder Seite des Resonators
angeordnet. Durch diese Modulation wurde ein besseres ,Signal-zu-Rausch®
Verhaltnis erreicht, weil sich das freqgenzabhangige Verstarkerrauschen
antiproportional zur Freqeunz verhalt. Man erhielt eine elektrische Spannung, deren
Starke proportional zur Absorption der Probe ist. Der Vorteil dieser Methode ist, dass
alle zeitabhangigen Einflusse auf das Messsignal, die nicht exakt der

Modulationsfreqeunz entsprachen (z.B. Rauschen, Drift), eliminiert wurden. Durch
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die Feldmodulation konnte die Empfindlichkeit des Spektrometers um mehrere

GroRenordnungen gesteigert werden [117,120,152,155,156].

slope A

I00 kHz

detector output ib

EPR
absorption

Detector current

N

field modulation

100 kHz

Abb. 3.4.: Auswirkung einer 100 kHz Feldmodulation auf den Detektorstrom; EPR absorption = ESR-
Absorptionssignal, Detector current = Detektorstrom; detector output = Signal am Detektor; field
modulation = Feldmodulation; slope = Steigung [152]

Der am Detektor registrierte Strom war mit der gleichen Frequenz wie das aullere
Magnetfeld moduliert. Seine Amplitude war proportional zur Anderung der
Energieabsorption [1S. Durch die Magnetfeldmodulation 1B erhielt man als Signal
die 1. Ableitung des Absorptionssignals [1S/[1B (Abb.3.5.), wenn die Modulations-
Amplitude im Verhaltnis zur Linienbreite klein genug war. Die Linienbreite war als
Abstand zwischen Maximum und Minimum des abgeleiteten Absorptionssignals
definiert. Die GrofRe der Modulationsamplitude hatte eine Auswirkung auf die
Linienbreite. Grundsatzlich wurde zwischen der naturlichen und der optimalen
Linienbreite unterschieden. Die naturliche Linienbreite war die Linienbreite, bei der
diese trotz Verkleinerung der Modulationsamplitude nicht mehr weiter abnimmt. Im

Gegensatz dazu war bei der optimalen Linienbreite die Amplitude des Signals am

grofdten [117,120].
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Abb. 3.5.: Zusammenhang zwischen Absorptions- und ESR-Signal Absorptionssignal 1. Ableitung des
Absorptionssignals nach Feld B (magnetische Induktion) als ESR-Signal nach phasenempfindlicher
Gleichrichtung.

Ein Vorteil der differenzierten Resonanzkurve bestand unter anderem in der
besseren spektralen Auflosung, so dass Feinheiten im Kurvenverlauf besser sichtbar
wurden [157].

Durch die Differenzierung war eine Phasenverschiebung um 180° zwischen
Detektorsignal und Modulation am Maximum der Absorptionskurve zu
berucksichtigen. Unterhalb des Absorptionsmaximums bestand Phasengleichheit,
oberhalb des Absorptionsmaximums waren die beiden Signale in ihrer Phase

entgegengesetzt [120].

Mit einem Schmalbandverstarker wurde nur die 100 kHz-Komponente des
modulierten Detektorsignals verstarkt. Danach wurde das Signal phasenempfindlich
gleichgerichtet. Dazu fand ein Vergleich zwischen dem verstarkten Signal und dem
100 kHz-Signal vom Oszillator statt. Bei Phasengleichheit war die

Ausgangsspannung positiv, bei entgegengesetzter Phase negativ [120,152].

Im Folgenden wird unter dem ESR-Signal immer die 1. Ableitung des

Absorptionssignals verstanden.
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3.2.2. Messung von reaktiven Sauerstoffspezies durch ESR

Die ESR-Messungen wurden mit dem Spektrometer MS 100 (Magnettech GmbH,
Berlin) durchgefuhrt. Fur die Spektrenaufzeichnung wurde das Programm EprCmd16
(Magnettech GmbH, Berlin) verwendet. Die technischen Daten des Spektrometers
MS 100 sind in Tab. 3.1. aufgefuhrt.

Gehause 53-35-42 cm /60 kg
Magnetfeldbereich 0-4500G
Feldhomogenitat +/- 50 mG Probenbereich
Feldstabilitat (Kurzzeit) 50 mG/min
Leistungsaufnahme ca. 500 W
Empfindlichkeit 3-10" Spins/G
Sweepzeit 10s-1h
Modulationsfrequenz 100 kHz
Feldmodulation 5mG-10G
Mikrowellenfrequenz 9,3-9,6 GHz
Mikrowellenleistung 10 yW - 70 mW
Schnittstelle RS232

Tab. 3.1.: Technische Daten des ESR-Spektrometers MS100 [155]

Die Proben wurden in 50 pl-Glaskapillaren mit einem Durchmesser von 1 mm (Labor-
Brand, Giessen) gemessen. Die Kapillaren befanden sich zur ESR-Messung in
einem Fuhrungsrohrchen. Die Position des Fuhrungsrohrchens im Gerat konnte
varilert werden. Das Fuhrungsrohrchen konnte in dem entsprechenden Halter
verschoben werden, wahrend der Halter selbst immer die gleiche Position einnahm.
Abb. 3.6. zeigt den Magneten mit dem Fuhrungsrohrchen im Querschnitt. Der aktive
Messraum hatte nur eine Lange von 23 mm. Es lieferte nur die Probensubstanz
einen Signalbeitrag, die sich in diesem MelRraum befanden. Die 90 mm in Abb.3.6.
entsprachen dem Abstand von der Oberkante des Fuhrungsrohrchen-Halters zur
Resonatormitte [158]. Da sich das obere Ende des Halters 6 mm Uber der

Gerateoberflache befand, lag die Mitte des aktiven Bereichs in 84 mm Tiefe.
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Abb. 3.6.: Magnet und Resonator mit dem Fihrungsrohrchen im Querschnitt [120]

Mit dem Programm EprCmd16 (Magnettech GmbH, Berlin) mussten vor jeder

Messung einige Parameter eingestellt und kontrolliert werden. Die Einstellparameter

sind in Tab. 3.2. naher erlautert.
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Tab. 3.2: Erlauterung der Einstellparameter [155]

Einstellparameter Bedeutung Wertebereich EinfluR auf Signalqualitat
Feldmitte des Spektrums
Maximal:
Center field 1G=10"T] keine Auswirkung
4500 G — Sweep width/2
G =GauR, T=Tesla
. . je kleiner, desto hoher die
Sweep width Breit des abzuscannenden Feldes Maximal: o )
Empfindlichkeit (4096 Werte)
4500 G;
Verlangerung der MeRzeit
Sweep time Zeit fur einen Scan 11 — 2056 Sekunden verbessert Signal/Rausch
(S/N)- Verhaltnis
Anzahl der Scans zur
Spektrenakkumulation
Number (Mittelwertbildung > 1-255 Signal steigt linear mit Number
Herausmittelndes Rauschens, weil
zufallig verteilt)
Bis zu einem bestimmten Wert
Modulation amplitude Amplitude der Modulation 50 — 10000 mG fihrt eine VergrofRerung zur
Erhéhung von S/N
Vergroéfierung der
Power attenuation |Dampfung der Mikrowellenleistung, 0-40dB Mikrowellenleistung fihrt zur
Erhéhung von S/N!
. keine Verbesserung von S/N,
Elektronische Verstarkung des Wert: 1 -9

Receiver gain

MeRsignals:

Exponent: 0 - 2

weil gleiche Verstarkung fir

Signal und Rauschen

Signal phase

Invertieren des Signals
(phasenempfindliche

Gleichrichtung)

0 oder 180 °

keine Auswirkung
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Zu den Kontrollparametern gehorten [157]:
Detector: ~ Anzeige fur den Diodenstrom nach automatischem Abgleich
Field: Anzeige fur die Abweichung des Magnetfeldwertes vom Sollwert

AFC: Anzeige far die Regelabweichung der automatischen

Mikrowellenfrequenzregelung

Durch die Zeigerstellung der Kontrollparameter in den Bereichen rot, gelb oder grun
wurde der Zustand des Spektrometers angezeigt. Alle drei Parameter sollten sich zu
Messbeginn im grinen Bereich befinden. Abb.3.7. zeigt ein typisches tripple band
Spektrum der verwendeten Spinprobe CP-H.
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Abb. 3.7.: Typisches CP-H ,tripple-band“ Spektrum. Y-Achse: relative Einheiten; X-Achse:
Magnetische Induktion
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Das ESR-Signal wurde nach der phasenempfindlichen Gleichrichtung A/D-gewandelt
und in einem temporaren Speicher gespeichert, bevor die Daten auf einen PC
Ubertragen wurden. Entsprechend der Anzahl der Speicherplatze (12-Bit-Speicher)
bestand ein Scan aus 4096 Werten. Auf der y-Achse waren relative Einheiten

aufgetragen.

Mit dem Programm Analysis (Magnettech GmbH, Berlin) konnte die Amplitude des
ESR-Signals bestimmt werden [159].

Zur Bestimmung der Amplitude wurde der aus dem y-Abstand von Signalmaximum
und Signalminimum errechnete Wert des mittleren Peaks halbiert. Die [ly-
Bestimmung konnte manuell oder automatisch durch das Programm geschehen. Bei
verrauschten Signalen war erstere Variante geeigneter, es sei denn das Signal

wurde vorher geglattet.

Bei spektrometrischen Verfahren wird Ublicherweise die Flache unter dem
Absorptionssignal ausgewertet. Dabei ergibt sich durch die Integration eine
Stufenkurve. Die Stufenhodhe ist ein Maly fur die sich in Resonanz befindenden
Elektronen. Weil das ESR-Signal die 1. Ableitung des Absorptionssignals ist, ergab
sich der Wert fur diese Flache durch zweimalige Integration des Spektrums mit
anschlieBender Bestimmung des Abstandes der beiden mittleren Stufen mittels

zweier Cursor [119].

3.2.3. Eigenschaften der Spinprobe CPH

Mit der ESR-Spektroskopie sind nur paramagnetische Substanzen, d.h. Molekule mit
freien Elektronen nachweisbar. Radikale sind jedoch haufig so kurzlebig, dass die
Aufzeichnung eines ESR-Spektrums zu lange dauern wiarde. Mit Hilfe der
sogenannten ,Spintrapping“-Technik kdonnen diese reaktiven Substanzen indirekt
detektiert werden. Dabei wird durch die Reaktion spezieller Verbindungen, den
Spinproben, mit freien Radikalen ein relativ stabiles sekundares Radikal gebildet
[110,156].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Spinprobe CP-H (L-Optik, Berlin) verwendet.
Dabei handelt es sich um ein zyklisches Hydroxylamin, das durch Oxidation in ein
stabiles Nitroxid-Radikal umgewandelt wird. Die Stabilitat ergibt sich einerseits durch

die sterische Hinderung, die durch die Alkylierung der [I-standigen C-Atome entsteht
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und andererseits durch die Existenz von mesomeren Grenzstrukturen des
Nitroxidradikals. Allerdings konnen diese Nitroxidradikale in Anwesenheit bestimmter
Substanzen, z.B. Ascorbat, wieder ruckreduziert werden. Tab.3.3. zeigt die
Strukturformel des reduzierten und oxidierten Zustandes und das Molekulargewicht
von CP-H [152,160,161].

Tab. 3.3.: Formel und Molekiilmasse der Spinprobe CP-H [161]

Spintrap reduzierte Form oxidierte Form Molekllmasse
COOH COOH
Ha N CH Hs \NJr CH
I I
O—H O~

CPH kann auch ohne Anwesenheit von Radikalen oxidiert werden. Hierflr sind
insbesondere  Ubergangsmetalle verantwortlich. Dieser Mechanismus wird
Autooxidation genannt. Bei der quantitativen Bestimmung der gemessenen Radikale
muss der durch Autooxidation gebildete Signalanteil als Basiswert vom Gesamtsignal

subtrahiert werden [156].

Die Oxidation von CPH durch reaktive Sauerstoffspezies resultiert in einer Bildung
von CP’. Durch die ESR-Spektroskopie konnte das ftriple-line Spektrum des CP
Radikals detektiert werden. Benutzt wurde der MS 100 Spektrometer (Magnettech,
Berlin, Germany). Die ESR-Messungen wurden mit folgenden Einstellparameter
durchgefuhrt: Mikrowavefrequenz: 9,78 GHz, Modulationfrequenz: 100 kHz,
Modulationamplitude 2 G und Mikrowavepower 18 mW. CPH wurde in einer
Stickstoffatmosphare in Pulverform bei -4°C im Kuhlschrank aufbewahrt und kurz vor
Gebrauch dem Kuhlschrank entnommen. Vor Versuchsbeginn wurde CPH in der
Pufferlosung aufgelost (1 mM) und anschlieBend in dem geschlossenen System
hinzugegeben [129,161-162].
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3.2.4. Durchfiihrung der ESR-Messungen

Die ESR-Messungen wurden mit Hilfe von Glaskapillaren durchgefuhrt. Nach
Abnahme der Proben aus dem vendsen Schenkel des rezirkulierenden Systems
erfolgte die Messung unmittelbar bei Raumtemperatur. Die erste Probe wurde funf
Minuten nach Gabe von CPH gemessen. Je nach Experiment wurden alle funf
Minuten oder im Minutentakt gemessen. Das Fuhrungsrohrchen wurde im
Spektrometer so positioniert, dass sich im gesamten aktiven Bereich
Probenflussigkeit befand. Es war darauf zu achten, dass das Fuhrungsrohrchen nicht
verunreinigt war. Zusatzlich wurde die beflllte Glaskapillare jeweils unten und oben

an den Offnungsstellen mit Knetmasse abgedichtet.

PMA (Sigma) wurde in Dimethylsulphoxid (DMSO) in einer Konzentration von 1
mg/ml gelost. Diese Stammlosung wurde bei -20 °C aufbewahrt und mehrfach
verwendet. Die Arbeitslosung in der Konzentration 8 ug/ml wurde taglich aus der
Stammldsung frisch vorbereitet. Nach PMA-Gabe wurden im Minutentakt Proben aus
dem Perfusat genommen und im ESR-Spektrometer gemessen. PMA wurde direkt in

den arteriellen Schenkel des rezirkulierenden Systems appliziert.

Nach Eingabe der Einstellparameter mit den angegebenen Werten wurden diese auf
das ESR-Spektrometer Ubertragen. Danach wurde der automatische Abgleich
manuell gestartet. Befanden sich die Kontrollparameter im Normbereich, konnte mit
der Aufzeichnung des Spektrums begonnen werden. Fur die Quantifizierung wurde
das Second-field des ESR-Spektrums benutzt.

Mit dem Programm Analysis (Magnettech GmbH, Berlin) konnte die Amplitude des

ESR-Signals bestimmt werden.
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3.3. Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte unter Zuhilfenahme eines Personalcomputers und
der Programme Excel 1997(Microsoft, Ort) und Plotlt 3.2 (scientific programming
enterprices, SPE, USA). Die vom einen XY-Schreiber (Rikadenki, Freiburg)
aufgezeichneten Druck- und Gewichtskurven wurden ausgemessen und in Excel-
Tabellen eingetragen. Die jeweiligen Mittelwerte und Standardfehler (SEM, standard
error of the mean) wurden mit Hilfe von Excel 97 errechnet und mit Hilfe von Plotit
3.2 grafisch dargestellt. Beim Vergleich zweier Gruppen kam der Student t-Test fur
unverbundene Stichproben zur Anwendung, beim Vergleich mehrerer Gruppen kam
eine einfaktorielle Varianzanalyse (oneway analysis of variance, ANOVA) mit
Student-Newman-Keuls-Test zur Anwendung. Statistische Signifikanz wurde fur alle

Vergleiche bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen.



42

4. Ergebnisse

4.1. ESR-Signalintensitat unter Baselinebedingungen und in Gegenwart von
FeCI2/H202

Nach Erflllung aller EinschluBRkriterien wurde dem geschlossenen System
(Perfusatvolumen, 150 ml) funf Minuten vor Versuchsbeginn die ,Spinprobe“ CPH in
einer Gesamtkonzentration von 1 mM zugefuhrt. Zum Zeitpunkt O begann das
Experiment mit der ersten ESR-Messung. Das ESR-Signal zeigte sich in ex-vivo

Experimenten in einem ,trippleband® Spektrum (siehe Abb.3.7).

Unter normoxischer Ventilation der isoliert perfundierten Lunge Uber zweieinhalb
Stunden, stieg die ESR-Signalintensitat stetig linear an (siehe Abb. 4.1. und Abb.
4.4). Nach 30 Minuten erbrachte die zusatzliche Gabe von FeCl, in einer
Gesamtkonzentration von 1 yM im Perfusatvolumen eine Zunahme des ESR-
Signals. Verglichen wurde dies mit einer Kontrollgruppe. Hier wurde kein FeCl,
zugesetzt. Der Anstieg des ESR-Signals mit Zugabe von Eisen (ll) wies auf eine

Ubergangsmetall-katalysierte Oxidation der Spinprobe hin.

9007 e FeCl,/H0, (n=4) . p<0.05
8001 m Kontrollen (n=4)

Signalintensitat (AU)

Zeit (h)

Abb. 4.1.: ESR-Signalintensitdt unter Baselinebedingungen und in Gegenwart von FeCI2/H202.
FeCl2-Gabe (1 puM) zum Zeitpunkt 0,5 h. H,O,-Gabe (kontinuierliche Infusion (8 pmol/min)) zum
Zeitpunkt 1,5 h. Abszisse: Zeit (h). Ordinate: Signalintensitat (AU). Mittelwert £+ SEM.
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Um eine Bildung von reaktiven Hydroxylradikalen durch die Fe?* vermittelte Fenton-
Reaktion zu provozieren, wurde 30%iges Wasserstoffperoxid eingesetzt. Die Zugabe
von Wasserstoffperoxid erfolgte als kontinuierliche Infusion mit 8umol/min in das
rezirkulierende System mittels eines Perfusors. Der Anschluss des kontinuierlichen
Wasserstoffperoxid-Perfusors an das rezirkulierende System erfolgte nach 1,5
Stunden. Es konnte durch Generierung von Hydroxylradikalen durch die Fenton-
Reaktion ein ausgepragter Anstieg des ESR-Signals nachgewiesen werden.
Innerhalb einer Stunde nach Zufuhren von Wasserstoffperoxid stieg das Signal bis
auf 707,1 £103,1 AU (n=4) an (Abb. 4.1.).

4.2. Hypoxieabhangigkeit der Superoxidfreisetzung und der vasokonstriktiven
Antwort

Um eine mdgliche Sauerstoffabhangigkeit der Superoxidfreisetzung zu untersuchen,
wurden die isolierten Lungen abwechselnd fur eine Dauer von 30 Minuten mit
verschiedenen inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen ventiliert (1,0 %, 2,5 %,
5,0 %, 10,0 %, 16,0%, 21,0 %). Insgesamt dauerten die Experimente drei Stunden.
Es wurde darauf geachtet dass die Sauerstoffkonzentrationen randomisiert verandert
wurden. Das ESR-Signal zeichnete sich durch einen linearen Anstieg in den letzten
20 Minuten der jeweiligen Periode aus. Fur die ESR-Messungen wurden die Proben
aus dem Lungeneffluent alle funf Minuten entnommen und direkt gemessen. Fur die
einzelnen Ventilationsphasen wurden die Steigungen der ESR-Signalintensitat

ermittelt und in ein zeitliches Verhaltnis gesetzt.

Der zeitabhangige Anstieg des ESR-Signals (Signalintensitat pro Minute) war am
groften bei einer Sauerstoffkonzentration von 21,0 % und am geringsten bei einer
Sauerstoffkonzentration von 2,5 % (Abb. 4.2.).

Parallel hierzu wurden die gleichen Versuchsbedingungen in Gegenwart von
Superoxiddismutase (SOD) mit einer Konzentration von 150 U/ml durchgefuhrt. Die
Gabe von SOD katalysierte die Dismutation von Superoxidanionen zu
Wassertsoffperoxid. Die Signalintensitat pro Minute war daher wahrend allen

Sauerstoffkonzentrationen verringert (Abb. 4.2.).
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Abb. 4.2.: Hypoxieabhangige ROS-Freisetzung

Wahrend einer Gesamtdauer von drei Stunden wurden die O,-Konzentrationen randomisiert von 1-21
% verandert. Die Ordinate zeigt die Signalintensitat pro Minute. Die Abszisse zeigt die verschiedenen
O2-Konzentrationen. Die —SOD-Gruppe ist in wei3 und die +SOD-Gruppe ist in grau dargestellt. SOD
(150 U/ml) katalysiert die Dismutation von Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid. Mittelwert +
SEM. *Signifikante Unterschiede zwischen der —SOD-Gruppe und der +SOD-Gruppe flr die jeweilige
0O2-Konzentration. **  Signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen inspiratorischen

Sauerstoffkonzentrationen verglichen mit der 21% O,-Konzentration

Abb. 4.3. stellt den Effekt der verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen im
Ventilationsgas auf den pulmonal-arteriellen Druck (PAP) dar. Eine hypoxische
Ventilation zeigte einen Anstieg des PAP. Am hochsten war der PAP bei einer
Sauerstoffkonzentration von 1,0 % und am niedrigsten bei 16 %. Unter einer
inspiratorischen Ventilation mit 21,0 % O, konnte man keinen Anstieg des PAP

nachweisen.
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Abb. 4.3.: Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV): Dargestellt ist der maximale Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (APAP) fiir die verschiedenen O,-Konzentrationen. Der normoxische PAP
lag bei 8,8 +0,6 mmHg. Abszisse: verschiedene O,- Konzentrationen. Ordinate: APAP. Mittelwert +
SEM:

4.3. PMA induzierte Superoxidfreisetzung unter normoxischer Ventilation

Hierzu wurde die isoliert perfundierte Lunge zunachst normoxisch (21% O>) ventiliert.
Nach drei Stunden erfolgte die Gabe von PMA mit einer Gesamtkonzentration von 1
MM im Perfusatvolumen. PMA wurde dem rezirkulierenden System als intraarterieller
Bolus zugefuhrt. Diese Applikation auf3erte sich in einem raschen Anstieg des ESR-
Signals. Im zeitlichen Verlauf war die Signalintensitat vor und nach PMA-Bolus Gabe
linear ansteigend. Dies ist in Abbildung 4.4. veranschaulicht. Durch Gabe von SOD in
einer Konzentration von 150 U/ml lie® sich der PMA Effekt ganz blockieren

(Abb.4.4.). Dies wies auf eine PMA-induzierte Superoxidfreisetzung hin.
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Abb. 4.4.: PMA-Abhangigkeit der Signalintensitdit (AU) wahrend normoxischer Ventilation.
Vollstdndige Unterdrickung des PMA-Effektes unter SOD. Dies spricht fiir eine PMA-induzierte
Superoxidbildung. Abszise: Zeit (h). Ordinate: Signalintensitat (AU). Mittelwert £ SEM.

Es wurden zunachst die Anstiegsraten vor und nach PMA-Bolusgabe ermittelt.
Hierdurch konnte eine genaue Aussage Uber die prozentuale Zunahme der ESR-
Signalintensitat vor und nach PMA-Bolusgabe getroffen werden. Abb. 4.5. zeigt
einen prozentualen Vergleich der Anstiegsraten vor und nach PMA-Bolusgabe der
Gruppen in An- bzw. Abwesenheit von SOD (150 U/ml). Es zeigte sich eine deutlich
reduzierte prozentuale Anstiegsrate in der Gruppe mit SOD. Dies spricht fur die
Dismutation von Superoxidanionen durch SOD. Als Kontrollversuche dienten
Hohlfasermembran-Oxygenatoren. Der Versuchsablauf der Hohlfasermembran-
Oxygenatoren entsprach dem der isolierten Lunge. Durch die Experimente mit Hilfe
der Oxygenatoren konnten zwei Effekte nachgewiesen werden. Erstens konnte
gezeigt werden, dass die Superoxidanionen-Generierung durch PMA ausschliel3lich
in der Lunge geschieht. Zweitens konnte ein direkter Effekt von PMA auf die CPH-
Oxidation ausgeschlossen werden. Im Rahmen der Hohlfasermembran-Oxygenator-
Experimente zeigte sich unter Einsatz von 1 yM FeCl, die schon beschriebene
Autooxidation (siehe Abschnitt 3.2.3).

Weiterhin konnte ein Effekt von PMA auf den pulmonalarteriellen Druck (PAP)

nachgewiesen werden. Vor PMA-Bolusgabe lag der PAP im Durchschnitt bei
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10,4+£0,4 mmHg in Abwesenheit von SOD und in der SOD-Gruppe im Durchschnitt
bei 8,9+0,7 mmHg. Nach PMA-Gabe lag der PAP in Abwesenheit von SOD nach
sechs Minuten im Durchschnitt bei 15,2+1,1 mmHg und in der SOD-Gruppe bei
9,9+40,7 mmHg. Dies wies auf eine Unterdrickung des PAP Druckes durch
Dismutation von Superoxidanionenradikalen in Anwesenheit von SOD hin.
Superoxidanionen-Radikalen konnten eine Rolle in der Regulation des pulmonalen

Gefalltonuses spielen.
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Abb. 4.5.: Prozentuale Veranderung der ESR-Signal Anstiegsraten in An- bzw. Abwesenheit von SOD
nach PMA-Bolus-Gabe in den pulmonalarteriellen Schenkel wahrend normoxischer Ventilation. Als
Kontrollen dienten Versuche mit einem Hohlfasermembranoxygenator. Ordinate: Veranderung der
Anstiegsrate Signalintensitat (AU). Mittelwert + SEM. *Signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen in An- bzw. Abwesenheit von SOD

In  weiteren  Experimenten  wurde der Effekt der inspiratorischen
Sauerstoffkonzentration auf die PMA induzierte CP-Radikalbildung untersucht.
Hierfar wurden kurze Experimente mit einer Laufzeit von jeweils 30 Minuten mit einer
bestimmten inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (21,0 %, 16,0 %, 10,0 %, 5,0 %,
2,5 %, 1,0 %) durchgefuhrt. Nach 30 Minuten folgte die PMA-Bolusgabe (1 uM) in
den arteriellen Schenkel des Perfusionssystems. Auch hier wurden die Steigungen
der ESR-Signalintensitat pro Zeiteinheit vor und nach PMA-Bolusgabe ermittelt Die
hochste Signalintensitat pro Zeiteinheit zeigte sich bei einer Sauerstoffkonzentration

von 5,0 %. Parallele Experimente mit SOD zeigten dass ein Grolteil der ESR-
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Signalintensitatssteigerung auf eine Superoxidfreisetzung zurtckzufuhren ist. Erneut
dienten Hohlfasermembran-Oxygenatoren als Kontrollen. Diese zeigten bei den
jeweiligen O,-Konzentrationen keinen Anstieg der ESR-Signalintensitat nach PMA
Bolusgabe. Dies bedeutete dass ein Anstieg der ESR-Signalintensitat ausschlieflich
pulmonal zu generieren war. Auch nach Zugabe von FeCl, (1 uM) war keine
Steigerung der Signalintensitat festzustellen. In der Abbildung 4.7. zeigt sich die
PMA-Bolusgabe in einer Steigerung des PAP wieder. Die grofte Steigerung war bei

einer Ventilation von 5 % O, zu beobachten.
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Abb. 4.6: Sauerstoffabhangigkeit der PMA induzierten Veranderung der ESR-Signalintensitat in An-
bzw. Abwesenheit von SOD. Die Ordinate stellt die Signalintensitatsteigerung nach PMA Gabe dar.
Abszisse: verschiedene Sauerstoffkonzentrationen. Als 100 % wurde die Steigung der Signalintensitat
pro  Zeiteineinheit  vor PMA-Bolusgabe gesetzt. Als Kontrollexperimente dienten
Hohlfasermembranoxygenatoren. Mittelwert + SEM. *Signifikante Unterschiede zwischen —SOD und

+SOD-Gruppen. **Signifikante Unterschiede bei verschiedenen O,-Konzentrationen.
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4.4. PMA induzierter Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes (PAP)

Unter einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration von 5,0 % konnte der schnellste
Anstieg der ESR-Signalintensitat verifiziert werden. Auch der PAP stieg unter einer

Ventilation mit 5,0 % O, nach PMA-Gabe am starksten an.
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Abb. 4.7.: Steigerung des PAP (mmHg) pro Minute nach PMA Bolusgabe in den rezirkulierenden
pulmonalarteriellen Schenkel. Abszisse: verschiedene Sauerstoffkonzentrationen. Ordinate:
Anstiegsrate von PAP (mmHg/min). * Signifikanter Unterschied vs. 5,0 % O, Mittelwert £ SEM.
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5. Diskussion

5.1. Methodische Aspekte

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen eine wichtige Rolle bei diversen
pulmonalen und kardiovaskularen Erkrankungen  wie  Atherosklerose,
Herzinsuffizienz, KHK, Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie, ARDS, Pneumonie
und Schlafapnoe [1-7,9-11,14,18,30-34,38-39,41,163]. Durch vermehrte Bildung von
ROS oder/und verringerter antioxidativer Kapazitdt kommt es zum Uberwiegen der
ROS und dadurch zu oxidativem Stress [1,3-4,6-9,33,41]. Dies ist bei vielen
kardiopulmonalen Erkrankungen der Fall. Auch im Rahmen von physiologischen
Prozessen, z.B. bei der Signaltransduktion verschiedener Regulationsprozesse oder
der Regulation des GefalRwandtonuses spielen ROS eine wichtige Rolle [1,6-8,14-
18]. Eine mogliche Bedeutung von ROS an Signaltransduktionsmechanismen von
Hypoxie-Zustanden im pulmonalen Kreislauf wird bis heute kontrovers diskutiert [41-
44,50]. Zudem ist nicht hinreichend geklart, ob ROS wahrend alveolarer Hypoxie
vermindert oder paradoxerweise vermehrt freigesetzt werden [41,46,50]. Weiterhin
bleibt die Quelle der ROS-Generation offen [41,46,50,130]. Umso wichtiger ist die
Detektion und Charakterisierung von ROS in der pulmonalen Zirkulation. Der
Nachweis von ROS in intakten Organen stellte sich bisher schwierig und komplex dar
[41]. Die Nachweismethoden erfolgten bisher Uberwiegend unter Verwendung von
verschiedenen Farbstoffen, wie z.B. Fluorochrome, die aber nur eine begrenzte
Spezifitdt oder Sensitivitdt sowie unerwlinschte Eigeneffekte zeigten [103-108]. Der
Einsatz  verschiedener  Fluoreszenzfarbstoffe @ und die @ Methode  der
Chemilumineszenz, welche bei der Untersuchung von isolierten Zellen und von
Gewebeschnitten verwendet werden, ist ebenfalls wegen begrenzter Spezifitat und
Sensitivitat limitiert [103-108]. Den bisherigen Methoden, die sich mit der Detektion
von reaktiven Sauerstoffspezies aus der pulmonalen Kreislaufbahn beschaftigten,
mangelte es an der Spezifitat, die Autoxidation der eingesetzten ,Spinprobe® zu
charakterisieren [103-108,128,150,164].

Die ESR-Technik weist moglicherweise einige dieser Defizite nicht auf. Sie stellt eine
spezifische Methode zur Messung von reaktiven Sauerstoffspezies dar [110,111,126-
127]. Nach derzeitigem Kenntnisstand ist die ESR-und Spintrapping-Technik fur die

vorliegende Fragestellung die beste Detektionsmethode. Die ESR-Analyse erlaubt
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eine quantitative Aussage Uber die gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies
[110,111,114,122-124].

Bei der Detektion von Radikalen in ex vivo perfundierten Organen oder Zellkulturen
mittels ESR-Spektroskopie kdnnen verschiedene Radikalsorten an der Signalgebung
beteiligt sein [156,162,166,168]. Dem Dreilinienspektrum des Spintraps CPH kann
aber nicht enthommen werden welche Radikale und in welchem Verhaltnis die
einzelnen Radikalspezies zum Signal beitragen. Denn die Amplitude erlaubt nur eine
Aussage uber die Summe der beteiligten Radikale. Zur Quantifizierung der
verschiedenen Radikalspezies konnen aber bestimmte Substanzen dem
Perfusionsmedium zugesetzt werden, die ganz spezielle Reaktion inhibieren oder
katalysieren, so das eine Radikalspezies entweder nicht entsteht oder aber
weitereagiert [156,162,166,168]. Der Unterschied zwischen der Amplitude des
Signals mit und ohne einer zugesetzten Substanz entspricht dann dem Anteil dieser
Radikalspezies an der Gesamtradikalmenge. Als Beispiel sei die
Superoxiddismutase (SOD) genannt, die die Reaktion vom Superoxid zum

Wasserstoffperoxid katalysiert [22,24].

Aufgrund der zuvor beschriebenen geringen chemischen Halbwertszeit der Radikal-
Addukte ist die raumliche Nachbarschaft von Messeinheit und Versuchsanordnung
des isolierten Lungenmodells notwenig. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit
gewahrleistet, indem die ESR-Messeinheit und der Messplatz der isoliert perfundiert

und ventilierten Lunge unmittelbar nebeneinander aufgebaut wurden.

Schon in einer vorausgegangenen Studie wurde die ESR-Technik und die
Spintrapping-Technik fur die Detektion von reaktiven Sauerstoffspezies an isoliert
ventiliert und perfundierten Kaninchenlungen eingesetzt. Jedoch wurde die
~opinprobe“ aulerhalb des Perfusionssystems dem Lungeneffluent zugesetzt.
Dadurch wurden die ROS nicht direkt im pulmonalen GefalRbett detektiert. Eine
grol3e Problematik stellte zudem die bekannte kurze Halbwertszeit der ROS dar
[116,165].

Unter Berucksichtigung der kurzen Halbwertszeit von reaktiven Sauerstoffspezies
und um ROS direkt am Ort des Entstehens abzufangen wurde im Rahmen dieser
Arbeit, die ,Spinprobe” direkt in das rezirkulierende System hinzugefuigt. Eingesetzt
wurde das zyklische Hydroxylamin CPH. Umfangreiche Literatur zeigt das CPH ein

effektiver Radikalfanger und quantitative Messungen von reaktiven Sauerstoffspezies
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mittels Detektion des korrespondierenden Nitroxid Radikals erlaubt. Die
Reaktionszeit von CPH mit reaktiven Sauerstoffspezies betragt 3.2 x 10° M s™
[129,153,161,162,166-169]. Dies ist ungefahr 10 fach hoher als die bisher
eingesetzten Nitronenderivate wie z.B. DMPO oder DEPMPO
[129,,153,161,162,166-169]. Fur die Detektion von Superoxidanionen sind
Nitronenderivate aufgrund ihrer geringen Spezifitdt und geringen Sensitivitat fur ex-
vivo Experimente nicht geeignet. Es ist bekannt, dass das gebildete Spinaddukt in
vivo und in vitro nicht stabil ist [129,,153,161,162,166-169]. Ferner ist bekannt das
CPH weniger anfallig als z.B. das Hydroxyamin 1-Hydroxy-2,2,2,2-Tetramethyl-4-
Oxo-Piperidin (Tempone-H) gegenuber der Reduktion durch die Ascorbinsdure ist
[129,153,161,162,166-169]. Die geringe Aufnahme von CPH Uber die Zellmembran
erlaubt die direkte Messung von extrazellular gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies
im Effluent der Lunge. Dies beruht auf der hohen Stabilitdit des gebildeten
Nitroxidradikals, sowohl in vivo als auch in ex-vivo. [129,153,161,162,166-169].

Beschrieben ist jedoch das durch Spuren von Ubergangsmetallen wie Eisen oder
Kupfer die Autooxidation der ,Spinprobe” katalysiert wird [170]. Durch Zugabe von
Fe,Cl, in das rezirkulierende Perfusat konnte einen Anstieg der ESR-Signalintensitat
verzeichnet werden. Dies bestatigt die Autooxidation der eingesetzten ,Spinprobe”
CPH durch Spuren von Ubergangsmetallen. Ubergangsmetalle wurden gezielt durch
Chelotoren eliminiert. Eingesetzt wurden die Chelatoren DFO und DETC
[19,25,126,170Q].

Aus diesem Grunde wurde der Puffer mit 20 uM DFO und 5 uM DETC behandelt.
Dies flihrte zur Sedimentation und zur Ausfallung von Ubergangsmetallen. So
wurden alle Experimente der isoliert perfundiert und ventilierten Kaninchenlunge mit
dem DFO-und DETC-behandelten Puffer durchgefuhrt. Dieser behandelte Puffer der
zur Perfusion der isoliert ventilierten Kaninchenlungen benutzt wurde, konnte
erfolgreich mit Hilfe von H,O, zeigen dal® dieser zur Detektion von ROS geeignet ist.
Nach Zugabe von H;O; kam es zu einem deutlichen Signalanstieg. Der Anstieg ist
am ehesten mit der Generation von Hydroxylradikalen Uber die Fenton-Reaktion
erklarbar [26-27,170-172].

Weiterhin zeigen die erhobenen Daten zeigen, dass es offensichtlich zur

kontinuierlichen Oxidation von CPH wahrend der Zirkulation durch die Lunge kommt.
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Dies geschieht entweder abhangig von ROS oder durch Autooxidation und ist somit

unabhangig von durch die Lunge gebildeter ROS.

5.2. Superoxidfreisetzung und Sauerstoffabhangigkeit

In weiteren Experimenten wurde die Abhangigkeit der ESR-Signalintensitat von der
inspiratorischen Sauerstoffkonzentration untersucht. Hierzu wurden verschiede
inspiratorische Sauerstoffkonzentrationen verwendet (1,0 %, 2,5 %, 5.0 %, 10,0 %,
16,0 %, 21,0 %). Die Zusammensetzung des inspiratorischen Gases wurde alle 30
Minuten verandert. Die niedrigste ESR-Signalintensitat zeigte sich bei 2,5 %. Bei 1,0
% kann es zu einem Anstieg der ESR-Signalintensitat. Durch Zugabe von SOD
konnte bei allen Sauerstoffkonzentrationen die ESR-Signalintensitat signifikant
gesenkt werden. Extrazellulares SOD, welches die Zellmembran nicht passiert,
katalysiert die intravaskulare Dismutation von Superoxidradikalen [22,24]. Dies
deutet darauf hin, dass ein Anteil des ESR-Signals durch intravaskular gebildetes

Superoxid zustande kommt.

Da sich andere ROS, auler Superoxidradikale, jedoch nicht durch SOD hemmen
lassen, kann das CP-Signal moglicherweise zusatzlich durch andere ROS induziert
werden [22,24].

Dass CPH in geringen Mengen die Zellmembran passiert ist bekannt. In wieweit
intrazellulares Superoxid durch CPH detektiert werden kann, sollte weitergehend
untersucht werden (z.B. in der vaskularen glatten Muskelzelle). Sinnvoll scheint in
diesem Zusammenhang die weitere Analyse intrazellulare Schlisselenzymsysteme,
in denen eine ROS Generierung involviert ist. Die erhobenen Daten sagen zudem
nichts uber die Herkunft der Superoxide aus. Einige Enzymsystme wie NADPH-
Oxidasen, Xantin-Oxidasen oder Arachidonsaure-Oxidasen und die mitochondriale
Atmungskette kommen fur die sauerstoffabhangige Superoxidfreisetzung in Betracht
[16,17,43-44,49,153,161,162,163,172-174].

Unter hypoxischer Ventilation zeigte sich ein Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes
(PAP). Die HPV dient dazu, den Gasaustausch zu optimieren und hypoventilierte
Areale von der Perfusion auszuschliefen [64]. In der Literatur wird dartber
kontrovers diskutiert, ob es zu einer Zunahme oder Abnahme von ROS unter
Hypoxiebedingungen kommt und wo die Quelle der hypoxie-induzierten ROS-

Generierung liegt [41,46]. Es gibt Hinweise, dass in der Lunge gebildete reaktive
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Sauerstoffspezies fur diese hypoxieinduzierten Vasokonstriktion eine bedeutende
Rolle spielen. mitochondriale NADPH-Oxidasen sind in diesem Zusammenhang als
eine mogliche Quelle zu nennen [41,42,45-50,64,58,175].

5.3. Superoxidfreisetzung und die Rolle von NADPH-Oxidasen

Zur Untersuchung der NADPH-Oxidase-abhangigen Superoxidfreisetzung wurde
PMA benutzt. PMA stimuliert durch Aktivierung der Proteinkinase C NADPH-
Oxidasen [5,47-51]. In Untersuchungen an humanen kultivierten Lymphoblasten-
Zelllinien konnte gezeigt werden, das PMA durch Stimulierung von NADPH-
Oxidasen, Uber eine Aktivierung der Proteinkinase C, Superoxidanionen generiert. Im
Rahmen der durchgefuhrten Arbeit konnte in eigenen Experimenten nachgewiesen
werden, dass es tatsachlich unter PMA-Einfluss zu einem signifikanten Anstieg der
CPH-Oxidation kommt. Dies konnte auf einen Anstieg einer intravaskularen

Superoxidbildung zurickzufuhren sein [166].

Zur weiteren Charakterisierung wurde Superoxiddismutase eingesetzt. Es existieren
drei Isoformen der SOD (zytosolische (Cu-Zn-SOD), mitochondriale (Mn-SOD), die
extrazellulare CuZn-SOD (EC-SOD)). Alle drei Isoformen katalysieren die gleiche
Reaktion [171,173-174]. Unter dem Einsatz des extrazellularen Cu-Zn-SOD liel3 sich
die PMA induzierte CP-Bildung komplett hemmen bzw. antagonisieren. Um eine
direkte CPH-Oxidation durch PMA auszuschlie3en, wurde die Lunge im Rahmen von
Kontrollexperimenten, durch ein Hohlfaseroxygenator ersetzt. Hierbei liel3 sich kein
Anstieg des ESR-Signals durch Zugabe von PMA nachweisen. Somit konnte eine
direkte Substanzwechselwirkung und somit eine direkte Oxidation der Spinprobe
durch PMA ausgeschlossen werden. Ubertragen ins pulmonale System bedeutete
dies, dass PMA sehr wahrscheinlich Uber eine Stimulierung von NADPH-Oxidasen
Superoxidanionenradikale generiert und dadurch eine vermehrte Bildung der CPH-
Oxidation bewirkt [44,165-166].

In weiteren, an die vorliegende Arbeit anschlieRenden Untersuchungen konnte die
PMA-induzierte Superoxidgenerierung mit Hilfe des NADPH-Oxidase-Inhibitor
Apozynin gehemmt werden. Weiterhin blieb in aktuellen Untersuchungen in Mausen,
welchen die NADPH-Oxidase Untereinheit gp91phox (Nox-2) fehlt, der PMA-Effekt

aus. Von groler Bedeutung kann dies bei Patienten mit chronisch granulomatoser
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Erkrankung sein. Im Rahmen dieser Erkrankung kommt es zum Fehlen einer oder
mehrerer Untereinheiten der NADPH-Oxidasen [131,134,140].

Ebenso konnte in weiteren Untersuchungen Rotenone, ein mitochondrialer Komplex |
Inhibitor den Effekt der PMA-induzierten Superoxidfreisetzung nicht verhindern. Dies
kann hindeuten, dass mitochondrial gebildete Superoxide keine Rolle bei der PMA-

induzierten hypoxieabhangigen Superoxidbildung spielen.

Aktuellen Daten zeigten, dass die akute und die protahierte HPV unterschiedlich
reguliert werden. Die NADPH-Oxidase-Aktivitat ist mehr in der Regulation der akuten
Phase der HPV beteiligt. So zeigt in jungeren Untersuchungen die protahierte Phase

der HPV eine vermehrte mitochondriale Abhangigkeit.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass PMA einen PAP-
Anstieg auslost. Diese Vasokonstriktion konnte durch SOD gehemmt werden. Ein
direkter Effekt von PMA induzierten Superoxidanionenradikalen konnte hierbei eine
entscheidende Rolle spielen. In neuesten Untersuchungen konnte diese PMA
induzierte Vasokonstriktion mit Hilfe eines NADPH-Oxidase Inhibitors gehemmt
werden. Diese Daten zeigen somit zusammen mit den Daten der vorliegenden Arbeit,
dass PMA eine Vasokonstriktion Uber eine Stimulation von NADPH-Oxidasen und
letztlich durch Superoxidbildung induziert. Untersuchungen anderer weisen darauf
hin, dass PMA eine Vasokonstriktion Uber Kalziumsensitivierung und Inhibition von
Myosin-Leichtkettenphosphatasen induziert [61-62,66,76-82,90,99]. Die
Superoxidanionenradikal-induzierte Vasokonstriktion in dieser Arbeit schliel3t eine
intrazellulare Kalzium Mobilisation durch zyklische ADP-Ribose Produktion,
Aktivierung der RhoA/Rho-Kinase-Aktivitat, oder Inaktivierung von NO durch
Superoxid nicht aus [75,88, 91,120,176-178].

Zur Untersuchung der Sauerstoffabhangigkeit der PMA induzierten Superoxidbildung
wurden in den eigenen Untersuchungen isolierte Kaninchenlungen mit
unterschiedlichen inspiratorischen Sauerstoffkonzentration ventiliert (21,0 %, 16,0 %,
10,0 %, 5,0 %,2,5 %,1 %). Insgesamt betrug die Versuchsdauer 30 Minuten. Am
Ende (nach 30 Minuten) wurde mittels eines pulmonalarteriellen Bolus mit PMA
stimuliert. Hierbei zeigte sich die hochste ESR-Signalintensitat bei einer
inspiratorischen Ventilation mit 5,0% O,. Zudem zeigte sich die starkste
vasokonstriktive Antwort ebenfalls bei einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration
von 5,0% O
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Die erhobenen Daten zeigen somit, dass hypoxische Ventilation einen Anstieg des
ESR-Signals durch PMA-induzierte Superoxidfreisetzung bewirkt. Dabei kommt es zu
einer pulmonal-arteriellen Vasokonstriktion. Es ist anzunehmen dass dieser
Mechanismus eine Rolle bei der Regulation der hypoxischen pulmonalen

Vasokonstriktion spielt

Die endotheliale NADPH-Oxidase gilt als Hauptquelle fur vaskulare Superoxidbildung
und unterliegt vielfaltigen Regulationsmechanismen [143-146]. Angiotensin Il spielt
maoglicherweise in der Modulation der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion eine
bedeutende Rolle [132,181]. Es ist bekannt, dass Angiotensin Il zu einer
Expressionserhohung der NAPH-Oxidase-Untereinheit gp91-phox fuhrt und dadurch
eine verstarkte Generierung von Superoxiden bewirkt [180]. Weiterhin flhrt
Angiotensin 1l zu erhohten Plasmaspiegeln von Endothelin-1, welches zu den
potentesten Vasokonstriktoren gehort. In verschieden Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass Angiotensin Il unter Hypoxie uber Stimulation von vaskularen NADPH-
Oxidasen eine Vasokonstriktion ausubt. Hierbei wird erhdhter oxidativer Stref
induziert Dieser Mechanismus ist moglicherweise fur die Regulation der protahierten
HPV von Bedeutung [8,56,57,178-181].

In der Regulation der NADPH-abhangigen Superoxidbildung kommt NO ebenfalls
eine wichtige Bedeutung zu. NO kann zur Hemmung der NADPH-Oxidasen
abhangigen Superoxidfreisetzung durch S-Nirolysation der NADPH-Oxidasen
Untereinheit p47phox fiihren. AuRerdem kann es O," abfangen. Hierbei entsteht
das ONOO" [32,184].

Drei verschiedene wichtige Effekte sollten in Zusammenhang mit der PMA-
induzierten intravaskularen Superoxidfreisetzung berlcksichtigt und  kritisch
betrachtet werden. Erstens existieren Hinweise daflr, dass es moglicherweise einen
direkten Effekt von Hypoxie auf die Aktivitat von NADPH-Oxidasen gibt. Obwohl ein
derartiger Effekt fur NADPH-Oxidasen von phagozytierende Zellen nicht bekannt ist,
ist dies fur vaskulare NADPH-Oxidasen bei verschiedenen Isoformen nicht
auszuschlielfen. An kultivierten Endothelzellen scheint es unter Hypoxie und
NADPH-Stimulation zur vermehrter Bildung von ROS zu kommen. Es konnte eine
Modulation der HPV durch Endothelzelen geben. Wahrscheinlich spielen
Endothelzellen zur Aufklarung der Rolle von ROS in Ischamie/Reperfusion eine

wichtige Rolle. Als zweites kann die ansteigende Superoxidfreisetzung mit
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Veranderungen in der Kaskade der NADPH-Oxidasen-Aktivierung in Zusammenhang
stehen. Alternativ kann auch Uber einen Proteininase C unabhangigen Weg
nachgedacht werden. Als drittes besteht sicherlich eine Abhangigkeit von der

intravaskularen/zellularen Sauerstoffkapazitat [102-104,182-183].
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6 Zusammenfassung

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen eine wichtige Rolle in biologischen
Systemen. ROS gewinnen bei einer Reihe von Krankheiten, aber auch bei
physiologischen Regulationsmechanismen, immer mehr an Bedeutung. Deshalb ist
es wichtig, ihre Rolle in pathophysiologischen Prozessen, wie z.B. beim ARDS (Adult
Respiratory Distress Syndrome), bei Sepsis, beim Ischamie/Reperfusionsschaden
und bei Signaltransduktionsmechanismen in biologischen Systemen aufzuklaren. Im
pulmonalen System wird vermutet, dass reaktive Sauerstoffspezies unter Hypoxie
am Mechanismus der Ventilations-Perfusions-Anpassung beteiligt sind. Jedoch ist
unklar, ob ROS wahrend alveolarer Hypoxie vermindert oder paradoxerweise
vermehrt freigesetzt werden und von welcher Quelle die ROS gebildet werden. Als

Quellen kommen u.a. Mitochondrien und NADPH-Oxidasen in Betracht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode zur Detektion von intravaskular
freigesetzten ROS an der isoliert ventilierten und perfundierten Kaninchenlungen
etabliert. Hierbei stellte die Kombination aus Elektronspinresonazspektroskopie
(ESR-Spektroskopie), Spin-Trapping-Technik und der Methode der isolierten Lunge
eine neue Entwicklung dar. Als ,Spinprobe“ wurde in der vorliegenden Arbeit das
zyklische Hydroxylamin I-Hydroxy-3-Carboxy-2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidin (CPH)
benutzt und charakterisiert. CPH wurde in den letzten Jahren zur quantitativen
Messung von reaktiven Sauerstoffspezies in biologischen Systemen eingefuhrt. ROS
konnen mit der Detektion des korrespondierenden Radikals 3-Carboxy-Proxyl (CP")
mittels ESR quantifiziert werden. Durch ESR-Spektroskopie konnte das triple-line

Spektrum des CP’ Radikals detektiert werden.

CPH hat die Eigenschaft, dass es auch ohne Anwesenheit von Radikalen durch
Sauerstoff oxidiert werden kann. Dieser Vorgang wird als Autooxidation bezeichnet.
Aus diesem Grund wurde zunachst eine Charakterisierung der Autooxidation

notwendig.

Um eine mdgliche Sauerstoffabhangigkeit der Superoxidfreisetzung zu untersuchen,
wurden die isolierten Lungen alternierend mit verschiedenen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen ventiliert. Hierbei zeigte sich ein Minimum des ESR-
Signals bei 2,5 % O,. Durch Zugabe von Superoxiddismutase (SOD) konnte bei allen

Sauerstoffkonzentrationen die ESR-Signalintensitat signifikant gesenkt werden. Dies
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deutet darauf hin, dass ein Anteil des ESR-Signals durch intravaskular gebildetes
Superoxid zustande kommt. Weiterhin kam es unter der Applikation von
Phorbolmyristatacetat (PMA) zu einer Vasokonstriktion und zu einem signifikanten
Anstieg der CPH-Oxidation. Unter dem Einsatz der SOD lief? sich die PMA induzierte
CP’-Bildung und die Vasokonstriktion komplett hemmen. Zur Untersuchung der
Sauerstoffabhangigkeit der PMA induzierten Superoxidbildung wurden mit
unterschiedlichen inspiratorischen Sauerstoffkonzentrationen ventiliert. Hierbei zeigte
sich die hochste ESR-Signalintensitat und die starkste vasokonstriktive Antwort bei

einer inspiratorischen Ventilation mit 5,0% O,.

In neuesten Untersuchungen konnte diese PMA induzierte Vasokonstriktion mit Hilfe

eines NADPH-Oxidase Inhibitors gehemmt werden.

Die Daten zeigen, dass die durch PMA induzierte Vasokonstriktion wahrscheinlich
durch Superoxid, generiert von NADPH-Oxidasen, vermittelt wird und dass es bei
Hypoxie zu einer paradoxen, vermehrten O," Freisetzung kommen kann. Die Daten
lassen weiterhin den Schluss zu, dass in der hypoxieabhangigen Regulation des
pulmonalen GefalRtonuses NADPH-Oxidasen involviert sein konnten. WeiterflUhrende
Untersuchungen sollten auf die zellulare Ebene fokussieren, um die subzellulare
Quelle der hypoxieabhangigen ROS-Bildung zu identifizieren. Weiterhin kann die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte Methode zur Untersuchung der ROS-

Bildung bei Ischamie/Reperfusion der Lungenstrombahn hilfreich sein.
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7. Summary

Reactive oxygen species (ROS) play an important role in biological systems. While it
is largely accepted that ROS mediated oxidative damage occurs under
pathophysiological conditions, recent evidence suggests a role for ROS as signalling
molecules in physiological processes. In the respiratory system, ROS are thought to
be involved in the pathogenesis of the adult respiratory distress syndrome (ARDS),
sepsis and ischemia-reperfusion, but may also play a role in the development of
hypoxia-and non-hypoxia-induced pulmonary hypertension. In the context of
regulatory processes of the lung, a growing body of evidence is emerging indicating
that ROS may contribute to signalling events such as underlying hypoxic pulmonary
vasoconstriction (HPV), an essential mechanism matching lung perfusion to
ventilation in order to optimize pulmonary gas exchange. The question of whether
ROS generation is decreased or paradoxically increased during alveolar hypoxia,
and the sources from which ROS may be derived under these conditions, are
controversial. In fact, evidence exists for both a decrease as well as increase in lung
ROS generation during alveolar hypoxia. Both mitochondria and NADPH oxidases

have been proposed as sources of ROS generation underlying HPV.

In this thesis a method combining electronspinresonance (ESR) spectroscopy with
the spin trapping technique for measurement of superoxide release from isolated
perfused and ventilated rabbit lungs was established. Superoxide was detected by
the cyclic hydroxylamine I-hydroxy-3-carboxy- 2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine (CPH)
which was recently introduced for quantitative ROS measurements in biological
systems. ROS formation can be quantified by detection of the corresponding radical

3-carboxy-proxyl (CP") using ESR spectroscopy.

After having proven the feasibility of CPH for ROS detection in the isolated perfused
and ventilated rabbit lungs, the autooxidation of CPH was characterized. Perfusing
lungs with CPH over a range of different inspired oxygen concentrations revealed an
oxygen-dependence of CP" formation rate, with a minimum at 2,5 % O,. Addition of
superoxide dismutase (SOD) to the buffer fluid illustrated that a portion of this
intravascular ROS release was attributable to superoxide. Intravascular stimulation of
the lungs by phorbolmyristateacetate (PMA) caused a rapid increase in CP’
formation, concomitant with pulmonary vasoconstriction. Both the PMA-induced CPH

oxidation and the vasoconstrictor response were completely suppressed by SOD.
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When the PMA challenge was performed at different oxygen concentrations,
maximum superoxide liberation and pulmonary vasoconstriction occurred at 5,0 %
Os.

The PMA-induced vasoconstriction in the isolated lung experiments was inhibited by
a NADPH-oxidase inhibitor

These data demonstrate that the PMA-induced vasoconstriction is caused by
superoxide generated from NADPH oxidases and that superoxide release may
paradoxical be increased in hypoxia. NADPH oxidases thus may contribute to the
hypoxia-dependent regulation of pulmonary vascular tone. Further experiments
should be focused on cellular and subcellular sources of the hypoxia-dependent
ROS-generation. Furthermore the established method may be helpful to clarify the

role of ROS-generation in ischemia/reperfusion in the pulmonary vasculature.
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